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Capitulo 1. Introduccion

El crecimiento exponencial de la poblacién y el estilo de vida actual han provocado un
aumento considerable en el consumo de energia y cerca del 90% de esta demanda energética
es suplida por el consumo de combustibles fosiles como el petréleo, gas natural y carbédn
(Das y Veziroglu, 2001). Debido a que este tipo de combustibles no son renovables, y los
yacimientos de donde se extraen se agotan con rapidez (Luo et al., 2015), la economia
mundial sufre con la especulacion de los precios de los combustibles por parte de los paises

que poseen las mayores reservas.

Ademas de los inconvenientes econdmicos que surgen por la escasez de los combustibles
fosiles, la explotacion, transporte y consumo de los mismos, provoca severos dafios
ambientales: destruccion de fauna y flora, contaminacion del aire, efecto invernadero,
calentamiento global, etc. (Brennan y Owende, 2010; Escamilla et al., 2011). Por estas
razones y teniendo en cuenta predicciones a mediano y largo plazo, se ha visto la necesidad
de utilizar fuentes alternativas de energia, para aliviar la presion que se ha puesto sobre los
combustibles fosiles, sin olvidar que estas nuevas fuentes sean amigables con el ambiente y

de bajo costo.

Una de las opciones méas conocidas es la produccion de biocombustibles, que tienen el
potencial de reemplazar parte de la demanda actual de combustibles fosiles, especialmente
en el sector del transporte, debido a su facil disponibilidad y beneficios ambientales (Bakonyi
et al., 2014; Lin et al., 2012). Sin embargo, han sido varios los problemas asociados al
suministro de energia basado en biocombustibles, en lo concerniente al uso de la tierra,
consumo de agua y pesticidas y si el balance de didxido de carbono (CO.) es positivo o
negativo, es decir, si la durante la produccion de este biocombustible la generacion de CO>
se compensa con el consumo del mismo por parte de la planta durante su crecimiento.
Especificamente, existe un amplio cuestionamiento en cuanto a la produccion de
combustibles de primera generacion, los cuales se producen directamente de cosechas que
pueden destinarse a la alimentacion humana o ganado, y por lo tanto su produccion es muy

polémica teniendo en cuenta los millones de personas en el mundo que mueren por hambre.



(Lin, et al. 2012). Por esta razon, se ha volcado el interés hacia la generacion de
biocombustibles de segunda generacion, los cuales se obtienen a partir de cosechas que no
se destinan para alimentacion en primera instancia o residuos de la agricultura o la industria
alimentaria (Hill et al., 2006).

Una buena opcion, es la produccion de biocombustibles gaseosos como el hidrogeno y
metano mediante la descomposicion de la materia organica que resulta como residuo de las
actividades del hombre. La tecnologia de la produccién de metano partir de desechos
organicos, ha sido ampliamente estudiada y aplicada a gran escala para la pro

duccion de energia. Hoy dia, en sistemas de cogeneracion, se ha prestado una mayor atencion
a la obtencion de hidrogeno (Hz2) puesto que posee muchas caracteristicas que lo hacen un

combustible mucho potencial.

El H> posee el mayor contenido energético por unidad de peso, 122-142 kJ/g, que es al
alrededor de tres veces mas alto, comparado con otros combustibles fésiles como la gasolina
(46.4 kJ/g) (Vezirolu y Barbir, 1992; Argun y Kargi, 2011). Ademas, es un combustible
limpio que no genera emisiones de gases de efecto invernadero; y puede ser producido al
igual que el metano, mediante procesos bioldgicos anaerobios usando residuos organicos
producidos por el hombre, como los desechos agricolas y alimenticios (S. Han, 2004), aguas

residuales municipales e industriales (Buitron y Carvajal, 2009), entre otros.

Tomando en cuenta la problematica que presentan los residuos organicos en cuanto a su
disposicion final (produccion de malos olores, acidificacion de suelos, vector de
enfermedades) y la busqueda de alternativas para la generacion de energia, la produccién de
biocombustibles gaseosos (hidrégeno y metano) a partir de residuos sélidos organicos, es una
estrategia que genera un producto de alto valor agregado mientras se realiza el tratamiento
bioldgico anaerobio de los desechos organicos para reducir su impacto negativo en ambiente.
En el presente trabajo, se estudidé la produccién de hidrogeno y metano mediante la
codigestion de dos tipos de residuos organicos: residuos alimenticios y lodos de purga de
plantas de tratamiento de aguas residuales municipales. Se realizaron pruebas por lote para

establecer la mezcla mas favorable de estos dos residuos para la produccion de hidrogeno y



se evaluo la produccion de hidrogeno y metano en reactores discontinuos secuenciales a

escala laboratorio.



Capitulo 2. Marco tedrico y Antecedentes

2.1. Digestion anaerobia (DA)

La digestion anaerobia (DA), es un proceso bioquimico realizado por diferentes grupos de
microrganismos, que metabolizan la materia organica en condiciones anaerobias, para
convertirla en una mezcla gaseosa, compuesta principalmente por metano y didxido de
carbono (biogés). Es una tecnologia ampliamente utilizada para reducir el volumen de
residuos organicos como los lodos de purga de plantas de tratamiento de aguas residuales, la
fraccion organica de los residuos solidos urbanos, estiércol, biomasa lignocelulosica, entre

otros, y de este modo producir energia en forma de biogas (Weiland, 2010).

Este proceso es el resultado del trabajo en conjunto de diferentes especies de
microorganismos, por lo que la DA puede dividirse en cuatro fases o etapas principales. La
primera de ellas es la hidrolisis, en la que bacterias hidroliticas convierten el material
orgéanico no soluble en compuestos organicos solubles; la segunda es la acidogénesis
(fermentacion oscura), aqui las bacterias fermentativas transforman los compuestos solubles
organicos en acidos grasos volatiles (AGV), Hz2 y COz; la tercera etapa es la acetogénesis o
conversion de los acidos grasos volatiles en acetato e hidrégeno. Por Gltimo, para una mayor
degradacion de la materia organica se encuentra la etapa de metanogénesis, en la que se
produce metano por via acetoclastica (consumo de acetato) o por via hidrogenofilica
(consumo de hidrégeno), por accién de distintos tipos de arqueas (Escamilla et al., 2011),

este proceso se ve resumido en la Figura 2.1.

2.2. Bioguimica de la fermentacion oscuray la produccién de Hz

En el proceso de DA, el hidrogeno se genera durante las etapas de acidogénesis y
acetogénesis, a lo que se denomina fermentacion oscura (Das y Veziroglu, 2001). Los
principales productos de este proceso son los &cidos grasos volatiles, solventes e Ho. De
modo general, la generacidn de estos productos y el crecimiento microbiano se lleva a cabo

mediante el uso de aceptores de electrones creados por la misma célula a partir de los

4



sustratos. EI ATP (adenosin trifosfato) se produce principalmente por fosforilacion a nivel
sustrato, con la oxidacion de un donador de electrones acoplado a la reduccién de un
transportador de electrones como NAD(P)* (Dinucleétido de nicotinamida y adenina) o FAD
(Flavin Adenin Dinucledétido). En este ciclo oxido-reductor, los portadores de electrones son

re-oxidados reduciendo un metabolito intermediario (aceptor de electrones) (Kraemer y
Bagley, 2007).
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Figura 2.1. Esquema de reaccion propuesto de la digestion anaerobia. (BROP: bacterias reductoras
obligas de protones). (Adaptado de Gujer y Zehnder, 1983)

Durante este proceso, la produccion de Hz se ve favorecida, ya que e€s un mecanismo
necesario para disponer el exceso de electrones durante fermentacion, para que de este modo
continGe el proceso metabdlico. En algunas fermentaciones, la relacion producto
formado/sustrato consumido, es constante como la del etanol, en cambio, puede ser variable

en otras, como las fermentaciones de acetato/butirato. Este Gltimo tipo, se refiere a las vias



de fermentacion ramificada o mixta, en las que se produce mas ATP y méas productos
oxidados que las vias lineales (Figura 2.2). Y precisamente, para producir mas productos
oxidados, una parte de los portadores de electrones como NAD(P)H, deben ser oxidados
mediante la reduccion de H* a H2. La formaciéon de estos productos en las vias de
fermentacion ramificadas es gobernada por condiciones ambientales, especialmente la
presion parcial de Hz (Kim y Gadd, 2008).

| Catabolismo Lineal | Catabolismo Ramificado
Sustrato Sustrato
ATPD NADH ATF>4> NADH
Intermediario Intermediario
AT Ay ATP
H>
Producto Producto | Producto Il
Produccién Cte. de ATP | Produccion Variable de ATP |

Figura 2.2 Vias de fermentacién lineal y ramificada (Kim y Gadd, 2008)

En la fermentacion oscura un amplio grupo de bacterias anaerobias/facultativas pueden llevar
a cabo la fermentacion de carbohidratos para producir Hz, CO2 y otros compuestos organicos
simples como acidos grasos volatiles y alcoholes (Figura 2.3). La produccion de hidrégeno
comienza con la glucdlisis, la formacion de piruvato a partir de hexosas, luego de ello, el
piruvato entra en las rutas acidogénicas que se acoplan con la produccion de hidrégeno
(Balachandar, Khanna y Das, 2013).

De forma maés especifica, los electrones que son usados para la generacion de Hz, provienen
de dos etapas principales: (1) la oxidacion del sustrato a piruvato y (2) la conversion de
piruvato a acidos grasos volatiles y alcoholes (Kraemer y Bagley, 2007). En la primera etapa,
la oxidacion del sustrato a piruvato genera NADH (dinucleétido de nicotinamida y adenina
en su forma reducida), el cual debe ser oxidado nuevamente donando electrones que son

aprovechados por la enzima NADH-ferredoxin oxidoreductasa (NFOR) para producir



Ferredoxin reducido y este tltimo con ayuda de la enzima hidrogenasa finalmente produce

hidrégeno; todo esto como parte de los ciclos de 6xido-reduccion ya mencionados.

En la segunda etapa se produce Ha, cuando el piruvato es convertido a acetil-CoA y formato
mediante la piruvato formato liasa (PFL) o a acetil-CoA y ferredoxin reducido mediante la
piruvato-ferredoxin oxidoreductasa (PFOR), dependiendo del organismo productor de H>
(Antonopoulou, et.al, 2011).

Glucosa — e o e o -
/ \
Lactato | NFOR Hoasa I
! ! 2NADH | INADH+H @ FdH, «—= H; |
! : 2ATP \ R 4
' NADH H —————‘P"——————,
ATP i Acetil-CoA -
\ 4 \ 4
Propionato 1% ------- Piruvato ‘j “.ﬂ"iformato —4' Ha
PFL R H,asa
2NADH
PFO FdH, ®
NADH NADH
Acetil-P Acetil-CoA Q Acetaldehido §= Etanol
l/" Acetil-CoA
Acetato Acetocetil-CoA Acetoacetato »| Acetona
Butirato
2NADH \
/V ATP
NADH NADH
Butiril-P Butiril-CoA & Butiraldehido & »| Butanol

Figura 2.3. Ruta metabdlica de produccion de hidrégeno a partir de glucosa llevada a
cabo por microorganismos fermentativos bajo condiciones anaerobias. Las lineas
punteadas indican multiples pasos enzimaticos. PFOR: Piruvato ferredoxin
oxidoreductasa; NFOR: NADH-ferredoxin oxidoreductasa. PFL: Piruvato formato liasa.
H.asa: diferentes tipos de hidrogenasa (Schlegel, 1997)



Mediante la ruta piruvato formato liasa (PFL), algunos microorganismos hacen uso del
complejo formato-hidrogeno liasa que contiene una clase especial de [NiFe]-hidrogenasa,
para convertir el formato a hidrogeno y CO2 (Antonopoulou et al., 2011). Con la ruta piruvato
ferredoxin oxidoreductasa (PFOR) se produce ferredoxin reducido, el ferredoxin producido
en esta etapa y en la primera mediante el NADH-ferredoxin oxidoreductasa (NFOR), es
entonces oxidado mediante la [Fe-Fe]-hidrogenasa? para producir hidrégeno. Otros dos tipos
de hidrogenasa pueden producir hidrogeno directamente del NADH (Hallenbeck, 2013) o
usan el NADH vy el ferredoxin reducido simultaneamente para producir hidrogeno (Kraemer

y Bagley, 2007), véase la siguiente reaccion quimica:

NADH: ferredoxin

Oxidoreductasa Hidrogenasa
NADH+H" >  FdH, > H:

<«

Normalmente los microorganismos llevan a cabo fermentacion acido-mixta donde los
electrones fluyen hacia multiples compuestos organicos, la proporcion de los mismos
depende de los microorganismos, el tipo de sustrato, presion parcial de H2 y las condiciones
aplicadas durante la operacion del proceso (Lee, Salern y Rittmann, 2008). Por ejemplo,
mediante el control del pH, los productos de la fermentacion pueden variar entre butirato,
propionato y acetato/etanol (Ren, Wang, & Huang, 1997). A continuacién se muestran

algunas de las reacciones tipicas durante la etapa de fermentacion oscura.

La ruta de produccion de acido acético genera la mayor cantidad de Hz (4 moles de H: a partir
de 1 mol of glucosa, 33% del rendimiento teérico 12 H>). Esto se debe a que el acetato es
generado sin un consumo adicional de NADH. Cuatro moles de H2 por mol de glucosa es el
maximo rendimiento que se puede obtener de la fermentacion oscura a partir de glucosa, lo
que es llamado como el limite de Thauer. Debido a que los microorganismos llevan a cabo
la fermentacidén mixta de otros productos y también parte de los electrones se utiliza para el
crecimiento celular, el rendimiento del hidrogeno siempre es menor que dicho limite (Thauer,
etal., 1977).

! [Fe-Fe]-hidrogenasa: Son hidrogenasas que contienen un centro conformado por dos a&tomos de hierro.



También cabe destacar, que durante la fermentacion de acido léctico, etanol y &cido
propidnico no se produce hidrdgeno. Por otra parte, algunas bacterias anaerobias facultativas
como las bacterias entéricas, llevan a cabo respiracion anaerobia en vez de fermentacion
usando nitrato y fumarato como aceptor final de electrones, perturbando la produccion de Ha.
De este modo, en los estudios en los que se lleva a cabo la produccion de Ho, se deberé evitar
este tipo de aceptores de electrones (Balachandar et al., 2013). En la Tabla 2.1 se resumen
las principales reacciones durante la fermentacion oscura, tanto las conducen a la produccion

de H>, asi como las que lo consumen o simplemente no lo generan.

Tabla 2.1 Principales reacciones durante la fermentacién oscura.

Via Sustrato Reaccion Productos
Metabolica finales
Pmdﬂcc'on' Glucosa CoH1206+2H20-> 2CH3COOH+2C0z+ 4H; Acético, Hz

2
Pmdﬂcc'on' Glucosa CoH1206-> CH3CH2CH2COOH+CO; + COz + 2H2 Butirico, Hz
2
Pmdﬂcc'on' Propiénico CH3CH2COOH + 2H20 - CHsCOOH + COz + Hz Acético, Ha
2
Consumo-H, H, — CO, 2CO2+ 4H2 = CH3COOH + 2H:0 Acético
Consumo-H; Glucosa CsH1206 + H2 > 2CH3CH2COOH + 2H0 Propidnico
Otra Pr;‘i’;ﬂg'lco CH3sCH2COOH + CHsCH20H = CH3CH.CH2CH2COOH + H.0  Valérico
Butirico CH3CH20H + CH3sCH2CH2CH2COOH > o

Otra Etanol CHsCH2CH2CH2CH2COOH + Hz0 Caprionico

Otra Glucosa CeH1206 22CH3CH20H + 2CO2 Etanol

Otra Glucosa CsH1206 2>2CH3CHOHCOOH + 2CO2 Lactico

2.3. Factores que afectan la produccion de Hidrégeno
2.3.1. pH

El pH es uno de los factores ambientales que mas afectan las rutas metabdlicas y por ende el
rendimiento de produccion de H». Todas las enzimas que actian durante la fermentacion,
estan activas solamente en un rango especifico de pH y tienen su maxima actividad a un pH
optimo (Craven y Russell, 1988; Lay, et al.,1997); en consecuencia el pH afecta la actividad
de la enzima clave para la produccion de Hz, la hidrogenasa (Dabrock, et al, 1992). En un
proceso tipico de fermentacion, el hidrogeno es producido durante la fase de crecimiento
exponencial del microrganismo. Cuando la poblacion alcanza la fase estacionaria, las

reacciones cambian de una fase acidogénica de produccion de Hz a una fase solventogénica
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de produccidn de alcoholes en las que no se genera hidrégeno. Este cambio ocurre, cuando
el pH cae por debajo de 4.5 debido a la acumulacion de AGV e hidrégeno durante la fase
exponencial. Ademas, otros autores han encontrado que el cambio ocurre también a un pH
por encima de 5.7, debido a la activacion y desactivacion de enzimas que son necesarias para
la produccion de alcoholes (Khanal, et al., 2004). En general, varios estudios sefialan que el
pH dptimo para la produccion de Hz esta en un rango de 5.0 — 6.5 donde un cambio de 0.5
unidades del pH o6ptimo, supone un 20% de disminucion en la eficiencias de produccion de
H> (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Adicionalmente, en operaciones donde se
utiliza un consorcio mixto o lodo como indculo, la regulacion del pH se convierte en un
mecanismo muy importante para inhibir la actividad de microorganismos metanogénicos que
consumen el hidrogeno (Chen, et al., 2002; Liu y Fang, 2003). Esto debido a que en su
mayoria, los microorganismos metanogénicos que consumen hidrdgeno crecen en un rango

de pH relativamente estrecho (6-8) (Garcia, et al., 2000).

2.3.2. Temperatura

La fermentacion oscura se puede llevar a cabo bajo diferentes regimenes de temperatura:
mesofilico  (25-40°C), termofilico (40-65°C), termofilico extremo (65-80°C),
hipertermofilico (>80°C). Se ha demostrado que existe una relacion proporcional entre la
produccion de Hz y la temperatura, puesto que este factor modifica la méaxima tasa especifica
de crecimiento de los microorganismos (Balachandar et al., 2013). Sin embargo, altas
temperaturas pueden llevar a la inactivacion de algunas enzimas responsables de la

produccién de Ho.

Se han llevado a cabo estudios, en los que se han obtenido los parametros de la ecuacion de
Arrhenius, asi como la temperatura 6ptima de reaccion en sistemas de produccion biologica
de hidrégeno. Lin et al. (2004) estudiaron el potencial de produccién de hidrégeno de un
cultivo mixto variando la temperatura en un rango de (15-35°C), encontrando que el
rendimiento y la velocidad de produccion de Hz incrementan proporcional a la temperatura,
siendo mayores a 35°C, 1.70 mol Hz/mol glucosa y 574 mmol/L/d, respectivamente. De

forma similar, Lin, et al., (2008) operaron un quimiostato para determinar la temperatura mas
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conveniente para la produccion de Hz usando un consorcio microbiano mixto. Los estudios

fueron llevados a cabo en un rango de 30-55°C.

Estos estudios han permitido demostrar, que la produccion de hidrogeno a diferentes
temperaturas, estuvo correlacionada con un cambio en las rutas metabolicas y cambios en las
comunidades microbianas, por esta razon es de vital importancia establecer la temperatura

Optima de operacion para cada sistema de produccién de hidrogeno.

2.3.3. Presion parcial de Hidrogeno (PpH2)

Las rutas metabolicas de produccion de hidrégeno son muy sensibles a la presién parcial del
mismo. Una alta concentracion de Hz en la fase liquida, lo que equivale a una alta PpH2 de
acuerdo a la ley de Henry, resulta en la inhibicion de la produccion de biohidrégeno
(Bundhoo y Mohee, 2016). Como ya se habia mencionado, el hidrogeno es producido en la
fermentacion oscura principalmente a través de la reduccion de protones mediante
Ferredoxin reducido o NADH. Sin embargo, cuando la PpH> es alta, la reduccion de protones
a H es termodindmicamente desfavorable (Kim y Gadd, 2008). En lugar de ello, debido al
principio de Le Chatelier, se favorece la reduccion de Ferredoxin oxidado, lo que resulta en
la oxidacién de H a protones y por ende en la disminucién de la produccion de Hz (Bundhoo
y Moheg, 2016). Ademas, se ha reportado, que una PpH: alta puede inhibir la conversion de
acidos grasos de cadena larga a acetato e hidrogeno (Dong, et al., 2009), y que rutas
metabolicas pueden también cambiar hacia la formacién de productos més reducidos, como
el lactato, etanol, acetona y butanol, a expensas del H> (Van Niel, et al., 2003; Levin,et al.,
2004).

En consecuencia, es muy importante remover el exceso de hidrogeno del sistema para
mantener la produccién de hidrégeno; por esta razon, se han empleado varias estrategias
para disminuir la presion parcial durante la fermentacion oscura para incrementar la
produccion de Hy, entre ellas se incluye la liberacion continua de gas (Esquivel-Elizondo et
al., 2014), usar un espacio de cabeza més grande (Oh et al., 2009), arrastre por vacio (Foglia,
etal., 2011), arrastre con gas inerte como el N2, o el CO2 (Kim, et al., 2006; Bru et al., 2012),

entre otros.
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2.3.4. Acumulacion de metabolitos solubles

Durante la fermentacion oscura, especificamente en la etapa de acidogénesis, la acumulacion
de metabolitos solubles afecta el rendimiento de H.. Los principales metabolitos producidos
son el acido acético, butirico, propionico y etanol y a medida que incrementa su
concentracion en el medio, causan inconvenientes que disminuyen la produccion de
hidrégeno (Bundhoo y Mohee, 2016). Los acidos producidos, pueden estar en su forma
disociada o no, ambas formas tienen efectos inhibitorios para la produccion de H». Los &cidos
disociados incrementan la fuerza idnica del medio, lo que puede causar la lisis de las bacterias
productoras de Hz y para evitar este hecho, las células cambian de las rutas metabdlicas de
produccion de acidos hacia la produccion de solventes (solventogénesis), lo que reduce la
produccion de H, (Balachandar et al., 2013). Por su parte los &cidos en su forma no disociada,
pueden penetrar la pared celular y luego se disocian debido al pH intracelular mas elevado,
lo que genera un aumento en la concentracion de protones. Con el fin de restaurar el balance
fisiologico en la célula, se hace un gasto energético adicional, lo que compromete el
crecimiento bacteriano y por ende la produccion de Hx (Tang, et al., 2012; Wang, et al.,
2008).

2.3.5. lones metélicos

Los iones metalicos son un requerimiento muy importante en el proceso de la fermentacién
oscura ya que asisten el metabolismo, el crecimiento celular, el funcionamiento y activacion
de enzimas y coenzimas y por ende la produccién de hidrogeno (Balachandar et al., 2013).
Sin embargo, existe un umbral de concentracién en el que los iones metélicos son
beneficiosos para la célula, mas alla de este umbral se presentan distintos procesos de
inhibicion que pueden afectar la produccion de Hz. A continuacion se presentaran algunos de

los beneficios de los iones mas destacados.

Magnesio: es un ion presente en la pared y membrana celular y es necesario para la

generacion de proteinas celulares a la vez que sirve como activador y cofactor de muchas
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enzimas, por lo que se ha reportado que una concentracion minima de Mg?* mejora el

desempefio de produccion de H» durante la fermentacion oscura (Alshiya et al., 2008).

Sodio: se ha reportado que el Na* es un micronutriente necesario para el crecimiento
bacteriano (Hao, et al., 2006).

Calcio: se conoce que promueve el crecimiento bacteriano y favorece la resistencia mecanica

del lodo granular mientras se promueve la retencion celular (Yuan, et al., 2010).

Hierro: es el metal pesado mas investigado en este &mbito ya que es necesario en forma de
ferredoxinas para la asistencia en la transferencia de electrones para la oxidacion de piruvato
a acetil- CoA, un paso previo a la produccion de H (Bao, et al., 2013). Ademas, el hierro es
importante para el crecimiento bacteriano, para la biosintesis de enzimas y la formacion de
hidrogenasas que son las responsables de la produccion de H a partir de la reduccion de
protones en el proceso de la fermentacion oscura (Hallenbeck, 2013). Consecuentemente, es
fundamental la presencia de una minima cantidad de hierro para un efectivo proceso de

fermentacién oscura.

Niquel: en la fermentacidn oscura, el hidrégeno puede ser producido a partir de formiato a
través de la via piruvato formiato liasa (PFL) como ya se habia mencionado, esta ruta requiere
de la accién de Ni-Fe hidrogenasa (Hallenbeck, 2013). Ya que el niquel forma parte de este
tipo de hidrogenasa, es necesaria una pequefia cantidad de iones de niquel durante el proceso

fermentativo.

2.3.6. Nutrientes

La adicion de nutrientes como el nitrégeno y fosforo es esencial para maximizar la
produccion de hidrogeno cuando se usan carbohidratos como fuente de carbono. El nitrogeno
es un componente esencial de los aminoécidos y se requiere para el crecimiento optimo de
los microorganismos. Algunos estudios han mostrado, con respecto a la produccién de
hidrogeno, que el nitrégeno organico parece ser mas adecuado en comparacién con el

nitrégeno inorgénico. Se obtuvo un rendimiento maximo de 2.4 molH2/mol de glucosa a
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partir de almidon cuando se agreg6 0.1% (p/v) de polipeptona; en cambio, no hubo mejoria
en la produccion obtenida cuando se uso urea u otras sales inorganicas como fuente de
nitrégeno (Yokoi et al., 2001). Dado que la adicion de nitrogeno aumenta los costos de
produccién global de la produccién de hidrogeno, las investigaciones se han enfocado en
encontrar alternativas menos costosas que suplan las necesidades de nitrégeno durante el
proceso. De esta forma se ha planteado la mezcla de distintos sustratos, uno rico en nitrégeno
y otro como fuente de carbono, de tal modo que se obtenga una relacién C/N 6ptima para la

fermentacion (Lin y Chag, 2004).

2.3.7. Tiempo de Retencion Hidraulico.

El tiempo de fermentacidn se considera un factor importante en la seleccién de la poblacion
microbiana cuya velocidad de crecimiento le permite establecerse en el reactor pese a la
dilucion creada por el flujo volumétrico continuo. En el caso de la produccion de hidrogeno,
es un factor muy importante ya que permite seleccionar a aquellos microorganismos
productores de Hx y evita el crecimiento de aquellos que lo consumen. La velocidad
especifica de crecimiento de los microorganismos productores de metano o consumidores de
hidrdgeno es hasta 10 veces mas (alrededor de 0.0167- 0.02 h't) en comparacion con aquellos
que producen hidrogeno (0.172 h') (Lo et al., 2009). Este hecho, es muy importante cuando
se utiliza, por ejemplo, lodo granular anaerobio como inéculo para la produccion de Hz, ya
que el tiempo de retencion hidraulico permite eliminar o lavar aquellos microorganismos de
lento crecimiento, como los metanogénicos y asi evitar que decaiga la produccion de

hidrogeno en el reactor.

El tiempo de retencion de solidos (TRS) por su parte, es otro parametro de disefio importante
en el proceso bioldgico. EI TRS determina la eficiencia de consumo de sustrato, la poblacién
microbiana y las vias metabdlicas. En la fermentacion de H», generalmente se asume que
altos TRS promueven el crecimiento de microorganismos consumidores de hidrégeno,
incluyendo metanogeénicos y otros microorganismos que compiten por el mismo sustrato pero
no producen hidrogeno. Por otra, TRS bajos pueden reducir la eficiencia de consumo de
sustrato, la retencién de biomasa activa y por ende la eficiencia del proceso global. En el caso

de sustratos complejos como los residuos sélidos organicos, se requiere un TRS mas alto

14



debido a los componentes orgéanicos que son mas lentos de degradar. Sin embargo, poco se
sabe acerca de los efectos del tiempo de retencion hidraulico en la produccion de H» a partir
de residuos sélidos organicos, cuando el TRS es independiente, ya que la mayoria de los

estudios se han llevado a cabo en reactores en continuo (Mariakakis, et al., 2011).

El TRH estéa relacionado con la cantidad de materia organica que puede procesarse por unidad
de tiempo y determina la economia del proceso. Para un volumen dado de residuo, un TRH
mas bajo representa un reactor mas pequefio y por ende una disminucién en los costos. Por
esta razon el tiempo de retencion de sélidos adecuado debe darse con tiempos de retencion
hidraulicos bajos, ya que esto representaria una mejora en la productividad y en la factibilidad

técnica del proceso.

2.4. Digestion anaerobia en dos etapas

Un proceso tipico en dos etapas se refiere al desarrollo de dos tipos de biomasa microbiana
en reactores diferentes con actividades y funciones distintas. La hidro6lisis y la acidogénesis
de la materia organica para la produccion de hidrégeno y AGV, entre otros intermediarios,
se promueve en la primera etapa la cual es llamada “etapa acidogénica”. Por su parte, la
segunda etapa o “etapa metanogénica”, degrada la fase liquida que proviene de la primera
etapa y se completa el proceso de la digestion anaerobia. En esta Gltima, los acidos grasos
volatiles y otros intermediarios se convierten a metano y dioxido de carbono (Xu, et al.,
2017).

La separacion del proceso de la digestion anaerobia se basa en el hecho de que las primeras
fases de este proceso, como la hidrélisis y acidogénesis, ocurren bajo condiciones
operacionales 0 ambientales dptimas diferentes a las fases subsecuentes de produccién de
metano. La Figura 2.4 ilustra un proceso de dos etapas convencional para la produccion de

hidrogeno y metano en la digestion anaerobia de la materia organica.
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Figura 2.4. Digestion anaerobia en dos etapas

La digestion anaerobia, involucra la cooperacion de distintas especies para lograr un proceso
estable y autorregulado. Como ya se habia mencionado, el hidrégeno es un intermediario
importante que permite la disposicion de electrones para dar continuidad a las rutas
metabolicas para la produccion de energia. Sin embargo, un exceso en la concentracion de
hidrdgeno en el medio, inhibe las reacciones bioquimicas, por lo que necesita ser consumido.
Para ello, existen especies de microorganismos capaces de consumirlo, como las bacterias
homoacetogénicas que reducen el CO2 con Hz para producir acetato (Ye, et al., 2014), o las
arqueas metanogénicas hidrogenotréficas que consumen el Hz para producir metano
(Antonopoulou et al., 2011). Ademas, si la materia organica que se degrada, contiene sulfatos
y nitratos, entran en accion bacterias sulfato o nitrato reductoras, capaces de usar el H, como
donador de electrones para generar sulfitos y amonio respectivamente (Valdez-Vazquez &
Poggi-Varaldo, 2009). Todo este consumo de H. permite que las reacciones bioquimicas
llevadas a cabo por las bacterias productoras de hidrogeno sean exergonicas, haciendo
posible la DA. Esta asociacion entre microorganismos productores y consumidores de H; es

Ilamada sintrofia (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009).

Contrario al proceso natural, el proposito de un sistema de dos etapas, es propiciar la
acumulacion de Hz en el biogés para ser usado como combustible. Por lo que la produccién

de hidrdgeno se basa principalmente en la inhibicion de los microorganismos consumidores.
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Para lograr este objetivo, en la primera etapa, se favorece la acumulacion de H; usando
métodos de inhibicién para microorganismos consumidores de hidrdgeno, en especial las

arqueas metanogeénicas, mediante el control biocinético.

El control biocinético, consiste en la manipulacion de variables de operacion del reactor
acidogénico (primera etapa) y pretratamientos del indculo, con el fin de inhibir la presencia
de microorganismos consumidores de hidrégeno. De igual forma, en el reactor metanogénico
(segunda etapa) se manejan variables de operacion que faciliten el crecimiento de

microorganismos productores de metano.

En el control biocinético el pH ocupa un lugar importante, puesto que permite seleccionar el
tipo de microorganismos que prevalecen durante la operacion del reactor. Los
microorganismos metanogeénicos se reproducen de forma favorable a un pH entre 6 y 8, por
lo que en reactores acidogénicos para la produccion de hidrégeno, se mantiene el pH entre
5-6 para inhibir los organismos consumidores y seleccionar aquellos que son productores y
cuyo pH optimo de crecimiento se encuentra en este rango mas acido. Por su parte el TRH,
como se habia mencionado anteriormente, es un pardmetro operacional importante que
permite la seleccion de la comunidad microbiana cuya velocidad de crecimiento es capaz de
soportar la dilucion causada por el continuo flujo volumétrico, de este modo, las poblaciones
microbianas que tienen velocidades de crecimiento mas grandes que la dilucion, permanecen
en el reactor (Umax>D). Altas tasas de dilucion (TRH cortos) pueden causar el lavado de
microorganismos metanogénicos ya que poseen tasas de crecimiento mucho mas lentas que

los organismos productores de hidrégeno.

Existen métodos para obtener un indculo productor de hidrogeno, uno de ellos es el
pretratamiento térmico, que consiste en exponer el indculo anaerobio a altas temperaturas
(100 + 10°C) durante un tiempo predeterminado, que puede ser desde unos pocos minutos
hasta 24 horas, dependiendo del inéculo utilizado. El pretratamiento o choque térmico, busca
seleccionar las especies de bacterias acidogénicas, que son capaces de formar esporas (por
ejemplo las especies Bacillus y Clostridium) cuando las condiciones ambientales se vuelven

hostiles, ya sea debido a un chogue térmico o cambios en los nutrientes, la presencia de
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quimicos toxicos o la exposicién a un pH extremo. Las esporas que se forman por el choque
térmico, estan latentes y resisten las condiciones adversas. Las arqueas metanogénicas no
poseen la capacidad de esporular, por lo que mueren. EI choque térmico, por ende, ha sido
utilizado por muchos autores para tratar lodo anaerobio y obtener un indculo donde
prevalecen las bacterias acidogénicas las cuales poseen la capacidad de esporular para
sobrevivir esta condicion extrema y eventualmente producir Hz bajo condiciones ambientales

favorables.

Los sistemas de dos etapas surgieron con el fin de optimizar el sistema de produccion de
biogés, es decir, obtener un biogas con mayor concentracion de hidrégeno y por ende mayor
contenido energético. Algunas de las ventajas que poseen estos sistemas se describen a

continuacion:

e Aumenta la eficiencia energética del proceso, ya que al producir Hz en una
primera etapa, el biogas generado al final del proceso, tendra un mayor poder
calorifico (Kvesitadze et al., 2011).

e Se beneficia la solubilizacion de la materia organica y la produccion de AGV que
son precursores de la generacion de metano, asi que de este modo, también se
produce mas metano que en un proceso de una sola etapa (Ueno et al., 2007).

e Al separar las etapas de la digestion anaerobia se tiene un mayor control de las
condiciones ambientales favorables para cada fase, por lo que se obtiene una
mayor estabilidad en el proceso (Liu et al., 2006).

e En sistemas de dos etapas se alcanza una mayor remocién de solidos volatiles o
de DQO comparado con un sistema de una sola etapa, lo que significa que mejora
el proceso en cuanto al tratamiento y estabilizacion del residuo (Massanet et al.,
2015).

e Reduce el tiempo de retencion hidraulica de la etapa metanogénica que

usualmente es largo (Ueno et al., 2007).
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Por otro lado, los sistemas multi-etapa usualmente son complejos y requieren una version
econdémica mayor, ademéas de que se obtienen menores rendimientos de biogés cuando la

metanogénesis es himeda (Duréan et al., 2014)

2.5. Digestion Anaerobia y Residuos organicos

La Digestion Anaerobia es una estrategia muy utilizada para la estabilizacion de residuos
orgénicos y la produccién de biogas, precisamente porque se recupera energia del proceso.
Esta estrategia, ha sido aplicada a una amplia variedad de residuos, desde aquellos con bajo
contenido organico como lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales, hasta
desperdicios con alta carga organica como la fraccion organica de los residuos sélidos

urbanos.

Los residuos organicos con potencial para la produccién de biogas pueden ser clasificados

de la siguiente forma:

e Residuos agricolas: estiércol, residuos agricolas, cultivos energéticos?, etc.

e Residuos industriales: aguas residuales, lodos, sub-productos, residuos de
mataderos, biosélidos, etc.

e Residuos municipales: lodos de purga de plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales, fraccidén organica de los residuos sélidos urbanos, entre

otros.

Estos residuos pueden ser estabilizados a través de la digestion, lo que permite reducir su
volumen, remover el material organico y otros contaminantes, y por supuesto generar energia

en forma de biogés.

Los residuos que se utilizaron en esta investigacion fueron residuos de comida provenientes

de un restaurante y lodos de purga de una planta de tratamiento de aguas municipales; fueron

2 Los cultivos energéticos son unos cultivos de plantas de crecimiento rapido destinadas Unicamente a la
obtencion de energia 0 como materia prima para la obtencion de otras sustancias combustibles.
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escogidos atendiendo a la probleméatica ambiental que representan y sus caracteristicas
particulares de potencial de produccién de biogas mediante el proceso de Digestion

Anaerobia.

Los desperdicios de comida o residuos alimenticios, son todos aquellos alimentos,
procesados 0 no, que no se consumen y se descartan como desecho. Investigaciones han
demostrado que cerca de 1.3 billones de toneladas de alimentos se desperdician al afio a nivel
mundial, lo que es aproximadamente un tercio del total de los alimentos producidos para el
consumo de la poblacion global (Gustavsson y Cederberg, 2011). Las pérdidas por el
desperdicio de comida no s6lo son financieras sino que también tienen un alto costo
ambiental, ya que la produccion de comida consume recursos valiosos, como agua,
fertilizantes, pesticidas, semillas, energia y mano de obra. La verdadera magnitud econémica,
ambiental y social del desperdicio de comida es de mas de 2.6 trillones de dolares al afio
(FAO, 2013).

Aunque la mejor estrategia para atacar esta problematica, es la reduccion del desperdicio de
comida, mas del 95% de los desperdicios de alimentos terminan en vertederos y representan
un alto porcentaje de la fraccion orgéanica de los residuos solidos urbanos. Segun un reporte
realizado por la Organizacion de Comida y Agricultura de las Naciones Unidas, los alimentos
desechados, durante su produccion, consumen un volumen de agua equivalente al flujo anual
del rio Volga de Rusia (5.8 x 109 m®afio) y son responsables de emitir 3.3 billones de
toneladas de dioxido de carbono por afio, haciendo que los desperdicios de alimentos, sean
el tercer emisor de gases de efecto invernadero, después de China y los Estados Unidos de

América.

En México por ejemplo, se generan residuos solidos urbanos (RSU) dependiendo del numero
de habitantes de la poblacion, cifras que van desde 150 mil toneladas hasta méas de 6 millones
de toneladas al afio en estados como Jalisco, estado de México, y Veracruz, entre otros
(Figura 2.5), y son cifras que seguiran creciendo aceleradamente proporcional al aumento

poblacional y al desarrollo industrial de estas regiones (SEMARNAT, 2012).
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Figura 2.5. Generacion de residuos solidos urbanos al afio por estados de México
Fuente: Direccion General de Equipamiento e Infraestructura en Zonas Urbano-
Marginadas, Sedesol. México. 2012.

En su mayoria, los sitios de disposicion final con los que cuenta el pais no disponen de
instalaciones adecuadas, ademas de no cumplir con los requisitos que exige la Norma Oficial
Mexicana NOM-083-SEMARNAR-2003 referente a los lineamientos para la disposicion
final adecuada de estos residuos (Jiménez, 2001). Los residuos alimenticios, representan
entre el 25-60% de los residuos solidos urbanos que al estar expuestos sin control adecuado,
como es el caso de los tiraderos a cielo abierto, provocan diferentes impactos ambientales
como la emision de gases de efecto invernadero, generacion de lixiviados que contaminan
los mantos acuiferos, atraccion de fauna nociva portadora de vectores causantes de

enfermedades que afectan la poblacidn, entre otros (Jiménez, 2001).

Todo lo anterior, obliga a buscar alternativas eficientes para el manejo de los desperdicios de
alimentos, de modo que se recupere parte de la energia que fue utilizada durante su
produccion y a la vez se eviten otros problemas ambientales como la emision de gases de
efecto invernadero, asi como la acidificacion de suelos por los lixiviados generados durante
su descomposicion. Una alternativa que cumple estos requisitos es la generacion de biogas
mediante un proceso de digestion anaerobia. Los residuos alimenticios, son ricos en un
amplio espectro de componentes organicos, incluyendo 35-69% de carbohidratos, 3.9-21.9%
de proteinas, grasas y aceites y acidos organicos (Kiran, et., 2016). Debido a su composicion,
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los desperdicios de alimentos tienen un alto potencial para ser utilizados en la generacion de
biogas, de manera que se da un valor agregado a la estabilizacion de estos residuos

produciendo energia.

Por otra parte, las actividades del hombre también resultan en la produccion de grandes
volimenes de agua residual municipal cada afio a lo largo de todo el mundo. La mayoria de
esta agua es tratada mediante procesos fisicos, quimicos y bioldgicos con el fin de remover
la mayor cantidad de soélidos organicos suspendidos y solubles, patdgenos y otros
contaminantes; permitiendo la descarga del agua tratada en un cuerpo de agua natural, en el
sistema de drenaje 0 su redso. Durante las distintas etapas del tratamiento del agua residual,
los sélidos son separados del agua, generando una corriente de semisolidos de desecho,
Ilamado lodo de purga. Normalmente, los lodos de purga de sistemas de lodos activados
contienen de 1-5% de sélidos y el 60% de los mismos es materia organica no toxica, asi como
nitrégeno y fosforo, contaminantes organicos e inorganicos toxicos, patdgenos y otros
vectores microbianos, entre otros. Debido a la composicion de estos lodos, no pueden ser
desechados en tiraderos o en extensiones de tierra para cultivos, puesto que al descomponerse
generan malos olores, acidifican el suelo y generan problemas fitosanitarios por la presencia
de agentes patdgenos (Tezel et al., 2011). Debido a esto, las plantas de tratamiento de aguas
residuales de lodos activados contemplan dentro de su proceso un sistema de estabilizacion
de los lodos de purga. Una ver inertes los lodos o biosolidos se deshidratan y pueden ser

usados como mejoradores de suelos.

En el caso de México, la Secretaria de medio ambiente y recursos naturales estima que se
tratan alrededor del 25% de las aguas residuales municipales producidas, generando en
promedio 3,201 toneladas de lodos por dia (SEMARNAT-INE, 2006). Se espera que la
cantidad de lodos de purga generada incremente como consecuencia de la instalacion de cada
vez mas plantas de tratamiento de agua residual en el pais. Al igual que los desperdicios de
alimentos, los lodos de purga tienen el potencial de ser utilizados para la generacion de biogas
mediante la digestion anaerobia, proceso con el cual se evita la descarga incontrolada de

lodos en vertederos.
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2.5.1. Codigestion de lodos de purga y residuos alimenticios

La codigestion de diferentes tipos de residuos es un proceso ampliamente utilizado para

mejorar la biodegradabilidad y la produccion de biogas debido a los efectos sinérgicos y

complementarios que se dan al mezclar los sustratos (lacovidou et al., 2012). Al realizar la

codigestion se pueden balancear los nutrientes necesarios en el proceso, es decir, el contenido

de macro y micronutrientes, la relacion carbono/nitrégeno (C/N), diluir la concentracion de

compuestos inhibitorios o perjudiciales si los hay, asi como la cantidad de materia organica

biodegradable (Alvarez et al., 2010). En particular, la codigestion anaerobia de los desechos

de alimentos y los lodos de purga, proporciona una serie de beneficios economicos y

ambientales, los cuales se describen a continuacion:

Los digestores de lodos de purga, generalmente, poseen problemas de baja
produccion de biogés y bajos rendimientos, debido a la baja proporcion de material
organico biodegradable de los lodos, por esta razon, al hacer la mezcla con residuos
alimenticios, se aumenta la cantidad de materia biodegradable disponible en el

reactor, lo que mejora sustancialmente la produccion de biogas ( Kim, et al, 2011).

En su mayoria, las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) estan
sobredimensionadas, para atender la variacion de flujo del agua residual y el
crecimiento demogréafico futuro, de igual forma, los digestores utilizados para tratar
los lodos (Tchobanoglous, et al., 1991). Teniendo en cuenta esto, se puede dar uso a
esta capacidad sobrante, para tratar los residuos alimenticios y evitar que estos
terminen en tiraderos a cielo abierto. Para ello, serd necesario adecuar el sistema de
disposicion de residuos municipales, de manera que los residuos organicos puedan
estar separados de los inorganicos y puedan ser llevados hacia los reactores ya

existentes.

En condiciones 6ptimas de operacion, las plantas de tratamiento de aguas residuales
pueden alcanzar potencialmente hasta un 65% de autosuficiencia energética
utilizando plenamente los lodos de purga que produce, para recuperacion de energia
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(Jenicek, et al., 2012). En la practica profesional , las PTAR pueden compensar tan
solo el 20-30% del consumo de energia (Bodik y Kubaska, 2013), debido a que los
lodos de purga por si solos tienen un bajo contenido energético. Por lo tanto, un
enfoque viable para aumentar la produccion energética es codigerir los lodos de purga
con residuos organicos municipales cuyo potencial de produccién energético es
mayor. Esta opcion permite que las PTAR puedan acercarse a su potencial de
autosuficiencia energética, a la vez que se reduce el volumen de residuos alimenticios

que deben ser dispuestos en un relleno sanitario.

Los residuos de alimentos representa el 25-60% de los residuos solidos urbanos
(RSU) (Pham, et al., 2015) por lo tanto, al eliminar los residuos de alimentos de los
RSU, se puede ahorrar espacio en los vertederos que puede ser usado para el material
inerte. Ademas, los desperdicios de alimentos son el contribuyente mas significativo
a la produccion de gas metano, por lo que es muy importante darle un uso a este tipo
de residuo y asi minimizar el impacto ambiental de la operacion del vertedero, asi

como su mantenimiento posterior al cierre.

La codigestion permite la captura completa y la utilizacion beneficiosa del metano
procedente de los desperdicios de alimento. Ademas, permite la remocién de la
demanda quimica de oxigeno (DQO) y amoniaco (NH3-N) en los lixiviados

provenientes de un vertedero (Nghiem, et al., 2017).

2.6. Antecedentes de investigacion relacionados con la DA de residuos solidos

organicos

Teniendo en cuenta la problematica que presentan los residuos organicos en cuanto a su

disposicion final, ha sido necesario implementar estrategias razonables y sustentables para

dar un manejo adecuado de los mismos. Una opcion que reline estas caracteristicas, es la

produccién de biocombustibles como el hidrogeno y metano a partir de estos residuos, ya

que se genera un producto de alto valor agregado mientras que se realiza el tratamiento

bioldgico de desechos para reducir su impacto negativo en el medio ambiente.
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Los estudios hasta ahora realizados para la produccién de H. y CH4 en dos etapas se han
enfocado en la optimizacién de ciertos parametros (pH, temperatura, TRH, carga organica)
que favorezcan las rutas metabdlicas de produccion de Hz en la primera etapa. La Tabla 2
muestra un resumen de algunas investigaciones realizadas para sistemas de dos etapas para
la produccion de Hz y CHas a partir de diferentes sustratos organicos. En algunos de estos
estudios, se ha evaluado el efecto de la carga organica'y TRH sobre la produccion de biogas
y remocion de solidos volatiles, hallando que existe un 6ptimo para cada sistema propuesto
dependiendo de las caracteristicas propias del sustrato empleado y del modo de operacion de

los reactores.
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Tabla 2.2 Estudios de produccion de H> y CH4 en procesos de dos etapas.

Modo de operacién Temp. TRH indice de Remocién

Sustrato del reactor °C (d) produccion Global Ref.
H2 CHa H: CHs H2 CHs H2 CHa %SV
Jugo de 127
cafia de Continuo  --- 30 4 -- mL/L-d 75.6 [1]
azlcar
Vinazas Lote . 1368 280.8
tequileras  secuencial Continuo 35 %07 ! mL/L-d mL/L-d 83.0 2]
Suero de Semi- Semi- 2358.3 483.3
leche continuo continuo 60 60 3 5 mL/L-d mL/L-d 88.2 (3]
Residuos Lote . - 3630 1750
organicos  secuencial Continuo 37 37 8 0.6 mL/L-d mL/L-d 725 4]
Pasto  Continuo  Contnuo 35 35 1 19 /644 266ml/ 68.0 [5]

mL/ L-d L-d
[1] (Reungsang, et al., 2016); [2] (Buitron, et al., 2014); [3] (Zhong,et al., 2015) [4] (Han, et al., 2005); [5]
(Massanet-Nicolau et al., 2015)*TRS: Tiempo de retencion de sélidos.

Para el caso del reactor productor de Hz se busca el TRH éptimo en el que se convierta la
mayor cantidad de sustrato, sin dar cabida al crecimiento de arqueas metanogénicas. En
cuanto al reactor productor de metano se trata de hallar la mayor produccién de biogas con
TRH lo més corto posible, pero sin hacer muy largo el proceso o tener que usar reactores de
gran volumen. También se ha investigado el efecto de la temperatura en el sistema propuesto,
encontrando que hay una mayor actividad enzimatica y produccién de biogéas para los
sistemas termofilicos; sin embargo, han encontrado gque estos sistemas presentan mayores

problemas de inestabilidad ademas de consumir mucha mas energia.

Liu et al. (2006) llevaron a cabo exitosamente un proceso combinado de dos etapas a escala
laboratorio para la produccion de H2 y CHa a partir de desechos sélidos domésticos. La
produccion de Ha se realizo en la primera etapa en un reactor por lote, utilizando un indculo
pretratado con choque térmico a 100°C durante una hora para inhibir la metanogénesis.
Obtuvieron un rendimiento de 43ml H»/g solidos volatiles (SV) en la primera etapa de
produccion y en la segunda 500ml CHa/g SV. También reportaron que la produccion de
metano en el proceso de dos etapas fue mayor en un 21% que el proceso de una sola etapa,

debido a la mayor produccion de &cidos grasos volatiles en el proceso combinado.
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Ueno et al., (2007) también disefiaron un proceso de dos etapas, el primer reactor acidogénico
se combind con un subsecuente reactor metanogénico, usando un reactor de lecho empacado
que fue operado para favorecer la produccion de hidrogeno o la solubilizacion de los
materiales solidos. Su objetivo era comprobar si la produccion de metano se veia favorecida
por un proceso previo de generacion de Hx o de solubilizacion de sélidos. Hallaron que la
mejor opcion para la produccion de metano era acoplar un proceso previo para la produccion
de H>. Bajo este arreglo, obtuvieron una productividad de 442 mmolCHa/L-reactor/ diay 199
mmolHz/L-reactor/ dia, con un 82% de remocion de DQO y una descomposicion del 96% de
SSV.

Kvesitadze et al., (2012) llevaron a cabo un experimento para desacoplar de la fermentacion
de hidrégeno y metano a partir de la fraccion organica de residuos municipales (FORSU)
adicionando una solucion de NaOH para inhibir los organismos metanogénicos. También
realizaron el pretratamiento de la fraccion celuldsica de los residuos (congelacion y
molienda) para incrementar el area superficial de la celulosa para el ataque enzimatico.
Utilizaron cultivos de bacterias celuloliticas y sacaroliticas anaerobias lo que les proveyé una
conversion del 97-99% de la celulosa y hemicelulosa a azlcares fermentables para la
produccion de Hz. La primera etapa de la fermentacion se condujo en dos reactores por lote
a un pH inicial de 9.0 y 5.5, respectivamente, bajo condiciones termofilicas (55°C) y la
méaxima produccion acumulada de hidrégeno obtenida fue de 104 L/kg SV para un pH inicial
de 9 y 520 L/kg SV de metano en la etapa metanogenica final donde usaron estiércol de
ganado como indculo. Por Gltimo realizaron calculos para comparar la co-generacion de calor
y energia entre un proceso de dos etapas para produccion de H2 y CH4 y uno para la
produccion solamente de CHa. Estimaron que la produccion de calor y energia fue mayor en
un 23 y 26%, respectivamente, en el proceso combinado de dos etapas. De este modo,
concluyen que laimplementacion a gran escala de esta tecnologia en plantas de biogas mejora
las caracteristicas ambientales y economicas del proceso global.

Todos estos estudios demuestran que la obtencion de hidrogeno y metano en un proceso
combinado de dos etapas mediante la inhibicion de arqueas metanogénicas, posee una mayor
eficiencia energética y de remocidn que un sistema convencional de produccion de biogas en

una sola etapa. Sin embargo, los distintos factores que afectan este proceso, la carga organica
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(CO) (Lee et al., 2014), la temperatura (Gruhn et al., 2016), el tipo de indculo (Kawagoshi et
al., 2005), el tipo de sustrato, etc., hace que las eficiencias de produccion de biogas sean
bajas; por tal razon, la investigacion para la implementacion del proceso de dos etapas
continta siendo un motivo de estudio, con el fin de hallar la mejor combinacion de
pardmetros que maximice la productividad del biogés en la fermentacion de la materia

orgénica.

2.6.1. Produccion de H2 y CH4 por codigestion de residuos alimenticios (RA) y lodos de
purga (LP) de plantas de tratamiento de aguas residuales

Como se menciond anteriormente, la inadecuada disposicion de residuos alimenticios y los
lodos de purga representa un problema ambiental serio y es necesario llevar a cabo su
estabilizacion, sin olvidar que puede recuperarse energia en forma de biogas a partir de ellos.
La produccion de H2 y CHs4 mediante la digestion anaerobia de los desperdicios de comida
ha sido ampliamente estudiada, alcanzado rendimientos de 50-150 mL H./g SV (Kim y Shin,
2008; Kim et al., 2009). Sin embargo, este sustrato por si mismo no es ideal para la digestion
anaerobia ya que al ser ricos en carbohidratos, que al aumentar la carga organica, las
reacciones de hidrolisis y acidogénesis acidifican rapidamente el sistema (Siddiqui et al.,
2011). Debido a esto, es necesario adicionar cierta cantidad de buffer para mantener el pH en
un valor optimo (5.0 — 6.5) aumentando los costos del proceso.

Por su parte, los lodos de purga han presentado problemas en cuanto a la recuperacion de
biogés en las plantas de tratamiento de aguas residuales debido a su limitado contenido en
carbohidratos y a su baja biodegradabilidad. Para superar estos inconvenientes, se desarrollan
distintas estrategias, como pretratamientos fisicoquimicos para su hidrdlisis, la
implementacién de procesos termofilicos y la codigestion con sustratos ricos en
carbohidratos (Tezel et al., 2011).

Kim (2004), demostro la factibilidad de la produccion de hidrogeno mediante la codigestion
anaerobia de residuos alimenticios (RA) con lodos de purga (LP) de una planta de tratamiento
aerobia de aguas residuales, en botellas seroldgicas bajo distintas concentraciones de sélidos
volatiles totales (SVT) (0.5-5.0%) y diferentes relaciones de mezcla RA:LP (0:100-100:0).
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El potencial de produccion de Hz increment6 hasta 13-19% para todas las concentraciones de
SV estudiadas. Hallaron un méaximo potencial de produccion de H» de 122.9 L/kg
carbohidrato-DQO a una relacion 87:13 (RA: LP) y SVT del 3.0%.

Zhu et al. (2008) investigaron el potencial de la codigestion de residuos alimenticios (RA),
lodo primario y lodo activado para la produccién de hidrégeno, para lo cual fueron
caracterizados carbohidratos, nitrogeno Kjeldahl, PO4—P y algunos metales. Estos autores
encontraron que la capacidad buffer de los lodos de purga fue mayor que la de los RA. Todas
las combinaciones de sustratos fueron estudiadas usando reactores en lote y encontraron que
para todos los casos el potencial de produccion de hidrogeno fue mejor, comparado con la
produccidn con sustratos individuales. La mejor relacion de mezclado para todos los grupos
de codigestion fue de 1:1 v/v. El mayor rendimiento de produccion fue de 112 mL Ho/g SV.
Zhu et al. (2008) atribuyeron la mejora del proceso al aumento de la capacidad buffer de las

mezclas de sustratos.

Kim, et al. (2011) investigaron el efecto de LP de una planta de tratamiento aerobio aguas
residuales a residuos alimenticios (RA) en la fermentacion de H.. Encontraron que la adicion
de una pequefa cantidad de lodos actué sinérgicamente mejorando el desempefio de la
fermentacion, no s6lo incrementando la cantidad total de H2 producido sino acelerando toda
la reaccion, acortando la fase latente e incrementando la velocidad de produccion.
Atribuyeron estos resultados a la presencia en el lodo de Fe y Ca en mayor cantidad que en
los residuos alimenticios, ya que el hierro es fundamental para la trasferencia de electrones y
la biosintesis de enzimas claves en la generacién de hidrégeno y el calcio por tu parte,

favorece el crecimiento bacteriano.

Jung et al. (2013) estudiaron la produccion de Hz y CH4 en un sistema de dos etapas a partir
de residuos alimenticios (RA) y lodos de purga (LP) de una planta de tratamiento de aguas
residuales (lodos activados). La etapa de produccién de Ha se realizd en un reactor por lote,
la alimentacion del reactor fue una mezcla 10:1 (RA: LP). Hallaron que la adicién de una
pequefia cantidad de lodos mejoro significativamente el desempefio de la fermentacion para
la produccion de hidrogeno. La etapa metanogénica la condujeron en dos reactores diferentes,
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un reactor anaerobio secuencial (ASBR) y uno de flujo ascendente (UASB), que fueron
alimentados con el efluente de la primera etapa y operados durante 53 dias. El sistema (H2 +
CH4-ASBR) mostro un mejor desempefio en términos de conversion global de biogés
(78.6%), mientras que las mayores velocidades de produccion (2.03 L Ho/Lsistema/d y 1.96 L
CHoa/Lsistem/d) fueron alcanzadas con el sistema (Hz + CHs-UASB).

Gottardo et al. (2015) realizaron un experimento a escala piloto para verificar la factibilidad
de la codigestion de residuos sélidos organicos con lodos de una planta de tratamiento de
aguas residuales en dos etapas. La prueba experimental fue llevada a cabo con dos reactores
continuos de mezcla completa, ambos mantenidos en condiciones termofilicas y con
alimentacion semicontinua. No utilizaron ningun tipo de quimico para controlar el pH en la
primera fase. El estudio tardd 50 dias en los que no observaron ninguna inestabilidad en el
sistema. Confirmaron la posibilidad de obtener hidrogeno de forma estable con una
produccion especifica de 40 L/kg SVT y una produccidn especifica de metano en la segunda
fase de 320 L/kg SVT.

2.6.2. Trabajos del grupo de investigacion en DA de residuos sélidos organicos

El grupo de investigacion del Laboratorio de Investigacion en Procesos Avanzados para el
Tratamiento de Aguas (LIPATA) del Instituto de Ingenieria — Campus Juriquilla, ha venido
investigando la produccion de hidrégeno (PH2) a partir de la fermentacion de residuos sélidos
organicos (RSO). Moreno-Andrade y Buitron (2015), analizaron la influencia del tamafio de
particula en la produccién de Hz en condiciones mesofilicas en un reactor por lotes. Con este
estudio demostraron que existe un efecto significativo del tamafio de particula y la
concentracion inicial de sélidos totales (ST) en la produccion de H.. Encontraron que para
concentraciones de SV iniciales menores a 30 g SV/L, la mayor produccion de H se obtiene
con particulas menores a 2 mm. Por su parte, Ramos, et al. (2012) estudiaron la influencia
que tiene la concentracién de los sélidos volatiles SV y el pH inicial en la biodegradacion de
RSO provenientes de la cafeteria del campus Juriquilla de la UNAM, en reactores por lotes
y en condiciones mesofilicas. Determinaron que el rendimiento y la tasa de produccion de
H> (TPH>) estan influenciados por el pH inicial y la concentracion de sélidos. La més alta
TPH> (2.9 mmol Hz/d) fue obtenidaa 90 g ST/L y un pH de 5.5.
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Moreno-Andrade et al. (2015), determinaron la influencia de distintos TRH: 72, 24,12y 6 h
en la produccion de hidrogeno a partir de los RSO obtenidos de la cafeteria de la UNAM,
campus Juriquilla, en un biorreactor discontinuo por lotes (SBR); la mayor produccion fue
de 192.83 L Ho/kg SV a un TRH de 24 horas. Adicionalmente, evaluaron tres distintos
pretratamientos sobre un indculo obtenido de un reactor anaerobio que degrada aguas
residuales de la industria cervecera a fin de eliminar las arqueas consumidoras de H,. Los
tratamientos evaluados fueron, choque térmico (103-105°C durante 1 h) e inhibidores
quimicos, cloroformo y lumazina. Hallaron que la producciéon de H, fue mayor en 61%
cuando el in6culo fue tratado mediante choque térmico. Por Gltimo, estos autores sugieren la
implementacién de una segunda etapa metanogénica para mineralizar por completo la

materia organica utilizada como sustrato en el proceso.

Finalmente, Castillo-Hernandez, et al. (2015) realizaron la evaluacion de la produccién de
hidrégeno en un reactor continuo de tanque agitado (CSTR, por sus siglas en inglés), donde
se determind que para los RSO provenientes de un restaurante tipo buffet, la mayor
productividad de Hz se obtuvo aplicando una carga organica de 38 ¢ SV/Lreactor/d Yy

sobrepasando este valor disminuyé la productividad debido a la acidificacién del sistema.

2.7. Justificacion de esta investigacion

La generacion de residuos organicos y su descomposicion bajo condiciones no controladas
representa uno de los mayores impactos ambientales causados por el hombre. La emisién de
gases de efecto invernadero, la contaminacion del suelo, malos olores etc., por el manejo
inadecuado de estos desechos, constituyen un conjunto de problemas que no puede ser

ignorado si se planea tener un desarrollo sostenible.
Teniendo en cuenta precisamente la idea de sostenibilidad, la produccion de biocombustibles

a partir de desechos organicos, es una estrategia muy acertada que permite un adecuado

tratamiento de los residuos, asi como la generacion de energia limpia. Por tal razén, la
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digestion anaerobia de residuos organicos se ha venido implementando, con el fin de darle

un uso favorable y evitar que estos desechos terminen en vertederos.

Sin embargo, la generacion de biogas a partir de desechos organicos, debe ser sostenible
desde el punto de vista econémico, por lo que en una planta generadora de biogas siempre se
busca aumentar la velocidad de produccion, rendimiento, entre otros, con el fin de obtener la
mayor cantidad de energia y disminuir los costos de disefio y operacion. Para lograr este fin,
se llevan a cabo investigaciones con el fin de mejorar ciertos parametros que aumenten la
energia producida, entre ellos el tipo de sustrato, el tiempo de reaccion, la temperatura de

operacion, entre otros.

Este trabajo de investigacion buscdé mejorar la calidad del biogas producido, obteniendo
biogas con una mayor concentracion de hidrogeno en la primera etapa del proceso
fermentativo, asi como disminuir el tiempo de reaccion en una segunda etapa para la
produccién de metano. De igual forma, los ensayos estuvieron enfocados en la codigestion
de residuos alimenticios y lodos de purga, ya que este proceso en dos etapas para la
produccion de hidrogeno y metano se encuentra en su fase inicial y la proporcion en la que
se mezclan los residuos alimenticios y lodos de purga para maximizar la produccion de
hidrogeno ha sido escasamente estudiada y difiere para cada sistema empleado por la

composicion variada de los sustratos.

Este trabajo de investigacion, se centrd en la hipétesis, de que la adicion de cierta cantidad
de lodos de purga a los residuos alimenticios, ejerce un efecto positivo en la produccion de
H2, por lo tanto es posible establecer la mezcla adecuada para lograr este objetivo y
posteriormente evaluar el desempefio de esta mezcla en un sistema de dos etapas operando

reactores de tipo discontinuo secuencial.
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Capitulo 3. Objetivos y metas

3.1. Objetivo general

Evaluar la produccion de hidrégeno y metano a partir de la codigestion de residuos

alimenticios y lodos de purga en un proceso de dos etapas a escala laboratorio.

3.2. Objetivos Especificos

+ Identificar una mezcla de residuos alimenticios y lodos de purga en codigestion que
facilite la produccion de hidrogeno.

¢ Determinar la tasa de produccion de hidrégeno durante la codigestion, en un reactor
discontinuo secuencial acidogénico con varios TRH.

% Determinar la tasa de produccion de metano en un reactor discontinuo secuencial que

trata el digestato de la primera etapa del proceso.

3.3. Metas

¢+ Se obtendran los resultados de pruebas con al menos cinco proporciones de mezcla,
para encontrar la mejor relacion residuo alimenticio: lodo de purga que favorezca la
produccién de hidrogeno.

¢+ Usar un reactor SBR para la produccion de Hz, con diferentes TRH (24, 16 y 8 h).

¢+ Acoplar un reactor SBR para producir metano a partir del digestato producido en el

reactor productor de hidrégeno.
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Capitulo 4. Materiales y Métodos

Este trabajo de investigacion se desarroll6 en tres partes principales. En la primera parte se
realizaron pruebas de potencial de produccion de Hz para evaluar la produccion de hidrégeno
variando la proporcion de mezcla de los residuos alimenticios y lodos de purga. Una vez
seleccionada la mejor proporcion de mezcla, se tomé esta condicion para usarla en la
segunda parte, la cual se centr6 en el arranque de un reactor anaerobio discontinuo
secuencial (ASBR), para la produccion de Hz y la tercera parte, se desarrollo de forma
paralela a la segunda, y consistio, en el acoplamiento de un ASBR para tratar el digestato
obtenido del primer reactor y producir metano. La Figura 4.1 ejemplifica las principales

etapas de este proyecto.

Segunda parte
Codlgestlon ASBR H2

'-V- "ECRE I-‘

Primera Parte
Codigestion —
Potencial de
p@ucci()n deHy ===~

|

Tercera Parte
Digestion ASBR-CHj

Figura 4.1 Partes en las que se desarroll6 el trabajo experimental.

4.1. Obtencion del inéculo

Para la realizacion de este proyecto, fue necesario el uso de un indéculo con los

microorganismos necesarios para llevar a cabo la descomposicion de la materia organica, en
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cada unade las etapas. Aunque la fuente del indculo anaerobio fue la misma, para los ensayos

en los que se favorecia la produccion de hidrogeno fue necesario realizar un pretratamiento.

A continuacion, se menciona la forma en la que se prepararon los indculos para los ensayos.

Inoculo para produccion de Hz: El indculo que se utilizo consistio en un cultivo
mixto no definido proveniente del lodo granular de un reactor de lecho de lodos
de flujo ascendente (UASB, por sus siglas en inglés) de una planta de tratamiento
de agua residual de una industria cervecera localizada en el Estado de Jalisco. Los
lodos fueron colectados en el mes de mayo de 2015 y almacenados a 4 °C hasta
su uso. Este indculo se sometio a un pretratamiento de secado a 105 + 5°C por 24
horas, con el propdsito de seleccionar bacterias que forman esporas en
condiciones de estrés térmico (bacterias hidroliticas y productoras de hidrégeno,
especialmente las del género Clostridium) e inactivar las arqueas metanogénicas
que no tienen la capacidad de esporular (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo,
2009). Después del tratamiento térmico el indculo se triturd y tamiz para realizar
su caracterizacion fisicoquimica (ST, SV, DQO, carbohidratos y proteinas).

In6culo para produccién de CHa: Para esta etapa se empled lodo granular
anaerobio proveniente de un reactor UASB que trata aguas residuales de la

industria cervecera, en este caso no se realizo ningun pretratamiento.

4.2. Obtencion, pretratamiento y caracterizacion de los sustratos.

El sustrato para la produccion de hidrdgeno consistio en una mezcla de residuos alimenticios

(RA) y lodos de purga (LP). Los RA se recolectaron a partir del muestreo de RSO generados

en un restaurante tipo buffet de la ciudad de Querétato, Qro. Después de separar los huesos,

los residuos alimenticios fueron triturados para reducir su tamafio en un molino industrial y

tamizados para obtener un tamafio de particula menor a 5mm y almacenados a -4°C segun

Castillo-Hernandez, (2015). Estos residuos se caracterizaron para conocer sus propiedades

fisicoquimicas: humedad, solidos totales (ST), SVT, acidos grasos volatiles (AGV,

incluyendo &cidos acético, propionico, butirico, valérico), DQO, carbohidratos y proteinas,

alcalinidad, pH.
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Para la caracterizacion fisica de los residuos se tomd una muestra representativa de los
residuos alimenticios recolectados en el restaurante. Dicha muestra se obtuvo mediante el
método de cuarteo (NMX-AA-15-1985), donde la muestra de residuos alimenticios
proveniente del restaurante, se dividio en cuatro porciones, se seleccionaron dos porciones
para conocer su composicion en cuanto a harinas, verduras y frutos y carnicos; y las otras
dos se descartaron, para volver a repetir el mismo proceso. Los RSO se recolectaron durante

3 semanas, procesando un total de 75 kg que fueron refrigerados a -4°C para su preservacion.

Los lodos de purga por su parte, fueron una mezcla de lodos primarios y secundarios
deshidratados en un filtro de prensa, los cuales se obtuvieron de la planta de tratamiento de
aguas residuales municipales San Pedro Martir, ubicada en Querétaro, Qro. Se recolectaron
30 kg y se almacenaron a 4 °C para evitar su descomposicién. Se determinaron en el

laboratorio, el contenido de ST y SV, carbohidratos, proteinas, alcalinidad, pH.

4.3. Primera Parte: potencial bioldgico de produccion de hidrogeno.

Con el fin de establecer la proporcion RA:LP que favorecia la mayor produccion de
hidrégeno, se llevaron a cabo pruebas en lote para establecer el potencial de produccion de
hidrogeno en botellas seroldgicas de 160 mL. Los parametros operacionales que fueron
empleados se muestran en la Tabla 4.1. Para este ensayo se fijo una concentracion inicial de
solidos volatiles de 10 g/L en cada uno de los reactores por lote. Las proporciones de mezcla
se expresaron como el porcentaje de sélidos volatiles que cada uno de los residuos aportaba
a la mezcla final en cada uno de los reactores, por ejemplo, el ensayo con la mezcla 90-10%
(RA-LP), tuvo una concentracion inicial de 10 g SVT/L, al igual que las demas, sin embargo,
el 90% de estos solidos volatiles los aportan los residuos alimenticios, mientras que el 10%
restante proviene de los lodos de purga. Las mezclas que fueron preparadas, se muestran en

la Figura 4.2.

En cada botella se adicionaron 5 ml de solucion de sales como fuente de nutrientes y
capacidad buffer (g/L) de acuerdo con Mizuno et al. (2000): 41.6 g NH4Cl, 4 g K:HPO4, 2 g
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MgCl,-6H20, 1.6 g FeSO4- 7H>0, 40 mg CoCl>-6H-0, 40 mg MnCl>-4H>0, 40 mg KI, 8 mg
NiCl2:6H20, 8 mg ZnCl..

El pH se ajusté a 7.0. Cada una de las pruebas se llevo a cabo por triplicado. Se corrio en
paralelo un blanco con indculo y agua, Yy los residuos sin indculo. Las botellas se sellaron
con tapones de caucho y cinchos de metal. Se realiz6 una purga desplazando el oxigeno con
gas nitrogeno durante treinta segundos para remover el oxigeno presente y lograr una

atmosfera anaerobia.

Tabla 4.1. Condiciones operacionales de la prueba de produccién de hidrégeno en botellas

serologicas.
Parametro, unidad Valor
Temperatura, °C 37
Sistema de mezcla Agitacion orbital de mezcla completa (150 rpm)
Sistema de medicion de biogas Desplazamiento de volumen
Volumen atil, mL 100
Espacio de cabeza, mL 60
Concentracion del inoculo, g SV/g insculo 0.7
Concentracion del sustrato, g SV/L 10
Relacion So/Xo, 0.7
RA
109 SVIL Residuos Lodos
Alimentos
\ 100% 0
90% 10%
80% 20%
LP Mezcla 70% 30%

10 gSVIL 50% 50%

10 g SV/L 30% 70%
10% 90%

0 100%

Figura 4.2 Preparacion de las distintas mezclas de residuos alimenticios (RA) y lodos de
purga (LP)
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Finalmente las botellas se pusieron en una incubadora con temperatura controlada (37°C) y
un dispositivo de agitacion orbital (150 rpm) disefiado especialmente para las pruebas
Ilevadas a cabo en el laboratorio. La medicion de produccion de biogas se llevé a cabo cada
6 horas empleando un sistema de desplazamiento de agua por medio de una probeta invertida.
Después de medir la produccién de biogés se determind la composicion del mismo usando
cromatografia de gases segun Martinez y Buitrdn (2013). La medicion de biogas prosiguio
hasta que la curva de produccién de biogas se volvié asintética. Al término de la cinética, se

midié pH, concentracion final de carbohidratos, DQO total, SVT y acidos grasos volatiles.

Los resultados de produccion de hidrdégeno obtenidos en esta prueba fueron ajustados con la

ecuacion modificada de Gompertz (Lay, et, al., 1998):

H

max

H{t)=H, + exp{_ ech{z.nazs* R, (4 —t))ﬂ

Ec.1

Donde H (t) es la produccion acumulada de hidrogeno (ml/gSV), A es la fase de latencia (h),
Hmax €s la maxima cantidad o potencial de hidrégeno producido (ml/gSV) y Rmax €s la
maxima velocidad especifica de produccion de hidrogeno (ml/gSV/h). Los valores de A, Hmax
Yy Rmax se obtuvieron mediante un ajuste de minimos cuadrados usando el complemento
Solver de Excel Microsoft 2010. Todo esto con el fin de comparar la codigestion realizada

con la de otros trabajos similares.

4.4. Operacion de los bioreactores en dos etapas

Un adecuado tratamiento de residuos sélidos organicos, asi como la produccion de biogas,
dependen en gran medida del tipo de reactor o digestor donde se lleva a cabo el proceso. La
eleccion del tipo de reactor, depende en su mayoria de la abundancia, del tipo de sustrato, sus
caracteristicas fisicoquimicas, entre otras, de manera que se pueda remover la mayor cantidad
de DQO o solidos volatiles y a la vez producir la mayor cantidad de biogas. En esta
investigacion, se eligid trabajar con reactores de tipo discontinuo secuencial, debido a que
posee beneficios como una alta retencién de biomasa, no requiere de unidades adicionales

para la separacion de sélidos, como clarificadores, su modo de operacion es flexible y se
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obtienen buenas eficiencias de remocion a la vez de que es un sistema de operacion simple
(Chen, et al., 2009).

El sistema en dos etapas se desarroll6 con reactores ASBR, el primero de ellos se utilizé para
digerir la mezcla de residuos alimenticios y lodos de purga que resulté més favorable para la
produccion de hidrégeno y el segundo reactor, se utilizé para tratar el efluente liquido
generado en el primer reactor para la produccion de metano. A continuacion se muestran

algunas generalidades de las caracteristicas y operacion de un reactor discontinuo secuencial.

4.4.1. Reactor anaerobio discontinuo secuencial (ASBR)

Un reactor anaerobio discontinuo secuencial (ASBR por sus siglas en inglés) es un reactor
por lote que incluye tanto la digestién del sustrato como la separacion de sélidos en un mismo
tanque. Un ASBR opera a través de una secuencia de cuatro fases o etapas, las cuales se

Ilevan a cabo en el mismo tanque (ver Figura 4.3) y se describen a continuacion:

Reaccion s =

Sedimentacion

pa—

Vaciado

Figura 4.3. Etapas de operacion de un ASBR

e Llenado: consiste en la alimentacion o en la adicion de sustrato al reactor. Al mezclar
continuamente durante el llenado, la concentracion de sustrato en el tanque, aumenta
rapidamente, al igual que las tasas metabdlicas alcanzan su valor més alto. El volumen
que se alimenta se determina con en base en ciertos factores como el TRH deseado,

la carga organica Optima, las caracteristicas de sedimentacién del lodo.
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Reaccidn: la etapa de reaccion es la mas importante ya que es donde se convierte la
materia organica en biogas. El tiempo requerido para la etapa de reaccion dependera
de varios parametros, incluyendo las caracteristicas del sustrato, la calidad del
efluente requerido, la produccion de biogas, concentracion de la biomasa, entre otras.
Sedimentacion: se detiene la agitacion para permitir la sedimentacion o separacion
de los solidos, el reactor por si solo, actia como clarificador. El tiempo requerido
para la sedimentacion variara, dependiendo de la sedimentabilidad, pero
generalmente toma de 10 a 30 minutos.

Vaciado: La etapa de vaciado se da después de que se ha dado una adecuada
separacion de sélidos. El volumen que se vacia, normalmente es igual al volumen de
alimentacion. El tiempo de vaciado dependera del volumen que se saca del reactor y
de la velocidad de vaciado. Una vez se completa este ultimo paso, el reactor esta listo

para ser alimentado con una nueva carga de sustrato y el ciclo se reinicia.

Dado de que la separacion de solidos se da dentro del mismo reactor en este tipo de sistemas,

el tiempo de retencién de sélidos, esta desacoplado del tiempo de retencién hidraulico (Sung

y Dague, 1995), sin la necesidad de un clarificador o realizar la recirculacion de lodo. De

este modo, el tiempo de retencion hidraulico es el tiempo promedio en el que cierto volumen

de influente se mantiene dentro del reactor, mientras que el tiempo de retencién de solidos

es el tiempo promedio que el lodo se retiene dentro del reactor. Las ecuaciones utilizadas

durante la operacion de los reactores ASBR se muestran a continuacion:

TRH =& Ec. 2
Q=V, xNC Ec. 3
TRH = Ve Ec. 4
24xV,,
co=X%_ 5 g5
V, TRH
Donde:

CO Carga Orgéanica [g-L h?]
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S Concentracion del sustrato, [g-L™]
V¢ Volumen total, [L]
Q Caudal [L-h?]
ViL  Volumen de llenado [L]
NC Numero de ciclos
tc Tiempo de cada ciclo o reaccion [h]
24 Factor de conversion de horas a dias

4.4.2. Segunda parte: produccién de hidrégeno

Se utiliz6 un reactor con un volumen total de 2 L, un volumen de trabajo de 1.5 L y un espacio
de cabeza de 0.5 L. EIl reactor contaba con deflectores en las paredes para asegurar la
agitacion completa. Estaba equipado con un electrodo combinado BNC de marca Sensorex®
para medir el pH, un controlador de pH 140 series marca EUTECH Instruments®, conectado
a una bomba Master Flex® de 1100 rpm que suministraba NaOH 1N para mantener el pH en
5.5. Contaba con tres puertos para la alimentacion, salida de efluente y salida de biogés, el
cual era medido con la técnica de probeta invertida en una solucién acida con pH menor de
2. Las bombas de alimentacion y de salida fueron de la marca Master Flex® (0-100 rpm). La
agitacion se llevo a cabo con un agitador magnético de 4 cm de longitud en una parrilla de
agitacion.

Para llevar a cabo los ciclos de operacion del reactor ASBR, fue necesario controlar las
bombas para alimentacion y vaciado, asi como la parrilla de agitacion para diferenciar la fase
de reaccion y la de sedimentacién; para ello se hizo uso de una plataforma del software Lab
View, con una tarjeta de adquisicion de datos National Instruments® en el que se fijaron los
tiempos de reaccion, sedimentacion, vaciado y llenado. EI modo de operacion se realiz6 bajo
la siguiente estrategia: tiempo de llenado (5 min.), tiempo de reaccién (variable dependiendo
del TRH), tiempo de sedimentacion (60 min), vaciado y llenado de aproximadamente 5 min.
La agitacion del reactor se realizo por medio de un agitador magnético en el fondo del reactor
(alrededor de 350 rpm) para mantener completamente mezclado el reactor durante los
tiempos de reaccion. La temperatura (35°C +1°C) fue controlada por medio de un

recirculador de agua con un serpentin alrededor del reactor.
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La Figura 4.4 esquematiza los principales componentes de la segunda parte y la Figura

muestra el sistema real que se monté en laboratorio.

A A
[l N

Figura 4.4 Sistema anaerobio de dos etapas.1) SBR productor de hidrégeno, 2) bomba de
llenado, 3) bomba de vaciado, 4) control de pH, 5) Probeta invertida 6) recirculador de
agua, 7) bomba de llenado del sistema productor de metano, 8) SBR productor de metano,
9) bomba de vaciado, 10) recirculado de agua, 11) Ritter (medidor de flujo de biogas), 12)
Controlador de ciclos de operacién

% Arranque del reactor ASBR-H: y activacion del indculo

El reactor fue inoculado con 20 g de lodo anaerobio tratado térmicamente a 105°C por 24 h
(para inhibir a los microorganismos metanogénicos). El arranque del reactor inicié con la
activacion del indculo, el cual se activo durante 6 ciclos de operacién, con tiempos de
reaccion de 12 horas cada uno y alimentacion de 15 g/L de glucosa a la cual se le agreg6
medio mineral de acuerdo con Mizuno et al. (Mizuno et al., 2000): 41.6 g NH4Cl, 4 ¢
K2HPOy4, 2 g MgCl2-6H20, 1.6 g FeSO4- 7H20, 40 mg CoCl2:6H20, 40 mg MnCl,-4H>0, 40
mg KI, 8 mg NiCl2-6H.0, 8 mg ZnCl,. El pH se mantuvo en 5.5, temperatura en 37°C y la
agitacion en 350 rpm. Cabe destacar que antes de arrancar el reactor, se realiz6 el cambio de
atmaosfera con nitrégeno para asegurar condiciones de anaerobiosis. Durante este periodo se

verifico que la concentracion de Hz estuviera entre 45-50%. Una vez pasados los 6 ciclos de
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operacion, se dejo sedimentar el reactor durante 3 horas y finalmente se extrajo el

sobrenadante, para mantener los microorganismos activos en el biorreactor.

+ Operacion del ASBR-H2

Para la operacion del reactor, se preparaba alimentacion con una concentracion de 15 g
SVTIL, la cual consistia en una mezcla de 90% residuos alimenticios y 10% lodos de purga
y se almacenaba en un refrigerador para evitar su descomposicion antes de ser procesada en
el reactor. El ciclo de operacion comenzaba con la alimentacion del reactor, 0.75 L de la
mezcla de residuos e inmediatamente iniciaba la fase de reaccion cuya duracion dependia del
tiempo de retencion hidraulico que se estuviera probando. Los tiempos de reaccion fueron de
12, 8 y 4 horas los cuales correspondieron a los TRH de 24, 16 y 8 horas, respectivamente,
los cuales se evaluaron durante al menos 15 ciclos de operacion. En el transcurso de la fase
de reaccion, se iba recolectando el biogas producido en una probeta invertida sumergida en
una solucion &cida para evitar que se disolviera el CO: en la fase liquida. En cada ciclo de
operacion, se tomo una muestra del biogas producido para evaluar su composicion en un
cromatdgrafo de gases. Una vez finalizado el tiempo de reaccion, se detenia la agitacion e
iniciaba la fase de sedimentacion por una hora, después de esto se encendia la bomba de
vaciado que evacuaba 0.75L de sobrenadante, lo que contaba como el efluente de este reactor.
Finalizado el vaciado, se iniciaba un nuevo ciclo de operacién con la adicién de mas alimento.
Durante la operacion del reactor, se tomaron las muestras necesarias para calcular la
remocion de SVT y DQO, la produccion de AGV, ademas de la produccion y composicion

de biogas.

+ Operacion del ASBR-CHa4

Para la tercera etapa se usé un reactor ASBR de 7 L de volumen total y 4 L de volumen de
reaccion con el fin de degradar el digestato resultante del proceso de produccion de
hidrogeno. Los ciclos de operacion de este reactor fueron de la siguiente forma: tiempo de
Ilenado (10 min), tiempo de reaccion: variable, cuando se conseguia una remocion de DQO
soluble mayor a 90%, tiempo de sedimentacion (120 min) y vaciado (10 min). El reactor fue

inoculado con 200 ml de lodos anaerobios provenientes de una planta de tratamiento de aguas
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de una industria cervecera. Se evalud la eficiencia de remocion de DQO y solidos volatiles,
asi como la produccién de biogas y su composicion. La Figura 4.4 muestra los componentes
principales del reactor productor de metano y la Figura 4.5 muestra el reactor real utilizado

en el laboratorio.

Figura 4.5. Sistema real montado en el laboratorio. a) Reactor productor de H». b) Reactor
productor de CH4

4.5. Métodos analiticos
4.5.1. Volumeny composicion del biogéas

Para medir el volumen de biogéas se utilizé la técnica de probeta invertida en una solucion
acida ajustada a un pH igual o inferior a 2 para evitar que se disolviera el CO». En esta técnica,
se coloca una manguera en el fondo de una probeta de volumen adecuado, se llena con la
solucion acida y se dispone invertida en un recipiente con mas liquido; de esta manera el
biogas generado queda atrapado dentro de la probeta para poder medir el volumen. Se tiene
el cuidado de tomar la temperatura del liquido y la presién del lugar donde se hace
experimento, para hacer la correccién del volumen con respecto a la presion y temperatura

estandar.
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La composicion del biogas se determind por cromatografia de gases, la muestra de 10 mL
completamente seca, se tomo de las botellas o de la probeta invertida con una jeringa de 20
mL. Esta muestra se inyectaba en un cromatdgrafo de gases 8610C equipado con un detector
de conductividad térmica y dos columnas empacadas en serie (columna empacada con silica
gel de 1.83 m x 0.32 cm y columna de tamiz molecular 13x de 1.82 m x 3.175 mm). Las
temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron a 90 y 150 °C, respectivamente. La
temperatura inicial de la columna de 4°C se mantuvo durante 4 minutos y después se
incremento hasta 110 °C con una velocidad de 20°C/min. La temperatura final de la columna
se mantuvo durante 3 minutos. Se utilizé nitrdgeno como gas acarreador con un flujo de 20

mL/min.

4.5.2. Sélidos totales y sélidos volatiles totales

La concentracion de ST y SVT de los sustratos y del indculo se cuantificaron por gravimetria,

acorde a los procedimientos descritos en los métodos estandar (APHA, 2005).

4.5.3. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Para cuantificar la DQO se utiliz6 el método Hach 435. Este consiste en tubos de ensayos ya
preparados con una solucién estandar (dicromato de potasio, acido sulfurico, plata y
mercurio) para determinar la DQO en un rango de 0 a 15000 mg DQO/L. La lectura del valor
de DQO se realizd en un espectrofotémetro portatil Hach DR/2010 a una longitud de onda
de 620 nm.

45.4. Cuantificacién de carbohidratos

La cuantificacion de carbohidratos se realizé por el método colorimétrico fenol-acido
sulfurico por (Dubois, et al., 1956), para el cual se utilizd una curva de calibracién hecha con
glucosa. Este método consistié en poner 0.5 ml de la muestra, 0.5 ml de fenol 5%(v/v) y

finalmente 2.5 mL de &cido sulfdrico 98%(v/v), se dejo reaccionar durante 20 minutos.
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Finalmente la concentracion se determind en un espectrofotometro portatil Hach DR/2010 a
una longitud de onda de 490nm.

4.5.5. Cuantificacién de proteinas

La cuantificacion de proteinas de las muestras se realizé con el método descrito por (Lowry,
et al.,1951). Se utilizé6 albumina bovina como proteina estandar. Dicho método es
colorimétrico de valoracion cuantitativa. A la muestra se afiade un reactivo que forma un
complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la
concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer. Este método consiste en la
reaccion de las proteinas con el ion Cu?* en medio alcalino para formar un complejo con los
atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Seguido de la reaccion de reduccion del
reactivo de Folin por los grupos fendlicos residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las

proteinas, actuando el cobre como catalizador.

4.5.6. Acidos grasos volatiles (AGV), solventes y lactato

La produccién anaerobia de hidrogeno se acompafia por la acumulacion de acidos grasos
volatiles (AGV), como acido acético, propionico, &cido butirico, asi como solventes
incluyendo etanol. Los AGV se determinaron tomando 1 mL de una muestra centrifugada,
filtrada a 0.45 um y con pH menor a 2.5, se utilizé un cromatografo de gases con detector de
ionizacién de flama (FID) marca Agilen Tech 6890N VARIAN 330 C, equipado con una
columna capilar de silice Zebram ZB-FFPA de 0.53 mm de diametro, 15 metros de largo y 1
um de espesor de pelicula. La temperatura inicial del horno fue de 55°C por tres minutos y
posteriormente se incrementd a una tasa de 45°C por minuto hasta llegar a 135°C, la
temperatura del inyector fue de 190°C, la temperatura del detector fue de 210°C, el gas

portador que se utilizo es el nitrogeno.

El lactato se determiné mediante cromatografia de iones con un cromatégrafo Dionex ICS-
1500 equipado con una columna REIC lonPac AS23 de 250x24 mm. El eluyente consistid
en una mezcla de 0.8mM NaHCO3 y 4.5mM Na,COz usando un flujo isocratico de 3 mL/min
y 30 °C.
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Capitulo 5. Resultados y Analisis

5.1. Obtencion y caracterizacion del in6culo

El inoculo para la etapa productora de Hz, consistio en lodo granular anaerobio, proveniente
de una planta de tratamiento de aguas residuales de la industria cervecera, tratado
térmicamente a 105 £ 5 °C durante 24 horas. Luego del pretratamiento térmico, el lodo
granular se trituré en un mortero hasta obtener un polvo con tamafio menor a 0.5 mm, como
se observa en la Figura 5.1. La caracterizacion fisicoquimica del indculo obtenido fue la

siguiente:

Tabla 5.1 Caracterizacion fisicoquimica del inoculo.

Parametro
ST 0.983 + 0.01 g/Ginscuto
sV 0.69 + 0.02 g/Qinscuto

DQO Tota 2.132 g/Qinscuto
Carb. Totales 0.073 £ 0.0005 g/insculo
Proteinas Total 0.143 9/Ginéculo

Figura 5.1 Lodo granular anaerobio antes y después del tratamiento térmico.

5.2. Obtencidn y caracterizacion de los residuos

La Figura 5.2 muestra los residuos provenientes del restaurante tipo buffet, antes de su

caracterizacion fisica, molienda y licuado. La composicion fisica promedio de los residuos
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presentd una mayor proporcion de harinas 45%, carnicos 20%, verduras y frutas 11% y otros
20% (huesos y céscaras de limon). Los huesos fueron descartados por ser un material dificil
de degradar, lo mismo que las cascaras de limon, debido a que los limones afectan
negativamente la produccion de Hx (Castillo- Hernadndez, 2015). El residuo seleccionado
paso por un proceso de molienda y tamizado para obtener un tamarfio de particula homogéneo
de 0.5 mm. En cuanto a los lodos de purga, sélo se tamizaron para quitar material inerte como

piedras y cabello, la Figura 5.3.

Otros

4%
Harinas
' N
Carnicos ‘

20%

Verduras y
frutas
11%

sica de los residuos alimenticios.

Figura 5.3. @) Lodos de purga. b) Residuos alimenticios procesados.
La caracterizacion de los sustratos se realizé con los métodos analiticos descritos en la

seccion 4.5, y los principales resultados se muestran en la Tabla 5.2. En los resultados de la

caracterizacion se observa que los dos residuos, contaban con caracteristicas diversas y en
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ciertos casos complementarios, o que es un requisito importante para llevar a cabo un

proceso de codigestion.

Tabla 5.2 Caracterizacion fisicoquimica de los residuos empleados en la codigestion.

Parametro ReS'dL.JO.S Lodos de purga
alimenticios
Humedad 63% 84.4%
ST 0.37 g/gra 0.16 g/gre
\Y, 0.35 g/gra 0.09 g/gre
SVIST 95.6% 56.2%
DQO Total 1212 mg/g-ST 1200 mg/gST
DQO soluble 356 mg/g-ST 168 mg/gST
CarbOh‘Idratos 198 mg/g-ST 42 mg/gST
Totales
Carzolh;f’ratos 152 mg/g-ST 5 mg/gST
Proteinas Total 236 mg/g-ST 119 mg/gST
PrOteI’naS Soluble 57.3 mg/g'ST -
Densidad 1.04 g/ml 0.91 g/ml
pH 3.9 8.4
Alcalinidad 160 mg CaCOs/L 535 mg CaCO3/L

La humedad de ambos residuos es alta, lo cual es importante cuando se quiere llevar a cabo
es un proceso de digestion humeda, la humedad de los lodos de purga es la mas alta, debido
a que es un residuo del tratamiento de aguas municipales, mientras que la humedad de los

residuos alimenticios proviene principalmente de las frutas y verduras.

De la caracterizacion hecha, también se observa que la concentracion de sélidos volatiles en
los residuos alimenticios, es casi la misma que de solidos totales, 0.35 y 0.37 g/gra,
respectivamente. Debido a que los sélidos volatiles son una medida indirecta de la cantidad
de materia organica biodegradable, el hecho de que los sélidos volatiles sean tan altos, indica
que en su mayoria los desperdicios de alimentos estan constituidos por materia organica que
puede ser facilmente biodegradada en un proceso de digestion anaerobia para producir
biogas. Sin embargo, la fraccion volatil de los lodos de purga es menor al 56% de los sélidos

totales, lo que indica que el 44% del material restante en los lodos de purga no es materia
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orgénica que pueda digerirse para producir biogas, lo que cuenta como una prueba de la
menor biodegradabilidad de los lodos y una gran desventaja a la hora de realizar la digestion
anaerobia de los mismos. La cantidad de sélidos volatiles entonces, cuenta como una de las
razones por las cuales resultaria adecuado realizar la codigestion de los residuos alimenticios

y los lodos de purga.

Por otra parte, cuando se habla de produccion de hidrogeno a partir de residuos organicos, es
crucial verificar la cantidad de carbohidratos presentes en el sustrato, ya que el Hz se forma
principalmente en las primeras etapas de la digestion anaerobia a partir de los carbohidratos
(Das & Veziroglu, 2008). Teniendo en cuenta este hecho, los residuos alimenticios tienen un
mayor potencial para la produccion de Hy, ya que poseen 4.7 veces més carbohidratos totales

que los lodos de purga.

El pH es otro factor con alto impacto en los procesos de digestion anaerobia, como se ha
sefialado en esta tesis, la produccion de acidos grasos volatiles afecta directamente las
funciones metabdlicas de los microorganismos por los que es necesario mantener el pH
dentro de niveles establecidos. EI pH mas bajo de los residuos evaluados, es de los residuos
alimenticios 3.9, el cual estd por debajo del pH 6ptimo de operacion para la fermentacion
oscura. No obstante el pH de los lodos de purga es mas basico 8.4, por lo cual la mezcla de
ambos sustratos, supone la ventaja de nivelar el pH hacia los valores éptimos requeridos que
para la produccion de hidrégeno los pH 6ptimos estan de 5.5 a 6.0 (Valdez-Vazquez & Poggi-
Varaldo, 2009). De igual forma la alcalinidad de los residuos es otro factor decisivo en
proceso de digestion, el cual es ejemplo de las cualidades de complementacion de estos
residuos. Los residuos alimenticios poseen menos de la mitad de la alcalinidad de los lodos
de purga, por tanto, al realizar la codigestion de los residuos alimenticios, los requerimientos
de adicion quimicos para evitar el descenso del pH durante la operacion, pueden verse

disminuidos, lo que finalmente se traduciria en menores costos operacionales.

Por ultimo, en el andlisis de la caracterizacion de los residuos, se tienen algunos metales
traza, los cuales son considerados muy importantes en el desempefio de la digestion

anaerobia, ya que asisten el metabolismo, el crecimiento celular, el funcionamiento y
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activacion de enzimas y coenzimas y por ende la produccién de hidrogeno (Balachandar et
al., 2013). Por esta razon, es necesario adicionar elementos traza a los digestores anaerobios
ya que algunos sustratos o residuos con potencial de produccion de biogas por si solos no
contienen las cantidades necesarias requeridas para el correcto desempefio del proceso. En la
Tabla 5.3 se muestra la concentracion de metales traza presentes en cada uno de los sustratos
y se observa que los lodos de purga poseen una mayor concentracion de metales traza como
el hierro y niquel, los cuales son importantes para la biosintesis de enzimas y la formacion
de hidrogenasas que son las responsables de la produccién de H> a partir de la reduccion de
protones en el proceso de la fermentacion oscura (Hallenbeck, 2013). Ademaés los lodos de
purga también presentan una mayor concentracion de calcio y aluminio, los cuales han sido
reportados que ayudan al crecimiento y a la retencion de células dentro del biodigestor, por
lo cual se consideran necesarios para el buen funcionamiento del reactor, evitar problemas

de lavado de biomasa (Yuan et al., 2010).

Tabla 5.3 Componentes traza en los residuos.
Metales (mg/L)

Sustratos Ca Al Fe Zn Cu Mn Ni K Na

RA 73 11 05 14 001 02 - 27 127
LP 197 31 56 17 10 07 05 14 78

A partir de la caracterizacion de los sustratos es posible darse una idea acerca del potencial
que estos poseen, para la produccion de biogés y los posibles efectos sinérgicos que pueden
darse al mezclar ambos residuos en un proceso de codigestion. Los desperdicios de comida
poseen una mayor cantidad de materia organica biodegradable lo que posibilita una mayor
produccion de biogas, mientras que los lodos de purga contienen elementos traza que puede
servir de ayuda para mejorar el proceso de digestion. Teniendo en cuenta esto, se procedié a
realizar el estudio de potencial bioldgico de produccion de hidrogeno con diferentes mezclas

de los residuos, el cual se describe en la siguiente seccion de este capitulo.

5.3. Pruebas de potencial biol6gico de produccion de Hz

Después de caracterizar los lodos de purga y los residuos alimenticios, se procedié a realizar

el ensayo de potencial de produccion biologica de H, probando distintas mezclas con los
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sustratos. Para este ensayo se fijo una concentracion inicial de solidos volatiles de 10 g/L en
cada uno de los reactores por lote. Las proporciones de mezcla se expresaron como el
porcentaje de solidos volatiles que cada uno de los residuos aportaba a la mezcla final en
cada uno de los reactores, por ejemplo, el ensayo con la mezcla 90-10% (RA-LP), tuvo una
concentracion inicial de 10 g SVT/L, al igual que las demés. Sin embargo, el 90% de estos
solidos volatiles los aportan los residuos alimenticios, mientras que el 10% restante proviene
de los lodos de purga. Debido a que el porcentaje de solidos volatiles que contribuye cada
uno de los sustratos vario en cada uno de los ensayos, la concentracion inicial de
carbohidratos y la DQO inicial también cambio; la Tabla 5.4 muestra la composicion inicial

de cada una de las proporciones de mezcla probadas.

Tabla 5.4 Composicién inicial de las distintas mezclas de sustratos.
Carbohidratos

Mezcla de RA:LP totales SVT DQO
(%) (g/L) (9/L) (9/L)

100 2.1 10 12.7

90-10 1.9 10 135
80-20 1.8 10 14.2
70-30 1.7 10 15.0
60-40 1.5 10 15.7
50-50 1.4 10 16.5
30-70 1.1 10 18.0
0-100 0.7 10 20.2

La cantidad de carbohidratos iniciales aumenta a medida que se incrementa la cantidad de
residuos alimenticios en la mezcla, el valor mas bajo, 0.7 g/L, corresponde al ensayo con s6lo
lodos de purga y aumenta hasta 2.1 g/L en el ensayo con s6lo desperdicios de alimentos. En
el caso de la DQO inicial, aumenta proporcionalmente a la cantidad de lodos de purga en la
mezcla, debido que este residuo posee menos solidos volatiles por gramo y hubo que agregar

mayor cantidad en los ensayos para alcanzar la concentracion de 10 g SVT/L.

Una vez preparadas las mezclas se procedio a iniciar la codigestion y registrar la cinética de
produccidn de hidrégeno. En la Figura 5.4, se muestra la produccion acumulada de hidrégeno

en ml/gSV-adicionado que se obtuvo en este ensayo, los marcadores corresponden a los datos
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experimentales, mientras que las lineas punteadas representan el ajuste con la ecuacion
modificada de Gompertz (Lay et al, 1998), en todos los casos se consiguio un buen ajuste
con un coeficiente de determinacién mayor a 0.99, por lo que se pudo describir bien la
cinética de produccién de hidrégeno de cada una de las mezclas analizadas. Cabe destacar,

que durante la cinética realizada, no se detectd produccion de CHa4 en ninguno de los casos.

En la Figura 5.4 se aprecia que, al aumentar la cantidad de residuo alimenticio en la mezcla,
se incrementa la produccion acumulada de hidrégeno, por lo que se esperaria que la maxima
produccion acumulada de hidrégeno, se consiguiera con el ensayo 100% residuos
alimenticios. Sin embargo, la mayor produccién acumulada se logr6 con la mezcla

conformada por un 90% de residuos de alimentos y un 10% de lodos de purga.
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Figura 5.4 Produccion acumulada de Hz con varias proporciones de mezcla. a100% RA,
¥ 90-10%(RA-LP), ©80-20%(RA-LP), = 70-30%(RA-LP), ® 60-40%(RA-LP), = 50-
50%(RA-LP), = 30-70%(RA-LP), ©100%LP

Para establecer la mezcla con mayor desempefio, se analizaron todos los parametros cinéticos
obtenidos del ajuste con la ecuacion modificada de Gompertz, ademéas se analiz6 el
rendimiento de produccion de Ha respecto a los azucares iniciales (Figura 5.5). El primer
parametro analizado es la fase de latencia (L), es decir, el tiempo que toman los

microorganismos para adaptarse la nueva condicion en la que se colocaron y comenzar a
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producir enzimas para digerir el sustrato y producir hidrégeno. En la grafica a) de la Figura
5.5, se observa que la fase de latencia mas larga fue la del ensayo con 100% RA, es decir, los
microorganismos tardaron mas en adaptarse a esta condicion pese a la mayor disponibilidad
de carbohidratos que tenian en esta condicion. La fase de latencia se hizo mas corta, conforme
se agregaron lodos de purga a las mezclas, evidenciando que la adicion de lodos de purga a
los residuos alimenticios actu6 como un facilitador del proceso de digestion acelerando la
actividad metabdlica de los microorganismos. La fase de latencia se ve influenciada por
varios factores, como el tipo de compuesto a degradar, la temperatura, el pH, entre otros, los
cuales ayudan o desfavorecen la actividad metabdlica de los microorganismos ( Kim y Gadd,
2008).

Dado que las condiciones de pH y temperatura, se mantuvieron iguales en todos los ensayos
es posible afirmar que la adicion de lodos de purga en las mezclas analizadas, aportd
nutrientes adicionales, que mejoraron la actividad metabdlica de los microorganismos,

permitiendo que la produccion de hidrégeno iniciara mas rapido.

La gréafica b) de la Figura 5.5 muestra el pardmetro Rmax 0 velocidad méaxima de produccion
de hidrégeno, el cual es méas alto en las mezclas con mayor proporcién de residuos
alimenticios. Este parametro es importante cuando lo que se quiere es escalar a sistemas en
continuo, donde es necesario que se produzca la mayor cantidad de biogas en el menor tiempo
de residencia del sustrato en el digestor. La mayor velocidad de produccidn, se produjo con
la mezcla 90-10% (RA-LP), sin embargo no es significativamente diferente de la que se

obtuvo con el ensayo 100% RA.

La grafica c) de la Figura 5.5 permite evaluar el potencial de produccién especifica de
hidrogeno (Hmax) de cada una de las mezclas en unidades de ml Ho/g SVT, y es el parametro
mas importante de esta prueba, ya que permite establecer si alguna de las mezclas en
codigestion favorecid la generacion de hidrogeno. La produccion acumulada estuvo entre
6.0-65 ml H2/g SV siendo la més baja para el ensayo de 100% LP y aument6 a medida que
se agregaba maés residuo alimenticio en la mezcla. Este es un comportamiento esperado, ya

que los lodos de purga se caracterizan por ser un residuo pobre en carbohidratos, por lo que
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al aumentar la cantidad de residuos alimenticios, incrementa el contenido de carbohidratos y
con ello el potencial de produccion de hidrégeno. Se esperaria que la mayor produccion de
H> correspondiera con el ensayo con mayor cantidad de carbohidratos (100%RA), no
obstante, la mayor produccién acumulada se obtuvo con la mezcla 90-10% (RA-LP), 65 ml
H2/g SV, 18% mas H> acumulado que el ensayo con 100% residuos alimenticios. Se realizd
un ANOVA de un solo factor entre los ensayos 100% RA y 90-10% (RA-LP) y un nivel de
significancia de 0.05 con el programa RStudio®; el cual arrojé un valor p = 0.00446, que al
ser menor a 0.05 demuestra que hay una diferencia significativa entre los potenciales de
produccion de hidrogeno, siendo el mejor aquel que corresponde a la mezcla 90-10% (RA-
LP).
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Figura 5.5 Parametros cinéticos y rendimiento de produccién de H, para cada una de las
mezclas. a) Fase de latencia, b) Velocidad maxima de produccién de Hz, ¢) Potencial de
produccion Ha. ¢) Rendimiento de produccion de Hx con respecto a carbohidratos iniciales.
La linea punteada representa el ajuste de los valores a un polinomio de cuarto orden.
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Dado que la produccion de hidrégeno se genera en su mayoria a partir de los carbohidratos
presentes en el sustrato, el rendimiento de produccion de hidrégeno con base en los
carbohidratos iniciales es un factor importante para juzgar qué tan favorables fueron las rutas
metabdlicas para la produccion de H». La grafica d) de la Figura 5.5 ilustra que las mezclas
90-10, 80-20, 70-30, 60-40 y 50-50% (RA-LP), poseen un rendimiento similar o incluso
mayor que el ensayo con 100% RA. Lo anterior demuestra que al agregar lodos de purga
como co-sustrato para la digestion de residuos alimenticios, se favorecieron las rutas
metabolicas para la produccién de hidrégeno. EI mayor rendimiento se logro con la mezcla
90-10% (RA-LP) 2.3 molH2/molexesa mientras que el obtenido con 100% RA fue de 1.48
molH2/mol exosa, 10 qUE cuenta como una mejora del proceso de digestion hacia la produccion

de hidrdgeno.

Finalmente, la mezcla 90-10% (RA-LP) demostro tener el mayor potencial de produccion de
hidrégeno en comparacién con las deméas mezclas que se probaron en el ensayo. Lo que
muestra evidencia, de que la adicion de una pequerfia cantidad de lodos de purga a los residuos
alimenticios mejora el proceso digestivo y favorece la produccién de hidrogeno. Dicha
mejora en el proceso digestivo, se debe principalmente al hecho de que los lodos de purga
aportan ciertos nutrientes y elementos traza como el niquel, hierro, los cuales son importantes
para la biosintesis de enzimas y la formacion de hidrogenasas que son las responsables de la
produccion de Hz (Yang y Shen, 2006; Yuan, et al., 2010y Dong, et al, 2009).

Los resultados de la prueba de potencial de produccién de hidrégeno se compararon con los
resultados obtenidos en otros trabajos; la Tabla 5.5 muestra la proporcion de mezcla con la
que se consiguieron los mejores resultados, asi como la composicion inicial de estas mezclas
y los rendimientos de produccién de hidrdégeno. Se observa que las mejores proporciones de
mezcla estan conformadas por mas del 80% de residuos alimenticios y el resto de lodos de
purga, lo cual demuestra que la adicion de una pequefia cantidad de estos dltimos a los
residuos alimenticios, supone una mejora en el proceso digestivo, logrando que se produzca
mas hidrégeno. En cuanto a los rendimientos de produccion de hidrégeno, los resultados de
los estudios son bastante variados, lo cual se debe a la composicion inicial heterogénea de

los residuos alimenticios, la que depende de la fuente que los genera. En aquellos estudios
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con una mayor concentracion inicial de carbohidratos se generé méas hidrégeno, pero sus
rendimientos de produccion de moles de hidrogeno por moles de carbohidratos iniciales

fueron menores al que se obtuvo en este estudio.

Tabla 5.5 Comparacion de distintas pruebas de potencial de produccion de H a partir de
la codigestion de residuos alimenticios y lodos de purga.

o s o
SVT Carbohidratos ~ molHz/molhex  mIH2/gSVT
Kim, et al 2004 87-13 30g/L 13.6 g/L 1.0 60
Kim, et al 2011 95-5 46 g/L 28.0 g/L 19 162
Liu, et al., 2013 80-15 10 g/L 2.7 g/L 2.6 106
Este estudio 90-10 10 g/L 2.1g/L 2.3 65

*Hex.= hexosa

Por otro lado, la Tabla 5.6 muestra la remocion de solidos voléatiles de los ensayos con
distintas mezclas de residuos, las mayores remociones se dieron en las pruebas de 100% RA
y 90-10% RA-LP, 53 y 51%, respectivamente. Estas remociones fueron similares a las
reportadas por otros autores (Liu, et al., 2013; Kim etal., 2011) con proporciones de mezcla
similares, lo que comprueba que los residuos alimenticios fueron mas facilmente

biodegradables.

Tabla 5.6 Remocion de SVT y carbohidratos a distintas mezclas de sustrato

Remocion de Remocion de
Mezcla Od/e RA-LP SVT carbohidratos

) (%) (%)

100 53+2.1 93+0.5
90-10 51+1.6 95+1.2
80-20 49+2.2 91+2.0
70-30 42+4.3 88+4.0
60-40 44+3.8 95+3.7
50-50 36+5.1 89+1.5
30-70 23+7.2 90+3.5
0-100 1245.3 92+2.3
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Asi mismo, las remociones de carbohidratos fueron similares y mayores al 90% para las
mismas mezclas (100% RA y 90-10% RA-LP). Pese a que la remocidn de carbohidratos no
tuvo diferencia significativa entre ambas mezclas, la produccion de hidrogeno fue mayor para
90-10% RA-LP lo que cuenta como una prueba adicional de la mejora que experimenté la

digestion al agregar lodos de purga a los residuos alimenticios.

Finalmente, se analizé la fraccién soluble de cada uno de los ensayos cuando termind la
cinética de produccion de hidrogeno, con el fin de establecer la cantidad y el tipo de acidos
grasos volatiles que se produjeron. La Figura 5.6 ilustra la totalidad de los acidos grasos
volatiles asi como su composicién en mg/L para cada una de las mezclas. Como es de
esperarse, la mayor produccion de AGV se consiguié con la mezcla 90-10% RA-LP ya que
esto coincide con la mayor produccion de hidrégeno en este ensayo. En cuanto a la
composicion, los principales metabolitos generados en todas las mezclas fueron acetato y
butirato, los cuales estan relacionados con la produccion de hidrégeno (Hallenbeck, 2001),
excepto para las mezclas con mayor cantidad de lodos (100% LP, 30-70% RA-LP), en las
que el tercer metabolito mas producido fue el propionato, asociado al consumo de hidrogeno,
lo que cuenta como una explicacién adicional para la baja produccién de hidrégeno en estas
pruebas. Ademas es interesante notar, que en estas mismas mezclas no hubo produccion
significativa de etanol, debido posiblemente a que el sistema no produjo solventes como un

mecanismo para mitigar la acidificacién del medio.

Si bien en cierto que la produccion de hidrégeno con lodos de purga solamente (100%LP)
fue practicamente nula, debido a la baja cantidad de carbohidratos disponibles (Kim et al.,
2011), es interesante observar que al usar los residuos de comida como co-sustrato para la
digestion de los lodos, la concentracion de AGV aumentd considerablemente. Esto se ve
claramente, al comparar las concentraciones de acidos grasos volatiles de los ensayos 100%
LP y 30-70% (RA-LP), la cual pasé de 405 a 678 mg/L un aumento de 1.5veces. Este hecho
es importante, sabiendo que los &cidos grasos volatiles son los precursores de la formacion
de metano, por lo que la mezcla 30-70% (RA-LP) tiene un alto potencial para ser usada en la
digestion de lodos de purga en plantas de tratamiento de aguas residuales, con el fin de

aumentar el rendimiento de produccion de metano.
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Figura 5.6 Acidos grasos volatiles generados en la prueba de potencial de produccion de
H2 en cada de las mezclas.

Debido a que el mejor desempefio durante las pruebas de potencial de produccion de Ha lo
presentd la mezcla 90-10% RA-LP, se procedid a usar esta mezcla en la siguiente etapa de
operacion del ASBR-Ho.

5.4. Arranque del reactor productor de Hidrégeno (ASBR-Hz2)

La Figura 5.7 muestra la produccion acumulada de hidrégeno con el ajuste de Gompertz, del
ultimo ciclo de operacion del reactor en la etapa de arranque. Luego de 6 ciclos de operacion
con tiempos de reaccidn de 12 horas, se obtuvieron los siguientes parametros cinéticos Hmax:
103 ml Ha/g SV, A: 3.6 h y Rmax: 21 ml Hz/g SV*:h y un rendimiento de 2.89 mol Hz/mol
hexosa. Lo cual constata que el indculo se encontraba completamente activo y orientado
hacia la produccién de hidrogeno. Cabe destacar, que durante el arranque con glucosa, no se
detect6 metano en el biogas generado, lo que sefiala que el pretratamiento de choque térmico

fue efectivo para inhibir arqueas metanogenicas.

De igual forma se evalud la fraccidon soluble para ver la composicion de acidos grasos
volatiles, la cual se muestra en la Tabla 5.7. En esta etapa se observa que el acetato y butirato
fueron los acidos grasos que se produjeron en mayor cantidad, lo que demuestra que los
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microorganismos del inoculo siguieron las rutas acidogénicas, en especial aquellas que
producen metabolitos asociados a la produccion de hidrégeno. Todo lo anterior, se toméd
como una prueba de que el reactor habia arrancado bien y se podia proceder a alimentar con

la mezcla de residuos para la codigestion.
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Figura 5.7 Produccion acumulada de Hz en el arranque del reactor usando glucosa como
sustrato.

Tabla 5.7 Concentracién y composicion de los AGV durante el arranque del reactor
productor de H, usando glucosa como sustrato.
Composicién de los AGV (mg/L)
Acetato Butirato Etanol Propionato i-butirato Valerato i-Valerato Caproato
5168 3913 675 904 0 607 364 1849

5.5. Operacion del reactor productor de Hz (SBR-H2) codigestion de la mezcla de
residuos.

Después de elegir la mezcla de 90-10% RA-LP para realizar la codigestion se llevé a cabo la
operacion del reactor productor de hidrégeno. Este reactor estuvo operando durante 110 dias
y la fase de reaccion inicial se fijo en 12 horas, lo que cuenta como un TRH de 24 horas,
todo esto durante 40 ciclos de degradacion. Posteriormente el TRH se disminuyo a 16 horas
(40 ciclos de degradacidon) y finalmente se fijé un TRH de 8 horas durante 30 ciclos de

degradacion. Todas estas variaciones en el tiempo de reaccion se realizaron para observar el
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comportamiento en la produccion de hidrégeno, es decir, en la composicion del biogéas y en
la produccion de biogas.

5.5.1. Efecto del TRH en la composicion del biogas

La Figura 5.8 muestra las variaciones en la composicion de Hz, CHs y CO2 que se produjeron
a lo largo de los ciclos de operacién de los distintos tiempos de retencion hidréulicos
evaluados. EI primero de ellos corresponde al TRH de 24 horas y al observar el
comportamiento de la composicion del biogas, se evidencia que al principio de esta condicion
(10 ciclos) se obtuvieron buenos porcentajes de H2 en el biogas (46 + 15%) para un sistema
de fermentacion oscura a partir de residuos solidos orgénicos (Ramos et al., 2012). Sin
embargo, la composicion de H: en el biogés fue disminuyendo conforme iban pasando los
ciclos de degradacion (18 + 5%). Adicionalmente, es interesante notar que a partir del ciclo

de operacion 29, se empez0 a detectar metano en el biogas (5 + 2.6%).
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Figura 5.8 Composicion de Ho, CHs y COzen el biogés generado en los ciclos de
operacion del reactor

Lo anterior sugiere que la concentracion de H: en el biogas durante esta condicion no se
mantuvo estable pese a que los principales parametros de operacion como temperatura, pH,
agitacion y concentracion de sustrato del influente se mantuvieron constantes. Otros autores

han reportado esta misma problematica de inestabilidad en la composicion del biogas durante
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la produccion de hidrogeno a partir de residuos organicos, en reactores que operan a largo
plazo (Kyazze et al., 2006; Tenca et al., 2011). Algunas de estas investigaciones, sefialan que
el deterioro de la concentracion de hidrogeno en el biogas se fundamenta o tiene una conexion
con los cambios en la diversidad microbiana, especialmente cuando se utiliza una
alimentacion no estéril, como es el caso de esta investigacion, la cual actia como un indculo
que aumenta la cantidad de microorganismos indeseables como los acidogénicos no
productores de hidrégeno o microorganismos consumidores de hidrégeno dentro del reactor
(Kimy Shin, 2008; Hussy et al., 2003; Jo, et al., 2007).

Adicionalmente, los reactores ASBR son capaces de separar el TRH del TRS, es decir el
tiempo promedio que los sélidos son retenidos en el reactor; por esta razén, al pasar de los
ciclos de operacion, el tiempo de retencion de solidos aumenta hasta mantenerse alrededor
de un valor que es mayor al tiempo de retencién hidraulico. Para la condicion de un TRH 24
horas, el tiempo de retencién de sélidos se mantuvo en 72 + 10 horas (ver Figura 5.9), el cual
pudo haber sido suficiente para sustentar el crecimiento de microorganismos consumidores
de hidrégeno. Mas adelante se evaluara la composicion de los metabolitos intermediarios de
la digestion asi como el estudio de la poblacion microbiana, para tener de forma mas clara el
motivo de la disminucién en la concentracion de Hz en el biogas, durante la condicién de
operacion TRH 24 horas. Finalmente, la Tabla 5.8 muestra el porcentaje acumulado de
hidrogeno en el biogéas y sefiala que el promedio de hidrégeno en el biogas para la condicion
de 24 horas fue de 24 + 15 %v/v.
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Figura 5.9 Relacién de cada TRH probado con el TRS.

62



Tabla 5.8. Porcentaje promedio de Hz, CO2 y CH4 en el biogés, para las condiciones

evaluadas.
TRH (horas)  H>% (v/v) CHs% (viv) CO2% (V/v)
24 2315 15+27 75+154
16 33+8 8+35 59+ 10
8 14+ 8 38+17 82.1+9.6

Es bien sabido que el TRH tiene un efecto sobre la produccion de hidrogeno a partir de
residuos organicos y que es caracteristico de cada sistema (Moreno-Andrade, et al. 2015),
por lo que se procedi6 a cambiar de TRH a 16 horas y ver el comportamiento de la
composicion del biogés. En la Figura 5.8 se observa el comportamiento de la composicién
de hidrdégeno en el biogas generado durante esta condicién, del ciclo 41- 45 la concentracion
de hidrogeno llegd a niveles muy bajos, siguiendo la tendencia de disminucion del TRH de
24 horas. Sin embargo, en los ciclos posteriores, la concentracion comienza a aumentar y a
mantenerse estable (una variacion no mayor 10% de la medicion anterior) desde el ciclo de
degradacion 50 al 80, con un promedio de 32.5%. Lo anterior sugiere, que la disminucion en
el TRH de 24 horas a 16 horas, favorecio la concentracion de Hz en el biogés. La diminucion
en tiempo de reaccion de los ciclos de degradacién en reactor, aument6 disponibilidad de
sustrato a degradar por unidad de tiempo, lo que se tradujo en una mayor cantidad de
hidrogeno en el biogas, debido posiblemente a que se favorecieron las rutas metabélicas hacia

la produccion de hidrégeno y no las de consumo.

Otros autores como Arooj, et al. (2008) y Chen, et al. (2009) también observaron que las
variaciones en el TRH, en reactores SBR, afectan los productos metabdlicos y la diversidad
de las poblaciones microbianas, lo que tiene un impacto directo en la composicion del biogas
obtenido. Cabe sefialar que en la condicion TRH de 16 horas siguié apareciendo metano en
el biogas, pese a la disminucion en el tiempo de retencion de lodos en el reactor, lo cual es
una sefial de que los microorganismos productores de metano pudieron haber sido inoculados
mediante la alimentacidn no estéril o que se produjo el consumo de hidrégeno para generar

metano por accion de arqueas metanogénicas hidrogenotroficas.

Finalmente, se probd una ultima condicion con un TRH de 8 horas, lo que correspondia a

ciclos de degradacion de 4 horas cada uno, en esta condicion el porcentaje de hidrégeno en
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el biogés descendiod y fue el mas bajo registrado de los tres distintos tiempos de retencién
hidraulicos probados con un promedio de 14 + 8.7% y el més alto contenido de CO» (82
9.6%), lo que le resta poder calorifico al biogas generado en esta condicion. Aunque la
disminucion del TRH se ha usado como un mecanismo biocinético para la inhibicion de
microorganismos consumidores de hidrégeno (Sivagurunathan et al., 2016), el tiempo de
reaccion en la condicion de operacion de TRH 8 horas, no fue suficiente para degradar de
forma efectiva la carga de residuos alimentada, lo que redujo la cantidad de hidrogeno en el

biogas.

De los datos obtenidos en cuanto a la composicion del biogds generados en las tres
condiciones de operacion, se puede concluir que el tiempo de retencion hidraulico tuvo un
efecto en el porcentaje de hidrogeno en la mezcla del biogas, aunque no de forma
significativa. EI mayor porcentaje de hidrégeno se consigui6 operando el reactor con un TRH
de 16 horas (8 horas de reaccién) y fue de 32.5 £ 8.7 el cual es menor a los porcentajes de
hidrogeno (52.6 = 5.2%) obtenidos por Moreno-Andrade, et al. (2015), quienes operaron un
reactor anaerobio discontinuo secuencial usando como alimentacién residuos alimenticios y
un TRH de 24 horas. Cabe destacar que el biogas generado en esta misma investigacion no
presentd metano, evidenciando la inexistencia de microorganismos metanogénicos
consumidores de hidrégeno que disminuyeran el porcentaje de Hz en el biogas. Con un TRH
de 24 horas se consiguio un porcentaje de hidrogeno en el biogas de 23 + 15% seguido del
TRH de 8 horas 14 + 8%, contando como la condicion con menor porcentaje de hidrogeno

en el biogas.

5.5.2. Efecto del TRH en la produccion volumétrica de hidrégeno y en otros parametros
de desempefio del ASBR-H>

La Figura 5.10 muestra los mililitros de hidrégeno que se produjeron, en cada uno de los
ciclos de operacion del ASBR-H> durante las diferentes condiciones de tiempos de retencion
hidraulicos. El volumen de biogas promedio generado en los ciclos de operacion del TRH de
24 horas fue de 830 £ 183 mL, seguido de 825 + 87 mL para el TRH de 16 horas y por Gltimo
el promedio de biogéas recolectado bajo el TRH de 8 horas fue de 513 62 mL. Dado que el
total del biogas generado en cada condicion de operacion fue similar, la produccion de
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hidrdgeno estuvo estrechamente relacionada con la composicion del biogas, mas que con el
volumen generado. Por lo anterior, la condicion que produjo mayor cantidad promedio de

hidrogeno por ciclo fue la del tiempo de retencion hidraulico de 16 horas: 186+70 mL de

hidrogeno.
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Figura 5.10 Produccion en mililitros de H2y CH4 durante los ciclos de operacion.

Adicionalmente, se calcul6 la tasa de produccién volumétrica de hidrégeno para los tres TRH
evaluados, la maxima se obtuvo con el TRH de 16 horas, 733 + 282 mL H,/ L-d, seguido del
TRH de 8 horas con una productividad de 383 mL H/ L-d y la menor fue la correspondiente
al TRH de 24 horas, 364 mL H»/ L-d. Dado que la produccién volumétrica se ve afectada por
el numero de ciclos al dia, se procedié a realizar cinéticas de produccion de hidrégeno para
cada condicion y asi comparar su desempefio y verificar y si el TRH tuvo una incidencia o

no en la productividad de hidrégeno.

La Figura 5.11 ilustra la produccion acumulada de hidrogeno con puntos y el ajuste a la
ecuacion modificada de Gompertz con lineas punteadas, mientras que la Tabla 5.9 muestra
los parametros cinéticos obtenidos del ajuste asi como el rendimiento de produccion de
hidrégeno con respecto a los solidos volatiles totales iniciales. En la Figura 21 se observa
claramente que el TRH afecto la produccion acumulada de hidrogeno (Hmax) siendo la
maxima de 235 + 27 mL Ha/Lreactor CON UN tiempo de reaccién de 8 horas, lo que corresponde

al TRH de 16 horas. La segunda mayor produccién acumulada se obtuvo con el TRH de 24
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horas, 140 + 15 mL Ha/Lreactor Y 1a menor corresponde al tiempo de retencién hidraulico de 8
horas con 43 £ 4 mL Ha/Lreactor. EI tiempo de latencia fue practicamente el mismo debido a
que las condiciones de operacion del reactor como temperatura, pH, agitacion y
concentracion del influente eran las mismas, sin embargo, la diferencia en el comportamiento
de la cinética de produccién de hidrogeno estuvo en la velocidad méaxima de produccion Rmax
y en la maxima produccion acumulada Hmax, 10 que sugiere, que las reacciones durante la
fermentacion, se vieron afectadas por el tiempo de reaccion haciendo que estuvieran mas

orientadas o no hacia la produccion de hidrogeno.
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Figura 5.11 Cinéticas de produccion de Ho.

Evaluando el rendimiento, se observa que la mayor cantidad de hidrégeno por solidos
volatiles totales iniciales, se produjo cuando el tiempo de reaccion fue de 8 horas (TRH 16
h), es decir, las reacciones de fermentacion estuvieron mas dirigidas hacia la generacion de
hidrégeno en esta condicion. Estos resultados, esta relacionados con los expuestos en la
seccién anterior, en los que se evidencié que la mayor concentracién de hidrégeno en el

biogas, correspondié al TRH de 16 horas.

Tabla 5.9 Parametros cinéticos y produccion volumétrica de H, a diferentes TRH.

Parametros cinéticos Yh2
TRH Hmax Rmax A
(h) (MU/Lreactor)  (ML/Lreactor.h) ) mL Ha/g SVT
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24 140 + 15 44+ 8 1.6+0.2 9.3+1.0
16 235+ 27 62 +15 1.2+0.1 15.6+1.8
8 43+ 4 13+4 1.2+0.3 2.8+0.2

Otros autores, han estudiado el efecto de la duracidn de los ciclos de operacidn en reactores
discontinuos en la produccién de hidrogeno, sefialando que el TRH puede afectar la
poblacién microbiana y los productos metabolicos, lo que incide finalmente en la produccion
de hidrégeno (Arooj et al., 2008; Piemonte, et al., 2014). En el presente trabajo, el tiempo de
retencion hidraulico tuvo un impacto en la tasa de produccion volumétrica de hidrégeno
como se observa en la Figura 5.12, siendo el méas apto para la actividad hidrogenolitica el
TRH de 16 horas. Adicionalmente, el maximo rendimiento (15.6£1.8 mL Hx/g SVT) se
obtuvo con esta misma condicion de operacion, lo que implica que mas cantidad de materia
organica (medida como sdlidos volatiles) fue digerida mediante rutas metabolicas
productoras de hidrégeno con el TRH de 16 horas que con los otros dos. En las siguientes
secciones se mostraran los resultados en cuanto a la produccién de acidos grasos volatiles y
el estudio de la poblacion microbiana, para relacionarlos con el comportamiento de la
produccion de hidrogeno.

TPVH e YH
800 - 2 - 20
T
| s } I -
- 600 . 15 4
T d g fﬁg
> £ 400 - ’ - 10 T =
=2 i -
e & A |
~ 200 - o[5S =
»
0 - - - 0
0 8 16 24

TRH (horas)

Figura 5.12 Comportamiento de la tasa de produccion volumétrica de hidrégeno (TPVH) y
el coeficiente de rendimiento (YH) dependiendo del THR. La linea punteada representa el
ajuste de los datos a un polinomio cuadrado.

La Tabla 5.10 muestra algunos parametros como la hidrdlisis, remocién de carbohidratos y

solidos volatiles, asi como el tiempo de retencion de solidos promedio, obtenidos durante la

operacion del reactor productor de hidrogeno. La hidrolisis es un pardmetro importante y
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suele ser el cuello de botella durante los procesos de digestién anaerobia, por eso es
importante conocerla como parte del desempefio de un sistema de dos etapas. La hidrolisis
permite conocer la cantidad de materia organica no soluble o material particulado en forma
de DQO total que paso a la fraccidon soluble, precisamente por la accion de bacterias
hidroliticas productoras de compuestos intermedios como acidos grasos volatiles, H, y CO>
(de Lemos C., 2007), que seran usados para producir metano y dioxido de carbono como

productos finales de la digestion anaerobia.

Tabla 5.10 Hidrdlisis, remociones y TRS de los tiempos de retencion hidraulicos

estudiados.
e Remocion de  Remociénde  Remocion
T(ﬁ;_' H'd(f,j)ol)' S5 carbohidratos SV DQOt 'I;E)S
(%) (%) (%)
24 505 80.4 + 13 61.3+5 345 72610
16 37+7 80.8+9 66.1+4 15+7 38.3+8
8 27+5 86.8 £ 15 452 +7 12+4 186+1.2

La méxima hidrdlisis del 50% se obtuvo con un TRH de 24 horas es decir, 50% del material
particulado paso a la fraccion soluble, después de la fermentacion en el reactor, aumentando
la concentracion de metabolitos secundarios como AGV Yy alcoholes disponibles para la
produccion de metano en la etapa posterior. Al disminuir el tiempo de retencion hidraulico a
16 horas, la hidrolisis se vio afectada y decreci6 hasta un 37%, lo que es un comportamiento
normal, debido a que el tiempo de reaccion es menor en esta condicién y a que el tiempo de
retencion de solidos pas6 de 72 horas a tan solo 38 horas, disminuyendo asi el tiempo de
contacto entre la materia organica y los microorganismos fermentadores. Por esta razon, la
menor hidrolisis de 27% se obtuvo con el menor tiempo de retencién hidraulico de 8 horas.
Normalmente, no se reporta la hidrélisis en sistemas de produccion de hidrégeno sino en
aquellos sistemas de hidrolisis o acidogénicos cuyo principal objetivo es hidrolizar la mayor
cantidad de materia organica, sin importar el contenido del biogas producido. Estos altimos
sistemas se logran fijando un TRH mucho maés alto que el fijado para la produccion de
hidrogeno, Bouallagui, et al.( 2003) estudiaron la hidrolisis de frutas y verduras en un reactor
discontinuo secuencial, consiguiendo porcentajes de hidrélisis superiores al 70%, sin
embargo el tiempo de retencion hidraulico fue de 72 horas, mayor al manejado en esta

investigacion.
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Por su parte, no parece haber un impacto significativo del TRH sobre la remocion de
carbohidratos, ya que se obtuvo una remocion mayor al 80% en todas las condiciones
probadas. Esto debido principalmente, a que los carbohidratos son facilmente asimilables y
son consumidos rapidamente en las primeras horas de la fermentacion por los
microorganismos antes de que acabe el ciclo de reaccidn. Pese a que la mezcla en codigestion
era heterogénea, la concentracion inicial de carbohidratos en cada uno de las condiciones,
fue practicamente la misma, por lo que en cada TRH se pudo haber producido la misma
cantidad de hidrdgeno, sin embargo, la mayor produccion de hidrégeno se registro con el
TRH de 16 horas, lo que cuenta como una prueba de que las reacciones bajo esta condicién

de operacion, estuvieron mejor dirigidas hacia la produccion de hidrégeno.

La remocion de solidos volatiles en un reactor discontinuo secuencial se lleva a cabo por la
solubilizacion de la materia orgénica por accién de los microorganismos y por la
sedimentacion que se da en el reactor, que permite obtener efluente clarificado rico en
material soluble, ademéas de la solubilizacién de la materia organica por accion de los
microorganismos (Steele, 2003). Segun los resultados obtenidos, no hay diferencia
significativa en la remocién de sélidos volatiles comparando los TRH de 24 y 16 horas,
aunque la solubilizacion fuera mayor con el TRH de 24 horas. Las condiciones de
sedimentacion dentro del reactor no fueron medidas, por lo que no se puede relacionar este
pardmetro con la remocién de sélidos volatiles. La menor remocion de sélidos volatiles se
presentd con el TRH de 8 horas, lo cual puede estar relacionado con la baja solubilizacion de
la materia organica, ademas la menor retencion de sélidos volatiles dentro del reactor, indica
que bajo el TRH de 8 horas pudo haber un lavado progresivo de la biomasa productora de
hidrogeno, lo que se relaciona con la baja productividad de hidrogeno en esta condicién de

operacion.

La remocion de DQO total, fue mayor para el TRH de 24 horas debido a que en esta condicion
de operacion, una mayor cantidad de la DQO total pasé a la fraccidn soluble, ademas la
mayor remocion de solidos promovio la produccién de un efluente mas clarificado con una

menor concentracion de DQO total.
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Finalmente, tanto la remocién de sélidos volatiles como de DQO total estuvo asociada al
tiempo de retencidn de solidos dentro del reactor (Kim, Han, y Shin, 2008), el cual fue de 72
horas aproximadamente con un TRH de 24 horas, bajo esta condicion la materia organica

estuvo mas tiempo en contacto con los microorganismos encargados de degradarla.
5.5.3. Produccién de metabolitos secundarios en la fermentacion.

La produccion de metabolitos secundarios solubles obedecié a la actividad hidrolitica y
acidogénica de los microorganismos en el reactor, las concentraciones promedio para cada
tiempo de retencion hidraulico, se encuentran resumidas en la Tabla 5.11. Para apreciar mejor
la cantidad generada de cada metabolito durante la fermentacion a diferentes condiciones de
operacion, se debe observar la Figura 5.13. Tanto en la tabla como en la gréafica, se muestran
los metabolitos solubles del efluente del reactor, algunos de ellos pueden relacionarse con la
produccion o consumo de hidrégeno, mientras que otros simplemente se generan a partir del
consumo de sustrato pero no producen ni consumen hidrdgeno. Para aclarar este punto, se
muestran las principales reacciones quimicas involucradas en la fermentacion oscura en la

siguiente tabla:

Tabla 5.11 Principales reacciones quimicas involucradas en la fermentacion oscura.

Ce¢H1206 + 4H,0-> 2 Acetato + 2HCOs- + 4H; + 4H+ Reaccion (1)
Ce¢H1206 + 2H,0 > Butirato + 2HCOs + 2H; + 4H+ Reaccion (2)
C6H1206+2 H2~> 2 Propionato + 2H,0 + H* Reaccion (3)
CO;+ 4H; - Acetato + 2H,0 + H* (Homoacetogénesis) Reaccion (4)
CO;+ 4H; > Metano + 2H;0 Reaccion (5)

Adaptado de Guo, et al., 2010 y Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009.

A partir de esta tabla, es posible establecer que la mayor cantidad de hidrégeno es producida
cuando el sustrato es utilizado para generar acetato, seguido del butirato. Mientras que otras
reacciones como la produccion de propionato o incluso la produccion de acetato por via

homoacetdgenia, consumen el hidrégeno generado.
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Tabla 5.12 Concentracion de los metabolitos solubles en el efluente del reactor durante los
diferentes TRH

Concentracion total de metabolitos solubles
Acetato  Butirato Etanol Propionato i-butirato Valerato i-Valerato Caproato Butanol Lactato

TRH

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

24 h 1510 337 240 838 30 74 0.0 0.0 0.0 250
16 h 1178 604 235 235 13 146 27 30 0.0 300
8h 543 341 163 0.0 260 0.0 0.0 0.0 380
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Figura 5.13 Produccidn de los principales metabolitos solubles durante la fermentacion

Se puede observar en la Figura 5.13 que para los tres tiempos de retencion evaluados, el
principal metabolito generado fue el acetato, sequido del butirato para el TRH de 16 y 8
horas, excepto para el TRH de 24 cuyo segundo metabolito mas producido fue el propionato.
El acetato y el butirato son los AGV mas estrechamente ligados a la produccion de hidrégeno,
mientras que la presencia de otros metabolitos como el propionato, indica el consumo del

mismo hidrégeno generado.

La mayor produccion de acetato se obtuvo con un TRH de 24 horas (1510 + 155 mg/L); sin
embargo la produccién de hidrogeno no fue la mayor bajo esta condicion. La acumulacion
de acetato en el medio, no implica necesariamente una mayor produccion de hidrégeno, ya
que varias especies microbianas pueden convertir H2 y CO> en acetato (reaccion 4). Dichas
especies incluyen microorganismos homoacetogénicos que reducen el CO2 a acetato

mediante la via acetil Co-A. Adicionalmente, la produccion de hidrogeno en esta condicion
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se vio afectada por la generacion de propionato (838 + 87 mg/L) , un metabolito que es
producido a partir del consumo de sustrato e hidrégeno (Reaccion 3) (Motte et al., 2013).

Al disminuir el tiempo de retencion hidraulico a 16 horas, la generacion de propionato
disminuyé (235 + 30 mg/L), aumentando al mismo tiempo la produccién de butirato (604 +
90 mg/L), el cual es favorable para la obtencion de hidrégeno. Este hecho se vio reflejado en

una mayor tasa de produccién volumétrica hidrégeno para esta condicion de operacion.

Al probar el Gltimo TRH de 8 horas, el tiempo de reaccion en cada ciclo era de 4 horas, lo
que redujo la concentracién de metabolitos solubles en el efluente y la produccion de
propionato (527 + 200 mg/L), comparado con la de acetato y butirato obtenidos en esta
misma condicion de operacién, volvio a ser significativa, lo que no fue beneficioso para la
produccion de hidrogeno. Asi mismo, la concentracion de metabolitos solubles asociados al
consumo de sustrato pero no a la produccion de hidrégeno como el lactato, etanol y valerato
se volvieron significativas en esta condicion de operacién, por lo que la reduccion en el
tiempo de reaccion promovio el consumo de sustrato no asociado a la generacion de

hidrégeno.

Haciendo un balance molar teérico entre el hidrogeno producido o consumido por la
produccidn de acetato, propionato, butirato a partir de la glucosa y la cantidad de hidrégeno
producido experimentalmente en cada condicion de operacion, se demostré que la diferencia
entre el hidrégeno tedrico producido y el obtenido experimentalmente (23, 12 y 4 mmol/L,
para los TRH de 24, 16 y 8, horas respectivamente) se debi6 al consumo del mismo por
bacterias homoacetogénicas. Este fendmeno se present6 en todos los tiempos de retencion
hidraulico, siendo mayor para el TRH de 24 horas. Usualmente, los microorganismos
homoacetogénicos aparecen cuando la presion parcial de hidrogeno es perjudicial para los
microrganismos productores de acetato, por lo que al consumir hidrogeno mantienen una
presién parcial de hidrégeno baja, aumentando la concentracion de acetato en el medio
(Zeikus, 1977).

Cabe destacar que el metano producido durante la operacion del ASBR-H: se atribuyo a la

accion de microorganismos metanogénicos hidrogenotroficos y se tuvo en cuenta en el
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balance realizado. En todos los TRH evaluados la produccion hidrégeno se vio afectada por
la generacién de metano por parte de estos microorganismos, se esperaba que la disminucion
en el tiempo de reaccion o en el TRH fuera suficiente para eliminar los microorganismos
metanogénicos hidrogenotréficos, pero la actividad metanogénica continu6 de forma

independiente al TRH.

5.6. Operacion del reactor productor de metano (ASBR-CHy4)

El efluente del reactor productor de hidrégeno fue recolectado y caracterizado (Ver Tabla
5.12) para ser usado como influente del reactor productor de metano, operado en modo
discontinuo secuencial como se describié en la metodologia. Los tiempos de reaccion y por
ende los tiempos de retencion hidraulicos fueron variables, dependiendo de la remocién de

DQOs, mayor o igual al 90%.

Tabla 5.13 Caracterizacion del sustrato para la produccién de metano.

Parametros
ST (g/L) 2.0+0.78
SV (g/L) 1.7+0.8
AGV’s (g/L) 3.3t 0.5
DQO t (g/L) 13.2+2.4
DQO s (g/L) 3.4+0.3
Proteinas t (g/L) 0.8+0.1

Proteinas solubles (g/L) 0.1+ 0.03
Carbohidratos t (g/L) 1.3+ 0.05
Carbohidratos s (g/L)  0.02+0.0

La composicion del biogas generado en cada ciclo de reaccidn del reactor metanogénico, se
encuentra graficada en la Figura 5.14. La maxima composicion de metano fue de 83% y la
minima de 50%, en promedio la composicion fue de 65+8% lo que representa la composicion

normal del biogas producido en un proceso de digestion anaerobia (Batstone y Jensen, 2011).
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Figura 5.14. Composicién del biogas generado en cada ciclo de operacién o reaccion.

Durante la operacién del reactor metanogénico se realizaron las cinéticas de produccion de
biogas durante los ciclos de operacion, el tiempo de reaccion se detuvo cuando alcanz6 una
remocion mayor o igual al 90% de la DQO. La Figura 5.15 muestra la produccién acumulada
de metano, asi como el ajuste con ecuacion de Gompertz y los parametros cinéticos
obtenidos. Las cinéticas de produccion de metano fueron similares en cada ciclo, alcanzando

valores de alrededor de 2600 ml de metano por litro de reactor.

La fase de latencia en todos los casos fue menor a las 24 horas y la fase estacionaria se
alcanzaba después de las 50 horas de digestion. Las similitudes en las cinéticas de reaccion
se atribuyen la naturaleza del sustrato hidrolizado que fue facilmente digerible para los
microorganismos, adicionalmente, otros autores han reportado que los lodos de purga ayudan
al proceso digestivo en la produccién de metano cuando son usados como co-sustrato con los

residuos alimenticios (Stroot, et al., 2001)
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Figura 5.15 Produccion acumulada de metano y ajuste de Gompertz.

En la Tabla 5.13 se observa el desempefio general del reactor, los tiempos de retencion
hidraulicos variaron entre 8 y 10 dias, mucho menores a los tiempos de retencion que se
emplean en reactores de una sola etapa para la produccion de metano, los cuales son mayores
a 15 dias (Nathao, et.al., 2013). La remocién de DQO total fue mayor al 80%, la remocién
de sélidos volatiles fue superior al 70% y similar a las obtenidas en otros estudios (Jung et
al., 2013; Siddiqui et al., 2011). Por altimo, el rendimiento de produccion de metano fue del
82% del rendimiento tedrico a partir de glucosa en un proceso de fermentacion (Pabon
Pereira, et al., 2013) , lo que se tradujo en una muy buena produccién volumétrica.

Tabla 5.14 Desempefio general del reactor metanogénico.

= 6n d R iond
TRH erEchg? € emos‘i'/on ® MLCHJ/gDQOt  MLCH4/Lreactor/d

8-10d 89% + 4 74% + 9 288 + 15 809+ 80

La Tabla 5.15 muestra el comparativo de estudios realizados con residuos de alimentos, en
algunos casos en codigestion con lodos de purga y en otros sin co-sustrato, para la produccion

de metano e hidrdgeno en sistemas de dos etapas.
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Tabla 5.15. Comparativo de estudios de sistemas en dos etapas para la produccién de
hidrogeno y metano.

Sustrato Tipo de reactor T(eorcn:;) ' T(F;;_I mL/L.d Ref.
H, CHi H CHs H; CHq H, CH,

RA-LP Lote ASBR 35 35 2 15 480 1100 [1]
RA CSTR CSRT 35 35 5 20 180 330 [2]
RA LBR UASB 3 35 04 06 980 1700 [3]

RA-LP ASBR ASBR 35 35 0.6 8 705 809 [4%]

RA: residuos de alimentos, LP: lodos de purga, LBR: Reactor de lecho fijo. [1] Jung et al., 2013, [2] Kim et al.,
2008 [3] Nathao et al., 2013 [4*] El presente estudio.

Cabe destacar que en su mayoria, los estudios realizados hasta el momento en sistemas de
codigestion de residuos de alimentos con lodos de purga, se han llevado a cabo en sistemas
por lote con el fin de obtener una mezcla de residuos que maximice la produccion de biogas,
pero estos ensayos no se han repetido varias veces para evaluar el efecto de la operacién de
los reactores a largo plazo. Los resultados obtenidos en este trabajo fueron mas favorables
para la produccion de hidrégeno que los obtenidos por Jung et al. (2013) y Kim et al. (2008),
y menores comparados con los que logré Nathao et al., (2013). En cuanto al desempefio del
reactor productor de metano, en todos los estudios se reporta que no hubo mayores
variaciones en la composicion del biogas y la produccion se mantuvo estable a lo largo del
tiempo de operacién. La tasa de produccién de metano en la segunda etapa de este estudio,
es similar a la que consiguieron Jung et al. (2013), quienes usaron un ASBR y el digestato

generado en la codigestion de lodos de purga y residuos alimenticios.
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Capitulo 6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1. Conclusiones

La adicion de pequefias cantidades de lodos de purga mejora el desempefio de la
produccion de H» a partir de residuos alimenticios. Ya que aumento la produccion de
acumulada de hidrdgeno, la remocidn de sélidos volatiles y la remocidn de carbohidratos.
La mezcla con la que se obtuvieron los resultados més satisfactorios fue de 90% residuos
alimenticios y 10% lodos de purga en relacion p/p, con una concentracion inicial de
solidos de 10 g SVT/L.

La méxima tasa de produccién volumétrica de hidrégeno fue de 733 + 282 mL Hj/L-d
seguido del TRH de 8 horas con una productividad de 383 mL H/L-d y la menor fue la
correspondiente al TRH de 24 horas, 364 mL Ha/L-d.

El tiempo de retencidn hidraulico favorecié de las rutas metabdlicas hacia la produccion
de metabolitos ligados a la generacion de hidrdgeno, especificamente el TRH de 16 horas
fue el mas adecuado para la produccion de hidrogeno, por lo que en esta condicién de

operacion se obtuvo el mayor porcentaje de Hz en el biogas del 33 £ 8%.

La hidrolisis de la materia organica que se da en el reactor productor de hidrégeno facilita
la actividad metanogénica en la segunda etapa, favoreciendo la productividad de CHa y
la disminucion de tiempo de retencion hidraulico. La tasa de produccion volumétrica de
metano fue de 809 mL CH4/L-d, con un rendimiento de 288 + 15 mL CH4/gDQO, lo que
representa un 82% del rendimiento teérico de produccién de metano, demostrando el

buen desempefio de la etapa metanogénica.
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6.2. Recomendaciones

v Dado que la hidrolisis en la primera etapa de esta investigacion fue menor al 30%,
seria Util comparar este estudio, con un sistema de dos etapas, en el cual el objetivo
de la primera etapa sea la hidrolisis y no la produccion de hidrdgeno, con tiempos de
retencion hidraulico méas largos, y comparar los balances energéticos de ambos

sistemas.
v' Usar un consorcio con una mayor densidad poblacional de microorganismos
productores de hidrégeno o realizar una bioaumentacion de la comunidad microbiana

productora de hidrogeno durante la operacion del reactor.

v Monitorear la presion parcial de hidrégeno en el medio, para evitar la inhibicién de

produccién de hidrégeno por este parametro.

v Probar con una concentracion de alimentacién menor a 15 gSVTI/L, y ver si el

sistema es capaz de realizar una mejor hidrolisis y producir mas hidrégeno.
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