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PRODUCCION DE H, Y ETANOL A PARTIR DE SUBPRODUCTOS DE MAIz
EN UN PROCESO DE FERMENTACION EN DOS ETAPAS

Resumen aprobado por:

Idania Valdez Vazquez

Se estudi6 la produccién de hidrégeno y etanol a partir de la fermentacion
en dos etapas de un sustrato lignocelulésico. Se montaron reactores acidogénicos
para estudiar el efecto del tiempo de retencion hidraulico (TRH, 60, 120 y 240 h) y
la concentracion de sustrato (25, 50 y 100 g/L) sobre la produccion de hidrogeno
mediante un disefio factorial completo, 3°. Se encontr6 que estos dos factores
tuvieron un efecto significativo sobre la tasa de crecimiento, productividad de H, y
productividad especifica de H..

La concentracion de sustrato tuvo un efecto positivo sobre las variables de
respuesta, por lo que los mejores resultados se obtuvieron con una alimentacion
de 100 g/L. El TRH tuvo un efecto inverso, donde la mayor tasa de crecimiento y
productividades de H, se lograron a un TRH de 60h. Es por ello, la mayor
productividad de hidrogeno (482 mLH,/(kg*d)) y productividad especifica de
hidrogeno (58 mLH,/(ug*d)) se alcanzaron a un TRH de 60 h y 100 g/L. Bajo estas
mismas condiciones, se obtuvieron las mayores velocidades de remocion de
sustrato donde hubo un mayor consumo de celulosa por sobre la hemicelulosa, a
pesar de que la actividad xilanolitica fue mayor a la celulolitica. En esta etapa, los
reactores con mayores productividades de hidrogeno lograron una remocion de
sustrato del 50% de los carbohidratos presentes.

Se demostré que fue posible continuar la biotransformacion del sustrato
residual a través de una segunda etapa de fermentacion de tipo solventogénica,
donde se logré una produccién maxima de 104 mg etanol/g sustrato en reactores
alimentados con 80 g/L de sustrato residual y operados a un TRH de 120h.

Con estas dos etapas de produccion de biocombustibles, se logré recuperar
3.3 kJ/gsustrato, COrrespondiente al 24.64% de la energia contenida en los residuos
de maiz.

Palabras Clave: acidogénesis, solventogénesis, tiempo retencion hidraulico.



ABSTRACT

HYDROGEN AND ETHANOL PRODUCTION FROM CORN BYPRODUCTS
IN A TWO-STAGE FERMENTATION PROCESS

Hydrogen and ethanol production in two-stage fermentation from a
lignocellulosic substrate was studied. Acidogenic reactors were operated to study
the effect of the hydraulic retention time (TRH, 60, 120 y 240 h) and substrate
concentration (25, 50 y 100 g/L) on hydrogen production using a complete factorial
design, 3% It was found that these two factors had a significant effect on the growth
rate, H, productivity and H, specific productivity.

Substrate concentration had a positive effect on the response variables,
where the highest results were obtained with a feeding of 100 g/L. On the other
hand, the TRH had an inverse effect, where the highest growth rates and hydrogen
productivities were reached at 60h TRH. The highest hydrogen productivity (482
mLH,/(kg*d)) and specific hydrogen productivity were reached at 60h TRH and 100
g/L. Under the same conditions, the highest substrate removal rates were
obtained; where the main removed substrate was cellulose instead hemicellulose,
although xylanolytic activity was higher than cellulolytic ones. At this stage, the
reactors with the highest hydrogen productivities achieved a substrate removal
around 50%.

It was shown that it was possible to continue the biotransformation of
residual substrate through a second type-solventogenic fermentation, which the
ethanol production was 104 mg/g in reactors fed with 80 g/L of residual substrate
and operated at 120 h HRT.

With a two-stage fermentation for biofuel production, it was recovered 3.3
kJ/Qsubstrate, COrresponding to 24.64% of the energy contained in the substrate.

Keywords: acidogenesis, hydraulic retention time, solventogénesis.
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[. Introduccidn

A través de las investigaciones realizadas por el Panel Intergubernamental de Cambio
Climatico (IPCC), se reconoce que la composicion natural de la atmdsfera terrestre se ha alterado
debido a la emision de gases de efecto invernadero a consecuencia de las actividades
antropogeénicas (Bogner, et al., 2008; Keller, 2007). Los seres humanos estamos expuestos al
cambio climatico de manera directa por cambios en la frecuencia e intensidad de fendmenos
meteorologicos, e indirectamente por cambios en la disponibilidad de agua, calidad del aire,
alteracion de los ecosistemas, la cantidad y calidad de alimentos lo que finalmente influye en la
agricultura y economia (IPCC, 2007). En esta fase inicial, los efectos parecen ser imperceptibles, sin
embargo, de seguir el mismo patron, las consecuencias del calentamiento global podrian ser
catastréficas, cambiando el clima regional y global junto con los parametros relacionados con el
clima, tales como la temperatura, precipitacion, humedad de suelos y el nivel del mar; algunas
comunidades humanas se volverdn mas vulnerables a riesgos como tormentas, inundaciones y
sequias por mencionar algunas (BBC, 2007). Este escenario esta aunado a la problematica de la
reduccion de los recursos energéticos petroleros debido su sobreexplotacién, que ha llevado al
incremento de precio de los combustibles fosiles hasta niveles nunca antes vistos. Estos dos
hechos, han estimulado el desarrollo de nuevas alternativas energéticas que sirvan como sustituto
parcial o total a los combustibles fésiles, con el fin de detener el calentamiento global y asegurar el
suministro energético. Segun Hill y colaboradores (2006), estas nuevas tecnologias deben cumplir
los siguientes requisitos para ser viables: ser renovables, proporcionar una ganancia neta de
energia, tener beneficios para el medio ambiente, y ser econdmicamente competitivas, ademas de
ser generadas en grandes cantidades sin reducir el suministro de alimentos. Entre las diversas

opciones disponibles, la biomasa es una fuente que cumple con las requisiciones anteriores.

|.I Biomasa

La biomasa desde un sentido amplio se define como toda la materia viva o recién muerta
que tiene su origen de un proceso bioldgico (Ramos, 2008), no incluye petréleo. En los ultimos afios,
ha cobrado importancia debido a su potencial como fuente de energia alternativa. Este potencial

radica en su capacidad de almacenar energia solar capturada a través de las plantas durante la


http://www.ipcc.ch/about/about.htm

fotosintesis, de esta forma la energia solar se convierte en moléculas orgénicas portadoras de
electrones y energia. Las moléculas organicas pueden ser homogéneas en forma de carbohidratos
simples como los presentes en el maiz y la cafia de azlcar y en otros casos estas moléculas
organicas pueden formar matrices complejas heterogéneas formadas por celulosa, hemicelulosa y
lignina (Rittman, 2008). Debido a que la biomasa se produce a través de una influencia directa de la
energia solar, es renovable y rica en carbohidratos lo cual le brinda la posibilidad de ser convertida
de manera eficiente en biocombustibles a través de una gran variedad de microorganismos. Se ha
manifestado que el uso de biomasa como fuente de energia contribuye a la reduccion de gases de

efecto invernadero y la energia recuperada contribuye al desarrollo sustentable (Lin y Tanaka, 2006).

L.LI. Clasificacion de la biomasa y potencial

Segun Castells (2005), la biomasa puede ser clasificada por su origen como sigue:

e Biomasa natural: es aquella producida en los ecosistemas naturales, como bosques.

e Biomasa residual: son aquellos subproductos derivados de las actividades agricolas,
ganaderas y forestales. También se incluyen en este grupo los materiales
biodegradables de origen domeéstico como residuos sélidos, aguas residuales y lodos
generados de las plantas de tratamiento.

o Cultivos energéticos: aquellos constituidos por cultivos vegetales que estan destinados

exclusivamente a su aprovechamiento energético.

En México se estima que se generan alrededor de 150 millones de toneladas de biomasa,
de las cuales el 71% corresponde a residuos agricolas e industriales de cultivos de maiz, cebada,
trigo, cafia de azucar, frijol, sorgo y girasol (Masera, et al., 2005); con un contenido fibroso de
material lignocelulésico que va del 60-90% aproximadamente (Gonzalez-Mufioz, s/a). Este trabajo se
ha centrado en el uso de biomasa residual, especificamente en los subproductos agricolas para la
generacion de biocombustibles.

La utilizacién de este tipo de biomasa tiene un doble beneficio, ya que el producto de la
cosecha puede ser destinado para alimentacién humana mientras que los subproductos son
destinados a la produccién de energéticos. Actualmente, la biomasa residual tiene como principales
usos la alimentacion de ganado, combustion directa, gasificacion y pirdlisis. Sin embargo, no toda la



biomasa residual es aprovechada y en algunos casos ésta es abandonada en campo (Maki, et al.,
2009) y en muchas ocasiones son quemados para evitar incrementar los costos procedentes de su

disposicion (Quintero-Montero y Moncada-Aguilar, 2008; Cortez, 2009).

L.LIl. Estructura de la biomasa lignocelulésica

La lignocelulosa es el componente estructural de todas las plantas, tiene 3 componentes
principales: celulosa, hemicelulosa y lignina. En menor proporcion, también contiene cenizas,
proteinas, pectinas, almidén y lipidos.

La celulosa o B-1-4-glucano es un homopolimero lineal de glucosa compuesto de unidades
de celobiosa. Las cadenas de celulosa estan unidas por puentes de hidrogeno, interacciones
hidrofébicas y por puentes de van der Waals, el alineamiento paralelo de estas cadenas lleva a una
estructura cristalina conocida como microfibrillas (Dashtban, et al., 2009). Estas microfibrillas estan
entrelazadas con cadenas de hemicelulosa, pectinas y estan cubiertas por lignina. La hemicelulosa,
el segundo polimero importante en la lignocelulosa, es un heteropolimero de pentosas que contiene
como azucar predominante manosa en maderas blandas y xilosa en maderas duras y residuos
agricolas. Otros azucares presentes en la hemicelulosa son arabinosa, galactosa, glucosa y
ramnosa, ademas de pequefias cantidades de acido glucurénico, acido metil glucurénico y acido
galacturonico. En contraste a la celulosa, la cual es cristalina y fuerte, la hemicelulosa tiene una
estructura mixta, amorfa y ramificada (Taherzadeh y Karimi, 2008; Dashtban, et al., 2009).
Finalmente, la lignina es un heteropolimero amorfo formado de unidades de fenilpropano con grupos
aromaticos como guaiacil, siringil y fenilpropano (Moran, et al., 2008) y esta unida a los polisacaridos
de la planta a través de enlaces covalentes (Puri, 1983). La estructura tridimensional de la
lignocelulosa le confiere una alta resistencia a la biodegradacion, donde la lignina es el componente
mas recalcitrante de la pared celular (Taherzadeh y Karimi, 2008).

La composicion predominante de carbohidratos en la biomasa lignocelulésica le confiere un
gran potencial para la produccion de biocombustibles liquidos como el bioetanol y gaseosos como el
biohidrégeno, ambos obtenidos mediante su fermentacion anaerobia. Por su origen biologico, ambos
biocombustibles ofrecen una diversidad de ventajas sobre los combustibles fosiles: provienen de una
fuente renovable que no compite con la alimentacion humana ni bovina y ofrece una alternativa para

reducir las emisiones de CO,.



Il Etanol

El etanol o alcohol etilico (CoHsOH), es un liquido incoloro, biodegradable, y de baja
toxicidad. En la actualidad es el combustible mas importante en términos de valor en el mercado
(Taherzadeh y Karimi, 2008). Al quemarse produce dioxido de carbono y agua siendo un
combustible de alto octanaje. Cuando se combina con gasolina tiene la capacidad de incrementar el
octanaje de la mezcla, haciendo mas eficiente la combustién debido a una mejor oxigenacién, lo que
resulta en una reduccion de las emisiones contaminantes. Otras ventajas que presenta el uso del
etanol como biocarburante es que en caso de derrame, su caracteristica biodegradable reduce el
impacto al ambiente en comparacion con el petroleo. También al ser un aditivo oxigenante que
sustituye a otros aditivos nocivos para la salud como el plomo y el etil-terbutil-éter, se disminuyen los
riesgos de cancer y los efectos nocivos a las capacidades mentales en nifios (BBC, 2007; IICA,
2007).

[1I.1 Produccion de etanol via fermentacion

La generacion, comercializacion y aprovechamiento de etanol a partir de biomasa o
bioetanol ha cobrado auge en afios recientes en paises como Brasil y Estados Unidos, principales
productores a nivel mundial. El bioetanol es generado via fermentacion de glucosa proveniente de la
cafia de azucar en el caso de Brasil, y almidon de maiz en Estados Unidos (Lin y Tanaka, 2006). El
bioetanol es utilizado en mezclas con gasolina que van del 5% hasta el 15%. Estas mezclas son
utilizadas en vehiculos automotores sin requerir de grandes modificaciones en el tren motriz, lo cual
ha sido la razén por la cual el bioetanol es el principal biocombustible utilizado en nuestros dias.

El empleo de celulosa como sustrato para la produccién de bioetanol ha cobrado importancia
debido a que este tipo de biomasa es la mas abundante y menos utilizada en el mundo. Anualmente,
se generan alrededor de 200 billones de toneladas de biomasa lignocelulésica, de las cuales entre 8
y 20 billones de toneladas son accesibles para su conversion en biocombustibles (Lin y Tanaka,
2006). Como se menciond anteriormente, la lignocelulosa es un sustrato muy complejo de
estructura cristalina y altamente compacta, por lo que es resistente al ataque bioldgico. Por otra
parte, las uniones fuertes de tipo covalente de la lignina con la hemicelulosa favorecen la
compactacion de la molécula (Gray, et al., 2006) e impide su degradacion por parte de

microorganismos. Es por ello que una gran variedad de estudios realizados en todo el mundo se han



centrado en superar la limitante mas importante en el uso de este sustrato, su alto grado de

complejidad. El proceso propuesto para la conversion de biomasa lignocelulosica en bioetanol

comunmente incluye las siguientes etapas: i) pre-tratamiento de la biomasa lignocelulésica, ii)

hidrélisis o sacarificacion de la celulosa recuperada a mondémeros de glucosa y por ultimo, iii) la

fermentacion de la glucosa mediante cultivos axénicos (Sédnchez y Cardona, 2008).

III.1.| Pre-tratamiento de la biomasa

Durante el pre-tratamiento de la biomasa lignocelulésica, la hemicelulosa es hidrolizada y la

lignina es liberada o degradada logrando disminuir el grado de cristalinidad, de forma que se hace

mas accesible al ataque enzimatico (Olofsson, et al., 2008). En la Tabla | se resumen las propuestas

para el pre-tratamiento de materiales lignocelulosicos lo cuales abarcan métodos fisicos, quimicos,

fisicoquimicos y biolégicos (Olofsson, et al., 2008; Sanchez y Cardona, 2008; Taherzadeh y Karimi,

2008).

Tabla I. Métodos propuestos para el pre-tratamiento de biomasa lignocelulésica

para la produccién de bioetanol.

Pre-tratamiento

Descripcion

Fisico

Quimico

Fisicoquimico

Bioldgico

Consiste en moler la biomasa para reducir la cristalinidad de la celulosa, facilitando su
acceso. Es un método caro.

Emplea quimicos como ozono, acidos, bases, perdxido y solventes organicos. En el caso
del pre-tratamiento con acido sulfdrico, hidrolizan una fraccién de hemicelulosa mientras
que dejan intacta a la celulosa y a la lignina. Los tratamientos alcalinos tienen un efecto
sobre la lignina pero dejan intacta a la hemicelulosa y celulosa. El uso de estos
tratamientos puede formar productos con posibles efectos inhibitorios sobre los
microorganismos fermentativos.

El método mas usado es la explosion a vapor. El vapor saturado a altas presiones causa
una reaccion de autohidrolisis, en la cual parte de la hemicelulosa y lignina se convierten
el oligosacaridos solubles. Los factores como el tiempo de residencia, temperatura,
tamafio del sustrato y humedad tienen un efecto sobre los resultados.

Se utilizan microorganismos para degradar a la lignina como Phanerochaete
chrysosporium. Sin embargo, el proceso es lento, y depende del contenido de lignina y

hemicelulosa los cuales estan asociados al tipo de planta, edad, método de cosecha, etc.

Gray, et al., 2006; Olofsson, et al., 2008; Sanchez y Cardona, 2008; Taherzadeh y Karimi, 2008.



LILLII Hidrélisis o sacarificacion de celulosa

Una vez aplicado el pre-tratamiento a la biomasa lignocelulosica, se recupera la fraccion
solida que corresponde a la celulosa que posteriormente debe hidrolizarse para romper su estructura
compleja y producir mondmeros de glucosa que finalmente seran metabolizados por los
microorganismos. Los métodos cominmente utilizados son la hidrélisis acida y biolégica (Guarnizo,
et al. 2009), donde ésta Ultima puede realizarse con enzimas provenientes de microorganismos
como Trichoderma reesei, Aspergillus niger, Clostridium botyricum. Estas enzimas llamadas
celulasas comprenden 3 tipos: i) endoglucanasas quienes rompen enlaces internos f-1,4
glucosidicos, ii) exoglucanasas que actian en los extremos de las cadenas de celulosa para liberar
cadenas cortas de oligosacaridos, y iii) B-glucosidasas que hidrolizan celooligosaaridos solubles a

glucosa (Gray, et al., 2006).

LILLII Fermentacion del hidrolizado

Los principales carbohidratos fermentables a etanol son glucosa y xilosa, obtenidos de la
hidrélisis de la celulosa y hemicelulosa, respectivamente (Lin y Tanaka, 2006; Olofsson, et al., 2008).
La fermentacion de glucosa se realiza eficientemente por la levadura Saccharomyces cerevisiae,
utilizada en forma casi generalizada (ver Tabla Il). En contraste, el aprovechamiento de la xilosa
resulta un reto, ya que a pesar de que muchos microorganismos la pueden utilizar como fuente de
carbono, pocos pueden fermentarla a etanol. Se han probado una gran variedad de
microorganismos y se ha comenzado a utilizar nuevos géneros en la produccion de bioetanol a partir
de xilosa como los son: Zymomonas, Spirochaeta, Erwinia, Escherichia, Klebsiella y Clostridium,
éste ultimo cuenta con especies capaces de hidrolizar la celulosa para después fermentarla a etanol
(Lin y Tanaka, 2006).



Tabla Il. Microorganismos utilizados para la produccion de etanol via fermentacion.

Especielcepa Temperatura oH Fuente de Etanol
(°C) carbono (g/L)
Saccharomyces cerevisiae 27817 30 55 Glucosa 51-91.8
S. cerevisiae L-041 30-35 - Sacarosa 25-50
S. cerevisiae 181 27 6.0 Glucosa -
‘S.cerevisiae UO-| (agrobia) 3 50  Sacarosa -
S. cerevisiae V5 24 - Glucosa -
S. cerevisiae ATCC 24860 30 45 Melaza 5-18.4
'S.cerevisiae Baker 30 45 Azicar 53
S. cerevisiae Baker 28 5.0 Sacarosa 96.71
S. cerevisiae Fiso 30 5.0 Galactosa 4.8-36.8
‘S.cerevisiael52 30 50  Galactosa 24320
S. cerevisiae A3 30 5.0 Galactosa 27
S. cerevisiae KRig 30 6.0 Sacarosa 42
‘S.cerevisiae GCAIl 3 6.0  Sacarosa 25
S. cerevisiae GCB-K5 30 6.0 Sacarosa 70
S. cerevisiae CM1237 30 6.0 Sacarosa 13.7
‘S.cerevisiae23%9 30 55  Glucosa 48
Kluyveromyces fragilis 27774 30 5.5 Glucosa 48.96
K. fragilis 30017 30 55 Glucosa 48.96
‘K.marxianus 30016 30 55  Sacarosa - 444
Candida utilis 30091 30 5.5 Glucosa 44 4
Pachysolen tannophilus ATCC-32691 30 45  CGlucosalxilosa 7.8

Adaptado de Lin y Tanaka, 2006

Como se ha aludido, en la produccion de bioetanol a partir de la fermentacién de biomasa

lignoceluldsica, son requeridos una serie de pasos; primero, se separan los carbohidratos de la

lignina mediante una hidrdlisis, y dentro de este mismo paso o por separado, se realiza la

sacarificacion que permite hidrolizar los polisacaridos (celulosa y hemicelulosa) hasta sus unidades

monomeéricas, segundo, continda la fermentacion (unidades separadas de hidrélisis/sacarificacion y

fermentacion). Alternativo a este proceso, se han desarrollado otros trabajos en los cuales la



hidrélisis/sacarificacion y fermentacion se llevan a cabo de forma simultdnea (Hahn, et al., 2006), lo

que permite optimizar el proceso a través de beneficios en tiempo y costo.

LIl Hidrégeno

El hidrogeno es un gas diatdmico que bajo condiciones normales es incoloro, inodoro e
insipido. Es uno de los constituyentes principales del agua y de toda la materia organica, y esta
distribuido ampliamente en la Tierra y en el universo (BBC 2007; IICA, 2007). Tiene el contenido
energético masico mas alto que cualquier otro combustible, siendo casi tres veces mayor en
comparacion con la gasolina (Turner, et al. 2008, ver Tabla Ill). Como combustible, tiene ventajas
ambientales notables ya que su unico producto tedrico de combustion es el agua y bajo ciertas
condiciones, 6xidos de nitrdgeno que pueden ser facilmente controlables (Saratale, et al., 2008). Se
considera que el hidrégeno jugard un papel importante en el abastecimiento energético en las
décadas venideras. Su explotacion comercial se mantiene a la expectativa del desarrollo e

implementacion de nuevas tecnologias de uso, almacenamiento y transporte (Antoni, et al., 2007).

Tabla Ill. Contenido energético de diferentes tipos de combustibles.

Combustible Conten(ilt\jﬂ?]ltle(r;(;rgético
Hidrdégeno gaseoso 120
Hidrégeno liquido 120
Carbodn (antracita) 15-19
Gas Natural 33-55
Gasolina 42-45
Diesel 42.8
Petréleo (Nafta) 40-43
Bio-diesel 37
Etanol 21

Saratale, et al., 2008



IIIl.I Produccién de H, via fermentacion.

El hidrogeno puede producirse a través de una gran variedad de procesos: de tipo fisico,
quimico y biolégico. El proceso bioldgico ha llamado la atencién puesto que ofrece la posibilidad de
obtenerse a través de biomasa, tanto de carbohidratos simples como complejos. Estos ultimos son
una fuente potencial de produccion de hidrégeno por su elevada disponibilidad y bajo costo, sin
embargo, el contenido principal de lignocelulosa retarda el proceso de produccion. Es por ello que es
necesario realizar una serie de pasos como los descritos en la produccion de etanol, donde se inicia
con el pre-tratamiento de la biomasa lignoceluldsica, seguido de la hidrélisis o sacarificacion de
carbohidratos para su posterior fermentacién. Algunos microorganismos reportados para la
produccion de hidrogeno via fermentacion pertenecen a los géneros de: Clostridium, Enterobacter,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Bacillus, Thermoanaerobacterium, Staphylococcus, y Megasphaera
(Xing, et al., 2008). A diferencia de los estudios de produccién de etanol, en el caso de hidrégeno se
ha propuesto la utilizacion de cultivos mixtos y/o consorcios anaerobios capaces de degradar
sustratos complejos como hemicelulosa y celulosa a través de diversas rutas metabdlicas y
complejos enziméticos, teniendo como producto final una corriente gaseosa rica en hidrogeno
(Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Con la utilizacion de estos cultivos microbianos no
definidos ha sido posible utilizar una gran variedad de sustratos residuales para la generacion de H>
(Tabla IV).
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Tabla IV. Produccion de H, mediante la fermentacion de sustratos organicos complejos.

In6culo Fuente de carbono (mLI-/Iégg\l)/gzcr:iado)
Fluido ruminal vacuno cascarilla de chicharo 45
Bacterias productoras de H. residuos organicos municipales 180
Lodos anaerobios tratados con 96
choque térmico ez
Clostridium paraputrificum M-21 caparazon de langosta 190
Escreta porcina tratada con arroz y papa 53
choque térmico
Lodos anaerobios tratados con residuos de alimento y 69
choque térmico lodos residuales
“Composta de hierba tratada con | residuos deshidratados 30
choque térmico de cerveceria
Composta de hierba tratada con residuos de alimento 107
choque térmicos
Microflora inhibida con acetileno residuos de industria 40
papelera
“Lodos residuales municipales | Residuos de piia 8
Composta de escreta vacuna Residuos de trigo 68
tratados con HCI
Lodos anaerobios tratados con  Residuos organicos municipales 23

choque térmico

Adaptado de Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009.

La degradacion de sustratos complejos mediante el uso de cultivos no definidos, se da

gracias a que éstos estan conformados por diversas poblaciones que interactuan entre si de manera
interdependiente, logrando incrementar las capacidades metabdlicas del cultivo en conjunto logrando
en un solo paso, hidrolizar, sacarificar y fermentar el sustrato complejo, como biomasa
lignocelulésica. Los microorganismos involucrados en la degradacion de sustratos complejos para la

produccion de H. se describen en la Tabla V.
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Tabla V. Grupos microbianos presentes en consorcios productores de Ha.

Tipo de poblacion Descripcion

Microorganismos hidroliticos Producen mondémeros a partr de moléculas
complejas como celulosa, hemicelulosa y almidon.
Microorganismos fermentativos/acidogénicos Generan hidrogeno y acidos organicos a partir de

compuestos organicos producidos previamente

Adaptado de Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2007.

Estos microorganismos utilizan diversas vias para la produccion de hidrégeno, el proceso
ocurre en la acidogenesis, con la acumulacion de acidos organicos como acetato y butirato. Se ha
visto que los factores que limitan la produccién de hidrégeno son las altas concentraciones de &cidos
organicos, ya que pueden resultar toxicas para la célula. Los acidos no disociados actuan como
desacopladores y permiten la entrada de protones a la célula cuando estan presentes en altas
concentraciones y en consecuencia se genera un colapso en el gradiente de pH a través de la
membrana celular. Como mecanismo de destoxificacion para evitar este efecto inhibitorio por la
acumulacion de &cidos organicos, la célula cambia de una fermentacion acidogénica caracterizada
por la acumulacién de Hz, a una fermentacion solventogénica caracterizada por la acumulacion
predominante de alcoholes con una consecuente disminucion de hidrégeno (Valdez-Vazquez y
Poggi-Varaldo, 2009).



ACIDOGENESIS

g

= 2 Acetil-CoA
Acetoaceti-CoA ——p

SISINIOOLNIANTOS

<= Butiril-CoA —

Figura 1 Tipos de fermentacion presentes en Clostridium acetobutylicum.
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[l. Antecedentes

Mediante una gran variedad de investigaciones desarrolladas con la finalidad de obtener H;
0 etanol a través de procesos bioldgicos, se encontrd que es posible obtener mas de un combustible
(como hidrégeno, metano y etanol) dentro de la fermentacion del sustrato, ademas de otros
productos de interés como &cidos organicos volatiles (acido acético, butirico). Este proceso
simultdneo es posible debido a la naturaleza de la biomasa lignocelulésica y a sus limitaciones
termodinamicas y biologicas (Ahring y Westermann, et al., 2007). Por ejemplo, durante el proceso de
produccion de hidrégeno, factores como la inhibicién por producto (H2 y acidos) provocan que las
rutas metabdlicas se desvien hacia la generacién de alcoholes (solventogénesis), disminuyendo el
rendimiento de hidrogeno y ocasionando que el sustrato no se aproveche totalmente. Por lo tanto, se
genera tanto hidrdgeno en la fase gaseosa, como una pequefia proporcion de alcoholes como etanol
en el medio de cultivo.

Tras la busqueda de un proceso econémico, eficiente y sustentable para la produccion de
biocombustibles por métodos bioldgicos, han surgido perspectivas para el maximo aprovechamiento
del sustrato en las que se busca generar diversos productos durante la fermentacién. Se ha visto
que una gran variedad de microorganismos tienen la capacidad de producir mas de un producto de
interés energético durante el metabolismo de carbohidratos. En la Tabla VI se muestran los
microorganismos utilizados en estudios independientes para la generacion de hidrégeno o etanol.
Comunmente, durante el proceso de produccion de hidrdgeno se co-produce de manera indirecta

etanol en cantidades reducidas, y viceversa.



Tabla VI. Co-produccion indirecta de hidrégeno y etanol en procesos de fermentacion.

Produccidn de hidrogeno

Produccion de etanol

Microorganismo Sustrato  Rendimiento Rendimiento Referencia Sustrato Rendimiento Referencia
de H,2 de co-productos b de etanol 2
(mol/mol) (mol/mol) (mol/mol)
itrobacter Glucosa 0.52 Etanol: 1.3 You, et al., Aspartato 1.2 mmol/L Obst, et al.,
malonaticus Y19 Succinato: 0.1 2008 Arginina 2005
Lactato: 0.2
Acetato: 0.6
andida utiis | Sacarosa 13 - Woodward, et | ¢ Glucosa 1894  Valet,etal,
al., 1998 (100g/L) (glL) 1996
scherichia coli K12 | Glicerol 094  “Etanol: 0923  Murarka,etal, | Arabinosay 498 Dien, etal.,
Succinato:  0.015 2008 xilosa 2003
Acetato: 0.012
onsorcio microbiano | Desechos ~ 20mmol  Etanol: 350 mmolKg ~ Valdez- | Bagazodecafia  Enproceso Chaudhry,
sélidos mhe Vazquez, et al., 2008
organicos Acetato: 45 mmol/Kg 2006a
mhe
Butirato: 30 mmOI/Kg
mhe
hermoanaerobacterium | Glucosa 1.2 *Etanol 16 | Perttu, etal, | Variedadde | Presenciade  Kublanov,
ciditolerans Xilosa 1.0 *Etanol 1.1 2008 carbohidratos etanol al., 2007

otas: @ producto principal; P co-productos acumulados de forma indirecta en el cultivo liquido; ¢ mh, materia himed:
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Los siguientes trabajos de procesos de produccion de un tipo de biocombustible (hidrogeno
o etanol), reportan la co-produccion indirecta de un segundo biocombustible a rendimientos

claramente inferiores. A continuacién se mencionan algunos de ellos:

e Kyazze y colaboradores (2008), estudiaron la produccién de hidrogeno por fermentacion directa
de forraje de maiz, de fructooligosacaridos y de Lolium perenne en cultivos en lote (pH 5.2 - 5.3,
35°C, indéculo de lodos anaerobios tratados con calor). A través de este proceso se obtuvo

hidrogeno, al igual que otros productos como butirato, acetato y etanol.

e En trabajos realizados por Perttu y colaboradores (2008) se aislaron dos microorganismos,
Clostridium uzonii AK15 y Thermoanaerobacterium aciditolerans AK17 para estudiar la produccion
de H. y etanol. Durante cultivos en lote se encontrd que T. aciditolerans AK17 produjo principalmente
etanol con rendimientos cercanos al 80% del maximo, mientras que la produccion de hidrégeno sélo
fue del 30% respecto al maximo. La cepa C. uzonii AK15 produjo principalmente hidrégeno. Ambas

cepas fueron utilizadas en un co-cultivo para la produccién simultanea de hidrégeno y etanol.

e En trabajos realizados por Jianlong y Wei (2008), se estudio la influencia de la concentracion de
Ni2* en la produccidn de hidrogeno, el cual se vario de 0 a 50 mg/L en cultivos en lote. Se encontrd
que a 35°C, un pH inicial de 7.0 y el aumento de Ni2* favorecié produccién de hidrégeno. En este

trabajo se reporta la generacion de etanol, dentro de los productos finales de la fermentacion.

e En el trabajo desarrollado por Valdez-Vazquez y colaboradores (2006a,b), se observo que
durante las primeras etapas de la fermentacion acidogénica la produccién de hidrégeno fue maxima.
Sin embargo, conforme aumento la acumulacion de &cidos organicos como butirato, propionato y
acetato en el reactor, la produccion de Hy disminuyé y la produccion de etanol comenzé a

incrementarse.

Trabajos especialmente dirigidos a la co-produccion de biocombustibles son recientes y
escasos. Un antecedente es el estudio realizado por Pan et al., (2009), quien produjo dos
biocombustibles a partir de la fermentacion de un sustrato complejo (paja de maiz) pretratado
quimicamente. En aquel trabajo se desarrollé una fermentacion en dos etapas: en la primera, se

obtuvo etanol mediante la levadura Pachysolen tannophilus, y en la segunda etapa; el sustrato
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gastado proveniente de la corriente de salida se continuo fermentando para obtener H, mediante un
cultivo mixto. El principal objetivo de llevar a cabo una fermentaciéon en dos etapas con biomasa
lignoceluldsica fue incrementar la produccion de biocombustibles por unidad de sustrato, es decir
mejorar el rendimiento total. Sin embargo en el trabajo de Pan y colaboradores, el pretratamiento

quimico utilizado podria incrementar los costos de produccion.

Por lo anterior, en este trabajo se propuso la co-generaciéon de Hy y etanol a partir de
subproductos de maiz mediante un proceso de fermentacion en dos etapas. En la primera etapa, el
sustrato sin pretratamiento se us6é en un fermentador en fase acidogénica para que ocurriera la
hidrélisis, sacarificacion y fermentacién a hidrégeno. La corriente de salida, que llevo el sustrato
parcialmente hidrolizado se alimentd a un segundo fermentador en fase solventogénica para la
generacion de etanol consumiendo al maximo el sustrato. La finalidad fue mejorar el rendimiento
total de biocombustible por unidad de sustrato (MJ/kg sustrato) al operar dos fermentadores en
serie. Como parte integral del estudio de estos sistemas, se plane6 el seguimiento de las actividades

enzimaticas clave dentro de la degradacion del sustrato lignocelulésico: celulasas y xilanasas.
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1. Justificacion

e El uso de biomasa lignoceluldsica para la produccidén de biocombustibles hace que el proceso
sea sustentable y no reduce el suministro de alimento de humanos ni de ganado. En este trabajo se
utilizé subproductos de maiz (hojas y tallos) como sustrato lignoceluldsico modelo. El uso de
residuos agricolas y agroindustriales podria tener un beneficio medioambiental y econdmico, al
aprovechar los subproductos de dificil disposicidén para los productores y destinados en algunos
casos a su quema incontrolada (Quintero-Montero y Moncada-Aguilar, 2008; Cortez, 2009). El costo
de estos residuos por tanto, es mas econdémico que la biomasa rica en carbohidratos simples. Por
otra parte, la produccion de biocombustibles a partir de subproductos permite la consecuente
reduccion de tierras aradas, al evitar los cultivos energéticos, asi se mantendrian las tierras
destinadas para la produccion de alimento. De igual modo, se reduce la cantidad de agua usada,

fertilizantes, pesticidas, maquinaria (Hankamer, et al., 2007).

e La produccidn de H y etanol a partir de biomasa lignoceluldsica como fuente renovable, permitira
minimizar y/o eliminar la emisién de gases de efecto invernadero y asi reducir el calentamiento

global al conservar las reservas energéticas fosiles (Lin y Tanaka, 2006).

e El uso de consorcios microbianos especializados como indculo, permite reducir el nimero de
pasos en la produccion de biocombustibles. El indculo posee un amplio conjunto de rutas
metabdlicas, lo que hace posible realizar la hidrélisis, sacarificacion y fermentacion de un sustrato
complejo en un solo paso para la generacion de hidrégeno y/o etanol.

e De todos los combustibles, el hidrégeno posee el contenido energético mas alto (120 MJ/Kg),
superando al contenido energético de la gasolina (42-45 MJ/Kg) y del gas natural (33-55 MJ/Kg). El
hidrégeno es 100% limpio, versatil, se puede quemar sin generar gases contaminantes, pero sobre
todo, su uso esta dirigido en las celdas de combustible donde la energia quimica se convierte en

energia eléctrica con altas eficiencias y sin emisiones contaminantes (Saratele, et al., 2008)

e El etanol produce 25% mas energia que la invertida en su produccion. En relacion con los
combustibles fésiles que desplaza, las emisiones de gases de efecto invernadero se reducen un

12% considerando la produccion y la combustién de etanol (Hill, et al., 2006).



18

e El CO; generado durante el proceso de fermentacion tanto de Ha como de etanol puede ser
controlado e inclusive aprovechado para recuperar eficientemente combustibles fosiles al inyectarse

en pozos petroleros.

e La co-produccion de biocombustibles posibilita que el proceso fermentativo sea mas eficiente al
incrementar la ganancia neta de energia por unidad de sustrato. Los estudios en este sentido aun
son limitados por lo que es necesario enfocar las investigaciones hacia la obtencidn informacién que
permitan dilucidar los parametros Optimos para este proceso, de tal forma que se beneficie la
viabilidad economica de esta tecnologia energética para colaborar con la sustitucién de combustibles

fésiles y con la independencia energética de nuestro pais.
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IV. Hipotesis

GENERAL
Un proceso de fermentacion en dos etapas para la producciéon de hidrogeno y etanol,

incrementara la energia total recuperada por unidad de sustrato.

PARTICULAR
Se tendra una mayor produccion de hidrégeno/etanol a partir de sustratos complejos ricos en
lignocelulosa al incrementar el tiempo de retencion hidraulico (TRH) y disminuir la concentracion de

sustrato.
V. Objetivos

GENERAL
Desarrollar un sistema de fermentaciéon en dos etapas para la generacion de hidrégeno y

etanol a partir de los subproductos de maiz.
PARTICULARES

5.1 Caracterizar los subproductos obtenidos del cultivo de maiz (hojas y tallos) en términos de
contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina.

5.2 Operar un reactor continuo de mezcla completa en fase acidogénica para la produccion de
hidrogeno mediante la conversion de los subproductos del maiz utilizando un consorcio
microbiano.

5.3 Evaluar el efecto del tiempo de retencidn hidraulica (TRH) y concentracién de sustrato sobre la
produccion de hidrégeno y etanol, en un proceso en serie de fermentacion acidogénica y
solventogénica utilizando consorcios microbianos.

5.4 Estudiar las actividades enziméticas clave dentro del proceso (celulasas y xilanasas) presentes

en los reactores acidogénicos y solventogénicos.
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El desarrollo del trabajo experimental se planeo en tres fases medulares que incluyeron las

siguientes 6 actividades, como se muestra en la Figura 2.

S

Actividad 1
Preparacién y caracterizacion
del sustrato

\

Actividad 2
Montaje y operacion del
reactor semilla

\

Actividad 3
Ensayo presuntivo

________________________________

i -, FASEIIl |
! Actividad 4 Actividad 5 ;
Efecto del TRH y sustrato Efecto TRH y sustrato reactor !
reactor acidogénico solventogénico
. | [ I !

i v |

Actividad 6 |

! Estudio enzimatico

| FASEN |

Figura 2. Diagrama experimental.
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FASE |

La Fase | del trabajo experimental consisti6 en las actividades de: 1) preparacién y
caracterizacion de un sustrato lignocelulésico modelo, 2) y 3) el montaje de reactores semilla que
permitieron obtener un indculo anaerobio acidogénico para la produccidn de hidrogeno y alcoholes a

partir de la fermentacion del sustrato lignoceluldsico modelo.

VL.l Preparacion y caracterizacion del sustrato

El sustrato lignocelulésico modelo consistié de hojas y tallos de un cultivo de maiz de la
region agricola de San Quintin, Ensenada. Los subproductos fueron recolectados en el mes de
agosto de 2008, semanas después de que el agricultor realizd la cosecha respectiva. La preparacién
de los residuos consistid en su deshidratacion al sol hasta reducir al minimo el contenido de
humedad para evitar el crecimiento de microorganismos. Después, se realizd una pre-molienda en
un molino de martillos hasta un tamafio de particula de aprox. 1 cm para su almacenamiento a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realiz6 una molienda en seco con una licuadora casera y
un cribado hasta obtener un tamafio de particula menor a 250 micras.

Finalmente, la caracterizacion del sustrato lignoceluldsico modelo se realizd mediante dos
métodos principales. Un método gravimétrico por el cual se determiné el contenido de solidos totales
(ST), solidos volatiles (SV) y cenizas y un método reportado para el analisis de materiales fibrosos
por el cual se determind la cantidad de fibra detergente &cida (FDA) y fibra detergente neutra (FDN),
datos que fueron utilizados para conocer el porcentaje de hemicelulosa y celulosa en el sustrato.

Estos analisis tuvieron como finalidad conocer la cantidad de material potencialmente
aprovechable para la produccion de hidrégeno y etanol en los ensayos de fermentacion posteriores;
asi como también determinar por comparacion con el sustrato utilizado, la cantidad de sustrato

consumido.
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VI.1.I Determinacion de soélidos totales (ST)

El desarrollo de este protocolo permiti6 llevar a cabo la determinacion del peso seco de las
muestras, ya sea del sustrato modelo alimentado o del sustrato gastado (purgas) de los reactores
biologicos (NMX-AA-034-SCFI-2001).

Se pesd alrededor de 1 g de muestra (M) en una capsula de porcelana a peso constante
(W1) y se coloc6 en una estufa a 110°C por 24 h. Después, las muestras secas se colocaron en un
desecador a temperatura ambiente por 1 h'y se registro el peso sin humedad (W2). El porcentaje de

ST se calculéd mediante la siguiente ecuacion:

W2 -W1

%ST = %100 []

VL.LII Determinacion de solidos volatiles totales (SVT) y cenizas

Este protocolo fue utilizado para determinar la cantidad de materia orgénica capaz de
volatilizarse por efecto de la calcinacién a 550°C, ya sea en el sustrato modelo alimentado o en el
sustrato gastado (purgas) de los reactores biologicos (NMX-AA-034-SCFI-2001).

Las muestras libres de humedad obtenidas del punto anterior (W2) se introdujeron en una
mufla y fueron calcinadas a 550°C por 1 h. Pasado este tiempo, se permitié disminuir la temperatura
hasta los 110°C, para transferir las muestras calcinadas a un desecador a temperatura ambiente por
1 h, para posteriormente registrar su peso (W3). El porcentaje de SVT en base seca se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

W3 -W2

%SVT (base seca) = x100 2]

El porcentaje de cenizas en base seca se determind mediante la siguiente ecuacion:

W3 -W1

%cenizas (base seca) = x100 [3]
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VLI.LIII Determinacion de fibra detergente neutro (FDN)

El método de fibra detergente neutro es utilizado para determinar el contenido de fibra en
materiales utilizados como alimento a rumiantes. Se basa en solubilidad en un agente tensoactivo,
de ciertos componentes presenten en las muestras analizadas como son: pectinas, proteinas,
azucares y lipidos, dejando un residuo fibroso con los componentes de la pared celular: celulosa,
hemicelulosa y lignina mas la porcién de minerales (Goering y Van Soest, 1970; Mertens, 1992; van
Soest, et al., 1991). Las muestras analizadas fueron tanto el sustrato modelo alimentado como el
sustrato gastado (purgas) de los reactores biologicos.

Se pesd entre 0.45-0.55 g de muestra libre de humedad (W2) en un matraz de bola y se
adicionaron 0.5 g de sulfito de sodio y 50 mL de solucién de detergente neutro (que contenia por
litro; 30 g de lauril sulfato de sodio, 18.61 g de EDTA, 6.81 g de borato de sodio decahidratado, 4.56
g de fosfato de sodio dibasico, 10 mL de trietilenglicol). El matraz se colocd en una parrilla pre-
calentada para lograr su répida ebullicion y se mantuvo bajo reflujo por 5 min, después se
adicionaron 2 mL de solucion de amilasa termoestable al 3% (amilasa A3306 de Bacillus
licheniformis de Sigma Aldrich). Después de 25 min, se enjuagaron las paredes del matraz con
solucion de detergente neutro y se permitié que terminara el tiempo de reflujo total de 1h. Se retir6 el
matraz de la parrilla y se dejo sedimentar las particulas durante 30-60 s. La solucién fue filtrada en
crisoles de vidrio tipo Gooch de 50 mL de porosidad media previamente puestos a peso constante
(W1). Se vertio la solucion y se decantd cuidadosamente con una minima cantidad de vacio, se
recuperaron las particulas del matraz con agua hirviendo y se colocaron en el crisol. Inmediatamente
después se llend el crisol a la mitad con agua caliente y se adicionaron 2 mL de la solucién estandar
de amilasa y se dejé reaccionar por 60 s. Después se enjuagoé 2 veces con agua hirviendo y se dejo
reposar 2 min. Se repitid la misma operacion con acetona. Los crisoles mas el residuo fueron
secados en una estufa a 110°C durante toda la noche, posteriormente fueron enfriados en un
desecador y finalmente se registrd su peso (W3).

El porcentaje de fibra detergente neutro en base seca se calculd con la siguiente ecuacién:

W3 -W1

% FDN (base seca) = %100 [4]
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VI.LIV Determinacion de fibra detergente acido (FDA)

El procedimiento de fibra detergente &cida disuelve principalmente hemicelulosa presente en
la muestra analizada, dejando un residuo que contiene celulosa mas lignina, asi como una porcién
de proteinas dafiadas por calor y minerales (cenizas). Las muestras analizadas con este protocolo
fueron el sustrato modelo alimentado, asi como el sustrato gastado (purgas) de los reactores
bioldgicos.

Se pesé alrededor de 1 g de muestra libre de humedad (W2) en un matraz de bola, y se
colocaron 100 mL de solucién detergente acida (que contenia 1L de acido sulfirico 1.0 Ny 20 g de
bromuro de cetiltrimetilamonio). Después, se dejo en reflujo por 1 h, evitando la formacién de
espuma mediante la regulacion de la temperatura, ademas de agitar constantemente para
resuspender las particulas adheridas a las paredes del matraz. Después de 30 min se lavé el matraz
con un poco de solucidn acida detergente y la solucion fue filtrada con un minimo de vacio en
crisoles de vidrio tipo Gooch de 50 mL de porosidad media previamente puestos a peso constante
(W1). Los crisoles fueron lavados dos veces con agua hirviendo con reposo intermedio de 1 min
luego se lavaron dos veces con 30 mL de acetona y dejando reposar 1 min. Los crisoles mas el
residuo fueron secados en una estufa a 110°C durante toda la noche, posteriormente fueron
enfriados en un desecador y finalmente se registrd su peso (W4) (OMA, 1990).

El porcentaje de fibra detergente acida en base seca se calculd con la siguiente ecuacién:

W4 — W1

% FDA (base seca) = %100 (9]

El porcentaje de hemicelulosa en base seca, se determin6 por diferencia entre FDN y FDA:
% hemicelulo sa (base seca) = FDN —FDA [6]

VI.ll Reactor semilla.

Se montd un reactor semilla el cual tuvo como objetivo obtener un indculo anaerobio
acidogénico aclimatado a un sustrato lignocelulésico, el cual seria utilizado en los ensayos
posteriores de produccion de hidrogeno. El reactor consistidé de un recipiente de vidrio de 1 L de
capacidad cerrado herméticamente con un tapon de hule con dos salidas, una para la salida del
biogas y otra para la entrada y salida de la alimentacion y purgas, respectivamente. El reactor fue

cargado inicialmente con 500 g de una mezcla en partes iguales de: excreta de vaca, lodos
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activados y suelo de jardin de 20 cm de profundidad (Poggi-Varaldo, et al., 1997). Posteriormente, el
reactor fue cerrado y el aire contenido fue desplazo con un flujo de nitrogeno durante 3 min para
favorecer condiciones anaerobias. Inicialmente, el reactor fue alimentado con 3 g de sacarosa para
inducir el consumo de oxigeno remanente como parte del metabolismo de los microorganismos y
gradualmente permitir la seleccion de comunidades microbianas anaerobias. Luego de 7 periodos de
alimentacion con sacarosa se cambio el sustrato por una mezcla de celulosa cristalina y el sustrato
lignocelulésico modelo previamente preparado. Las condiciones de operacién fueron 47°C, 0.05 L de
volumen Util y pH entre 5.5 - 6.5 mantenido mediante la adicion de un amortiguador de fosfatos. La
concentracion de sustrato y el tiempo de retencion hidraulico fueron variadas segun el
comportamiento en la produccion de biogas teniendo como finalidad adaptar el indculo a las
condiciones reportadas para la produccion de Ha, CO», &cidos orgénicos, alcoholes y solventes. Los
analisis de seguimiento para esta etapa incluyeron la medicion de pH y volumen de biogas mediante

desplazamiento de salmuera acidificada a pH 3.0 (Valdez-Vazquez, 2007)

VLIII Ensayo Presuntivo

El desarrollo del ensayo presuntivo tuvo la finalidad de implementar la estrategia a seguir
para la alimentacion del sustrato semisélido y adquirir experiencia en la operacion de reactores
biologicos anaerobios. Ademas, el ensayo fue utilizado para montar diferentes combinaciones de
indculo/alimentacion que sirvieran como reactores semilla semi-continuos y obtener aquel con mayor
produccion de biogas a partir del sustrato lignoceluldsico modelo. Los reactores semilla que se

montaron fueron 4 con las siguientes combinaciones:

R1: se cargo inicialmente con un indculo que consistié de 160 g de una mezcla en partes iguales de
excreta de vaca, suelo de jardin y lodos residuales y 40 mL de amortiguador de fosfatos (70 g/L)
pH 6.5. Se alimentd con 2 dosis de sacarosa de 3 g y finalmente 5 g del sustrato lignocelulésico
modelo.

R2: se cargo inicialmente con un inéculo que consistié de 100 g de una mezcla en partes iguales de
excreta de vaca, suelo de jardin y lodos residuales y 100 mL de amortiguador de de fosfatos (70 g/L)
pH 6.5. Se alimenté con 1 dosis de sacarosa 3 g y finalmente 5 g del sustrato lignoceluldsico

modelo.
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R3: se cargo inicialmente con un inéculo que consistié de 100 g de una mezcla en partes iguales de
excreta de vaca, suelo de jardin y lodos residuales y 40 g de sustrato (pretratado en autoclave a
121°C con acido sulfurico al 1% w/v) con amortiguador de fosfatos (70 g/L) pH 6.5 aforado a 100 mL.
R4: se cargo con un indculo que consistié de 100 g de una mezcla en partes iguales de excreta de
vaca, suelo de jardin y lodos residuales y 40 g de sustrato lignocelulésico fresco licuado con

amortiguador de fosfatos (70 g/L) pH 6.5 aforado a 100 mL.

El analisis de seguimiento para esta etapa incluyd la medicion del volumen de biogas

mediante desplazamiento de salmuera acidificada a pH 3.0 (Valdez-Vazquez, 2007).
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FASE ||

La Fase Il del trabajo experimental consistio en las actividades 4 y 5 enfocadas al estudio
del efecto del tiempo de retencion hidraulico (tiempo de permanencia del contenido de un reactor
antes de realizar un recambio) y la concentracion del sustrato sobre la produccidn de hidrégeno y

alcoholes en reactores acidogénicos y solventogénicos, respectivamente.

VLIV Estudio del TRH y concentracion de sustrato en reactores acidogénicos.

Durante esta actividad se monitoreé la produccion de hidrégeno mediante una fermentacion
acidogénica utilizando residuos de maiz como sustrato. Los factores estudiados fueron el tiempo de

retencion hidraulica (TRH) y la concentracién de sélidos en la alimentacion.
VIIV.I Reactores e indculo

Los reactores semi-continuos se montaron con botellas de vidrio de 1 L de capacidad,
cerrados herméticamente con un tapon de hule con una salida para el biogas acoplada a la entrada
de un salmuerdmetro. El indculo fue obtenido de los reactores semilla que dieron mejores
resultados, cargando 400 g aforados a 500 mL con amortiguador de fosfatos pH 6.5. Posteriormente,
el reactor fue cerrado y el aire contenido fue desplazado con un flujo de nitrégeno durante 3min para
favorecer condiciones anaerobias. Durante los primeros dias de operacion, los reactores se
alimentaron con una dosis de sacarosa y posteriormente con la cantidad de sustrato correspondiente
a cada reactor. Las condiciones de operacion fueron 47°C, 0.5 L de volumen util y pH se mantuvo

entre 5.5 - 6.5 con un amortiguador de fosfatos pH 6.5.

VLIV.II Disefio experimental

El disefio experimental empleado para estudiar el efecto del TRH y concentracion de
sustrato sobre diversas variables fue un factorial completo para dos variables a tres niveles, 32. Las
variables independientes fueron TRH y concentracién de sustrato cada uno con 3 niveles (ver Tabla
VII). La clave de cada reactor se formo con la letra R, seguida del TRH, finalizando con la

concentracion de sustrato alimentado.
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Tabla VII. Disefio factorial completo 32 para estudiar el efecto del TRHy
concentracién de sustrato sobre la produccién de hidrégeno.

Sustrato Tiempo de retencién hidraulico (h)
(/L) 240 120 60
100 R240-100 R120-100 R60-100
50 R240-50 R120-50 R60-50
25 R240-25 R120-25 R60-25

VLIV Il Parametros de seguimiento y métodos analiticos.

En la Tabla VIIl se muestran los parametros de seguimiento de los reactores, asi como los
métodos empleados. Estos consistieron en el monitoreo del volumen y composicion del biogas, pH,

acidos organicos, sustrato residual, sdlidos totales, sélidos volatiles, proteina total y soluble.

Tabla VIII. Pardmetros de seguimiento de los reactores acidogénicos
para la produccion de hidrégeno.

Pardmetro Método Referencia
Biogas Desplazamiento de (Valdez-Vazquez, 2007)
salmuera
Composicion biogas CG-TCDa (Acevedo-Benitez, 2008)
(H2, COy)
pH Potenciémetro (APHA, 2005)
Acidos organicos HPLC (Ahring y Westermann, 2007;

Romero-Rodriguez et al., 1992)

Sustrato residual,

solidos totales Gravimétrico (APHA, 2005)
solidos volatiles
Sustrato residual FDNb y FDAC (Goering y Van Soest, 1970; Mertens,

1992; van Soest, et al., 1991)

Proteina total y soluble Bradford (Poggi-Varaldo y Rinderknecht, 1990)

Notas: 2 cromatdgrafo de gases con detector de conductividad térmica; ® fibra detergente neutro; ¢ fibra detergente acida.
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VLIV.IV Volumen y composicién de biogés.

El biogas se midié por desplazamiento de salmuera. Los reactores tuvieron una salida para
el biogas generado, esta estaba conectada a un salmuerémetro cerrado herméticamente y disefiado
con una entrada y una salida, para el biogas y el desplazamiento de salmuera respectivamente. La
salmuera consistié en una solucién saturada de NaCl a pH 3.0 (H2SOs) para evitar la solubilizacion
del CO; (Valdez-Vazquez, 2007). El analisis de la composicion del biogas (Hz, CO2, CH4) se realiz6 a
través de cromatografia de gases con un detector tipo TCD, se utilizé una columna empacada de
silica gel (60/80) 18ft x 1/8”, se utiliz6 argdn a 0.6 mL/s como gas conductor, las temperaturas de la

columna, detector e inyector fueron 70°C, 160°C y 40°C, respectivamente (Acevedo-Benitez, 2008).

VLIV.V pH y metabolitos solubles

El pH de las purgas de los reactores se midio con ayuda de un potenciometro marca HANNA
modelo HI9803 (APHA, 2005) con cada frecuencia de alimentacion.

Para la determinacion de metabolitos solubles, se tom¢é alrededor de 5 g de purga de los
reactores las cuales fueron centrifugadas a 15,600 g durante 15 min. El sobrenadante resultante fue
recuperado para su posterior analisis. A las muestras provenientes de los reactores alimentados con
100 g/L y 50 g/L de sustrato se les realizé una dilucion 1:10 con agua destilada. La determinacion de
metabolitos solubles se realizd inyectado una muestra del sobrenadante recuperado en un
cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC) con detector UV, equipado con una columna
ZORBAX ECLIPSE XDB-C8 4.6x150 mm 5-um. Las condiciones de operacion fueron: temperatura
de 40°C, 80 % de agua pH 2.1 (H2SO4 y 20 % de acetonitrilo, velocidad de flujo de 0.5 mL/min,
volumen de inyeccion 20 pL (modificado de Ahring y Westermann, 2007; Romero-Rodriguez, et al.,
1992).

VLIV.VI Consumo de sustrato y crecimiento celular

Las purgas de los reactores fueron analizadas como se describe en 6.1.1. Esto permitio
conocer el consumo de sustrato en términos de solidos volatiles, FDN y FDA.

El crecimiento microbiano fue monitoreado mediante el andlisis de la proteina total en las
purgas de los reactores mediante un método colorimétrico. Para ello se pesd 0.2 g de purga de los

reactores y se adicionaron 5 mL de NaOH 0.5 N incubando durante 30 min a 37°C en agitacion
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constante. Después, se neutralizé con HCl y se tom6 50 L del sobrenadante y se mezcl6 con 2.5
mL del agente colorante Bradford (Bio-Rad Protein Assay Kit). Se dejé reposar por 5 min y se
procedid a leer en un espectrofotometro Hach DR/4000U a 595 nm. El ensayo se realizd por
duplicado, la curva de calibracion se prepard con albumina de suero bovino, con un rango lineal de
0.05-4 mg/mL y una R2 de 0.9945.

VIIV.VII Analisis estadistico

Los valores promedio de los pardmetros de seguimiento o variables de respuesta, fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza minimo del 95 % para
determinar diferencias significativas entre tratamientos. De esta forma, se determiné la significancia
de los efectos principales (TRH y concentracién de sustrato) y las interacciones para un factorial

completo de dos factores a tres niveles, 32 (Montgomery, 2002).

VL.V Estudio del TRH y concentracion de sustrato en reactores solventogénicos.

En esta actividad se operaron fermentadores en fase solventogénica (pH 4.5 - 5.5) para la
produccién de etanol a partir de los sélidos gastados generados de los fermentadores productores
de hidrégeno.

VI.V.I Reactores, indculo y sustrato

Se montaron 2 fermentadores con botellas de vidrio de 1 L de capacidad, cerrados
herméticamente con un tapon de hule con una salida para el biogas acoplada a la entrada de un
salmuerdmetro. El indculo fue obtenido de las purgas de los reactores productores de hidrégeno
cargando 200 g aforados a 500 mL con amortiguador de fosfatos pH 5.5. Posteriormente, el reactor
fue cerrado y el aire contenido fue desplazo con un flujo de nitrégeno durante 3 min para favorecer
condiciones anaerobias. Durante los primeros dias de operacion, los reactores se alimentaron con
una dosis de sacarosa. Las condiciones de operacidn fueron 47°C, 0.5 L de volumen util, TRH de

120 h, el pH se mantuvo entre 4.5 - 5.5 con un amortiguador de fosfatos pH 5.5.

Se utilizaron dos concentraciones de soélidos alimentados: 50 y 80 g/L. Los sdlidos
alimentados fueron aquellos obtenidos de las corrientes de salida de los reactores acidogénicos; los

solidos gastados fueron recuperados por decantacion y posteriormente lavados con agua destilada
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hasta aclarar y secados en una estufa a 60°C durante varios dias. Estos reactores, al igual que los

acidogénicos se operaron a una temperatura de 47°C.

VI.V.II Pardmetros de seguimiento y métodos analiticos.

En la Tabla IX se muestran los parametros de seguimiento de los reactores productores de

etanol, asi como los métodos empleados. Estos consistieron en el monitoreo del volumen de biogas,

pH, etanol, sustrato residual, sélidos totales, solidos volatiles, proteina total y soluble.

Tabla IX. Parametros de seguimiento de los reactores solventogénicos
para la produccién de etanol.

Parametro Método Referencia
Biogas Desplazamiento de (Valdez-Vazquez, 2007)
salmuera
Ph Potenciémetro (APHA, 2005)
Presencia de alcoholes Oxidacion quimica (Magri, et al., 1997)

Sustrato residual,

solidos totales Gravimétrico
solidos volatiles
Sustrato residual FDAay FDN®

Proteina total y soluble Bradford

(APHA, 2005)

(Goering y Van Soest, 1970; van
Soest, et al., 1991; Mertens, 1992)
(Poggi-Varaldo y Rinderknecht,
1990)

Notas: 2fibra detergente neutro; ® fibra detergente acida.

VLV.III Volumen de biogas

Tal como se describe en el punto 6.2.1.2.

VLV.IV pH

Se describi6 en el punto 6.2.1.3.



32

VI.V.V Determinacion de la presencia de alcoholes

El uso de una solucion sulfocromica permitié identificar la presencia de etanol en las
muestras de los reactores mediante un cambio de coloraciéon en la mezcla; el Crt7 reacciona
selectivamente con etanol formando Cr3 y &cido acético (Magri, et al., 1997). Para esto se prepard
una solucién sulfocromica disolviendo 15 mL de dicromato potasico en 60 mL de agua y 60 mL de
acido sulfarico. Se tomé 1 mL del sobrenadante de los reactores y se colocé en un tubo de ensayo,
luego se le adiciond 4.5 mL de solucion sulfocromica para observar cambios de coloracion (de
naranja a azul) después de 1 h que permitiera confirmar la presencia de etanol en los reactores.
Ademas de este andlisis cualitativo, muestras de cada reactor solventogénico fueron analizadas
mediante HPLC para la determinaci6n cualitativa de etanol mediante servicio externo con la empresa
Laboratorio Ambiental Sigma S.de R. L. de C.V.

VI.V.VI Sustrato Residual

Descrita en el punto 6.1.

VI.V.VIl Crecimiento celular

Descrita en el punto 6.4.6.

VI.V.VIIl Andlisis estadistico

Los valores promedio de los parametros de seguimiento o variables de respuesta, fueron
sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza minimo del 95 % para
determinar diferencias significativas entre tratamientos (dos concentraciones de sélidos alimentados,
Montgomery, 2002).
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FASE IlI

En esta fase se analiz6 2 actividades enzimaticas clave (celulasas y xilanasas) en el proceso
de hidrolisis del sustrato lignocelulésico modelo, tanto en los reactores acidogénicos como
solventogeénicos. El analisis consistio en ensayos de actividad enzimética, en donde se recupero las
enzimas excretadas en el sobrenadante de los reactores e incubandolas con el sustrato blanco, para

determinar la cantidad de azucares reductores liberados por unidad de tiempo.

VI.VI Actividades enzimaticas

Los carbohidratos predominantes en el sustrato utilizado en los ensayos de fermentacion
fueron hemicelulosa y celulosa, por lo que los microorganismos presentes en el consorcio
microbiano tuvieron que expresar y excretar enzimas hidroliticas para romper estos dos
polisacaridos antes de su fermentacién. Las xilanasas y celulasas son enzimas extracelulares
encargadas de hidrolizar hasta mondmeros estos dos polisacaridos. La determinacion de la cantidad
total de enzimas excretadas, asi como su actividad especifica nos proporciona informacion
importante sobre el proceso de hidrolisis que antecede a la fermentacion. Junto con el consumo de
sustrato, provee una perspectiva mas completa sobre el tipo de carbohidratos preferentemente
consumido por el consorcio microbiano, y de esta manera estar en posibilidad de su optimizacion en

estudios posteriores.

VI.VLI Precipitacion de proteinas totales

Debido a que las enzimas a estudiar son excretadas al medio, su estudio tiene como primer
paso su recuperacion mediante precipitacién con solventes. Una vez precipitadas, se realizan los
ensayos enzimaticos con el sustrato blanco, carboximetilcelulosa para determinar actividad
celulolitica o xilano para determinar actividad xilanolitica.

Para la precipitacion de las enzimas solubles totales, se centrifugaron 5 mL de la purga de
los reactores a 15,500 g durante 10 min a 4°C. Al sobrenadante recuperado se le afiadieron 20 mL
de metanol, se agitd vigorosamente e inmediatamente después se adicionaron 5 mL de cloroformo,
se agité nuevamente y se adicionaron 15 mL de agua destilada. Posteriormente, se centrifugé 9,000

g por 5 min y se elimind el sobrenadante. Luego, se adicionaron 20 mL de metanol, se mezclé
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vigorosamente y se centrifugd a 9,000 g por 5 min. Se elimino el sobrenadante y la pastilla se dejé

secar al aire para finalmente re-suspenderse en 2 mL de agua destilada.

VI.VLII Actividad xilanolitica.

Para determinar la actividad xilanolitica se incubd 0.5 mL del precipitado enzimatico, 0.5 mL
de xilano al 1 % wiv (SIGMA X0627, 270 % xilosa) en amortiguador de acetato 0.05 M pH 6 durante
24 h a 47°C (Criquet, 2002; Poggi y Rinderknecht, 1990). La cantidad de azlcares reductores
liberados fue determinada mediante el método del &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). Para esto, se
mezclaron 0.5 mL del ensayo enzimatico mas 2.5 mL del reactivo de DNS (que contenia por litro: 8 ¢
de DNS, 25 g de NaOH, 5 g fenol, 200 g de tartrato de sodio-potasio, 5 g NaHSOs). La mezcla se
incub6 por 10 min en bafio Maria que previamente habia alcanzado el hervor, luego se permitio la
estabilizacion de la temperatura con el ambiente y finalmente se ley6 la absorbancia a 600 nm en un
espectofotometro Hach DR/4000U (Poggi y Rinderknecht, 1990). La curva estandar se realizd con
glucosa en un rango lineal de 0 - 1 umol con un R2 de 0.9991.

Se definié una unidad internacional de actividad xilanolitica (UIX) como la cantidad de
enzima que libera 1 umol de azUcar reductor por minuto a 47°C. La actividad especifica se expres6

en UIX/mg de proteina.

VI.VLIII Actividad celulolitica

Para determinar la actividad celulitica se incub6 0.5 mL del precipitado enzimatico, 0.5 mL
de carboximetilcelulosa sal sddica de baja viscosidad al 1 % w/v (SIGMA C5678) en amortiguador de
acetato 0.05 M pH 6 durante por 24 h a 47°C (Criquet, 2002; Poggi y Rinderknecht, 1990). La
cantidad de azlcares reductores liberados fue determinada mediante el método del acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS), como se describié anteriormente. La curva estandar se realiz6 con glucosa en
un rango lineal de 0 - 1 umol con un R2 de 0.9956.

Se definié una unidad internacional de actividad celulolitica (UIC) como la cantidad de
enzima que libera 1 umol de azucar reductor por minuto a 47°C. La actividad especifica se expres6

en UIX/ mg de proteina.
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VIl. Resultados y Discusion

En esta seccion se presentan y discuten los resultados experimentales obtenidos en el
presente trabajo, el cual estuvo dividido en 3 fases y 6 actividades. En la Fase 1, se prepard y
caracterizd un sustrato lignocelulosico modelo (actividad 1), y se obtuvo un inéculo anaerobio capaz
de hidrolizar y fermentar al sustrato modelo (actividades 2 y 3) que sirvio en los ensayos posteriores
de fermentacion. En la Fase 2, se realizaron las actividades 4 y 5 encaminadas a la produccion de
hidrogeno y etanol, respectivamente, estudiando el efecto de la concentracion del sustrato y tiempo
de retencion hidraulico sobre el desempefio de los reactores. La Fase 3 estuvo enfocada al estudio
enzimatico (actividad 6), mediante ensayos de actividad celulolitica y xilanolitica presente en los

reactores productores de hidrogeno y etanol.
FASE |

VII.I Caracterizacién del sustrato

El sustrato lignocelulésico modelo utilizado para los ensayos de fermentacion estuvo
compuesto de hojas y tallos remanentes de un cultivo de maiz de la zona agricola de San Quintin,
Ensenada. Los resultados de la caracterizacion fueron obtenidos por dos métodos generales, un
método gravimetro y un método para el andlisis de fibra detergente.

Del andlisis gravimétrico, se encontré que el contenido de sélidos totales (ST), sélidos
volatiles totales (SVT) y cenizas fue de 93.82 + 0.08 %, 97.23 £ 0.02 % (en base seca) y 2.77 + 0.30
% (en base seca), respectivamente. Se observo que el contenido de ST (o peso seco) fue muy
elevado, lo que fue reflejo de una eficiente pérdida de humedad durante el proceso de secado
natural al cual estuvieron sometidos los residuos de maiz previo a su recoleccién. Del total de ST, un
97 % correspondié a SVT, lo que equivale a la materia organica que eventualmente puede ser
aprovechada como sustrato durante ensayos de fermentacion. El contenido de cenizas o materia
inorganica solo represento el 2.77 % de los ST, siendo inferior al 7.4 % reportado por Kumar, et al.
(2008). Fue sorpresivo el bajo contenido de cenizas en el material analizado, lo que podria atribuirse
a la predominancia de tallos de maiz, los cuales tienen un bajo contenido de cenizas, en contraste a
la fraccidn de hojas la cual tiene una alto contenido de silice (Richard y Trautmann, 1996; Fadel
Elseed, et al., 2007).



36

Del andlisis de fibra detergente fue posible determinar el contenido de extractivos, fibra
detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA). Los extractivos corresponden al material
soluble en agua como son minerales, almiddn, pectina, proteinas, entre otros. El contenido de FDN
corresponde a la suma de los carbohidratos estructurales (celulosa + hemicelulosa) de la pared
celular de plantas. Mientras que, la FDA corresponde sélo a la suma de celulosa y lignina. Con los
valores de FDN y FDA se determiné por diferencia, el contenido de hemicelulosa. Los resultados del
andlisis de fibra detergente encontrados para los residuos de maiz y su comparaciéon con otros
estudios se muestran en la Tabla X.

Los valores de hemicelulosa encontrados en el sustrato modelo fueron del 35 % (en base
seca), estando en el rango superior a lo reportado por otros autores. Para la celulosa se encontré un
44 %, el cual también es superior a lo reportado para otros materiales similares, aunque este
también incluyo a la lignina, que por comparacion con el resto de autores pudiera estar presente en
un 15 % aproximadamente. Por ello, se estima que el contenido de celulosa presente en el sustrato
modelo pudiera encontrarse en un rango entre 30 — 44 %. En cuanto al material, se encontré un
contenido del 19 % lo que pudiera corresponder a proteinas, lipidos y carbohidratos facilmente
asimilables en un proceso de fermentacion. Se observa que el contenido de extractivos en residuos
de maiz fue muy variable entre los estudios mostrados.

En general, los valores determinados para carbohidratos estructurales en el rastrojo de maiz
concuerdan con los porcentajes reportados por otros autores; asi, el contenido de hemicelulosa y
celulosa estuvo en un rango del 65 — 70 % siendo una fraccion mayoritaria del peso total
aprovechable para su fermentacion.

Entre las referencias estudiadas se encontrd una variacion respecto al contenido de los
diferentes componentes en el sustrato modelo; estas variaciones pueden atribuirse a diferencias en
la manipulacion propias de cada laboratorio en este tipo de analisis. Ademas, otras causas en la
variacion composicional del rastrojo de maiz son debidas (en orden de importancia) al afio de cultivo,
factores ambientales y a las variedades (Templeton, et al., 2009).
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Tabla X. Resultados del analisis de fibra detergente en el sustrato
modelo y comparacion con otros estudios.

Cenizas Extractivos Hemicelulosa Celulosa Lignina Ref.

(% bs?) (% bs?) (% bs?) (% bs?) (% bs?)

2.77+030 18.52+0.69 34.54+ 1.88 44.17+0.069° - Este trabajo
6.5 4.6 30.9 36.8 212 Ohgren, etal., 2007
7.1 10.4 29.2 36.1 17.2 Ohgren, et al., 2007
6.8 9.4 23.6 42.7 17.5 Kirubakaran, 2007
7.0 26 28 28 11 Richard y Trautman,

1996

9.7 14.7 22.6 36.4 16.6 Lynd, et al., 1993

Notas: &, base seca; P incluye lignina.

VII.II Reactor Semilla

Una de las actividades elementales para el desarrollo del trabajo de tesis fue la obtencion de
un inoculo que tuviera las siguientes caracteristicas: a) ser anaerobio, b) productor de hidrégeno, y
c) capaz de fermentar un sustrato complejo con un alto contenido de fibra. Para esto, se monté un
reactor semilla que inicialmente se inoculd con una mezcla de suelo de jardin, excreta de vaca y
lodos residuales (Valdez-Vazquez, 2007). Esta mezcla garantizé la presencia de microorganismos
anaerobios estrictos provenientes del suelo de jardin y la excreta de vaca, asi como de anaerobios
facultativos provenientes de los lodos residuales. El reto consistio en lograr la aclimatacién gradual
del indculo para que adquiriera las tres caracteristicas antes mencionadas.

En un primer ensayo, el reactor semilla se alimentd durante los primeros 13 dias con
sacarosa (Poggi-Varaldo, et al, 1997). Lo anterior, para lograr la proliferacién de los
microorganismos presentes, asi como el establecimiento de una atmésfera anaerobia al consumirse
el oxigeno presente como parte del metabolismo de los microorganismos anaerobios facultativos.
Alrededor del dia 14, se cambi6 la alimentacién por una mezcla de sacarosa y celulosa cristalina. Sin
embargo, el cambio en la alimentacion afectd drasticamente la produccién de biogas hasta reducirlo

totalmente. Aunado a esto, se tuvieron problemas con la operacion de los reactores anaerobios, ya
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que no hubo un buen sellado lo que permitié la entrada de oxigeno. Durante este segundo periodo,
se buscaron alternativas para la reactivacion del reactor semilla mediante la re-inoculacién, sin
obtener resultados positivos.

En este primer ensayo, no se logrdé obtener el indculo deseado lo que pudo deberse a
diversos factores entre los que se puede mencionar la inexperiencia en la operacion de sistemas
anaerobios, ademas de un indculo pobre en los microorganismos deseados. A este respecto, se ha
reportado que al utilizar heces de rumiantes, la produccion de biogas es menor comparada con
aquella que se obtiene al utilizar los fluidos ruminales (Akhter, et al., 1999). Una empobrecida
produccion de biogas se ha atribuido a una escasa recuperacion de microorganismos, los cuales
permanecen adheridos a las heces (Meadaway, et al., 1998). Es usual, que la obtencion de un
indculo anaerobio y ademas productor de hidrogeno, sea un proceso prolongado y complejo que
inclusive es tema de investigacion (Kawagoshi, et al., 2005; Pakarinen, et al., 2008). Esto se debe a
que los indculos tipicamente utilizados incluyen consorcios anaerobios formados por diferentes
grupos microbianos: hidroliticos, fermentativos, acetogénicos y metanogénicos. Por lo tanto, los
estudios estan enfocados a establecer las condiciones ambientales dptimas para la seleccién de
microorganismos hidroliticos y fermentativos (principales productores de hidrégeno). Es asi, que se
ha encontrado que el acondicionamiento del indculo es un factor clave para la producciéon de
hidrégeno. Se ha encontrado que pH menores a 7.0, tiempos de retencién hidraulicos menores a 20
h, y un pre-tratamiento a temperaturas elevadas han favorecido la seleccion de un inéculo productor
de hidrogeno (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Los diferentes acondicionamientos del
indculo provocan una alteracion en la estructura de la flora microbiana, lo que obliga a los
microorganismos a su aclimatacion a las nuevas condiciones de crecimiento. Los microorganismos
seleccionados requeriran cierto tiempo para poner en marcha los mecanismos enzimaticos
necesarios lograr su propagacion, lograr cambios genéticos, adaptarse a nuevas condiciones
nutricionales, asi como moléculas toxicas (Buitrén y Capdeville, 1995).

Al finalizar esta actividad, se logré adquirir experiencia en el montaje y operacion de
sistemas anaerobios para disefiar una nueva serie de reactores semilla en un ensayo presuntivo

posterior.
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VILIII Ensayo Presuntivo

Para el desarrollo de esta actividad se montaron 4 reactores que variaron en su contenido de
indculo, amortiguador de pH v tipo de sustrato (ver punto 6.3). El reactor 1 (R1) tuvo un contenido
predominante dgy{noculo (mezcla de suelo, fluidos ruminalgs, lodos activados) y fue alimentado
inicialmente con dos dosis de sacarosa y luego el sustrato modelo. Los reactores 2 — 4 (R2, R3, R4)
tuvieron un menor contenido de solidos que el R1, y fueron alimentados con una dosis de
sacarosa/sustrato, sustrato pre-tratado con acido sulfurico y sustrato fresco, respectivamente. En
todos se utilizd un amortiguador de fosfatos para mantener el pH en un rango acidogénico. Con esta
serie de reactores se busc6 obtener aquél que suministrara la fuente de indculo para los ensayos de
fermentacion para la produccion de hidrégeno utilizando al sustrato lignocelulésico modelo
previamente preparado. EI método para medir el desempefio de estos 4 reactores consistid en
monitorear la S?oductividad de biogas durante 37R4dias de operacién (Figura 3).
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Figura 3. Evolucion de la productividad de biogés en los reactores semilla.
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De la Figura 3, se puede observar que el reactor R1 tuvo una ligera e inmediata produccion
de biogas debido a su alimentacién inicial con sacarosa lo que permitié un répido crecimiento de los
microorganismos. Al cambiar la alimentacién de sacarosa por subproductos de maiz, se observé una
alteracion lo que disminuy6 la produccion de biogas (indicado en la Figura 3, R1). A pesar de esto, el
indculo tuvo la capacidad de adaptarse al nuevo sustrato recuperando su productividad de biogas en
forma creciente aunque fluctuante. Finalmente, la producitividad de biogas alcanzé un maximo de
aproximandamente 600 mL/(kgd).

Por otro lado, el reactor R2 presentd una productividad de biogas similar al reactor R1, es
decir, una productividad crecimiente y fluctuante hasta alcanzar un méximo. Aunque hubo un
desface en la produccién ya que comenz6 después del dia 10 de operacion, esto puede estar
asociado a una menor dosis de sacarosa al inicio y un menor contenido de solidos.

El reactor R3 no presentd produccion de biogas durante todo el tiempo de operacidn. Lo
anterior se debid a que el pH del sustrato pre-tratado con acido sulfurico no pudo ser regulado por el
amortiguador utilizado, es decir, el pH fue muy bajo e impidi6 el desarrollo de microorganismos
fermentativos.

Finalmente, el reactor R4 presenté una producciéon de biogas constante y ligermente
ascendente durante los primeros 16 dias de operacién. Después de este periodo se observd una
fluctuacién similar a la presentada en los reactotes R1 y R3, que puede ser asociada a una
inconsistencia en la frecuencia de alimentacion intermitente que pretendia permitir un mayor
consumo de sustrato por parte de los microorganismos. Al término del dia 37 de operacion, este
reactor alcanzé el maximo de productividad de biogas registrado, alrededor de 850 mL/(kgd).

En la Figura 3 se observa que el tiempo de operacién no fue suficiente para alcanzar la
estabilizacion de los reactores, sdlo se observd el periodo de aclimatacién en el cual fue posible
degradar y fermentar el sustrato complejo alimentado evidenciado por la acumulacion de biogas. Por
otra parte, las dindmicas de productividad de biogas de los reactores R1, R2, R4 tuvieron un
comportamiento fluctuante distinto a lo largo del periodo de operacidn, en donde todos alcanzaron
un maximo entre 600 - 850 mL/ (kgd). Estos resultados indican que las diferentes combinaciones
utilizadas para la obtencién de un inéculo anaerobio productor de hidrégeno tuvieron resultados
semejantes y efectivos. En este trabajo, se admisnistrd un sustrato simple (sacarosa) al inicio de la

operacion de los reactores R1y R2 para acelerar el crecimiento celular y ayudar a su aclimatacion a
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las nuevas condiciones ambientales que pudieron representar un cambio severo respecto al origen
del indculo proveniente de diversos ambientes (suelo, lodos residuales, fluidos ruminales). Esto pudo
estar relacionado con las fluctuaciones observadas al incio de la operacion de los reactores R1y R2
(ver Figura 3). En contraste, el reactor R4 solo fue alimentado con sustrato fresco que pudo contener
una gran variedad de microorganismos nativos en forma activa que fueron capaces de hidrolizar este
sustrato. En este caso, se presume que el cambio de ambiente no fue tan severo, inclusive, pudo ser
favorecedor para al crecimiento de la microflora nativa por lo que la dinamica de biogas no presentd
grandes fluctuaciones al inicio de la operacién (Figura 3). Respecto a esto, Kim et al., (2009)
comprobd que cuando se aprovecha la microflora nativa, no es necesaria la adicién de un indculo
externo para lograr para fermentar un sustrato complejo.

El éxito de las estrategias utilizadas radico en la utilizacion de condiciones de operacion fijas
que aseguraron la obtencion de microroganismos productores de hidrogeno, independientemente del
origen del in6culo. Es bien reconocido que el pH, es un factor que tiene diversas implicaciones en el
proceso de produccion de hidrégeno, si no es regulado adecuadamente conlleva al fracaso como
ocurrié en el reactor R3. Es por ello, que el pH es el principal factor para aclimatar el indculo,
seleccionando los microorganismos deseados y dirigiendo sus capacidades metabdlicas. La fase de
aclimatacion es la més importante en el proceso de biodegradacion de un sustrato complejo. Esta
etapa depende en gran medida de las enzimas inducibles, donde el periodo de induccion puede
requerir desde minutos hasta varias semanas. Si la comunidad microbiana requiere de cambios
dramaticos como la estructura de enzimas o el surgimiento de mutantes, este periodo puede
prolongarse desde semanas hasta varios afios (Buitron y Capdeville, 1995). En este trabajo, las
estrategias utilizadas permitieron obtener el indculo deseado en un tiempo razonable (< 2 meses) lo

cual es congruente con otros estudios (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009).
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FASE ||

VILIV Operacion de reactores acidogénicos

En esta fase del proyecto se estudié el efecto de dos factores de importancia para la
produccion de hidrogeno: tiempo de retencion hidraulico (TRH) y concentracion de sustrato mediante
un disefio factorial 32, donde los niveles del TRH fueron; 60, 120 y 240 h y los niveles de la
concentracion de sustrato fueron; 25, 50 y 100 g/L. Para el desarrollo de esta actividad se operaron
9 reactores anaerobios semi-continuos a 3 TRH: 60, 120 y 240 h, cada uno de ellos alimentado a 3
concentraciones de sustrato distintas: 25, 50 y 100 g/L. Los parametros de seguimiento fueron
realizados con base a la tasa de crecimiento, productividad de biogas, porcentaje de hidrégeno,
productividad de Ha, productividad especifica de H., pH y acumulacion de é&cidos organicos,

alcoholes y finalmente el consumo de sustrato.

VILIV.I Desempefio de los reactores

La concentracion de biomasa fue monitoreada mediante la determinacién de la cantidad de
proteina total por el método colorimétrico de Bradford. En la Figura 4 se muestra el comportamiento
de la concentracion de biomasa a lo largo del periodo de operacion para la serie de reactores R60,
R120 y R240 alimentados con diferentes concentraciones de sustrato.

En la serie R60, se encontr6 que aquellos reactores alimentados a concentraciones de 25y
50 g/L (R60-25 y R60-50) mostraron una concentracion de biomasa similar y estable alrededor de 4
mg/gmn a lo largo de todo el tiempo de operacion (Tabla Xl). Mientras que el reactor alimentado con
100 g/L (R60-100), mantuvo un crecimiento celular superior alrededor de 8 mg/gmn a partir del cuarto
dia de operacion. Estos resultados fueron congruentes con la productividad de biogas, la cual tuvo el

mismo comportamiento estable a lo largo del tiempo de operacion? (Figura 4).

' Se considerd un periodo estable cuando la variacién del parametro de seguimiento fue menor al 20% respecto al

promedio general.
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Cabe mencionar, que en el reactor R60-100 se encontrd un punto fuera del promedio
alrededor del dia 7 de operacion, superior para la concentracion de biomasa e inferior para
productividad de biogas. Este fendmeno pudo estar asociado a una alteracion del consorcio
microbiano debida a la manipulacién del reactor, que ayudo a la proliferacién de microorganismos
que no estuvieron involucrados en la produccién de biogés. Tanto para la concentracion de biomasa
como para productividad de biogas, la tendencia fue que mayor concentracion de sustrato hubo una
mayor respuesta del parametro de seguimiento.

Tabla XI. Pardmetros de seguimiento promedio para los reactores acidogénicos.

Clave Conc. de Conc. de Productividad
TRH sustrato biomasa de biogés H, pH
(h) (9/L) (MQp/g mr?)  (MLI/(KGmnd)) (%)
R60-25 50 25 2.45+0.24 125.71+24.55 23.69 6.27+0.15
R60-50 50 3.48+0.39 283.57+44.23 36.07 6.11+0.21
R60-100 100 8.34+0.85 800.71+37.84 60.21 5.63+0.17
R120-25 10 25 3.91+0.82 82.93+21.94 35.31 6.22+0.58
R120-50 50 4.22+0.96 220.62+59.86 45.31 6.18+0.30
R120-100 100 4.6+0.68 337.55+43.47 49.88 6.21+0.36
R240-25 240 25 3.8241.44 36.81+7.45 11.74 6.8910.04
R240-50 50 4.3412.36 23.75+10.45 30.69 6.68+0.13
R240-100 100 5.82+1.02 199.69+38.7 32.39 6.55+0.17

Notas: @ mg proteina/ g muestra himeda.

Por otra parte, todos los reactores de la serie R120 (R120-25, R120-50 y R120-100)
mostraron una concentracion de biomasa relativamente estable y moderada, cercana a 4 mg/gmn
durante los primeros 20 de operacion, luego de esto se observd un descenso (Figura 4). En cuanto a
su producctividad de biogas, todos ellos tuvieron un periodo de aclimatacion por alrededor de 8 dias:
los R120-25 y R120-50 disminuyeron su productivdad hasta alcanzar su estabilizacion, mientras que
el R120-100 la incrementd hasta su estabilizacion. En la dindmica de productividad de biogas de los
R120-100, pueden observarse 3 puntos inferiores al promedio que se atribuyen a una inconsistencia
en la frecuencia de alimentacion, por lo que fueron descartados en la determinacion del promedio.
En esta serie de reactores, se encontrd la misma tendencia que la serie R60, en donde a mayor
concentracion de sustrato hay mayor concentracion de biomasa y productividad de biogas.
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Para los reactores de la serie R240, todos presentaron un comportamiento semejante en la
concentracion de biomasa, donde se mantuvo un ascenso hasta el dia 30 de operacion, y mostrando
al final un declive por abajo del promedio (Figura 4). En cuanto a la productividad de biogas el
periodo de estabilizacidn se reflejo después de 10 dias de operacion, donde los R240-25 y R240-50
tuvieron una productividad semejante, mientras que el R240-100 tuvo una productividad promedio
claramente superior (Tabla XI).

Referente a los diferentes TRH estudiados se encontrd que hubo una tendencia inversa, es
decir, a menor TRH hubo mayor productividad de biogéas. Por lo tanto, los reactores de la serie R60
alcanzaron mayores productividades que sus homédlogos a otros TRH. Contrario a esto, la
concentracion de la biomasa no presenté ninguna tendencia aparente.

En todos los reactores, el pH fue controlado mediante el uso de un amortiguador de fosfatos
pH 6.5 para dirigir la fermentaciéon hacia una fase acidogénica (5.5 - 6.5) y asi favorecer la
produccion de hidrégeno (Valdez-Vazquez, et al., 2009). En la Tabla XI se muestran los registros
promedio de pH para cada uno de los reactores, mostrando que se mantuvieron en el rango
deseado. El uso de un amortiguador fue necesario puesto que en la fermentacion hidrogenogénica
se produjeron acidos organicos que disminuyeron drasticamente el pH, lo que podria inducir a un
cambio en la ruta metabolica hacia una fermentacion solventogénica en la cual los rendimientos de
hidrégeno son menores. Se distingue que el pH en los reactores de la serie R60 fue menor conforme
aumentd el sustrato alimentado. El porcentaje de hidrogeno en el biogas fue determinado en el
periodo estable/cuasi-estable de los reactores (Tabla XI), encontrando que éste estuvo relacionado
con la concentracion de sustrato, teniendo una respuesta positiva.

En general el desempefio de las tres series de reactores fue satisfactorio, lograron un
periodo de productividad de biogas estable/cuasi-estable. Sin embargo, no todos lo hicieron al
mismo tiempo; mientras que la serie R60 alcanzo6 un periodo estable rapidamente, las series R120 y
R240 requirieron periodos entre 8 - 10 dias. Esto se debid a que los reactores de las series R120 y
R240 fueron los primeros en su montaje, mientras que los R60 se montaron posteriormente con las
purgas de los reactores mas productivos (R120-100 y R240-100). Los promedios calculados durante
el periodo de estabilidad permitieron determinar que la maxima productividad de biogas fue de
800mL / (kg*d) alcanzada en el R60-100.
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VILIV.II Efecto del TRH y concentracion de sustrato sobre la produccion de H,

El TRH (h) en un reactor de tipo quimiostato es el tiempo necesario para renovar el
contenido de un reactor y corresponde al inverso de la velocidad de dilucidn (D, h'). En estado
estacionario, la velocidad de dilucién es igual a la tasa de crecimiento, por lo que un reactor no
puede operarse a una D>pumax, Ya que ocurriria un lavado de células en el reactor. Es por esto, que a
D mayores (0 TRH menores) se logren las mayores tasas de crecimiento.

En la Figura 5a se muestran las gréficas del efecto del TRH y concentracion de sustrato
sobre la tasa de crecimiento. Como puede observarse, la serie de reactores operados con el menor
TRH (o mayor D), alcanzaron las mayores tasas de crecimiento como era esperado. Por lo que
respecta a la concentracién de sustrato este afecto de forma positiva la tasa de crecimiento, es por
ello que la serie de reactores con las mayores tasas de crecimiento fueron aquellos alimentados con
100 g/L. En resumen, el reactor que alcanzo la mayor tasa de crecimiento fue aquel operado a un
TRH de 60 h y alimentado con 100 g/L.

Con los resultados obtenidos no fue posible observar la pmax del cultivo productor de
hidrégeno en el rango de TRH estudiados (60 - 240 h). Sin embargo, por la tendencia observada es
posible inferir que la dismunucién del TRH (aumento de la D) permitira su elucidacion.

En los TRH de 120 y 240 h, se deduce que el cultivo estuvo muy por debajo de la imax, por
lo que el metabolismo estuvo dirigido al mantenimiento y la concentracion de sustrato no tuvo un
efecto aparente. Por otro lado, a un TRH de 60 h fue posible observar un aumento de la n conforme
se incrementd la concentracién de sustrato alimentado.

En otros estudios sobre producciéon de hidrégeno donde han monitoreado el crecimiento
celular han encontrado tendencias similares a las de este trabajo. Por un lado, Islam et al., (2006)
realizaron un estudio con Clostridium themocellum 27405, donde estudiaron el efecto de la
concentracion de sustrato (0.1 - 4.5 g/L de celobiosa) en reactores en lote encontrando que a mayor
sustrato se alcanzé una mayor crecimiento celular. Este estudio es congruente con los resultados
obtenidos para los R60, lo que indica que a pesar de las altas concentraciones de sustrato utilizadas
en este estudio aun no se alcanzan niveles que puediran resultar inhibitorios para el desarrollo de los
microorganismos. En cuanto al efecto del TRH sobre el crecimiento celular, los resultados

encontrados en este estudio en los reactores alimentados con 100g/L de sustrato, indicaron que
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cuando disminuye el TRH de 240h a 60h, se favorecio el crecimiento celular. Lo anterior coincide
con una gran variedad de estudios donde se ha visto que los TRHs dptimos para alcanzar las
maximas tasas de crecimiento de especies productoras de Hz estan aun muy por debajo de 60h.
Chu et al., (2009) encontré que al disminuir el TRH aumento6 la biomasa celular de Clostridium
(6ptimo a 6h), mientras que Mitchell et al., (2009) y Chen et al., (2001) encontraron que el mayor
crecimiento se obtiene usando TRHs de 16h y 13h, respectivamente en estudios realizados con el
mismo género. Chang et al., (2008) también sugiere que el TRH ideal para la proliferacion de
especies de Clostridium es alrededor de 12h, lo que esta relacionado con el tiempo de duplicacién
de estos microorganismos.

En la Figura 5 b y ¢ se muestran las graficas de efectos principales del TRH y concentracion
de sustrato sobre la productividad de H. y productividad especifica de Ha, donde se obtuvieron
tendencias semejantes y altamente significativas estadisticamente (p<0.001 y p<0.05,
respectivamente). Se encontr6 que la concentracion de solidos tuvo un efecto positivo sobre estas
variables de respuesta, es decir, a mayor concentracion se logré un mejor desempefio donde los
mejores resultados fueron a 100 g/L. Respecto al TRH, éste tuvo un efecto inverso sobre estas
variables, es decir a menor TRH se obtuvo una mayor productividad de H y productividad especifica
de Hy, por lo que los mejores resultados fueron a 60 h. En suma, el reactor con el mejor desempefio
fue aquel alimentado con 100 g/L y con un TRH de 60h (R60-100) que alcanzé los mayores valores
de las variables citadas: 482 mL Ha/ (kgd) y 58 mLHy/ (ugd), respectivamente.

Los resultados obtenidos referentes a la concentracion de sustrato, fueron congruentes con
los reportados por Islam et al., (2006) en su estudio del efecto de la carga de sustrato sobre la
produccion de hidrégeno con Clostridium thermocellum; donde se encontrd que el Hz producido en
sus ensayos, incrementd conforme aument6 la concentracion de sustrato (1.1 - 4.5 g/L de
celobiosa). De forma similar, Argun y colaboradores (2009) también lograron obtener la maxima
acumulacion de hidrégeno (135 mL) usando los mayores niveles de sustrato alimentado,
correspondiente a 20 g/L de trigo molido.
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Estudios previos indican que la produccion de hidrogeno aumenta hasta un limite
determinado por la concentracion de sustrato alimentado. Basados en el perfil de rendimiento de Ha
versus concentraciones de sustrato (5 - 200 gSV/L) compilado de diversos trabajos independientes;
el mayor rendimiento de hidrégeno esta asociado a niveles intermedios y bajos de sustrato (50 — 25
gSVIL), mientras que a concentraciones superiores de sustrato se tiene reportado un disminucion en
el desempefio del proceso (Valdez-Vazquez et al., 2009). Lin et al., (2008) encontr6 este mismo
efecto al usar sustrato simple (almidon) con un indculo aclimatado a residuos de papel; las
concentraciones ensayadas fueron de 5, 10, 20, 30, 40 y 60 g de DQOIL, obteniendo 40, 70, 225,
170, 120 y 95 mL de Ho, respectivamente. Se puede observar de este estudio que niveles superiores
a 20 g DQOIL resultaron en un declive de la produccion de Hy atribuida probablemente a inhibicién
por sustrato y/o inhibicion por productos.

Con base en esta amplia gama de estudios, es posible distinguir un aspecto importante
relacionado con la concentracion y tipo de sustrato alimentado durante la produccién de hidrégeno.
La utilizacion de sustratos complejos como los empleados en este trabajo hizo necesario trabajar en
un rango de concentracion de intermedia a alta (=100 g/L), para lograr los méximos niveles de
produccion de hidrégeno. Esto puede atribuirse en gran medida a que el sustrato modelo no posee
carbohidratos faciimente asimilables por los microorganismos, ya que sus polimeros estructurales
requieren ser hidrolizados antes de su fermentacién. Cabe recordar que en este trabajo no se utilizé
ningun tipo de pretratamiento quimico que incrementara la disponibilidad de carbohidratos, por lo
que ésta dependi6 exclusivamente de la hidrolisis enzimatica por parte del indculo aclimatado.
Entonces, el indculo aclimatado pudo ocasionar un desfase entre los carbohidratos hidrolizados y su
posterior fermentacion, por lo que a pesar de existir una gran cantidad de carbohidratos, éstos no
estuvieron totalmente disponibles pudiendo ocasionar efectos inhibitorios por sustrato. En otras
palabras, la velocidad de hidrdlisis fue menor o igual que la velocidad de fermentacion. En
consecuencia, los resultados en este trabajo ain son susceptibles de mejorarse por varias rutas; a)
incrementando las capacidades hidroliticas del inoculo, b) utilizando una mayor concentracion de
sustrato aunque esto no garantiza que todo sea aprovechado y ¢) aumentando la disponibilidad de
carbohidratos simples mediante un pretratamiento quimico al sustrato aunque esto elevaria los

costos de produccion.
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Estos resultados y discusion posibilita rechazar parcialmente la hipétesis particular para
concentracion de sustrato que dice: “Se tendrd una mayor produccion de hidrogeno a partir de
sustratos complejos ricos en lignocelulosa al incrementar el tiempo de retencion hidraulico (TRH) y
disminuir la concentracion de sustrato”. Es decir, en el rango de concentraciones utilizadas (25 -
100g/L), las mayores productividades de hidrogeno se alcanzaron a la mayor concentracion de
sustrato (100g/L).

En cuanto al efecto del TRH sobre la productividad de hidrégeno y productividad especifica
de hidrédgeno se observd una respuesta significativa e inversa, es decir, las variables incrementaron
conforme se redujo el TRH, obteniéndose los mejores resultados en la serie R60. Esta tendencia,
fue contraria a la esperada en un inicio, partiendo del supuesto que serian necesarios altos TRH
para lograr una mayor hidrolisis del sustrato lignocelulésico modelo, lo que incrementaria la
disponibilidad de carbohidratos facilmente fermentables y reflejandose finalmente en los niveles
maximos de acumulacién de Hy. Contrario a esto, nuestros resultados experimentales mostraron que
TRH largos no fueron eficientes (reactores de las series R120 y R240), ya que afectaron la
capacidad hidrogenogénica de la microflora. Se estima que a éstos TRH se pudo favorecer el
crecimiento de microorganismos no deseados que compitieron por el sustrato disponible y afectaron
la productividad de hidrogeno.

En estudios realizados con microorganismos productores de hidrogeno alimentados con
sustratos simples han encontrado resultados que ayudan a explicar los obtenidos en este trabajo. En
el trabajo realizado por Mitchell et al., (2009) con Clostridium tyrobutyticum, se encontré que la
mayor productividad de H, se obtuvo con un TRH de 16.7 h por sobre 12,10 y 8 h. Por otra parte,
Cheng et al., (2008) utilizé un consorcio microbiano proveniente de lodos activados de una planta de
tratamiento de aguas residuales para la produccién de hidrégeno a partir de melazas; encontré que
el maximo rendimiento fue alcanzado a un TRH de 12 h. Fan et al., (2006) también encontré que el
maximo rendimiento de hidrogeno se alcanzé a un TRH de 18 h por sobre un rango de 8 — 48 h,
utilizando un consorcio microbiano procedente de composta de excreta de vaca alimentado con
desechos de una industria cervecera.

Nuestros resultados experimentales y las referencias citadas indican que las mayores
productividades de Hz son alcanzadas a TRH cortos, en este estudio < 60 h. En una revisién hecha
por Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo (2009) se encontrd para un gran nimero de estudios
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independientes que las mayores productividades de H. fueron alcanzadas a TRH entre 5 — 10 h
cuando se utilizaron sustratos simples y/o moderadamente complejos. Nuestros resultados son
congruentes, a pesar de la utilizacién de un sustrato mas resistente al ataque bioldgico.

Estos resultados y discusion posibilita rechazar parcialmente la hipétesis particular para
el TRH que dice: “Se tendra una mayor produccion de hidrégeno a partir de sustratos complejos
ricos en lignocelulosa al incrementar el tiempo de retencion hidraulico (TRH) y disminuir la
concentracion de sustrato”. Es decir, en el rango de TRH entre 60 — 240 h, las mayores

productividades de hidrégeno se alcanzaron al menor TRH (60 h).
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VILIV.III Consumo de sustrato

El sustrato consumido se asocia a la produccién de energia dirigida tanto al mantenimiento y
crecimiento celular como a la formacion de los productos de fermentacion (hidrégeno o etanol y
acidos organicos). El estudio de consumo de sustrato fue realizado a través de los ensayos de fibra
detergente &cida (FDA) y fibra detergente neutra (FDN) por comparacién entre el sustrato fresco y
de las purgas. Estos resultados sirvieron para calcular en cada uno de los reactores la velocidad de
remocion de la carga organica inicial (VCOo) y consumida (VCOQc), tanto de hemicelulosa y celulosa.
La fraccion de lignina se considerd constante ya que es recalcitrante al ataque bioldgico por los
microorganismos presentes. Estos datos fueron sujetos de un ANOVA para encontrar el efecto de
las variables estudiadas sobre el consumo de estos dos tipos de sustrato (hemicelulosa y celulosa).

La Figura 6 muestra el efecto de la concentracion de sustrato (expresado como velocidad de
carga organica inicial, VCOo) y el TRH sobre la remocién de sustrato (expresada como velocidad de
carga organica consumida, VCOc). Puede observarse que la VCOy tuvo un efecto positivo sobre la
VCO, es decir, a mayor velocidad de alimentacién hubo una mayor velocidad de remocién, dando
como resultado que los reactores con la mayor remocién fueron aquellos alimentados con 100 g/L
(Figura 6, izquierda). También puede observarse que el mayor carbohidrato consumido fue la
celulosa por sobre la hemicelulosa. Respecto al TRH, se observd un efecto significativo e inverso
sobre la VCO., donde a menores TRHs incrementd la velocidad de remocion siendo dos veces

mayor para celulosa.
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Figura 6. Efecto de la concentracion de sustrato (carga organica inicial, COg) y el TRH sobre la
remocién de sustrato (velocidad de carga organica consumida, VCO).
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Al comparar la velocidad de remocion de estos dos carbohidratos analizados, se observd
que hubo un mayor aprovechamiento de celulosa que de la hemicelulosa. Esta misma tendencia se
ha observado principalmente en las mejores condiciones de remocion en una gran variedad de
estudios nutricionales en donde hacen uso de la flora microbiana presente en rumiantes in situ o in
vitro para analizar la calidad nutrimental de alimentos con alto contenido de fibra tal como: residuos
de maiz, cascarilla de arroz, paja de avena, etc. En ellos se ha visto que los microorganismos de la
flora ruminal tienen mayor consumo o digestibilidad de los carbohidratos contenidos en la FDA
correspondiente a la celulosa, mientras que el consumo de la hemicelulosa en la FDN, es
claramente inferior (Cruz-Bacab; et al. 2006, Gallardo; et al 2010, Sewalt; et al. 1996, Yescas; et al.
2004). Esto podria estar asociado a que en la estructura compleja de la lignocelulosa, se pueden
encontrar dos tipos de celulosa, la cristalina y la amorfa, siendo la segunda mayormente susceptible
a la hidrélisis microbiana (Cuervo, et al. 2001). Por otra parte, la hemicelulosa esta fuertemente
asociada a las unidades de lignina a través de dobles enlace, lo que podria dificultar su
disponibilidad a los microorganismos. Esto provocaria que el consorcio microbiano pudiera consumir
en primera instancia los azucares de la celulosa amorfa que resulta facilmente disponible, al tiempo
que se secretan las enzimas necesarias para hidrolizar a la matriz lignocelulésica para lograr
acceder a los carbohidratos tanto de la hemicelulosa unida a la lignina como a los carbohidratos de

la celulosa cristalina y de esta manera aprovechar al maximo su fuente de carbono.

VILIV.IV Acumulacion de &cidos organicos

La generacion de hidrégeno siempre va acompafiado de co-productos como acidos
organicos, donde el acetato y butirato son indicativos de una fermentacion acidogénica con altos
rendimientos de hidrogeno (Hawkes et al., 2002; Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Por ello,
se monitored durante todo el tiempo de operacién de los reactores la acumulacién de estos dos
acidos organicos.

En la Figura 7 se muestra la acumulacién promedio de acido acético y butirico obtenida de
las dindmicas de produccién de cada reactor. En lo general, se observa que la concentracién de
solidos y el TRH no tuvieron un efecto significativo sobre la acumulacion de acido acético (p>0.05).
Sin embargo, se encontré que en los R60, la concentracion de sustrato tuvo un efecto positivo y
altamente significativo sobre la acumulacién de acetato (p<0.001), obteniendo un méximo de
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23g/kgmn para el R60-100 (Figura 7a). Para acido butirico, se encontré que en promedio los dos
factores estudiados tuvieron un efecto altamente significativo sobre esta variable (p<0.001), teniendo
una relacion directa para concentracion de sustrato e inversa para TRH. En otras palabras, la mayor
acumulacion de butirato se alcanzd a mayor concentracion de sustrato y menor THR, teniendo un
méximo de 18 g/kgmn en el R60-100.

Las tendencias encontradas para la acumulacién de acidos organicos fueron congruentes
con la produccién de hidrogeno; segun la estequiometria teérica se generan 2 mol de Hz por mol de
acetato acumulado y 2 moles de Hz por cada mol de butirato acumulado a partir de 1 mol de glucosa.
Por tanto, se esperaba una mayor acumulacién de estos &cidos organicos en los reactores con
mayores productividades de hidrdgeno, siguiendo el mismo comportamiento de los factores
estudiados. Nuestros resultados estan soportados por la literatura, donde Mitchel et al., (2009)
encontrd la misma relacion positiva entre el sustrato alimentado y la acumulacion de acidos, tanto
para acetato como butirato. En aquel estudio la méaxima produccién de acidos se encontré a 50 g/L
de glucosa (en un rango de 10 — 50 g/L). En cuanto al TRH, Mitchell y colaboradores también
observaron una relacion positiva con la acumulacion de acidos en un rango entre 8 — 12 h, ya que a
TRH superiores (17 h) la produccion de é&cidos disminuyd. Este mismo comportamiento fue

observado a TRH altos, en la serie de reactores R120 y R240 (Figura 7).
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Figura 7. Acumulacion promedio de a) acido acético y
b) acido butirico en los reactores acidogénicos.
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En general, se observd que hubo mayor acumulacién de acetato que de butirato; en la serie
R120 los niveles de ambos &cidos fueron equiparables mientras que para los R120 y R240 la
acumulacion de acetato fue claramente mayor. Debido a que la acumulaciéon de butirato esta
relacionada con altos rendimientos de Hy, estos resultados confirman que a TRH de 120 y 240 h no
se vio favorecido el desarrollo de microorganismos hidrogenogénicos (Kapdan y Kargi, 2006;
Hawkes et al., 2002). Por otra parte, también se encontré que altas concentraciones de sdlidos
alimentados, favorecié mayores acumulaciones de acetato y butirato.

VIL.V Reactores solventogénicos para la produccion de etanol

Para el desarrollo de esta actividad se operaron fermentadores en fase solventogénica
durante 22 dias, a un TRH de 120 h y dos concentraciones de sustrato: 50 y 80 g/L (RS120-50 y
RS120-80, respectivamente). El sustrato alimentado fue aquel recuperado de las purgas de los
reactores en fase acidogénica, el cual fue previamente lavado y secado. La fermentacion
solventogénica fue establecida mediante el control del pH en un rango entre 4.5 - 5.5 con un
amortiguador de fosfatos pH 5.5.

VIL.V.I Desempefio de los reactores

La Tabla XII muestra los resultados experimentales obtenidos de la operacion de los
fermentadores solventogénicos, RS120-80 y RS120-50. Un parametro de seguimiento fue la
acumulacion de biogas, ya que la generacion de etanol via anaerobia esta directamente relacionada

con la formacion de CO2, segun la ecuacion:

Glucosa + 2Pi + 2ADP — 2 Etanol + 2 CO, + 2 ATP 8]

La dinamica de produccion de biogas en los RS120-50 y RS120-80 se mantuvo a niveles
bajos (115 'y 166 mL / kgmh d, respectivamente) observando un maximo de produccion entre los 15y
20 dias de operacion de los puntos seleccionados para la cuantificacién. Estos maximos de biogas
estuvieron relacionados directamente con el pH, donde los mejores resultados se lograron entre 4.5
- 5.2. Por otro lado, la produccion de etanol fue monitoreada de forma cualitativa durante todo el
tiempo de operaciéon encontrando resultados favorables después del dia 5 de operacién. La
determinacion cuantitativa sélo se realizd con dos puntos para cada reactor encontrando que el
RS120-80 produjo 86% méas etanol que el RS120-50 (Tabla XII).
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Tabla XIl. Resultados experimentales promedio para los reactores solventogénicos.

Clave TRH Conc. de Méaxima produccion de pH Etanol
(h) sustrato biogas (mglL)
(g/L) (mL/ d kgmn)
RS120-80 120 80 900 4.9 +0.65 9,100 £778
RS120-50 120 50 532 4.6 +0.74 4,880 +424

VIL.VI Proceso de fermentacién en dos etapas

A pesar del corto tiempo en que fueron operados los fermentadores solventogénicos, se
logré establecer una produccion alcoholica a partir de un sustrato previamente fermentado. De esta
forma, se manifiesta la factibilidad de un proceso de fermentacion en dos etapas para la produccion
de hidrogeno y etanol a partir de un sustrato lignocelulosico. En la literatura, se reportan cada vez
mas trabajos enfocados a estudiar la produccion de uno o mas biocombustibles en procesos en dos
etapas. Como puede verse en la Tabla XIIl, hay una gran variedad de trabajos dirigidos a la
produccion de biocombustibles en dos o mas etapas, usualmente con el empleo de sustratos
lignoceluldsicos. La estructura compleja de este tipo de sustrato dificulta el acceso de los
microorganismos a los carbohidratos simples, por lo que es necesaria realizar una hidrolisis del
sustrato previa a la fermentaciéon. Tanto la hidrolisis quimica como biolégica no liberan
completamente los azlcares provenientes de la celulosa/hemicelulosa, lo que tiene como
consecuencia que el rendimiento del proceso disminuya. Sin embargo, una alternativa para mejorar
dicho rendimiento es re-utilizando el sustrato gastado en una segunda fase de produccién donde
nuevos microorganismos consumiran los carbohidratos remanentes.

El trabajo reportado por Pan et al. (2009), es el unico ademas del presente trabajo en donde
se ha buscado producir etanol e hidrégeno en dos etapas a partir de residuos de maiz. Ellos
produjeron inicialmente etanol con residuos frescos de maiz pretratados enziméaticamente para
posteriormente fermentar los carbohidratos simples con un inéculo axénico de Pachysolen
tannophilus. En una segunda etapa, produjeron hidrégeno con la fermentacion de residuos de maiz
de la corriente de salida de la primera etapa y un in6culo mixto proveniente de excreta de ganado.

Las variables independientes estudiadas fueron temperatura, concentracién enzimatica y tiempo de
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hidrélisis. A pesar de las similitudes, este trabajo tuvo diferencias contrastantes al reportado por Pan

y colaboradores. Por una parte, los residuos de maiz fueron utilizados secos y sin pretratamientos

quimicos/enzimaticos, por lo que se utilizd un consorcio microbiano previamente aclimatado a este

sustrato. Por otra parte, se utilizd el mismo inculo para ambas etapas de fermentacion modulando

la ruta metabdlica hacia acidogénesis o solventogénesis mediante la modulacidn del pH.

Tabla XIII. Estudios de fermentacion en dos etapas para la produccion de biocombustibles.

PRIMERA ETAPA SEGUNDA ETAPA
Sustrato Proceso Combustible Proceso Combustible Referencia
producido producido
Sacarosa Fermentacion Hz Foto-fermentacién Hz Chen, et al., 2008
Mazorca (maiz) Yang, etal., 2010
‘Residuosde  |Fermentacion | H, |  Digestion CHs | Chu, etal, 2008:
comida
‘Celulosa  |Fermentacion | R Celdamicrobiana | He | Lalaurette, et al., 2009
Sacarosa Ho/etanol Lu, etal 2009
‘Tallosdetrigo |Fermentacion ~ etanol | | Fermentacion He | Maas, et al., 20082
Residuos de Kaparaju, et al., 2009
trigo Pan, et al., 2009
Residuos de
maiz
‘Residuosde  |Fermentacion ~ etanol |  Digestion CH, | Bauer,etal, 2009
trigo Antonopoulou, et al.,
Sorgo dulce 2008
Suero de leche Venetsaneas, et al 2009
“Glicerol ~ |Fermentacion | He ] Fermentacion etanol | HuyWood, 2010
Residuos de Fermentacion Ho Fermentacion etanol ESTE TRABAJO
maiz acidogeénica solventogénica

Notas: 2 en este trabajo se emplea una tercera etapa de digestion para la produccién de metano.
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Para determinar el total de energia recuperada en el proceso global se calcularon los
rendimientos de hidrégeno y etanol para la fermentacion acidogénica y solventogénica,
respectivamente. Para ello se dividié la productividad de hidrégeno o etanol entre los solidos
volatiles totales alimentados (en base seca) y luego se multiplicé por el TRH. En la Tabla XIV se
muestran los rendimientos en las fases acidogénicas y solventogénicas, por reactor y el maximo. El
rendimiento maximo en la etapa acidogénica se encontr6 en el R60-100 con un total de 14.71mL
Ha/gsvt (0.72mmol/gpase seca) Y €l rendimiento promedio en la etapa solventogénica en el R120-80 fue
de 104.4mg EtOH/gsvt (2.26 mmol/gbase seca). LOS rendimientos reportados por Pan et al. (2008)
fueron de 234.1 mgEtOH/gsvt (4.5mmol/gbase seca) Y 66.9 MLH2/gsvT (2.62mmol/gpase seca)-

Tabla XIV. Rendimientos de H; y etanol en reactores
acidogenicos y solventogénicos, respectivamente.

Fermentacion Acidogénica  Rendimiento maximo

Hidrégeno (mL / gsvr) por serie

R 25 50 100
s |60 363 624 1471 14.71 mL/gsvr =
§ 120 715 1220 10.27 12.20 mL/gsvr %
2 240 211 178 789 7.89 mL/gsvt
é Fermentacion Solventogénica
é Etanol (mg/ gsvr) N
g R 50 80 §
[a et [9)

120 89.27 104.4 104.4 mg/gsvr

Para obtener la cantidad de energia recuperada se utilizd el valor de combustion del
hidrogeno (285.8KJ/mol), etanol (1367.88KJ/mol) y de los residuos de maiz (13.458KJ/g). Para ello,
se utilizé el maximo rendimiento de hidrogeno, mientras que el rendimiento etanol utilizado fue aquel
calculado para el periodo cuasi-estable (no el maximo). Para la comparacion de rendimientos de
hidrogeno entre estudios, los resultados se normalizaron a 1 atm. La energia recuperada se calculd

con la siguiente ecuacion (Pan, et al., 2008):

__ [mol H, x valor de combustién]+ [mol EtOHxvalor de combustion] 9
Erecuperada = X 100% [ ]

[calor de combustidongystratol
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Asi, la energia global recuperada en este trabajo fue del 24.64% principalmente debida a la
segunda etapa de obtencidn de etanol. La energia recuperada en las dos etapas de fermentacién
fue superior a la reportada para estudios de produccién de biocombustibles en una séla etapa
utilizando sustratos complejos ain cuando se utiliza un pretratamiento (Datar et al. 2007, Kyazze et
al. 2008, Wang et al. 2008, Liu et al. 2008). El porcentaje de energia recuperada en el trabajo de Pan
et al. (2008) fue del 51.3%, lo que se atribuye a un mayor procesamiento del sustrato por el uso de
enzimas de hongos que aumentan considerablemente la disponibilidad de azucares simples. Es por
ello, que de calcularse un rendimiento que incorpore la cantidad de energia e insumos utilizados, los
resultados de este trabajo pudieran ser comparables o inclusive ligeramente superiores a los
reportados por Pan y colaboradores. Ademas, los resultados presentados aqui aun son susceptibles
de ser mejorados mediante la incorporacion de las recomendaciones hechas para el TRH y la
concentracion de sustrato.

Estos resultados y discusion posibilita aceptar la hipotesis principal que dice: “Un proceso
de fermentacion en dos etapas para la produccion de hidrogeno y etanol, incrementara la energia
total recuperada por unidad de sustrato”. Es decir, en suma la energia recuperada fue de 3.3
kJ/gsustrato que corresponde principalmente a la etapa de produccion de etanol del proceso en dos

etapas.
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FASE IlI

VILVII Actividades enzimaticas

En esta dltima fase del trabajo se determind la actividad de dos enzimas importantes para la
degradacion de sustratos complejos con alto contenido de lignocelulosa: celulasas y xilanasas,
secretadas por el consorcio microbiano tanto en reactores de fase acidogénica como de fase
solventogénica. Para ello, se aislo y cuantificé la proteina soluble presente en los reactores para
determinar la actividad celulasa o xilanasa a través de la hidrélisis de polimeros, seguido de la
determinacion de los azlcares liberados. La actividad especifica de las enzimas se obtuvo
dividiendo la cantidad de glucosa liberada entre la cantidad de proteina soluble total.

El ANOVA realizado a la actividad especifica de cada una de las enzimas mostré que no
hubo un efecto significativo (p >0.05) para el TRH y concentracion de sustrato sobre esta variable de
respuesta en ambas enzimas. Sin embargo, se observa claramente en la Figura 8 (lado derecho),
que hubo una mayor actividad de xilanasas que de celulasas, mientras que las primeras alcanzaron
niveles maximos de 10.4mUl de actividad especifica (correspondiente al promedio del R120-50), las
segundas lograron un nivel maximo de 3.7mUl (correspondiente al promedio del R120-25). Por otra
parte, en el andlisis general del ensayo, se observd una mayor actividad xilanasa conforme
incrementd la concentracién de sustrato, mientras que la actividad celulasa se mantuvo
relativamente constante: Para el caso del TRH, se observd mayor actividad xilanolitica a un TEH de
120 h y menor actividad a un TRH de 240 y 60 h, la actividad celulasa nuevamente se mantuvo
relativamente constante.

12 —— 12 — 16
OAct. Xianolitica O Act. xlanolitica m Act. Celulolitica

8 WAt Celulolitica W Act. Celulolitica 0 At Xianolitica
B 12
E 8 8
5
<E 8 -
S
2 4 44

0 0 0

100 50 25 60 120 240 25 50 100 25 50 100 25 50 100 Sustrato(glL)
Sustrato (g/L) TRH (h) l ) ) l

60 120 20 TR

Figura 8. Gréficas de efectos principales del tiempo de retencién hidraulico
y concentracion del sustrato sobre la actividad xilanolitica y celulolitica.
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A pesar de encontrar una mayor actividad de xilanasas, se observé un mayor consumo de
celulosa que de hemicelulosa. Esto podria estar asociado a la estructura y disponibilidad de los
carbohidratos que cada enzima tiene como blanco. Por una parte la celulosa es un polisacarido
lineal formado por cadenas de residuos de glucosa unidos por enlaces 3 1-4. Luego, estas cadenas
lineales de celulosa interaccionan entre si por medio de enlaces de puentes de hidrégeno dando
lugar a la formacion de microfibrillas con regiones altamente ordenadas que le dan las
caracteristicas de insolubilidad, rigidez y resistencia al ataque enzimatico y que se conocen como
regiones cristalinas. Sin embargo, en algunas zonas de las cadenas lineales se rompen los puentes
de hidrégeno y forman regiones amorfas que permiten su hidratacién y accesibilidad a las celulasas
(Majia-Castillo, et al., 2002). Por lo que este pudo ser el primer sustrato en consumirse a
consecuencia de un menor requerimiento de celulasas y la implicacion de un menor gasto
energético, sin embargo luego de consumir este sustrato pudo ser necesario la hidrolisis de la
hemicelulosa, que al igual que la lignina se ubica impidiendo el paso a la celulosa que conforma las
microfibrillas. La asociacién de la hemicelulosa con la lignina dificulta la hidrélisis de este
carbohidrato, por lo que las xilanasas pudieron ser sintetizadas en exceso por los microorganismos
del consorcio para asegurar la eficiencia del proceso hidrolitico y por tanto el carbohidrato

consumido después de la celulosa.
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VIIl. Conclusiones

La caracterizacion de los residuos de maiz, mostré que el contenido de hemicelulosa y
celulosa estuvo entre el 65 — 70%, los cuales son aprovechables para su fermentacion.

El TRH y la concentracion de sustrato tuvieron un efecto estadisticamente significativo con
tendencias semejantes sobre la productividad de H. y productividad especifica de Ho (p<0.001 y
p<0.05, respectivamente).

Se encontrd que el efecto de la concentracion de sustrato sobre estas variables de
respuesta fue positivo, es decir, a mayor concentracion se logréo un mejor desempefio donde los
mejores resultados fueron a 100 g/L.

Respecto al TRH, éste tuvo un efecto inverso sobre éstas variables de respuesta, es decir al
disminuir el TRH se obtuvo una mayor productividad de Hz y productividad especifica de Hy, por lo
que los mejores resultados fueron a un TRH de 60 h.

En suma, el reactor con el mejor desempefio fue aquel alimentado con 100 g/L y operado a
un TRH de 60 h donde se alcanzé el mayor valor de productividad de hidrogeno (482 mL/(kgd)) y
productividad especifica de hidrogeno (58 mL/(ugd)).

La velocidad de carga organica inicial tuvo un efecto positivo sobre la velocidad de remocion,
mientras que el TRH tuvo un efecto inverso. El mayor consumo de carbohidratos se registré en el
reactor R60-100 con 2.2 g/(kg*d) de hemicelulosa y 5.5 g/(kg*d) de celulosa. A pesar de que la
actividad xilanolitica fue mayor que la celulolitica.

Se comprobd que fue posible continuar la biotransformacion del sustrato residual obtenido
de los reactores acidogénicos, para la produccion de etanol en una segunda etapa de fermentaciéon
de tipo solventogénica. Se alcanzé una produccion méxima de 104 mg etanol/gSV en reactores
alimentados con 80 g/L de sustrato recuperado y operados a un TRH de 120 h.

Con un proceso en dos etapas de fermentacion, se encontrd que la energia recuperada total
(hidrogeno y etanol) por sustrato alimentado fue del 24.64 % es decir, en suma la energia

recuperada fue de 3.3 kJ/gsustrato.
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