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Resumen

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio multidimensional de la produccion de
bioalcoholes con biomasa lignocelulésica de cafia de azUcar. El trabajo se dividio en: 1) produccion
de etanol y butanol; 2) determinacion de indicadores ambientales y econémicos.

Se determinaron los efectos: pH (4.5 y 6.5) y carga organica (15 y 20 g ST/kg-dia) sobre la
produccién de acidos grasos volatiles (AGV), donde la mayor concentracion de 8.3 £ 1.3 g/L se
logré a la menor carga organica. El pH promovid un perfil de AGV diferente: a pH de 4.5 el acido
lactico representd 67 % Yy el acido butirico 16% del total de AGV, mientras que a pH de 6.5 el
acido acético representd el 47% del total. Se determind el efecto de once factores sobre la
produccion de butanol: pH (5.5 y 7.5), adicion de CaSO4 (O0y 2 g/L), NaSOs (Oy 4 ¢g/L), Zn (O y
2 mg/L), Fe (0 y 2 mg/L), glucosa (0 y 30 g/L), efluente acidogénico (16 y 32 g DQOI/L), y
bioaumentacion con cuatro cepas de Clostridium. La mayor produccién de butanol de 80 mg/L fue
a pH de 7.5, con adicion de Fe y efluente acidogénico de 32 g DQO/L.

Con estos resultados experimentales, se propuso una modificacion al esquema de biorrefineria
publicado por Valdez-Vazquez y Sanchez (2018), donde se redistribuyeron los AGV para
incrementar la produccion de butanol. Ambos escenarios fueron contrastados en términos de
eficiencia energética (EE), costo total de produccion (CTP), consumo de agua y emisiones de COa.
La nueva propuesta incrementa la produccion de butanol de 10 a 16 g/L, reduce 29% el CTP e
incrementa 22% la EE. Las emisiones de CO- se reducen un 58%. Sin embargo, la nueva propuesta
tiene un incremento casi 3 veces mayor en consumo de agua.
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1 INTRODUCCION

El consumo total de combustibles fosiles aumentd aproximadamente un 51% en el periodo
1995-2015, y se prevé que su consumo aumentara aproximadamente un 18% en el periodo 2015-
2035 (Y1ldiz, 2018). La dependencia de los sectores econdmicos sobre los combustibles fésiles ha
resultado en el incremento en los precios de éstos, por lo que surge la necesidad de crear
alternativas energéticas distintas a las convencionales como: energia hidréulica, e6lica, solar y
bioenergia. El uso de la bioenergia en forma de biocombustibles liquidos tiene ventajas porque
posee la caracteristica de ser almacenable y con alta densidad energética para ser utilizada en el
sector transporte. Los biocombustibles liquidos como el etanol y butanol se consideran limpios y
renovables y pueden contribuir para que el sector transporte sea mas sostenible (Salvador, 2010).

Los biocombustibles liquidos se clasifican en funcidn de las materias primas y tecnologias de
produccidn, en biocombustibles de primera (1G), segunda (2G), tercera (3G) y cuarta generacion
(4G) (Saldini et al., 2016). Los biocombustibles 1G compiten directamente con la produccién de
alimentos, por lo que la atencién se ha centrado en los biocombustibles 2G (Hayes et al., 2015).
Los biocombustibles 2G utilizan como principal materia prima biomasa lignoceluldsica, como
pasto, maderas de bajo precio, desechos municipales y residuos agricolas/agroindustriales (Bathia
et al., 2017). En México, el cultivo con mayor volumen de produccion es la cafia de azucar,
generando la mayor cantidad de biomasa lignocelul6sica del pais en forma de bagazo (Valdez-
Vazquez et al., 2010; Hernandez et al., 2019). El procesamiento del bagazo de cafia tipicamente
requiere de diversas etapas secuenciales, lo que encarece el proceso (Senties-Herrera et al., 2014).

Ademés de la parte técnica, es indispensable garantizar que el proceso de produccion de
biocombustibles 2G, ademas de ser rentables, tengan bajos impactos ambientales y beneficios
claros y cuantificables para las comunidades rurales (Garcia et al., 2011). Las herramientas que se
proponen para esto son la huella de carbono, huella hidrica, analisis de ciclo de vida, nimero de
empleos e ingresos, entre otros (Farrell et al., 2006, Gerbens-Leenes et al., 2009, Fingerman et al.,
2010). Por lo que resultan necesarios estudios multidimensionales que evalGen la parte tecno-
econdmica, social y ambiental, de forma integrada.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la produccion de bioalcoholes a partir de
biomasa lignocelul6sica de cafia de azlcar con un enfoque multidimensional.

La estrategia experimental estuvo dividida en dos etapas: una etapa experimental donde se evalud
la produccion de acidos grasos organicos (como precursores de bioalcoholes de interés) y la
produccidn de solventes (etanol y butanol). Con ayuda de disefios experimentales, se logro evaluar
diversos factores que influyen en la fermentacion acetobutilica. En la segunda etapa, se calcularon
indicadores socio ambientales de la cadena de produccién (agrondmica e industrial). Los impactos
ambientales se midieron con los indicadores de huella hidrica y huella de carbono. Mientras que,
para los impactos sociales, se determind del niumero de empleos y los ingresos, que podrian

generarse a partir de este proceso de produccion de bioalcoholes, a través de modificaciones en el
13



escenario propuesto por Valdez-Vazquez y Sanchez (2018), que utiliza el software SuperPro
Designer v 9.0.

La integracion de los aspectos técnico, social y ambiental permitira establecer criterios para la
implementacion de sistemas de produccion de biocombustibles de segunda generacion sostenibles,
que servird como referencia para la creacion de futuras biorrefinerias en el pais.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Combustibles fosiles

Los combustibles fdsiles estan formados por procesos naturales de millones de afios de
descomposicion de materia organica. Estos combustibles formados a partir de los restos
fosilizados, se forman por la exposicion al calor y la presion en la corteza terrestre. El consumo de
energia en 2015 consistio en 32.9% de petroleo, 29.2% de carbon, y 23.9% de gas natural, lo que
equivale a un 86,0% del consumo de combustibles fdsiles en el mundo, que son no renovables, tan
solo para la produccion energética primaria (Yildiz, 2018).

El sector transporte es el mayor consumidor de combustibles en México seguido de la generacion
de electricidad. La dependencia del sector transporte por el petrdleo como fuente de energia
produce condiciones cada vez mas desfavorables en los dmbitos social, politico y ambiental
(cambio climatico, contaminacion atmosférica y problemas de salud) (Lenz et al., 2003). De
acuerdo con cifras del Balance Nacional de Energia, el consumo nacional de combustibles crecid
8.5% en el periodo 2007-2017, pasando de 2.18e!’ a 2.36e' joules (J) (SENER, 2017). Para el
2017, el autotransporte representd el 90% del consumo de gasolina, seguido por la aviacion
nacional (7%), el transporte maritimo nacional (1.7%) y el ferroviario nacional (1.3%).

El dioxido de carbono (CO3) es un gas de efecto invernadero que se libera durante el proceso de
combustion de los combustibles fésiles, el cual se estima que para 2050 habra aumentado al doble.
Esto ha conducido a desarrollar distintas estrategias y medidas a fin de reducir el nivel de emisiones
de GEI (Schafer & Victor, 1999).

2.1.1 Contaminacién atmosférica

La contaminacion atmosférica se define como la presencia en el aire de toda materia o
energia que al incorporarse 0 actuar en la atmosfera altere o modifique su composicion y condicion
natural (SEMARNAT, 2015). Sin embargo, cuando se generan emisiones en grandes cantidades,
la atmosfera pierde su capacidad de equilibrio ocasionando con ello la alteracion del ambiente
natural. Los contaminantes del aire se han clasificado en dos categorias, contaminantes primarios
y secundarios. Los contaminantes primarios son aquellos procedentes directamente de las fuentes
de emision, este tipo de fuente se divide a su vez en fuentes naturales y antropicas. Los
contaminantes secundarios son aquellos producidos en la atmésfera por reacciones fotoquimicas.

Actualmente la contaminacion del aire se considera un problema serio en las ciudades con gran
actividad industrial y transito vehicular (Karue et al., 1992). En México, el sector transporte es
uno de los mayores emisores de contaminantes anuales, en 2014 se calcularon 164,199.635 giga
gramos (Gg) de CO2 equivalente (eq), estas emisiones estdn divididas por sectores entre los
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principales se encuentran, con un 35.1% del sector transporte, 32% del sector de generacion de
energia eléctrica, 13.4% al sector industrial, como se observa en la figura 1 (SENER, 2014).

3.2%

4.2%

M Transporte

. Generacion Electrica

M Industria

B Otrasindustriasenerggticas
B Residencial

m Comercios, agriculturay
servicos

Figura 2-1. Emisiones de CO- por sector en México. Fuente: Agencia Internacional de Energia
2017.
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2.1.2 Gases de Efecto Invernadero

Cabe resaltar que, naturalmente, existen en la atmodsfera gases de efecto invernadero,
conformados por dioxido de carbono (CO), metano (CH4), 6xido nitroso (N20), vapor de agua
(H20) y Ozono (Os). Los cuales permiten que la radiacion solar absorbida por la tierra no escape
por completo de la atmosfera y asi mantenga al planeta en una temperatura estable.

En México, los gases de efecto invernadero mas abundantes en la atmosfera son CO2, CHa y N20O,
los cuales, en el periodo de 1992-2014, crecieron en emisiones 33 %, 32% y 5%, respectivamente
(SENER, 2014):

COz2 - La cantidad de CO> concentrada en la atmdsfera ha aumentado por actividades humanas,
como la deforestacion, el cambio de uso de tierra, y el uso de combustibles fosiles.

CHas — El humano produce este gas mediante procesos como la descomposicién de basura,
agricultura, especialmente el cultivo de arroz y el manejo de desechos animales utilizados como
fertilizantes.

N20 — El humano contribuye a la produccion de éxido nitroso mediante el uso de fertilizantes,
consumo de combustibles fosiles, produccion de acido nitrico y quema de biomasa.

Los sectores de transporte y generacion de electricidad son los responsables del 67.1% de las
emisiones totales a nivel nacional, que en el periodo de 1992-2014, crecieron 81% Yy 116%,
respectivamente (SENER, 2014).

Actividades como la quema de combustibles derivados del carbono aumentan esa proporcién y se
produce el fenomeno de “efecto invernadero”, el cual evita que una parte del calor recibido desde
el sol deje la atmdsfera (estratosfera) y vuelva al espacio, produciendo un sobrecalentamiento en
la superficie terrestre, dando como consecuencia el calentamiento global y finalmente un cambio
climatico.

2.1.3 Cambio climatico

Existe una cantidad de gases de efecto de invernadero en la atmdsfera que son
absolutamente necesarios para regular la temperatura de la Tierra. Pero al exceder la cantidad de
estos gases en la atmdsfera se genera el efecto invernadero que sobrecalienta la superficie terrestre,
lo cual provoca que el clima global se vea alterado por este incremento en la temperatura. Este
calentamiento global, por su parte, es la manifestacion mas evidente del cambio climatico, el cual
se define como todo cambio que ocurre en el clima a través del tiempo (SEMARNAT, 2009).

El cambio climético antropogénico (i.e., causado por el hombre) se debe a la actividad industrial
y de transporte principalmente. Los efectos del cambio climatico son multiples y potencialmente
desastrosos para el planeta, algunos de los mas importantes son:
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Aumento en el nivel del mar: Esto es causado, principalmente, por el derretimiento de los polos
y la expansion del agua por medio del calor. Esto podria causar la desaparicion de islas e
inundacion de zonas costeras.

Sequias: El cambio climético provoca mayores sequias y cambios en las temporadas de Iluvia, lo
que ocasiona distorsiones en las épocas de cosecha y, por lo tanto, en la oferta de alimentos.

Acidificacion del océano: El mar absorbe CO> naturalmente. Por lo tanto, al incrementarse la
cantidad de CO., el agua se vuelve mas acida, lo que pone en peligro la sobrevivencia de los
ecosistemas arrecifales, mismos que son fundamentales para muchas especies de vida marina, lo
que podria generar una reaccion en cadena.

Extincidn de especies: La desertificacion y la deforestacion ponen en peligro a diversas especies,
ya que se ven obligadas a desplazarse a otros habitats cuando los ecosistemas de los que dependen
para sobrevivir se ven amenazados.

Adicionalmente a los efectos ya mencionados, el cambio climatico podria tener otras
consecuencias, como el cambio en los patrones de migracion de algunas especies, eventos
climaticos mas frecuentes y extremos, como tormentas y huracanes y dafios en la generacion de
energia, entre otros (INECC, 2016).

2.2 Desarrollo de biocombustibles

Actualmente, el sistema de transporte mundial depende en un 98% del combustible fosil, lo
que ha traido como consecuencia la reduccion de las reservas de petréleo y el incremento de las
emisiones de gases efecto invernadero causantes del calentamiento global (Agarwal, 2007;
Randelli, 2009). Debido a que los sectores agricolas y del transporte son los principales
consumidores de combustibles fésiles y, por consecuencia, los que mas contribuyen a la
contaminacion ambiental, se estima que el uso de biocombustibles en estos sectores reducira
significativamente las emisiones de los gases de efecto invernadero. Con la nueva crisis energética
y el calentamiento global, existe la creciente necesidad de producir combustibles mas baratos y
limpios. Como resultado, en muchas partes del mundo se han establecido monocultivos a gran
escala de diversas plantas para obtener biocombustibles. Ejemplo de ello es la produccion de etanol
en Brasil y en Estados Unidos a partir de la cafia de azlcar y del maiz, respectivamente (Alvarez—
Maciel, 2009).

De acuerdo a la Ley de Promocidn y Desarrollo de los bioenergéticos, los biocombustibles se
definen como los combustibles sélidos, liquidos o gaseosos, que se obtienen a partir de biomasa
de actividades agricolas, pecuarias, silvicultura, acuacultura, algacultura, residuos de pesca,
residuos domésticos, comerciales e industriales, que pueden utilizarse para cualquier aplicacion
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energética (térmica, eléctrica 0 mecanica) y son clasificados como biocombustibles de primera,
segunda y tercera generacion. Actualmente, algunos combustibles de origen biologico son
mezclados con combustibles fdsiles en pequefias cantidades (5-10%), proporcionando una
reduccion en la emision de gases de efecto invernadero.

2.2.1 Biocombustibles liquidos

La produccién de biocombustibles liquidos a partir de biomasa ha sido un gran logro de la
biotecnologia, porque son una fuente renovable y abundante en lugares donde los combustibles
liquidos derivados de petréleo no estdn disponibles (Tai y Stephanopoulos, 2013). En afios
recientes se han estudiado los impactos econdmicos y ambientales de la produccion de
biocombustibles como etanol, butanol, metano, hidrégeno y biodiésel. Resaltando la importancia
del estudio de la produccién de bioalcoholes, debido a que es una tecnologia capaz de sustituir el
consumo de combustibles derivados de petréleo (Chisti y Yan, 2011), principalmente aquellos
destinados para el sector de transporte. Ademas ofrece ventajas ambientales como la reduccion de
emisiones de GEI hasta el 70-90% con respecto a los combustibles fosiles (Timilsina y Mevel,
2013).

2.2.2 Etanol

El alcohol etilico, también conocido como etanol, es un liquido de baja densidad y alta
fluidez con alto calor de combustion. La formula quimica del alcohol etilico es C2HsOH y su
formula extendida es CH3sCH>OH. Su molécula estd formada por una cadena de dos carbonos
(etano), en la que un H ha sido sustituido por un grupo hidroxilo (-OH).

El etanol producido a partir de la cafia de azlcar tiene tasas de reduccion de entre el 40 y el 62%
de las emisiones de GEI en comparacion con la gasolina. Los azUcares facilmente fermentables
como la sacarosa, la glucosa y la fructosa se convierten directamente en etanol durante la
fermentacidn alcohdlica, mientras que el almidon, la celulosa y la hemicelulosa necesitan ser
hidrolizados a azUcares simples para ser fermentados (Wang, 2011).

2.2.2.1 Propiedades fisicas y quimicas

El etanol es un liquido transparente, incoloro con un olor y sabor caracteristico. La masa
molar del alcohol etilico es de 46.06 g / mol. Su punto de fusion y de ebullicion son de -114 °C y
78 °C, respectivamente. Es un liquido volatil y su densidad es 0.789 g/ ml. El alcohol etilico es
también inflamable y produce una llama azul sin humo. Es miscible en agua y en la mayoria de
los disolventes organicos tales como acido acético, acetona, benceno, tetracloruro de carbono,
cloroformo y éter (Wang et al., 2011).
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2.2.2.2 Estabilidad, reactividad y corrosividad

El etanol es clasificado como un compuesto estable, volatil y altamente inflamable. Se
encendera facilmente por el calor o algun punto de ignicién. Los vapores pueden formar mezclas
explosivas con el aire. El etanol es toxico cuando se ingiere en grandes cantidades, actla en el
sistema nervioso central. También es irritante para los 0jos y la nariz. Es altamente inflamable y
reacciona violentamente con peroxidos, cloruro de acetilo y bromuro de acetilo. Cuando entra en
contacto con algunos catalizadores de platino puede encenderse. Los sintomas en caso de
inhalacion son: tos, dolor de cabeza, fatiga, somnolencia. Puede producir piel seca. Si la sustancia
entra en contacto con los ojos producirad enrojecimiento, dolor o sensacion de ardor. Si se ingiere
produce sensacion de quemazén, dolor de cabeza, confusion, mareo e inconsciencia (IPCS, 1994.).

2.2.3 Butanol

El butanol (alcohol butilico o 1-butanol) es un alcohol primario constituido por 4 carbonos
cuya formula es C4H100; es un liquido incoloro, flamable, con un olor caracteristico, su vapor
irrita las membranas mucosas produciendo un efecto narcético a altas concentraciones. EI butanol
es miscible en solventes organicos comunes y parcialmente miscible en agua (Lee et al., 2008).

El butanol es un biocombustible altamente eficiente que recientemente ha merecido una atencion
renovada debido a su potencial como sustituto para la gasolina. EI butanol se produce
biolégicamente mediante la fermentacion acetona-butanol-etanol (ABE) por especies
de Clostridium que son bacterias estrictamente anaerobias (Al-Shorgani et al., 2012;
Chandrasekaran y Bahkali, 2013). El butanol como combustible ofrece muchas ventajas superiores
al etanol, incluido su alto contenido energético, naturaleza menos corrosiva, bajo punto de
congelacién, alto indice de octano, alta hidrofobicidad y el hecho de que puede mezclarse con
gasolina o usarse directamente en los motores actuales sin modificaciones ( Dirre, 2007).

2.2.3.1 Propiedades fisicas y quimicas

Punto de ebullicién de 92.6°C a presidn atmosférica. Es miscible con la mayoria de los
disolventes organicos usuales, como alcoholes, cetonas, ésteres, etc. En condiciones normales de
utilizacion es un producto estable. Con oxidantes fuertes, como sulfdrico, nitrico o perdxido de
hidrogeno, la reaccion puede ser peligrosa. La mayoria de los metales son insensibles a la accion
del n-butanol, pero en determinadas condiciones puede reaccionar con aluminio produciendo
hidrogeno (INSP, 2011).
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2.2.3.2 Estabilidad, reactividad y corrosividad

El n-butanol es un compuesto estable en condiciones normales. Su calentamiento puede
formar mondxido y didxido de carbono, no representa ningln riesgo de polimerizacion (Sanz.,
2016).

Es un compuesto altamente inflamable, liberando vapores que forman mezclas inflamables y
explosivas. Estos vapores pueden viajar a una fuente de ignicion y volverse explosivas con el aire.
Debido a una mayor densidad que el aire, los vapores de n-butanol se dispersan a lo largo del suelo
y se acumulan en éreas confinadas. Es por ello que su almacenamiento debe realizarse en sitios
con buena ventilacion y alejados de toda fuente de ignicion.

2.2.4 Biocombustibles de primera generacién

Son aquellos que utilizan como materia prima cultivos alimentarios. Actualmente, se
producen y comercializan en cantidades significativas, estando en una fase de aplicacién avanzada.
La mejora de estos biocombustibles se centra en reducir los costos de produccion, optimizar el
balance energético, mejorar los rendimientos energéticos de los motores de combustion e
incrementar los porcentajes de mezcla con los combustibles fosiles (Saladini et al., 2016).

2.2.4.1 Materias primas

Para la produccion de los biocombustibles de primera generacién se han empleado
productos como el maiz, la cafia de azucar, tubérculos, soya, remolacha azucarera, madera, agave,
y otras materias primas ricas en carbohidratos fermentables. Sin embargo, este tipo de productos
compiten directamente con la alimentacion, y compiten también por el uso de suelo y del agua.
Los aceites vegetales destinados a la produccion de biodiesel se obtienen, en la actualidad, por
procedimientos convencionales a partir de semillas oleaginosas como girasol y soya son las mas
utilizadas. La cafia de azUcar es el cultivo azucarado maés utilizado para la produccion de etanol en
los paises de clima calido como Brasil, mientras que en Europa se utiliza la remolacha.

El bagazo de cafia de azUcar es el desecho que queda después de la molienda y cosecha de cafia de
azucar. Esta formado por un conjunto de particulas de diferentes tamafios cuyo promedio oscila
alrededor de 2 a 2.5 mm, el resto consta de sélidos solubles e insolubles. Es utilizado normalmente
como combustible en las calderas que dan energia a los ingenios. Las propiedades fisicoquimicas
de la biomasa lignocelulosica de la cafia de azlcar, dependen de las condiciones climéticas y del
terreno donde se hayan generado. En la tabla 1, se muestran valores promedio reportados en la
literatura.
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Tabla 2-1. Estructura quimica de materiales de biomasa lignocelulésica.

Com(gzgente Maderas duras Bag:;(; de P?:'iz; ge P;:foje
Celulosa 40-50 43-47 38-42 34-36

Hemicelulosa 23-33 28-32 28-32 24-30
Lignina 18-23 20-22 19-23 22-23

Extractivos 1.5-2 2.5-3 3-5 2-3
Cenizas 1.5-35 1.5-2.5 4-6 17-19

Fuente: Wiselogel et al., (1996).

2.2.4.2 Produccidn de bioalcoholes primera generacion

La produccion de bioalcoholes es un proceso relativamente sencillo que ocurre en dos
etapas. La primera etapa es la cosecha de los cultivos en la cual se somete a un proceso de lavado
de la materia y posteriormente se muele para la extraccion de los jugos. La segunda etapa es la
fermentacion de la materia prima, la cual ha dado lugar a un incremento en el interés de encontrar
recursos alternativos y fuentes que sirvan como materias primas para la produccién del mismo.
Por ejemplo, la cafia panelera es muy usada debido a su gran rendimiento en cuanto a produccion
de bioetanol (Orjuela et al., 2011).

Canfa de azucar

L

Lavado * Molienda [—* Fermentacién

Destilacion

Figura 2-2. Diagrama de produccion de bioalcoholes de primera generacion. Fuente: Qureshi
(2008).
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2.2.5 Biocombustibles de segunda generacion

Son aquellos biocombustibles que se obtienen a partir de biomasa lignocelulésica. A pesar
de que existen ya tecnologias muy prometedoras de conversion de biomasa lignocelulésica en
biocombustibles, todavia su produccidn no se encuentra a escala industrial y se limita a plantas de
demostracion. Las ventajas de estos biocombustibles son el costo nulo o muy reducido de la
materia prima (hecho que puede cambiar cuando la industria este establecida), y un mayor rango
de materias primas a emplear que no compiten con el mercado alimentario.

2.2.5.1 Composicion de biomasa lignoceluldsica

Una caracteristica de la produccién de los biocombustibles de segunda generacion es el
aprovechamiento de la biomasa lignocelulésica de las plantas. La biomasa lignocelulésica esta
compuesta principalmente por proteinas, carbohidratos, celulosa, hemicelulosa, lignina y material
mineral (Medina et al., 2011). Esta biomasa destinada a la produccion de biocombustibles liquidos
puede dividirse en seis grupos: 1) residuos agricolas (bagazos de cafia de azlcar, de maiz y de
sorgo azucarado, paja de trigo, de arroz y de cebada, hueso de aceituna y pulpa); 2) maderas duras
(&lamo, chopo); 3) maderas blandas (pino, abeto); 4) residuos celuldsicos (papel de periddico,
residuos de papel de oficina, lodos de papel reciclado); 5) biomasa herbacea (alfalfa, pasto varilla,
alpiste, limoncillo); y 6) residuos sélidos urbanos (RSU) (Sanchez y Cardona, 2008).

La celulosa es el constituyente principal de la biomasa lignocelulésica, es un polisacarido que
consiste en una cadena lineal de D-glucosa unida por enlaces - (1,4) -glicosidicos entre si. Las
cepas de celulosa se asocian para formar fibrillas de celulosa. Las fibras de celulosa estan unidas
por una serie de enlaces de hidrdgeno intra e intermoleculares (Li et al., 2010). Por lo tanto, la
celulosa es insoluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos (Swatloski et al., 2002).
Su férmula quimica sumaria es (CeH100s). La celulosa posee dos estructuras una amorfa (baja
cristalinidad) y cristalina (alta cristalinidad). La cristalinidad de la celulosa se puede caracterizar
por el indice de cristalinidad, el cual es determinado por espectroscopia infrarroja, NMR (Martinez
et al. 1990). Cuanto mayor es el indice de cristalinidad, mas dificil es la biodegradacion de la
celulosa. Mientras tanto, las microfibrillas de celulosa también se unen entre si por hemicelulosa
y /0 pectinay se cubren con lignina. Tal estructura especializada y complicada hace que la celulosa
sea resistente a degradacion bioldgica y quimica (Atallay VanderHart, 1984). La celulosa consiste
en “empaquetados” denominados “fibras”, estas fibras de celulosa son en su mayoria
independientes y débilmente vinculados a través de uniones de hidrogeno (Laureano-Pérez et al.,
2005).

La hemicelulosa ubicada en las paredes celulares secundarias, son biopolimeros ramificados
heterogéneos que contienen pentosas (B-D-xilosa, a-L-arabinosa), hexosas (B-D-manosa, -D-
glucosa, a-D galactosa) y/o 4&cidos orgéanicos (acidos a-D-glucurénico, a-D-4-O-
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metilgalacturonico y aD-galacturonico) (Girio et al., 2010). Son relativamente faciles de
hidrolizar debido a su estructura amorfa y ramificada (con cadena lateral corta), asi como a su
menor peso molecular (Li et al., 2010). Para aumentar la digestibilidad de la celulosa, se deben
eliminar grandes cantidades de hemicelulosa, ya que cubren las fibrillas de celulosa, lo que limita
su disponibilidad para la hidrolisis enzimatica (Agbor et al., 2011).

La lignina es un componente importante de las paredes celulares de las plantas debido a su funcion
como barrera para la hidrélisis enzimatica de la biomasa. Esta formado por un heteropolimero
amorfo que consta de tres diferentes unidades de fenilpropano (pcoumaril, coniferil y sinapil
alcohol) que se mantienen unidos por diferentes enlaces. El heteropolimero amorfo no es soluble
en agua y Opticamente inactivo; todo esto hace que la degradaciéon de la lignina sea muy
complicada (Brienzo et al., 2015).
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Figura 2-3. Composicion general de la biomasa lignocelulésica. Fuente: Mood (2013).
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2.2.5.2 Produccion de bioalcoholes segunda generacién

La conversion de la biomasa lignocelulsica en biocombustibles se realiza en varias etapas.
La primera es la molienda del sustrato, posteriormente se somete a un pretratamiento, que tiene
como objetivo disociar la conformacion vegetal, solubilizar total o parcialmente la lignina y la
hemicelulosa y reducir la cristalinidad de la celulosa. La segunda etapa es la hidrolisis de la
celulosa, dando lugar a la recuperacion de azlcares fermentables. La tercera es la fermentacion de
los monosacaridos via bioldgica y la ultima es la obtencion de los alcoholes por destilacion, ver
figura 4.

Bagazo de

cafia de azucar

‘ Pretratamiento ’—' Hidrélisis —| Fermentacion

enzimatica

Figura 2-4. Diagrama de produccion de bioalcoholes de segunda generacion. Fuente: Valdez-
Vazquez (2015).

Pretratamiento. Es una etapa fundamental para el procesamiento de biomasa lignocelulésica que
complementa la hidrolisis enzimatica y posibilita la obtencién de altos rendimientos. Es necesario
porque la lignina en las paredes celulares de la planta forma barreras que impiden la hidrolisis
enzimatica. En resumen, es con la finalidad de reducir el contenido de lignina, disminuir la
cristalinidad de la celulosa e incrementar el area superficial (Krishna et al., 2001). Para esta etapa
existen diversos tipos de pretratamiento.

El de ultrasonido, técnica utilizada para extraer la lignina y la hemicelulosa (Yu et al., 2009). El
térmico, en este tipo de pretratamiento la materia prima es calentada en un rango de 150 a 180°C,
donde la hemicelulosa y la lignina son solubilizadas (Bobleter, 1994), puede llevarse a cabo por
explosion en vapor (Duff y Murray, 1996) y por agua liquida a alta temperatura (LHW, por sus
siglas en inglés liquid hot water).

El pre-tratamiento fisico-quimico se lleva a cabo por el proceso de explosion de fibra con amonio
(AFEX, por sus siglas en inglés Ammonia Fiber Explosion) (Alizadeh et al., 2005) o por la
explosion de CO», el cual incrementa el rendimiento de glucosa en 50-70% de bagazo (Zheng et
al., 1998).
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El pretratamiento quimico se lleva a cabo por medio de hidrdlisis acida, el cual utiliza diferentes
acidos (sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico y formico) (Galbe y Zacchi, 2002), y en
el cual la lignina es rapidamente condensada (Liu y Wyman, 2003).

El tratamiento de oxidacion humeda (Hon y Shiraishi, 2001), el tratamiento con ozono (Sun y
Cheng, 2002), el tratamiento con hidrdlisis alcalina y el tratamiento con solventes organicos
(S&nchez y Cardona, 2005) o biosolventes orgéanicos (Itoh et al., 2003). Los pretratamientos
bioldgicos tienen el objetivo de degradar la lignina y la hemicelulosa las cuales se someten a la
accion de determinadas enzimas o microorganismos tales como hongos.

Hidrolisis enzimatica. Es un proceso catalizado por enzimas denominadas celulasas, cuyo
proposito es la degradacion de la celulosa. Las enzimas del complejo celulasa y el mecanismo de
la hidrolisis enzimética rompen los enlaces B-glucosidicos en forma aleatoria en el interior de las
moléculas de celulosa. Las enzimas se obtienen de cultivos fangicos y bacterianos mixtos, aislados
en laboratorio (Rifiao et al., 2010).

Fermentacion. La fermentacion alcoholica es un proceso bioldgico en ausencia de aire, originado
por la actividad de algunos microorganismos que procesan los hidratos de carbono (como pueden
ser la glucosa, la fructosa, la sacarosa, el almidon, etc.). La fermentacién de hexosas, tiene como
principal funcion producir energia. Algunas de las bacterias empleadas son: Zimomonas mobilis,
Erwinia amilovora, Spirocheta aurantia, Streptococus lactis, Spirocheta litorales y Spirocheta
stenostrepta, con resultados satisfactorios en cuanto a productividad. Un gramo de cualquier
hexosa produce unas 4 kilocalorias de energia. La fermentacion acetobutilica, es un proceso por
medio de bacterias de los géneros Clostridium (Clostridium sporogenes, Clostridium indolicus,
Clostridium sphnoides, Clostridium saccharobutyricum, Clostridium thermohydrosulfuricum vy
Clostridium thermocellum), que degradan grandes cantidades de celulosa y otros polisacaridos.
Igualmente, se han empleado bacterias modificadas genéticamente para la degradacion tanto de
hexosas como de pentosas. La fermentacion por levaduras generalmente es mas lenta en la
ejecucion, aunque son los microorganismos de mayor uso en la produccién de etanol, debido a su
productividad, baja produccién de inhibidores y facilidad de separacién después de la
fermentacion. En dichos procesos se emplean levaduras de los géneros Candida (seudotropicalis),
Saccharomyces (cerevisiae, ellipsoideus, anamensisi, carlsbergensis) y Kluyveromyces marxianus
y Kluyveromyces fragilis (Krishna et al., 2001). La levadura de la especie Saccharomyces
cerevisiae es la mas utilizada en la fermentacién de los azlcares a etanol ya que de forma eficaz
transforma los azUcares de seis carbonos en etanol. Pero el sustrato organico vegetal ademas de
tener hexosas como la glucosa también tiene pentosas como es el caso de la xilosa. Los azlcares
de cinco carbonos no son metabolizados por las levaduras y como consecuencia no son utilizados
como fuentes de carbono. Esto hace disminuir el rendimiento del proceso ya que parte de los
azucares presentes en el medio de cultivo no se pueden transformar a etanol. Le fermentacion
fangica ofrece ventajas como reduccion de costos, facil adquisicion, entre otras; que coexisten con

desventajas como los largos tiempos de residencia que requieren. Dentro de ellos se encuentran
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hongos como Mucor racemosus, del género Rhizopus y Aspergillus. EI uso de co-cultivos o
cultivos mixtos de microorganismos ya sean del mismo o diferente tipo también ha sido empleado,
con el fin de acelerar el proceso de fermentacion o de complementar la accion de los
microorganismos para obtener mayores rendimientos en la tasa de conversion de azlcares a etanol.

Los factores que intervienen en la fermentacion alcoholica son:

pH. Dado que los microorganismos poseen un pH optimo de crecimiento y actividad, existe una
dependencia de la velocidad de crecimiento de los microorganismos con el pH. EI cambio en el
pH se da por la desnaturalizacion de enzimas y por el intercambio de iones en la membrana celular.
En la fermentacion los valores de pH entre 4 y 6 generalmente favorecen el crecimiento y la
fermentacion acetobutilica (Bahl et al., 1982).

Temperatura. El crecimiento de los microorganismos que favorecen la fermentacion alcoholica
estad directamente asociado con los cambios de temperatura; si la temperatura es alta (34 - 47°C)
la fermentacién transcurre mas réapido, sin embargo, si la temperatura es mas baja (<10°C) los
microorganismos se inactivan (Stein et al., 2017).

Nutrientes. Un medio de cultivo debe de tener todos los elementos necesarios para el crecimiento
microbiano, para esto se debe tener en cuenta, ademas de los azUcares que representan fuentes de
energia para los microorganismos, otras sustancias que favorecen su desarrollo principalmente
compuestos como nitrogeno, fosforo, carbono, azufre y potasio (Park et al., 1989).

2.2.5.3 Fermentacion acetobutilica

La fermentacién acetobutilica o también Ilamada (acetona-butanol-etanol (ABE) fue el
primer proceso bioldgico utilizado para la produccion de solventes. Esta fermentacion se desarrolld
por primera vez para producir acetona utilizada en municiones en el Reino Unido en 1912, la cual
era empleada para la produccion de un tipo de polvora sin humo ( Kraemer et al., 2011). Pero
perdié su competitividad en la década de 1960 debido a la depresion de la economia mundial
(2verlov et al., 2006) (Green et al., 2011). Dado que la separacion de butanol de ABE cuesta
aproximadamente 54% y 73% de la densidad de energia de butanol, respectivamente mediante
fraccionamiento directo y destilacion, algunos investigadores de la fermentacion ABE especulan
si ABE podria mezclarse directamente con diésel en consideracion del alto requerimiento de
energia de obtener butanol.

La fermentacion ABE es un proceso bacteriano, empleado para la produccion de acetona, butanol,
etanol a partir de un flujo de carbohidratos. Es un proceso estrictamente anaerobio, donde el n-
butanol es el producto con mayor valor. La fermentacion bioldgica y la purificacién de la solucion

mixta de acetona-butanol-etanol (ABE) de biomasa es el método principal para producir
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bioalcoholes, este utiliza bacterias del género Clostridium para metabolizar los azlcares, acidos
organicos y polialcohol en el ambiente anaerobio (Lee et al., 2008). La proporcion tipica de
acetona, butanol y etanol es 3:6:1 durante el proceso de fermentacion, con concentraciones de n-
butanol de hasta 12 g/L y rendimientos de alrededor de 30% sobre la glucosa
consumida (Kujawski et al., 2014).

Nithyanandan et al. (2014) probaron las caracteristicas de combustion de las mezclas de ABE-
gasolina en el motor, y descubrieron que no habia un cambio perceptible para la relacion de mezcla
inferior al 40 % en volumen, pero se incremento su eficiencia de combustion.

Los microorganismos empleados para realizar la fermentacion ABE generalmente son clostridia
sacaroliticos solventogénicos, entre los que destacan Clostridium acetobutylicum, Clostridium
beijerinkii, Clostridium saccharobutylicum y Clostridium saccharobutylacetonicum. La especie
més empleada es la Clostridium acetobutylicum cuyo genoma fue liberado en 2001. Esta cepa tiene
la ventaja de que es capaz de metabolizar una gran cantidad de sustratos: glucosa, galactosa,
celobiosa, manosa, xilosa y arabinosa. Ademas, libera una gran cantidad de enzimas distintas al
medio, entre las que se incluyen las a y P-amilasas, a y B-glucosidasas, pululanasas y
amilopululanasas (Lee et al., 2008).

La fermentacion ABE transcurre en dos fases consecutivas. Durante la primera fase de crecimiento
activo, denominada acidogénesis, la glucosa es metabolizada a través de la glucolisis para formar
acido piravico y acetil-CoA (con liberacién de didxido de carbono e hidrogeno), que son
finalmente convertidos en acido butirico y acético (Figura 5). En la segunda fase, que no es de
crecimiento sino una fase estacionaria denominada solventogénesis, los acidos son convertidos en
una mezcla de disolventes acetona-butanol-etanol, cuya composicion final es aproximadamente
3:6:1. Algunas cepas modificadas muestran una capacidad mas favorable hasta la formacion de
n-butanol, con una relacién de estos compuestos de 3:16:1, y con concentraciones de n-butanol de
hasta 26 g/L y rendimientos del 40-50% sobre la glucosa consumida (Kujawski et al., 2014).

Actualmente, la separacion de los solventes producidos en el proceso ABE se lleva a cabo mediante
destilacion. Sin embargo, se estan haciendo grandes esfuerzos para encontrar vias alternativas para
las operaciones posteriores de transformacion, como son la separacién por membranas, arrastre
con gas, etc.
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Figura 2-5. Acidogeénesis y solventogenesis. Modificado de Gheshlaghi et al., 2009.

2.3 Impactos ambientales en la produccion de biocombustibles 2G

La produccién de biocombustibles debe abordarse desde una perspectiva multidimensional.
La evaluacion de dichos impactos hace necesario utilizar valores claros, objetivos y generales
Ilamados indicadores. Un indicador es una variable seleccionada y cuantificada que nos permite
ver una tendencia o cambio que de otra forma no es facilmente detectable. A pesar de que existe
una gran variabilidad en el tipo de indicadores, algunas caracteristicas que estos deben reunir son:
estar estrechamente relacionados con los requisitos a evaluar, ser adecuados al objetivo
perseguido, ser sensibles a un amplio rango de condiciones, tener habilidad predictiva, ser
expresados en unidades equivalentes por medio de transformaciones apropiadas (Escalas
cualitativas), ser de facil recoleccion y uso, deben de ser confiables, no deben de ser sesgados, ser
sencillos de interpretar y no ambiguos, Ser robustos e integradores (brindar y sintetizar buena
informacidén) y de caracteristicas universales, pero adaptados a cada condicion en particular.
(Sarandon, 2011)

2.3.1 Agua
Segun estimacion de la FAO, el sector agricola ocupa el 70% de la extraccion total a nivel

mundial. Este indicador se encarga de medir en porcentaje, la disponibilidad y retso de agua para
el subsistema agricola y de transformacion (Tabla 2).
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Tabla 2-2. Usos agrupados del agua por sector.

Origen Volumen total
Uso agrupado Supgrﬂmal Subt_erraneo (miles de Extraccion
(miles de (miles de millones de m3) (%)
millones de m3)  millones de m3)

Agricola 41.04 20.78 61.82 75.72

Abastecimiento publico 4.74 7.22 11.96 14.65

Industria 1.41 1.93 3.34 4.09
autoabastecida
Energia eléctrica

excluyendo 4.09 0.44 4.53 5.55
hidroelectricidad

Total 51.28 30.37 81.65 100

Fuente: Estadistica del Agua en México (CONAGUA, 2014).

Es por esta razon que resulta prioridad hacer una evaluacion del consumo de agua en los
agrosistemas de cafia de azucar que brindan los residuos lignocelulésicos para la produccion de
bioalcoholes, a fin de determinar el grado de impacto.

2.3.2 Emisiones

Este indicador se encarga de medir emisiones de gases efecto invernadero de los vehiculos
automotores utilizados en el subsistema agricola, de transformacion y emisiones por el uso de
biocombustibles. Los GEI, definidos en el protocolo de Kioto el afio 1997, forman una capa
permanente en la parte media de la atmosfera que impide que toda la radiacion solar que es
devuelta por la tierra pueda salir, provocando con ello que la temperatura bajo la capa aumente.

De acuerdo al Inventario Nacional de Emisiones de Gases y Compuestos de Efecto Invernadero
2015 se emitieron 683 millones de toneladas de bioxido de carbono equivalente (MtCO2¢e) de GEI
El gas mas relevante que emite nuestro pais es el bioxido de carbono con 71% de las emisiones,
seguido del metano con 21%. Del total de las emisiones, 64% correspondieron al consumo de
combustibles fésiles; 10% se originaron por los sistemas de produccidn pecuaria; 8% provinieron
de los procesos industriales; 7% se emitieron por el manejo de residuos; 6% por las emisiones
fugitivas por extraccion de petroleo, gas y minerias y 5% se generaron por actividades agricolas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la produccion de bioalcoholes a partir de biomasa lignocelulosica de cafia de azicar con
un enfoque multidimensional.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar el efecto de la carga organica y pH sobre la produccion de acidos grasos volatiles
a partir de biomasa lignoceluldsica de cafia de azlcar en reactores de pretratamiento biologico.

- Maximizar la produccién de acetona-butanol-etanol a partir de hidrolizados bioldgicos de
biomasa lignoceluldsica de cafia de azUcar.

- Determinar los costos y los impactos ambientales de la produccién de acetona-butanol-etanol
a partir de biomasa lignoceluldsica de cafia de azUcar.
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4 METODOLOGIA

El presente trabajo es un estudio multidimensional de la produccidn de bioalcoholes a partir
de biomasa lignocelul6sica residual de cafia de azUcar. Las actividades realizadas se dividieron en
dos etapas: 1) produccién de bioalcoholes a partir de bagazo de cafia de azlcar, y 2) determinacion
indicadores econémicos y ambientales (Figura 6).

Estudio multidimesional

Etapa 1. Fase experimental

e "
Produccion de acidos

grasos volatiles

v

e “
Produccion de acetona-

butanol-ctanol

> Etapa 2. Indicadores

4 )y
Costo total de
produccion

\ J

4 )y

»l Eficiencia energética

\ J

4 )y
Emisiones de CO,

\ J

e )y
Consumo de agua

\ J

Figura 4-1.Metodologia propuesta para el estudio multidimensional de la produccion de
bioalcoholes a partir de biomasa residual de cafia de azUcar.
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4.1 Etapa 1. Etapa experimental

La etapa 1 consistio en trabajo experimental enfocado en desarrollar un bioproceso
consolidado en dos fases (Figura 7): el reactor R1, produce acidos grasos volatiles (AGV) a partir
de bagazo de cafia de azucar; el reactor R2, se alimenta con bagazo gastado y AGV generados en
el R1, los cuales sirven como precursores de acetona y butanol en la fermentacion acetobutilica.
En ambos reactores, actian consorcios microbianos que llevan a cabo de forma simultanea la
hidroélisis y fermentacion de carbohidratos, por lo que tanto el R1 como R2 se consideran un
bioproceso consolidado.

| Bagazo de cafia|

A 4

Molienda
(2.0 mm)
co, Ha Co,
Pretratamiento . - - Acetona-

: . Reactor acidogénico Reactor solventogénico cetona
Hidratacion > > Butanol-Etanol
(@ 24 h, 25°C) (R1) (R2)

Bagazo gastado Efluente
(digestato) acidogénico

Figura 4-2. Bioproceso consolidado en dos fases para produccion de acetona-butanol-etanol.

4.1.1 Produccion de &cidos grasos volatiles en reactores acidogénicos

41.1.1 Sustrato

El sustrato consistio de bagazo de cafia de azucar (Saccharum officinarum) recolectado en
2017 proveniente de la industria azucarera (Ingenio San Cristébal), localizado en el estado de
Veracruz, México (latitud 18° 22.291'N, longitud 95° 44.457'0 a una elevacién de 13 m), las cuales
fueron almacenadas y transportadas en bolsas plasticas a temperatura ambiente (temperatura
promedio de 25 °C y humedad relativa de 23 %). El bagazo fue molido previamente por el proceso
de produccién de azlcar y posteriormente en el laboratorio con una licuadora industrial. Este
bagazo se pasé por un tamiz de malla de 2.0 mm, se recuperaron las particulas que pasaron por
dicho tamiz las cuales fueron almacenadas en bolsas plasticas a temperatura ambiente (temperatura
promedio de 25 °C y humedad relativa de 23 %).
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La composicion del bagazo de cafia de azucar por kilogramo de masa seca se determiné utilizando
un analizador de fibras Ankom A2000 (New York, USA) de acuerdo a protocolos previamente
publicados (van Soest et al., 1963; APHA 1998; Sluiter et al., 2008): solidos totales (ST) 938 g,
solidos volatiles (SV) 912 g, celulosa 391 g, hemicelulosa 274 g, lignina 163 g, extractivos 84 g,
y cenizas 26 g.

4.1.1.2 In6culo

El in6culo consistié del consorcio microbiano nativo presente en el bagazo de cafia de
azucar. Este consorcio microbiano nativo posee microorganismos con capacidad hidrolitica y
fermentativa para sustratos lignoceluldsicos (Pérez-Rangel et al., 2015; Valdez-Vazquez et al.,
2017).

4.1.1.3 Procedimiento y disefio experimental

Los reactores consistieron de botellas anaerobias (Bellco Glass, Vineland, NJ, USA) de 1
L con un volumen de trabajo de 0.66 L. La operacién se realiz6 en condiciones mesofilicas (37
°C) con un tiempo de retencion de solidos (TRS) de 6.6 dias. Se utiliz6 un medio de cultivo para
ajustar la carga organica de los reactores, y cuya composicion por litro fue: urea 0.3 g, KH2PO4
2.49,y KoHPO4 0.46 g. Los reactores se operaron en modo semi-continuo, por lo que, a intervalos
de tiempo definidos, los reactores fueron purgados con una masa conocida (definida por el tiempo
de residencia, eg. 1), y cargados con alimentacion fresca (Valdez-Vazquez et al., 2005). Posterior
a cada alimentacion los reactores se cerraron herméticamente con aire en la fase gaseosa.

. ., , masa del reactor (g)
alimentacion dia) = 1
(g/ ) tiempo de retencion de sélidos (dia) ( )
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Figura 4-3. Reactores semi-continuo para la produccién de acidos grasos volatiles.

Se utilizo un disefio factorial 2 para estudiar el efecto del pH y la carga organica sobre la
produccidn de acido acético y acido butirico. De este modo, se tuvieron los periodos de operacion
I'y Il (Tabla 3). Cada condicidn de operacion se realiz6 por duplicado.

Tabla 4-1. Disefio factorial 22 para estudiar el efecto del pH y carga organica sobre la
produccion de &cido acético y butirico a partir de bagazo de cafa.

Periodo Carga organica Tiempo de pH Frecuencia de
(g ST/L-d) residencia inicial  alimentacion
(d)
Periodo | 15 6.6 6.5 Dos veces a la
20 semana
Periodo 11 15 6.6 4.5 Dos veces a la
20 semana

4.1.2 Produccion de bioalcoholes en reactores solventogénicos

En esta fase se operaron reactores en lote para establecer condiciones que favorecen la
solventogénesis para la produccion de acetona-butanol-etanol (Figura 7) con consorcios
microbianos. Se utilizaron dos disefios experimentales: 1) un disefio factorial 22 donde los factores
estudiados fueron tipo de indculo y adicién de un aceptor de electrones, 2) un disefio Plackett-
Burman donde se estudid el efecto de once factores sobre la produccion de bioalcoholes.
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4.1.2.1.1 Sustrato

El sustrato consistio en un efluente acidogénico obtenido durante la operacion de los
reactores acidogenicos (seccién 4.1.1). Se colectd un lote de 10 L del efluente acidogénico el cual
se conservo a un pH de 3 adicionando H2SOs y se almacend a una temperatura de 4 °C en
recipientes de vidrio hasta su uso. Los efluentes fueron caracterizados utilizando métodos
previamente publicados, cuya composicion se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4-2. Composicion del efluente acidogénico utilizado como

sustrato.
Componente Valor Método Referencia
Acetona (mg/L) 29
Etanol (mg/L) 173
Butanol (mg/L) 5 . Carrillo-Reyes
Ac. acético (g/L) 7 ir%r?dag:%ﬁ :,'Eg;a & Buitron
Ac. butirico (g/L) 0.4 g (2016)
Ac. propidnico (g/L) 0.8
Otros acidos (g/L) 0.2
Demanda quimica de oxigeno 32 Colorimétrico Metcalf et al.,
(DQO, g/L) reflujo cerrado (2003)
Carbohidratos totales (g/L) 9 Fenol-acido Dubois et al.,
sulfurico (1956)

4.1.2.1.2 Inbculo

Se utilizaron dos tipos de indculo. EI primer in6culo consintio de un lodo granular
anaerobio tratado a 105 °C/24 h (Mufioz-Paéz et al., 2019). La composicion promedio del lodo
granular tratado por gramo de masa seca se determind de acuerdo a protocolos previamente
publicados (APHA 1998): sélidos totales 0.9 g, y sélidos volatiles 0.6 g. El segundo inéculo
consistié de un digestato de un reactor acidogénico en lote que fue cargado con bagazo de agave,
aun pH inicial de 6.5, un contenido de sélidos totales de 12%, el cual fue incubado durante 7 dias.
Este digestato también fue tratado a 105 °C/24 h. La composicion promedio del digestato tratado
por gramo de masa seca fueron los siguientes: sélidos totales 0.8 g y solidos volatiles 0.7 g.

4.1.2.1.3 Procedimiento y disefio experimental

Los reactores consistieron en botellas seroldgicas de 125 mL con un volumen de trabajo de
87.5 mL. Se cargaron con 83.13 mL de efluente acidogénico, con 3.43 g de lodo granular (de
acuerdo al disefio factorial, Tabla 4) 6 4.38 g de digestato (de acuerdo al disefio factorial, Tabla 4).
La relacion sustrato/indculo (So/Xo) fue de 0.9 g DQO/g SV para el in6culo de lodos, y de 0.8 g
DQO/g SV para el inoculo del digestato. EI volumen de trabajo se completé con un medio de
cultivo cuya composicion por litro fue: urea 0.3 g, KH2PO4 2.4 g y K:HPO4 0.46 g.

Se utiliz6 un disefio factorial 22 para estudiar el efecto del tipo de indculo y la adicion de
un aceptor de electrones (CaSOs 2 g/L, Ding et al., 2018) sobre la produccion de bioalcoholes
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(Tabla 5). Se tuvieron dos tipos de controles: el control enddgeno para cada tipo de inoculo y el
sustrato sin adicién de inoculo. Las botellas se incubaron durante 25 dias con agitacion orbital de
120 rpm en condiciones mesofilicas de 37 °C £ 1, el pH se ajust6 a 5.5 (Bahl et al., 1982). Cada

tratamiento se realizé por duplicado. Durante el ensayo se tomaron muestras para analizar los
acidos grasos volatiles (AGV) y solventes producidos.

Tabla 4-3. Disefio factorial 22 para estudiar el efecto del tipo de
indculo y adicion de aceptor de electrones sobre produccién de

bioalcoholes.
Factor Nivel
Sin
A. CaSOa
Con (2 g/L)
) Lodo granular
B. Inéculo

Digestato acidogénico
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4.1.2.2 Ensayo Plackett-Burman

Se utilizé un disefio experimental que permitiera estudiar una gran parte de los factores que
han sido reportados como significativos sobre la fermentacion acetobutilica. El disefio Plackett-
Burman permite estudiar un gran numero de factores con un nimero limitado de corridas con las
cuales es posible obtener informacién de los efectos principales para maximizar la variable de
respuesta (Douglas, 2002).

4.1.2.2.1 Preparacion de inoculo

En este ensayo algunos de los tratamientos fueron inoculados con cepas puras de
Clostridium acetobutylicum CDBB-B-1496 (obtenida de la coleccién de microorganismos del
CINVESTAYV México), Clostridium botulinum (obtenida de la coleccion de microorganismos del
CINVESTAV México), Clostridium pasteurianum (obtenida de la coleccién de microorganismos
del CINVESTAYV México), y Clostridium beijerinckii (aislada de paja de trigo, Pérez-Rangel et
al., 2019). Los int6culos se prepararon en botellas seroldgicas de 150 mL con 120 mL de medio
PYG y dextrosa anhidra (10 g/L) como fuente de carbono. Las botellas fueron gaseadas con Na,
para intercambiar atmésfera y asegurar condiciones anaerobias. Los indculos se incubaron a 37 °C
+ 1 por 48 horas sin agitacion hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm en el rango de 0.8 a
1.0.

4.1.2.2.2 Procedimiento y disefio experimental

El ensayo se realizo6 en botellas seroldgicas de 125 mL con un volumen de trabajo de 87.5
mL. Los reactores fueron cargados con sustrato e indculo de acuerdo al disefio Plackett-Burman.
En todas las botellas se realiz6 intercambio del espacio gaseoso con nitrégeno durante 30
segundos. Las botellas se incubaron a 37 °C + 1 por 11 dias con agitacion a 120 rpm. Se utiliz6 un
disefio Plackett-Burman para evaluar el efecto de 11 factores sobre la produccion de bioalcoholes
(Tabla 6). Los factores estudiados fueron la adicién de una fuente de carbono de facil asimilacién
como la glucosa donde estudios previos han encontrado que, a mayores concentraciones de glucosa
es posible tener fermentaciones con mayores rendimientos y productividades (Ezeji et al., 2003).
Otro de los factores estudiados fue la adicidn de un digestato tratado térmicamente (105 °C/24 h),
el cual pudo servir como fuente de inoculo y sustrato de forma simultanea (Valdez-Vazquez et al.,
2015). El siguiente factor fue la adicion de un efluente acidogénico el cual también pudo tener la
funcion de servir como fuente de inoculo (debido a que no fue esterilizado), y como fuente de
precursores de acetona-butanol (Stein et al., 2017). El siguiente factor fue el pH ya que en diversos
estudios se ha demostrado que el inicio de la produccion de bioalcoholes ocurre solo después de
que el pH en el medio disminuye alrededor de 4.5 a 5.0 (Wu et al., 2017), mientras que otros
estudios han demostrado que existe una mayor produccién de bioalcoholes cuando el pH inicial es
mayor (7.0) (Sheng et al., 2019). Los siguientes factores fueron la adicién de zinc y hierro como
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micronutrientes los cuales se ha probado que pueden tener mecanismos reguladores para el
transporte y metabolismo de azlcares en el medio (Wu et al., 2016). El siguiente factor fue la
adicion de un aceptor de electrones como NaSOjs (4 g/L) para suplementar portadores de electrones
y crear un ambiente enriquecido con NADH para mejorar la sintesis de butanol, inhibiendo la
actividad de la hidrogenasa (Ding et al., 2018). Finalmente se utilizo el factor de bioaumentacion
con cuatro cepas de Clostridium (C. beijerinckii, C. butylicum, C. pasteurianum y C. beijerinckii),
método que ha demostrado mayor rendimiento en la produccion de bioalcoholes, ya que convierte
de manera mas eficiente el sustrato en bioetanol o biobutanol (Shanmugam et al., 2019).

Tabla 4-4. Disefio Plackett-Burman para estudiar el efecto de once factores sobre
produccién de bioalcoholes.

Factor Variable Concgn_tracién Conce:n'_tracién
minima maxima
A Glucosa (g/L) 0 30
B Digestato (%ST) 0 5
C Hidrolizado (g DQOIL) 16 32
D pH 5.5 75
E Zn (mg/L) 0 2
F Fe (mg/L) 0 )
G NaSOq 0 4
H C. acetobutylicum - +
J C. botulinum - +
K C. pasteurianum - +
L C. beijerinckii - +
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4.1.2.3 Meétodos analiticos

4.1.2.3.1 Determinacion de composicion de bagazo de cafia de azUcar

El andlisis se realizé segln la metodologia de Van Soest propuesta en 1963. Se pesaron 0.5
g de muestra en bolsas filtro y posteriormente se trataron con solucion detergente neutra (EDTA,
Sulfito de sodio, amilasa) a pH 7 y 100 °C durante 1 hora, posteriormente las bolsas filtro fueron
secadas y pesadas. Los residuos se sometieron a tratamiento con solucion acida detergente (acido
sulfarico 0.5 M y Cetiltrimetil amonio) a 100 °C durante 1 hora, las muestras se secaron y pesaron
para a su vez tratar los residuos en un proceso de hidrélisis acida con &cido sulfurico 72% a
temperatura ambiente por 3 horas. Finalmente, las muestras secadas y pesadas fueron calcinadas
en crisoles a peso constante durante 1.5 horas a 580 °C.

4.1.2.3.2 Solidos totales, sdlidos volatiles y cenizas

Se siguio la metodologia de Sluiter et al. (2008) del National Renewable Energy Laboratory
para determinar el contenido de los sélidos totales, solidos volatiles y cenizas en el bagazo. Para
ello, se tomd 1g de muestra de biomasa y se pesé en crisoles puestos previamente a peso constante.
Las muestras se colocaron en la estufa a 105 °C + 3 durante cuatro horas, después se enfriaron en
un desecador y se registro el peso. Para determinar solidos volatiles y cenizas, las muestras se
colocaron a 580 °C durante dos horas, trascurrido el tiempo se pasaron a la estufa durante 30 min,
y finalmente se enfriaron en un desecador por 20 min. Se tomaron los pesos de la muestra después
del tratamiento en estufa y mufla.

4.1.2.4 Volumeny composicion de biogas
El volumen de biogas se midio6 con la técnica de probeta invertida en una solucion liquida
ajustada a un pH de 2, saturada con sal para evitar la disolucion de COx.

Dicha composiciéon se determind en un cromatdgrafo de gases SRI 8610C equipado con un
detector de conductividad térmica y dos columnas de acero inoxidable empacadas con silica gel
(1.83 m x 0.32 cm y columna de tamiz molecular 13 x de 1.82 m x 3.175 mm). La temperatura de
la columna fue de 40 °C por cuatro minutos y una rampa de 20 °C cada minuto hasta alcanzar 110
°C. Las temperaturas del inyector y detector fueron de 90 y 150 °C, respectivamente. Se utiliz6
nitrégeno como gas acarreador con un flujo de 20 mL/min. Con este equipo se determina la
presencia de hidrogeno, oxigeno, metano y didxido de carbono.

El volumen de biogas fue normalizado a condiciones estandar de 273 °K y 1 atm de presién
atmosférica.

4.1.2.5 Acidos grasos volatiles (AGV)

Para la determinacién de la produccion de acidos grasos volatiles (AGV) en la parte
experimental (acido acético, propionico, butirico) y los solventes (etanol y butanol), se tomé 1 mL
de muestra, se centrifugd por diez minutos a 3500 rpm, posteriormente fue filtrada con
nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.45 mm y acidificada con HCI (4M) para su conservacion
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a un pH menor de dos. La muestra se inyectd en un cromatdgrafo de gases con un detector de
ionizacion de flama (FID) marca Agilent Technologies 7890B GC, equipado con una columna
DB-FFAP Agilent de 530 mm, 15 m de largo y 1 mm de espesor de pelicula. La temperatura inicial
es de 60 °C y posteriormente se utilizé una rampa de 15 °C por minuto hasta llegar a 170 °C. La
temperatura del inyector es de 150 °C y del detector de 210 °C. Se utilizd nitrégeno e hidrégeno
como gases acarreadores con un flujo de 300 mL por minuto y 30 mL por minuto, respectivamente.

El &cido l4ctico se calcul6 en un cromatdgrafo de iones marca Dionex ICS-1500, Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA) equipado con una columna REIC lonPac AS23 de 250mm vy 4
mm de espesor (Ramos et al., 2012).

4.1.2.6 Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO esta definida como la cantidad de oxidantes especificos que reaccionan con la
muestra bajo condiciones controladas. La cantidad de oxidante consumido es expresada en
términos de equivalentes de oxigeno. El ion dicromato de potasio (Cr.07%), al oxidar la materia
organica cambia de cromo en estado hexavalente (V1) al estado trivalente (I11). Estas especies
adquieren un color y se absorben en la region visible del espectro, asi que se leen a 600 nm en el
espectrofotometro para su determinacion. Se digieren 2 mL de la muestra durante dos horas a una
dilucién de 1:10 mL en los tubos HACH®, que estan preparados para muestras que contengan
entre 1y 15 g/L de DQO (Hach, 2008).

4.1.2.7 Carbohidratos totales

Para su cuantificacion se mezcl6 1 mL de muestra con 1 mL de fenol a 5% (p/V).
Posteriormente, se agregaron 5 mL de &cido sulfdrico concentrado y se agitd lentamente por
inversion. Los tubos se enfriaron en un bafio de agua y se leyé la absorbancia a 490 nm. El blanco
fue agua desionizada y la curva de calibracion se realizé6 empleando D-glucosa como estandar
(Dubois et al., 1956).

4.1.2.8 Analisis estadisticos y calculos

En este trabajo, se empled un disefio experimental factorial, el cual es un método para planificar
experimentos en los que los resultados se someten a un analisis estadistico para evaluar la
importancia de los efectos principales y de interaccion (Douglas, 2002). Este método se utilizé
para generar los modelos matematicos predictivos que describen el comportamiento del sistema 'y
para determinar la configuracion operativa 6ptima (Sheridan et al., 2002).

En este trabajo, se aplicd el disefio de Plackett-Burman (PBD) para detectar las variables
significativas y mejorar la deteccion de variables a optimizar (Douglas, 2002). PBD supone que
cada factor es independiente y puede describirse mediante el modelo de primer orden:

Y= B+ XBi+ X (2)
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Donde:

- Y: Es larespuesta objetivo predicha.
- Po: Es el modelo de interseccion.

- Pi: Es el coeficiente de regresion.

- Xi: es un parametro independiente.

Un total de 12 experimentos con cinco parametros independientes (&c. acético, &c. butirico,
acetona, butanol y etanol) fueron disefiados por el software Design Expert v11(Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, EE. UU.), cada parametro en dos niveles: alto (+1) y bajo (—1). Los factores que
muestran efectos mayores se identificaron mediante la prueba F.

Célculo de la concentracion total de AGV se expresd en términos de acido acético equivalente

(aa).

Los principales acidos producidos en la fermentacion acidogénica son &cido acético, acido
butirico, acido propidnico y &cido lactico. Estos se convirtieron en equivalentes de acido acético
para reportar un total de AGV. Los célculos son los siguientes:

Total AGVs = (Concentracion de acido acético) +
(C oncentraciéon de acido propiénico * (ﬁ) % (_60'05)> n
64 74.08

., . . 176 60.05
(C oncentracion de Acido butirico (ﬁ) * (M)) +

L, L C oy 96 60.05
<C oncentraciéon de acido lactico * (6—4) * (W)) 3)

Donde:

- Masa molar de acido acético= 60.05.
- Masa molar de acido propionico=74.08.
- Masa molar de acido butirico=88.11.

Finalmente, la masa molar de los &cidos se multiplica por el nGmero de gramos de oxigeno
requeridos para descomponer completamente los &cidos en dioxido de carbono para obtener un
total de AGV en equivalentes de acido acético (Murali et al., 2017).
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4.2 Etapa 2. Indicadores ambientales y econdmicos

El presente trabajo es un estudio con enfoque multidimensional de la produccion de
bioalcoholes a partir de biomasa residual de cafia de azucar que considerara los impactos generados
durante la produccién industrial de acetona-butanol-etanol (ABE). Por lo que, se realizé el calculo
de los impactos ambientales (emisiones de CO2 y consumo de agua) y econémicos (eficiencia
energética y costos de produccion).

4.2.1 Delimitacion del sistema

Para el presente trabajo se establecieron como limites del sistema de la cadena de
produccion de bioalcoholes en la fase industrial, una biorrefineria donde el bagazo se convierte en
bioalcoholes mediante un proceso bioquimico. En esta fase se considerd las etapas de
pretratamiento mediante hidratacion de la materia prima, una fermentacion acetobutilica (en dos
etapas) mediante consorcios microbianos (incluye tres bioprocesos en paralelo) y la cogeneracion
(Valdez-Vazquez y Sanchez, 2018).

4.2.2 Planteamiento de escenarios

Este estudio compar6 dos escenarios, el primero es un escenario de referencia propuesto
por Valdez-Vazquez y Séanchez (2018), que presentan un disefio de biorrefineria donde las
emisiones de COz y consumo total de agua dulce se calcularon a través del software SuperPro
Designer v 9.0 (Figura 9). El segundo escenario es una propuesta donde se utilizé el mismo modelo
de biorrefineria, pero modificando las etapas de fermentacién oscura de produccién de hidrégeno,
fermentacion ABE y reactor de metanogénesis a partir de AGV. Después, con el modelo
modificado se estimaron los indicadores ambientales y econémicos para realizar una comparacion
entre escenarios que serviran en la toma de decisiones.

a) Acetona
Fermentacion |ABE .

Celulosa ABE Separacion Butanol
& lignina

o Liani Etanol

2] Y ignina

@ : : = Fermentacién 9

£ Molienda |—>|H|drataC|on|—> H

i:% Y 2 H,&CO,

Electricidad

Acetato/
Butirato

Cogeneracion

Digestion
Efluente CH, CH,&CO,
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b) Celulosa

& lignina Fermentacion [ABE - |
Acetatol wa ABE —»I Separacion Butanol
Butirato
@ Lignina
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Butirat - T
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Digestion
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Figura 4-4. Modelos de biorrefineria con tres bioprocesos: a) propuesta base y b) propuesta
modificada (Valdez-Vazquez y Sanchez, 2018).

4.2.2.1 Indicadores ambientales

Para la fase industrial, se utiliz6 como modelo la biorrefineria de plataforma bioquimica
que incluye una hidratacion, tres bioprocesos basados en consorcios microbianos, la destilacion y
la cogeneracion previamente reportada (Sanchez, et al., 2017; Valdez-Vazquez y Sanchez, 2018;).
La capacidad minima establecida para la biorrefineria fue de 1,000 t de biomasa residual al dia, la
cual es la capacidad minima para que la planta sea rentable.

4.2.2.1.1 Emisiones de CO;

Se utilizaron los balances de masa y energia calculados para cada operacion unitaria, para extraer
los datos de emisiones de CO2. Se modificaron algunas caracteristicas de operacion del proceso,
tales como valores de conversion de las reacciones y concentraciones de AGV iniciales en los
reactores, en base a los datos obtenidos en la parte experimental. Finalmente, de cada operacion
unitaria se tomo el valor de emisiones de CO> total como resultado y se sumaron.

En el reactor acidogénico (primera fermentacion, Figura 9) se establecieron las siguientes
condiciones de operacién: volumen de trabajo del reactor fue de 75%, el TRH se fijé de 5 dias a
una temperatura de 37 °C, las reacciones bioquimicas que tienen lugar en este reactor y sus
porcentajes de conversion se muestran en la Tabla 7.

Este reactor tiene una salida con AGV cuya concentracion es: 4.4 g/L de &cido acético, 2.6 g/L de
acido butirico y 1.4 g/L de acido propiénico.
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Tabla 4-5. Reacciones bioquimicas y conversion en el reactor acidogénico.

Reacciones %o de conversion
1.00 otros s6lidos + 1.00 H,O — 1.00 CeH120s6 100
1.00 CsH1206 + 2.00 H2O — 2.00 CH3COOH + 2.00 CO2 + 4.00 H2 100
1.00 CeH1206+ 2.00 H,O — 1.00 C4HsO, + 2.82 CO, + 2.00 H» 100
1.00 CsH1206 — 6.00 células + 1.80 H,0 100

1.00 H20 + 1.00 Xilano — 1.00 CsH100s

1.69 H20 + 1.00 CsH1005 — 1.67 CH3COOH +1.67 CO2 + 3.33 H»
1.00 CsH1005 — 0.83 C4HgO2 +1.62 CO2+ 1.67 H»

1.00 CsH1005 — 5.00 células + 1.50 H.O

o O O o

En el reactor solventogeénico se establecieron las siguientes condiciones de operacion: volumen de
trabajo del reactor fue del 75%, el TRH se mantuvo de 5 dias a una temperatura de 37 °C, las
reacciones bioquimicas que tienen lugar en reactor ABE y sus porcentajes (%) de conversion se
muestran en la Tabla 8.

Este reactor recibe una corriente de AGV proveniente del reactor de fermentacion oscura, por lo
que, tienen lugar reacciones bioquimicas de conversion de AGV en solventes (Decker et al., 1970).

Tabla 4-6. Reacciones bioguimicas y conversion en el reactor solventogeénico.

Reacciones % de_ ) Cor_mentracién
Conversién final (g/L)
1.00 celulosa + 1.00 H2O — 1.00 CsH1206 100 -
1.00 CsH1206 — 6.00 células + 1.80 H.0 2 -
1.00 C2H402 + H* +2.00 H> — 1.00 C2HgO + 1.00 H20 10 -
1.00 C2H402 + H* — 1.00 C3HgO + 1.00 HCO3 30 -
2.00 C4HsO2 + H™ + 2.00 H2 — 1.00 C4H100+ 1.00 H20 95 -
1.00 CsH1206 + 1.00 H20 — 1.00 C3HsO+ 3.00 CO2+ 4.00 H> - 0.10
1.00 CsH1206 — 2.00 CO2 + 2.00 C2H6O - 0.46
1.00 CsH1206 — 1.00 C4H100 + 2.00 CO2+ 1.00 H20 - 2.10

El resto de operaciones unitarias y sus condiciones se mantuvieron como las previamente
reportadas por Valdez-Vazquez y Sanchez (2018).
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4.2.2.1.2 Consumo de agua

El consumo de agua dulce contabilizada en esta fase, fueron las entradas de agua en: el
reactor acidogénico, el reactor solventogénico, la generacion de vapor y las torres de destilacion.
El consumo de agua se tomo por el procesamiento de una tonelada de bagazo de cafia de azucar.

Para identificar los consumos de agua se consideraron algunas caracteristicas de operacion del
proceso, tales como volimenes de trabajo, tiempos de retencion hidraulica (TRH), ademés de
identificar los caudales de salida que eran recirculados para alguna otra operacion unitaria.
Posteriormente se realiz6 la suma total del consumo de agua de las operaciones unitarias, siendo
esto el valor total de agua utilizada. Las condiciones de operacion finales establecidas para cada
operacion unitaria del proceso fueron las siguientes:

Para el proceso de hidratacion se establecieron las siguientes condiciones de operacion: volumen
de trabajo del reactor sera de 75%, el TRH se mantuvo en 4 h y se trabaj6 a una temperatura de
31° C, se cargaron los reactores a 10% de solidos totales (ST).

El reactor solventogénico presentd también entrada de agua, empleando las siguientes condiciones
de operacion: el volumen de trabajo del reactor fue de 75%, el TRH se mantuvo de 6.6 dias y se
trabajo a una temperatura de 37° C. El valor de consumo de agua superficial se calculé en base a
un porcentaje de trabajo de ST del 10%. De los balances de masa del simulador, se obtuvo el
rendimiento del bagazo de cafia de azucar de entrada al reactor solventogénico, posteriormente se
calcul6 el consumo de agua en esta operacion unitaria.

El reactor metanogénico present6 las condiciones de operacién siguientes: volumen de trabajo del
reactor fue del 75%, el TRH se mantuvo de 10 h y se trabaj6 a una temperatura de 36 °C.

4.2.2.2 Indicadores econémicos

Se tomaron los datos de eficiencia energética y los costos totales de produccion de butanol
de acuerdo a las condiciones de operacion de la planta (Valdez-Vazquez y Sanchez, 2018).

4.2.2.2.1 Eficiencia energética

Mediante los resultados de la simulacion del proceso de la biorrefineria previamente
reportados, se estimé la energia producida después de los cambios introducidos, medidos como
produccién de hidrégeno, metano y butanol. Se considerd que la energia de entrada no sufrié
cambios. La eficiencia energética se calculd con la ecuacion 4.

Eficiencia energética (EER) = energia de salida/energia de entrada. 4)
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La energia de salida esta integrada por la electricidad producida (por la quema de hidrégeno,
metano y solidos -lignina-) mas la energia de combustion del butanol (expresado como MW).
Mientras que la energia de entrada es la electricidad consumida (aprox. 80% por la molienda),
energia de enfriamiento y calentamiento (expresado en MW).

4.2.2.2.2 Costos de produccion

En el trabajo mencionado, se reportan los costos totales de produccion para diferentes
escenarios de concentracion de butanol (10, 15 y 20 g/L). Con las modificaciones afiadidas al
modelo, se utilizé el costo total de produccion que mas se acercO a la nueva concentracion de
butanol lograda.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Reactores acidogénicos

Los residuos agricolas como el bagazo de cafia de azlcar tienen un contenido de
hemicelulosa y celulosa de mas del 70%, lo que los hace susceptibles de conversion en
biocombustibles. La produccion de bioalcoholes tipo butanol-etanol se lleva a cabo a través de la
fermentacion solventogénica que se caracteriza por desarrollarse en dos etapas, la etapa
acidogénica y la etapa solventogénica. Durante la etapa acidogénica, las células crecen y producen
acidos principalmente acético y butirico. Esta produccion de &cidos provoca una disminucion del
pH y las condiciones del medio se vuelven desfavorables para el crecimiento de los
microorganismos. Por su parte, las especies de Clostridium responden a esta nueva condicion con
un cambio metabdlico y morfologico, donde las células se convierten en endosporas, y reasimilan
los &cidos para producir los bioalcoholes (acetona-butanol-etanol) en una proporcién molar tipica
de 3: 6: 1 (Procentese et al., 2015).

Los reactores donde se llevo a cabo la fermentacion acidogénica fueron operados a dos cargas
organicas (15y 20 g ST/kg-d) y valores de pH iniciales (4.5 y 6.5) para determinar su efecto sobre
la produccion de &cidos grasos volatiles (AGV). Los reactores con un pH inicial de 4.5 y una carga
organica de 15 g ST/kg-d se operaron un total de 84 dias, sin considerar la produccién de acido
lactico (Figura 10a). A partir del dia 70, la concentracion total de AGV aument6 de 2.3 + 0.6 g
aa/L a un promedio de 5.5 + 1.2 g aa/L. La distribucién de los AGV fue de un 67 % de acido
lactico, 16% de acido butirico, 14% de acido acético y 3% de acido propionico. Al incrementar la
carga organica de 15 a 20 g ST/kg-d, se observo que en términos generales, la concentracion total
de AGV disminuy06 a 4.0 + 0.7 g aa/L, lo que podria deberse a una inhibicion por sustrato. Por otro
lado, los reactores con un pH inicial de 6.5 y carga organica de 15 g ST/kg-d se operaron un total
de 40 dias, sin considerar la produccion de acido lactico (Figura 10b). Se observé que a partir del
dia 18, la concentracion total de AGV aumento hasta alcanzar en promedio 10.8 + 1.7 g aa/L, los
cuales correspondieron a un 47% de acido acético, 37% de acido butirico y 16% de acido
propiénico. Cuando se incrementd la carga organica, se observo el mismo fenémeno que a pH de
4.5, donde la concentracion total de AGV disminuy6 un 65% con un valor promedio de 3.8 + 0.6
g aa/L.
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Figura 5-1. Desempefio de los reactores para fermentacion acidogénica operados en modo semi-
continuo. a) pH inicial de 4.5 y cargas organicas de 15y 20 g ST/kg-d. b) pH inicial de 6.5 y cargas

organicas de 15y 20 g ST/kg-d.
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Los valores promedio obtenidos en el periodo estable (C.V. < 20%), se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) para determinar si los factores de pH y carga organica tuvieron un
efecto significativo sobre la concentracion total de AGV, asi como de cada metabolito. Se encontro
que la carga organica tuvo un efecto significativo sobre la concentracién total de AGV vy la
produccion de &cido acético, butirico y lactico. Mientras que el pH solo tuvo un efecto significativo
sobre la produccién de &cido propidnico (p < 0.05, Tabla 9).

Tabla 5-1. Analisis de varianza (ANOVA) para la producciéon de AGV, acido acético, butirico,
propionico y lactico.

Total AGV Acético Butirico Propionico Lactico
Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
F p F p F p F p F p
Factor
pH 0.3803 0.5708 358 0.1316 0.26 0.6346 28.16 0.0061 50.06 0.0021
Of;zrnglia 28.17 0.0061 598.66 <0.0001 170.15 0.0002 147¢* 0.9909 44.65 0.0026

De esta forma, la mayor concentracion de AGV se alcanzd a la menor carga orgénica de 15 g
ST/kg-d con un valor maximo de 13.9 + 2.1 g aa/L (Figura 13a). Lo mismo se observ para cada
metabolito donde las méximas producciones para acido acético, acido butirico, acido propiénico y
acido lactico fueron de 4.6 £ 0.5¢g/L, 4.1 +0.0g/L, 1.9+ 0.3y 7.8 £ 0.1 g/L, respectivamente, a
la menor carga organica de 15 g ST/kg-d (Figura 11b,c,d).
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En literatura existen pocos estudios sobre produccion de AGV a partir de residuos agricolas
utilizando consorcios microbianos como indculo. Entre los estudios encontrados se observo que la
produccién total de AGV varia desde 2.6 a 18.8 g/L (Tabla 11), lo cual depende de varios factores
como el tipo de sustrato (van Aarle et al., 2015; Agematu et al., 2017), pretratamiento del sustrato
(Wang et al., 2019), in6culo (van Aarle et al., 2015), pH (Fangkum y Reungsang, 2011; Chi et al.,
2018; Kumar y Mohan 2018), carga organica (Aboudi et al., 2015; Murali et al., 2017; Patinvoh
et al., 2017), y modo de operacion del reactor.

En reactores en lote, el acido acético es el metabolito predominante siendo entre el 48% al 83%
del total de AGV producidos (Tabla 11). Esta tendencia también se cumplié en este estudio, ya
que en la condicion con mayor AGV (pH 6.5 y carga orgénica de 15 g ST/ kg-d), el &cido acético
representd el 53% del total. EI segundo metabolito con mayor acumulacion puede ser el acido
butirico (van Aarle et al., 2015; Zhou et al., 2017), o bien, el acido propidnico (Agematu et al.,
2017; Wang et al., 2019). En la condicion de operacion mencionada, el acido butirico fue el
segundo metabolito representando el 35% y finalmente el acido propionico con un 10%.

Tabla 5-2. Produccion de acidos grasos volatiles a partir de residuos organicos en lote.

Condiciones Total Acido  Acido Acido
Sustrato In6culo de AGV? acético butirico propionico  Ref.
operacion  (g/L)  (g/L)  (g/L) (g/L)

Lodo
Remolacha, anaerobio, van
salvado ol PH65,35 1,7 45 27 22 Aarleet
trigpdey  granulary e
al., 2015
granos efluente
acidogénico
. Agematu
Paade  mumen P05 59 23 04 2.0 etal.,
g 2017
Paja de Lodo pH 8.0, 37 Zhou et
arroz secundario @ Heke ke Sl el al., 2017
Pasto
tratado con Lodo pH 7.0, 35 Wang et
CaOH- anaerobio °C 2.6 2.0 0.1 0.3 al., 2019
ultrasonido

Nota: 2, expresado en términos de acido acético equivalente.
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El perfil de metabolitos obtenido depende de diversos factores, donde el pH de operacion esta entre
los mas importantes (Stein et al., 2017; Feng et al., 2018). Es por ello, que en este trabajo se
estudiaron dos condiciones de pH (4.5 y 6.5) en los reactores para fermentacién acidogénica. De
manera general, la produccion total de AGV fue mayor a pH de 6.5, donde la produccion de &cido
acético y butirico fue 30% mayor que a pH de 4.5. Mientras que la produccion de &cido propionico
fue 50% mayor que a pH de 4.5. Caso contrario, la mayor produccién de &cido lactico de 7.7 g/L
(48% del total) fue a pH de 4.5. Esta misma tendencia se observo en otros estudios, que han
determinado el efecto del pH desde un rango acido a neutro (Antonopoulou et al., 2010; Chi et al.,
2018), y de un rango acido hasta basico (Fangkum y Reungsang, 2011; Stein et al., 2017; Kumar
y Mohan 2018). La Figura 14 muestra la produccion de AGV en funcién del pH a partir de sustratos
organicos, como son la fraccion organica de los residuos solidos urbanos (FORSU), lodos de purga
de plantas de tratamiento de aguas (PTAR), y residuos agricolas. En términos de concentracion
total de AGV, todos tienen la mayor produccion que va de 3.5 g aa/L hasta 20 g aa/L, en un rango
de pH entre 4.5 a 6.5, independientemente del tipo de sustrato, debido a que estas condiciones
favorecen la actividad de enzimas hidroliticas, que se encargan de la sintesis de los diferentes
sustratos para la produccion de AGV (Jiang et al., 2013). Mientras que a un pH bajo (< 4.0) las
bacterias fermentativas no pueden sobrevivir y los AGV no disociados que entrar en células
microbianas e inhiben su metabolismo (Feng et al., 2018). A un pH alto (> 7.0) los
microorganismos cambian sus rutas metabdlicas, disminuyendo las concentraciones de AGV para
producir otros productos, como puede ser el metano en una ruta metanogeénica (Zhao et al., 2017).
El trabajo de Stein et al. (2017) tuvo una tendencia diferente, debido a que con el aumento del pH
la solubilizacion del sustrato aumento, lo que proporciond a los microorganismos sustratos mas
aprovechables para la produccién de los &cidos.

28
Este estudio (Bagazo de cafia
24 - p
de azdcar)
[
> ! 5( Fangkum y Reungsang, 2011
g 20 ,’ “ (Hidrolizado bagazo de cafia)
— ! \
o] ' : _ & B Chi et al,, 2018 (Paja de arroz)
— — 16 - xx \  om=— —/X
O = - -
- N / . : -7
e © ; v - X %k Kumary Mohan 2018 (FORSU)
Qo © 172 - ” % T
S o , y z __--X
g ’ -7 “~ =7 X Fengetal., 2018 (FORSU)
’ -7 ~ -
= 8 | e X---
2 4 X Stein et al., 2017 (FORSU)
e x n--m-W- gy
4 A Antonopoulou et al., 2010
(Sorgo)
0 T T T T T T
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
pH

Figura 5-3. Produccion total de AGV en funcién del pH.
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Otro factor que influye en la produccién de AGV es la carga organica en reactores operados en
modo continuo (Murali et al., 2017; Slezak et al., 2017). Es por ello, que para este trabajo se
estudiaron dos cargas organicas (15 g ST/kg-d y 20 g ST/kg-d), donde la produccién de acido
acético y butirico fue 80% y 32% mayor, respectivamente a la menor carga organica, siendo
estadisticamente significativo en ambos casos.

En literatura, las cargas organicas estudiadas varian desde rangos bajos < 10 g ST/kg-d (Lim et al.,
2008; Jiang et al., 2013; Murali et al., 2017; Patinvoh et al., 2017; Stein et al., 2017), rangos
medios que van de 10 a 20 g ST/kg-d (Lim et al., 2008; Jiang et al., 2013; Aboudi et al., 2015) y
rangos altos > 20 g ST/kg-d (Stein et al., 2017; Tapia-Perez, 2019). Las mayores concentraciones
de AGV se observan en el rango medio, que van de 7 a 27 g aa/L (Figura 15). La concentracion
de AGV logradas en este trabajo a la carga organicas medias estan un 70% superior al trabajo de
Tapia-Pérez (2019) quien utilizdé paja de trigo como sustrato lignocelulésico y consorcios
microbianos nativos como indculo, lo cual lo hace el trabajo mas apropiado para realizar una
comparacion con este estudio. Mientras que, cuando se compara con otros sustratos como paja de
trigo tratada o residuos alimenticios, la concentracion de AGV lograda en este trabajo fueron un
36 y 56% inferiores a los trabajos de Jiang et al. (2013) y Murali et al. (2017), respectivamente.
Esto se debe a que Murali et al. (2017) hace un pretratamiento al sustrato lo que incrementa su
biodegradabilidad, mientras que Jiang et al. (2013) utiliza residuos alimenticios como sustrato, los
cuales son mas biodegradables que los sustratos lignoceluldsicos como el bagazo de cafia de
azucar. De manera general, se observa que a bajas cargas organicas (< 10 g ST/kg-d), el sustrato
resulta ser limitante para el crecimiento de los microorganismos y por lo tanto no cuentan con los
azucares suficientes para una alta produccion de AGV. En contraste, altas cargas organicas (> 20
g ST/kg-d), pueden presentar inhibicién por sustrato al causar un desequilibrio entre las actividades
metabdlicas de los diferentes microorganismos, debido al exceso en la disponibilidad del sustrato
rico en azuUcares (Stein et al., 2017) o bien, inhibicion por producto, ya que pueden presentarse
altas concentraciones de productos fendlicos y AGV, los cuales son téxicos para los
microrganismos y detienen su crecimiento (Diaz y Tost 2018).
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Figura 5-4. Produccién de AGV en funcién de la carga organica.

Durante este experimento también se produjeron bioalcoholes (butanol y etanol), la concentracion
promedio de butanol y etanol se analizd6 mediante un andlisis de varianza para determinar si los
factores de pH y carga orgénica tuvieron un efecto significativo sobre su produccién, donde ambos
factores tuvieron un efecto significativo (p > 0.05, Tabla 12).

Tabla 5-3. ANOVA del efecto del pH y carga organica sobre la produccion de bioalcoholes.

Butanol Etanol
Factor Valor F Valor p Valor F Valor p
pH 345.17 <0.0001 235.37 0.0001
Carga organica 606.44 <0.0001 339.72 <0.0001
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En ambos casos, la maxima produccion se observo a la menor carga orgéanica de 15 g ST/kg-d, con
una concentracion maxima de butanol de 43.2 + 4.4 mg/L y de etanol de 220.8 = 77.5 mg/L. Para
el butanol la maxima concentracion se observo a un pH de 6.5, caso contrario para el etanol, donde
la mayor concentracion de observé a un pH de 4.5 (Figura 16).

Existen pocos trabajos reportados que utilicen sustratos lignocelulésicos y consorcios microbianos
como indculo para la produccion de bioalcoholes. Entre los trabajos encontrados se observé que
la produccion total de etanol varia desde 0.2 a 2.5 g/L (Kiyoshi et al., 2015; Van Aarle et al.,
2015). En este estudio, se alcanzd una concentracion méxima de etanol de 0.7 £ 0.02 g/L. Mientras
que para el butanol segun lo reportado por otros autores las concentraciones van desde 2.1 a 13.8
g/L (Cheng et al., 2012; Li et al., 2018). En este estudio la maxima concentracion de butanol fue
0.01 + 0.004 g/L. La diferencia en la concentracion de butanol se debe a que en los trabajos
mencionados el sustrato recibié un pretratamiento antes de la fermentacion ademas de utilizar
cultivos puros.

Carga organica
] 15gST/kgd [ ] 20gST/kg-d
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Figura 5-5. Gréfico de produccion total de: (a) butanol y (b) etanol.
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5.2 Reactores solventogénicos

5.2.1 Disefio factorial 22

En este trabajo se propone un proceso de fermentacion en dos etapas, la primera
fermentacidon denominada acidogénica produce principalmente acidos acético y butirico, los cuales
son utilizados como precursores de acetona y butanol, respectivamente, en una segunda etapa de
fermentacion denominada solventogénica.

Siguiendo con la fermentacion solventogénica en una primera fase, se utilizé un disefio factorial
de dos factores a dos niveles para estudiar el efecto del tipo de in6culo (digestato y lodo anaerobio)
y adicion de un aceptor de electrones (CaSQOs) sobre la produccion de acetona-butanol-etanol en
una fermentacion acetobutilica, para ello, se montaron reactores en lote incubados durante 25 dias
(Tabla 13).

Tabla 5-4. Produccion de bioalcoholes en disefio factorial 22.

Factor A Factor B Respuestal  Respuesta 2
Tratamiento Tipo de CaSO, Butanol Etanol
indculo (g/L) mg/L g/L
1 Lodo 0 37.8 0.8
2 anaerobio 4 41.8 1.0
3 0 72.7 1.1
Digestato
4 4 45.7 1.2
5 0 40.2 1.2
Controles
6 4 25.4 1.2

Por analisis de varianza se determind que el tipo de in6culo y adicion de aceptor de electrones
tuvieron un efecto significativo solo sobre la produccion de butanol, pero no sobre la produccién
de etanol (p < 0.05, Tabla 14).
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Tabla 5-5. ANOVA del efecto del tipo de in6culo sobre la produccion de butanol.

Butanol Etanol
Factor
Valor F Valor p Valor F Valor p
Tipo de indculo 9.07 0.0395 0.2909 0.6183
CaSOq4 8.15 0.0462 0.0545 0.8269

Se observo que los reactores inoculados con digestato tuvieron mayores concentraciones de
butanol y etanol. Sin embargo, la adicion del aceptor de electrones tuvo un efecto negativo, ya que
la concentracion de butanol en ausencia de CaSO4 fue mayor con 72.7 mg/L contra los 45.7 mg/L
producidos con la adicién de CaSOa. Para el etanol no se observo una diferencia importante en
cuanto a las concentraciones entre los dos factores y sus dos niveles.

La concentracion lograda en este trabajo, utilizando digestato como in6culo, para etanol fue de 1.2
g/L, mientras que para butanol fue de 0.07 g/L, mismas que representan un 25y 42% de incremento
en la produccién de los bioalcoholes comparado con las obtenidas utilizando como in6culo los
lodos anaerobios. No existen trabajos en literatura que utilicen digestatos lignoceluldsicos como
indculo contra los cuales comparar estos resultados.

En cuanto a los trabajos que utilizan lodos anaerobios como indculo para la produccién de etanol
varia desde 0.8 a 2.9 g/L (Lin et al., 2011; Jiang et al.,2013; van Aarle et al., 2015; Feng et
al.,2018) y los trabajos que utilizan sustrato lignocelulésico como sustrato y cultivos mixtos para
la produccion de butanol varia desde 0.9 a 2.3 g/L (Lin et al., 2011; Cheng et al.,2012 a; Cheng et
al., 2012 b). Las concentraciones logradas en este trabajo fueron de 1.0 g/L de etanol y 0.006 g/L
de butanol. Nuevamente concentraciones que se encuentran entre un 38 y 83% por debajo de lo
reportado por dichos autores. Debido a que las condiciones de operacién en cada trabajo fueron
diferentes, y de manera general todos utilizaron un pH maés neutro, lo que, segun otros autores,
aumenta la solubilizacién de los residuos y por lo tanto se convierten en sustancias facilmente
aprovechables por los microorganismos (Stein et al., 2017).

En literatura existen pocos estudios sobre la manipulacion del flujo de electrones para la
produccion de bioalcoholes. Entre los trabajos encontrados, se observé que la adicion de
mediadores REDOX (Du et al., 2016) o aceptores de electrones como KNOz, NaSOs, CaSOs y
FeSO4 (Cheng et al., 2012; Wu et al., 2017; Ding et al., 2018) logro incrementar la produccion de
solventes entre 12 y 30% (Tabla 15). En este estudio, la adicion del aceptor de electrones solo tuvo
un efecto positivo en la produccion de bioalcoholes (etanol y lodos) cuando se utilizaron los lodos
anaerobios como indculo, logrando incrementar la concentracion un 19% comparado con el
control.
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Tabla 5-6. Produccion de bioalcoholes utilizando aceptores de electrones en el medio.

. . Aceptor de Total Aumento .
Sustrato  Tipo de in6culo solventes Referencia
electrones (g/L) (%)
. Control 5.2 Cheng et al.,
Glucosa Lodo anaerobio FeSOu 74 30 2012
C.
: Control 21.3 Du et al.
Glucosa acetobutylicum . 12 ’
55025 Rojo Neutral 24.2 2016
Glucosa C. beijerinckii Control 10.8 14 Wu et al.,
B4 FeSO4 12.5 2017
C. Control 16.1 Ding et al
Glucosa acetobutylicum NaSO4 21.3 24 29018 N
ATCC 824 CaSOq4 21.4 25
Efluente . Control 0.84 .
acidogénico Digestato CaSOs 104 19 Este estudio
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5.2.2 Disefio Plackett-Burman

Siguiendo con la fermentacion solventogénica en la segunda etapa y una vez seleccionado el tipo
de inoculo a utilizar, se disefid un experimento para estudiar el efecto de once factores sobre la
produccion de AGV vy solventes. La figura 23 compara las cinéticas de produccion de AGV y
solventes para los tratamientos con mayor produccion bioalcoholes (tratamientos 4 y 7), y el
control. Se observé que la produccién méaxima de &cido acético fue de 11.7 g/L en el dia 9 de
operacion con el tratamiento 4, mientras que para el &cido butirico fue de 6 g/L en el dia 11 de
operacion con el mismo tratamiento. EI mismo tratamiento 4 resulté con mayores producciones de
butanol (100 mg/L promedio) y acetona (400 mg/L promedio) los dias 11 y 9, respectivamente,
sin embargo, para el etanol se observo que las concentraciones maximas (1.2 g/L) se presentaron
en el tratamiento 7. Los resultados de la produccion de ABE se muestran en la Tabla 15.
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Figura 5-6. Cinéticas de produccion de acidos grasos volatiles y solventes (acetona-butanol-
etanol) durante 11 dias de incubacion en los tratamientos 4, 7 y control del disefio Plackett-
Burman.
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Tabla 5-7. Produccion de solventes (acetona-butanol-etanol) en el disefio Plackett-Burman.

. A B C D E F G H J K L
% Glucosa pH Zn Fe NaSO, Digestato acI?;Icl)Jgeénr:ieco C. C. C. C. Butanol Etanol Acetona
L oL mg/L mgll g/l % ST g DQOIL beijerinckii botulinum pasteurianum aurantiabutylicum mgL  mglL  mglL
1 30 75 0 2 4 5 16 - - + - 10.2 864.1 29.2
2 0 75 2 0 4 5 32 - - - 4 323 2914 69.6
3 30 55 2 2 0 5 32 + - - - 13.1 783.6 94.6
4 0 75 2 0 4 0 32 + + - - 78.8 516.6 164.9
5 0 55 0 2 4 5 16 + + + - 9.7 102.1 1564
6 0 55 0 2 0 5 32 - + + + 75.6 132.2 207.8
7 30 55 O 0 4 0 32 + - + + 223 1269.5 201
8 30 75 0 0 0 5 16 + + - + 144 1169.6 189.1
9 30 75 2 0 0 0 32 - + + - 21.2 7733 208.6
10 0 75 2 2 0 0 16 + - -+ + 523 337.2 2538
11 30 55 2 2 4 0 16 - + - + 16.2 529.6 2899
Control O 55 0 0 0 0 16 - - - - 19.2 3357 297.2




Tabla 5-8. Analisis de varianza (ANOVA) para la produccion de ABE.

Acetona Butanol Etanol
Factor

ValorF Valorp ValorF Valorp ValorF Valorp
A-Glucosa 2.60 0.1822 26.80 0.0140 81.61  0.0008
B-Digestato 2756  0.0063 1872  0.0228 8.69 0.0420
C-Efluente acidogénico  0.56 0.4972  26.64 0.0141 1.80 0.2506
D-pH 8.95 0.0403 14.89 0.0308 21.25  0.0100
E-Zn - - 8.36 0.0629 3.85 0.1213
F-Fe - - 11.93  0.0408 - -
G-NaSO4 10.21  0.0330 - - - -
H-C. beijerinckii 5.75 0.0746 8.77 0.0595 - -
K-C. botulinum 10.87  0.0300 - - 4.72 0.0955
K-C. pasteurianum - - 6.75 0.0805 12.14  0.0253

L-C. aurantiabutylicum - - - - - -

Las concentraciones obtenidas durante el ensayo de Plackett-Burman se analizaron mediante un
andlisis de varianza para determinar qué factores tuvieron un efecto significativo sobre la
produccidn de bioalcoholes (p < 0.05, Tabla 16).

Los factores que tuvieron un efecto significativo sobre la produccion de acetona fueron: a) el pH,
con un efecto positivo, b) la adicion del aceptor de electrones (NaSO4), con un efecto negativo, ¢)
el digestato como in6culo, con un efecto negativo y d) la bioaumentacion con C. botulinum, con
un efecto positivo.

En la produccion de acetona se observé que a pH de 5.5 se obtuvieron mayores producciones con
146 mg/L a las alcanzadas a pH de 7.5 de 60 mg/L. También, se observé un efecto negativo en la
adicion del aceptor de electrones, ya que los reactores en ausencia del NaSOa tuvieron mayores
producciones alcanzando 140 mg/L, contra los que tuvieron adicion de el NaSOs con
concentraciones de 70 mg/L. La adicion del digestato, tuvo un efecto negativo cuando se adicion6
5% de solidos totales. Por ultimo, se observd que la presencia de la cepa C. botulinum tuvo un
efecto significativo positivo alcanzando concentraciones de 165 mg/L, mientras que los reactores
a los cuales no se les adicion0 la cepa obtuvieron concentraciones de 100 mg/L.

Los factores que tuvieron un efecto significativo sobre la produccion de etanol fueron: a) glucosa,
con un efecto positivo, b) el pH, con un efecto positivo, ¢) el digestato como inoculo, con un efecto
negativo y d) la bioaumentacion con C. pasteurianum, con un efecto negativo.



Para la produccion de etanol se observo que la adicion de 30 g/L de glucosa aumento tres veces la
concentracion hasta alcanzar 1200 mg/L. Con pH de 7.5 se observd una mayor produccion del
bioalcohol alcanzando una produccion de 900 mg/L comparado con los 450 mg/L producidos a
pH de 5.5. La adicion del digestato, tuvo un efecto negativo cuando se adiciond 5% de solidos
totales, disminuyendo casi 300 mg/L la concentracion de etanol. Finalmente, la bioaumentacion
con la cepa C. pasteurianum resulté en un efecto negativo, ya que en ausencia de esta cepa se
alcanzaron concentraciones méaximas de 650 mg/L contra 400 mg/L producidos con presencia de
esta cepa, lo que pudo deberse a la baja adaptacion de la cepa en el medio.

Los factores que tuvieron un efecto significativo sobre la produccién de butanol fueron: a) glucosa,
con un efecto negativo, b) el pH, con un efecto positivo, c) la adicion de Fe, con un efecto positivo,
d) el digestato como ino6culo, con un efecto negativo y e) el efluente acidogénico, con un efecto
positivo. La adicidn de glucosa tuvo un efecto negativo en la produccidn, ya que aquellos reactores
a los cuales no se les adiciond glucosa tuvieron concentraciones maximas de butanol de 40 mg/L,
comparado con los reactores a los cuales se les agregd la glucosa, obteniendo concentraciones
inferiores (19 mg/L). A un pH de 7.5 se observé una mayor produccion (42 mg/L) contra aquellos
reactores que se operaron a un pH de 5.5 que tuvieron concentraciones maximas de 17 mg/L.
También adicion del micronutriente Fe duplicé produccién de butanol. La adicion del digestato,
tuvo un efecto negativo cuando se adiciond 5% de solidos totales, ya que el digestato funciona
como fuente de carbono y sustrato en el medio, lo cual podria ser inhibitorio al crear competencia
entre los microorganismos. Finalmente se observd que la adicion del efluente acidogénico a una
concentracion de 32 g DQO/L incremento la produccion alcanzando concentraciones de butanol
de 50 mg/L comparado con los 18 mg/L alcanzados a concentraciones de 16 g DQO/L del efluente.

De acuerdo a los efectos que resultaron significativos de manera positiva para la produccion de
butanol, se realizé una busqueda de trabajos reportados con condiciones similares a las empleadas
en este ensayo Plackett-Burman (Tabla 17). Podemos observar que los trabajos que utilizaron
efluentes acidogénicos como sustratos (Qureshi et al., 2008; Al-Shorgani et al., 2012; Linggang
et al., 2013; Zheng et al., 2017) reportan valores que van de 0.2 a 4.7 g/L, mismos que al operar
bajo dos condiciones presentan incrementos en la produccion de butanol que van del 20 al 40%.
Esta tendencia se observa en los resultados obtenidos en el ensayo, ya que el incremento en la
produccidn de butanol al usar la concentracion del 100% del efluente acidogénico fue de 43%.

En cuanto a los trabajos que evaltan el efecto del pH sobre la produccion de butanol (Jiang et al.,
2014; Wu et al., 2015; Al-Shorgani et al., 2018) los valores van de 5.2 a 12.9 g/L, con porcentajes
de incremento que van del 12 al 21%. Las concentraciones tan altas reportadas en estos trabajos
pueden deberse al tipo de sustrato que utilizaron, como Jiang et al. (2014) y Al-Shorgani et al.
(2018) que usaron glucosa en su medio, sustrato que es facilmente metabolizado por las bacterias
fermentativas, mientras que Wu et al. (2015), utiliza bagazo de cafia de azicar, mismo que puede
servir como fuente de carbono y fuente de microorganismos para el medio, como inmovilizador
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celular, que prohibe la inhibicion por concentracidn de células de las cepas de Clostridium y de

esta manera obtener mayores concentraciones del bioalcohol.

Finalmente, para el factor de Fe, los trabajos encontrados tienen valores que van de 0.02 a 12.6
g/L de butanol. Estos trabajos difieren mucho en sus resultados debido a la comunidad microbiana
presente en los rectores, ya que mientras Lee et al. (2001) utiliza lodos anaerobios para la
produccion del bioalcohol, Junelles et al. (1988) y Wu et al. (2017) utilizan mono cultivos de cepas
de clostridium, lo cual garantizan la presencia de estas bacterias fermentativas en el medio,
obteniendo asi producciones importantes de butanol.

Tabla 5-9. Comparacidn de trabajos con los factores significativos sobre la produccién de butanol.

Condiciones

Produccién

Incremento

Factor  Sustrato In6culo de operacion butanol (g/L) (%) Autores
Minimo Maximo Minimo Méaximo
o  Hidrolizado de - o. Qureshiet
:% fibra de maiz C. beijerinckii BA101 30 75 0.9 1.4 36% al., 2008
€ Hidrolizado de&: i
=2 S palm saccharoperbutylacetonicum 0 3 0.4 0.5 21%  Shorgani et
< < paima N1-4 al., 2012
©  Hidrolizado de : .
é residuos de~ © acetobutylicum ATCC 30 70 59 35 379,  Linggang
TR 824 etal., 2013
go
Glucosa C. beijerinckii 184 49 6 105 121  13% %‘ff etal,
Bagazo de : 0. Wuetal,
T cafade azUcarC' acetobutylicum XY16 4.9 55 102 129 21% 2015
Al-
Glucosa C. acetobutylicum YM1 4.8 55 5.2 59 12%  Shorgani et
al., 2018
C. acetobutylicum ATCC o  Junelles et
- Glucosa 894 0.0002 0.01 94 126 25% al.. 1988
2 Sacarosa Lodos anaerobios 0 02 002 0.1 80% Leeetal,
@ 2001
Glucosa  C. beijerinckii 1B4 001 025 102 121  16% jeaoran
Efluente
acidogeénico o 16 32
(@DQo/L) & beljerinckii; C. 002 008  43% Este estudio
botulinum
pH 55 75
Fe (mg/L) 0 2
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5.3 Indicadores ambientales

La medicion de impactos ambientales en la fase industrial se realizd por medio de dos
indicadores: consumo de agua y emisiones de CO. La biorrefineria propuesta para produccion de
butanol tiene una capacidad de 1,000 toneladas de bagazo de cafia de azUcar diarias y comprende
un disefio con proceso de hidratacion con tres bioprocesos basados en consorcios microbianos, la
cogeneracion de energia por medio de la quema de biogéas (hidrogeno y metano) y residuos sélidos
(lignina) y finalmente la destilacion de bioalcoholes (denominado como propuesta base, Valdez-
Vazquez y Sanchez, 2018).

En esta nueva propuesta se hicieron dos cambios importantes, con respecto a la propuesta base de
Valdez-Vazquez y Sanchez (2018). Primero, se modifico el desempefio del reactor de Ha, de
acuerdo a los resultados experimentales obtenidos con los reactores acidogénicos alimentados con
bagazo de cafia. De esta manera, la concentracion de acidos disminuye contra la propuesta base y
con esto la produccion de Hz disminuye de 28.4 a 3.7 ton/d, asi también como la produccion de
CHs que pasa de 112.3 a 19.6 ton/d contra la propuesta base. La otra gran modificacion fue la
fermentacion ABE, donde la propuesta base solo considera la conversion de carbohidratos
generando 10 g/L de butanol. En este trabajo se propone usar los efluentes del reactor acidogénico
que contiene acidos acético y butirico, los cuales incrementan la produccién de acetona y butanol,
respectivamente. Con esto, la produccion total de acetona pasa de 10.7 a 17.6 ton/d, la produccion
de butanol pasa de 30.3 a 48.4 ton/d y la produccién de etanol pasa de 1.2 a 9.1 ton/d (Tabla 18).

Tabla 5-10. Productos en biorrefineria base vs. propuesta.

?taol ;33)5 Base  Propuesta
H2 28.4 3.7
CHa4 112.3 19.6

Butanol 30.3 48.4
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5.3.1 Consumo de agua

El calculo del consumo de agua de la biorrefineria para la transformacion del bagazo de
cafia de azucar en butanol, consistié en las entradas de agua dulce que ingresa a los reactores de
hidratacion, reactores acidogénicos, reactores solventogénicos, digestion para produccion de
metano, la generacion de vapor y la generacion de agua residual del proceso de destilacion
(vinazas). Se observé que en el escenario de la nueva propuesta la etapa de mayor consumo de
agua fue el reactor de CH4 con un 81%, esto debido a las modificaciones que se le hicieron al
reactor de Ho, donde se establecio que las concentraciones de entrada de AGV fueran de 3.62 g/L
de &cido acético y 2.91 g/L para &cido butirico. Al realizar este cambio en el modelo de refineria,
el xilano no se degrada y por lo tanto se encuentra presente en los efluentes que ingresan al reactor
de produccién de metano. Debido a este cambio, para el reactor de CH4 fue necesario hacer una
dilucion con agua para que el reactor pudiera ser operado, ya que, segin diversos autores, la
concentracion méxima de DQO en el medio no debe de ser superior a los 5 g DQO/L para no tener
efectos inhibitorios en la produccion de metano (Buitron et al., 2019). Por lo que, tuvo que hacerse
la adicion de 43,520 ton/d de agua para llegar a esta concentracién de DQO. Las otras etapas del
proceso también requirieron de agua, el reactor de Hz contribuyd con un 17% en el consumo de
agua y finalmente la generacion de vapor tuvo la menor contribucion con un 2% del consumo de
agua.

Al comparar entre escenarios, se observé que el escenario base presenta un consumo total de
19,687 ton/d de agua, y que la nueva propuesta es casi 3 veces mas con 53,436 ton/d. (Figura 16).
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Figura 5-7. Consumo de agua por tonelada de cafia de az(car procesada para cada escenario.
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5.3.2 Emisiones de CO-

Se contabilizaron las emisiones de CO de la biorrefineria para la transformacion del
bagazo de cafia de azucar en butanol, provenientes del reactor de Hy, el reactor ABE, el reactor de
digestion anaerobia donde se produce CHas y la cogeneracion. Se observo que, en el escenario
propuesto, la etapa de mayor contribucién de emisiones de CO> fue la combustidn para generacion
de electricidad donde se quema el hidrdégeno, metano y sélidos de la planta, seguido de los
reactores ABE, de Hz2y CHa4 que emiten CO- por la respiracion microbiana.

Al comparar entre escenarios, se observo que se reduce a menos de la mitad las emisiones, esto
debido a que el desemperio del reactor de Hz es menor en la biorrefineria propuesta, lo que reduce
las emisiones de CO3, y posteriormente una corriente menos concentrada en AGV al digestor
anaerobio, también se ve reducida la produccion de CHa, junto con CO; (Figura 17).
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Figura 5-8. Emisiones de CO; por tonelada de cafia de azlcar procesada para cada escenario.
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5.4 Indicadores econd6micos

5.4.1 Eficiencia energética (EE)

La eficiencia energética es un indicador importante, donde la salida de energia generada en la
biorrefineria es dividida entre la energia de entrada. La variable que define esta diferencia en la
energia de cada escenario, es la salida de energia en forma del biocombustible, en este caso,
butanol. Por lo que, estd dada en gran medida por el rendimiento final del producto. Para esta
nueva propuesta en el modelo de biorrefineria se obtuvieron flujos ABE correspondientes a 17,560
kg/d de acetona, 48,367 kg/d de butanol y 9,085 kg/d de etanol. Con rendimientos en consumo de
agua de 650 ton H.O/ton ButOH y en emisiones de 12 ton COz/ton ButOH. Se observo que el
escenario propuesto el rendimiento es 21% mayor que en el escenario base.

Donde a pesar de producir menos Hz y CHg, éstos solo representan el 23% de la energia producida
en el escenario base, por lo que su reduccion no afecta la eficiencia energética en la propuesta de
biorrefineria. Contrario a esto, al aumentar 21% el rendimiento de butanol, la eficiencia energética
aumenta debido a la energia contenida en el butanol (Tabla 19).

5.4.2 Costos de produccion

Para el célculo del costo total de produccion del butanol se contemplaron los costos de
equipo, costo de la materia prima (bagazo de cafia de azUcar) y costos totales de produccion. Se
observo que el escenario propuesto tuvo un costo 29% menor en comparacion con la biorrefineria
base, esto debido al aumento del rendimiento de butanol. Resultando asi que al ser un producto
con costos mas bajos lo vuelve mas accesible para el consumo (Tabla 19).

Tabla 5-11. Indicadores econémicos en
biorrefineria base vs. propuesta.

Salidas Base Propuesta
Costos
(USDIL) 2.01 1.43
EER 1.28 1.63
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6 CONCLUSIONES

De los reactores de pretratamiento bioldgico:

La carga organica tuvo un efecto significativo sobre la concentracion total de AGV, donde
la mayor produccion de 13.9 g/L (expresado como acido acético equivalente) se logro a la menor
carga de 15 g ST/kg-d.

El pH no tuvo un efecto sobre la concentracion total de AGV, pero si sobre el perfil de los &cidos.
Donde a un pH de 4.5 el &cido lactico fue el metabolito predominante mientras que a pH de 6.5 el
metabolito predominante fue el &cido acético.

De la producciéon ABE con consorcios microbianos:

El tipo de indculo tuvo un efecto significativo sobre la produccion de bioalcoholes, donde
el indculo del digestato lignocelulésico logro la mayor produccion de butanol de 55.7 mg/L,
mientras que el indculo de lodos anaerobios logro la mayor produccién de etanol de 1,102.6 mg/L.

Los factores que tuvieron un efecto positivo sobre la produccion de butanol fueron el pH de 7.5,
efluente acidogénico de 32 g DQO/L y adicién de Fe (2 mg/L) logrando la maxima concentracion
de 80.6 mg/L. Los factores que tuvieron un efecto positivo sobre la produccion de etanol fueron la
glucosa (30g/L) y un pH de 7.5 logrando una concentracion maxima de 1,269.5 mg/L.

De los indicadores ambientales y econémicos:

El consumo de agua dulce en la biorrefineria se increment6 al modificar el desempefio del
reactor productor de Haz, por lo que el consumo total de la planta aumentd hasta 53,436 ton/d. Las
emisiones de CO; en la propuesta de biorrefineria disminuy6 debido a la baja produccién de biogas
(H2 y CHL.), por lo que hubo una menor quema de CHsen la etapa de co-generacion.

Derivar una parte de los efluentes acidogénicos para la produccion de butanol resulta en un mayor
rendimiento, por lo tanto, se reduce el costo de produccion y se incrementa la eficiencia energética.
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