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AME: Actividad Metanogénica Especifica
AR: Agua residual
ARD: Agua residual doméstica
ARY: Agua residual del proceso de extraccidn de almiddn de yuca
atm: Atmosfera
CaCO:: Carbonato de calcio
CHs: Metano
CO:: Diéxido de carbono
d: Dia
DA: Digestion Anaerobia
DQO: Demanda Quimica de Oxigeno
FO: Fermentacién oscura
g: Gramo
h: Hora
HCI: Acido clorhidrico
Ha: Hidrogeno
H,S04: Acido sulfdrico
K: Kelvin
kg: Kilogramo
L: Litro
LAA: Lodo Anaerobio Acidogénico
LAF: Lodo Anaerobio Floculento
LAGM: Lodo Anaerobio Granular Metanogénico
mg: Miligramo
N: Normalidad
NaOH: Hidréxido de Sodio
Na;HPO4: Fosfato de Sodio
P: Produccion potencial de hidrégeno
Rm: Tasa maxima de produccion de hidrégeno
SP: Sin pretratamiento
SSV: Sélidos suspendidos volatiles
SST: Solidos suspendidos totales
TRH: Tiempo de retenci6n hidraulico
UASB: Del inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket. (Reactor anaerobio de flujo ascendente con
manto de lodos)
°C: Grados Celsius
A Fase de latencia
Y: Rendimiento de Biogas

%: Porcentaje
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RESUMEN

El hidrogeno — H; es considerado como el combustible del futuro debido a su alto contenido energético y su
naturaleza no contaminante; su produccion a través de la fermentacion oscura — FO es una alternativa atractiva
desde el punto de vista econdémico y ambiental, en el cual el pretratamiento del inéculo constituye un factor de
gran importancia para inhibir los microorganismos consumidores de este biogas y aumentar los rendimientos
de produccién.

Se evalud el efecto del pretratamiento térmico sobre la Actividad Hidrogenonica Especifica - AHE como
herramienta para la seleccién de indculos en la fermentacion oscura - FO del agua residual del proceso de
extraccion de almidon de yuca — ARY. Los valores de Y y AHE indicaron que el Lodo Anaerobio Granular
Metanogénico - LAGM y el Lodo Anaerobio Acidogénico - LAA con y sin pretratamiento térmico son factibles
para ser utilizados como indculo en ensayos de FO de sustratos complejos como el ARY. EI LAGM y el LAA
obtuvieron mayores valores promedio de Y (mLBiogasH..(gGlucosaremovida)!) respecto al LAF, segun las
condiciones de pretratamiento térmico evaluadas de temperatura — T (75, 85 y 100°) y tiempo de exposicion t
(15, 30 y 45min). Estos valores fueron en su orden, para los seis valores méas altos correspondientes a: (i) 289,0
(LAA 85°C-15min), (ii) 286,9 (LAA 75°C-15min), (iii) 277,0 (LAGM 75°C-45min), (iv) 276,7 (LAGM SP), (v) 269,7
(LAGM 75°C-30min) y (vi) 244,6 (LAA 85°C-30min).

En cuanto a la AHE (mLBiogas.Ha(gSSVinia.h) ), los valores promedio fueron en su orden: (i) 27,3 (LAF 100°C-
45min), (ii) 24,9 (LAA 85°C-15min), (iii) 23,8 (LAA 100°C-30min), (iv) 22,4 (LAF SP), (v) 18,8 (LAA 75°C-30min)
y (vi) 18,0 (LAA 85°C-30min), destacandose que el LAF present6 el valor mas alto de AHE, aunque su
rendimiento de produccién de biogas fue menor que el del LAGM y el LAA, indicando que no necesariamente
existe una proporcionalidad ente estos dos parametros, cuando se evaltan diferentes indculos.

Se selecciono el LAA pretratado a 85°C-15min como indculo para estimar la produccién potencial de Hzen la
FO del ARY, debido a que presenté el mayor rendimiento de produccién de biogas.Hz y una alta AHE, ademas
de presentar una alta relaciéon SV/ST (0,83) y alta capacidad en la transformacién de carbohidratos (eficiencias
de reduccion predominantes del orden del 98%). Asi mismo, teniendo en cuenta el analisis de los pardmetros
cinéticos para este indculo, se incluyd la condicion SP en los ensayos de FO del agua residual agroindustrial
en referencia.

El rendimiento en la produccién de H; en la FO del ARY fue de 30 y 19 mL.(gGlucosaremovica)™! (€quivalente a
0,22 y 0,14 molH,.(molGlucosaremovica)”) Utilizando LAA pretratado térmicamente a 85°C-15min y sin
pretratamiento respectivamente, lo cual representd hasta un10,5% de su produccion potencial de H.. El bajo
rendimiento de Hy en la FO del ARY en relacion con la produccion potencial del LAA evidenci6 la influencia de
otros factores que direccionan rutas metabdlicas con produccion nula de este biogas, como la posible presencia
de bacterias acido lacticas.

Palabras Clave: Agua residual del proceso de extraccidn de almidén de yuca, Fermentacion oscura, Hidrogeno,
Inéeulo, pretratamiento térmico.



EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA ESPECIFICA - SR
AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA e
Vs DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA

EIDENAR "7

ABSTRACT

Hydrogen - H is considered as “fuel for future” because of its high-energy yield and its non-polluting nature.
Dark fermentative hydrogen production is attractive from economic and environmental perspective, in this
respect, pretreatment is one of the most important issues in order to inhibit hydrogen- consuming bacteria —
HCB.

The effect of heat pretreatment on the Specific Hydrogenic Activity (AHE) as a tool for the selection of inoculums
in dark fermentative hydrogen from cassava processing wastewater — ARY was investigated. The values
reached for Y and AHE showed that pretreated and unpretreated Granular Anaerobic Methanogenic Inoculum-
LAGM and Acidogenic Anaerobic Inoculum - LAA are feasible to be used as inoculum in dark fermentative
hydrogen production from complex substrates such as the ARY. LAGM and LAA obtained higher average
hydrogen yields - Y (mLBiogas.H2.(gGlucosaremavida) ') compared to LAF, according to pretreatment conditions
evaluated: Temperature - T (75, 85 and 100°C) and exposure time - t (15, 30 and 45 min). These values were
in order, for the six highest: (i) 289,0 (LAA 85°C -15min), (ii) 286,9 (LAA 75°C-15min), (iii) 277,0 (LAGM 75°C -
45min), (iv) 276,7 (LAGM SP), (v) 269,7 (LAGM 75°C-30min) and (vi) 244,6 (LAA 85°C-30min).

Average AHE (mLBiogas.H2.(gSSVinica.h)"), were: (i) 27,3 (LAF 100°C-45min), (ii) 24,9 (LAA 85°C -15min ), (iii)
23,8 (LAA 100°C-30min), (iv) 22,4 (LAF SP), (v) 18,8 (LAA 75°C-30min) and (vi) 18,0 (LAA 85°C-30min ); LAF
reached the highest AHE, although its biogas production yield was lower than the LAGM and the LAA yield,
indicating that there is not necessarily a proportionality between these two parameters, when different inocula
are evaluated.

Pretreated LAA at 85°C-15 min was selected as inoculum to estimate the potential dark fermentative hydrogen
production from ARY, because of its highest hydrogen yield and AHE. Besides, LAA had a high SV/ST ratio
(0,83) and high conversion of carbohydrates (predominant removal efficiencies around 98%). Taking into
consideration the kinetic parameters for this inoculum, the untreated - SP condition was included in the dark
fermentation from ARY.

The hydrogen yield in the dark fermentation from ARY was 30 and 19 mL.(gGlucosaremoida) ' (€quivalent to 0,22
and 0,14 molH,.(molGlucosaremovisa)™!) for pretreated LAA at 85°C-15min and unpretreated LAA respectively,
which represented up to 10,5% of its potential hydrogen yield production. The hydrogen yield in the dark
fermentation from ARY in relation to the potential yield production of LAA showed the influence of other factors
that direct metabolic routes with zero production of this type of biogas, such as the possible presence of lactic
acid bacteria.

Keywords: Cassava processing wastewater, dark fermentation, heat pretreatment, hydrogen, inoculum.
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1 INTRODUCCION

La energia juega un papel importante para el bienestar humano y es crucial para el desarrollo econdmico de la
sociedad moderna, en el cual el carbon, el petréleo y el gas natural son las fuentes de energia més significativas
(Shahsavari & Akbari, 2018; Zhong et al., 2017), ya que representan méas del 80% de la oferta total de energia
primaria en el mundo (Abas et al., 2015; Agencia Internacional de la Energia - AIE, 2017b). Esta dependencia
cada vez mayor de los combustibles fosiles ha contribuido al cambio climatico y al calentamiento global, lo que
ha tenido un impacto severo en el ambiente y la salud (Sen et al., 2016; Shahsavari & Akbari, 2018).
Adicionalmente, la disponibilidad de combustibles fésiles estd sujeta a grandes incertidumbres técnicas,
economicas y politicas (Bauer et al., 2016); su explotacién se ha realizado a tal magnitud, que algunos estudios
sefialan que las reservas se agotaran en un futuro no muy lejano, menos de un siglo o un poco méas (Henrich
et al., 2015; Patel & Shah, 2015). Lo anterior, ha impulsado la busqueda de nuevas fuentes de energia, mas
limpias, sostenibles y ecoldgicas (Correa et al., 2017; Senol et al., 2016) y ha producido un gran cambio de
paradigma, en el que se ha pasado del pensamiento del sélo uso de los recursos naturales al concepto de
recuperacion, reutilizacién y conversion de residuos en energia (Paudel et al., 2017; Sen et al., 2016).

De esta forma, la energia y el ambiente, ademas de los aspectos econoémicos, son dos factores cruciales en el
desarrollo sostenible (Vidadili et al, 2017). Bajo este escenario, entre las diferentes fuentes de energia
renovable, el hidrdgeno es considerado como el combustible del futuro debido principalmente, a su alto
contenido energético y su naturaleza no contaminante (Elbeshbishy et al., 2017; Singh et al., 2015).
Desafortunadamente, este gas es producido primordialmente, a partir de fuentes de energia no renovables
como los combustibles fésiles (Dimitriou & Tsujimura, 2017; Serban et al., 2003), los cuales generan
contaminacion y aunque, se han catalogado como mas econémicos, a medida que se alcanzan economias de
escala, los costos operacionales tienden a aumentar en comparacion con el costo de las tecnologias basadas
en fuentes de energia alternativa (nuclear, solar, eélica y biomasa) (Bartels et al., 2010), estas Ultimas pueden
hacerse mas competitivas teniendo en cuenta aspectos como la regulacién ambiental, los subsidios y otros
incentivos econémicos por su implementacion (Chynoweth et al, 2000; Cowley & Brorsen, 2018).

Una de las alternativas mas atractivas para la produccion de H, desde el punto de vista econémico, ambiental
y energético, lo constituye la digestion anaerobia-DA (Khan et al., 2018). La DA puede considerarse un
ecosistema que involucra un proceso bioldgico complejo, no lineal y dindmico (Hu et al., 2018), en el cual un
consorcio de diferentes tipos de microorganismos mutuamente dependientes, con diferentes condiciones de
operacion y rutas metabdlicas especificas, promueven bajo ausencia de oxigeno molecular, la transformacién
de compuestos organicos como carbohidratos, proteinas y lipidos, en compuestos mas simples como biogas vy
de facil manipulacion como biosdlido (Campos, 1999; Uckun Kiran et al., 2016, Fagbohungbe et al., 2017;
Siddique & Wahid, 2018). Esta caracteristica ha hecho que la aplicacion de la DA en el tratamiento de residuos
liquidos y sdlidos de origen doméstico e industrial, tenga gran aceptacion a nivel mundial, ya que ademas de
las ventajas ampliamente reconocidas como el bajo costo de implementacién y operacidn y la baja produccion
de lodo de exceso, permiten la recuperacion y utilizacion de los subproductos generados (Foresti et al., 2006;
Sawatdeenarunat et al., 2016; Stazi & Tomei, 2018).

El actual contexto econémico y ambiental, ha hecho que la DA deje de ser concebida netamente como una
tecnologia para el tratamiento de residuos y pase a ser considerada como una alternativa para la produccion
de energia (Premier et al., 2013; Sawatdeenarunat et al., 2016; Wilkinson, 2011). El aprovechamiento del
metano que conforma el biogas producido (principalmente metano), ha sido reconocido por ser una estrategia
favorable desde el punto de vista costo-beneficio en la produccion de energia (Tabatabaei et al., 2010), pero su
combustion genera CO-, que junto con el metano son considerados gases de efecto invernadero (Lin & Chang,
1999; Mannina et al., 2016). De esta manera, diversos estudios sobre la produccién de biogas a través de la
DA, han sido dirigidos hacia la produccién de H,, ya sea como el componente principal en lugar del metano (Li
& Fang, 2007), llevandose a cabo hasta la etapa fermentativa o de acidogénesis, cuyo proceso es denominado
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“Fermentacion oscura-FO” (Alibardi, Favaro, Lavagnolo, Basaglia, & Casella, 2012) o a la produccién de los dos
gases de forma simultanea o separada, ambos escenarios bajo condiciones especificas de operacion (Arizzi et
al., 2016; Duan et al., 2017; Khan et al., 2016; Lin et al., 2018).

De acuerdo con Li & Fang (2007) el H; aventaja al metano por dos razones principales, la primera consiste en
que el H tiene una amplia gama de aplicabilidad industrial comparada con el metano, el cual es usado
principalmente como combustible, mientras que la segunda hace referencia a que el Hz es un combustible ideal,
que genera vapor de agua como producto de su combustién. A temperatura ambiente, el H, es un gas no téxico,
inodoro, incoloro, sin sabor y altamente combustible (Boodhun et al., 2017), tiene un valor calorifico neto 2,4,
2,7y 4 veces mas alto que el del metano, la gasolinay el carbdn, respectivamente (Lukaitis et al., 2018; Marban
& Valdés-Solis, 2007). Entre los factores mas importantes que influencian la produccién de H a través de la
FO se encuentran las caracteristicas del sustrato y del inéculo (Alibardi & Cossu, 2016; Dinesh, Chauhan, &
Chakma, 2018; Lukaitis et al., 2018).

En cuanto al sustrato, aunque es posible utilizar diferentes sustancias organicas, como carbohidratos, proteinas
y lipidos (Ntaikou et al., 2010), los monosacaridos glucosa y xilosa y los disacaridos sacarosa y lactosa, han
sido los mas utilizados debido a su alta biodegradabilidad, de los cuales la glucosa ha sido ampliamente
aceptada como la sustancia de referencia para la estimacion de los rendimientos de produccion teérica (Lopez-
Hidalgo et al., 2018; Lukaijtis et al., 2018; Wang & Wan, 2009). No obstante, una de las desventajas en el uso
de carbohidratos puros como la glucosa y sacarosa es que son sustancias con diferentes aplicaciones y usos,
como el correspondiente al sector salud y alimenticio y en ese aspecto, existe un escenario de competencia,
ademas de su costo elevado (Arimi et al., 2015; Kapdan & Kargi, 2006; Lukaijtis et al., 2018).

Teniendo en cuenta que respecto al sustrato, el uso de materia prima econdmica y disponible es uno de las
principales elementos para una produccion eficiente de H. a escala industrial (Arimi et al., 2015), el agua residual
con alto contenido de materia organica en forma de carbohidratos, como la generada en el proceso de
extraccion de almidon de yuca constituye una potencial alternativa para ser utilizada con ese objetivo
(Cappelletti et al., 2011; Madeira et al., 2017; O-Thong et al., 2011). En Colombia, este tipo de agua residual ha
sido reconocida por su alto impacto ambiental y se ha identificado la factibilidad de su tratamiento mediante DA
(Pérez Vidal et al., 2009; Torres et al., 2010); de esta manera, su uso como sustrato en la produccién bioldgica
de H; a través de la FO permite contribuir de manera simultanea, a la solucién de la problematica asociada con
la contaminacién ambiental y, con la necesidad de produccion de energia limpia, con mayor poder calorifico
(Wang & Yin, 2018; Yun et al., 2018).

Respecto al indculo, en vista de los beneficios que presentan los cultivos mixtos de microrganismos sobre los
cultivos puros, existe una gran variedad de fuentes como por ejemplo suelo, estiércol, compost, sedimentos de
fuentes de agua superficial, lodo anaerobio y lodo activado de plantas de tratamiento de agua residual
(Baghchehsaraee et al., 2008; Chang et al., 2011; Ghimire et al., 2015). El uso de cultivos mixtos presenta
ventajas sobre el uso de cultivos puros, porque ofrecen menores costos operacionales, ya que no requieren
condiciones estrictas de esterilidad en el proceso, posibilita el control operacional de acuerdo con la cinética de
diferentes grupos microbiolégicos y, permiten el uso de agua residual como sustrato (Chen et al., 2017; Valdez-
Vazquez et al., 2005). Sin embargo, en un sistema con una comunidad diversa de microorganismos, coexisten
bacterias productoras de H; facultativas como las del género Enterobacter, Bacillus y Escherichia o anaerobias
estrictas como las del género Clostridium y, de otros microorganismos consumidores de H, de diversos géneros,
principalmente arqueas metanogénicas y bacterias homoacetogénicas asi como bacterias sulfatoreductoras,
productoras de acido propidnico y reductoras de nitrato (Bundhoo et al., 2015; Chang et al., 2011; Li & Fang,
2007). Una de las estrategias para lograr que durante la FO el H2 no sea consumido por otros microorganismos,
es el tratamiento previo del inoculo para suprimir los microorganismos consumidores de este biogas y que
predominen aquellas que lo producen ( Li & Fang, 2007; Braguglia, Gallipoli, Gianico, & Pagliaccia, 2018).
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La seleccién del método o pretratamiento del indculo para la inhibicién de los microrganismos consumidores de
H, depende principalmente del origen y caracteristicas del indculo, de las caracteristicas del sustrato, de los
costos de inversion y operacion, de la factibilidad y complejidad técnica, afinidad con los microorganismos
productores de H, y de la compatibilidad con el metabolismo de estos ultimos (Valdez-Vazquez & Poggi-
Varaldo, 2009), por lo cual se han identificado ventajas, desventajas y resultados controversiales en la
aplicacion de cada uno de ellos (Dessi et al., 2018; Kumar et al., 2016; L. Singh & Wahid, 2015); en ese sentido,
la optimizacion de los métodos de pretratamiento de indculos mixtos constituyen una necesidad en pro de
alcanzar mayores rendimientos en la produccion de H; a través de la FO y a su vez, un desafio para su
aplicacién en un escenario a gran escala, el cual demanda grandes cantidades de in6culos activos y estables
(Baghchehsaraee et al., 2008; Chang et al., 2011; L. Singh & Wahid, 2015).

De acuerdo con lo anterior, se hace necesario avanzar en la busqueda de estrategias para la produccion de H,
a través de la FO que constituyan un insumo para su aplicacion a escala real, utilizando como sustrato agua
residual de alto impacto ambiental e indculos de facil adquisicion en la regién. En ese sentido, esta investigacion
evalu6 el efecto del pretratamiento térmico sobre la Actividad Hidrogenonica Especifica - AHE como
herramienta para la seleccion del indculos en la fermentacién oscura del agua residual del proceso de extraccion
de almidén de yuca. De esta manera, se espera contribuir al desarrollo de tecnologias sostenibles para el
tratamiento de agua residual en el pais y la minimizacién de los impactos en el ambiente por su inadecuada
disposicién; adicionalmente se espera aportar a la promocion de fuentes de energia alternativa con la
consecuente valorizacion de residuos liquidos de la agroindustria y las potencialidades que para dicho objetivo
tienen diferentes indculos disponibles en la region del suroccidente colombiano.
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2  OBJETIVOS

21  Objetivo general

Evaluar el efecto del pretratamiento térmico sobre la Actividad Hidrogendnica Especifica - AHE como
herramienta para la seleccién de indculos en la fermentacién oscura del agua residual del proceso de extraccion
de almidén de yuca

2.2 Objetivos especificos

o Evaluar el efecto de la temperatura y del tiempo de exposicion en el pretratamiento térmico, sobre la
Actividad Hidrogénica Especifica- AHE de tres indculos

e Seleccionar la mejor combinacion de temperatura y tiempo de exposicién para el pretratamiento
térmico del indculo de mayor AHE y rendimiento en la produccion de H,

o Estimar la produccién potencial de hidrégeno en la fermentacidn oscura del agua residual del proceso
de extraccién de almidén de yuca
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3 MARCO REFERENCIAL

3.1 Fuentes de energia renovable

El incremento exponencial de la poblacién, el notable ascenso de la industrializacion, la modernizacién en el
estilo de vida y una sociedad cada vez “motorizada” ha llevado a un aumento significativo en la demanda de
combustibles a base de petroleo (Agarwal, 2007; Joshi, Pandey, Rana, & Rawat, 2017; Sen et al., 2016). La
demanda cada vez mayor en el uso de combustibles fésiles y la consecuente emision de gases efecto
invernadero derivado de su combustion, ha contribuido con el cambio climatico, ha ocasionado un impacto
severo en el ambiente y la salud (Nigam & Singh, 2011; Sen et al., 2016; Shahsavari & Akbari, 2018).
Adicionalmente, la disponibilidad de combustibles fdsiles estd sujeta a grandes incertidumbres técnicas,
economicas y politicas (Bauer et al., 2016); su explotacién se ha realizado a tal magnitud, que algunos estudios
sefialan que las reservas se agotaran en un futuro no muy lejano, menos de un siglo 0 un poco mas (Henrich
et al., 2015; Patel & Shah, 2015). Lo anterior, ha impulsado la busqueda de nuevas fuentes de energia, mas
limpias, sostenibles y ecoldgicas (Correa et al., 2017; Senol et al., 2016).

Las fuentes de energia renovable, también llamadas fuentes de energia alternativa (Panwar, Kaushik, & Kothari,
2011), son aquellas que se reponen continuamente por la naturaleza y se derivan directamente del sol como la
energia térmica, fotoquimica y fotoeléctrica, indirectamente del sol como la edlica, hidroeléctrica y la energia
fotosintética almacenada en la biomasa, o de otros movimientos naturales y mecanismos del ambiente como la
energia geotérmica y mareomotriz (Ellabban, Abu-Rub, & Blaabjerg, 2014). La Figura 1 muestra una
clasificacién general de las fuentes de energia renovable, dentro de las cuales se encuentra la bioenergia o
energia de la biomasa.

( FUENTES DE ENERGIA RENOVABLE |

[ I [ I I ]
Energia Energia Energia I Energia Energia . .
[ Edlica ] Mareomotriz Hidroeléctrica érmi Bioenergia
I 1 1

(__Marina/Ofishore ] [ Terrestre/Onshare | (Folovoltaica ][ Temica ] De Concentracion | El:fetrfi:li?gny ] [ Biocombustibles ]

Figura 1. Sintesis grafica de las fuentes de energia renovable
Fuente: Ellabban et al. (2014)

Bioenergia es energia renovable disponible a partir de materiales derivados de fuentes bioldgicas (Patel & Shah,
2015), especificamente, es la conversion de biomasa en formas Utiles de energia (Ellabban et al., 2014). Por
su parte, Biomasa es cualquier material organico que ha almacenado la luz solar en forma de energia quimica
(Patel & Shah, 2015). No obstante, la biomasa utilizada con fines energéticos tiene una categoria muy
heterogénea (Vavrova, Knapek, & Weger, 2017), y puede considerarse como cualquier recurso renovable
derivado de material organico de origen animal o vegetal, existente en la naturaleza o generado por el hombre
ylo los animales (residuos de actividades agricolas, industriales y urbanos) (Ferreira et al., 2018).

Si bien, la biomasa puede utilizarse directamente para obtener energia (combustion), también puede utilizarse
como materia prima para convertirse en diversos combustibles liquidos o gaseosos (biocombustibles). Los
biocombustibles pueden ser transportados y almacenados, permitiendo por ejemplo la generacion de calor y
energia seguin la demanda, lo cual es esencial bajo un escenario de combinacién energética con otras fuentes
de energia altamente dependientes o intermitentes como la edlica (Ellabban et al., 2014).

Los biocombustibles incluyen cualquier compuesto quimico en estado liquido, solidos o gaseoso, enriquecido
en energia que es generado directamente a través de procesos bioldgicos o derivado de la conversion quimica
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de biomasa de organismos vivos como algas, plantas y bacterias (Rodionova et al., 2017). Los biocombustibles
provenientes especialmente de biomasa de cultivos agricolas destinados a la alimentaciéon humana, son
denominados de primera generacién (Bioetanol, Biodiesel y Biogas). Para que la produccion de biocombustibles
no compita con la produccion de alimentos, se han propuesto los biocombustibles de segunda generacion, los
cuales son producidos a partir de biomasa lignocelulésica, procedente de residuos de cultivos, de subproductos
de las industrias alimentaria y forestal, o de cultivos especificamente destinados a su obtencion como las algas
(Algayyim, Wandel, Yusaf, & Hamawand, 2018; Bhatia, Kim, Yoon, & Yang, 2017; Nigam & Singh, 2011, Saladini
etal., 2016).

De los diversos procesos, métodos y tecnologias para la produccion de biocombustibles de segunda
generacién, la DA, es una opcion atractiva, con potenciales beneficios ambientales y econdmicos vy el
biocombustible producido (Biogas) es reconocido por su versatilidad, aceptacion y racionalidad desde el punto
de vista de la sostenibilidad ambiental y econdmica (Bharathiraja, Sudharsanaa, Bharghavi, Jayamuthunagai,
& Praveenkumar, 2016; Paudel et al., 2017). El biogas es una mezcla compuesta principalmente de metano
CHy entre un 50% y 75%, dioxido de carbono entre un 25% y 50% y cantidades minimas de otros compuestos
como sulfuro de hidrogeno, hidrogeno y vapor de agua (Bharathiraja et al., 2016; Surendra, Takara, Hashimoto,
& Khanal, 2014 ).

No obstante, los estudios recientes en el campo de la DA, han dirigido sus esfuerzos hacia la “recuperacion”
del hidrégeno que se produce durante el proceso, debido a sus numerosas ventajas respecto al metano y los
combustibles fésiles, por lo cual ha sido considerado como un “Biocombustible promisorio” (Hallenbeck, 2009;
Imam, Singh, & Shukla, 2014; G. Kumar, Bakonyi, et al., 2016).

3.2  Hidrégeno: caracteristicas, usos y formas de produccion

El Hidrégeno es el mas ligero de todos los elementos, fue descubierto por Henry Cavendish en Inglaterra en
1766 y nombrado por Lavoisier. Su nombre proviene de la combinacion de las palabras griegas "Hidro" que
significa "agua" y "geinomai" que significa "generador de", es decir, el elemento que “genera agua” (Lide, 2005;
Salvi & Subramanian, 2015).

El hidrogeno constituye aproximadamente las tres cuartas partes de toda la materia del universo, ademas de
ser el mas ligero, es el elemento méas simple y abundante de todos los elementos quimicos existentes en él
(Acar & Dincer, 2014; Sharma & Arya, 2017), constituye el décimo elemento mas abundante en la corteza
terrestre (Baykara, 2018), no se encuentra disponible en la naturaleza como sustancia quimica con férmula
molecular H,, solo se encuentra en combinacién con otros elementos, principalmente con oxigeno en la
molécula de agua, con carbono y oxigeno de la biomasa (C«H,0.) y combustibles fosiles (CxHy) (Abdalla et al.,
2018; Acar & Dincer, 2014; Salvi & Subramanian, 2015); no es una fuente de energia primaria, sin embargo se
convierte en un atractivo portador de energia cuando se separa de los demas elementos con los cuales esta
combinado (Acar & Dincer, 2014).

A temperatura ambiente, el H, es un gas no toxico, inodoro, incoloro, insipido y altamente combustible, con
formula molecular Hz (Boodhun et al., 2017). La combinacién y reaccién de dos &tomos de hidrégeno y un
atomo de oxigeno conducen a la liberacién de energia y la formacién de agua solamente, siendo inocuo al
ambiente; presenta ventajas tales como alta eficiencia energética, produccién de agua sin emisiones,
abundancia, diferentes formas de almacenamiento (gaseosa, liquida o junto con hidruros metélicos), facilidad
de conversién a otras formas de energia y mayor valor calorifico neto que la mayoria de los combustibles fésiles
convencionales (Dimitriou & Tsujimura, 2017; Dincer & Acar, 2014), como se muestra en la Tabla 1.



AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA
umversiiss  DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA ESPECIFICA - @ S

EIDENAR "t

Tabla 1. Comparacién de propiedades de combustibles sintéticos

Combustible Valor Calorifico C_antidad Relativa para
Neto - VCN (kJ/g) igualar el VCN del H,
Hidrégeno (H.) 120 1,0
Metano (CHa) 50 24
Metanol (CH30OH) 20,1 6,0
Etanol (CoHsOH) 26,8 44
Gasolina (CgH1s) 46,7 2,7

Fuente: Zajic et al. (1978), Lukaitis et al. (2018)

El H, se puede producir a partir de un gran nimero de materias primas tales como combustibles fésiles y fuentes
renovables (F. Zhang, Zhao, Niu, & Maddy, 2016) tal como se presenta en la Figura 2.

Combustibles Fésiles Fuentes Renovables
Reformado de I Pirclisis de ' Disociacion/Splitting ]
Hidrocarburos Hidrocarburos [ Biomasa ] [ del agua

’—‘—| Electroliss

Oxidacion Parcial
Reformado Procesos Procesos —
Autotérmico Biologicos Termoquimicos

Biofotolisis
Fermentacion oscura

Gasificacion

Fotofermentacion

Licuefaccion

Figura 2. Principales métodos para la produccion de Hidrégeno
Fuente: Nikolaidis & Poullikkas (2017)

De acuerdo con la Agencia Internacional de las Energias Renovables-IRENA (2018), actualmente, més del 95%
de la produccion de H; tiene como fuente los combustibles fésiles; siendo el gas natural la fuente méas comin
(48%) a través del método de reformado, frente a las fuentes de petréleo (30%) y carbén (18%). Estas dos
Ultimas fuentes, también se utilizan ampliamente, especialmente en China y Australia mediante métodos de
gasificacion; asi mismo, alrededor del 4% del suministro global de H, se produce mediante electrélisis,
principalmente a través de procesos de cloro-alcali.

Aspectos como el costo de produccién y los efectos adversos al ambiente derivados de la produccion de H, a
partir de recursos no renovables basados en carbén, constituyen un desafio para el desarrollo de este sector
(Show, Lee, Tay, Lin, & Chang, 2012); bajo este panorama la produccion bioldgica es considerada como una
opcion atractiva (Sivagurunathan et al., 2016), en el cual al Hidrogeno se le ha acufiado el término de
Biohidrogeno. Estos procesos son potencialmente neutros en carbono y son llevados a cabo a bajos intervalos
de temperatura y presidn, por lo tanto son menos intensivos energéticamente que los procesos convencionales
y permiten la utilizacién de residuos como sustrato (Azbar, 2015; Nikolaidis & Poullikkas, 2017); se pueden
agrupar en dos categorias generales: i) procesos dependientes de energia luminica y, ii) procesos no
dependientes de energia luminica; la primera incluye fotolisis directa o indirecta y foto-fermentacion, mientras
que la segunda categoria incluye principalmente la fermentacién oscura (Ghimire et al., 2015; Show et al.,
2012). La Figura 3 muestra una representacion grafica de algunos procesos bioldgicos para la produccién de
Ha.
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Figura 3. Procesos bioldgicos para la produccion de Hy
Fuente: Hallenbeck & Ghosh (2009); Bi¢akova & Straka (2012); Ghimire et al. (2015); Nikolaidis &

Poullikkas (2017)

En cuanto a los usos del H,, la Agencia Internacional de la Energia-AlE (2015) indica que a la fecha, este gas
no era utilizado en gran medida para ser convertido en electricidad, energia mecanica o térmica sino que estaba
siendo utilizado casi por completo como insumo en la industria de refinacion y quimica, también para
aplicaciones en el sector metaldrgico, produccién de metanol, procesamiento de alimentos y el sector
electronico. El uso del H, como portador de energia es emergente, aunque las primeras celdas de combustible
se desarrollaron en la década del 60, solo en los Ultimos diez afios se ha desarrollado la tecnologia en la medida
de la demanda de la industria automotriz. Como un “gas industrial”, el Hz ya es un sélido negocio global sobre
el cual se espera una valoracion de $154,74 mil millones de délares en 2022 (AIE, 2017a).

3.3  Digestion Anaerobia

La DA puede aplicarse para la transformacién de una amplia gama de sustratos, que incluyen agua residual
doméstica e industrial, residuos de la industria agricola y de alimentos y residuos sélidos municipales
(Kiyasudeen S, Ibrahim, Quaik, & Ahmed Ismail, 2016). En la aplicacién técnica de la DA, la mayor parte de la
materia organica biodegradable presente en el sustrato se convierte en biogas (aproximadamente 70 a 90%);
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solo una pequefia fraccion del material organico se convierte en material celular como lodo de exceso (entre 5
y 15%); ademés de la pequefia cantidad producida comparada con la aplicacion de sistemas aerobios, el lodo
de exceso tiene mayor concentracion, mejores caracteristicas de deshidratacion y puede considerarse como
un lodo estabilizado. El material que no es convertido en biogas o en lodo de exceso, sale del sistema o reactor
como material no degradado (10 a 30%) (von Sperling & Chernicharo, 2005).

El tratamiento de residuos liquidos y s6lidos de origen doméstico e industrial a través de la DA ha tenido gran
aceptacion a nivel mundial, ya que ademas de las ventajas que ofrece ampliamente reconocidas como el bajo
costo de implementacion y operacién y la baja produccién de lodo, permite la recuperacion y utilizacion de los
subproductos generados (Foresti et al., 2006; Sawatdeenarunat et al., 2016; Stazi & Tomei, 2018). La DA esta
consolidada para el tratamiento del agua residual doméstica, de una gran variedad de efluentes liquidos
generados en la actividad agroindustrial, en la transformacién de la fraccién organica susceptible de
biodegradacion de los residuos sélidos urbanos y de la industria agricola y de alimentos y, en la estabilizacion
de lodo primario y secundario generados en las plantas de tratamiento de agua residual.

La DA puede ser considerada como un ecosistema (von Sperling & Chernicharo, 2005) que involucra un proceso
bioldgico complejo, no lineal y dinamico (Hu et al., 2018), en el cual un consorcio de diferentes tipos de
microorganismos mutuamente dependientes, con diferentes condiciones de operacién y rutas metaboélicas
especificas (Campos, 1999; Fagbohungbe et al., 2017; Siddique & Wahid, 2018), trabajan entre si en la
conversion de compuestos organicos complejos como carbohidratos, proteinas y lipidos a productos finales
mas simples como metano (CHa) principalmente y en menor proporcion diéxido de carbono (CO,) y trazas de
sulfuro de hidrégeno (H2S), gas amonio (NHs), Nitrogeno e hidrogeno (Hz) y agua, ademas de nuevo material
celular (Biosélido), bajo estrictas condiciones anaerobias (Potencial de Oxidacién reduccion —ORP < 200mV)
(Appels, Baeyens, Degréve, & Dewil, 2008; Bong et al., 2018; Goux et al., 2016; Surendra et al., 2014; Uckun
Kiran et al., 2016).

Aunque en la DA intervienen o interactuan por lo menos once grupos de microorganismos (Alvarado et al.,
2014) de manera general, puede considerarse que comprende cuatro etapas definidas: Hidrolisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis (Gujer y Zehnder, 1983 citado por Lucas, Santos, Raphaele, Chaves, & Van
Haandel, 2018). La Figura 4 muestra graficamente las interacciones metabdlicas y microrganismos
involucrados en la DA, en sus etapas de hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.

Hidrolisis: La hidrolisis se puede definir como un proceso en el cual los sustratos poliméricos complejos,
disueltos o particulados, son transformados en compuestos monoméricos o diméricos que pueden ser
faciimente consumidos por las bacterias acidogénicas. En el proceso, las particulas poliméricas son degradas
a través de la accion de exo-enzimas para generar moléculas de menor tamario, las cuales pueden cruzar la
barrera celular. (Henze et al., 2008). Durante la hidrdlisis, las proteinas son degradadas a través de (poli)
péptidos para formar aminoacidos, mientras que los carbohidratos se transforman en azucares solubles (mono
y disacaridos) y los lipidos son convertidos en &cidos grasos de cadena larga-AGCL (C15 a C17) y glicerina
(Campos, 1999).

La hidrolisis es muy sensible a la temperatura y sus fluctuaciones, ademas es la etapa limitante para la velocidad
de degradacién especialmente con sustratos sélidos y/o semi-sélidos y con tipos de agua residual de alta
relacion solidos suspendidos totales—SST/DQO (Henze et al., 2008; Yuan & Zhu, 2016).

Acidogénesis: Los compuestos solubles, resultantes del proceso de hidrolisis, son absorbidos en las células
de las bacterias fermentativas y luego excretadas como compuestos organicos simples, entre los que se
encuentran los acidos grasos volatiles de cadena corta -AGV's-, alcoholes, acido lactico y compuestos
minerales como COz Ha, NH3 y H.S (Campos, 1999). La acidogénesis es un proceso metabélico de
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fermentacion, en el cual los compuestos orgénicos son utilizados tanto como donadores de electrones como
aceptores de los mismos (Megonigal et al., 2003).

La mayoria de las bacterias acidogénicas son anaerobias estrictas y cerca del 1% son bacterias facultativas
que pueden utilizar el oxigeno como aceptor final de electrones en sus actividades metabdlicas, aspecto
importante en la DA, ya que de esta manera, las bacterias anaerobias estrictas como las arqueas
metanogénicas son protegidas por la eventual presencia de oxigeno en el medio (Henze et al., 2008; Ziemirski,
2012).

La acidogénesis es realizada por un grupo grande y diverso de bacterias como las especies del género
Clostridium y Bacteroids. Las primeras constituyen bacterias que forma esporas, permitiendo su supervivencia
frente a condiciones ambientales adversas; las segundas son organismos que se encuentran comunmente en
el tracto digestivo y participan en la degradacion de azlcares y aminoécidos (von Sperling & Chernicharo, 2005).
La acidogénesis es referida como la etapa en la cual predomina la produccién de H, (Khan et al., 2018;
Penniston & Gueguim Kana, 2018), y en el contexto de los estudios y aplicaciones especificas para la
produccion de este biogés, se denomina Fermentacion Oscura.

POLIMEROS COMPLEJOS

(Polisacaridos, proteinas, lipidos)
1

5 ACIDOS GRASOS DE
MONOME_RQS_ CADENA LARGA
(R BN (léurico, miristice, paimitico)
2
X
ALCOHOLES ACIDOS GRASOS VOLATILES
(metanol, etanol) | |
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A : ' ' i
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4.  Bacterias Homoacetogénicas Nitratos
5. Bacterias Sintroficas Oxidadorasde Acetato  11.  Metanétrofos Anaerobios
6.  Arqueas MetanogénicasAcetoclasticas

Figura 4. Interacciones metabdlicas y microrganismos involucrados en la DA
Fuente: Alvarado et al. (2014)

Acetogénesis: Los AGV's diferentes al acetato, que son producidos durante la etapa de acidogénesis, son
convertidos posteriormente a acetato, H, y diéxido de carbono por las bacterias acetogénicas. Los principales
sustratos acetogénicos son el propionato y butirato, los cuales son intermediarios importantes en la DA; el
lactato, etanol, metanol e inclusive el Hz y CO, también son convertidos homoacetogenicamente a acetato
(Henze et al., 2008). Autores como Megonigal et al. (2003) indican que la etapa de acetogénesis relacionada
con la conversién de los AGVs a acetato, es decir sin considerar la homoacetogenesis, puede considerarse
como una fermentacion secundaria (la fermentacion primaria corresponderia a la etapa de acidogénesis).
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Desde la perspectiva termodinamica y electroquimica, la acetogénesis es enteramente no espontanea y
endotérmica (AH >0, AS <0 and AG° > 0) (Oh et al., 2018). La oxidacion de los AGVs como el &cido butirico y
propionico sblo estara favorecida a bajas presiones parciales de H,, escenario que es facilitado por la
interrelacion entre las bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrégeno-OHPA, y las arqueas
metanogénicas consumidoras de hidrégeno. Este dltimo grupo, consume el H, generado por las OHPA
manteniendo una presién parcial de Hy a un nivel adecuado para que termodindmicamente pueda darse la
conversion de los AGV'’s a acetato e H,. Esta asociacion se conoce como “Relacion sintréfica” o “transferencia
interespecifica de hidrogeno” (Diaz-Baez, Espitia Vargas, & Molina Perez, 2002; Megonigal et al., 2003).

Los calculos asociados con las reacciones acetogénicas permiten determinar que sélo son termodindmicamente
favorables (es decir, ocurren en el sentido de la formacién de acetato) cuando la presidn parcial de Hz en el
medio es muy baja (10 atm para la conversion de propionato y 10-3 atm para butirato). Por lo tanto, una vez
formados los &cidos propionico y butirico como productos intermediarios, la conversion en acetato solo sera
posible mediante la existencia de poblaciones capaces de remover el Hy, de forma rapida y eficiente (Campos,
1999). Las arqueas metanogénicas consumidoras de H lo utilizan tan rapidamente, que la presién parcial de
este gas cae por debajo de 10+ atm, lo cual es suficiente para asegurar que se lleve a cabo la reaccion
acetogénica (Diaz-Baez et al., 2002; Henze et al., 2008; Muiller et al., 2010). Las bacterias acidogénicas también
se benefician de la relacién sintréfica en referencia, ya que el mantenimiento de bajas presiones parciales de
H, favorece la produccion de Ha y productos finales méas oxidados como el acetato y el CO,, siendo més eficiente
y conduciendo a una sintesis adicional de ATP (Megonigal et al., 2003).

De acuerdo con lo reportado por Zhou et al. (2017), es necesario tener en cuenta que las “Bacterias
homoacetogénicas”, las cuales son anaerobias estrictas, pueden realizar su metabolismo de forma autotrofa
(H2y CO4/CO) y/o heterotréfa (compuestos organicos tales como sacaridos, alcoholes, compuestos aromaticos)
la produccion de acetato. De otro lado, las bacterias sintréficas oxidadoras de acetato, son un grupo de
microorganismos que tienen la capacidad de oxidar el acetato produciendo H, y CO-. La oxidacién de acetato
a Ha y CO; requiere que la presion parcial de H, sea inferior a 10 atm y su reaccion tiene una AG® (kJ/mol)=
104,6 por lo cual no es favorable bajo condiciones estandar, siendo entonces termodinamicamente favorable
bajo la colaboracion sintrofica de las arqueas metanogénicas consumidoras de H: (Fotidis et al., 2013; Solera
del Rio, 2014).

Metanogénesis: Es la fase final de la DA, considerada la etapa mas lenta y consiste en la produccién de CHs4
por parte de las arqueas metanogénicas; sin estos microrganismos, no se llevaria a cabo la descomposicion
completa de la materia organica debido a la acumulacién de los productos finales de las bacterias acidogénicas
(Mara & Horan, 2003). Las arqueas metanogénicas son anaerobias estrictas, por lo cual, la presencia de
oxigeno molecular es letal para ellas, asi mismo, estos microorganismos son particularmente sensibles a los
cambios de temperatura y pH, y su desarrollo es inhibido a altos niveles de AGV's y de otros compuestos, como
el Hy, amoniaco y HyS (Zeikus, 1977 citado por Zieminski, 2012).

Las arqueas metanogénicas metabolizan una variedad de compuestos organicos (acetato, formiato, metanol,
metilaminas e incluso carbonatos), pero se dividen en solo dos grupos metaboélicos basados en un sustrato
especifico, el Hidrdgeno molecular: Arqueas Metanogénicas Acetoclasticas-AMA utilizan el acetato y, Arqueas
Metanogénicas Hidrogenotroficas-AMH utilizan el Hidrégeno y el CO, (Henze et al., 2008; Oh et al., 2018). Las
AMH tienen una velocidad de crecimiento mucho mayor que la correspondiente a las AMA, de modo que estas
ultimas limitan la velocidad de transformaciéon de material organico complejo (von Sperling & Chernicharo,
2005). Las AMH comunmente identificadas en la DA son las del genero Methanobacterium,
Methanothermobacter y Methanospirillum (Castellano-Hinojosa et al., 2018).

13



AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA
umversiiss  DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA ESPECIFICA - @ S

EIDENAR "t

3.4  Produccion de H; a través de la etapa fermentativa de la DA o fermentacion oscura-FO

La acidogénesis en la DA es referida como la etapa en la cual predomina la produccién de H, (Khan et al., 2018;
Penniston & Kana, 2018), y en el contexto de los estudios y aplicaciones especificas para la produccion de este
biogas, se denomina FO. Manzini et al. (2015) indican que la FO como tal, involucra no solo la fase fermentativa
o acidogénica, sino que se debe reconocer la fase precedente de hidrolisis. Autores como Zahedi et al. (2016)
bajo el contexto de la produccion biolégica de Hz y CHs en fases separadas, indican que “un sistema de fases
separadas normalmente se compone de una etapa de hidrdlisis-acidogénesis realizada en la primera fase
(fermentacion oscura) y una etapa de acetogénesis-metanogénesis realizada en la segunda fase”. En todo
caso, tal como lo expresan Mohan et al., (2007) para aprovechar el H, como producto final del proceso de DA
en lugar de metano, son requisitos previos importantes, la inhibicién de la reaccion bioquimica especifica es
decir la metanogénesis y, la optimizacion de la reaccién bioquimica especifica de fermentacién/acidogénesis.

La fermentacion es un proceso redox bajo condiciones anaerobias, en el que la oxidacion del sustrato es parcial
y el aceptor final de electrones es una molécula organica, generalmente el mismo sustrato o un intermedio de
la oxidacion del sustrato. Los electrones derivados de este proceso se utilizan para la reduccién de protones a
H, molecular, con el fin de equilibrar el potencial redox celular (Schwartz, 2013; Cabrol et al., 2017). Para estimar
los rendimientos teéricos de produccion de H; a través de la FO, la reaccidn de biotransformacion de la glucosa
es ampliamente aceptada como referencia, especialmente por su alta biodegradabilidad y la clara comprension
de las vias de degradacién (Hay et al., 2013; Tapia-Venegas et al., 2015; Lukaijtis et al., 2018).

La cantidad estequiométrica, tedricamente maxima, de H2 por mol de glucosa, es de 12 moles, segun la
Ecuacién 1, sin embargo, la oxidacién completa de la glucosa en H; y CO, es limitada, ya que es
termodinamicamente desfavorable, AG (kJ/mol)= + 3,2, ademas, no hay disponibilidad de energia metabdlica
al efectuarse esta reaccién (Lens et al., 2005; Sinha & Pandey, 2011). Asi, en todos los procesos de
fermentacion factibles termodindmicamente desarrollado por microorganismos conocidos, el Hz se produce solo
en combinacién con AGVs y/o alcoholes, no como el tnico compuesto reducido; por lo tanto, el rendimiento
tedrico maximo de 12 mol H, / mol de glucosa de la conversion completa de glucosa a H2 y CO, nunca se
alcanza en ningun sistema bioldgico in vivo conocido (Westermann et al., 2007; Cabrol et al., 2017).

C6H1206+6H20—)6C02 + 12H2 Ecuacion 1

La formacion de hidrégeno molecular a través de la FO generalmente sigue dos rutas en presencia de
coenzimas especificas, ya sea a través de la de la via de Piruvato-Formiato-Liasa-PFL o |a piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa—PFOR (ver Figura 5); en ambos casos, la glucosa se convierte primero en piruvato ( Nandi &
Sengupta, 1998; Cai et al., 2011; Kontur et al., 2012; Cabrol et al., 2017). Asi, inicialmente, la glucosa se
degrada por la accién del ion Dinucleétido de Nicotinamida-NAD* en piruvato, H* y NADH mediante glicolisis
como se expresa en la Ecuacion 2.

CeH1204+2NAD*—2CH3C0CO0 +4H*+2NADH Ecuacion 2

En la via PFL, la degradacion del piruvato por la accién de la coenzima A (CoA-H) produce acetil-CoA y formato
(Das & Veziroglu, 2001; Bundhoo & Mohee, 2016) como se expresa en la Ecuacion 3.

CH3COCOO" + CoA-H - acetil-CoA + HCOO" Ecuacion 3

El formiato se divide en H, y CO. (Ver Ecuacion 4) mediante catélisis a través de un complejo Formato-
Hidrogeno-Liasa—FHL, el cual contiene una hidrogenasa. De acuerdo con Tapia-Venegas et al. (2015) y Cabrol
et al. (2017), esta via es utilizada por bacterias facultativas, como las Enterobacterias y dependiendo del tipo
de microorganismo, puede ocurrir a través de [NiFe] hidrogenasa (Ech hidrogenasa) o formato-dependiente
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hidrogenasa [FeFe]. Teniendo en cuenta que en la glicolisis se producen 2 moles de piruvato (Ecuacion 2) y
que a partir de éste (via PFL) se producen 2 moléculas de formiato, los microorganismos facultativos tienen un
rendimiento tedrico maximo de produccién de Ho, de 2 moles por mol de glucosa (Cai et al., 2011; Sinha &
Pandey, 2011; Bundhoo & Mohee, 2016).

Ruta PFL Glucosa Ruta PFOR
2ADP 2ADP
Coman en Bacterias 2NAD* —— — 2NAD* Coman en Bacterias
Anaerobias Facultativas Anaerobias Estrictas
2NADH =~ T ® | HJNADH
2ATP —= = 2ATP
NAD* NAD*
x 2NADH 2NADH N
Lactat) <—— P o S ]
Piruvato = Lactato Hidrogenasas Alternativas
Fd,,
Hzﬂ—-- > Hz NADH = HZ > H2
NADH
0,<. | "R Freg )
o | FHL. [FeFe] h /
- NAD*
Formate 2H* NaD+ ¥ 2H* 2H*
& Fd,., €
Co,« ‘V\“ FAL
Haspes Acetil-CoA Etanol
NADT Butanol
\ 4 »onaPD

2NADH | 2NAD* |
A
1

2NAD*, 2NADPH

Etanol
arp € »arp ADP 7

Acetato Butirato

Figura 5. Principales rutas metabdlicas en la FO
Fuente: Adaptado de (Cabrol et al., 2017)

HCOO-H,+CO, Ecuacion 4

De otro lado, en la via PFOR, el piruvato es oxidado por CoA y ferredoxina oxidasa [Fdox] a acetil-CoA,
ferredoxina reductasa [Fdred] y CO.. La [Fdred] luego reduce los iones H* a H, y se oxida a [Fdox] ( Hallenbeck
& Benemann, 2002; Bundhoo & Mohee, 2016), como se expresa en la Ecuacién 5y la Ecuacion 6. Hasta este
punto, en la via PFOR a partir de la oxidacién del piruvato, se pueden obtener maximo dos moles de Hz por mol
de glucosa metabolizada (Sinha & Pandey, 2011).

CH3COCOO" + CoA + 2Fd ,—acetil-CoA + 2Fd,¢q+CO, Ecuacion 5
Fd.eq+2H*—>Fd ,+H, Ecuacion 6
Dénde:

Fdred: Ferredoxina reductasa; Fdox: Ferredoxina oxidasa; CoA: Coenzima A

Sin embargo, en la via PFOR , otras dos moles de H, pueden ser producidas: La via PFOR es utilizada
principalmente por microorganismos anaerobios estrictos, como las del género Clostridium, los cuales bajo
determinadas condiciones, pueden reoxizar directamente el NADH generado durante la glucolisis para producir
moléculas de hidrégeno adicionales a través de otras dos hidrogenasas, como las NADH dependientes -NADH
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- [FeFe]- y NADH-Fdred bifurcada dependientes -NADH-Fdred- [FeFe]- (Tapia-Venegas et al., 2015; Cabrol et
al., 2017), reaccién que se puede expresar mediante la Ecuacion 7.

NADH + Ht*->NAD* + H, Ecuacion 7

Conforme a la reaccion representada en la Ecuacién 7, si todo el NADH es reoxidado, se podria obtener un
total de 4 moléculas de H, (Teniendo en cuenta que en la glicolisis se producen 2 moles de NADH) a partir de
la fermentacién de una molécula de glucosa. Los microorganismos que solo tienen la via PFL no pueden
acceder al NADH para la produccion de hidrégeno y por lo tanto, en teoria, la produccion de este biogas esta
limitada a 2 mol de hidrogeno por mol de glucosa (Cabrol et al., 2017).

No obstante, de acuerdo con lo compilado por Bundhoo & Mohee (2016), la formacion adicional de H; a partir
de la reoxidacion del NADH, entre otros aspectos, depende del producto final, por ejemplo si es &cido butirico,
no habra NADH residual disponible para la conversion en H, y en ese sentido, es posible producir Unicamente
2 mol de H; (Ecuacion 8) mientras que es posible sintetizar un maximo de 4mol de H, por mol de glucosa con
acido acético como producto final (Ecuacién 9). Cuando los alcoholes son los productos finales, se obtiene un
menor rendimiento de hidrogeno, ya que los alcoholes contienen atomos de hidrégeno adicionales que no se
pueden convertir en H, (Vardar-Schara et al., 2008), en los cuales para el caso de etanol el balance de
produccion de H; es cero (Ecuacion 10) , situacion que también se presenta cuando el producto final es acido
lactico (Ecuacion 11); de otro lado, cuando el producto final es acido propidnico (Ecuacién 12), se consumen
dos moles de H; (Antonopoulou et al., 2007).

C¢H1,0¢—CH3CH,CH,COOH+2C0,+2H, Ecuacion 8
C¢H1206 + 2H,0-2CH3;COOH+2C0,+4H, Ecuacion 9
C¢H12,0¢ =»2CH3CH,O0H+2CO, Ecuacion 10
C¢H;20¢ »2CH3;CHOHCOOH+H™ Ecuacion 11
CeH1206 + 2H,—2CH3CH,COOH+2H,0 Ecuacion 12

Ademas de las anteriores consideraciones, el rendimiento en la produccion de H, puede diferir a la esperada
estequiométricamente cuando se utilizan cultivos mixtos por ejemplo, debido entre otras razones a: i) el
sustrato, por ejemplo la glucosa, puede ser degradado mediante otras rutas metabdlicas sin la produccién de
hidrégeno por la accién de bacterias tales como homoacetogenicas, sulfatoreductoras, reductoras de nitrato y
arqueas metanogénicas; ii) una fraccion del sustrato es utilizado por los microorganismos para su reproduccién
celular y, iii) limitaciones termodinamicas en la reoxidacién del NADH, lo cual implica entre otros aspectos, una
baja presion parcial de este biogas (Angenent et al., 2004; Li & Fang, 2007; Lukaitis et al., 2018).

Existen otros aspectos que afectan negativamente la produccién biolégica de Hz en la FO, como la presencia
en concentraciones excesivas de iones metalicos, derivados de furano y compuestos fendlicos, altas
concentraciones de nitrogeno en la forma NH; y NHs* y, metabolitos del proceso como los AGVs (Bundhoo &
Mohee, 2016). Asi mismo, otros factores importantes que afectan el desempefio de la FO y por consiguiente,
las tasas maximas de produccion y rendimientos esperados, estan relacionados con condiciones operacionales
y ambientales tales como pH, tiempo de retencién hidraulico, nutrientes, temperatura, concentracion del
sustrato, indculo y tipo de sustrato (Blanco et al., 2012).
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3.41 Inéculo

En el contexto de la DA, el inoculo puede ser definido como una poblacién de microorganismos de arranque o
“starter” extraidos de un stock o cultivo madre (Das et al., 2017), activos (Gu et al., 2014) y capaces de
interactuar entre si y adaptarse a diversas condiciones ambientales, en un sistema y/o reactor para la
produccion de biogas (Wojcieszak et al., 2017) u otros objetivos especificos tales como la disminucion de los
periodos de arranque en dicho sistema, aumentar las tasas de degradacién del sustrato y garantizar la
estabilidad del proceso (Torres et al., 2007; Quintero et al., 2012; Gu et al., 2014). Asi, las anteriores
consideraciones respecto al inéculo, también son aplicables en el contexto de la produccion de H; a través de
la FO, la cual puede llevarse a cabo a través de cultivos de microorganismos puros o mixtos.

El uso de cultivos mixtos de microrganismos presenta ventajas sobre el uso de cultivos puros, porque ofrecen
menores costos operacionales, no requieren condiciones estrictas de esterilidad en el proceso, posibilita el
control operacional de acuerdo con la cinética de diferentes grupos microbioldgicos y, permiten el uso de
residuos liquidos como sustrato (Valdez-Vazquez et al., 2005; Chen et al., 2017). Adicionalmente, existe una
gran variedad de fuentes con diversidad microbioldgica que pueden ser utilizadas como indculo tales como
suelo, estiércol, compost, sedimento y lodos de digestores anaerobios y de plantas de tratamiento de agua
residual (Baghchehsaraee et al., 2008; Chang et al., 2011; Ghimire et al., 2015).

La principal desventaja del uso de cultivos mixtos para la produccion de H. esta relacionada con la presencia
de microorganismos que lo consumen (De S et al., 2013), ya que en un sistema con una comunidad diversa
de microorganismos, existe una coexistencia de bacterias productoras de hidrogeno facultativas como las del
género Enterobacter, Bacillus y Escherichia o anaerobias estrictas como las del género Clostridium y, de
microorganismos consumidores de H, de diversos géneros, principalmente arqueas metanogénicas y bacterias
homoacetogénicas asi como bacterias sulfatoreductoras, productoras de acido propiénico y reductoras de
nitrato (ver Tabla 2) (Li & Fang, 2007; Chang et al., 2011; Bundhoo et al., 2015). Una de las estrategias para
lograr que durante la FO el H2no sea consumido por otros microorganismos, es el tratamiento previo del indculo
o lodo semilla, para suprimir las bacterias consumidoras de este biogas y que predominen aquellas bacterias
que lo producen (Li & Fang, 2007; Braguglia et al., 2018).

Las diferencias fisiologicas entre los microorganismos productores de H, y los microorganismos que lo
consumen son la base del razonamiento cientifico detras del desarrollo de los diversos métodos propuestos
para su pretratamiento; por ejemplo, especies del genero Clostridium puede formar esporas protectoras cuando
se encuentran en un ambiente restrictivo como altas magnitudes de temperatura, acidez extrema y alcalinidad,
pero las arqueas metanogénicas no tienen tal capacidad (Zhu & Béland, 2006; Ruggeri et al., 2015).

Tabla 2. Microorganismos y su rol en los procesos de fermentacion

Microorganismo Ejemplos Caracteristicas Rol en los procesos de fermentacion
Clostridium butyricum
Clostridium pasteurianum
Clostridium beijerinckii
Clostridium spp. Clostridium tyrobutyricum
Clostridium sartagoforme
Clostridium acetobutylicum
Clostridium saccharolyticum

Bacterias Anaerobias|Capaces de fermentar un amplio rango
estrictas, mesofilicas,|de  carbohidratos. Condiciones de
formadoras de esporas.|operacion entre 30 -43°C, pH 5,0 — 8,5
Las BPH mas populares. |Unidades.

Tienen mayor tolerancia al estrés
oxidativo - proporciona un ambiente
anaerobio, algunos son aciduricos, las
condiciones de fermentacién varian de
30a40°C,pHde4,0a7,5.

Enterobacter aerogenes
Enterobacter spp.  |Enterobacter asburiae
Enterobacter cloacae

Bacterias anaerobias
facultativas, mesofilicas.
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Microorganismo Ejemplos Caracteristicas Rol en los procesos de fermentacion
Suministra un ambiente anaerobio.
I Pueden tener caracteristicas importantes
Bacillus firmus , . ; o
. . ) . Bacterias anaerobias|como la tolerancia a condiciones de
Bacillus spp. Bacillus amyloliquefaciens facultat fil i S dici d
Bacillus megaterium etc acultativas, mesofilicas. |salinas.  Sus  condiciones e
' fermentacién varian de 35 a 40 °C, pH
5,3 - 7,4 Unidades.
Tienen mayor tolerancia al estrés
. . ; Bacterias anaerobias|oxidativo. Pueden producir Hz a valores
Klebsiella spp. Klebsiella pneumonia . e .
facultativas inferiores a 4,0. Son consideradas
bacterias termofilicas.
. Megasp h aera e/sden]l , .__|Producen H: a partir de diferentes tipos
Otras bacterias Ethanoligenens harbinens Bacterias anaerobias . .
. . . . de carbohidratos. No han sido
mesofilicas Caloranaerobacter azorensis |estrictas o facultativas . .
ofc. ampliamente estudiadas.
Thermoanaerobacterium Tienen altas tasa de produccidén y
Bacterias thermosaccharolyticum Bacterias anaerobias|rendimiento  de  hidrégeno, las
termofilicas Klebsiella pneumoniae estrictas o facultativas condiciones de fermentacién varian de
Caloranaerobacter azorensis 40 - 60°C, pH 6,2 - 8,0 Unidades.
Bajo costo en operacion ----Temperatura
Bacterias Rahnella aquatilis efc Bacterias anaerobias|ambiente-, las  condiciones  de
psicrofilicas q ' estrictas o facultativas  |fermentacion varian de 20 a 25°C, pH 6,5
Unidades.
. Methanobacterium spp. Anaergbms .estnctas, Consumen H: para la produccién de
Metanogenicas mesofilicas. Activas en un
Methanococcus spp metano.
rango de pH estrecho.
Utilizan el Hz como donador de
. Clostridium carboxidivorans . . electrones para la generacion de acidos
Bacterias ) ; Anaerobias estrictas. » iy o
. Clostridium ragsdalei grasos volatiles, reduccion de acidos
Homoacetogenicas e . Formadoras de esporas. - .
Clostridium ljungdahlii carboxilicos en sus correspondientes
alcoholes.
Compiten por el sustrato con BPH.
Otros Enterococcus spp. Bacterias anaerobias|Pueden degradar hidratos de carbono
microorganismos | Thermoanaerobacterium spp. |estrictas o facultativas complejos (celulosa, almidon, etc.) a

compuestos organicos simples.

Fuente: Wong et al. (2014); Wang & Yin (2017); Estevam et al. (2018)

Los métodos o “pretratamientos” se pueden clasificar de manera general en dos grupos principales: los de tipo
quimico y los de tipo fisico (Wong et al., 2014). Entre los primeros se encuentran el pretratamiento acido, basico,
cloroformo, sodio 2 - bromoetanosulfonato (BES por sus siglas en inglés), CO, e iodropopano; mientras que el
segundo grupo esta comprendido por el térmico, diferentes tipos de irradiacién (microondas, ultrasonido, rayos
gama e infrarrojo), aireacion y congelamiento/descongelamiento (Zhu & Béland, 2006; Chang et al., 2011; Wong
et al., 2014; Rafieenia et al., 2018).

Diferentes estudios comparativos han demostrado mejores rendimientos en la produccion de H, mediante el
pretratamiento térmico (Dong, Zhenhong, Yongming, & Longlong, 2010; Kan, 2013; Mohammadi, Ibrahim,
Mohamad Annuar, & Law, 2011; Mu, Yu, & Wang, 2007; S. E. Oh, Van Ginkel, & Logan, 2003; J. Wang & Wan,
2008; K. Zhang, Ren, Guo, Wang, & Cao, 2011), mientras otros demuestran mayores rendimientos en la
aplicacién del pretratamiento acido (Chang et al., 2011; Cheong & Hansen, 2006), diferentes tipos de irradiacién
(Song etal., 2012; Yin, Hu, & Wang, 2014), aireacion (Ren et al., 2008), cloroformo (B. Hu & Chen, 2007) y BES
(Venkata Mohan, Lalit Babu, & Sarma, 2008). La Tabla 3 muestra los rendimientos de produccion de H, en
diferentes estudios aplicando pretratamiento térmico del indculo.
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Tabla 3. Rendimientos de produccién de Hy en diferentes estudios aplicando pretratamiento térmico

Inéculo Sustrato Rendimiento de H: Magnitudes Ty t Fuente
LA B'Od'g.e §tor -AR Glucosa 1,78molHz/molGlucosa 100°C-15min (J. Wang & Wan,
Municipal 2008a)
Suelo-Cultivo de 0 . (Logan, Oh, Kim, &
fomate Glucosa 0,92molHz/molGlucosa 104°C-120min Van Ginkel, 2002)
LA Biodigestor — AR Sucrosa 2,6molHz2/molSucrosa | Punto de ebullicion (Zhu & Béland,
Municipal (Primera alimentacién) | del inéculo -20min 2006)
LA Reactor UASB - 2,0molH2/molGlucosa
AR procesamiento Glucosa - 2 P 102°C-90min (Mu et al., 2007)
(Primera alimentacion)
de Soya.
LA Bl0d|g§§tor -AR Glucosa 0,9molHz2/molGlucosa 100°C-15min (Kan, 2013)
Municipal
, Mezcla de azucares
Lodo Activado- AR | s Glucosa, | 5.03mmoligAzucar 100°C-60min (K. Zhang etal.
Municipal . 2011)
arabinosa y otros)

La seleccién del método o pretratamiento para la inhibicidn de los microorganismos consumidores de hidrégeno
depende del origen y caracteristicas del inoculo, de las caracteristicas del sustrato, de los costos de inversién
y operacién, factibilidad técnica y complejidad, afinidad con los microorganismos productores de hidrégeno y
de la compatibilidad con el metabolismo de estos ultimos, entre otros aspectos (Valdez-Vazquez & Poggi-
Varaldo, 2009).

De igual forma, la efectividad de los métodos de pretratamiento del indculo dependen de sus caracteristicas y
de las condiciones especificas en las que se lleve a cabo, por lo cual se han identificado ventajas, desventajas
y resultados controversiales en la aplicacion de cada uno de ellos (Dessi et al., 2018; G. Kumar, Zhen, et al.,
2016; L. Singh & Wahid, 2015). En ese sentido, podria considerarse que no existe el pretratamiento “perfecto”
del inéculo (Bundhoo et al., 2015), por lo que la optimizacion de los métodos de pretratamiento de indculos
mixtos constituyen una necesidad en pro de alcanzar mayores rendimientos en la produccién de hidrégeno a
través de la FO y a su vez, un desafio para su aplicacion en un escenario de gran escala (Baghchehsaraee et
al., 2008; Chang et al., 2011; Singh & Wahid, 2015). No obstante, varios autores coinciden en que el
pretratamiento térmico es el método mas utilizado y simple para favorecer el predominio de microorganismos
productores de hidrégeno en un indculo mixto (De Sa et al., 2011; Rafieenia et al., 2018; Ren et al., 2008).

3.41.1  Pretratamiento térmico

La temperatura es un factor vital que afecta la supervivencia de los microorganismos; en el contexto de la
produccion de H, a través de la FO. Autores como Wang & Yin (2017) y Dessi et al. (2018) haciendo alusién a
lo expuesto por Appels et al. (2008), indican que la exposicién a magnitudes elevadas de temperatura por parte
de los microorganismos que no tienen la capacidad de formar esporas, provoca la alteracion de su pared celular
y membrana, lisis celular y desnaturalizacion de las proteinas. Lo anterior, puede considerarse como la
concepcion que soporta la aplicacion del pretratamiento térmico de un inoculo mixto, para eliminar los
microorganismos consumidores de hidrégeno no formadores de esporas como las arqueas metanogénicas y
favorecer el predominio de aquellos microorganismos que poseen esta caracteristica, los cuales incluyen
diversas especies del género Clostridium y Bacillus (Sotowski et al., 2018; Rafieenia et al., 2018).

No obstante, autores como Oh et al. (2003) anotan que algunos microrganismos consumidores de hidrégeno,
como algunas bacterias homoacetogénicas, también son formadores de esporas y en ese aspecto, el
pretratamiento térmico puede no ser efectivo para eliminar dicha etapa en la FO y obtener mayores rendimientos
en la produccion de H,. Asi mismo, autores como Hu & Chen (2007) anotan que el efecto del pretratamiento
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térmico de un indculo puede ser menor en cuyo caso sea un lodo granular, ya que la estructura fisica de éste,
provee un nicho protector para microorganismos como las arqueas metanogénicas.

De otro lado, autores como Hawkes et al. (2007) y Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo (2009) indican que el
pretratamiento térmico también favorece la germinacién de las esporas de aquellos microorganismos que
adoptan esta caracteristica, a lo que autores como Setlow (2003) definen como un “sub letal” choque térmico
que promueve la activacién de las mismas. La Figura 6 representa graficamente la transicidn de una espora a
célula activa promovida por la aplicacién del pretratamiento térmico.

ACTIVACION
R —
Pretratamiento
Térmico

Interaccion con

nutrientes 4
Revestimiento esenciales parala lGERMlNACION

Corteza

Revestimiento

e Remanente

-—
CRECIMIENTO
EXTERNO

Figura 6. Representacion grafica de la transicion de una espora a célula activa
Fuente: Setlow (2003); Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo (2009)

germinacion

De acuerdo con Wang & Yin (2017) el pretratamiento térmico se ha aplicado en diferentes tipos de indculo, en
los cuales la magnitud de temperatura varia de 65°C a 121°C, y el tiempo de exposicién de 10 min a 10 h. Los
mismos autores indican que la condicién mas aplicada ha sido 100°C y 60 min, mientras que autores como
Wong et al. (2014) mencionan que menores magnitudes de temperatura como 65°C y tiempos de exposicion
de 15 min también han sido aplicados ampliamente. Este escenario ya habia sido visualizado por autores como
Baghchehsaraee et al. (2008) quienes expusieron que el pretratamiento térmico de un indculo puede ser menos
intensivo en términos de su demanda energética, si es efectuado a temperaturas menores a las generalmente
utilizadas; y de manera concurrente Wang et al. (2011) anotaron que un aumento en la temperatura no se
traduce necesariamente en un mayor rendimiento en la produccion de H,.

Asi, la magnitud de temperatura y el tiempo de exposicion son dos parametros cruciales del pretratamiento
térmico que constituyen un desafio para lograr una mayor efectividad y en consecuencia, mayores rendimientos
en la produccion de Hy, tiempos de exposicion muy cortos 0 magnitudes muy bajas de temperatura pueden no
ser eficaces para inhibir la mayoria de los microorganismos consumidores de hidrégeno, mientras que tiempos
de exposicién muy prolongados o magnitudes de temperatura muy altas pueden llevar a la pérdida de la
actividad de los microorganismos productores de dicho biogas (Rafieenia et al., 2018; Wong et al., 2014). La
Figura 7 representa graficamente las relaciones entre la magnitud de temperatura y el tiempo de exposicion
sobre la efectividad del pretratamiento térmico de un indculo.
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Corta
Duracion

Opcion 3

Opcion1

| PRETRATAMIENTOTERMICOEFECTIVO | | | PRETRATAMIENTOTERMICO INEFECTIVO |

Opcion 2 Opcion 4

Alta Corta Alta Larga
Temperatura Duracion Temperatura Duracidn

Figura 7. Relaciones entre la magnitud de temperatura y el tiempo de exposicion, sobre la efectividad del
pretratamiento térmico de un inoculo
Fuente: Wong et al. (2014)

3.4.2 Sustrato

Aunque es posible utilizar diferentes sustancias organicas, como carbohidratos, proteinas y lipidos para la
produccion biolégica de Hz (Ntaikou et al., 2010), la mayoria de estudios relacionados con la produccion de este
biogas a través de la FO, han utilizado como sustrato monosacaridos (glucosa y la xilosa) y disacaridos
(sacarosa y lactosa), debido a su alta biodegradabilidad, de los cuales la glucosa ha sido ampliamente aceptada
como la sustancia de referencia para la estimacién de los rendimientos de produccion tedrica (Lopez-Hidalgo
et al., 2018; Lukajtis et al., 2018; J. Wang & Wan, 2009). No obstante, una de las desventajas en el uso de
carbohidratos puros como la glucosa y sacarosa es que son sustancias con diferentes aplicaciones y usos,
como el correspondiente al sector salud y alimenticio y en ese aspecto, existe un escenario de competencia,
ademas su elevado costo (Arimi et al., 2015; Kapdan & Kargi, 2006; tukajtis et al., 2018).

Las investigaciones estan concentrando sus esfuerzos en maximizar el rendimiento en la produccién de H,
utilizando sustratos sostenibles a valores, en lo posible, cercanos a los encontrados cuando se han utilizado
sustancias de referencia como la glucosa. Para la produccién sostenible de H; a través de la FO, el sustrato
debe cumplir con ciertos criterios: i) debe estar compuesto principalmente por carbohidratos, ii) debe generarse
a partir de fuentes sostenibles, iii) presentar una concentracién tal, que haga eficiente el proceso de
fermentacion y la recuperacion de energia sea favorable, iv) requerir un pretratamiento minimo, y v) ser de bajo
costo (F. R. Hawkes, Dinsdale, Hawkes, & Hussy, 2002).

Los residuos agroindustriales cumplen los criterios de sostenibilidad asociados con la produccidn biologica de
Ha (Corneli et al., 2016; Ghimire et al., 2015; Robledo-Narvaez et al., 2013) y en ese sentido, su uso como
sustrato en la FO aporta valor agregado (Lopez-Hidalgo et al., 2018). De esta manera, teniendo en cuenta que
respecto al sustrato, el uso de materia prima econémica y disponible es uno de las principales elementos para
una produccion eficiente de H, a escala real (Arimi et al., 2015), los residuos liquidos con alto contenido de
materia organica, en este caso carbohidratos, como los generados en el proceso de extraccién de almidén de
yuca constituyen una potencial alternativa para ser utilizados con ese objetivo (Cappelletti et al., 2011; Madeira
et al., 2017; O-Thong et al., 2011). En Colombia, dichos residuos liquidos han sido reconocidos por su alto
impacto ambiental y se ha identificado la factibilidad de su tratamiento mediante la DA (Pérez et al., 2009; Torres
et al., 2010); asi, su uso como sustrato en la produccion biologica de H a través de la FO permite contribuir de
manera simultdnea, a la solucion de las problematicas asociadas con la contaminacion ambiental y la
produccion de energia limpia con mayor poder calorifico (J. Wang & Yin, 2018; Yun et al., 2018).
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3.4.21 Agua residual agroindustrial del proceso de extraccion de almidén de yuca

La yuca, también conocida como tapioca, es un tubérculo rico en carbohidratos y pequefias cantidades de
proteinas, vitaminas y minerales, de gran importancia en la industria alimenticia y agroindustrial a nivel mundial.
Mas del 70% de su produccion la realizan pequefios agricultores en zonas tropicales y subtropicales
predominantemente en América Latina, Asia y algunas regiones de Africa (Okudoh, Trois, Workneh, & Schmidt,
2014; M. Zhang, Xie, Yin, Khanal, & Zhou, 2016).

En Colombia, la agroindustria de extraccion de almidén de yuca hace parte importante de la economia,
concentrandose su produccion en el departamento del Cauca. El proceso emplea raices frescas de yuca, agua
y energia eléctrica como principales recursos, generando residuos sélidos y liquidos cuyo inadecuado
aprovechamiento o vertimiento trae impactos ambientales y economicos. Desde el punto de vista industrial y
de acuerdo con el tipo de flujo del producto, el proceso de extraccién de almidén de yuca puede considerarse
como una produccién “en linea” o “por producto”, debido a que las operaciones y su distribucion estan
especializadas en la elaboracion de un producto definido, como se muestra en la Figura 8 (Torres et al., 2010).
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Figura 8. Esquema general del proceso de extraccién de almidén de yuca
Fuente: Torres et al. (2010)

Para el contexto regional, del total de agua que ingresa al proceso, el mayor porcentaje se transforma en
residuos liquidos generados en las etapas de lavado -pelado, colado y sedimentacion, siendo esta Ultima la
principal etapa generadora (>80 %) (Torres et al., 2010). Segun una compilacion realizada por Jurado & Ortiz
(2006), durante el proceso, se utilizan de 8 a 9 m? de agua por tonelada de yuca procesada; considerando que
en promedio una rallanderia tradicional procesa 4 toneladas de yuca por dia y que la yuca en si tiene un alto
contenido de agua, se estima que cada rallanderia produce 36 m? diarios de agua residual. Este efluente se
caracteriza por presentar bajos valores de pH, ausencia de alcalinidad bicarbonatica, elevada acidez y alto nivel
de AGV'’s, ademas de un elevado nivel de materia organica y carbohidratos facilmente hidrolizables “ligeros” o
con bajas caracteristicas de sedimentacion, lo que hace evidente la necesidad de un tratamiento para reducir
la carga contaminante antes de su vertimiento a los cuerpos receptores de la region (Pérez Vidal et al., 2009;
Torres Lozada, Marmolejo Rebellon, Cajigas Cerdn, & Cerdn, 2014; P. Torres et al., 2007).

Las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual del proceso de extraccion de almidén de yuca descritas
anteriormente y sintetizadas en la Tabla 4, la califican como un sustrato potencial para la produccién de H; a
través de la FO (Cappelletti et al., 2011; Madeira et al., 2017).
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del AR del proceso de extraccion de almidén de yuca en diferentes

estudios
Objetivo del . Caracteristicas Fisicoquimicas
Autor estudio Origen del AR a5 CARB. oH N P
m‘é”‘;f]'g” o ﬁ‘: aragl | 6270 % 1506 (4218  1165| 4,56+ 0,24 | 1504049
Tonello, et al. reactgr anaerobiol 4 industrias de 9623+ 5206 |5012+ 1410 4,63+ 0,52 {0,912+ 0,20 i
(2018) secuencial de almidén 4843+ 900 [4718+2332| 4,73+0,71 | 0,67+ 0,65
oo 6519+ 988 | 3048+ 800 | 4,13+ 0,32 | 1,23+0,33
biopelicula.
Produccion de
hidrégeno a través I
Khongkliang et |de fermentacion Tailandia
grliang 3 Industria de 21600 16120 5,33 - -
al.(2017)  |termofilica y I
g, almidén
electrolisis
microbiol6gica.
Produccion de
Torres et al hidrégeno y Brazil
" |desempefio de un| Industria de 8152 2119 4,34 212 31
(2017) . i
reactor anaerobio de almidén
lecho fijo.
Efecto del tamafio I
de granulos sobre el Tailandia
Jijai et al (2015) 9 N Industria de 18800 5,0 320 70
desempefio de un almidén
reactor UASB.
Influencia de la
. |relacién  sustrato: .
vela&Pefia gy en 1| ,COCMO@ 5754 1328 4,82 4 | 34
(2015) o AR Sintética
produccién biologica
de hidrégeno.
Influencia del pH
, sobre la produccion|  Colombia d
Barrios (2015) biolégica del AR Sintética 2671 491 3,72 19¢ 7,79
hidrégeno.
Produccion de Tailandia
O-Thong etal. fhidrogeno a través| |\ cio'de | 52300 9600 552 870 430
(2011) de cultivos mixtos L
" almidén
termofilicos.
Tratamiento
anaerobio, .
Pérez etal. |optimizacion de Colombia
' pu Rallanderia 3400 - 5400 41-44 136-197 | 22-48
(2009) variables -
. tradicional
ambientales y
operacionales
Tratamiento
anaerobio, utilizando .
Colinetal. |un filtro de flujo Colombia
) . Rallanderia 5100+320 | 375+16 | 55+0,8 12+7 | 28+3
(2007) horizontal con .
, : tradicional
bambU como medio
de soporte.

aTodas las medidas en mg.L-" a excepcion del pH (Unidades) y lo que se especifique en esta nota; ® Carbohidratos Totales;
¢ Como Nitrégeno Amoniacal Total - NAT (mg N-NHs.L-*); ¢Como Ortofosfato (mg PO43.L1).
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3.4.3 Otros factores asociados con la produccion de H a través de la FO

Ademas de las caracteristicas del indculo, la factibilidad y efectividad de la produccién biolégica de H a través
de la FO, es dependiente de diversos factores ambientales y operacionales tales como la temperatura y el pH
en la que se efectla el proceso, y la presion parcial del Hz en el reactor o sistema (Bharathiraja et al., 2016;
tukajtis et al., 2018; Prabakar et al., 2018).

3431 Temperatura

La temperatura es uno de los principales factores ambientales que afectan los parametros fisicos como la
viscosidad, la tension superficial y las propiedades de transferencia de masa (Castellano-Hinojosa et al., 2018);
su efecto en la produccién biologica de H, puede explicarse termodindmicamente considerando los cambios en
la energia libre de Gibb’s y en la entalpia estandar de la conversion de glucosa a acetato, las cuales, asumiendo
un rendimiento tedrico de 4 mol de H, por mol de glucosa (ver Ecuacion 9), son AG%= -176,1 kdJ/mol y AHO =
+90,69 kd/mol respectivamente, valores que indican que la reaccidn es endotérmica y puede ocurrir de forma
espontanea (Sinha & Pandey, 2011). De otro lado, la ecuacién de Van't Hoff (ver Ecuacion 13 y Ecuacion 14)
puede utilizarse para explicar el efecto de la temperatura sobre la constante de equilibrio de la conversién de
glucosa a acetato e H, (Smith et al., 2000 citados por Sinha & Pandey, 2011). Con el incremento en la magnitud
de temperatura, la constante cinética de equilibrio también incrementa debido a que la reaccidn es endotérmica,
en consecuencia, aumentando la temperatura de la fermentacion de la glucosa y manteniendo constante la
concentracion del reactivo, aumenta la concentracion de Ha.

A0
G _-AHTIT 1 Ecuacién 13
K, R IT, T

Dénde:
Ki: Constante de equilibrio a la temperatura T1; Ka: Constante de equilibrio a la Temperatura T2; AH®: Variacién de la
entalpia

K; _[H,]3[C0,];[CH;COOH]

2
1
K, [H,]4[CO,]2[CH3COOH]3

Ecuacion 14

Desde el punto de vista operacional, los procesos fermentativos, pueden llevarse a cabo bajo condiciones
mesofilicas (25 a 40°C), termofilicas (40 v 65°C), termofilicas extremas (65 a 80°C) o hipertermofilicas (>80°C)
(Levin, Pitt, & Love, 2004). La seleccion de la magnitud ptima de temperatura del medio de reaccion depende
del tipo de microorganismo utilizado durante la fermentacion, tanto para cultivos puros como para cultivos
mixtos, ya que influye en la actividad de las enzimas especificas que participan en la produccién de Ha (Lukajtis
et al., 2018), en ese sentido Mohammadi et al. (2012) indican que no puede establecerse una temperatura
Optima exacta.

La temperatura afecta las reacciones metabdlicas, autores como Ghimire et al. (2015) indican que el &cido
acético es un subproducto dominante cuando la FO se efectla en el rango de temperatura termofilica, mientras
que el butirato se forma en mayor proporcion cuando se efectua bajo condiciones mesofilicas, afirmacion que
puede ser verificada en estudios de autores como Valdez-Vazquez et al. (2005). En contraste, autores como
Shin et al. (2004) encontraron que bajo condiciones termofilicas, predomina la produccién de butirato (entre 54
y 60%) evidenciando un mayor rendimiento de produccion de H: respecto a las condiciones mesofilicas,
asociando esto ultimo a factores como la nula produccion de propionato.
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Respecto a los rendimientos en la produccion de Hy, una compilacién de diferentes autores realizada por Dessi
et al. (2018) indican que la mayoria de los estudios utilizando cultivos mixtos que se han desarrollado a 55, 60
o0 70°C, generalmente han obtenido mayores rendimientos de H, que en ensayos efectuadas en el rango
mesofilico con un indculo y un sustrato similar, debido entre otros aspectos a que altas temperaturas afectan
positivamente la cinética de las reacciones y el crecimiento de los microorganismos. Asi mismo, la temperatura
también esta relacionada con el sustrato: el pretratamiento térmico (70 a 180°C segun diversos estudios)
también se ha aplicado a materiales lignocelulésicos para aumentar su solubilizacion y promover la hidrélisis
enzimatica (Bundhoo et al., 2015; Elbeshbishy, Hafez, Dhar, & Nakhla, 2011).

No obstante, autores como Yasin et al. (2013) indican que la produccion de H, a través de la FO bajo
temperatura en el rango mesofilico es rentable y facil de operar a una escala industrial, con lo cual concuerdan
autores como Akutsu et al. (2009), aunque estos Ultimos mencionan aspectos operacionales a tenerse en
cuenta, citando el caso puntual de que no existe claridad en cuanto a la produccién continua y estable sin
necesidad del tratamiento previo del indculo, aspecto que si esta definido cuando la FO se efectua bajo
condiciones termofilicas.

3432 pH

El pH es considerado como uno de los parametros operativos mas importantes y sensibles que afectan el
rendimiento de la produccion de H; a través de la FO, ya que puede cambiar el espectro de los subproductos
generados, la estructura de la comunidad microbiolégica y las funciones metabdlicas intracelulares, como la
actividad de la enzimas hidrogenasa (Elbeshbishy et al., 2017). Por otro lado, como no todos los
microorganismos soportan todos las magnitudes de pH, este aspecto es fundamental para inhibir aquellos
consumidores de Ha, como es el caso de las arqueas metanogénicas, sensibles a pH entre 5,5y 6,0 unidades
(Bharathiraja et al., 2016; Kothari, Singh, Tyagi, & Tyagi, 2012).

Desde el punto de vista termodinamico Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo (2009) haciendo referencia al trabajo
de Voolapalli & Stuckey (2001) indican que las condiciones acidogénicas (por ejemplo valores de pH alrededor
de 5} favorecen la produccion de H; si se analizan las condiciones de equilibrio entre el formiato y el H, (ver
Ecuacion 15 a Ecuacion 17) y, en las que se evidencia que la relacién de formiato/H. varia exponencialmente
con el pH.

Hyg*+HCO;~—HCO0™+H,0 AG’ =-1,3KJ/mol Ecuacion 15
[HCOO-] KKCOZPCOZKA E i5n 16
= cuacion
HZaq KHZ [H+]
[HCOO-] KKCOZpCOZKA
= x10PH Ecuacion 17
HZaq KHZ [H+]
Donde:

KH2: Constante de Henry para el hidrogeno; K: Constante de equilibrio (1,31 a 35°C); KCO2: Constante de Henry para
el diéxido de carbono y Ka: Primera constante de disociacidn para el acido carbénico.
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De otro lado, también se ha demostrado que las bacterias productoras de hidrogeno podrian suprimirse si se
aplica un pH inicial demasiado bajo y podria afectar la utilizacién del sustrato (Kim et al., 2011; Yasin et al.,
2013), por ejemplo, de acuerdo con la revision realizada por Elbeshbishy et al. (2017) a pH &cido (menores de
4) tipicamente se observa un rendimiento menor en la produccion de H,, debido a la formacion de metabolitos
acidos y alcoholicos que pueden penetrar en la membrana de la célula de los microorganismos e interferir con
sus actividades metabdlicas, mientras que valores de pH neutro o alcalino (pH> 7) facilita la acumulacion de
propionato, metabolito que no conlleva a la produccién de dicho biogas. De forma complementaria, autores
como Yasin et al. (2013) indican que ajustar el pH inicial entre 7,0 y 8,0 y permitir su disminucién durante el
proceso a valores entre 5,5 y 6,0 también resulta en altos rendimientos de produccion de H,, debido a que se
favorece la adaptabilidad de los microorganismos a la etapa inicial de hidrélisis.

En sintesis, de acuerdo con una revision de Blanco & Rodriguez (2012) estudios comparativos enfocados en el
efecto del pH en la produccién de H, han mostrado que el rango de pH éptimo para lograr la maxima produccion
de H; esta entre 4,5 y 6,0; autores como Nikolaidis & Poullikkas (2017) citando otros estudios amplian este
rango a 6,5 mientras que otros lo acotan desde 5,5 (Lin et al., 2012), este Ultimo concordante con los mayores
rendimientos en ensayos de Actividad Hidrogénica Especifica — AHE- realizados por Trevisan et al. (2015).
Otros estudios han aplicado como valor 6ptimo el de 5.5+0.1 (De Sa et al., 2013;Fan, Li, Lay, Hou, & Zhang,
2004; Fang & Liu, 2002; Khanal, Chen, Li, & Sung, 2004; Van Ginkel, Sung, & Lay, 2001).

3.43.3 Presion parcial

Teniendo en cuenta la produccion de H; a través de la reduccion de protones a través de la ferredoxina—Freq 0
el NADH, la presion parcial del H, constituye un factor critico en la FO (Bundhoo & Mohee, 2016; K.-S. Lee,
Tseng, Liu, & Hsiao, 2012; Levin et al., 2004). Este aspecto es detallado por autores como Angenent et al.
(2004) y Mandal et al. (2006) quienes en primera instancia indican que la ferredoxina es una proteina hierro-
azufre de bajo potencial redox (E%r¢ = -400 mV, dependiendo de la fuente), mientras que el NADH tiene un
potencial redox méas alto (E”naon = -320 mV). Los mismos autores indican que la capacidad de la ferredoxina
reducida y el NADH para reducir protones estd determinada por el potencial redox de la reaccion neta en
condiciones reales. Suponiendo que las concentraciones intracelulares de las formas oxidada y reducida de
ferredoxina y NADH son aproximadamente iguales, la produccién de H, se vuelve termodinamicamente
desfavorable a presiones parciales de H, determinadas segun la Ecuacion 18.

2F(EY, — EY)
RT

Phypar = exp{ Ecuacion 18

Donde:
E”H2 = Potencial redox protones Hz (-414 mV); E”x =Potencial redox del donador de electrones; F= Constante de
Faraday; R= Constante de los gases ideales; T= Temperatura absoluta

Asi, mientras la presién parcial de H, sea inferior a 0,3 atm, la produccién de H, puede continuar transfiriendo
electrones desde Fdw.d, que contiene electrones de la descarboxilacion oxidativa del piruvato por la
Piruvato:FerredoxinaOxidorreductasa  (PFOR). De ofro lado, la oxidacion de NADH por
NADH:FdOxidorreductasa (NFOR) puede generar Fdes que posteriormente, genera hidrégeno adicional cuando
la presion parcial se mantiene inferior a 60 Pa; de lo contrario, el NADH es oxidado mediante ofras rutas, tales
como la fermentacion butirica (etapa 4 en la Figura 9), aunque estudios han mostrado que dichos rangos
limitantes de presidn parcial pueden superarse hasta cierta medida con el incremento de la temperatura de
reaccion (por ejemplo 70°C) (Thong, 2017).
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Figura 9. Efecto de la presion parcial de hidrogeno sobre su produccion en la etapa fermentativa de la DA
Fuente: Angenent et al. (2004)

Adicionalmente, la regulacién de la presion parcial de Hz también puede modular la homoacetogénesis e
intensificar la produccion de este biogas (Liu & Wang, 2017; Saady, 2013; Sivagurunathan et al., 2016), por lo
que diversos autores han propuesto diversas estrategias para reducir la presion parcial de H en el proceso de
fermentacion, que incluyen entre otros, mayores volumenes de headspace o volumen de almacenamiento del
gas en el reactor (Oh et al., 2009), liberacién continua de gas (Chang, Li, Liu, & Yu, 2012; Esquivel-Elizondo et
al., 2014; Logan, Oh, Kim, & Van Ginkel, 2002), burbujeo con un gas como CO y N, (Kim, Han, Kim, & Shin,
2006; Mizuno, Dinsdale, Hawkes, Hawkes, & Noike, 2000), extraccion al vacio (Lee et al., 2012; Liu & Wang,
2017) y separacion a través de membrana (Ramirez-Morales, Tapia-Venegas, Toledo-Alarcon, & Ruiz-Filippi,
2015). De acuerdo con el principio de Le Chatelier y la reaccion de la transformacion de glucosa a acetato (ver
Ecuacion 9), la remocion del CO; de la fase gaseosa en el proceso de fermentacion, también favorece la
produccion de H, (Mandal et al., 2006; Nasr et al., 2015; Park, Hyun, Oh, Logan, & Kim, 2005).

3.5 Consideraciones finales

La produccion de H a través de la FO, se identifica como una opcidn promisoria para suplir parte de la creciente
demanda energética a nivel mundial y minimizar los efectos adversos al ambiente, causados por el uso de
combustibles fésiles y la disposicién inadecuada de residuos sélidos y liquidos.

Una de las estrategias que ha permitido mayores rendimientos en la produccién de H; a través de la FO cuando
se utilizan inéculos mixtos, es el pretratamiento térmico, el cual se concibe como un método efectivo, simple y
relativamente econdmico para la selecciéon de microorganismos productores de dicho biogas. De otro lado, el
marco referencial de la aplicacion de la FO utilizando sustratos de alta biodegradabilidad y facilmente
acidificables/fermentables como la glucosa, ha sentado las bases para que los residuos de origen agroindustrial
como los generados en el proceso de extraccién de almidon de yuca, caracterizados por ser ricos en
carbohidratos, constituyan un sustrato potencial para la produccion de H..

Teniendo en cuenta que la seleccion y efectividad de cualquier tipo de pretratamiento de un inéculo depende

del origen y caracteristicas del mismo, de las caracteristicas del sustrato, de los costos de inversion y de
operacion entre otros aspectos, es casi imposible llegar a un consenso sobre cuales son las condiciones
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operacionales dptimas y llegar a su estandarizacion. De acuerdo con lo anterior, es necesaria la busqueda de
estrategias viables para efectuar el pretratamiento de un inéculo bajo las condiciones especificas de cada
escenario de aplicacién. Desde este punto de vista, evaluar el efecto del pretratamiento térmico sobre la AHE
como herramienta para la seleccion de indculos en la fermentacidn oscura del agua residual del proceso de
extraccion de almiddn de yuca, constituye una contribucién sobre los criterios de decision encaminados hacia
su aplicacion en sistemas a gran escala en la regidn, asi como un aporte sobre las estrategias de minimizacién
de la contaminacion ambiental por el vertimiento del tipo de residuos liquidos objeto de estudio sobre el
ambiente.
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4  MATERIALES Y METODOS

La etapa experimental del presente trabajo de investigacion, se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental, adscrito al Area Académica de Ingenieria Sanitaria y Ambiental de la Universidad del Valle en
Santiago de Cali-Colombia. Asi mismo, la ejecucién de actividades puntuales para el cumplimiento de los
objetivos planteados (Recoleccién de indculos y agua residual), requirid actividades en los municipios de
Ginebra y Candelaria en el departamento del Valle del Cauca y en el Municipio de Santander de Quilichao,
Departamento del Cauca, cuya ubicacién geografica se presenta en la Figura 10.

VALLE DEL CAUCA, ./ CAUCA, ﬁ; omm ) \
COLOMBIA Al " COLOMBIA  Afiio ggn AN I8N

, : ¢
s | ) ¢ g . B35
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() Candelaria
(™ Ginebra

Figura 10. Ubicacion geografica de la zona de estudio

Las actividades realizadas para el cumplimiento de los objetivos planteados, se desarrollaron en dos fases:
Fase I: Evaluacion del efecto del pretratamiento térmico sobre la AHE de tres indculos, a tres magnitudes de
temperatura y de tiempo de exposicion y Fase II: Evaluacion del efecto del pretratamiento térmico del indculo,
sobre la FO del agua residual del proceso de extraccion de almidon de yuca - ARY. La Figura 11 muestra
gréficamente la asociacién de las fases anteriormente descritas, con los objetivos planteados:

41 Fase |: Evaluacion del efecto del pretratamiento térmico sobre la AHE de tres inéculos, a tres
magnitudes de temperatura y de tiempo de exposicion

Bajo la concepcién de que el pretratamiento térmico de un indculo es un método efectivo, simple, de amplia
aplicacion y relativamente econoémico para favorecer el predominio de microorganismos productores de
hidrégeno en un indculo mixto (De Sa et al., 2011; Rafieenia et al., 2018), se evalué el efecto del pretratamiento
térmico sobre la AHE de los tres indculos descritos en la Tabla 5, a tres magnitudes de temperatura (T) y de
tiempo de exposicion (t), utilizando un sustrato altamente biodegradable como la glucosa. Esta evaluacion
permitio identificar y acotar la combinacién de T, t e indculo con mayores rendimientos en la produccion de Ha
bajo condiciones que pueden considerarse “ideales” (alta biodegradabilidad del sustrato y adicién de nutrientes
especificos) para aplicarse posteriormente en la FO de un sustrato complejo rico en carbohidratos en forma
soluble y particulada como el ARY. El desarrollo de la Fase | se efectu6 a través de cinco actividades principales:
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a), Seleccidn, recoleccidn y caracterizacidn de indculos para ensayos de AHE; b), Adaptacion de indculos al
sustrato (Glucosa) para ensayos de AHE; ¢), Pretratamiento térmico de in6culos adaptados a Glucosa; d),
Ensayos de AHE y e), Seguimiento y evaluacion del efecto del pretratamiento térmico de indculos sobre su

| Revision de Literatura ‘
i ETAPAS O FASES SUBACTIVIDADES
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Figura 11. Actividades ejecutadas en cumplimiento de los objetivos planteados
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Seleccion, recoleccion y caracterizacion de inéculos para ensayos de AHE

Se realiz6 una seleccion de tres indculos mixtos que por su origen, relativa facilidad de adquisicion en la region
y caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas citadas en la literatura, permitieron considerarlos factibles
para su evaluacién en ensayos de Actividad Hidrogendnica Especifica - AHE y para la produccién de hidrégeno
a través de la FO del ARY. La descripcidn general de los indculos seleccionados se presenta en la Tabla 5, los
cuales se caracterizaron de acuerdo con los parametros fisicoquimicos y técnicas de medicion listados en la

Tabla 6.

Tabla 5. Indculos utilizados en el estudio

Inéculo

Origen

Lugar de recoleccion

Lodo

Anaerobio

Metanogénico - LAGM

Granular

Sistema de tratamiento anaerobio de AR del
sacrificio de ganado bovino y porcino -
Reactor Metanogénico.

Industria

productora
comercializadora de Carne, Municipio
de Candelaria - Valle del Cauca.

y

Lodo Anaerobio Acidogénico - LAA

Sistema de tratamiento anaerobio de AR del
sacrificio de ganado bovino y porcino —
Reactor Acidogénico.

Industria

productora
comercializadora de Carne, Municipio
de Candelaria - Valle del Cauca.

y

Lodo Anaerobio Floculento - LAF

Sistema de tratamiento anaerobio de agua
residual domestica - ARD - Reactor UASB.

Estacion de

Cauca.

investigacion 'y de
transferencia de tecnologia en AR,
Municipio de Ginebra - Valle del
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Tabla 6. Caracterizacion inicial de los tres indculos seleccionados

Caracteristica/Parametro . Método/Técnica de
. . Unidades C s Fuente
fisicoquimico medicion
Apariencia Parametro cualitativo Observacion a simple vista
SSV mg.L"! Gravimétrico (APHA, 2005)
SST mg.L"! Gravimétrico (APHA, 2005)
pH Unidades Potenciométrico (APHA, 2005)
p - (Aquino et al., 2007;
AME mLCH,.(gSSV.d) Manométrico Torres & Pérez, 2010)

Diversos estudios asociados con la produccidn biologica de H; a través de la FO denota la existencia de una
amplia variedad de fuentes para ser utilizadas cémo inéculo (Chang et al., 2011; Ghimire et al., 2015), por lo
que los indculos descritos en la Tabla 5 se seleccionaron de acuerdo con los criterios listados en la Tabla 7.

Tabla 7. Descripcion de los criterios para la seleccion de Indculos utilizados en el estudio

Criterio Descripcion

En el contexto de la DA, la obtencién de un in6culo activo y diverso de otro reactor
anaerobio 0 PTAR en funcionamiento y con buen desempefio, es una practica
comunmente adoptada para lograr una produccion efectiva y estable de biogas con
periodos de arranque cortos (Wojcieszak et al., 2017); desde el punto de vista operativo,

PTAR como - ! . C
fuente de se reconocen do§ razones principales que motivan _dlcha practica: i) las PTAR (como las
. de tratamiento biologico de agua residual doméstica) se encuentran relativamente en
Origen del . . . o
inoculo todo el mundo y, ii) aunque las PTAR sean diferentes, tienen caracteristicas comunes

(Raposo, De La Rubia, Fernandez-Cegri, & Borja, 2011). Para el caso especifico de la
produccion de H; a través de la FO, los Lodos Anaerobios — LA provenientes de PTAR o
biodigestores, también han sido identificados como los mas utilizados como in6culo
(Alibardi et al., 2012; Ruggeri et al., 2015).
Ademas de los lodos biolégicos de PTAR de tipo anaerobio, los lodos aerobios — LAE
como el lodo activado, han demostrado ser factibles para ser utilizados como in6culo en
la produccién de H; a través de la FO (Chang et al., 2011; Dessi et al., 2018; K. Zhang et
al., 2011); no obstante, se ha identificado en diversos estudios que su rendimiento en la
produccion de H; es inferior comparado con los LA (Baghchehsaraee et al., 2008). Asi
Lodo mismo, el LA garantiza la presencia de microorganismos anaerobios estrictos, cuyas
Anaerobio rutas metabdlicas asociadas con la FO permiten un mayor rendimiento en la produccién
de H. respecto a los microorganismos de tipo facultativo (Cabrol et al., 2017);
especificamente el LA puede garantizar la presencia de microorganismos como la
mayoria de especies del género Clostridium, reconocidos por ser productores de Hy y
capaces de transformar una amplia variedad de carbohidratos (Lukaitis et al., 2018; J.
Wang & Yin, 2017).
En el contexto de la DA, un lodo granular — LG representa un inéculo con alta
concentracion de SSV (Biomasa), buenas caracteristicas de sedimentabilidad y alta
resistencia al efecto de lavado o pérdida en el efluente (H. Liu & Fang, 2003; Seghezzo,
Zeeman, Van Lier, Hamelers, & Lettinga, 1998), que permiten la operacién con altas
LA Granular | cargas organicas en rectores mas compactos (Y. Liu, Xu, Yang, & Tay, 2003).
Metanogénico - | Adicionalmente, el LG contiene las diferentes poblaciones microbiol6gicas que participan
LAGM en la DA bajo una estructura granular, facilitando las relaciones sintréficas e intercambio
de metabolitos (Liu et al., 2003; Chernicharo, 2007). Las ventajas operacionales de un
LG han sido reconocidas recientemente en los procesos de FO para la produccién de H;
(Pugazhendhi, Kumar, & Sivagurunathan, 2019; Zinatizadeh, Mirghorayshi, Birgani,
Mohammadi, & Ibrahim, 2017), asi mismo, desde el punto de vista bioquimico, las
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relaciones sintréficas favorecidas por la estructura del LG metanogénico, aseguran la
presencia de microorganismos productores y consumidores de Hj, estos Ultimos
pudiéndose inhibir mediante un pretratamiento previo (Abreu et al., 2010; Alibardi et al.,
2012; B. Hu & Chen, 2007).

En los procesos de DA, mayoritariamente se utilizan sistemas de una sola etapa, en los
cuales la hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis ocurren en el mismo
reactor; no obstante, se ha demostrado que su separacion (en dos etapas: acidogénesis
y metanogénesis) es favorable para el tratamiento de residuos liquidos complejos

LA (Carvalheira et al., 2018), maximiza la produccién del biogas generado en cada una de
Acidogénico - | ellas (H2/CHs) y favorece la estabilidad del proceso bajo un enfoque integral (Massanet-
LAA Nicolau, Dinsdale, Guwy, & Shipley, 2015). En ese sentido, la obtencion de un indculo de

un reactor acidogénico, puede garantizar la presencia de una comunidad microbiol6gica
adaptada a las condiciones especificas de pH, temperatura, TRH, carga organica y
demas, necesarias para la hidrolisis y acidogénesis de un sustrato complejo y
consecuentemente, para la produccion de Ha.
LA proveniente | Los inoculos con mayor disponibilidad en el pais para la aplicacién de procesos de DA,
del tratamiento | son los LA provenientes de PTAR municipales (Parra Orobio et al., 2016). Los LA
de agua provenientes PTAR o de biodigestores asociados con el tratamiento de AR doméstica y/o
residual municipal contienen una comunidad microbiolgica mixta que los hace factibles para la
domésticay | produccién de Ha través de la FO (De Sa et al., 2013; Chiu Yue Lin & Cheng, 2006;
municipal Pendyala et al., 2012; J. Wang & Wan, 2008b).
Ademas de los atributos operacionales y bioquimicos que ofrece un LG en la produccion
de H a través de la FO, se ha reconocido que aquellos provenientes de sistemas de
tratamiento de agua residual del sacrificio de ganado (adaptado a sustrato con alto
contenido de proteinas) son factibles para la obtencion de este biogas a partir de
sustratos con alto contenido de carbohidratos (Lazaro, Perna, Etchebehere, & Varesche,
2014; Penteado, Lazaro, Sakamoto, & Zaiat, 2013; Rosa, Santos, Sakamoto, Varesche,

LA proveniente
de un sistema
de tratamiento
anaerobio de

sacﬁ:?igi? de & Silva, 2014). En el contexto local, se ha demostrado que el LG en referencia es factible
ganado para el tratamiento anaerobio del ARY (Colin et al., 2007) y especificamente, factible para

ser utilizado como indculo en la produccion de H; a partir de este tipo de AR agroindustrial
(Barrios, 2015; Yela Larrahondo & Pefia Castafieda, 2015).

41.2 Adaptacion de inéculos al sustrato para ensayos de AHE

Aunque los ensayos de AHE se efectuaron con un sustrato de alta biodegradabilidad (Glucosa), cada inéculo
descrito en la Tabla 5, se sometid a un periodo de adaptacion para que la comunidad microbioldgica presente
en él (adaptada segun su origen a un sustrato rico en proteinas para el caso del LAGM y LAA y a un sustrato
constituido por una mezcla de proteinas, carbohidratos y lipidos entre otras sustancias, pero en menor
concentracion para el caso del LAF), asimile adecuadamente el cambio de sustrato (carbohidratos) sin generar
un estrés en los microrganismos, aspecto que también cumplié con el propésito de extraer el agua residual de
origen remanente en cada uno de ellos.

Para lo anterior, cada inoculo fue sometido a un periodo de adaptacién que consistié en el aumento gradual de
la concentracion del sustrato, en un reactor en flujo discontinuo (Batch) a temperatura ambiente y debidamente
cerrado para favorecer el predominio de condiciones anaerobias de acuerdo con (Hurtado Grueso & Mufioz
Zambrano, 2013). El criterio de decision para establecer que el indculo se adaptdé al nuevo sustrato,
correspondio a su respuesta en reducir el contenido de carbohidratos totales en un porcentaje igual o superior
al 80%. La adaptacion de cada indculo inicié con una concentracion de glucosa de 2.500 mg.L" equivalente al
50% de la concentracion adoptada para la ejecucion de los ensayos de AHE, finalizando con la adicién completa
del sustrato en un periodo inferior a 2 dias, en el cual se observé la reduccion de carbohidratos establecida para
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determinar su adaptacién. Al reactor se le acondicioné una manguera para la evacuacion del biogas generado.
Los volumenes correspondientes al indculo y sustrato adicionado, tuvieron una proporcién de 60% y 40% del
volumen de reaccion (3,5L) respectivamente, como se muestra en la Figura 12.

* Tapa

™ Volumen Libre
(6,5L)

> Sustrato : A
40%Volkrot do Reaceion (1:4L) %-:::
Agua <~ i ™ Inéculo i
k ) 60%VOlros) de Roaceion (2:1L) 5

SEPARADOR DE BIOGAS ~ REACTOR Volr,yz 4o Reaccion (3,5L)

Figura 12.Adaptacién de indculos a sustrato para ensayos de AHE
41.3 Pretratamiento térmico de indculos para ensayos de AHE

Cada inéculo adaptado al sustrato de estudio (glucosa) se someti6 a un pretratamiento térmico a tres
magnitudes de temperatura -T (75, 85 y 100°C) y tres magnitudes de tiempo de exposicién -t (15, 30 y 45 min),
las cuales fueron consideradas factibles para lograr el predominio de microorganismos productores de
hidrégeno - BPH de acuerdo con estudios desarrollados por (Baghchehsaraee et al., 2008; Kan, 2013; J. Wang
& Yin, 2017; Y. Y. Wang et al., 2011); de otro lado, en las magnitudes mencionadas, se incluy6 la temperatura
frecuentemente utilizada (100°C) (Wong et al., 2014).

Previo a la ejecucion del pretratamiento térmico, se tomé muestra de cada inéculo adaptado para la
determinaciéon del contenido de SST y SSV; de acuerdo con esta ultima variable y con la relacion
Sustrato/Indculo a garantizar en cada reactor para los ensayos de AHE, se calculé el volumen de indculo a
pretratar térmicamente. Para efectuar el pretratamiento térmico (ver Figura 13), cada inéculo en el volumen
determinado se adicioné a bandejas de aluminio adaptando la metodologia descrita por autores como (Y.-T.
Fan, Zhang, Guo, Xing, & Fan, 2006; Logan et al., 2002; Wu, Yang, & Guo, 2009) y sometido a las diferentes
magnitudes de Ty t en un horno a presion atmosférica.

414 Ensayos de AHE

La evaluacion del efecto del pretratamiento térmico de tres indculos, se realizé a través de ensayos de AHE,
debido que constituyen una herramienta util, rapida y relativamente econémica para evaluar el maximo potencial
de produccion de Hz de un indculo, a partir de un determinado sustrato (Pecorini, Baldi, & lannelli, 2019;
Trevisan, 2010; Trevisan et al., 2015). Asi mismo, se tuvo en cuenta que a partir de los ensayos de AHE es
posible proponer parametros de control para la maximizacién de la produccién de H en reactores anaerobios
(de flujo continuo por ejemplo), identificar factores de inhibicion y establecer relaciones cinéticas entre sustrato,
productos generados (Hz, AGVs) y microorganismos (Mu et al., 2014; Trevisan, 2010).

Para cada inéculo adaptado a glucosa y pretratado térmicamente de acuerdo con las variables de T y t

evaluadas, se realizaron ensayos de AHE bajo condiciones mesofilicas (35°C) segun la metodologia descrita
por (Trevisan et al., 2015), mediante el seguimiento de la produccion de biogas por el método manométrico.
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Figura 13. Pretratamiento térmico de indculos para ensayos de AHE: (a) y (b), Retiro de sobrenadante del
indculo adaptado; (¢), toma de muestra de indculo; (d), Determinacién de SST; (e), Determinacion de SSV; (f)
y (g), adicién de indculo a bandejas de aluminio; (h) e (i), Pretratamiento térmico en horno.

La unidad experimental para los ensayos de AHE fue un reactor de flujo discontinuo, que consistié basicamente
en una botella de vidrio &mbar de 650 mL, en la cual se adiciond una suspensién conformada por la mezcla
Indculo + Sustrato + Macro/Micronutrientes en un volumen de reaccion de 400 mL, garantizando 250 mL de
Headspace para el almacenamiento del biogas generado (Ver Figura 14). El reactor fue acondicionado con una
unidad interna de caucho no reactiva, en la cual se adicionaron perlas de NaOH con el objetivo de absorber el
CO; que se encuentra en el biogas producido en el proceso bioldgico, estrategia reconocida por diversos
autores (Mandal et al., 2006; Nasr et al., 2015; Park et al., 2005) como favorable desde el punto de vista
termodindmico, al reducir la presion parcial del CO; en la fase gaseosa y dirigir la produccion hacia el Hz y
bioquimico, al evitar ser utilizado por los microorganismos homoacetogénicos; ademas, de permitir que el
biogas colectado estuviera compuesto mayoritariamente por la sustancia de interés (H). La unidad interna o
“Unidad de absorcion de CO,", también cumpli6 con la funcion de anillo o “empaque” para el sellado hermético
de los reactores, de tipo seroldgico, compuesto por septa plastica (20 mm de ancho y 5 mm de espesor aprox.)
y agrafe metalico (30 mm de ancho y 10 mm de espesor aprox.).

El cierre de tipo serologico en cada uno de los reactores, facilitd la medicion continua de la presién ejercida por
el biogas, asi como su extraccion para posterior analisis de cromatografia. Asi mismo, se incorpor6 a la unidad
experimental una barra magnética que junto con un agitador, promovio la agitacion continua del medio de
reaccion, estrategia operacional que permitio minimizar la fraccién disuelta de H, en el medio liquido y favorecer
su transferencia hacia la fase gaseosa, ademas de favorecer un mayor contacto sustrato:indculo (Guo, Trably,
Latrille, Ne Carré, & Steyer, 2010; Lay, 2000; Lee et al., 2012). Las anteriores caracteristicas de la unidad
experimental, fueron adaptadas de acuerdo con lo expuesto por (Rudrum, 2005; Scaglione, Caffaz, Ficara,
Malpei, & Lubello, 2008) y también fueron adecuadas y mejoradas teniendo en cuenta el contexto local, segun
los estudios realizados en el grupo de investigacion ECCA de la Universidad del Valle por autores como (Barrios,
2015; Hurtado Grueso & Mufioz Zambrano, 2013; Yela Larrahondo & Pefia Castafieda, 2015).
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Figura 14. Unidad experimental, ensayo de AHE. (a), Montaje; (b), Unidad de absorcién de CO,, septa plastica
y agrafe metalico; (c), Cierre tipo serologico.
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4141 Sustrato y medio de reaccion para los ensayos de AHE

Los ensayos de AHE se efectuaron utilizando glucosa como sustrato, sustancia que ha sido reconocida como
referencia, debido a su alta biodegradabilidad y la afinidad con los microrganismos productores de H. (Lukaitis
et al., 2018; Tapia-Venegas et al., 2015; J. Wang & Wan, 2009). La concentracion de glucosa y de SSV
adicionados a cada reactor fue de 5,0 g.L-'y 2,5 g.L' respectivamente, valores que se encuentran en el rango
recomendado segun la metodologia propuesta por (Trevisan et al., 2015). La DQO correspondiente a la
concentracion de glucosa adicionada fue de 5,3 +£0,1g.L", la cual representd una relacidén Sustrato:Inculo
(mgDQOgucosa.L:mgSSViedo.L ) cercana a 2,0, valor que de acuerdo con el estudio de Yela & Pefa (2015)
puede favorecer una mayor produccion de H; tratando agua residual agroindustrial como la ARY.

El pH del medio de reaccion fue ajustado mediante la adicion de HCI (0,16N) a 5,40 £0,05, el cual se encuentra
dentro del rango 6ptimo para la produccion de H, (Bharathiraja et al., 2016; Blanco Londofio & Rodriguez
Chaparro, 2012; Van Ginkel et al., 2001), y especificamente corresponde a un valor éptimo cuando se utiliza
ARY como sustrato (Barrios, 2015). A cada reactor se le adicionaron macro y micronutrientes de acuerdo con
la Tabla 8, adaptando la metodologia descrita por (Baghchehsaraee et al., 2008; C Y Lin & Lay, 2005; Trevisan
et al., 2015), con el objetivo de garantizar los requerimientos nutricionales para la actividad enzimatica y
potencializar la produccion de Ha.

Tabla 8. Macro y micronutrientes adicionados a cada reactor en el ensayo de AHE

Nutriente Concentracién (mg.L") Nutriente Concentracion (mg.L-")
CaCl2.2H.0 1.000 KoHPO4 250
CoCl2.6H2.0 2,5 MgCl26H20 40
CuS04.5H20 5 MnS0Os.4H20 3,8
FeS04.7H20 1 NH4CI 50
Kl 12,5 NiCl2.6H20 25
KCl 130 ZnCl; 2,5
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Los ensayos de AHE se realizaron por duplicado para cada una de las magnitudes de T y t evaluadas con cada
indculo, e incluyeron un Control y un Blanco a los cuales se les adicion6 el indculo sin pretratamiento térmico;
para los primeros se mantuvo la relacidén Sustrato:Indculo mientras que a los reactores Blanco no se les adicion6

sustrato, aforandose entonces el volumen de reaccion con agua destilada.

La Figura 15 muestra la configuracion experimental de los ensayos realizados en la Fase I, la cual incluyo la
ejecucion de un ensayo previo para dos indculos (LAGM y LAF) con el objetivo de identificar la transformacion
del sustrato y el comportamiento de la presién ejercida por el biogas a 48 h del ensayo de AHE, tiempo maximo
de fermentacién reportado por autores como (Pecorini et al., 2019) en la ejecucién de este tipo de ensayos y,
dentro del intervalo reportado por diferentes autores en el cual se alcanza la fase de presiones estables de
biogas, evaluando el efecto de diferentes métodos de pretratamiento de indculos sobre la produccion de H,

utilizando sustratos facilmente biodegradables como la glucosa (Chang et al., 2011; Ren et al., 2008).

%
S

NIVELES DE TIEMPO
NIVELES DE . . 5 .
TEMPERATURA 15min . 30min 45min
LAGM LAGMR) LAF LAFR) | LAGM LAGMR) LAF LAF(R) {LAGM LAGMR) LAF LAFR)
75°C
85°C
100°C :
(a)
LAGM LAGM(R) LAF LAF(R)
Indculo + Agua
BLANCO Destilada
Indculo SP + Glucosa+
CONTROL Macro/Micronutrientes
(b)
NIVELES DE TIEMPO
T:,L‘Lif:TBEA 15min 30min 45min

LAGM LAGM(R) LAA LAAR) LAF LAF(R) :LAGM LAGM(R) LAA LAAR) LAF LAF(R) 'LAGM LAGMR) LAA LAAR) LAF

LAF(R)

75°C

85°C

100°C

(c)
LAGM LAGM(R) LAA LAAR) LAF LAF(R)
. - Inéculo + A
BLANCO | " pestllady
Inoculo SP + GI +
CONTROL G::ruofoMicronmurr:nts
(d)

Figura 15. Configuracion experimental de los ensayos de AHE: (a) y (b) Ensayo previo 2 Inéculos 48h +

Reactores Control y Blanco; (¢) y (d) Ensayos de AHE tres inéculos + Reactores Control y Blanco
*R= Replica, SP=Sin pretratamiento
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41.4.2 Seguimiento y evaluacion del efecto del pretratamiento térmico

El seguimiento de la produccién de biogas en los ensayos de AHE, se realiz6 a través de la medicién de la
presion ejercida por éste, mediante un manometro digital en intervalos de dos (2) horas. Asi mismo, se tomaron
muestras de biogas (5 mL) cuando la presion ejercida estuvo en su valor méximo y constante en el tiempo.

El volumen de gas extraido se almaceno en viales al vacio para su analisis por cromatografia. Para la fase
liquida, se tomo6 muestra del sobrenadante de los reactores una vez finalizados los ensayos de AHE. La Tabla
9 relaciona los parametros fisicoquimicos caracterizados para la fase liquida y gaseosa y los métodos de
andlisis. La Figura 16 muestra las actividades puntuales para el desarrollo de los ensayos de AHE desde la
preparacion del sustrato, hasta el seguimiento de la produccion y toma de muestra de biogas.

Tabla 9. Parametros fisicoquimicos caracterizados para la fase liquida y gaseosa, finalizado el ensayo de AHE

Objetivo de la Parametro . Método/Técnica de
. . - Unidades e Fuente
Caracterizacion fisicoquimico medicion
DQO Total mg.L! Digestion APHA- et al. (2005)
Carbohidratos mg.L- Fendl-Sulfirico Dubois et al. (1956)
Totales
pH Unidades Potenciométrico APHA- et al. (2005)
Fase Liquida Alcalinidad Total mgCaCOs.L' | Titulacion APHA- et al. (2005)
Alcalinidad 1 S
Bicarbonatica mgCaCOs.L Titulacion APHA- et al. (2005)
. ] o Rojas (1999) y Penteado
1
AGV's meq.L Titulacion (2012)
Hz Fase I. Envio de muestras al laboratorio de cromatografia- Universidad de
Séo Paulo- Brazil. Cromatdgrafo GC. Gas de arrastre Argén.
CH4
Fase Gaseosa Fase Il. Envio de muestras al laboratorio de Calidad de Aguas- Universidad
co Militar Nueva Granada — Bogota DC- Colombia. Cromatégrafo Agilent 78902.
2 Gas de arrastre No.

4.2  Fase II: Estimacion de la produccion potencial de H; en la FO del ARY

Esta Fase se desarrolld fundamentalmente a través de actividades similares a las ejecutadas en la Fase |,
diferenciandose en el sustrato evaluado (ARY) y en el uso de un solo indculo, correspondiente al de mayor AHE
y rendimiento en la produccién de H,, seleccionado segun la evaluacion de dicha fase precedente.

La Fase Il estuvo comprendida por las siguientes actividades: a) Recoleccion y Caracterizacion del ARY; b)
Adaptacion del indculo al sustrato (ARY); ¢) Pretratamiento térmico del indculo a la mejor combinacién de Ty t
segun la evaluacién de la Fase I; d) Ensayo de produccién de H; a través de la FO del ARY y, e) Seguimiento
y estimacion de la produccion potencial de hidrogeno en la FO del ARY. Las anteriores actividades se describen
a continuacion:
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Figura 16. Ensayo de AHE: (a) Indculo Pretratado; (b) y (¢) Preparacién de solucion de Macro/Micronutrientes;
(d) Preparacion de sustrato; (e) ajuste de pH Indculo+Sustrato+ Macro/Micronutrientes; (f) y (g) adicion de
medio de reaccién(Indculo+Sustrato+ Macro/Micronutrientes) a los reactores, adicion de perlas de NaOH y
sellado hermético; (h) e (i) fermentacidn a 35°C; (j) medicidn de presion; (k) y (1) viales al vacio; (m) toma de
muestra de biogas.

421 Recoleccion y caracterizaciéon de ARY

Se utilizd como sustrato agua residual generada en el proceso de extraccion de almidén de yuca — ARY,
reconocida como un sustrato potencial para la produccién de H, a través de la FO (Cappelletti et al., 2011;
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Madeira et al., 2017). EI ARY se recolecto a la salida del canal de mancha de una rallanderia de pequefia escala
en el corregimiento de Mondomo, Municipio de Santander de Quilichao — Cauca (ver Figura 17).

(@ @
Figura 17. Agua residual generada en el proceso de extraccion de almidén de yuca: (a) Punto de recoleccidn
(canal de la mancha); (b) y (c) Muestra en el laboratorio para ensayos de produccion de H; a través de la
FO.

Una vez recolectada, el ARY se almacend bajo refrigeracion (<18°C aprox.) hasta su uso (periodo de
almacenamiento inferior a diez dias) para las actividades de adaptacion del indculo y ensayos de FO; previo a
la ejecucion de estas ultimas actividades, el ARY se caracterizo de acuerdo con los parametros fisicoquimicos
y métodos de analisis listados en la Tabla 9 para la fase liquida (DQO Total, Carbohidratos Totales, pH,
Alcalinidad Total, Alcalinidad Bicarbonatica y AGV's).

4.2.2 Adaptacion del inéculo con mayor AHE y rendimiento en la produccion de H

El indculo Lodo Anaerobio Acidogénico - LAA, al presentar mayor AHE y rendimiento en la produccién de H.
segun la evaluacién realizada en la Fase |, fue seleccionado para estimar la produccion potencial de H, en la
FO del ARY. En consecuencia, el inéculo mencionado fue adaptado al ARY, de tal manera que la comunidad
microbioldgica presente en él, asimilara el cambio de sustrato (sustrato con alto contenido de proteinas a un
sustrato complejo con alto contenido de carbohidratos en forma soluble y particulada). Para lo anterior, se
adoptd una estrategia de contacto o “alimentacion” del indculo con una variacién porcentual del tipo de sustrato
como se detalla en la Tabla 10, estrategia comunmente usada en la adaptacion al sustrato para indculos
anaerobios y anaerobios y que ha sido documentada por autores como (Barrios, 2015; Yela Larrahondo & Pefia
Castafieda, 2015) para el caso especifico de adaptacion de indculos para el proceso de FO.

Tabla 10. Estrategia de adaptacién al sustrato, para los ensayos de FO de ARY
Dia Variacion porcentual (%ARSG /%ARY)
80/20

60/40

40/60

20/80

0/100

QB WIN—

El criterio de decision para el transito de una variacién porcentual a otra, correspondio a la respuesta del inéculo
en reducir el contenido de carbohidratos totales en un porcentaje igual o superior del 80%. Asi mismo, se realizd
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el seguimiento del pH del sobrenadante, como indicador del grado de acidificacion del medio de reaccion
asociado a la conversion del sustrato (ARY) facilmente acidificable a compuestos como AGVs. La adaptacion
del inoculo se realizé en un reactor tipo Batch con la misma configuracion mostrada en la Figura 12 para la
actividad de adaptacién realizada en la Fase |, manteniendo la proporcion de Indculo:Sustrato (60%:40%) y las
condiciones de hermeticidad; el volumen de reaccion fue inferior (1,25L) al requerirse una cantidad menor de
indculo a pretratar para el ensayos de FO del ARY.

4.2.3 Pretratamiento térmico del in6culo para ensayos de FO del ARY

El LAA adaptado al ARY se someti6 a un pretratamiento térmico a una temperatura - T de 85°C y tiempo de
exposicion - t de 15min, combinacion de Ty t considerada como 6ptima para lograr el predominio de BPH de
acuerdo con la Fase | del presente estudio.

Las actividades de laboratorio correspondientes al pretratamiento térmico del indculo asi como las actividades
relacionadas (determinacion previa de SST, SSV...), siguieron el mismo procedimiento aplicado en la Fase |,
descrito en la Figura 13.

424 Ensayos de produccion de H; a través de la FO del ARY

Para el inoculo adaptado al ARY y pretratado térmicamente, se realizaron ensayos de produccién de H, a través
de la FO del ARY bajo condiciones mesofilicas (35°C), mediante el seguimiento de la produccién de biogas por
el método manométrico. La unidad experimental para los ensayos de FO fue la misma que la utilizada en la
Fase | (Ver Figura 14).

4241 Sustrato y medio de reaccion para los ensayos de produccion de H; a través de la FO

Se garantiz6 una relacion Sustrato:Inéculo (MgDQOAry.L":mgSSVied.L") de 2,0, valor que de acuerdo con el
estudio de Yela & Pefia (2015) puede favorecer una mayor produccién de H, tratando agua residual
agroindustrial como la ARY. El pH del medio de reaccién fue ajustado a 5,40 +0,05 mediante la adicién de
fosfato de Sodio (Na;HPO.), valor dptimo para la produccién de H, cuando se utiliza ARY como sustrato segun
el estudio de (Barrios, 2015). Asi mismo, de acuerdo con el marco referencial, el ARY contiene los
requerimientos nutricionales necesarios para la produccion de H; a través de la FO; en ese sentido, no se
adicionaron al medio de reaccion, aspecto que ha sido adoptado por estudios en el contexto local citados
anteriormente para las condiciones de pH y relacion Sustrato:Inculo adoptadas.

Los ensayos de produccion de H, a través de la FO del ARY se realizaron por duplicado e incluyeron reactores
Control y Blanco a los cuales se les adicion6 el inoculo sin pretratamiento térmico; para los primeros se mantuvo
la relacion Sustrato:Inoculo mientras que a los reactores Blanco no se les adiciond sustrato, aforandose
entonces el volumen de reaccién con agua destilada. Asi mismo, se evalué la AME del lodo Pretratado.

Debido a que en el ensayo inicial (ver Figura 18a) se observé un rapido decrecimiento de la presion ejercida
por el biogas en las primeras horas del ensayo (aspecto que se detalla en el andlisis de resultados), se realizd
un ensayo confirmatorio (Ver Figura 18b) que tuvo como objetivo corroborar la produccion de H: incluyendo
reactores sin la adicién de perlas de NaOH, de tal manera que permita contrastar el comportamiento de la
presion ejercida por el biogas eliminando el decaimiento de la misma producto de la absorciéon del CO-
generado.
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ENSAYOQ INICIAL FO ARY

LAA PRETRATADO
T:85°C, t:15min

CONTROL R1 R2 R3 Blanco

FO ARY
LAA SIN PRETRATAMIENTO

CONTROL AME R1 R2 R3 Blanco
LAA PRETRATADO
T:85°C, t:15min

(a)

ENSAYO CONFIRMATORIO
Ré Ré
FO ARY R RZ R i PerlasNaOH  Sin Perlas NaOH
LAA PRETRATADO : _
T:85°C, t:15min \
R4
CONTROL Rt R2 R3 " Sin Perlas NaOH

FO ARY ‘
LAA SIN PRETRATAMIENTO |

(b)
Figura 18. Configuracion experimental de los ensayos de produccion de H: a través de la FO del ARY: (a)
Ensayo Inicial de produccion de H; + Reactores Control y Blanco; (b), Ensayo confirmatorio
*R=Réplica.

424.2 Seguimiento y estimacion de la produccién potencial de hidrégeno en la FO del ARY

El seguimiento y evaluacion del efecto de pretratamiento térmico del indculo sobre la FO del ARY se efectud
siguiendo el protocolo y los métodos de analisis descritos en la Fase | (item 4.1.4.2) para las siguientes
subactividades:

o Medicion de la presion ejercida por el biogas

e Muestreo y caracterizacion de la fase gaseosa

e Muestreo y caracterizacion de la fase liquida

4.3 Calculos

El manejo de datos en la Fase | y Il se realizo fundamentalmente sobre la estimacién del volumen de H;
producido, a partir del cual se relacionaron los parametros fisicoquimicos medidos en la fase liquida (Ver Tabla
9). Para el almacenamiento, sistematizacion y salidas gréficas de los datos se us6 el Paquete Office de
Microsoft® (Excel, Word, Power Point). En primera instancia, se calcularon las moles de biogas generado en
cada reactor de acuerdo con la Ecuacion 19.

n=— Ecuacion 19

Donde: P: Presion acumulada en el reactor (atm); V: Volumen del Headspace en cada reactor (L); n: moles
de biogas (mol); R: Constante de los gases ideales (0,08205746 atm.L.(mol.K)"; T: temperatura (K)
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Una vez calculadas las moles de biogas, se determiné el volumen correspondiente, reordenando la Ecuacién
19 (Volumen como incognita), bajo condiciones estandar (P= 1atm, T=298,15K). Para el calculo del volumen
de H, en cada reactor, se multiplicé el volumen del biogas por la composicién porcentual de Hz segun los andlisis
de cromatografia.

Para el calculo del rendimiento en la produccién de Hy, se aplicd el modelo matematico de Gompertz modificado
(ver Ecuacién 20 y Figura 19), modelo de tipo predictivo adecuado para describir el progreso acumulativo de
produccion de H, (Blanco Londofio & Rodriguez Chaparro, 2012). La determinacion del coeficiente (R?) fue
usado como criterio para valorar el ajuste a través del Software OriginPro 9.0.

1000

° Datos experimentales

Curva estimada mediante la Ecuacion de Gompertz

750 F
R, Xe
H(t)=P X exp {—exp[ P

Ecuacion 20

X(A-1) +1]}

Dénde:

H: produccién acumulada de hidrégeno (mL)

P: produccion acumulada maxima o produccion potencial
de Hz Rm: Tasa maxima de produccion de Hz (mL.h-1)

t: Tiempo de fermentacion o de incubacion (h)
e=2,71828... ) J, . .
A: Fase o periodo de latencia ! oot 100 =0

Tiempo de Incubacion (h)

Produccién acumulada de Biogds — H, (mL)

Figura 19. Curva tipica estimada Ecuacion de
Gompertz Fuente: (Akutsu, Lee, Li, & Noike,
2009)

A partir del modelo de Gompertz, se determiné el rendimiento de hidrégeno en términos de DQO adicionada
(mLH2.9DQOxgicionada’) Y Glucosa transformada (mLH2.gGlucosayansomada™®) @l final del ensayo (Tiempo de
fermentacion de 90h en la cual se observé la fase de presiones maximas y estables) segin la Ecuacién 21y
la Ecuacién 22 respectivamente. La Actividad Hidrogénica Especifica - AHE o tasa especifica de produccion
de Hz (mLH..(gSSV.h)") se calculé mediante la Ecuacién 23.

P
Rendimiento de H;=——F——— Ecuacion 21
gDQOAdicilgnada
Rendimiento de H,= Ecuacion 22
gGlucosarranstormada
R,, g
AHE=—— Ecuacion 23

gSSV

Para el calculo de la Glucosa transformada, se utilizd la Ecuacion 24:

gGlucosaTransformada= gGlucosaAdicionada - gGlucosaRemanente Ecuacion 24
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4.4 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de la Fase |, se empled un disefio experimental completamente al azar, comparativo,
prospectivo y longitudinal con los factores y niveles que se describen a continuacion, utilizando como
herramienta el Software Minitab®18:

e FASEI
NIVELES
Inéculo LAGM LAA LAF
FACTORES | Temperatura 75°C 85°C 100°C
Tiempo de Exposicion 15min 30min 45min

Hipétesis nula: Ho: afyi-= 0_, La variacion del indculo-temperatura y tiempo de exposicion no influye en el
rendimiento de produccién de H:

Hipétesis alterna: Ho: afyir# 0_, La variacion del inéculo, temperatura y tiempo de exposicion influye en el
rendimiento de produccion de H;

Para la Fase Il, se utilizé estadistica descriptiva, mediante la cual se organizaron los datos a valores descriptivos
como el promedio, mediana y demés, con el apoyo de tablas y graficos.

441 Descripcion del modelo estadistico Fase I:

Se realizé un analisis de varianza o ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados. Posteriormente, al presentarse diferencias significativas entre ellos, se aplicé una
prueba Post-ANOVA por el método de diferencia minima significativa de Fisher (LSD), para determinar la mejor
combinacién de las variables cuantitativas de temperatura y tiempo de exposicion y de la variable cualitativa
indculo. Se aceptaron diferencias significativas con p<0.05. El disefio experimental tuvo una estructura factorial
de acuerdo con los factores y Niveles (3°) evaluando el efecto sobre la variable de respuesta rendimiento de H
(mLH,.gGlucosaganstormada™") s€gUn la Ecuacién 25:

Yiie=n+ o;+ Bj + vr + (aB) + (ay)ir + (BY)jr + (@BY)ijr + Eijric
Ecuacion 25
Dénde: Y= Variable de respuesta; y= Media general; a;i= Efecto del i-esimo nivel del factor; afyi= Efecto de
la interaccion entre factores; §jn= Efecto del error experimental asociado
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5 ANALISIS DE RESULTADOS
5.1  Evaluacion del efecto del pretratamiento térmico sobre la AHE de tres indculos
5.1.1  Caracteristicas de los inéculos

La Tabla 11 muestra las principales caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los tres indculos utilizados en
el presente estudio. Desde el punto de vista cualitativo, todos los indculos tuvieron un olor y color caracteristicos
asociados con el AR de origen y cada uno de ellos tuvo una apariencia diferenciada, destacandose el LAGM
por ser espeso Yy estar constituido ademas de granulos bien definidos, de una fraccién de biomasa dispersa
(Ver Figura 20). Todos los in6culos al momento de su recoleccién presentaron burbujeo de biogas,
caracteristica asociada con su actividad biologica, la cual se mantuvo durante el tiempo de almacenamiento.

Tabla 11. Caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los indculos utilizados

Parametro Inoculo
LAGM LAF LAA
Moderado Fuerte,
Olor Fuerte, caracteristico del AR caracterist,ico del caracteristico al AR
del sacrificio de ganado ..~ “|del sacrificio de
ARD y/o Municipal ganado
Color Gris Oscuro Negro Café claro
Espesa y heterogénea a|_, . .
Cualitati simple vista. Biomasa con Fdea' y|Fluida , y
ualitativo dos caracteristicas: hpmogenea . ahpmogenea K
Composicion granular bien SBIirgr?wl:sa V'SLaé SBIir:rFr)::sa ws;[jaé
Apariencia definida de diferente tamafio X
forma. ademéds de una estructura estructura
?raccién, imoortante  de floculenta. floculenta.
biomasa disp:rsa Presenta Presenta burbujeo|Presenta burbujeo
burbujeo de biogéé de biogas de biogas
pH (Unidades) 6,87 6,68 6,53
SST (mg.L") 107.340 63.115 30.262
SSV (mg.L") 84.799 33.451 25.202
SSVISST 0,79 0,53 0,83
. Tasa Maxima de
Cuantitativo |0y duccion de  CH 152,0 48 18,8
(mLCH4.d")*
AME
(9DQO.CH,.(gSSV.d) 0,40 0,01 0,05
1%%

*Ajustada segun el Modelo de Gompertz
**Con un factor de correccidn (gDQO.LCH4") a Condiciones Normales de P (1atm) y T (25°C).

Los parametros cuantitativos indican que el pH de los inéculos fue de 6,87, 6,68 y 6,53 para el LAGM, LAF y
LAA respectivamente; el pH de este ltimo es el mas bajo, consistente con su origen (Reactor Acidogénico, en
el cual predominan los procesos de hidrélisis y acidogénesis) (De Gioannis, Muntoni, Polettini, Pomi, & Spiga,
2017; Schievano, Tenca, Lonati, Manzini, & Adani, 2014). Para el LAGM y LAF, de acuerdo con su origen
(Reactor UASB), presentaron un pH dentro del rango 6ptimo para el desarrollo de la DA completa (Hasta la

44



AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA
umversiiss  DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA ESPECIFICA - @ S

EIDENAR "t

etapa de metanogénesis), considerado alrededor de 6,5y 7,5 Unidades (Amani, Nosrati, & Sreekrishnan, 2010;
Campos, 1999).

En cuanto a los SST, el LAGM tuvo una mayor concentracion (107.340 mg.L-"), aspecto vinculado con su
estructura granular mientras que el LAF y el LAA, debido a su estructura floculenta presentaron una
concentracion menor (631.15 mg.L-' y 30.262 mg.L-' respectivamente). EI LAGM present6 una concentracion
de SSV de 84.799 mg.L", lo cual representd una relacion SSV/SST de 0,79, medida indirecta del contenido de
una gran fraccion de biomasa o microorganismos. Se resalta el hecho de que aunque el contenido de SST fue
relativamente similar entre el LAF y LAA, para este Ultimo el 83% de los SST fueron volatiles, diferenciandose
del LAF, cuyo valor porcentual fue de 53%, tipico de indculos provenientes del tratamiento de ARD (Torres et
al., 2007).

/

@) | (h
Figura 20. Apariencia de los Indculos utilizados: (a) y (b) LAGM; (c)y (d) LAF; (e) y (f) LAA
*Apariencia luego de la adicién de agua para diferenciacion de los granulos

Aunque la concentracion de SSV como medida indirecta del contenido de biomasa viable en los indculos, pudo
estar influenciada por el contenido de residuos u otros materiales en cada indculo o cuantificar en cierta medida
biomasa inactiva o “muerta” (Hussain & Dubey, 2017; Raposo et al., 2011), los ensayos de AME confirmaron la
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alta actividad biolégica del LAGM y del LAA frente al LAF, con valores de 0,40, 0,05y 0,01 gDQO.CH..(gSSV.d)-
' respectivamente.

La alta tasa de produccion de CH4 del LAGM (pendiente de la curva — ver Figura 21) y consecuentemente, la
alta AME comparado con el LF y LAA se puede asociar a que contiene diferentes poblaciones microbiologicas
bajo su estructura (granulos), lo cual facilita las relaciones sintréficas e intercambio de metabolitos (Chernicharo,
2007; Y. Liu et al., 2003); este tipo de inéculos pueden presentar valores minimos de AME de
0,3gDQO.CH4.(gSSV.d) ' (Angelidaki et al., 2009) hasta valores de 2gDQO.CH4.(gSSV.d)' (Fernandez, Abalos,
Crombet, & Caballero, 2010). Ademas, de acuerdo con el protocolo del ensayo de AME utilizado en el presente
estudio, se utilizé como sustrato una mezcla de AGV's con una proporcion predominante de acido acético
(Aquino et al., 2007; Torres & Pérez, 2010) y en ese sentido, el LAGM presenté una AME cercana al valor
minimo reportado en la literatura para una AME acetoclastica (de 0,45 hasta 0,74g DQO-CH4.(gSSV.d)")
(Gallegos - Garcia, Celis, L & Razo - Flores, 2010; Hussain & Dubey, 2017), lo que es congruente ya que este
tipo de indculos (granulares) tienen una concentracién de arqueas metanogénicas acetoclasticas mucho mayor
que la de in6culos de tipo floculento (10° y 104 respectivamente), estos Ultimos en los cuales predominan las
arqueas metanogénicas hidrogenotroficas (Torres et al., 2007).

450 - AME LAGM
e AME LAF

400 a4 AMELAA

350

300 ~

250

Biogas (mL)

150
100
50—.
0.
-50 . T T T T T
0 5 10 15 20
Tiempo (d)

Figura 21. Curvas ensayos de AME de los indculos seleccionados

Las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los indculos utilizados en el presente estudio, permiten
puntualizar las siguientes consideraciones adicionales:

e ElpH del LAA podria ser favorable en el desarrollo de los procesos de FO a escala real, en el cual se
ha demostrado que las condiciones acidogénicas (por ejemplo valores de pH alrededor de 5} favorecen
la produccion de H. (Bharathiraja et al., 2016; S. Singh et al., 2015) y en ese sentido, las estrategias
encaminadas a asegurar tales condiciones, serian menos intensivas en cuanto a la demanda de
acondicionadores quimicos.

e La baja concentracion de SST del LAA podria considerarse como un aspecto desfavorable para el
desarrollo de procesos de FO a escala real, al requerir mayores volimenes de inoculacién; no
obstante, su alta proporcion de SSV podria minimizar en cierta medida, ese aspecto limitante.

e El contenido de SST y SSV del LAGM, ademés de su AME lo categorizan como un inéculo con alta
concentracion de biomasa activa y buenas caracteristicas de sedimentabilidad (inferida a través de su
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estructura granular predominante). De mantenerse estos atributos en el indculo en los procesos de FO
a escala real, podrian garantizar alta resistencia al efecto de lavado o pérdida en el efluente y la
operacion de reactores a altas cargas organicas en rectores mas compactos.

e Valores de AME alrededor de 0,04gDQO.CH4.(gSSV.d)-" como los registrados por el LAF y LAA los
categorizan como in6culos de pobre calidad en procesos de DA (Hussain & Dubey, 2017); no obstante,
esta variable per se, no es un criterio decisorio para la seleccién de indculos en la FO, pues los indculos
de tipo floculento como los provenientes de PTAR domeéstica y/o municipal o biodigestores han
demostrado su factibilidad en la produccion de H, ya que contienen BPH (De Sa et al., 2013; Pendyala
et al., 2012), asi mismo, el LAA puede garantizar la presencia de BPH adaptadas a las condiciones
especificas de pH, temperatura, TRH, carga organica y demas necesarias para la hidrolisis y
acidogénesis de un sustrato complejo y consecuentemente, para la producciéon de H, (Massanet-
Nicolau et al., 2015; Schievano et al., 2014).

5.1.2 Ensayo previo de AHE a 48H de Fermentacion

La Figura 22 muestra el promedio de la presion ejercida por el biogas en los ensayos de AHE efectuados para
cada inoculo adaptado a glucosa (LAGM y LAF) segun el pretratamiento térmico aplicado durante un tiempo de
fermentacion de 48h. El comportamiento de la presién ejercida por el biogas a la temperatura del ensayo (35°C)
indica una mayor escala para el caso del LAGM (presiones hasta del orden de los 1600 mbar) respecto a las
del LAF (del orden de 850 mbar). Asi mismo, se hace evidente una menor variabilidad en las fases de latencia
y crecimiento exponencial para cada pretratamiento térmico evaluado en el LAGM.

Para el caso del LAGM, la fase de crecimiento exponencial de la presién ejercida por el biogas, inicio
aproximadamente a las 15 h de fermentacion y mostro tendencia creciente hasta las 30 y 35 h aproximadamente
dependiendo del pretratamiento, tiempo en el cual se observo la fase de presiones estables o con minima
pendiente. Lo anterior, exceptuando tres casos; el primero corresponde al comportamiento de la presion
ejercida por el biogas del LAGM sin pretratamiento (LAGM SP en la Figura 22a) en la cual la fase exponencial
continué durante el tiempo de fermentacién, el segundo caso hace referencia al pretratamiento térmico a 85°C
—45 min en la cual se observo la ocurrencia temprana de la fase de presiones estables (24h aproximadamente)
y el tercero corresponde al LAGM sin la adicién de sustrato (LAGM Blanco en la Figura 22a), en el cual como
es de esperarse no hubo produccién de biogas, y las presiones fueron negativas. De esta manera, la presion
ejercida por el biogas en el LAGM para las condiciones de pretratamiento evaluadas, denotan la existencia de
una fase inicial de adaptacién de los microrganismos a las condiciones del ensayo (primeras 15h), seguida de
una etapa de asimilacion del sustrato con la consecuente produccion de biogas a diferentes tasas de produccion
pero similares entre si, hasta llegar a una fase de presiones estables para la mayoria de los casos, lo cual
sugiere su correlacion con la fase liquida para verificar las condiciones de agotamiento/reduccion del sustrato.

Para el caso del LAF, cada pretratamiento térmico evidencié una tendencia particular en la presion ejercida por
el biogas, destacandose el hecho que al finalizar el tiempo de fermentacion, se observé un decrecimiento de
esta variable. Asi mismo, contrario a lo evidenciado para el LAGM, el LAF sin pretratamiento (LAF SP en la
Figura 22b) se caracterizd por presentar las presiones mas bajas de biogas (en su punto de produccion
maxima). Coincidente con el LAGM, el LAF sin sustrato (LAF Blanco) no produjo biogas, presentando presiones
negativas; este aspecto para los dos indculos evaluados se puede asociar con la asimilacién por parte de los
microorganismos de los gases remanentes (provenientes del aire) en el Headspace (volumen libre o de
almacenamiento de la fase gaseosa) del reactor después de su sellado, por ejemplo, debido al consumo de
trazas de O, por parte de bacterias facultativas (Henze et al., 2008; Krzysztof Zieminski, 2012), ademas, la
inclusion de perlas de NaOH, pudieron absorber el CO, remanente en la fase gaseosa (Pirc, Novosel, &
Bukovec, 2012). De otro lado, las presiones negativas en los reactores “blanco” para el LAGM y LAF, sugieren
que los procesos metaboélicos enddgenos que pudiesen haber ocurrido ante el déficit de sustrato, fueron nulos
0 minimos.

47



EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA E§PECiFICA -
AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA
DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA

Y co,
by, O
- o
Ky >
ANIACO

EIDENAR

1600 -

m LAGM 75°C-15min °
1 ® LAGM 75°C-30min S
1400 4| A LAGM 75°C-45min
1 v LAGM 85°C-15min *
1200 4| ® LAGM 85°C-30min "
|| <€ LAGM 85°C-45min ° > >
= > LAGM 100°C-15min »8 *°
10004 ¢ |AGM 100°C-30min 99 2 AA
o) 1 * LAGM 100°C-45min ‘ii‘ ‘ (}
E 800 ® LAacMsP v ¥ vv
|l © LAGM BLANCO v! "
c v
‘O 600 - v.l
8 i L 2
2 400 4 XIS PRRERE
o ] .
200
0- cmﬁﬁgﬁomcmoo 000000 00
-200 -—
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)
(a)
1000 4~ aLaF 75°C-15min
® LAF 75°C-30min
A LAF 75°C-45min .
1| v LAF 85°C-15min >
800 o LaFssec-30min | * ek 448 dd d 2
<« LAF 85°C-45min NILIPY
- » LAF 100°C-15min g Frax,®,
@ 1| ® LAF 100°C-30min ' 4 **x e
8 600 , < .,
* LAF100°C-45minly ), q€ €944
£ ® LAFSP o < <4 g
- O LAF BLANCO !4 4 ¢
\O 400
= *
n
pEEER ]
8 ‘x‘!'vVVv Emmpy
0 AN T Y0008
* gizo Vv
0 GQG LI oo o -
QOOOOOQQQQOQO
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

(b)

Figura 22. Presion ejercida por el biogés para cada pretratamiento térmico del LAGM y LAF, durante un tiempo
de fermentacion de 48h. (a) LAGM, (b) LAF

48



AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA
DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA GiDENAR

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA ESPECIFICA - @ S

El punto maximo de presidn ejercida por el biogas para el LAGM pretratado durante el tiempo de fermentacién,
correspondio al pretratamiento 100°C-15min (1164mbar a las 46h de fermentacién) equivalente a una
produccion maxima estimada de biogés de 277,9 mL a condiciones normales de presion y temperatura (1atmy
25°C respectivamente). No obstante, la produccion méxima cuantificada para este pretratamiento (100°C-
15min) no supero la produccion maxima del LAGM SP, cuya presiéon maxima fue de 1545 mbar a las 48h de
fermentacion equivalente a 368,8 mL de biogas. Para el LAF, el punto maximo de presion ejercida por el biogas
durante el tiempo de fermentacion, correspondié al pretratamiento de 100°C-45min (837mbar a las 20h de
fermentacion) equivalente a una produccion méxima estimada de biogas de 199,8 mL, el cual fue mayor que la
presion ejercida por el biogas cuando no se efectud pretratamiento, este Gltimo correspondiente a una presion
maxima de 118mbar a las 34h de fermentacidn, equivalente a un volumen estimado de biogas de 28,2mL.

El comportamiento de la presidn ejercida por el biogas para los indculos estudiados, permite inferir
preliminarmente segun el tiempo de fermentacidn evaluado, que el LAGM presenta mayor produccion de biogas
que el LAF, aun sin someterse a un pretratamiento térmico. Asi mismo, sugiere considerar aspectos de gran
importancia como el hecho que para el LF, las presiones ejercidas por el biogas una vez alcanzan un punto
maximo, tienden a decrecer (exceptuando el pretratamiento 100°C-15min), condicion bien definida para el
pretratamiento con mayor produccion maxima de biogas para este inoculo (100°C-45min).

Las consideraciones anteriores relacionadas con la presién ejercida por el biogas y la estimacion volumétrica
durante el tiempo de fermentacion para el LAGM y LAF, se relacionaron con la composicion del mismo. La
Figura 23 muestra la composiciéon del biogas para los indculos estudiados, constituido por Ho y CO;
principalmente, en concordancia con diferentes estudios de FO utilizando sustratos de facil asimilacion y afines
a las BPH como la glucosa (Baghchehsaraee et al., 2008; Fang & Liu, 2002; Logan et al., 2002). Para el caso
del LAGM, los valores porcentuales de H, y CO, fueron de 58,8 - 100% y 0,0 — 41,2% respectivamente, mientras
que para el caso del LAF estos valores fueron de 23,8 - 65,7% y 38,4-74,7% en su orden.
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Figura 23. Composicion del biogas para cada pretratamiento térmico del LAGM y LAF. (a) LAGM, (b) LAF
Notas:
o Las muestras de biogas correspondieron a puntos de presiones crecientes 0 maximas
o Las muestras de biogas arrojaron presencia de N2, sin embargo fueron eliminadas del calculo porcentual, ya que de
acuerdo con el tipo de ensayo ejecutado y las presiones ejercidas por el biogas al momento de tomar la muestra, no es
significativa la cantidad esperada de este biogas. La presencia de N2 en las muestras se asocié con posibles errores
experimentales en la inyeccion y/o extraccion del biogas al vial (ingreso de N2 atmosférico) o contaminacion del vial
o No fue posible obtener la composicion de las muestras para LAF 75°C-15min y LAF 100°C-15min
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Solo fue detectado metano en una fraccion minima para el caso del LF, sin pretratamiento (1,2%). Lo anterior
indica por un lado la efectividad del pretratamiento térmico en la inhibiciéon de microorganismos consumidores
de H, como las arqueas metanogénicas y por el otro, que esa efectividad, pudo estar fortalecida en cierta
medida por el tipo de sustrato utilizado, el cual es facilmente biodegradable y afin a las rutas metaboélicas
especificas de produccién de Hz, CO, y AGVs.

La composicion del biogas permite inferir que durante el tiempo de fermentacién en el que se presentaron las
presiones crecientes 0 maximas, el biogas producido por el LAF tuvo menor contenido de Ha que el LAGM,
destacandose el hecho que el LAF sin pretratamiento presenta el menor contenido de este biogas y mayor
contenido porcentual de CO, (74,7%). Lo anterior confirma que el pretratamiento térmico puede influir en la
produccién de H, para este tipo de lodo, situacion que difiere del LAGM, en el cual si bien el pretratamiento
térmico permiti6 mayor composicion porcentual de Hy (por ejemplo 75°C-30 min y 100°C-45 min donde fue del
100%) respecto a la condicion sin pretratamiento (58,9% de Hy), la presion ejercida por este Ultimo cuantifica
una produccion similar (y ligeramente mayor) de H, en términos de volumen, como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Composicién porcentual del biogés generado y estimacién del volumen generado

LAGM LAF
PRETRATAMIENTO | Composicion del Composicion del
TERMICO Biogés (%) Hmax Humax Biogés (%) Hmax Humax
He | CH: | COs (mLBiogas) | (mLH2) Ho | CHe | CO (mLBiogas) | (mLH2)

75°C-15min 67,3 0,0/ 32,7 196,7| 132,3 ND 77,1 ND
75°C-30min 100,0{ 0,0 0,0 211,00  211,0) 61,6 0,0 384 56,8 35,0
75°C-45min 82,5/ 0,00 17,5 232,6| 191,9] 59,5 0,0/ 405 56,1 33,4
85°C-15min 80,5 0,0/ 19,5 202,4| 163,01 657/ 0,0 343 73,3 48,1
85°C-30min 79,71 0,0/ 20,3 259,5| 206,9| 58,6 0,00 414 66,2 38,8
85°C-45min 69,2 0,0/ 30,8 115,4 799 474| 00| 52,6 138,9 65,8
100°C-15min 58,8/ 0,0 41,2 2779 1635 ND 193,00 ND
100°C-30min 96,4/ 00 3,6 2182 210,3| 429 0,0 57,1 172,8 74,1
100°C-45min 100,0{ 0,0 0,0 216,3| 216,3| 404| 0,0/ 596 199,8 80,7
SP 58,9| 0,0 411 368,8| 217,2| 238 1,5 747 28,2 6,7

De acuerdo con la Tabla 12, la maxima produccion de H, para el LAGM se obtuvo con la condicion SP
(217,2mL), ligeramente mayor que la condicion de pretratamiento a 100°C-45min (216,3mL) y 100°C-30min
(163,5mL). Para el caso del LAF y segun los datos disponibles, la mayor produccion de H, correspondié al
pretratamiento de 100°C-45min con un valor estimado de 80,7mL. Los menores volumenes de produccién
estimada de H, se encontraron para el caso del LAGM en el pretratamiento 85°C-45min (79,9mL) y para el
caso del LAF, bajo la condicion SP (6,7%), asociado tanto a la composicidn del biogas, a la presion ejercida por
el mismo y al contenido de CH4, como se mencion6 anteriormente.

Respecto a las caracteristicas de la fase liquida, la Figura 24 muestra el porcentaje de Reduccion de DQO y
Carbohidratos para cada pretratamiento térmico del LAGM y LAF. Para los dos indculos, la reduccién de DQO
no sobrepaso el 26%, siendo consistente con el proceso de FO, en la cual los metabolitos generados como los
AGVs aportan a esta variable (Antonopoulou, Gavala, Skiadas, Angelopoulos, & Lyberatos, 2007b). En cuanto
a la reduccion de carbohidratos, el LAGM present6 valores porcentuales entre 33 y 71%, correspondiendo los
valores limites a los pretratamientos 85°C-45min y SP respectivamente. Para el LAF, se presentaron
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porcentajes de reduccién de carbohidratos entre 12 y 78%, correspondiendo estos valores limites a los
pretratamientos 75°C - 30 y 45min y 100°C-15min respectivamente. Se resalta el hecho que para algunos
pretratamientos evaluados, principalmente en el caso del LF, una menor reduccién de carbohidratos estuvo
asociada con una menor produccién maxima de H (como es el caso de los pretratamientos a 75°C ver Figura
24b), aspecto que en cierta medida también se observo en el LAGM para el caso del pretratamiento a 85°C-
45min (ver Figura 24a).
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Figura 24. Porcentaje de Reduccién de DQO, Carbohidratos y HmaxH, para cada pretratamiento térmico del
LAGM y LAF, finalizado el tiempo de fermentacion de 48h. (a) LAGM, (b) LAF
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El pH de la fase liquida finalizado el tiempo de fermentacion (48h) como se muestra en la Figura 25, estuvo
comprendido entre 4,11 y 4,36 Unidades para el caso del LAGM, indicando la acidificacién del medio y la
ausencia de alcalinidad bicarbonatica. La alcalinidad total cuantificada para los pretratamientos con pH
alrededor de 4,3 Unidades fue minima (menor a 4mgCaCO;.L") y pudo estar asociada a la capacidad buffer no
util de los AGVs presentes en el medio (Rojas Chacon, 1987; Cajigas, Pérez, & Torres, 2005). El pH del LAF al
finalizar el ensayo vari¢ entre 3,8 y 4,2 Unidades, valores mas bajos que los encontrados en el LAGM.
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Figura 25. pH y concentracion de AGVs para cada pretratamiento térmico del LAGM y LAF, finalizado el
tiempo de fermentacion de 48h. (a) LAGM, (b) LAF

Teniendo en cuenta que la produccién de AGVs en la FO esta relacionada directamente con el consumo de
alcalinidad y la consecuente caida del pH del medio de reaccion (Davila-Vazquez, de Ledn-Rodriguez, Alatriste-
Mondragén, & Razo-Flores, 2011; Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009), este factor no fue ajeno para las
condiciones finales de la fase liquida en el LAGM y LAF para los diferentes pretratamientos evaluados. El
decrecimiento mas pronunciado del pH para el LF pudo estar asociado con factores adicionales, si se tiene en
cuenta que la produccién de AGVs fue menor para este indculo (los cuales tuvieron una concentracion entre
364 y 411 mg.L" frente a los 392 y 707 mg.L" para el LAGM - Ver Figura 25). En consecuencia, la mayor
acidificacion del medio de reaccion al finalizar el tiempo de fermentacion para el LAF, se atribuye a la produccion
simultanea de CO; en rutas especificas de produccién de AGVs (como el butirato y acetato) e Hy, “coproduccion”
mas acentuada en el LAF segun la caracterizacidn de la fase gaseosa, y que sugiere su presencia en la fase
liquida en suficiente concentracion para incidir en el sistema carbonato del medio de reaccién.

La asociacion de las caracteristicas de la fase gaseosa (presion, volumen y composicién estimada) con los de
la fase liquida (reduccion de sustrato, produccién estimada de AGVs, pH y alcalinidad) permite considerar los
siguientes enfoques respecto al efecto del pretratamiento térmico sobre la AHE de los indculos LAGM y LAF
durante un tiempo de fermentacion de 48 h:

e Lareduccion porcentual del sustrato (Glucosa) tanto para el LAGM (Hasta un 71%) como para el LAF
(Hasta un 78%) fue inferior a las reportadas bajo condiciones similares al ensayo previo (AHE4s) del
presente estudio. Por ejemplo, (Chang et al., 2011) evaluando el efecto del pretratamiento térmico de
un indculo a 95°C-30min utilizando glucosa como sustrato (10g.L"), reportaron reducciones del
sustrato del orden del 92% en un tiempo de fermentacion de 42 h. Resultados similares fueron
reportados por (J. Wang & Wan, 2008a) quienes pre trataron un inéculo a 100°C-15min y obtuvieron a
las 36 h de fermentacion, una reduccion del sustrato de 97,2%. Los dos autores reportaron la aparicién
de presiones estables del biogas generado al final del ensayo.
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Para el caso del LAGM, la condicién SP registré produccion de H, y fue ligeramente superior a la
reportada para los pretratamientos con mayor produccion de este biogas (100°C a 45min y 30min). Lo
anterior puede ser explicado en primera instancia, por el hecho que la estructura granular del inéculo
pudo favorecer las relaciones sintréficas de microorganismos y asegurar en cierta manera la presencia
de microrganismos productores de hidrégeno - BPH (Abreu et al., 2010; Alibardi et al., 2012; B. Hu &
Chen, 2007). Asi mismo, el LAGM fue adaptado a un sustrato de facil degradacién (Glucosa),
reconocido por su afinidad con las BPH (Lopez-Hidalgo et al., 2018; Lukaitis et al., 2018). De otro lado,
el decrecimiento del pH (4,11 y 4,36 Unidades) fuera del limite 6ptimo para la supervivencia de las
arqueas metanogénicas (6,5 y 7,5 Unidades), pudo favorecer que éstas se inhibieran durante el tiempo
de fermentacion (Baghchehsaraee et al., 2008). Esta situacion también ha sido reportada en diferentes
estudios encaminados a evaluar el efecto de diferentes tipos de pretratamiento, utilizando inéculos de
tipo granular (Luo, Xie, Zou, Wang, & Zhou, 2010) y otros tipos de indculos anaerobios (Kawagoshi et
al., 2005).

La condicién SP del LAGM también expuso una situacion particular de importancia, y radica en que la
correspondiente curva de presion ejercida por el biogas, si bien permitié estimar una produccion
maxima, no evidencié una fase estable o de tasa de produccién minima dentro del tiempo de
fermentacion. Esta situacion también ha sido reportada por autores como (Kawagoshi et al., 2005),
quienes evaluando el efecto de diferentes tipos de pretratamiento sobre la AHE de seis inoculos
utilizando glucosa como sustrato, la produccion de H, de uno de los indculos estudiados (sedimento)
continué en una fase creciente hasta la finalizacion del ensayo (45h). Lo anterior, sumado al hecho de
que la reduccién de carbohidratos al final del ensayo para el LAGM SP fue del 71%, genera
incertidumbre respecto a la produccién potencial méxima de Ho, en caso de lograrse mayores
porcentajes de reduccién (80 - 90% reportado en diferentes estudios utilizando como sustrato
compuestos facilmente degradables como la glucosa) bajo un tiempo de fermentacion superior a 48 h.

De esta manera, si bien los ensayos de AHE se conciben como una herramienta rapida y practica para
la determinacion de la tasa de produccién de H, para un indculo y otros factores del proceso de FO
(utilizando sustratos faciimente degradables como la glucosa), donde se han propuesto ylo
desarrollado periodos de fermentacion cortos del orden de 20 y 24 h (Tanisho, 2002; Trevisan et al.,
2015) e intermedios de alrededor de 36 y 48h (Chang et al., 2011; Pecorini et al., 2019; Ren et al.,
2008; J. Wang & Wan, 2008a), las caracteristicas propias del inéculo como el caso del LAGM, la
relacién Sustrato/Indculo y demas condiciones de operacion como el pH y la temperatura podrian
sugerir tiempos de fermentacion mas extensos, del orden de 100 y 150 h o0 mas (Baghchehsaraee et
al., 2008; Elbeshbishy et al., 2011; Logan et al., 2002).

De acuerdo con lo anterior y con lo obtenido en el ensayo previo de AHE, se considera pertinente
evaluar la AHE del LAGM bajo un tiempo mayor de fermentacion (>48h). Asi mismo, esta
consideracion también aplica para el LF debido a que se hace necesario establecer si el decrecimiento
de la presion ejercida por el biogas una vez alcanza su punto méximo, obedece a la dinamica de
absorcién de CO; por parte del NaOH acoplado a cada reactor (ver metodologia), en la cual la presunta
alta tasa de produccién de este biogas en las primeras horas del ensayo pudo superar la tasa de
absorcién del mismo; bajo este escenario, es de esperarse que un tiempo de fermentacién mayor
permitira cuantificar de una mejor manera la produccién de H, una vez absorbida la gran cantidad de
CO; inicial. Adicionalmente, un tiempo superior de fermentacién para el LAF, permitira identificar de
manera indirecta otros factores que pudiesen haber incidido en el decrecimiento de la presion del
biogas, como es el caso de la posible asimilacién del H. producido por las bacterias
homoacetogénicas.
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o Elensayo previo de AHE reportd para cada inoculo un comportamiento particular de la presion ejercida
por el biogas (y consecuentemente, del volumen producido) para cada pretratamiento en las fases de
latencia, exponencial y estacionaria, siendo mas variable para el caso del LAF. En ese sentido, el
ajuste de las curvas (de presion o de volumen) a través de un modelo predictivo como el de Gompertz
modificado, constituyen una estrategia adecuada para describir el progreso acumulativo de produccién
de H2 (Blanco Londofio & Rodriguez Chaparro, 2012), para ser aplicado en los ensayos de AHE en un
tiempo de fermentacién mayor a 48h.

5.1.3  Efecto del pretratamiento térmico sobre la AHE de tres indculos

5.1.3.1 Comportamiento de la presion ejercida por el biogas

De acuerdo con lo encontrado en el ensayo previo (48h de fermentacion), se evaluo el efecto pretratamiento
térmico sobre la AHE de tres indculos (LAGM, LAF y LAA) bajo un tiempo de 92 h, el cual se encuentra dentro
del rango establecido por diferentes estudios relacionados (Baghchehsaraee et al., 2008) y de estudios que
demuestran la factibilidad de cuantificar como H; la totalidad del biogas generado cuando se adiciona un
absorbente de CO,, y cuando se utiliza un sustrato facilmente biodegradable y afin a las BPH como la glucosa
(Logan et al., 2002). Asi mismo, el tiempo de fermentacion fue menor a 100 h, valor considerado en el contexto
local para el LAGM, en el cual pueden iniciarse procesos de consumo de H por parte de arqueas
metanogénicas hidrogenotréficas (que pudiesen no ser inhibidas completamente con el pretratamiento térmico)
(Barrios, 2015). Los aspectos mencionados anteriormente, permitieron definir al biogas generado como
Biogas*H,, como se detallara mas adelante en el analisis cinético (capitulo 5.1.3.2).

La Figura 26 muestra la presion ejercida por el biogas en la AHE del LAGM a las diferentes magnitudes de Ty
t segun el pretratamiento térmico evaluado (representados por R1y R2 en las figuras mencionadas de acuerdo
con el duplicado), en el cual fueron evidentes las fases de latencia, crecimiento exponencial y fase estacionaria
de produccién de biogas. Asi mismo, se muestra la curva de presiones asociada con el LAGM SP.

En primera instancia, se observé que algunos pretratamientos evaluados (por ejemplo 75°C-15min, 85°C-45min
y 100°C-15min) presentaron una “primera fase estacionaria” de produccién de biogas, en un tiempo de
fermentacion entre 40 y 50 h, lo cual corrobord la pertinencia de evaluar un periodo mas extenso de
fermentacion (92h frente a las 48h del ensayo previo), de acuerdo con las condiciones operacionales propias
del ensayo como la relacién sustrato/microorganismos. Asi mismo, conforme a lo evidenciado en el ensayo
previo, los reactores Blanco no evidenciaron produccion de biogas, registrando presiones negativas durante el
tiempo de fermentacién, las cuales pueden asociarse a la asimilacion de los gases remanentes en el espacio
libre de cada reactor (Headspace).

La mayor presion registrada correspondié al LAGM SP (2.485mbar) en una fase estacionaria definida, indicando
que es factible producir biogas*H. a partir de un inéculo granular metanogénico sin necesidad de un
pretratamiento previo del indculo, bajo las condiciones especificas del presente estudio, confirmando lo
encontrado en el ensayo previo (AHE48 h). Entre los pretratamientos evaluados, el correspondiente a 75°C-
45min obtuvo el valor maximo de presion (2300mbar, ver Figura 26a), en el cual la produccion de biogas mostro
una tendencia a continuar mas alla del tiempo de fermentacidn y sugiriendo entonces, una mayor produccion
potencial respecto al LAGM SP. Situacion similar se presentd para el pretratamiento 100°C-30 min (1.602mbar,
ver Figura 26c); las réplicas de estos pretratamientos también mostraron la tendencia mencionada aunque
reportaron un valor mas bajo de presion. Este comportamiento ha sido reportado en otros estudios relacionados
con ensayos de AHE (Kawagoshi et al., 2005) y se ha asociado con un alto potencial de produccion de H. del
indculo estudiado.
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Figura 26. Presion ejercida por el biogas en la AHE del LAGM. Pretratamientos: (a) 75°C -15,30 y 45min; (b)
85°C -15,30 y 45min, (c) 100°C -15,30 y 45min y (d) LAGM SP- Sin pretratamiento
Nota: R1: Replica 1, R2: Replica 2

Las relativas variaciones entre las réplicas para algunos pretratamientos evaluados, pueden asociarse con la
heterogeneidad del LAGM, en el cual, a pesar de que en este estudio se garantizd la misma cantidad (masa)
de indculo a cada reactor de acuerdo con la relacidén Sustrato/Indculo, no se controld y/o asegurd la
homogeneidad de caracteristicas especificas de la masa adicionada como el tamafio del granulo, su etapa de
granulacion y aspectos mas complejos como sus propiedades bioquimicas individuales (consorcio e
interacciones de los microorganismos que lo componen) las cuales pueden incidir en su respuesta frente a
determinados procesos biologicos (Espinosa Chavez, 2007). Al respecto, algunos autores han reportado
estrategias encaminadas a la homogenizacion de este tipo de indculo como el tamizado (Hernandez-Mendoza
& Buitron, 2014), pero que puede ser desfavorable desde el punto de vista operacional y econémico bajo una
posible aplicacién a escala real.

La Figura 27 muestra el comportamiento de la presién ejercida por el biogas en la AHE del LAF para las
diferentes magnitudes de Ty t segun el pretratamiento térmico evaluado y la condicién sin pretratamiento - LAF
SP. Se destaca el hecho de que la escala de presion para el LAF es menor a las observadas para el LAGM,
siendo el pretratamiento 75°C-30min el que evidencié la mayor presion ejercida por el biogas durante el tiempo
de fermentacién (1.033mbar ver Figura 27a).
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Un elemento sobresaliente en el comportamiento de la presidn ejercida por el biogas para el LAF, lo constituye
el decrecimiento de la presién para la condicién SP y para algunos pretratamientos evaluados, alrededor de las
40 h del tiempo de fermentacion, tal como se observo en el ensayo previo, no obstante, para algunos casos
como la mayoria de los pretratamientos efectuados a 85°C, la presion ejercida por el biogés luego de un valor
minimo, toma nuevamente una fase creciente hasta llegar a su estabilizacion. Este comportamiento, de acuerdo
con la revisién de literatura, no ha sido documentado de manera explicita y puede obedecer a condiciones
especificas del ensayo. De esta manera, como se visualizé en el ensayo previo, el decrecimiento de la presion
pudo estar asociado a la dinamica de absorcion del CO; por parte del NaOH acoplado a cada reactor; al ocurrir
una alta produccion de este biogas en las primeras horas del ensayo, la tasa de absorcion fue relativamente
menor mostrando un primer pico o punto maximo de presion que tiende a decrecer conforme se equilibra la
tasa de produccién/absorcion. Una vez equilibrada la tasa de produccién/absorcion de CO,, la presion creciente
registrada pudo ser ejercida principalmente por el Ha.

De otro lado, en el comportamiento de la presion ejercida por el biogas bajo la condicidn sin pretratamiento —
LAF SP (ver Figura 27 d), fue evidente que no hubo una “recuperacion” o fase creciente de presiones posterior
al decaimiento asociado con la posible dindmica de produccidn/absorciéon de CO.. Lo anterior sugiere que el
pretratamiento térmico del LAF potencializa la produccién de gases diferentes al CO,, el cual segun las
condiciones propias del ensayo (sustrato, pretratamiento del indculo, nutrientes, tiempo de fermentacion)
corresponde a Ha.
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Figura 27. Presion ejercida por el biogas en la AHE del LAF. Pretratamientos: (a ) 75°C -15,30 y 45min; (b) 85°C -15,30
y 45min, (c) 100°C -15,30 y 45min y (d) LAF SP- Sin pretratamiento. Nota: R1: Replica 1, R2: Replica 2
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Sumado a lo anterior, es importante mencionar que para el LAF SP y en algunas condiciones con pretratamiento
(75°C-45min y 100°C-45min), la continuidad del decaimiento de la presidén ejercida por el biogas (y
consecuentemente, la ausencia de una fase creciente de presion posterior) también pudo ser causada por rutas
metabolicas especificas como la homoacetogénesis (Mu et al., 2007), la cual puede consumir entre el 11y 43%
del Hz en procesos de FO (Saady, 2013; Zhou et al., 2017). Esta apreciacion toma relevancia si se tiene en
cuenta que los microrganismos homoacetogénicos estan presentes en inéculos mixtos de fuentes de origen
como el del LAF, como que son formadores de esporas; en ese sentido, pudieron sobrevivir al efecto del
pretratamiento térmico (S.-E. Oh et al., 2009; S. E. Oh et al., 2003). Ademas, aunque el presente estudio utilizé
estrategias reconocidas para suprimir la accién de los microrganismos homoacetogénicos presentes en el
indculo, tales como agitacién y un absorbente de CO, (Chang et al., 2012; Nasr et al., 2015), el posible
desbalance entre la produccion y absorcion de CO en las primeras horas del tiempo de fermentacion, pudieron
favorecer la presencia de CO- en la fase liquida en concentraciones suficientes para favorecer el proceso
autétrofo en referencia (Y. Liu & Wang, 2017).

En cuanto al tercer inoculo evaluado (LAA), el comportamiento de la presion ejercida por el biogas (ver Figura
28) indica valores hasta de 2.479 mbar (85°C-15min). Se resalta el hecho que en este tipo de inéculo, la fase
creciente de presiones inicié entre 30 — 50 h predominantemente, tiempo relativamente mas tarde que en el
LAGMy el LAF. Una vez inicia la fase creciente de produccion de biogas, es notable una pendiente pronunciada
de dicha fase, asociada a altas tasas de produccion para luego continuar con una fase bien definida (y
relativamente subita) de presiones estables en la mayoria de los pretratamientos evaluados.

Aligual que el LAGM, el LAA bajo la condicién sin pretratamiento térmico — LAA SP también registré presiones
importantes de biogas, hasta de 1.820 mbar para la réplica de mayor productividad (ver Figura 28d). Lo anterior,
confirma los atributos de este tipo de indculo, que a pesar de su caracteristica floculenta, baja concentracion
de SST y adaptacidn previa a un sustrato rico en proteinas, otras caracteristicas como su alta proporcionalidad
de SSV (0,83) y fuente de origen (Reactor acidogénico), pudieron garantizar la presencia de microorganismos
adaptados a las condiciones especificas para la produccion de Ha.
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Figura 28. Presion ejercida por el biogés en la AHE del LAA. Pretratamientos: (a ) 75°C -15,30 y 45min; (b)
85°C -15,30 y 45min, (c¢) 100°C -15,30 y 45min y (d) LAA SP- Sin pretratamiento
Nota: R1: Replica 1, R2: Replica 2

5.1.3.2  Analisis cinético del ensayo de AHE para tres indculos

Con el objetivo de describir el efecto del pretratamiento térmico sobre el progreso acumulativo de produccion
de biogés y las variables cinéticas asociadas como la fase de latencia y la tasa especifica de produccion de
biogas, el volumen de biogas estimado a partir de las curvas de presidn con y sin pretratamiento térmico (a
condiciones normales de presion y temperatura, 1 atm y 25°C respectivamente) se ajustd al modelo predictivo
de Gompertz. De acuerdo con (Logan et al., 2002), para las condiciones especificas del presente estudio, es
posible relacionar la totalidad del biogas generado con H; y en ese sentido, se definira en este capitulo, a la
totalidad del biogas cuantificado como Biogas*H.. La Figura 29 muestra las curvas de produccién de Biogas*H>
en la AHE del LAGM para las diferentes condiciones del pretratamiento térmico (ver Figura 29a, b y ¢) y bajo
la condicién SP (ver Figura 29d).
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Figura 29. Produccién de biogas*H, en la AHE del LAGM. Pretratamientos: (a ) 75°C -15,30 y 45min; (b)
85°C -15,30 y 45min, (c) 100°C -15,30 y 45min y (d) LAGM SP- Sin pretratamiento

Nota:

-R1: Replica 1, R2: Replica 2

-Las lineas continuas representan el ajuste mediante el modelo predictivo de Gompertz.

La Tabla 13 muestra los pardmetros cinéticos del LAGM para los diferentes condiciones evaluados (con y sin
pretratamiento térmico) de acuerdo con el modelo predictivo de Gompertz. EI LAGM registrd una produccion
méxima de Biogas*H. (P) o produccion potencial estimada entre 147,9 y 693,7mL; cuyo limite superior
correspondio al pretratamiento 75°C-45min, valor que fue aproximadamente un 11,5% més alto que la
produccion potencial registrada para el LAGM SP, el cual corresponde a la segunda mejor condicién para este
parametro cinético (613,8mLBiogas).

Tabla 13. Parametros cinéticos del LAGM para los diferentes pretratamientos, de
acuerdo al modelo predictivo de Gompertz.

P Rm A

PRETRATAMIENTO (mLBiogas) (mLBiogas.h") (h)
R175°C-15min 147,9 34 57
R2 75°C-15min 200,0 49 49
R175°C-30min 381,6 6,2 11,9
R2 75°C-30min 373,0 8,6 16,4
R1 75°C-45min 693,7 8,0 18,5
R2 75°C-45min 636,4 5,0 18,0
R1 85°C-15min 202,6 17,5 13,1
R2 85°C-15min 292,0 9,8 6,1
R1 85°C-30min 318,0 10,7 8,5
R2 85°C-30min 2498 14,2 9,0
R1 85°C-45min 280,8 11,2 74
R2 85°C-45min 248 4 72 8,0
R1100°C-15min 241,2 6,3 8,6
R2 100°C-15min 2816 11,3 91
R1100°C-30min 2449 9,5 6,9
R2 100°C-30min 367,9 6,4 10,0
R1100°C-45min 282,5 13,3 9,5
R2 100°C-45min 279,4 16,0 10,5
LAGM SP 613,8 13,4 15,0
LAGM SP 470,7 12,9 14,9

59



AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA
umversiiss  DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA ESPECIFICA - @ S

EIDENAR "t

Lo anterior indica que aunque el LAGM tiene potencialidad de producir Biogas*Ha sin un tratamiento previo para
inhibir los microrganismos consumidores de H, como las arqueas metanogénicas, fue evidente que para la
condicion de 75°C-45min el pretratamiento térmico potencializo en cierta medida esa capacidad, posiblemente
por los atributos adicionales a su capacidad de inhibicién ampliamente reconocidas para este tipo de
pretratamiento, como el hecho de que favorece la germinacion de las esporas de aquellos microorganismos
productores de Hz que adoptan esta caracteristica, actuando como un “sub letal” choque térmico que promueve
su activacion (Freda R Hawkes et al., 2007; Setlow, 2003; Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009).

De otro lado, también fue evidente que para las demas condiciones del pretratamiento térmico bajo el tiempo
de fermentacién evaluado, la produccién potencial de Biogas*H, no superd la produccion potencial del LAGM
SP. Asi mismo, de acuerdo con la Figura 30, los mayores de P, estuvieron distantes a la mediana de los datos
para este parametro cinético.
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Figura 30. Distribucion de los valores minimos y méximos para los
parametros cinéticos del LAGM. (a) P; (b) Rmy (c) A.

De esta manera, es posible concluir que el pretratamiento térmico del indculo, solo potencializd la produccion
de Biogas*H, para una condicion especifica (75°C-45min), mostrando un efecto en cierta medida desfavorable
para las demas condiciones evaluadas de T y t si se compara con la produccién potencial del LAGM SP. Al
respecto, autores como (Baghchehsaraee et al., 2008) indican que determinados valores de T y t en el
pretratamiento térmico pueden inhibir los microorganismos productores de H2 no formadores de esporas, y en
ese sentido, disminuye la produccion potencial de H.. Por otra parte, si se tiene en cuenta que la menor
produccion potencial de Biogas*H; se registré para el pretratamiento a 75°C-15min (147,9mL), es apropiado
decir que esta condicién, mas que considerarse poco eficiente para la inhibicién de las BCH (debido a que el
LAGM SP si presentd un valor significativo de este parametro), puede catalogarse como una condicidén poco
eficiente para la ocurrencia de otros atributos del pretratamiento térmico, como la reactivacion de esporas de
las BPH.

En cuanto a la tasa maxima de produccion de Biogas*H. - Rm (mL.h"") del LAGM, el maximo valor fue registrado
para el pretratamiento a 85°C-15min (17,5 mLBiogas.h-!, ver Tabla 13 y Figura 30), lo cual sugiere que no
necesariamente una alta tasa de produccion de biogas se traduce en una mayor produccion potencial del
mismo, contrario a lo que cominmente se ha demostrado en estudios de AHE evaluando el efecto de diferentes
tipos de pretratamiento (Chang et al., 2011; Dong et al., 2010) y consistente en cierta medida con autores como
(Song et al., 2012) quienes no encontraron en su estudio una clara asociacion entre Rmy P.
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Con relacion a la fase o periodo de latencia descrita por el parametro cinético Lambda (), los valores maximos
registrados (18,5 y 18,0 h) correspondieron al pretratamiento con mayor produccion potencial de Biogas*H:
(75°C-45min). Las mayores fases de latencia ocurrieron predominantemente para el pretratamiento térmico a
75°C (para los casos de A: 11,9y 16,4h) y para el LAGM SP (A: 15h), las cuales pudieron incidir en las menores
tasas de producciéon de biogas*™H, traducidas en curvas de produccién volumétrica con pendientes poco
pronunciadas (ver Figura 29 a y c), pero con un mayor parametro P como se menciond anteriormente.

La Figura 31 muestra las curvas de produccién de biogas*™H. y la linea correspondiente al ajuste del modelo
predictivo de Gompertz, en la AHE del LAF para las diferentes condiciones del pretratamiento térmico (ver
Figura 31 a, b y c) y bajo la condicion SP (ver Figura 31 d). Se destaca que para algunos pretratamientos, las

fases de crecimiento exponencial se presentaron en un tiempo de fermentacion superior a 40 h (Figura 31a y
b).
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Figura 31. Produccion de biogas*H: en la AHE del LAF. Pretratamientos: (a ) 75°C -15,30 y 45min; (b) 85°C
-15,30 y 45min, (c) 100°C -15,30 y 45min y (d) LAF SP- Sin pretratamiento

Nota:

-R1: Replica 1, R2: Replica 2

-Las lineas continuas representan el ajuste mediante el modelo predictivo de Gompertz.
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La Tabla 14 muestra los parametros cinéticos del LAF para los diferentes condiciones evaluadas (con y sin
pretratamiento térmico), de acuerdo con el modelo predictivo de Gompertz. El LAF present6 una produccion
maxima de Biogas*™H. (P) o produccion potencial, estimada entre 39,4 y 283,8mL; cuyo limite superior fue
registrado por el pretratamiento a 75°C-30min y representa un valor 53% aproximadamente més alto que la
produccion potencial para la condicién sin pretratamiento — LAF SP. Como se mencion6 anteriormente respecto
al comportamiento de la presion ejercida por el biogas, es evidente que el pretratamiento térmico tiene un efecto
positivo para la produccion potencial de Biogas*H, para el LAF segun el ajuste a través del modelo de Gompertz.

Asi mismo, es consistente que el decaimiento de la presion que caracterizd algunas condiciones de
pretratamiento para el LAF mencionadas anteriormente (asociadas a la posible dinamica de
produccion/absorcion de CO- en las primeras 40 h del tiempo de fermentacion), se interprete a través del modelo
predictivo de Gompertz con periodos de latencia altos, del orden 50 y 60 h en los casos mas pronunciados y
con una mayor variabilidad entre las condiciones evaluadas (ver Figura 32). Por otra parte, la tasa maxima de
produccion de Biogas*H, - Rm (mL.h") del LAF registr6 su valor maximo para el pretratamiento a 100°C-45min
(Rm: 34,4 mL.h"), no obstante este valor puede considerarse atipico para las caracteristicas propias del inoculo
en esta variable (ver Figura 32a); tal como se evidencio para el LAGM, altos valores de Rm no se traducen en
altos valores de P.

Tabla 14. Parametros cinéticos del LAF para los diferentes
pretratamientos, de acuerdo al modelo predictivo de

Gompertz.
P Rm A

PRETRATAMIENTO (mLBiogas) | (mLBiogas.h-) (h)
R175°C-15min 142,8 12,4 62,4
R2 75°C-15min 142,5 14,2 50,7
R1 75°C-30min 283,8 4,0 2,0
R2 75°C-30min 2427 5,9 1,3
R1 75°C-45min 62,8 48 2,6
R2 75°C-45min 394 14 0,8
R1 85°C-15min 167,3 4,0 58,9
R2 85°C-15min 150,5 75 57,3
R1 85°C-30min 176,3 72 43,8
R2 85°C-30min 182,6 9,0 6,7
R1 85°C-45min 140,9 4,0 46,7
R2 85°C-45min 82,8 3,5 59,5
R1100°C-15min 2432 73 19
R2 100°C-15min 157,2 8,5 4,6
R1 100°C-30min 177,3 11,9 10,3
R2 100°C-30min 189,1 10,6 70
R1100°C-45min 180,7 344 11,3
R2 100°C-45min 75,3 20,1 8,9
LAF SP 133,0 215 240
LAF SP 128,9 20,3 23,3

La Figura 33 muestra las curvas de produccion de Biogas*H. en la AHE del LAA para las diferentes condiciones
del pretratamiento térmico (ver Figura 33 a, b y ¢) y bajo la condicién SP (ver Figura 33 d), en las cuales, como
se indicd en el analisis de la presion ejercida por el biogas, predomina un comportamiento con fases de latencia
amplias, que continlan hacia una fase creciente con altas pendientes hasta llegar a una fase de presiones
estables bien definidas.

62



EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROGENONICA ESPECIFICA -

AHE COMO HERRAMIENTA PARA LA SELECCION DE INOCULOS EN LA FERMENTACION OSCURA

ersidad

Unive
del Valle

DEL AGUA RESIDUAL DEL PROCESO DE EXTRACCION DE ALMIDON DE YUCA

EIDENAR
350 1 40 4 80
300 .
250 - 30 60 —"
o) <
~g 200 + \8
'c%lso- .5’20- £ 40
- om
-
= 100 | I
10 A 204
50 .
0
1 0ot—7 0__—|'—_
P Rm A
(a) (b) (©)
Figura 32. Distribucion de los valores minimos y méximos para los
parametros cinéticos del LAF. (a) P; (b) Rmy (c) A.
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Figura 33. Produccion de biogas*H. en la AHE del LAA. Pretratamientos: (a ) 75°C -15,30 y 45min; (b) 85°C
-15,30 y 45min, (c) 100°C -15,30 y 45min y (d) LAA SP- Sin pretratamiento

Nota: -R1: Replica 1, R2: Replica 2

-Las lineas continuas representan el ajuste mediante el modelo predictivo de Gompertz.
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La Tabla 15 muestra los parametros cinéticos del LAA para los diferentes pretratamientos evaluados, de
acuerdo con el modelo predictivo de Gompertz. El LAA para las condiciones evaluadas, tiene una produccién
maxima de Biogas*H, (P) o produccién potencial estimada entre 186,4 y 618,3 mL; cuyo limite superior fue
registrado por el pretratamiento a 85°C-15min, valor aproximadamente 12% mas alto que la produccion
potencial registrada para el LAA SP (541,2mL para la réplica con mayor produccién). Por consiguiente, es
posible inferir que para ciertas magnitudes de Ty t (aquellos que presentaron mayor P en la Tabla 15 respecto
al LAA SP) y bajo las condiciones del presente estudio, el pretratamiento térmico puede potencializar la
capacidad de produccién de Biogas*™H, para el LAA.

Tabla 15. Parametros cinéticos del LAA para los diferentes
pretratamientos, de acuerdo al modelo predictivo de Gompertz.

P Rm A

PRETRATAMIENTO (mLBiogas) | (mLBiogas.h"') (h)

R1 75°C-15min 552,9 13,2 334
R2 75°C-15min 569,7 15,1 32,2
R1 75°C-30min 426,2 241 57,3
R2 75°C-30min 288,0 13,6 48,6
R1 75°C-45min 2458 57 23,1
R2 75°C-45min 250,5 49 17,8
R1 85°C-15min 618,3 29,2 48,0
R2 85°C-15min 511,6 20,6 43,4
R1 85°C-30min 546,4 18,8 57,3
R2 85°C-30min 4117 17,3 58,5
R1 85°C-45min 186,4 78 13,0
R2 85°C-45min 2874 13,6 15,0
R1100°C-15min 2778 10,5 15,8
R2 100°C-15min 258,6 9,1 24,1
R1 100°C-30min 476,1 19,6 63,6
R2 100°C-30min 3514 28,1 50,4
R1 100°C-45min 2971 8,0 27,8
R2 100°C-45min 2835 16,1 14,8
LAA SP 541,2 6,8 95
LAA SP 356,3 9,5 214

Como fue evidente a través del andlisis grafico de presiones, el LAA se caracteriza por tener amplias fases de
latencia A (Entre 9,5y 63,6h, ver Figura 34), pero contrario a lo observado para el LAF (que también present6
altos valores de A), fueron en cierta medida proporcionales a P y a la tasa maxima de produccién de Biogas*H
- Rm (mL.h-"). Respecto a este ultimo parametro, los valores estuvieron comprendidos entre 4,9 y 29,2 mL.h-",
correspondiendo el valor limite superior a la condicién con pretratamiento 85°C-15min, la cual como se
menciono anteriormente, tuvo la maxima produccién de Biogas*Hs, coincidiendo con lo cominmente reportado
en ensayos de AHE (valores altos de Rm, se traducen en valores altos de P).
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Figura 34. Distribucion de los valores minimos y maximos para
los parametros cinéticos del LAA. (a) P; (b) Rmy (c) A.

5.1.3.3 Correlacion de las caracteristicas de la fase gaseosa con la fase liquida

La Tabla 16 muestra la caracterizacion de la fase liquida para los diferentes indculos y condiciones de
pretratamiento evaluadas para las réplicas que registraron el mayor valor del pardmetro cinético P (produccion
potencial de biogas*Hy).

Tabla 16. Caracterizacion fisicoquimica de la fase liquida al final del ensayo

o LAGM LAF LAA

e o _ o —_ o —_

w (=4 X o X o X

= e 2 = = |9 2 = = |2 @ = —

< S |88/ 8| % |© |8L| 8| I |8 |8el g %

= c c © T ; = c 3T 5 c c 8 B 5

= e e8| 2| |es5/8| £ |e |e3/3| &

[ (%] O | = - [%] O | = - [$ O | = -

w S |S8/S| © |S |S8 /5| # |S |88 5| »

g s T2 = Z2 |52 = > |5 -2 = >

eS| E| & 28885 2 |e82S8|E| &

75°C-15min 329| 92,6| 3,6/ 7954| 354| 97,9| 3,9 4153| 32,9| 97,8 3,7 8933
75°C-30min 19,71 70,2| 3,3| 713,41 38,6/ 97,5 39| 611,2| 34,01 97,9 3,4| 8894
75°C-45min 249| 854| 3,7 826,7| 17,4| 66,4| 4,00 376,1| 24,01 979 3,6/ 8149
85°C-15min 24 3| 974| 3,5 6974| 40,3| 98,2| 3,8/ 391,8| 33,8 97,8 3,5 8659
85°C-30min 26,6 97,3| 41| 450,6]/ 32,0 98,3| 3,7| 348,7| 34,0 98,0 4,1 4271
85°C-45min 29,2| 98,2 4,7| 391,8| 30,6/ 94,5 4,0| 399,6/ 23,2 97,7| 3,5/ 321,3
100°C-15min 28,0| 97,8 44| 5289| 352| 96,8/ 4,00 3722 255| 97,3 3,8/ 607,3
100°C-30min 30,3| 83,7| 4,01 854,1 40,0f 97,8 4,1| 3879 24,3| 976| 3,8 6739
100°C-45min 14,8/ 975| 4,0| 697,4| 37,2 84,8| 39| 364,4| 392 84,3] 3,5/ 384,
SP 28,3| 98,1| 4,3| 967,7| 33,5 74,6| 4,0 3720 34,6 979 3,6/ 7092
Valor Max. 32,9\ 98,2 4,7 967,7) 403 98,3 4,1 611,2 39,2 98,0, 4,1 8933
Valor Min. 14,8| 70,2 3,3| 391,8 17,4 66,4 3,7 348,7| 23,2| 84,3 34| 321,3

Para todos los indculos, la reduccién de DQO fue relativamente baja (méximo del 40,3%), siendo consistente
con el proceso de FO en el cual no hay una mineralizacién completa de la materia organica y los metabolitos
generados como los AGVs aportan a esta variable (Antonopoulou et al., 2007b). Asi mismo, de acuerdo con la
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Figura 35, existe cierta relacién directa entre el contenido de AGVs y la produccién méaxima potencial de
Biogas*H: (P) para cada condicion evaluada, consistente con lo reportado por diferentes autores (Elbeshbishy
et al., 2011) y en el cual se destaca que el LAF tuvo predominantemente valores mas bajos de estas dos

variables, comparado con el LAGM y el LAA.

En cuanto a la reduccién de carbohidratos (glucosa), los valores porcentuales estuvieron comprendidos entre
70y 98,66y 98y 84y 98% para el LAGM, LAF y LAA respectivamente. Lo anterior expone la mayor capacidad
del LAA'y el LAGM en la transformacion del sustrato, siendo consistente con los valores maximos obtenidos en
diferentes estudios (y diferentes indculos) evaluando el efecto del pretratamiento térmico (Baghchehsaraee,
Nakhla, Karamanev, & Margaritis, 2009; Chang et al., 2011; J. Wang & Wan, 2008a; Yin et al., 2014). No
obstante, es evidente que las condiciones SP también presentaron altos valores porcentuales de reduccion del
sustrato (del orden de 98%), lo que puede asociarse a la fuente de origen y la diversidad microbioldgica del
LAGM y el LAA, como se menciond en capitulos anteriores.
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Figura 35. Contenido de AGVs y produccién maxima potencial P. (a) LAGM, (b) LAF y (c) LAA.

Para el caso del pH, finalizado el tiempo de fermentacion, los valores de esta variable estuvieron comprendidos
entre 3,3y 4,7 para el LAGM, 3,7 y 4,1 para el LAF y 3,4 y 4,1 para el LAA, valores mas bajos que el pH inicial
(5,4 0,1 Unidades) ocasionado predominantemente por la acumulacion de AGVs en el medio de reaccion (Kim
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et al., 2011; Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009) y la posible reaccion de estos Gltimos con el sistema
carbonato (Davila-Vazquez et al., 2011). Los bajos valores de pH son comparables con otros estudios de FO
utilizando glucosa como sustrato y para inéculos sometidos a un pretratamiento térmico (Chang et al., 2011; J.
Wang & Wan, 2008a). Es necesario indicar que el decaimiento del pH hasta los valores registrados en el
presente estudio, pudo favorecer en cierta medida la inhibicién de microrganismos consumidores de Hy para el
caso de las condiciones SP (como fue discutido en el ensayo previo para el LAGM), sin embargo, es importante
mencionar que este decaimiento pudo ser favorable hasta cierto punto, teniendo en cuenta que la actividad de
las bacterias acidogénicas (y productoras de H,) puede inhibirse a valores de pH inferiores a 4,5 unidades,
rango en el cual también se puede favorecer la ocurrencia de otras rutas metabdlicas en la FO con produccion
nula de Hz como la correspondiente a la formacion de alcoholes (Chang et al., 2011; Elbeshbishy et al., 2017;
J. Wang & Wan, 2008a).

Ademas de los aspectos anteriormente mencionados, el andlisis cinético y su correlacion con las caracteristicas
fisicoquimicas de la fase liquida, permiten considerar los siguientes aspectos adicionales en el efecto del
pretratamiento térmico sobre la AHE de los indculos evaluados:

e La produccion potencial de Biogas*H- (P) promedio en los ensayos de AHE segun las condiciones de
pretratamiento térmico evaluadas, fueron en su orden, para los seis valores mas altos
correspondientes a: (i) 665,1 mL (LAGM 75°C-45min), (ii) 564,9 mL (LAA 85°C-15min), (iii) 561,3 mL
(LAA 75°C-15min), (iv) 525,9 mL (LAGM SP), (v), 479,0 (LAA 85°C-30min) y (vi) 448,8 mL (LAA SP),
destacandose la alta productividad del LAGM y el LAA con y sin pretratamiento, frente al LAF.

e La evidente capacidad potencial del LAGM y el LAA en producir Biogas*H> sin un tratamiento previo
delindculo, sugiere la participacidn de otros factores en la AHE de este tipo de indculos, como la fuente
de origen y la diversidad microbiolégica de los mismos, asi como el pH del medio de reaccion y el
sustrato utilizado (Kawagoshi et al., 2005; Ren et al., 2008).

o Elefecto del pretratamiento térmico, potencializé hasta un 53% la produccién de Biogas*H, en el LAF.
No obstante, este indculo present6 los valores mas bajos de P, lo cual puede relacionarse a que no
tiene diversos atributos como granulacion y su fuente de origen fue un reactor metanogénico
correspondiente al tratamiento de ARD, en el cual los microorganismos productores de H. presentes
en él, posiblemente estuvieron adaptados a bajas cargas organicas (y menor “estrés”) comparado con
el LAGM y LAA.

e El mayor valor de P para el LAA (en promedio 564,9 mL bajo 85°C-15min) ocurrié con una reduccion
estimada del 97,8% del sustrato. Esto indica la capacidad del LAA en transformar este carbohidrato
en Biogas™H, (y AGVs) predominantemente y a una alta tasa (Rm: Hasta 29,2 mLBiogas.h-").

o Parael LAGM, el mayor valor de P (en promedio 665,1 mL bajo 75°C-45min) ocurrié con un porcentaje
de reduccion del sustrato estimado de 85,4%. Aunque este porcentaje se encuentra dentro de lo
reportado en la literatura (sustratos como la glucosa) y en ese sentido indica la capacidad de este
indculo en transformarla a Biogas*H: (y AGVs), la tasa en la cual se efectué puede considerarse como
baja (Rm: Hasta 8,0 mLBiogas.h-') si se compara con el correspondiente al LAA para la condicion de
mayor productividad (29,2 mLBiogés.h-"). El relativo bajo valor de Rm para la mayor P en el LAGM,
significd que las curvas de produccién de Biogas*H, tuvieran una tendencia creciente (pero con
pendientes bajas) méas alla del tiempo de fermentacion (que podria llegar a una fase estable hasta
obtener una reduccion del sustrato del orden del 97% por ejemplo).
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La situacion antes descrita, plantea que el efecto del pretratamiento térmico sobre la AHE de los
indculos evaluados, aporta criterios de decision frente al objetivo de los procesos de FO a escala real
en flujo continuo, por ejemplo: Mayor produccion potencial de Biogas*H, pero a una baja tasa de
produccion (y posiblemente bajas tasas de reduccién del sustrato que sugiera TRH méas extensos o
una estrategia de recirculacion o pos-tratamiento del sustrato remanente no transformado en biogas o
AGVs) o menor produccién potencial de Biogas*H: a altas tasas de produccién (y posiblemente altas
tasas de reduccion del sustrato sugiriendo una etapa de pos-tratamiento Unicamente para el efluente
rico en AGVs).

Como aspecto adicional a la consideracion anterior, en el LAA se observo que la produccion potencial
de Biogéas no inicié sino después de una amplia fase de letargo (A alrededor de 40 y 48 h), mucho
mayor que las observadas para el LAGM y LAF bajo las condiciones de pretratamiento con mayor
productividad, y mayor a las reportadas por otros autores utilizando glucosa como sustrato con un
inoculo pretratado térmicamente, en los cuales A registra valores menores a 15 h predominantemente
(Baghchehsaraee et al., 2008; Chang et al., 2011; Davila-Vazquez, Alatriste-Mondragén, de Leon-
Rodriguez, & Razo-Flores, 2008; Yin et al., 2014). Adicionalmente, estudios reportan valores de A de
cero (0 no detectable), y lo vinculan a la adaptacion previa del indculo al sustrato (C. C. Wang et al.,
2003), lo cual en principio puede no ser consistente con el presente estudio en el sentido que el LAA
fue previamente adaptado a glucosa, sin embargo, puede ser razonable en el sentido que en el
presente estudio la variable de respuesta para calificar que el indculo fue adaptado al sustrato, como
se indica en la metodologia, estuvo relacionado con la fase liquida (% reduccién de carbohidratos) y
no con la fase gaseosa.

Al respecto, en el contexto de la FO, la fase de latencia definida como el periodo que necesitan los
microorganismos para adaptarse a un nuevo entorno cuando se fransfieren de una condicién
extremadamente desfavorable a una favorable (Ruggeri et al., 2015), se puede ligar con la capacidad
de “recuperacién” (rapida o lenta) del inéculo al pretratamiento térmico (Mu et al., 2007) y en el contexto
de la DA, lafase de latencia esta asociada a la fase de hidrélisis, pero este escenario aplica a sustratos
complejos y no solubles (caso contrario a sustratos altamente biodegradables como la glucosa). De
esta manera, los diferentes estudios que utilizan modelos predictivos como el de Gompertz en la AHE
de indculos, no concluyen (de acuerdo con la revision de literatura correspondiente al presente estudio)
las ventajas, desventajas o implicaciones de tener un menor o mayor valor de esta variable, como si
es el caso de los parametros cinéticos de P y Rm. No en vano, la fase de latencia o de letargo ha sido
considerada en el contexto de la microbiologia como la etapa mas temprana y menos comprendida
del ciclo de crecimiento bacteriano (Rolfe et al., 2012).

Una estrategia que podria aportar elementos adicionales sobre la relacion entre Ay P, es la realizacion
de varias repeticiones del ensayo de AHE sobre el mismo inoculo pretratado, actividad que ha sido
reportada en estudios como el de (Baghchehsaraee et al., 2008; Zhu & Béland, 2006).

Aunque el pH al final del tiempo de fermentacion, tuvo un decaimiento a valores comunmente
reportados en ensayos de AHE, se registraron valores finales que favorecen las rutas metabdlicas con
produccion nula de H; e inhibitorias para la actividad enzimética de los microorganismos productores
de este biogas (valores inferiores a 4-4,5 Unidades). Lo anterior, pudo no ser un factor determinante
en la AHE del LAGM y LAA por sus caracteristicas particulares, pero si pudo tener una influencia en
el LAF, evidenciado en los bajos valores de P.
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5.1.4  Seleccion de la mejor combinacion de Ty t para el pretratamiento térmico

La Tabla 17 muestra el rendimiento de Biogas*H, — Y y la Actividad Hidrogenénica Especifica - AHE o Tasa
Especifica de produccion de Biogas*H, promedio para el LAGM, LAF y LAA. El Rendimiento de Biogas -
Y(mLBiogas.(gGlucosaremovica)!) promedio segun las condiciones de pretratamiento térmico evaluadas, fueron
en su orden, para los seis valores mas altos correspondientes a: (i) 289,0 (LAA 85°C-15min), (ii) 286,9 (LAA
75°C-15min), (iii) 277,0 (LAGM 75°C-45min), (iv) 276,7 (LAGM SP), (v) 269,7 (LAGM 75°C-30min) y (vi) 244,6
(LAA 85°C-30min). Se destaca que el LAGM y el LAA obtuvieron mayores valores de Y respecto al LAF, como
se muestra graficamente en la Figura 36.

Tabla 17. Rendimiento de Biogas*H, y AHE promedio para el LAGM, LAF y LAA

LAGM LAF LAA
PRETRATAMIENTO Y* |AHE*| Y |AHE*| Y* |AHE™
R175°C-15min

R2 75°C-15min 944/ 41| 729| 133/286,9] 141

R1 75°C-30min
R2 75°C-30min
R1 75°C-45min
R2 75°C-45min
R1 85°C-15min
R2 85°C-15min
R1 85°C-30min
R2 85°C-30min
R1 85°C-45min
R2 85°C-45min
R1 100°C-15min
R2 100°C-15min
R1 100°C-30min
R2 100°C-30min
R1 100°C-45min
R2 100°C-45min
SP R1

SP R1

Nota:

*Y - Rendimiento de Biogas: mLBiogas*Hz.(gGlucosaremovida) "

**AHE - Actividad Hidrogendnica Especifica - AHE o Tasa Especifica
de produccion de Biogas*H2 : mLBiogas*Hz.(gSSVicia.h) !

269,7| 7,4/1350] 4,9/1829| 188

2770 65 388 311271 53

127,65 13,7 80,8 5,8/289,0] 249

146,3| 12,4| 91,3 8,1/244,6| 18,0

135,7] 9,2 59,2| 3,8/121,4| 107

134,00 8,8/106,0 7,9/1394| 98

1849 79 939| 113|212,2| 238

144,00 14,7) 951| 27,3/169,7| 121

276,7| 13,2| 97,9| 22,4|2295| 8,2

El mayor rendimiento de Biogas*H, promedio del LAA (289,0 mLBiogas*H2.(gGlucosaremovida)™ bajo 85°C-
15min), equivalente a 2,13 molBiogas*H,.(molGlucosaremovica) ™!, fue ligeramente menor al mayor rendimiento
reportado por (Baghchehsaraee et al., 2008) al evaluar el efecto del pretratamiento térmico de un in6culo, el
cual fue de 2,30 molH,.(gGlucosaremovica)! bajo 65°C-30min. Adicionalmente, es importante indicar que los
autores mencionados reportaron un rendimiento de 0,43 molH,.(molGlucosaremavida)! para el indculo anaerobio
sin pretratamiento, significativamente menor al LAGM SP en este estudio, el cual reportd, uno de los mayores
rendimientos (2,04molBiogas*Hz.(molGlucosaremavisa)” - ver Tabla 18). Esta diferencia puede atribuirse a las
caracteristicas del inoculo, que aunque ambos fueron de tipo anaerobio, el inéculo de este estudio tuvo una
caracteristica granular, la cual como se ha mencionado anteriormente, tiene diferentes atributos fisicoquimicos
y bioquimicos que favorecen el proceso de FO.
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De igual forma, el rendimiento Y del LAGM a 75°C-45min fue mayor al reportado por autores como Davila-
Vazquez et al. (2008) el cual fue de 1,46 molBiogas*Ha.(molGlucosaremavida)™! Utilizando un indculo granular
pretatado al punto de ebullicién por 40 min y a un pH inicial de 7,5 unidades. La diferencia en el rendimiento
pudo estar asociada a que en el presente estudio se garantizaron condiciones como el pH inicial y la relacién
sustrato/microorganismos consideradas en el contexto local como dptimas para estudios de FO utilizando este
indculo en particular (Barrios, 2015; Yela Larrahondo & Pefia Castafieda, 2015). Lo anterior corrobora el hecho
de que no existe el pretratamiento “perfecto” del indculo (Bundhoo et al., 2015) y su efectividad depende de las
condiciones especificas en las que se lleve a cabo y de las caracteristicas propias del indculo/tipo de
pretratamiento (Dessi et al., 2018; G. Kumar, Zhen, et al., 2016; L. Singh & Wahid, 2015).
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Figura 36. (a y b) Rendimiento de Biogas*H. - Y, (¢ y d) Actividad Hidrogenonica Especifica - AHE o Tasa
Especifica de produccion de Biogas*H, promedio para el LAGM, LAF y LAA.
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Tanto el LAGM como el LAA (para las primeras cuatro condiciones listadas en la Tabla 18) tuvieron mayores
rendimientos en la produccién de H, por mol de glucosa removida, que otros estudios evaluando el efecto del
pretratamiento térmico como los de Logan et al. (2002); Mu et al. (2007); Wang & Wan, (2008) y Kan (2013)
(ver Tabla 3 ). De otro lado, el LAF tuvo un rendimiento maximo de 135,0 mLBiogas*H..(gGlucosaremovida)™
(equivalente a 0,99 molBiogas*Hz.(molGlucosaremavida) ") €l cual se obtuvo pretratando el indculo a 75°C durante
30min; este rendimiento fue menor al obtenido por autores como De S4 et al. (2013), quienes obtuvieron un
rendimiento de 2,19 mol*H,.(molGlucosaremavisa)™!  pretratando un indculo anaerobio del tratamiento de AR
municipal a 100°C durante 60 min. Lo anterior podria sugerir la evaluacién de otras magnitudes de tiempo de
exposicion (superiores a 45 min, limite maximo del presente estudio) con el objetivo de obtener mayores
rendimientos de H. para este inoculo.

Adicionalmente, la Tabla 18 muestra la eficiencia de conversién para los mayores rendimientos de Biogas*H>
obtenidos en el presente estudio, indicador utilizado por diferentes autores (Cappelletti et al., 2011; Pecorini et
al., 2019; J. Wang & Wan, 2008a) para comparar la potencialidad del inéculo o de determinadas condiciones
operacionales en el proceso de FO, en llegar al rendimiento tedrico maximo de produccion de H,. Para el caso
de la glucosa, generalmente se asume un rendimiento maximo teérico de cuatro (4) moles por mol de glucosa
transformada.

Tabla 18. Eficiencia de conversién para los mejores rendimientos Y

Eficiencia de

No. PRETRATAMIENTO YL Yol Conversion (%)
1 LAA 85°C-15min 289,0 2,13 53,3
2 LAA 75°C-15min 286,9 2,11 52,8
3 LAGM 75°C-45min 277,0 2,04 51,0
4 LAGM SP 276,7 2,04 51,0
5 LAGM 75°C-30min 269,7 1,98 49,5
6 LAA 85°C-30min 2446 1,80 45,0
Nota:
Y m. Rendimiento de Biogas: mLBiogas*H,.(gGlucosaremovida) )
Ymol Rendimiento de Biogas: molBiogas*H,. .(molGlucosaremovida)™
E Eficiencia de Conversion (%): Eficiencia de Conversién asumiendo un méximo
de 4molH,. (molGlucosaremovida)™

De acuerdo con la Tabla 18, el LAA cuando es sometido a un pretratamiento térmico a una temperatura de
85°C durante 15 minutos tiene un rendimiento maximo de Biogas*H. equivalente al 53,3% del rendimiento
tedrico maximo cuando se utiliza glucosa como sustrato, eficiencia de conversién que se minimiza ligeramente
cuando es pretratado a una temperatura menor (75°C — 15min, E= 52,8%). Con el LAGM, es posible obtener
eficiencias de conversion estimadas del 51% aun cuando no es sometido a un pretratamiento térmico.

La AHE (mLBiogas*H2(gSSVinicah)!) promedio fueron en su orden, para los seis valores mas altos
correspondientes a: (i) 27,3 (LAF 100°C-45min), (i) 24,9 (LAA 85°C-15min), (iii) 23,8 (LAA 100°C-30min), (iv)
22,4 (LAF SP), (v) 18,8 (LAA 75°C-30min), (vi) 18,0 (LAA 85°C-30min). Se destaca que el LAF presento el valor
mas alto de AHE, aunque su rendimiento de biogas fue menor que el del LAGM y el LAA, indicando que no
necesariamente existe una proporcionalidad ente estos dos parametros, cuando se evaluan diferentes indculos.
Los valores de AHE en el presente estudio, fueron menores a las reportadas por (Baghchehsaraee et al., 2008),
las cuales estuvieron comprendidas entre 64,6 y 109,6 mLBiogas.Hz(gSSVinca.h)!, sin embargo, mientras los
autores mencionados garantizaron un total de 0,24g de SSV de biomasa a cada reactor, en este estudio se
garantiz6 1gSSV.
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Lo anterior resalta un aspecto importante en la AHE de un indculo, pues aunque el LAGM, LAF y LAA tuvieron
tasas maxima de produccién de Biogas*H2 - Rm (mL.h"") hasta de 17,5 — 34,4 y 29,2 respectivamente (ver
Andlisis de los parametros cinéticos), comparables con el estudio de Baghchehsaraee et al. (2008), la AHE
(mLBiogas.(gSSViicah) "), la cual relaciona el pardmetro cinético de Rm con la cantidad de biomasa
adicionada indica la tasa en que cierta cantidad de microorganismos transforma cierta cantidad de sustrato
adicionado a Hy, pero no especifica esa cantidad de sustrato adicionado, por lo que se hace necesario para
efectos comparativos, conocer la relacién sustrato/microorganismos de cada caso particular. De esta manera,
el alto valor de AHE del autor mencionado, se logré con una relacion sustrato/microorganismos de 5, mucho
mayor que la garantizada en el presente estudio (relacién S/M de 2), lo que hace coherente las diferencias
identificadas.

Los rendimientos de produccion de Biogas*H, se encontraron dentro de lo reportado en diferentes estudios de
FO, los cuales generalmente se encuentran entre 0,57 y 2,8 molHexosa (Penniston & Gueguim Kana, 2018;
Saady, 2013). Las eficiencias de conversion (Hasta del 53,3% en el presente estudio) se encuentran dentro de
lo repostado por la literatura utilizando glucosa como sustrato (J. Wang & Wan, 2008a; Yin et al., 2014) y los
valores de AHE se encuentran dentro de lo considerado para un indculo con una buena capacidad de
transformacién del sustrato a Hy, teniendo en teniendo en cuenta su asociacion con el parametro cinético de
Rm.

No obstante, es necesario indicar que los rendimientos maximos de produccion de Biogas*H2 encontrados en
el presente estudio, ocurrieron bajo presiones parciales altas de la fase gaseosa (ver capitulo comportamiento
de la presion ejercida por el biogas). Lo anterior puede sugerir presiones parciales de Hzen la fase liquida (aun
con agitacién del medio de reaccion) inhibitorias de la capacidad de oxidacion de NADH por
NADH:FdOxidorreductasa, la ocurrencia de otras rutas metabdlicas como la fermentacion butirica (en la cual el
rendimiento maximo corresponde a 2 moles de H2 por mol de glucosa adicionada) y la produccion de metabolitos
con produccion nula de Ha como alcoholes (Angenent et al., 2004; Davila-Vazquez et al., 2008; Sinha, Roy, &
Das, 2015; Sivagurunathan et al., 2016), o como pudo ser el caso del LAF, la ocurrencia del procesos de
homoacetogénesis con el consecuente consumo de este biogas (Dessia et al., 2018; Saady, 2013).

El analisis de varianza (ANOVA) de acuerdo con la Tabla 19, reporta que el Rendimiento de Biogés — Y
(mLBiogas*Hz(gGlucosaremovida)!) para las variables cuantitativas de T y t y la variable cualitativa de indculo
fueron significativamente diferentes (p-valor < 0,05) en un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 19. Andlisis de varianza

FUENTE GL | SC AJUST. | MC AJUST. | VALORF | VALORP
Lodo 2 119712 59856,2 79,59 0,000
Temperatura 2 5790 2894,8 3,85 0,034
Tiempo 2 17314 8657,1 11,51 0,000
Lodo*Temperatura 4 21307 5326.8 7,08 0,000
Lodo*Tiempo 4 42618 10654,4 14,17 0,000
Temperatura*Tiempo 4 9234 2308,4 3,07 0,033
Lodo*Temperatura*Tiempo | 8 49443 6180,4 8,22 0,000
Error 27 20306 7521

Total 53 285724
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La post- ANOVA utilizando el método LSD Fisher (ver Tabla 20) encontré que son estadisticamente diferentes
las condiciones consideradas como las de mayor rendimiento LAGM 75°C-45min, LAA 85°C-15min, LAA 75°C-
15min y LAGM 75°C-30min respecto a las demés condiciones evaluadas, pero no hay diferencias significativas
entre ellas en un nivel de significancia de 0,05.

Tabla 20. Prueba de significancia (post-ANOVA) LSD Fisher para las condiciones evaluadas

Lodo*Temperatura*Tiempo | N | Media Agrupacion

LAA 8515 2]289,002 | A

LAA 7515 2| 286,920 | A

LAGM 75 45 2|277,000 A

LAGM 75 30 2269713 | A

LAA 8530 21244632 |A|B

LAA 100 30 2| 212,181 B|IC

LAGM 100 30 2 | 184,926 C|D

LAA 7530 2 | 182,861 C|D|E

LAA 100 45 2 | 169,661 C|D|E|F

LAGM 85 30 2 | 146,286 DIE|F|G

LAGM 100 45 2 | 144,017 DIE|F|G

LAA 100 15 2 | 139,422 DIE|F|G

LAGM 85 45 2 | 135,656 DIE|F|G|H

LAF 75 30 2 | 134,969 DIE|F|G|H

LAGM 100 15 2| 133,982 DIE|F|G|H

LAGM 85 15 2 | 127,481 EIF|G|H]|I

LAA 7545 2 1 127,090 E|F|G|H]|I

LAA 8545 2 | 121,356 FIG|H]|I

LAF 100 15 2 | 106,005 G|H|I|J
LAF 100 45 2| 95,093 G|H|I|J
LAGM 75 15 2| 94,450 G|H|I|J]|K
LAF 100 30 2| 93,902 G|H|I[J]|K
LAF 85 30 2| 91,272 GIH|I|J|K
LAF 85 15 2| 80,846 Hil|lJ|K
LAF 75 15 2| 72,884 I|J|K
LAF 85 45 2| 59241 J K
LAF 75 45 2| 38,757 K

Nota: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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En ese sentido, el LAGM y el LAA para las condiciones Optimas de T y t anteriormente mencionadas son
factibles para su utilizacién como inéculo en la FO de un sustrato complejo, pues tienen un alto potencial de
produccion de Biogas*H,. Para el caso del LAGM, se confirma la factibilidad de este indculo en producir Hoen
procesos de FO como ha sido documentado por (Barrios, 2015; Hurtado Grueso & Mufioz Zambrano, 2013;
Yela Larrahondo & Pefia Castafieda, 2015).

En concordancia, se selecciona el LAA pretratado a 85°C-15min como indculo para estimar la produccion
potencial de Hyen la FO del ARY, de acuerdo con el andlisis estadistico y sus atributos fisicoquimicos y
bioquimicos los cuales incluyen su alta relacion SV/ST (0,83), adaptabilidad previa a condiciones acidogénicas
(bajos pH, TRH especificos , efc. ), alta capacidad en la transformacién de carbohidratos (eficiencias de
reduccion predominantes del orden del 98%) y alta AHE (24,9 mLBiogas.(gSSVinicia.h) ™. Asi mismo, teniendo
en cuenta el analisis de los parametros cinéticos para este indculo, se decide incluir la condicién SP.

5.2  Estimacion de la produccion potencial de H,en la FO del ARY

La estimacion de la produccién potencial de H, en la FO del ARY se realiz6 utilizando como indculo el LAA
pretratado a 85°C-15min y sin pretratamiento, seleccionados de acuerdo con el analisis estadistico y los
atributos fisicoquimicos y bioquimicos de este indculo descritos en el capitulo anterior.

5.21  Caracteristicas del inéculo y ARY

La Tabla 21 muestras las caracteristicas del LAA después del periodo de adaptacion al ARY, en el cual se
evidencia el alto contenido de solidos volatiles (Relacion SSV/SSV: 0,84). Asi mismo, fue evidente cierto
aumento del pH respecto al inéculo sin adaptacion (pH de 6,53 frente a 6,96) lo cual pudo estar relacionado
con la produccién de N-NH.* durante el periodo de adaptacion (debido a la trasformacion de las proteinas
presentes en el AR del sacrificio de ganado adicionada segun las proporciones definidas en el periodo de
adaptacion), los cual pudieron en cierta medida neutralizar los AGVs producidos en el proceso de fermentacion
(Xiao, Han, & Liu, 2010).

Tabla 21. Caracteristicas fisicoquimicas del indculo adaptado a ARY

PARAMETRO |UNIDADES VALOR

pH Unidades 6,96
SST mg.L"! 30.086
SSV mg.L! 25.178
SSVISST - 0,84

La Tabla 22 muestra las principales caracteristicas fisicoquimicas del ARY utilizada en los dos ensayos de FO
(Inicial y confirmatorio); se evidencia que aunque para los dos ensayos el ARY tuvo caracteristicas tipicas
registradas en el contexto local (Colin et al., 2007; Pérez Vidal et al., 2009) es notable la diferencia de
pardmetros como la DQO y carbohidratos totales. Estas diferencias radican en que la calidad del ARY (y
cantidad) varia en funcién de factores como la variedad de la yuca, la edad de la planta, el tiempo de
almacenamiento de las raices y la tecnologia empleada para la extraccién (Alarcén & Dufour, 1998; Jurado &
Ortiz, 2006; Torres et al., 2010). Es necesario precisar, como se detalla en la metodologia, que se garantizd
una misma relacion Sustrato:Indculo (mgDQO.L-:mgSSViw0.L") en los dos ensayos de FO del ARY en
referencia.
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Tabla 22. Caracteristicas fisicoquimicas del ARY

PARAMETRO UNIDADES VALOR
FisicoQuIiMICO ENSAYO 1 | ENSAYO 2
DQO Total mg.L! 2.317 5.103
Carbohidratos Totales mg.L! 1.798 4.570

SST mg.L! 910 1.712

pH Unidades | 4,38 4,65
Alcalinidad Total mgCaCOs.L1 | 3,8 49
Alcalinidad Bicarbonatica mgCaCOs.L1 |0 0

AGV's (Equivalentes a HAc) mg.L! 160 120

5.2.2

Comportamiento de la presion ejercida por el biogas

=%
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La Figura 37 muestra el comportamiento de la presién ejercida por el biogas en la FO del ARY, donde se
evidencia un crecimiento de la presion hasta las 16h de fermentacion para los rectores en las cuales el LAA fue
sometido a un pretratamiento de 85°C durante un tiempo de exposicion de 15 min, magnitudes de t y t, que
maximizan la produccién potencial de Biogas*H, para este inoculo. El indculo pretratado registra valores de
presion hasta de 79 mbar, que posteriormente, muestran un comportamiento descendente. Los puntos méaximos
de presion, sugieren que la producciéon de Biogas*H. ocurre hasta alrededor de las 16h del tiempo de
fermentacion, no obstante, es necesario indicar que de acuerdo con el sustrato utilizado (ARY) es pertinente
confirmar su estimacidn (contenido de H, en el biogas) a partir de anélisis de cromatografia de gases para los
reactores representativos como se discutira mas adelante.
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Figura 37. Comportamiento de la presién ejercida por el biogas en la FO del ARY en el Ensayo 1. (a) Tiempo
de fermentacion de 140h, (b) Acotacion de la grafica, hasta el tiempo de fermentacién de 30h

Nota:

Rn: replicas; CP: Con pretratamiento térmico 85°C-15min; SP: Sin pretratamiento térmico; B: Blanco
Linea punteada: Tiempo de fermentacion con el predominio de presiones maximas de biogas (16h).
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De otro lado, es notable que el inéculo SP también registra valores de presion hasta de 52 mbar con un
decaimiento posterior de la presion, conforme avanza el tiempo de fermentacion (ver Figura 37 b.). Sin
embargo, se resalta el hecho que la presion ejercida por el biogas en el LAA SP, luego del decaimiento
anteriormente mencionado (similar a la condicién CP en las primeras horas de fermentacion), inicia una
“recuperacion” o fase creciente de presidn entre las 85y 90 h.

La fase creciente de presién del LAA SP, pudo no estar vinculada con la produccion de Biogas*H., en primer
instancia porque el pretratamiento térmico tuvo un efecto inhibitorio en la AME del LAA (relacionado con
presiones mas bajas respecto a la AME del indculo SP, ver Figura 38a), y en segundo lugar, porque el LAA
SP, luego de 90h de fermentacion hasta finalizar el ensayo (140h), tuvo presiones de biogas comparables con
el comportamiento de la AME (ver Figura 38 b) indicando que a partir de ese tiempo de fermentacién (superiores
a 90 h) predominan los procesos de metanogénesis sobre los de fermentaciéon como ha sido evidenciado por
diferentes autores como (Barrios, 2015).

De otro lado, el decaimiento de la presion anteriormente mencionado, pudo estar asociado a la dinamica de
absorcién del CO-inicial en la fase liquida y gaseosa por parte del absorbente acoplado a cada reactor (NaOH),
y a la actividad microbiolégica asociada al consumo de CO; e H, correspondiente a posibles procesos de
homoacetogénesis, como ha sido discutido en capitulos anteriores.
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Figura 38. (a) AME del LAA CP y SP, (b) Comparacion grafica de la presion ejercida por el biogas en la AME
y en la FO del LAA SP.

5.2.3 Estimacion de la produccion de H; a través de la FO del ARY

Los bajos valores de presion ejercida por el biogas, denotan una baja produccién volumétrica en la FO del ARY
utilizando el LAA como indculo (ver Figura 39), y puede considerarse que no existen diferencias pronunciadas
entre la condicion con y sin pretratamiento térmico del indculo utilizado debido a que en promedio, la produccion
maxima estimada fue de 16,6 y 10,4 mL Biogés para la condiciéon CP y SP respectivamente como se muestra
en la Tabla 23. Lo anteriormente mencionado se hace mas evidente teniendo en cuenta que la produccion
potencial del LAA sometido a un pretratamiento térmico a 85°C-15min, es del orden de los 600 mL (con la
misma relacion Sustrato: Lodo).
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Figura 39. Produccion de Biogas*H: estimada para el LAA
con y sin pretratamiento térmico — Ensayo 1.

Tabla 23. Produccion maxima de Biogas*H: estimada en la FO del ARY, Ensayo 1

ENSAYO 1

Condicién evaluada Reactor Produccion maxima de Biogas*Hz (mL)
CPR1 16,7
CPR2 14,3
CPR3 18,9
Inéculo Pretratado (85°C-15min) | CP R4 17,7
CPR5 15,0
CPR6 16,9
PROMEDIO 16,6
SP R1 74
. . . SPR2 124
In6culo Sin Pretratamiento SPR3 15
PROMEDIO 10,4

Como se describe en la metodologia, se realizd un segundo ensayo o “Ensayo confirmatorio” de FO del ARY
con el objetivo de corroborar la produccion de biogas bajo las condiciones evaluadas, incluyendo reactores sin
el acople de un absorbente de CO; (Identificados con las letras NABS), de tal manera que permita identificar la
presion ejercida por el biogas sin el efecto de la dindmica de absorcién (dindmica que arroja descensos
pronunciados de la presion ejercida por el biogas).

La Figura 40 muestra la presion y el volumen estimado de biogas correspondiente al “Ensayo confirmatorio”.
La FO del ARY en este segundo ensayo tuvo en promedio, una producciéon maxima estimada de 14,8mL y
8,2mL para la condicion CP y SP del in6culo respectivamente (ver Tabla 24), confirmando la baja productividad
en ambas condiciones evaluadas, aun cuando el sustrato presentdé un contenido mayor de carbohidratos
respecto al Ensayo 1, manteniendo la misma relacién Sustrato:Inculo (ver Tabla 22). De otro lado, para las
condiciones sin la adicién de un absorbente de CO,, fue evidente un decaimiento menos pronunciado de la
presion respecto a lo observado en el Ensayo 1, confirmando que dicho decaimiento esta relacionado
predominantemente con la absorcién de CO; generado durante el proceso de FO y del CO, atmosférico en la
fase gaseosa y/o liquida que pudo estar remanente en cada reactor desde el inicio del ensayo. Asi mismo, el
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leve descenso de la presidn observada sin el absorbente, puede atribuirse a la asimilacién del Hz en rutas
metabolicas correspondientes a procesos como el de homoacetogénesis.
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Figura 40. (a) Comportamiento de la presion ejercida por el biogas en la FO del ARY en el Ensayo 2. (b)
produccion estimada de biogas para las condiciones evaluadas.

Nota:

CP NABS Rn: LAA pretratado a 85°C-15 min , sin el acople de un absorbente de CO, replica n
SP NABS: LAA Sin Pretratamiento, sin el acople de un absorbente de CO;

Tabla 24. Produccion maxima de Biogas*H: estimada en la FO del ARY, Ensayo confirmatorio

ENSAYO CONFIRMATORIO
Condicion Produccion
evaluada Reactor maxima de
Biogés*Hz (mL)
CPR1 6
CPR2 19,3
Indculo Pretratado :
o . CPR3 19,1
(85°C-15min) CPR4 14.6
PROMEDIO 14,8
SPR1 5
Inéculo Sin SPR2 38
Pretratamiento SP R3 15,8
PROMEDIO 8,2

La composicién del biogas para las muestras representativas evaluadas en el Ensayo 1y en el Ensayo 2, se
muestra en la Tabla 25. El biogas producido a través de la FO del ARY en un tiempo de fermentacién de 16h,
estd compuesto en su totalidad por Hy, siendo consistente con el comportamiento de la presidn ejercida por el
mismo en las primeras horas de fermentacion. De otro lado, para mayores tiempos de fermentacion, del orden
de 42 h, el biogas esta compuesto predominantemente por CO; (para ambas condiciones, CP y SP), siendo
consistente con el decaimiento de la presion cuando se acopla un absorbente de este biogas. No se detectd
metano en las primeras 42h de FO del ARY, utilizando tanto el LAA CP como sin pretratamiento, lo cual pudo
relacionarse con el tipo de sustrato (alto contenido de carbohidratos) y al tiempo de fermentacion
correspondiente a la toma de muestra (42h), en el cual aln no inician los posibles procesos de metanogénesis

(como el caso del LAA SP).
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Tabla 25. Composicion del Biogas en la FO del ARY

Tiempo de

Condicion Evaluada Reactor Fermentacion %H %CO; %CH,4

Representativo
LAA Pretratado CPRI 16h 100 | ND ND
(Ensayo 1)
LAA Pretratado. Sin el g: NABS 42h 2,2 97,8 ND
acople de Absorbente CP NABS
de CO; (Ensayo 2) R 42h 3,2 96,9 ND
LAA SP. Sin el acople
de Absorbente de | SP NABS 42h 2,1 97,9 ND
CO;(Ensayo 2)
ND: Por debajo del limite de deteccion

5.24  Caracteristicas de la fase liquida en la FO del ARY y rendimiento de producciéon de H.

La Tabla 26 muestra la caracterizacion fisicoquimica de la fase liquida en la FO del ARY de acuerdo con el
Ensayo 1. Se observa que a las 16h de fermentacion (en el cual se produce la mayor cantidad de H segun la
caracterizacion de la fase gaseosa y el comportamiento de la presion), la reduccion de carbohidratos se estima
en 76%, valor porcentual que aumenta a 90,2% en las 48h de fermentacién. La reduccion de DQO en las
primeras 48h no super6 el 50%, siendo consistente con los procesos de FO, en la cual no hay una
mineralizacién completa del sustrato, ya que una fraccion de este es transformado a otros compuestos que
aportan DQO a la fase liquida como los AGVs.

Tabla 26. Caracteristicas de la fase liquida en la FO del ARY, utilizando LAA pretratado

Condicion Toma de pH Reduccion C;:)illj](i:g::?os AGVs

Evaluada muestra | Final DQO (%) 0 (mg.L)
Totales (AJ)

16h 4,21 4272 76,0 348,7

E?etr/:tRagé MA T80 [ 425 16,4 90.2 289.9

140h 4,32 62,2 96,1 307,4

gg ARY,LAA 1 q40n | 466 354 95,4 3854

Es evidente el rapido descenso del pH (4,21 Unidades) y ausencia de alcalinidad desde las primeras 16h de
fermentacion, asociado principalmente a la produccion de AGVs (Cappelletti et al., 2011), los cuales aumentan
de 160 mg.L-" (correspondientes al ARY utilizada como sustrato) a 348,7 aproximadamente. No obstante, no
se observa un incremento de los AGVs conforme avanza el tiempo de fermentacion, confirmado el predominio
de otras rutas metabdlicas no asociadas con la produccion de Hz, como es el caso de la produccion de alcoholes
o la fermentacién acido lactica.

De otro lado, la FO del ARY utilizando como indculo el LAA sin pretratamiento, finalizado el tiempo de
fermentacion de 140 h, registro una reduccion de carbohidratos del 95,4% similar a la registrada cuando no es
sometido a pretratamiento, no obstante, se evidencia una mayor reduccién respecto a la DQO, lo cual puede
asociarse a que bajo ese tiempo de fermentacion y a pesar de los bajos valores de pH, pueden ocurrir procesos
de mineralizacién del sustrato o de los metabolitos producidos en las primeras horas de fermentacion, como es
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el caso de la metanogénesis, siendo consistente con lo expuesto en el comportamiento de la presion ejercida
por el biogas a partir de las 90h.

Conforme a lo anterior, se estima que la FO del ARY utilizando LAA pretratado térmicamente (85°C-15min) y
sin pretratamiento, produce en promedio 16,6 y 10,4 mL respectivamente (ver Tabla 23) con una reduccion del
sustrato aproximada del 76%. De esta manera, la FO del ARY bajo las condiciones del presente estudio, tuvo
un rendimiento en la produccién de H, hasta de 30 y 19 mL.(gGlucosaremovisa) ™! (€quivalente a 0,22 y 0,14 molH..
(molGlucosaremvida)™!) utilizando LAA pretratado térmicamente y sin pretratamiento respectivamente. En ese
sentido, teniendo en cuenta que la produccién potencial de H, del LAA pretratado a 85°C-15min es de 289
mLBiogas*H..(gGlucosaremavida) !, €S posible inferir que la produccion de H; a través de la FO del ARY bajo las
condiciones del presente estudio es baja (10,5% de la produccién potencial y 5,6% respecto al rendimiento
tedrico de 4 moles por mol de glucosa).

El rendimiento de Hz encontrado en el presente estudio, es inferior al reportado por autores como Cappellett,
et al. (2011), cuyo proceso de FO del ARY alcanzé un rendimiento hasta de 2,41 molH,*(molGlucosaremovida)™!
bajo condiciones similares como el tiempo de fermentacion (entre 10 y 20h) y la DQO adicionada (5g.L"). Sin
embargo, es posible identificar algunos factores que pudieron favorecer la produccién de H en ese estudio;
uno de ellos radica en que los autores utilizaron como inéculo, un cultivo puro de Clostridium acetobutylicum,
microorganismo ampliamente reconocido por ser BPH y en ese sentido se pudieron favorecer rutas metabélicas
especificas de produccion de este biogas sin las implicaciones de otras rutas metabdlicas con produccién nula
de Hz o consumo del mismo, como puede ocurrir cuando se utilizan cultivos mixtos (Ghimire et al., 2015;
Pendyala et al., 2012). De igual forma, los autores mencionados adicionaron macro y micronutrientes que
pudieron fomentar la actividad enzimatica del Clostridium acetobutylicum (C Y Lin & Lay, 2005) y efectuaron los
ensayos a una temperatura ligeramente superior (36°C) que de cierta manera, pudo aumentar la cinética de
degradacion y transformacion del sustrato (Sinha & Pandey, 2011).

Para el presente estudio, considerando la adicion de sustrato con un minimo de 2.317mg.L-'de DQO, se tiene
un rendimiento estimado de 17,8mLH2.(9DQOxdicionada)”!, menor al rendimiento encontrado en estudios locales
como el de Yela & Pefia, (2015), quienes utilizando la misma relacion Sustrato:Inéculo (2gDQO:gSSV) y un
mismo pH inicial, obtuvieron un valor de este parametro de 24,93 mLH,.( mLH2.(gDQO%adicionada) " Esta diferencia
puedo estar asociada al tipo de indculo utilizado, el cual fue de tipo granular, que ha sido utilizado ampliamente
en la DA del ARY (Jijai et al., 2015; Torres et al., 2007) y que tiene caracteristicas bioquimicas favorables para
la FO anteriormente descritas en el presente documento.

Asi mismo, el bajo rendimiento de H. en relacién con la produccién potencial del LAA sugiere la influencia de
otros factores sobre la FO del ARY. Al respecto, autores como (Gomes, Fuess, Mafiunga, De Lima Gomes, &
Zaiat, 2016), encontraron poca o nula produccion de H, a través de la FO del ARY, aun con una reduccion de
carbohidratos superiores al 90%, lo cual lo asociaron a la presencia de bacteriocinas indicadoras de la presencia
de bacterias acido lacticas. En ese sentido, el ARY en el presente estudio pudo contener bacterias acido lacticas
que pudieron competir con el sustrato (con las BPH) y favorecer la aparicion de otras rutas metabdlicas en la
transformacidn de carbohidratos con la produccidn nula de H, (Baghchehsaraee et al., 2008; Noike, Takabatake,
Mizuno, & Ohba, 2002; Rosa, Gomes, Varesche, & Silva, 2016).
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6 CONCLUSIONES

Desde el punto de vista de las caracteristicas del inéculo y el efecto del pretratamiento térmico sobre la cinética
de los microorganismos presentes en él (estimada a través de la produccién de biogas y ajustada mediante el
modelo de Gompertz), se concluye que:

Aunque la relacién SSV/SST como medida indirecta del contenido de biomasa viable en los inéculos,
pudo estar influenciada por el contenido de residuos u otros materiales en cada inoculo o cuantificar
en cierta medida biomasa inactiva o “muerta”, los ensayos de AME confirmaron una mayor actividad
biolégica del LAGM y del LAA frente al LAF, con valores de 0,40, 0,05 y 0,01 gDQO.CHa.(gSSV.d)
respectivamente.

El LAGM y el LAA tienen la capacidad de producir Biogas*H. sin un tratamiento previo del inéculo,
sugiriendo la participacion de otros factores en la AHE de este tipo de inéculos, como la fuente de
origen y la diversidad microbiologica de los mismos, asi como el pH del medio de reaccidn y el sustrato
utilizado.

Para el LAGM, el mayor valor de produccién acumulada méxima de Biogas*H: - P (en promedio 665, 1
mL bajo 75°C-45min) ocurrié con un porcentaje de reduccion del sustrato estimado de 85,4%. Aunque
este porcentaje se encuentra dentro de lo reportado en la literatura (utilizando sustratos como la
glucosa) y en ese sentido indica la capacidad de este inéculo en transformarla a Biogas*H (y AGVSs),
la tasa en la cual se efectud puede considerarse como baja (Rm: Hasta 8,0 mLBiogas.h") si se
compara con el correspondiente al LAA para la condicion de mayor productividad (29,2 mLBiogas.h-").
El relativo bajo valor de Rm para la mayor P en el LAGM, se traduce en curvas de produccion de
Biogas*H2 con una tendencia creciente (pero con pendientes bajas) mas alla del tiempo de
fermentacion.

El mayor valor de P para el LAA (en promedio 564,9 mL bajo 85°C-15min) ocurrié con una reduccién
estimada del 97,8% del sustrato. Esto indica la capacidad del LAA en transformar este carbohidrato
en Biogas*™H, (y AGVs) predominantemente y a una alta tasa (Rm: Hasta 29,2 mLBiogéas.h").

Para el LAGM, el pretratamiento térmico del indculo, solo potencializa la produccién de Biogas*H; para
una condicion especifica (75°C-45min), mostrando un efecto en cierta medida desfavorable para las
demas condiciones evaluadas de T y t si se compara con la produccién potencial del LAGM SP.

El pretratamiento térmico del LAF, potencializa hasta un 53% la produccion potencial de Biogas*Hy;
no obstante, este indculo presenta los valores mas bajos de P, lo cual puede relacionarse con su
diversidad microbiolégica y su fuente de origen.

De otro lado, el efecto del pretratamiento térmico sobre el rendimiento de la produccién potencial de Hz en los
indculos y su seleccion en la FO del ARY, se concluye que:

El ARY utilizada en el presente estudio tuvo caracteristicas fisicoquimicas dentro del rango tipico
registrado en el contexto local para este tipo de AR agroindustrial, con DQO y carbohidratos totales
hasta de 5.103 y 4.570 mg.L-1 respectivamente y bajos valores de pH del orden de 4,4 y 4,7 Unidades.
Lo anterior permite confirmar al ARY como potencialmente factible para ser usada como sustrato en
la produccién de H,a través de la FO.

EI LAGM y el LAA con y sin pretratamiento térmico son factibles para ser utilizados como indculo en
ensayos de FO de sustratos complejos como el ARY, de conformidad con los valores de Rendimiento
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de Biogas - Y (mLBiogas*™H(gGlucosaremovica)) Y Actividad Hidrogenonica Especifica — AHE
(mLBiogas*Hz2(gSSVinicia.h)"). EI LAGM y el LAA presentan mayores valores promedio de Y respecto
al LAF, segun las condiciones de pretratamiento térmico evaluadas. Estos valores son en su orden,
para los seis valores mas altos correspondientes a: (i) 289,0 (LAA 85°C-15min), (ii) 286,9 (LAA 75°C-
15min), (iii) 277,0 (LAGM 75°C-45min), (iv) 276,7 (LAGM SP), (v) 269,7 (LAGM 75°C-30min) y (vi)
2446 (LAA 85°C-30min).

En cuanto a la AHE (mLBiogas*H2(gSSVinicia.h) "), los valores promedio son en su orden: (i) 27,3 (LAF
100°C-45min), (i) 24,9 (LAA 85°C-15min), (iii) 23,8 (LAA 100°C-30min), (iv) 22,4 (LAF SP), (v) 18,8
(LAA 75°C-30min), (vi) 18,0 (LAA 85°C-30min), destacandose que el LAF presenta el valor més alto
de AHE, aunque su rendimiento de produccién de biogas fue menor que el del LAGM y el LAA,
indicando que no necesariamente existe una proporcionalidad ente estos dos parametros, cuando se
evaluan diferentes indculos.

El pretratamiento térmico a una temperatura de 85°C durante un tiempo de exposicion de 15min, tiene
un efecto positivo en el rendimiento de produccién de biogas y la AHE del LAA. Lo anterior, sumado a
su alta relaciéon SV/ST (0,83), alta capacidad en la transformacién de carbohidratos (eficiencias de
reduccion predominantes del orden del 98%) y parametros cinéticos, lo hacen factible para ser utilizado
como indculo en la estimacion de la produccion potencial de Hzen la FO del ARY, aun sin someterlo a
un tratamiento térmico previo.

El rendimiento en la produccion de H, en la FO del ARY fue de 30 y 19 mL.(gGlucosaremovida)™!
(equivalente a 0,22 y 0,14 molH,.(molGlucosaremovida)!) utilizando LAA pretratado térmicamente a
85°C-15min y sin pretratamiento respectivamente, lo cual representa hasta un10,5% de su produccién
potencial de H.. El bajo rendimiento de H, en relacion con la produccién potencial del LAA sugiere la
influencia de otros factores sobre la FO del ARY que direccionan rutas metabélicas con produccion
nula de este biogas, como la posible presencia de bacterias acido lacticas.
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7 RECOMENDACIONES

En estudios relacionados con la aplicacién de la AHE como herramienta para la seleccién de indculos, se
recomienda:

o Realizar los ensayos de AHE con la liberacion continua de la presion ejercida por el biogas, de tal
manera que se garanticen presiones bajas de H; en la fase liquida con la consecuente capacidad de
oxidacion de NADH por NADH:FdOxidorreductasa en las BPH.

e Caracterizar los subproductos generados en la fase liquida como los AGVs, de tal manera que
permitan identificar las rutas metabélicas predominantes en la produccién de Hy, utilizando los in6culos
evaluados en el presente estudio y un sustrato facilmente biodegradable como la glucosa o un sustrato
complejo como el ARY.

o Evaluar otras magnitudes de Ty t para el pretratamiento térmico de indculos provenientes de sistemas
de tratamiento de agua residual doméstica y/o municipal como el LAF.

o Realizar la caracterizacién microbiolégica de la fase liquida en la FO del ARY, a diferentes tiempos de
fermentacion, de tal manera que se puedan establecer asociaciones entre los metabolitos generados,
el rendimiento en la produccion de H y los microorganismos productores y/o consumidores de este
biogas y de esta manera, establecer estrategias para maximizar el proceso, como el pretratamiento
del sustrato ademas del inculo per se.

o Realizar ensayos de AHE con adicion de sustrato repetitiva una vez finalizado el tiempo de
fermentacion, con el objetivo de evaluar la influencia del sustrato sobre parametros cinéticos asociados
a la produccion de Hz, como Lambda (A) y Rm.

o Realizar estudios que permitan determinar la viabilidad econdmica del pretratamiento térmico del
indculo para la produccion de Hza través de la FO del ARY.

o Realizar estudios que permitan evaluar la produccion conjunta de H, y CHy a partir de la DA del ARY,
de tal manera que permita aumentar la reduccién del contenido de materia organica de este residuo
agroindustrial, maximizar su potencial para la generacion de bioenergia y aportar criterios de decisidn
respecto a la viabilidad técnico-econémica para dicho objetivo.
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