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Resumen

Titulo: Mejora de la produccién de hidrégeno y &acidos carboxilicos mediante

fermentacion extractiva en lote y continuo

PALABRAS CLAVE: Fermentacion extractiva, Produccion de hidrogeno, Acidos
carboxilicos, Inhibicion por productos, Fermentacion oscura, Resinas no

funcionalizadas

La fermentacion extractiva, una técnica innovadora, busca mejorar la produccion de
hidrogeno y acidos carboxilicos, disminuyendo la inhibicion por productos en la
fermentacién oscura. Este estudio comprueba la afinidad y la capacidad de
adsorcion de &cidos carboxilicos (acido acético, acido butirico y acido lactico) por
medio de la resina polimérica no i6nica PAD950. Se realizaron fermentaciones
extractivas en reactores en lote, empleando dos configuraciones de extraccion de
acidos carboxilicos con la resina PAD950: una columna empacada y un tanque
agitado. Los resultados demostraron mejoras en la produccién: El volumen de
hidrégeno acumulado increment6 39.3% con la configuracién de tanque agitado y
15% con la columna empacada. También se evalud la resina i6nica A110 en la
configuracion del tanque agitado, pero mostro resultados menos favorables que las
fermentaciones extractivas que usaron la resina PAD950. Posteriormente se llevo a
cabo la fermentacion extractiva en un reactor continuo de tanque agitado (CSTR)
usando la resina PAD950 para extraer los acidos carboxilicos en la configuracion
de tanque agitado, operando en etapas con cargas organicas volumétricas de 40 y
60 g azlcares totales/L-d. La produccion de hidrégeno aumentd 34.8% y 26.8%
para las cargas organicas de 40 y 60 g azucares totales/L-d, respectivamente. Sin
embargo, la concentracion reducida de sales minerales en el medio pudo afectar la
produccion de los &cidos, asi como modificar las rutas metabdlicas. En ambas
etapas se observl la presencia de lactato. En general, la extraccion de acidos
carboxilicos mediante resinas emerge como una alternativa prometedora para
atenuar la inhibicién por producto y potenciar el rendimiento de la fermentacion
oscura. A pesar de su relevancia, la mayoria de los estudios se enfocan en la

separacién post-fermentacion con resinas poliméricas.
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Abstract

Title: Improvement of hydrogen and carboxylic acids production through batch and

continuous extractive fermentation

KEYWORDS: Extractive fermentation, Hydrogen production, Carboxylic acids,

Product inhibition, Dark fermentation, Non-functionalized resins

Extractive fermentation, an innovative technique, aims to enhance the production of
hydrogen and carboxylic acids by reducing product inhibition in dark fermentation.
This study verifies the affinity and adsorption capacity of carboxylic acids (acetic
acid, butyric acid, and lactic acid) using the non-ionic polymeric resin PAD950.
Extractive fermentations were carried out in batch reactors, using two extraction
configurations with the PAD950 resin: a packed column and a stirred tank. The
results showed improvements in production: The accumulated hydrogen volume
increased by 39.3% with the stirred tank configuration and 15% with the packed
column. The ionic resin A110 was also evaluated in the stirred tank configuration but
showed less favorable results than the extractive fermentations that used the
PAD950 resin. Subsequently, extractive fermentation was carried out in a
continuous stirred tank reactor (CSTR) using the PAD950 resin to extract carboxylic
acids in the stirred tank configuration, operating in stages with volumetric organic
loads of 40 and 60 g total sugars/L-d. Hydrogen production increased by 34.8% and
26.8% for organic loads of 40 and 60 g total sugars/L-d, respectively. However, the
reduced concentration of mineral salts in the medium could affect acid production
and modify metabolic pathways. Lactate presence was observed in both stages. In
general, the extraction of carboxylic acids using resins emerges as a promising
alternative to mitigate product inhibition and enhance the yield of dark fermentation.
Despite its relevance, most studies focus on post-fermentation separation with

polymeric resins.
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1 Marco teérico

1.1 Fermentacion oscura

La fermentacion oscura es un proceso en el que los microorganismos anaerobios,
estrictos o facultativos, producen hidrégeno (Hz) junto con acidos carboxilicos, como
el acido acético, lactico y butirico, y didéxido de carbono a través de la oxidacién
parcial de un sustrato organico [1]. Durante la fermentacion oscura las bacterias
anaerobias fermentan la materia organica sin la presencia de luz, utilizando una
gran variedad de sustratos tales como carbohidratos, proteinas, lipidos, biomasa

lignocelulésica y residuos orgénicos [2].

Por estequiometria, el valor teérico del rendimiento de Hz es de 4 mol de Hz/mol
hexosa si el acetato es el producto final de la fermentacion (Ec. 1), mientras que su
valor sera de 2 mol de Hz/mol de hexosa si el producto final es butirato (Ec. 2). En
condiciones reales, el rendimiento de Hz esta en el intervalo de 1 a 2.5 mol de Hz/mol
de hexosa [3] debido a la posibilidad de que estén presentes otras rutas
metabdlicas, a la diversidad del consorcio microbiano, y los fenébmenos inhibitorios
provocados por los productos y los reactivos [4].

CoHy,06 + 4H,0 — 2CH;CO0™ + 2HCO3 + 4H, + 4H* (Ec. 1)
CoHy,06 + 2H,0 — CHyCH,CH,CO0™ + 2HCO; + 2H, + 3H* (Ec. 2)

También se ha reportado que el acido lactico generado por las bacterias acido-
lacticas dentro del consorcio puede ser utilizado junto con el &cido acético para la
formacion de butirato e hidrogeno (Ec. 3) [5]. Esta ruta metabdlica se ha observado
durante la transicidén de la fase de latencia y la fase exponencial en experimentos
en lote: se consumen el &cido acético y el cido lactico que fueron formados durante
la fase de retardo y se aprecia un incremento del acido butirico en el reactor, que

coincide con la fase exponencial de la produccion de Ho.
CH5CH(OH)COOH + 0.5CH;CO0H — 0.75CH;CH,CH,COO0H + CO, + 0.5H, + 0.5H,0. (Ec. 3)

Los principales factores que afectan la produccién de Hz por fermentacion oscura
son el pH, la temperatura, el tiempo de retencion hidraulica, la presion parcial de Hz,



la concentracion y composicién del sustrato, la fuente y el pretratamiento del inéculo,

la configuracion del reactor y el modo de operacion [2].

1.1.1 Acidos carboxilicos

La fermentacion oscura genera principalmente productos solubles como el acetato
y el butirato. No obstante, en ciertos procesos que involucran elevadas
concentraciones de sustratos simples, como el suero de leche, se han detectado
otros acidos carboxilicos de cadena corta como el lactato [4]. En lo que respecta a
los reactores de fermentacion oscura en lote, la produccion de acidos carboxilicos

es dependiente de la concentracion y del tipo de sustrato [6].

Los é&cidos carboxilicos se distinguen por la presencia de un grupo carboxilo (R-
COOH) ligado a su estructura de carbono. Cuando este grupo funcional pierde un
protdn, se convierte en un acido carboxilico disociado, dando lugar a un carboxilato
con carga negativa. En términos de acidez, los acidos carboxilicos son considerados
acidos débiles debido a que tienen valores de pKa que oscilan entre 3.86y 4.82 y

se pueden encontrar en su forma disociada a valores de pH entre 2y 7 (Tabla 1).

Tablal. Propiedades de los principales acidos carboxilicos detectados en sistemas de
fermentacion oscura.

Acido carboxilico Acido acético Acido lactico Acido butirico
Estructura O @] O
HaC /\)J\
H30—< ’ \HLOH OH

OH OH

Nombre de carboxilato  Acetato Lactato Butirato

(forma desprotonada)

Estructura de 0 o O

carboxilato H3CA( Hoﬁ)‘\o /\)J\ o
o CHg

pKa a 25°C 4,76 3.86 4.82

Intervalo de pH en el 2.8-6.8 2.9-6.9 2.8-7.8

cual se encuentra
presente el acido en
forma ionizada




1.2 Inhibicion de la fermentacion oscura

Durante la fermentacién oscura puede ocurrir inhibicién por producto, provocada
tanto por la acumulacion de acidos carboxilicos y/o Hz dentro del sistema. En el
caso de la inhibicién por Hz, el aumento en la presion parcial del Hz provoca cambios
en las rutas metabdlicas y favorece la ruta de la homoacetogénesis [7]. La
homoacetogénesis se refiere al proceso metabdlico llevado a cabo por las bacterias
homoacetdgenas, bacterias estrictamente anaerobias que tienen la capacidad de
sintetizar acetato a partir de ocho equivalentes reductores (por ejemplo, 4 mol de
H2) y dos moles de COz2 [4].

En el caso de los &cidos carboxilicos, entre 80 y 90% se encuentran en su forma
disociada, debido a que el pH de la fermentacion oscila entre 5y 6, mientras el pka
se encuentra entre 4.8 y 3.8 (Tabla 1). En la Figura 1, se observa el porcentaje de
disociacion de los &cidos carboxilicos presentes tipicamente en una fermentacion

de producion de Ho.

100~

Acido
Eh = Acido lactico
= Lactato
50~ Acido acético
Acetato

% de especie

25 - == Acido butirico

= Butirato

Figural. Porcentaje de disociacion de acidos carboxilicos presentes en la fermentacion
oscura en funcién del pH.

En el medio de la fermentacion oscura coexisten las formas disociadas y no
disociadas de &cidos carboxilicos, ambas promueven la inhibicién por producto al

aumentar su concentracion [8].

e Silos acidos se encuentran en forma no disociada, pueden penetrar en las
bacterias, disociarse dentro de ellas y alterar su pH, lo que puede afectar su

estado fisiolégico y disminuir su crecimiento celular [9], [10].

3



e Si los acidos se encuentran en su forma disociada, los iones presentes
pueden aumentar la fuerza iénica del medio, lo que a su vez puede estimular
la produccion de autolisinas y promover la lisis celular de las bacterias

productoras de Hz [11]. La Figura 2 muestra los mecanismos mencionados.

- - = e e e = =y

Medio con pH < pKa

e ——
LR Sl s

A” +H*

A tFuerza
ionica

| 2 pH dentro de célula:

'Linhibe crecimiento

Figura 2.  Inhibicién por &cidos carboxilicos no disociados en la fermentacién oscura.
Adaptado de Elbeshbishy et al., 2017[9]

1.3 Fermentacion extractiva

La fermentacion extractiva implica la extraccion de productos durante el proceso
fermentativo con el fin de disminuir su concentracion en el medio [12]. En el caso de
la fermentacion oscura, los sistemas extractivos se centran en la disminucion del
Hz, los &cidos carboxilicos, o ambos, reduciendo asi la inhibicién por producto. Entre
las técnicas empleadas para extraer acidos carboxilicos se encuentran la

electrodialisis, los adsorbentes y las resinas poliméricas [13].

1.3.1 Fermentacién extractiva con resinas poliméricas

La técnica de fermentacion extractiva con resinas poliméricas resulta atractiva
debido a su bajo costo y reducida demanda energética en comparacion con la
nanofiltracién y la electrodidlisis [14], [15]. Se ha demostrado que las resinas
poliméricas pueden integrarse en sistemas de fermentacion en reactores continuos
y tienen la capacidad de retener los acidos carboxilicos generados, lo que aumenta

la produccién de estos [16], [17].

Se han empleado adsorbentes sélidos porosos de superficie extremadamente
amplia, como el carbén activado, polimeros y resinas de intercambio i6nico, con el
objetivo de eliminar metabolitos del fermentado. Estos adsorbentes pueden
afiadirse directamente al fermentador o colocarse en un recipiente separado,

permitiendo asi la circulacién del fermentado entre ambos [18].
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El mecanismo de adsorcidn/intercambio i6nico entre los acidos carboxilicos y la
resina depende tanto de las propiedades de la resina como del acido carboxilico.
Por ejemplo, el tipo de matriz polimérica, la porosidad y el grupo funcional
(fuertemente basico, débilmente basico o no funcionalizada) de la resina pueden
afectar su capacidad de adsorcion, afinidad y selectividad para los acidos
carboxilicos. De igual forma, la estructura molecular, tamafo, carga y acidez del
acido carboxilico pueden influir en su interaccién con la resina [19], [20]. Las resinas
poliméricas empleadas en la extraccion de é&cidos carboxilicos son las resinas

i6nicas y las no iénicas o no funcionalizadas.

1.3.1.1 Resinas io6nicas

El proceso de intercambio i6nico en agua consiste en el intercambio de iones en
fase acuosa por otros en fase solida [21]. En el caso de los acidos carboxilicos y la
resina, el intercambio idnico se basa en la formacion de enlaces ionicos entre el
acido ionizado y un cation presente en la superficie de la resina [15]. Esto significa
que las resinas cargadas positivamente atraen iones con carga negativa. Al pasar
agua que contiene acidos carboxilicos a través de una resina de intercambio
anibnico, estos acidos se intercambian con otros aniones (como cloruro o hidroxido)
unidos a la superficie de la resina. Como resultado, se reduce la concentracion de

acidos carboxilicos en el agua, ya que quedan retenidos en la resina.

En general, el intercambio aniénico entre los acidos carboxilicos y la resina implica
enlaces ionicos entre el grupo carboxilo ionizado del &cido carboxilico y un catién
(como el amonio) en la superficie de la resina. Sin embargo, otros factores como
enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der Waals y efectos estéricos también pueden

desempeniar un papel en algunos casos [19], [20].

1.3.1.2 Resinas de intercambio no-idnico o no funcionalizadas

Las resinas no ionicas o no funcionalizadas estan hechas por un polimero
adsorbente (generalmente sintético) que no contiene grupos cargados en su
superficie. Ejemplos de resinas no idnicas incluyen las compuestas por poliestirenos
aromaticos, polidivinilbenceno y metacrilato alifatico. Estas resinas adsorben acidos

carboxilicos mediante interacciones fisicas que dependen de las propiedades tanto
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de la resina como del &cido. Entre las interacciones principales se encuentra el
efecto hidrofobico, que es la tendencia de las moléculas no polares a agruparse en
agua. Este efecto hace que los acidos carboxilicos se adhieran a las partes no
polares de la matriz de la resina, como cadenas hidrocarbonadas o anillos
aromaticos (Figura 3a). Otra interaccion es la union de hidrégeno, que es la
atraccion entre un atomo de hidrogeno y uno electronegativo, como oxigeno o
nitrogeno. La unién de hidrégeno puede ocurrir entre los grupos carboxilos de los
acidos y las partes polares de la matriz de la resina, como las uniones éter o éster
(Figura 3b). La fuerza y selectividad de estas interacciones dependen de factores

como tamafo molecular, forma, polaridad y acidez de los acidos carboxilicos y la

a) o) U}\

Figura 3. Posibles interacciones entre la resina no funcionalizada y los &cidos
carboxilicos presentes en la fermentacibn oscura: a) Interacciones
hidrofébicas entra la matriz de la resina y las cadenas hidrocarbonadas, b)
Puentes de hidrégeno entre grupos carboxilico y zonas polares de la matriz
de la resina

resina [22].

1.4 Desafios en la fermentacién extractiva con resinas poliméricas

Es importante tener en cuenta que la presencia de aniones como S04 y CI- en el
medio puede disminuir considerablemente la eficiencia de adsorcion debido a la
competencia por los sitios activos en las resinas de intercambio i6nico [12]. En la
fermentacién, este problema es recurrente ya que el fermentado contiene acidos
carboxilicos y ciertos iones, siendo los mas comunes Na*, K*, H2PO4/HPO4%, CI-,
y S04 [23].

Al seleccionar una resina es necesario considerar sus propiedades quimicas, como
la capacidad de intercambio y selectividad, asi como sus propiedades fisicas, como

el tamafio de particula, estabilidad, hinchazén, humedad y densidad de la resina



[21]. También deben tomarse en cuenta las condiciones de elucion para la

regeneracion de la resina [24].

Un problema comudn en estos sistemas es la adsorcion de células en las resinas, lo
cual puede prevenirse mediante la inmovilizacién de la biomasa, la microfiltracion
del medio de fermentacion antes de pasar por la columna de adsorcion, o
recubriendo el adsorbente con algun material protector. Se ha reportado en la
literatura el uso de resinas de intercambio idnica recubiertas por capa de un

polimero no iénico, como la agarosa, para reducir la adsorcion celular [12], [25].



2 Antecedentes

Las investigaciones donde se implementa un sistema de intercambio idnico durante
la fermentacién oscura son escasas. En la mayoria de los estudios, el intercambio
ionico se aplica al final del proceso, posterior a la fermentacion, para tratar el
fermentado y separar los acidos carboxilicos. Ademas, en la literatura es comuan
encontrar el uso de soluciones sintéticas que simulan el fermentado para evaluar la
capacidad de intercambio i6nico de las resinas. Sin embargo, tienen la desventaja
de que no contienen biomasa, por lo que no se puede evaluar correctamente si la
presencia de biomasa en un fermentado real afectaré el desempefio de la resina.

Entre los estudios reportados donde se han usado resinas en la fermentacion
extractiva se encuentra el de Karekar y colaboradores (2020) [17], que operaron un
reactor conectado a un tanque agitado que contenia resina para remover el 4cido
acético generado. Utilizando este sistema para controlar el pH, lograron incrementar
hasta 1.6 veces la formacion de acido acético. Otros estudios han empleado
sistemas de alimentacion discontinua (fed-batch), por ejemplo, Garrett y
colaboradores (2015) [16] operaron un reactor durante 107 dias, utilizando una
resina de base débil (IRA-67) con el objetivo de retener los acidos lactico y acético
producidos, y regular el pH del medio mediante este sistema de extraccion. Con
este enfoque, la productividad de la fermentacion aumenté 1.3 veces en
comparacién con el reactor control (que no utilizaba resina). En la Tabla 2 se
presentan algunos estudios en los que se han empleado resinas de intercambio
i6bnico para mitigar la inhibicion de la fermentacién oscura por la produccion de

acidos carboxilicos.



Tabla 2.

Ejemplos de sistemas que han empleado resinas de intercambio i6nico y no
ibnico para remover acidos carboxilicos de fermentados.

Resina Caracteristicas Medio Acido Referencia
de laresina carboxilico
removido
Amberlite  Amina terciaria Fermentado Acetato [17]
FPA53 acetogeénico de H»-CO»
Amberlite  Amina terciaria Efluente de Lactato [24]
IRI-67 fermentacion de pulpa
Amberlite  Acido sulfénico de datil
120
Amberlite  Amina terciaria Efluente de fermentado  Lactatoy [16]
IRAG7 de azucares de maiz acetato
Amberlyst Amina terciaria Efluente de fermentado  Acido acético, [15]
A21 de residuos vitivinicolas  propiénico,
Sepra Amina primaria butirico,
NH2 valérico y
Sepra ZT- Amina cuaternaria caproico
SAXy (silica y polimérica)
Sepra
SAX
Amino Amina primaria, Solucién sintética que Acido piravico  [26]
SBA-15 secundaria y simula fermentado y succinico
terciaria
(mesoporosa, no
comercial)
Lewatit Amina primaria Solucion sintética que Acido butirico, [23]
VP OC simula fermentado de propioénico,
1065 aguas residuales acético,
Amberlite  Amina secundaria lactico. lones
IRA96 RF comunes:
Amberlite  Amina terciaria H2PO4-/
IRA96 SB HPO42-, Cl-y
Lewatit No funcional SO42-
VP OC
1064 MD

2.1 Antecedentes del uso de resinas para fermentacién extractiva en el grupo de
trabajo

En el grupo de trabajo de fermentacion obscura de la DCA en el IPICYT, Nufiez-

Valenzuela (2021) [27] evalud la capacidad de intercambio i6nico y la cinética de

tres resinas de intercambio idnico con acidos carboxilicos, con el objetivo de
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seleccionar la més adecuada e incorporarla a un sistema de fermentacién extractiva
en lote. Las resinas utilizadas fueron Purolite A110 (amina primaria, macroporosa),
A845 (amina terciaria, en gel) y PAD950 (no idnica, macroporosa), siendo la primera
la que presentd un mayor porcentaje de remocion de 4cidos carboxilicos. En dicho
estudio, también se evaluaron diferentes concentraciones de sales en la
alimentacion de un reactor continuo de tanque agitado de 1 litro, un tiempo de
residencia hidraulico (TRH) de 6h, con carga organica volumétrica (COV) de 60 g
azucares totales/L-d, con el fin de disminuir la concentracién de los aniones en el
medio de cultivo de la fermentacién oscura y evitar la competencia por los sitios
activos en la resina de intercambio idnico. Posteriormente, se operd un reactor de
tanque agitado en lote conectado a una columna que contenia la resina de
intercambio i6nico Purolite A110; durante su funcionamiento la biomasa entraba a
la columna, acumulandose en la misma, provocando una concentracién dindmica
de &cidos carboxilicos generada tanto por su remocidon como por su produccién al

interior de la columna.

Nufez-Valenzuela (2021) [27] reportd que no fue posible obtener la curva de
rompimiento en la columna de intercambio i6nico debido a la concentracion
dindmica de los acidos carboxilicos en la entrada de la columna y al gradiente de
concentracion a lo largo de la misma. Otro problema que enfrent6 la columna fue el
proceso simultdneo de intercambio y regeneracién de los sitios activos; esto ocurre
porque los acidos quedan retenidos en la resina y al realizar el intercambio i6nico
liberan contraiones (-OH), lo que provoca un aumento gradual del pH en el flujo que
atraviesa la columna. Este incremento en el pH contindia hasta alcanzar un nivel lo
suficientemente bésico, lo que provoca la desprotonacién de la resina y la pérdida

de afinidad por los acidos.
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3 Justificacion

Con el objetivo de buscar alternativas que puedan mitigar los problemas de
operacion identificados por Nufiez Valenzuela (2021) [27], en este trabajo se
propone utilizar una resina polimérica no ionizada, con el fin de evitar la competencia
por los sitios activos en la resina. También se explorard la alternativa de reemplazar
la columna empacada por un tanque agitado. Este enfoque tiene como objetivo
evitar el taponamiento y problemas operacionales causados por la entrada y
acumulacion de biomasa en la columna. Adicionalmente, esta configuracion
también podria ayudar a mitigar el proceso de intercambio-regeneracién que ocurre
dentro de la columna, mejorando asi la eficiencia del sistema de extraccion de

acidos carboxilicos.

Después de obtener los resultados utilizando ambas configuraciones y empleando
las dos resinas mencionadas, se procedera a compararlos con los obtenidos por
Nufez-Valenzuela (2021) [27]. El objetivo de esta comparacion es seleccionar la
resina y la configuracion que ofrezcan un mejor desempefio para, posteriormente,

llevar a cabo la fermentacion extractiva en un proceso continuo.
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4 Hipotesis y objetivos

4.1

Hipotesis

La resina no ionica PAD950 evitara los inconvenientes asociados al proceso
de intercambio-regeneracion.

La fermentacién extractiva con la resina en un tanque agitado reducira los
problemas operativos en comparacion con el uso de una columna empacada.
Al implementar un sistema de extraccion con resina para retener acidos
carboxilicos en un reactor continuo de fermentacion oscura, se potenciara la
produccion de hidrogeno y acidos carboxilicos en comparacion con sistemas

sin fermentacion extractiva.

4.2 Objetivos

Comprobar afinidad de la resina polimérica PAD950 hacia los acidos
carboxilicos presentes en la fermentacion oscura.

Comparar la produccion de hidrogeno y acidos carboxilicos en dos
configuraciones distintas de sistemas de extraccion de &cidos carboxilicos
acoplados a un reactor de fermentacion oscura en lote: columna empacada
y tanque agitado. Lo anterior con el fin de determinar cudl es la configuracion
mas eficiente y, al mismo tiempo, reducir los problemas operativos debido a
la acumulacion de biomasa en la columna empacada de extraccién de acidos
carboxilicos.

Evaluar el desempefio de un sistema de intercambio i6nico o adsorcion en
un sistema continuo de fermentacién extractiva para la remocién de acidos

carboxilicos.
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5 Metodologia

5.1 Estrategia experimental

En términos generales, en este trabajo se estudié la fermentacion extractiva
utilizando resinas de intercambio ionico/adsorcion como medio de extraccion
selectiva de acidos carboxilicos presentes en un fermentado. Para ello, en primer
lugar se realizaron cinéticas de adsorcion/intercambio i6nico con la resina no
funcionalizada PAD950 y un fermentado, con el fin de determinar su capacidad de
adsorciéon y comprobar su afinidad por los acidos carboxilicos presentes.
Posteriormente, se procedio a realizar una fermentacién extractiva en lote en la que
se conectd un fermentador de tanque agitado a una columna empacada con la
resina PAD950, y finalmente, evaluar otra configuracion al sustituir la columna
empacada por un tanque agitado que contenia la resina PAD950. A partir de los
datos experimentales obtenidos se seleccioné el sistema de extraccion con mejor
desemperio y se realiz6 un experimento en un reactor de fermentacion oscura en
continuo. En la Figura 4, se presenta un diagrama general de la metodologia con la
secuencia utilizada. A continuacion, se detallardn cada una de estas etapas con
mayor profundidad, asi como los materiales utilizados.

intercambio en lote con columna lote con tanque

[ Capacidad de | | Fermentacion extractiva Fermentacidn extractiva en
idnico/adsorcion

Cinética |
Fermentacidn
extractiva en

sistema continuo

"’9 N :) '\.\ . .
1Y Fh4-B -
PAD950 | " | PAD950 | PADSSOV.‘ MJ ‘?r
i e B Il

|

! I
! KB N B 1 !
| o 1N\ Tanque o
1 >

DU . Y14/ . columna
1 =~ |
! 1

~ NufezValenzuéla(2021) : ATIO

&?

Figura4. Diagrama de la metodologia empleada: Comparacion de las resinas A110 y
PAD950 a través de estudios cinéticos y capacidad de adsorcién/intercambio
ibnico, pruebas de fermentacion extractiva en lote colocando la resina en
columna empacada y tanque agitado, y analisis comparativo para la
seleccién de configuracion en sistemas continuos. El recuadro rojo especifica
las pruebas previamente realizadas por Nufiez-Valenzuela (2021) [26].
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5.2 Indculo, sustrato y medio mineral

Como indculo se utilizé lodo granular metanogénico obtenido de un reactor UASB
que trata los efluentes de la tequilera Casa Herradura (Amatitan, Jalisco). Antes de
Su uso, el lodo granular se sometié a un tratamiento térmico a 105°C durante 24
horas para eliminar a los microorganismos consumidores de hidrégeno. Luego, se
redujo el tamafio de las particulas del lodo mediante un molino de bolas hasta
alcanzar un tamafo de 850 pum (malla #20). El lodo tratado tenia un contenido de
sélidos volatiles (SV) de 0.83 g por g de solidos totales (ST).

Se utilizé suero de leche en polvo como sustrato en los experimentos de
fermentacion. El suero utilizado provino de Chilchota Alimentos S.A. de C.V. y
contenia 0.75 g de lactosa y 1.01 g de DQO por g de suero. EI medio mineral
utilizado fue el medio reducido en sales descrito por NUfiez-Valenzuela (2021) [27],
conteniendo los siguientes macro y micronutrientes (mg/L): NH4CIl, 700;
MgCl2'6H20, 10; CuClz ‘H20, 0.125; MnCl2 "4H20, 0.7; FeCl2>'4H20, 1.91; NiClz -
6H20, 10.25. Es importante destacar que las concentraciones presentes en este
medio estan diluidas 10 veces en comparacidn con las concentraciones que
normalmente se utilizan en el grupo de trabajo para experimentos de produccién de
hidrogeno [28].

5.3 Resinas poliméricas y acondicionamiento previo a su uso

Para este trabajo se usaron dos resinas poliméricas, Purolite A110, y Purosorb
(PAD) 950, proporcionadas por Purolite S. de R.L. de C.V. (EUA), previamente
seleccionadas por Nufiez-Valenzuela (2021) [26]. Las caracteristicas de las resinas

se muestran en la Tabla 3.

Con el fin de evitar la presencia de gas en los poros de las resinas poliméricas
utilizadas en los experimentos, se realizé un proceso de acondicionamiento previo,
cubriendo las resinas con agua miliQ a 95°C e incubandolas durante 24 horas a
37°C y 100 rpm [27]. Es importante destacar que en ninguno de los experimentos
mencionados se mezclaron las resinas, sino que se utilizé Unicamente una de ellas

en cada experimento.
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Tabla 3.  Especificaciones de las resinas poliméricas utilizadas en este trabajo.

Resina polimérica A110 PAD 950

Tipo de resina Base débil libre, Adsorbente,
macroporosa macroporosa

Estructura del polimero Poliestireno reticulado con Acrilico
divinilbenceno

Tamario de particula 300-1200 350-1200

Tamanfo/volumen de poro 20-100 nm 0.6 mL/g

Area superficial (min.) - 450 m2/g

Macro y meso poroso d50 - 130 A

(min.)

Grupo funcional Amina primaria No i6nico o0 no

funcionalizada
Contra ion OH- -
Capacidad de intercambio total 2 eq/L (43.7 Kgr/ft®) -

Ademas de los datos proporcionados por el fabricante, se determind la distribucion
de cargas de la resina A110 utilizando un titulador automatico Metler Toledo (PL
70). Se dispersaron 1.0 mg de resina en 25 mL de agua desionizada y se agitaron
durante 24 horas. Luego se llevo a cabo la titulacion en una atmosfera de Nz,
utilizando NaOH 0.1 M para minimizar las interferencias por CO2. Los iones
liberados se calcularon siguiendo el método reportado por Arcibar-Orozco (2013)

[29]. Paralelamente, se realizé un ensayo de control sin la inclusién de resina.

5.4 Regeneracion de resinas

Para regenerar los sitios activos de las resinas, se procedi6 a lavar la resina después
de su utilizacién. Luego se afiadieron aproximadamente 100 mL de NaOH 1 My se
incub6 durante 24 horas bajo agitacion orbital a 100 rpm y 37°C. Tras esto, se
decanté la resina y se incubd nuevamente (37 °C) por 12 horas con una solucién
50:50 v:v de etanol y agua. Posteriormente, se decanté nuevamente la resina y se

lavd con agua desionizada hasta que el agua de lavado alcanzé un pH de 7 [27].

5.5 Cinéticas y determinacion de la capacidad de intercambio i6nico/adsorcion
usando un fermentado
Para evaluar como interactla la resina PAD950 con los acidos carboxilicos y las

sales minerales presentes en un fermentado, se llevé a cabo un estudio cinético
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utilizando viales sacrificables que contenian 15 mL de fermentado y una
concentracion de 0.04 mg de resina PAD950/mg de solucion. Cabe mencionar que
antes de empezar los experimentos se ajusto el pH del fermentado a 5.8-5.9, ya que
es el intervalo en el cual se opera la fermentacién. Los viales se incubaron a 37°C
con agitacion orbital (100 rpm) y se tomaron muestras de la solucién a los 5, 10, 20,
30, 40, 60, 90, 120, 150, 180 y 210 minutos. El criterio utilizado para determinar el
final de la cinética consistié en verificar que tres puntos consecutivos de la misma
tuvieran una desviacion estandar inferior al 10% al medir la concentracion de acidos
carboxilicos presentes. Se midi6 el pH de cada muestra y posteriormente se filtr6 el
liquido utilizando un filtro de 0.22 um para determinar la concentracién de acidos
carboxilicos (formiato, acetato, lactato y butirato) y cloruro mediante electroforesis

capilar.

En un experimento similar, los viales se incubaron hasta alcanzar el equilibrio
(aproximadamente 4 horas) y luego se tomé una muestra para determinar las
concentraciones de acidos carboxilicos y cloruros presentes. A continuacién, se
reemplazoé el volumen de fermentado por 15 mL de NaOH 1M y se incubé durante
24 horas. Finalmente, se midié la concentracion de acidos carboxilicos que se

eluyeron en la solucion.

Para evaluar si la presencia de iones en el fermentado afectaba la capacidad de
adsorcion e intercambio ionico, se llevaron a cabo pruebas adicionales, en las
cuales se repitieron los experimentos anteriores utilizando un fermentado sin sales
minerales. Posteriormente, se compararon los resultados con los obtenidos

previamente.

5.5.1 Fermentado para las cinéticas y determinacion de adsorcion/intercambio
ionico

Para obtener el fermentado que se usoé en las cinéticas con las resinas, se operd un

reactor continuo de tanque agitado (CSTR, Applikon modelo Z310210011) con un

volumen de trabajo de 1 L y un espacio de cabeza de 0.3 L. Previo a la operacion,

el espacio de cabeza fue purgado con una mezcla de N2:CO:2 (80:20 v:v) durante 10

minutos para crear un ambiente anaerobio. Inicialmente, el reactor operd en lote
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durante 24 horas, usando una concentracion inicial de 15 g de azucares totales/L,
una relacion sustrato/inéculo de 2.7 g sustrato/g SV y la composicion de macro y
micronutrientes descrita en la seccion 6.2. Posteriormente, el CSTR se operd en
continuo a un tiempo de retencion hidraulico (TRH) de 6 horas y una carga organica
volumétrica de 60 g de azucares totales/L-d. Durante la operacion en continuo, se
mantuvo una temperatura constante de 37°C, agitaciéon a 300 rpm y un pH de 5.8
mediante un controlador automéatico. El estado estacionario del reactor CSTR se
determind cuando la produccion volumétrica diaria de Hz presentd una desviacion

estandar inferior a 10% durante al menos 12 TRH seguidos.

Para la caracterizacion de las resinas, se recolectaron dos tipos de fermentados:
uno con presencia reducida de sales minerales y otro sin ellas. El primero se obtuvo
del CSTR en estado estacionario, cuya alimentacion contenia macro y
micronutrientes en las concentraciones especificadas en la seccion 6.2. El segundo
fermentado se obtuvo de la operaciéon del CSTR sin los macro y micronutrientes en
la alimentacién, recolectandolo después de dos TRH desde el momento en que se
eliminaron las sales. Los fermentados fueron centrifugados a 3200 rpm durante 10

minutos para separar la biomasa de la fermentacion antes de su utilizacion.

5.6 Fermentacion extractiva en lote.

Se utilizo el reactor Applikon anteriormente descrito, equipado con un controlador
automatico para mantener la agitacion (300 rpm), pH (5.8) y temperatura (37°C)
constantes. El volumen de trabajo fue de 1 L con un espacio de cabeza de 0.3 L.
Para crear una atmoésfera anaerobia, se burbujed una mezcla de N2:CO2 (80:20 v:v)
para desplazar el espacio de cabeza. Se inici6 la fermentacion con una
concentracion inicial de 15 g de azucares totales/L y una relacién sustrato/indculo
de 2.7 g sustrato/g SV. La produccion de H2 se midié continuamente mediante un
contador de micro caudales de gas puFlow (BPC Instruments). Para controlar el pH
se adicion6 NaOH 5 M. Previo a la fermentacién extractiva, se realiz0 una
fermentacién control en lote por duplicado, bajo las condiciones ya descritas y en la

cual no se utiliz6 resina.
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Se realizaron tres configuraciones de fermentacion extractiva en lote: con
configuracion de columna y resina PAD950 (PAD950-C), con configuracion de
tanque agitado y resina PAD950 (PAD950-T) y con configuracion de tanque agitado
y resina A110 (A110-T). Cabe mencionar que Nufiez-Valenzuela (2021) [26] un
experimento con la configuracion de columna empacada con resina de intercambio
ionico A110 (A110-C). Las diferentes configuraciones experimentales, incluyendo la

realizada por Nufez-Valenzuela (2021) [27], se ilustran en la Figura 5.

Todas las resinas fueron regeneradas y el eluyente se analiz6 mediante
electroforesis capilar para cuantificar los acidos carboxilicos retenidos en la resina.
Los acidos carboxilicos retenidos fueron considerados en los rendimientos molares
de los compuestos de interés en el proceso. En todos los experimentos de
fermentacién extractiva en lote se utilizé resina nueva para llevar a cabo el proceso
de extraccion. Una vez finalizado el experimento, la resina fue regenerada para ser
reutilizada en futuros experimentos. Se considero el gas producido en el recipiente
contenedor de la resina para obtener la produccion total de Hz, asi como obtener
los pardmetros en el modelo de Gompertz. Todos los experimentos de fermentacion

extractiva en lote se hicieron por duplicado.

a)PAD950-C b) PAD950-T c)A110-T d)A110-C
Fermentacion extractiva Fermentacidn extractiva = :
Fermentacion extractiva | en ote con tanque con en lote con tanque con Fermentacion extractiva
en lote con columna resina resina en lote con columna
; [P 4 4_1— s i }
iy |@) : .

A

]

e

4 i
I

Figura5. Configuraciones de fermentacion extractiva en lote con resinas A110 y
PAD950. Nomenclatura utilizada en las configuraciones: El nombre de la
resina utilizada (A110 o PAD950), "C" y "T" denotan "columna" y "tanque",
respectivamente. El experimento A110-C fue realizado por Nufez-
Valenzuela (2021) [26], cuyos resultados se utilizan para fines comparativos.
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5.6.1 Fermentacién extractiva en lote configuracién de columna y resina PAD950
(PAD950-C)
Se utilizé una columna empacada con un volumen de 126.3 mL conteniendo 76
gramos de resina PAD950. El flujo (4.21 mL/min) de entrada a la columna inici6 a
las 8 horas de comenzada la fermentacion y la columna se mantuvo conectada al
reactor durante 6 horas. Es esencial mencionar que el efluente que salia de la
columna se recirculaba nuevamente al fermentador. Para evitar el lavado celular en
el fermentador, el tiempo de contacto en cama vacia (EBCT) de la columna se

mantuvo en 30 minutos [27].

Se tomd muestra del fermentado a la entrada y salida de la columna empacada
durante cada hora de operacion de la fermentacion extractiva para medir el pHy la

concentracion de acidos carboxilicos.

5.6.2 Fermentacion extractiva en lote configuracion de tanque agitado y resina
PAD950 (PAD950-T)
Como sistema extractivo para llevar a cabo la extraccion de acidos carboxilicos en
la configuracién de tanque agitado se emple6 un matraz kitasato de 500 mL con tres
aberturas: dos se utilizaron para la entrada y salida del fermentado, mientras que la
tercera se conectd a un sistema para medir la produccion de gas dentro del matraz,
utilizando una probeta invertida sumergida en una solucion saturada de sal. Un
agitador magnético aseguré una agitacion constante en el interior del matraz, similar
a un tanque de mezcla homogénea. El volumen de trabajo en el matraz fue de 126.3
mL, conteniendo 76 gramos de resina PAD950, cantidad similar a la utilizada en la
configuracion de columna empacada. El tiempo de residencia dentro del matraz se
establecié en 30 minutos, homologo al EBCT de la columna. La operacion del
sistema extractivo comenzo a las 8 horas del inicio de la fermentacion y se mantuvo
en funcionamiento durante 7 horas. Se tomd muestra del fermentado a la entrada y
salida del sistema extractivo en tanque agitado conteniendo la resina durante cada
hora de operacion de la fermentacion extractiva para medir el pH y la concentracion
de acidos carboxilicos. Es importante recalcar que, con el fin de evitar la salida de
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resina del matraz, se colocé un filtro al inicio de la manguera que conectaba el

matraz al reactor. En el anexo 1 se muestran fotografias del sistema.

5.6.3 Fermentacion extractiva en lote configuracion de tanque agitado y resina
A110 (A110-T)

Este experimento tuvo el mismo disefio que el descrito en la seccion 6.6.2 (PAD950-

T), solo que se uso la resina A110 con la misma masa de resina (86 g) que la usada

por Nufiez-Valenzuela (2021) [27] en el sistema A110-C.

5.7 Fermentacion extractiva en un reactor continuo

Los experimentos en continuo se llevaron a cabo en un reactor CSTR Applikon,
modelo 2310210011, equipado con un controlador automatico para agitacion (300
rom), pH (5.8) y temperatura (37 °C). El volumen de trabajo se mantuvo en 1 L,
dejando 0.3 L de espacio de cabeza. Para generar un ambiente anaerobio, se
desplazo el aire en el espacio de cabeza con una mezcla de N2:CO:2 (80:20, v:v)
durante 10 minutos antes de iniciar la operacion. Inicialmente el reactor se opero en
lote a una concentraciéon de sustrato de 10 g azucares totales/L por 24 horas antes
de la operacién en continuo. Se operaron dos etapas en continuo a COV de 40 g
azucares totales/L-d y de 60 g azUcares totales/L-d y TRH de 6 horas. En ambas
etapas, una vez alcanzado el estado estable, se conecto el sistema de extraccidon
de acidos carboxilicos de tanque agitado que contenia la resina PAD950. La
fermentacion extractiva se llevo a cabo durante un periodo de 18 horas, equivalente
a 3 TRH, y laresina se reemplaz6 por una nueva cada 6 horas. Durante la operacién
se tomaron muestras tanto del fermentado del CSTR, como de la salida del sistema
extractivo de tanque agitado para medir el pH y la concentracion de acidos
carboxilicos. Se tomaron muestras cada hora durante las primeras 6 horas y
posteriormente cada 2 horas hasta concluir el periodo de extraccion de 18 horas.
5.8 Meétodos analiticos

Los sélidos suspendidos volatiles (SSV) y solidos suspendidos totales (SST) fueron
determinados por los métodos estandar [30]. La concentracion de acidos
carboxilicos y cloruros en los fermentados se determinaron por electroforesis capilar

(Agilent 1600A, Waldbronn, Alemania) con buffer anidnico (Agilent pH 12.1) y
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columna capilar de silica (Agilent, id=50 mm, L=80.5 cm, longitud efectiva=72 cm) a
25 °C y voltaje ajustado a-30 Kv [6]. La composicion del gas producido se analizd
por cromatografia de gases (GC, 6890N Network GC System, Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania) con un detector de conductividad térmica y una columna
capilar Hayesep D (Alltech, lllinois, EE. UU.), empleando nitrégeno como gas
portador. Las temperaturas del inyector, horno y detector se fijaron en 250°C, 60°C

y 250°C, respectivamente [31].

5.9 Célculos
5.9.1 Modelo de produccion de hidrégeno en lote

Se ajusto el modelo de Gompertz modificado (Ec. 4) a los datos obtenidos para

describir la cinética de produccion de Hz en los reactores en lote.

e Rmax

H(t) = Hpgexp {—exp [ -t + 1]} (Ec. 4)

Hmax

Donde H(t) es el volumen de Hz acumulado (mL H2/L) dependiente del tiempo t (h),
Hmax €s el méximo volumen de hidrégeno acumulado (mL Hz/L), e es el nimero de
Euler (2,71828), Rmax es la tasa maxima de produccion de hidrégeno (mL Hz/L-h) y
A es el tiempo de la fase de latencia (h). Los valores de Hmax, A y Rmax fueron

determinados con el método Rosenbrock quasi-Newton en el software Statistica.

5.9.2 Ecuaciones utilizadas para el calculo de capacidad de adsorcién/Intercambio

ionico
Coqr = Co — Coq (Ec. 5)
Q= _C";feq (Ec. 6)
Regeneracion = (1 - @) x100 (Ec. 7)
eqr

Co es la concentracion de adsorbato inicial en el fermentado
Ceq €s la concentracion de adsorbato en el fermentado en el equilibrio
Ceqr €S la concentracion de adsorbato en la resina en condiciones de equilibrio

Q es la capacidad de adsorcién/intercambio i6nico
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C: es la concentracion de resina

Cudes es la concentracion de adsorbato en la solucion de regeneracion

Regeneracion es el porcentaje de sitios activos recuperados tras la regeneracion de

la resina

5.9.3 Calculos de rendimientos molares

mol de Hy producido

RMH =
mol de hexoSAconsumida
RMA = mol de Acetatoproducido
mol de hexoSAconsumida
mol de Lactatoyroducido
RML = =

mol de hexoSQconsumida

mol de Butiratoproducido

RMB =

mol de hexosAconsumida
RMH es el rendimiento molar de hidrégeno por mol de hexosa consumida
RMA es el rendimiento molar de acetato por mol de hexosa consumida
RML es el rendimiento molar de lactato por mol de hexosa consumida

RMB es el rendimiento molar de butirato por mol de hexosa consumida
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6 Resultados y discusion

6.1 Cinéticay capacidad de adsorcion de la resina PAD950

Con el fin de disminuir la concentracion de la biomasa presente y mitigar posibles
interferencias e interacciones con la resina, el fermentado se centrifugo previo a su
uso. Se utilizaron dos fermentados: uno que contenia medio mineral reducido y otro
gue no lo contenia. Antes de iniciar las cinéticas, se ajusto el pH del fermentado a
5.8-5.9. Las muestras se tomaron en los intervalos de tiempo especificados en la
seccion 6.5, considerando que se alcanzo el equilibrio cuando la desviacidon
estandar de las dltimas tres muestras fue menor a 10% de la media de la

concentracion de acidos carboxilicos en el medio.

En la Figura 6 se presentan las cinéticas de adsorcion de los dos fermentados,
donde la relacion Concentracién/Concentracion inicial representa la fraccién de
acidos carboxilicos y cloruros que aun permanecen disueltos en el medio. El sistema
con medio mineral reducido en sales tardé aproximadamente 120 minutos en
alcanzar el equilibrio, mientras que el sistema sin medio mineral tardé6 180 minutos
en llegar a dicho estado. Esta diferencia podria deberse a que la fuerza impulsora
del fenomeno difusional (gradiente de concentracion) es mayor en el fermentado

con medio mineral reducido en sales que en el que no contiene sales.
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Figura6. Cinética de adsorcion de cloruros y acidos carboxilicos, usando la resina no
i6nica PAD950 (a) Fermentado con medio mineral reducido en sales; (b)
Fermentado sin medio mineral.
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En ambas cinéticas no hubo cambios drasticos de pH, lo que se atribuye a que la
resina polimérica PAD950 es una resina no funcionalizada y, por lo tanto, no libera
contraion alguno que altere el pH de la solucién. En contraste, si se tratase de una
resina ionica, el intercambio iGnico provocaria un aumento en el pH al liberar iones
OH-, coincidiendo con lo observado por Nufiez-Valenzuela (2021) [27]. El poco
cambio en el pH podria ayudar a inferir que el principal mecanismo de retencion de

acidos carboxilicos en este caso es la adsorcion.

El comportamiento observado en ambas cinéticas no se ajusta a lo esperado en una
cinética convencional. A pesar de los intentos por ajustar los datos a modelos
cinéticos de primer y segundo orden, con ninguno se logré obtener una correlacion
satisfactoria. Por lo anterior, seria recomendable investigar otros modelos o
enfoques para una mejor comprension de la cinética de este sistema especifico.
Una propuesta a considerar seria llevar a cabo la cinética utilizando una solucion
sintética con concentraciones similares a las del fermentado empleado y comparar
los resultados. Si el comportamiento difiere entre la solucidon sintética y el
fermentado utilizado, se podria suponer que el material organico residual y/o las
especies que estan en menor cantidad y no fueron consideradas en el estudio, como

los fosfatos, influyen en el comportamiento cinético observado.

La capacidad de adsorciéon de la resina puede determinarse mediante un balance
de masa, considerando las concentraciones iniciales y de equilibrio de los solutos
(Tabla 4). Los resultados confirman que la resina tiene afinidad por los acidos
carboxilicos del fermentado, y muestra que la resina es mas selectiva hacia el
butirato que al acetato y lactato. Esta preferencia podria explicarse por la cadena
alifatica mas larga del butirato respecto a los otros dos acidos, lo que incrementa la

interaccién hidrofobica entre la molécula de butirato y la superficie de la resina.

Existen variaciones en la capacidad de la resina para adsorber &cidos carboxilicos
y cloruros, dependiendo de si los fermentados contienen o no sales minerales. La
concentracion inicial de acidos carboxilicos fue mayor en los ensayos que utilizaron
fermentados con sales minerales reducidas, en comparacion con aquellos que no

las contenian (Anexo 1). Se atribuye esta diferencia a la reduccion en la produccion
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de &cidos carboxilicos cuando se excluyen las sales minerales en la alimentacién

del reactor CSTR, fuente de los fermentados utilizados en los experimentos.

Las capacidades de adsorcion de la resina PAD950 fueron mayores en el
fermentado que contenia sales minerales (Tabla 4). Al comparar la magnitud de la
capacidad de adsorcion con la de la resina polimérica A110 (amina primaria)
utilizada por Nufiez-Valenzuela (2021) [27], se observa una diferencia, ya que se
reportd un incremento en la capacidad de intercambio idnico al usar un fermentado
sin sales minerales. Este fenomeno se explicd por la disminucion de la competencia
entre las sales y los acidos carboxilicos por los sitios activos de la resina iénica.
Siguiendo esa ldgica, se esperaria una mayor capacidad de remocion de acidos
carboxilicos al utilizar un efluente con menor concentracion de sales minerales. Sin
embargo, la resina PAD950 muestra una mayor capacidad de adsorcién con un
fermentado que contiene sales minerales, lo que sugiere que otros factores, como
la concentracion inicial de éacidos carboxilicos, pueden estar influyendo en la
capacidad de adsorcion. Lo anterior concuerda con lo observado por Reyhanitash
et al (2020) [23], donde una resina no funcionalizada (Lewatit VP OC 1064 MD PH),
mostré mayor selectividad hacia los acidos carboxilicos y poca afinidad hacia los
iones de las sales presentes en la solucidon, mientras que las resinas ionicas
(funcionalizadas con aminas) tuvieron mayor selectividad a los iones y sales
minerales.
Tabla4. Capacidad de adsorcion/intercambio iénico de resina PAD950 en fermentados
con diferentes concentraciones de sales minerales. Concentraciones iniciales
en el fermentado: Con medio mineral reducido (g/L): Cloruro: 1.9; Acetato: 2.1;

Lactato: 2.6; Butirato: 4.4. Sin medio mineral (g/L): Cloruro: 1.2; Acetato: 1.1,
Lactato: 2.9; Butirato: 2.4.

Fermentado Q (mmol/g)

Cl- Acetato Lactato Butirato Total
Con sales minerales 0.6 +0.2 0.4+0.5 0.4+0.1 0.8+0.1 2.1+0.3
reducidas
Sin sales minerales 0.1+0.1 0.1+0.1 0.1+0.1 0.1+0.1 0.4 +0.1

La conjetura de que una mayor concentracion de &acidos carboxilicos en el
fermentado con sales minerales resulta en una mayor capacidad de adsorcion de la

resina parece plausible. Sin embargo, para corroborar esta afirmacion y entender
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mas a fondo el comportamiento de la resina con los &cidos carboxilicos, seria
adecuado realizar una serie de isotermas con diferentes concentraciones iniciales
de los acidos carboxilicos. Esto permitiria examinar en mayor detalle la relacion
entre la concentracion inicial de acidos carboxilicos y la capacidad de adsorcién de
la resina. Ademas, este tipo de experimento ayudaria a validar la teoria de que el
gradiente de concentracidon entre la resina y el medio impulsa la difusion de los
acidos carboxilicos presentes, lo que a su vez afecta la capacidad de adsorcion de

la resina.

La distribucién de las cargas de la resina se determind a través de una tituladora
automatica (Figura 7). El punto de carga cero se localiza entre pH 5.5 y 5. Esto
sugiere que los grupos funcionales, aunque escasos, tendran predominantemente
una carga negativa a pH superiores al mencionado. Es importante resaltar que la
fermentacién ocurre a un pH entre 5 y 6, de modo que la superficie de la resina
estaria cargada negativamente al operar en dichas condiciones. La magnitud de la
concentracion de la carga promedio de los grupos funcionales que estan presentes
en la resina (-0.01 — 0.02 mmol/g) sugiere que las interacciones idnicas seran
débiles, lo que podria respaldar la hipétesis que la adsorciébn de los acidos
carboxilicos se lleva a cabo principalmente a través de otro proceso superficial, en

lugar de intercambio i6nico.

Q (mmol/g)

Figura 7.  Distribucion de cargas de la resina PAD950
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En contraposicidn, la distribucién de cargas de la resina de intercambio iénico A110
(amina primaria) presenta cargas de magnitudes de 0.5-0.1 (mmol/g) y mantiene
una carga positiva desde un pH de 4 a 10, observandose una disminucion de su
carga a partir de pH 10, momento en el cual comienza a desprotonarse [27].
Mantener una distribucién de carga positiva en un rango amplio de pH es altamente
conveniente: Al mantener la carga positiva, la resina puede seguir adsorbiendo

moléculas cargadas negativamente, como los acidos carboxilicos.

Este contraste de comportamiento entre las resinas proporciona una comprension
mas profunda sobre la interaccion diferencial con los &cidos carboxilicos,

dependiendo de la naturaleza de las resinas utilizadas.

6.2 Fermentacion extractiva

Tras llevar a cabo los experimentos que permitieron verificar la afinidad de la resina
por los acidos carboxilicos presentes, el siguiente paso fue implementar la
fermentacién extractiva. Este procedimiento implico el uso de la resina para extraer
los &cidos carboxilicos en tiempo real, mientras estos se generaban durante el
proceso de fermentacion. En todos los experimentos de fermentacion extractiva en
lote realizados, se utilizo resina nueva para llevar a cabo el proceso de extraccion.
Una vez finalizado el experimento, la resina fue sometida a un proceso de

regeneracion para ser reutilizada en experimentos posteriores.

6.2.1 Fermentacion extractiva en lote configuracion de columna y resina PAD950
(PAD950-C)

El sistema consisti6 en un reactor de tanque agitado, en el cual procedia la
fermentacién oscura, conectado a una columna empacada con la resina PAD959,
por la que circulaba el fermentado junto con la biomasa presente. Para realizar la
fermentacidn extractiva en un reactor en lote productor de Hz, se dejaron pasar 8
horas después de iniciar la fermentacién para conectar la columna y comenzar con
la extraccion de los acidos carboxilicos. Inicialmente, se planeo que la fermentacion
extractiva operara durante 8 horas, tal como en el estudio de Nufiez-Valenzuela
(2021) [27].
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Es fundamental resaltar la presencia de una malla ubicada al inicio de la manguera
gue conectaba el reactor de fermentacion con la columna o tanque conteniendo la
resina. Esta malla fue colocada con el propdsito de retener la mayor cantidad de
biomasa posible, y mitigar el taponamiento de las mangueras asegurando un flujo
continuo y eficiente en el sistema. Esta medida busc6 mantener la integridad del
proceso y disminuir posibles problemas operacionales. Sin embargo, a pesar de la
presencia de la malla disefiada para retener la biomasa, ésta se acumulé en la
entrada de la columna, generando una obstruccién en la parte inferior de la misma.
Aproximadamente a las 5 horas de funcionamiento, el taponamiento generé un
rechazo de la corriente del fermentado a la entrada de la columna. Por tal motivo, el
sistema de fermentacion extractiva solo estuvo en funcionamiento durante un
periodo de 6 horas. La columna utilizada tenia un volumen de cama de 126.23 mL
y fue empacada con resina PAD950 previamente acondicionada. El tiempo de

retencién hidraulica (EBCT) fue de 30 minutos.
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extractiva
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Figura 8.  Produccion de hidrégeno en lote en el sistema de fermentacion extractiva en
columna empacada con la resina PAD950 y de la fermentacion control. Los
puntos y cuadrados representan los datos experimentales, mientras que las
lineas solidas representan el ajuste al modelo de Gompertz. Las lineas
punteadas negras indican el lapso en el que estuvo conectado el sistema de
extraccion de &cidos carboxilicos.
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Tabla5. Parametros cinéticos del modelo de Gompertz al sistema PAD950-C

Reactor Hmax (NML H2/L) Rmax (NML Hz/h-L) A (h)
Control 31029 +34.7 660.2 + 59.5 79%05
PAD950-C 3568.9 + 430.5 755.6 + 123.8 8.0+0.0

En la Figura 8 se presentan los perfiles de produccion de hidrogeno, tanto de la
fermentacién en lote control como de la fermentacion en lote extractiva, junto con
sus ajustes al modelo de Gompertz. Los parametros obtenidos con el modelo se
presentan en la Tabla 5. El modelo de Gompertz en la fermentacion extractiva arrojo
resultados positivos notables: el volumen acumulado de hidrégeno producido
aumentd 15% y la velocidad maxima de produccion de hidrégeno se incrementé en

un 14.5% en comparacion con el control.
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Figura 9.  Produccion de 4cidos carboxilicos en lote. (a) fermentacién control, (b) sistema
de fermentacion extractiva en columna empacada con la resina PAD950
(PAD950-C).

La Figura 9 ilustra la concentracion de acidos carboxilicos producidos a lo largo del
tiempo en el reactor en lote para ambos sistemas: fermentacién control y
fermentacion extractiva. El cambio mas notable en la fermentacion extractiva es el
incremento en la produccion de lactato hasta aproximadamente las 11 horas.
Posteriormente, se observa que las concentraciones de acetato y lactato comienzan
a decrecer alrededor de las 12 horas, simultAaneamente con la fase exponencial de
produccion de hidrogeno y el incremento en la concentracion de butirato. Esto
podria atribuirse a la capacidad del consorcio de utilizar el lactato y el acetato para
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producir butirato e hidrégeno adicional [5]. Un comportamiento similar también fue
observado en la fermentacion extractiva realizada por Nufiez-Valenzuela (2021)
[27].

Es posible que durante la fermentacidn extractiva haya un cambio en la composicion
del consorcio microbiano y/o que haya un cambio de rutas metabdlicas de los

microrganismos presentes.
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Figura 10.  Diagrama simplificado de rutas metabdlicas en la fermentacién oscura y posibles
rutas metabolicas que pueden tomar las bacterias productoras de hidrégeno,
bacterias que consumen hidrégeno y bacterias acido-lacticas (LAB) [33]

La concentracion de lactato en las primeras 11 horas es mas alta en la fermentacion
extractiva que en la fermentacion control. Esto sugiere la posibilidad de que las
bacterias acido-lacticas (LAB) se hayan enriquecido durante la fermentacion
extractiva. Estas LAB pueden competir por el sustrato, promoviendo la produccién
de &cido lactico y reduciendo la generacion de Hz (Figura 10). Algunos autores han
seflalado a las LAB como responsables de redirigir la fermentacion hacia la
produccion de lactato, adicionalmente algunas de estas bacterias secretan
bacteriocinas, que inhiben a las bacterias productoras de H2 [4], [32]. Por otro lado,
se debe considerar que el lactato y el acetato poseen el potencial de producir
butirato e Hz (Ec. 3), tal como se observo en la fermentacion extractiva de este

estudio y en la realizada por NUfiez-Valenzuela (2021)[27].
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En este sentido, y considerando que diversos microorganismos pueden modificar
sus rutas metabolicas en funcion de las condiciones ambientales, como es el caso
de ciertas especies de Clostridium que tienen la capacidad de metabolizar lactato y
acetato para generar butirato e hidrégeno cuando su fuente de carbono es limitada
[32]. Basandose en investigaciones realizadas por el grupo de trabajo
anteriormente, es probable que el consorcio microbiano este dominado por los
géneros Clostridium, Enterococcus y Leuconostoc; de hecho, se detectd la
presencia de C. butyricum, que puede consumir lactato y acetato para generar Hz y
butirato [33]. A partir de lo expuesto, se puede plantear la hipétesis de que la
fermentacion extractiva esta alterando las rutas metabdlicas del consorcio. Sin
embargo, es esencial realizar investigaciones mas profundas y obtener evidencias

adicionales para confirmar esta suposicion.

En la fermentacion extractiva, el rendimiento molar del acetato aument6 de 0.18 a
0.42 mol acetato/mol hexosa, con respecto a la fermentacion control. En el mismo
sentido, el rendimiento molar de lactato aument6 de 0.02 a 0.23 mol lactato/mol
hexosa con respecto a la fermentacion control, mientras que el rendimiento molar
del butirato disminuyé de 0.54 a 0.50 mol butirato/mol hexosa. Es importante resaltar
gue no hubo cambio drastico en el pH del fermentado en la corriente de salida de la
columna empacada al reactor, oscilando entre 5.7 y 5.8, sin experimentar mayores

cambios.

La fermentacién extractiva realizada por NuUfiez-Valenzuela (2021) [27], donde se
emple6 una columna empacada con resina A110 Purelite (Amina primaria),
demostré un rendimiento de acetato inferior (0.26 mol acetato/mol hexosa) en
comparacion con el experimento del presente estudio en donde se usoé la resina
polimérica PAD950 en la columna empacada (PAD950-C), que fue de 0.42 mol
acetato/mol hexosa. Un aspecto notable de la investigacion de Nufez-Valenzuela
(2021) [27] es que el 4cido lactico formado durante el proceso de fermentacion fue
totalmente consumido, a diferencia del presente estudio en donde el lactato no se
consumié por completo. La diferencia entre estos dos experimentos podria estar

asociada con las caracteristicas de las resinas empleadas: en la resina A110, los
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iones de las sales minerales tienen mayor interferencia en el proceso de intercambio
i6nico, compitiendo por los sitios activos presentes en la resina. Adicionalmente, se
observo un incremento en el pH del fermentado que atraviesa la columna empacada
con resina A110 alcanzando valores de pH entre 10y 11, causado por la liberacién
de los contraiones de la resina y la consiguiente desprotonacion de la misma. Por
el contrario, en el caso de la resina PAD950, el pH se mantuvo constante. Las
condiciones descritas anteriormente tienen un efecto directo en la concentracion de
acidos carboxilicos en el reactor. Esto, a su vez, podria influir en el metabolismo y/o
la composicion del consorcio microbiano presente. Esta cadena de interacciones
podria explicar las diferencias observadas en los rendimientos de los &cidos
carboxilicos en las fermentaciones extractivas realizadas con distintos tipos de

resinas.

6.2.2 Fermentacion extractiva en lote configuracion de tanque agitado y resina
PAD950 (PAD950-T)

Con el fin de mitigar los problemas operacionales, la acumulacion de biomasa y los

cambios de pH dentro de la columna empacada, se decidié cambiar la configuracion

del sistema de extraccion colocando la resina PAD950 en un tanque agitado. Se

contabilizé el hidrogeno que se produjo dentro del tanque agitado que contenia la

resina mediante un sistema de desplazamiento de volumen y fue considerado para

obtener los parametros ajustados al modelo de Gompertz.

La Figura 11 presenta el perfil de produccion de hidrogeno tanto de la fermentacion
control como de la fermentacién extractiva, junto con el ajuste al modelo de
Gompertz. Los parametros obtenidos a partir del modelo se presentan en la Tabla
6. En la fermentacion extractiva, el volumen acumulado de hidrégeno producido
aumento 39.3% en comparacion con la fermentacion control. No se observo un
cambio relevante de la tasa maxima de produccion de hidrégeno (Rmax) ni de la fase

de latencia (A).
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Figura 11.  Produccion de hidrégeno en el sistema de fermentacion extractiva en lote con la
resina PAD950 en un tanque agitado y control (sin fermentacién extractiva). Los
puntos y cuadrados representan los datos experimentales, mientras que las
lineas sélidas representan el ajuste al modelo de Gompertz utilizado en el
estudio. Las lineas punteadas negras indican el lapso en el que estuvo
conectada la resina.

Al observar los parametros del modelo de Gompertz ajustado en las fermentaciones
extractivas que usaron la resina PAD950 (Tablas 5 y 6), se observa que ambas
configuraciones aumentaron la produccién de hidrégeno comparado con la
fermentacién control, siendo la configuracion de tanque agitado la que exhibe un
incremento mayor. Este resultado podria ser el efecto de la distinta interaccion entre
el fermentado y la resina en cada configuracién. En el caso de la columna
empacada, la disposicion compacta de la resina puede limitar la accesibilidad del
fermentado a los sitios de adsorcion en la resina, ya que se pueden formar canales
preferenciales donde el fermentado fluye predominantemente, minimizando la
interaccion con gran parte de la resina. Esto puede resultar en que no todos los
acidos carboxilicos presentes en el fermentado pueden acceder eficientemente a
todos los sitios de adsorcién. En contraste, en un tanque agitado, la resina se mueve
libremente y la agitacion permite una mayor dispersion de las particulas de resina

en el fermentado.
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Adicionalmente, en la columna empacada se identificaron ciertas areas donde la
biomasa tendia a acumularse de manera estratificada, formando una especie de
manto alrededor de la resina, dificultando el libre flujo del fermentado hacia la resina.
Se puede hacer la suposicion de que la biomasa, al compactarse alrededor de la
resina, era una barrera fisica, restringiendo el acceso del fermentado a los sitios de
adsorcion en la resina. Esta situacion plantea un obstaculo potencial para la
transferencia de masa efectiva: La acumulacion de biomasa podria estar impidiendo
que los &cidos carboxilicos presentes en el fermentado interactien eficazmente con

la resina, limitando asi la retencion de estos acidos.

Tabla 6. Parametros cinéticos del modelado Gompertz de PAD950-T

Reactor Hmax (NmML Ha/L) Rmax (NmL Hz/h-L) A (h)
Control 3102.9 + 34.7 660.2 + 59.5 7.96 £ 0.5
PAD950-T 4321.8 + 309.9 699.5 +139.7 8.3+0.7

El fermentado que va del reactor al tanque de extraccion y viceversa contiene
biomasa suspendida; parte de ésta se acumul6 dentro del tanque y no regreso al
reactor. Es posible suponer que la biomasa acumulada en el tanque sigue activa y
es capaz de producir hidrégeno debido a la disponibilidad de sustrato. En la Figura
12 se muestra el volumen de hidrégeno producido dentro del tanque que contenia
la resina, lo cual podria implicar que también se estan produciendo acidos

carboxilicos dentro del tanque, a la par que se estan adsorbiendo.
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Figura 12.  Volumen acumulado de hidrégeno producido dentro del tanque agitado con
resina PAD950 durante la fermentacion extractiva
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El pH en la salida del tanque se mantuvo en valores cercanos a 5.7. Suponiendo
que la mezcla dentro del tanque es homogénea y que el flujo de salida tiene la
misma concentracion que el liquido contenido dentro del tanque, se puede asumir

que el pH en el tanque permanece constante.

En cuanto a la produccion de acidos carboxilicos dentro del reactor (Figura 13), se
observé una mayor produccion de lactato, butirato y acetato con respecto a la
fermentacién control. Esto sugiere que parte del hidrogeno producido proviene de
la fermentacion tipo acetato-butirato (Ec. 1y 2). De manera similar a la fermentacion
extractiva con la configuracion de la columna empacada (PAD950-C), se observa
gue la concentracién de lactato, después de aproximadamente 13 horas, disminuye,
indicando que hay un consumo que podria deberse a la ruta metabdlica acetato-
lactato (Ec. 3).

; (b)

Acetato
- Butirato
-# |actato

Acidos carboxilicos en el reactor (g/L)
Acidos carboxilicos en el reactor (g/L)

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 13.  Produccion de acidos carboxilicos en lote. (a) fermentacion control, (b) sistema
de fermentacion extractiva con el tanque agitado conteniendo la resina PAD950

(PAD950-T).
Se nota claramente que las concentraciones de butirato y lactato al final de la
fermentacién extractiva son mayores que en el control, lo que indica que la resina
ayudé a disminuir el efecto inhibitorio de los acidos carboxilicos (al retenerlos) vy, al
mismo tiempo, logré incrementar su produccion (Figura 13). En la fermentacion
extractiva, el rendimiento molar de butirato aument6 de 0.54 y 0.65 mol butirato/mol
hexosa consumida, con respecto a la fermentacion control. El rendimiento molar de

lactato incrementd de 0.02 a 0.27 mol lactato/mol hexosa, en comparacion a la
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fermentacion control. El rendimiento molar de acetato fue similar al control 0.18 mol

acetato/mol hexosa.

6.2.3 Fermentacion extractiva en lote configuraciébn de tanque agitado y resina
A110 (A110-T)
Tras evaluar la fermentacion extractiva con la configuracion de tanque agitado, se
retomo el trabajo realizado por Nufiez-Valenzuela (2021) [26], que utilizd la resina
A110 (amina primaria) en una columna empacada. Para tal efecto, en lugar de
columna empacada con la resina se utilizé la configuracién de tanque agitado, con
el objetivo de determinar si esta nueva disposicion podria mitigar tanto el problema
de taponamiento de la columna como el cambio abrupto del pH dentro de la misma.
En tal experimento se observé un efecto de intercambio-regeneracién particular ya
que, durante el intercambio idnico, la liberaciéon de iones OH" como contraiones
provocaba un aumento en el pH de la corriente. Este cambio en el pH causaba la
desprotonacion de la amina primaria, lo que a su vez provocaba la liberacién del
acido carboxilico que previamente la resina habia retenido. Al cambiar la
configuracion a un tanque agitado, se busca reducir este efecto y explorar si de esta
manera se logra una disminucién en las fluctuaciones del pH, para asi poder
controlar mejor el proceso de intercambio-regeneracion y mejorar la retencién del

acido carboxilico por la resina.

Aligual que en la seccién previa (PAD950-T), en este experimento se coloco la resina
A110 en un tanque agitado conectado al fermentador durante 7 horas. La Figura 14
muestra la produccién de hidrégeno, resaltando un comportamiento distinto a la
fermentacién control, principalmente en la disminucion de la velocidad de
produccion (pendiente de la curva). Esta divergencia se observd al entrar el

fermentado en contacto con la resina en el tanque.
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Figura 14. Produccion de hidrégeno en el sistema de fermentacién extractiva en lote
con laresina A110 en tanque agitado y de la fermentacion control. Los puntos
y cuadrados representan los datos experimentales, mientras que las lineas
sélidas representan el ajuste al modelo de Gompertz utilizado en el estudio.
Las lineas punteadas negras indican el lapso en el que estuvo conectada la
resina al reactor

La Tabla 7 muestra los parametros obtenidos del ajuste del modelo de Gompertz,
el volumen acumulado de hidrégeno producido aumenté 7.6% en comparacion con
la fermentacién control, sin embargo, la velocidad méaxima de producciéon de

hidrogeno se redujo 41%.

Tabla7. Parametros cinéticos del modelado Gompertz de A110-T

Reactor Hmax (NmL Hz/L) Rmax (NmLH2/h-L) A (h)
Control 3102.9 + 34.7 660.2 + 59.5 7.96 + 0.5
A110-T 3339.6 + 38.9 389.4 +79.5 7.8+0.6

En la Figura 15 se observa la variacion de pH del fermentado que va del tanque
agitado al reactor (A110-T). De manera similar a la fermentacion extractiva realizada
por Nufiez-Valenzuela (2021) [26], el pH de la corriente se encontraba entre 9y 10.
Este hecho causaria la desorcidon de los acidos retenidos en la resina ya que el

aumento del pH provoca la desprotonacion de las aminas presentes en la superficie
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de la resina idnica, lo que a su vez ocasiona que los 4cidos previamente retenidos
se desprendan de la resina. Esto implica que no se estan extrayendo de manera
eficiente los acidos carboxilicos del fermentado, ni se esta mitigando la inhibicién

por producto.

El comportamiento diferente entre ambas cinéticas podria atribuirse a que parte de
la biomasa que entra al tanque agitado de extraccion y retorna al reactor
experimenta un cambio brusco de pH. Esto podria provocar cambios en la actividad
microbiana, asi como en la composicion de la comunidad bacteriana y/o rutas
metabdlicas. Es posible que algunas especies de bacterias no toleren el pH elevado
y sufran lisis celular, otras especies mas resistentes al pH alto sobrevivan y
proliferen, mientras que otras especies que pueden tolerar el cambio de pH cambien
sus rutas metabdlicas. Cabe destacar que la mayoria de las bacterias involucradas
en la produccién de hidrégeno y en la fermentacion oscura tienen un mejor
desemperio a pH entre 4 y 7. Segun el meta-analisis de Lopez Hidalgo et al (2022)
[34] los microrganismos mas comunes en la fermentacién oscura son Clostridium,
Enterobacter y Bacillus, el rendimiento de hidrégeno a pH altos de tales

microorganismos tiende a bajar.
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Figura 15.  Variacion del pH en la corriente de salida tras pasar por la resina A110 (pH
de fermentado en la corriente de salida de la columna/tanque agitado). A110-
C fue realizado por Nufez-Valenzuela (2021) [26].

En un entorno altamente basico, por ejemplo a pH 9, las células bacterianas

enfrentan una serie de alteraciones funcionales que pueden llevar a la interrupcion
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de su ciclo celular. Este alto pH no sélo limita la disponibilidad de algunos nutrientes
vitales, como hierro y cobre, sino que también provoca una disrupcién en las
funciones celulares normales, afectando la absorcién de nutrientes, la progresion
del ciclo celular y la expresion genética. Se conjetura que, en algunos organismos,
el ciclo celular se detiene en un pH de 9.0 debido a que las células deben invertir
energia para realizar los ajustes necesarios que resultan prioritarios para lidiar con
estas condiciones [35].

Es importante tener en cuenta que estas hipétesis son especulativas y requeririan
investigaciones y experimentos adicionales para validarlas y comprender
completamente los mecanismos subyacentes que afectan los rendimientos de los

productos de fermentacion en las condiciones estudiadas.
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Figura 16.  Volumen acumulado de hidrégeno producido dentro del tanque agitado con
resina A110 durante la fermentacion extractiva.

La Figura 16 presenta el volumen acumulado de hidrogeno generado en el sistema
extractivo de tanque agitado con resina A110 durante la fermentacién extractiva. De
forma similar al experimento anterior, se constaté que una porcion de la biomasa
gue inicialmente se encontraba en el reactor se acumuld en el interior del tanque
del sistema extractivo y no retorné al reactor. Al comparar con el volumen de

hidrogeno producido en el tanque que albergaba la resina PAD950, se observo
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mayor produccion de hidrogeno en este Ultimo. Esta discrepancia en la produccion
de hidrégeno podria atribuirse a que el pH del tanque con la resina A110 fluctuo
entre valores de 9 y 10. Es posible que la biomasa presente en este tanque no
estuviera generando hidrégeno en la misma medida que el tanque agitado en el

experimento PAD950-T debido a una respuesta al choque de pH.

En términos de produccion de &cidos carboxilicos, en la fermentacion extractiva se
observa un ligero aumento en la produccién de lactato y acetato, mientras que la
produccion de butirato se reduce, en comparacion con la fermentacién control
(Figura 17). A diferencia de las otras fermentaciones extractivas en este trabajo, no
se observa el patron de aumento y disminucién en la concentracién de lactato. Se
podria suponer que una fraccion de la biomasa experimenté un choque de pH: una
porcion de la biomasa se mueve del reactor (pH 5.8) al recipiente con la resina (pH
9 a 10) y luego regresa al reactor. Ademas, el proceso de intercambio ionico-
desprotonacién, mencionado en la seccion 2.1, hace que la cantidad de acidos
carboxilicos retenidos sea menor a la anticipada. Esto sugiere que quizas el efecto
inhibitorio de los productos no se esta atenuando como se buscaba inicialmente,

modificando las rutas metabdlicas y, probablemente, a la comunidad microbiana.
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Figura 17.  Produccion de acidos carboxilicos en lote. (a) fermentacion control, (b) sistema
de fermentacién extractiva con el sistema extractivo de tanque agitado con
resina A110 (A110-T).
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6.2.4 Comparacion de sistemas de fermentacion extractiva

En la Tabla 8 se presentan los parametros estimados del modelo de Gompertz
correspondientes a las fermentaciones extractivas en lote utilizando resinas
poliméricas. Las fermentaciones extractivas con mayor volumen acumulado de
hidrogeno producido contenian la resina PAD950. Esto podria atribuirse a que la
resina PAD950, al ser no idnica, exhibe una menor selectividad hacia los iones
derivados de las sales minerales presentes en el fermentado, en comparacion con
la resina A110, que si es ionica, y que el pH dentro del sistema de fermentacién

extractiva, es constante, como ya se discutié previamente.

Tabla8. Parametros estimados con modelo de Gompertz de fermentaciones extractivas

en lote
Reactor Hmax (NmL Rmax (NmLHz/h- A (h) Referencia
H/L) L)

Control 3102.9 £ 34.7 660.2 £ 59.5 7.96+£0.5 Este trabajo

PAD950-C 3568.9 + 430.5 755.6 + 123.8 8.02+0.0 Este trabajo

PAD950-T 4321.8 + 309.9 699.5 £ 139.7 8.3+£0.7 Este trabajo

A110-C 3762.9 + 229.1 1120.7 £ 47.1 7.2+05 Nufez-
Valenzuela
(2021)[27]

A110-T 3339.6 + 38.9 389.4 £ 79.5 7.8+0.6 Este trabajo

Al analizar los dos reactores que emplearon un sistema de extraccion con resina
PAD950, se observo un mejor desempefio en el sistema con la configuraciéon de
tanque agitado en comparacion con la columna. La operacién del tanque agitado
conteniendo la resina mejoro la transferencia de masa y evito diversos problemas

operacionales, como los encontrados en el caso de la columna.

La produccion de acidos carboxilicos varié entre los distintos sistemas de
fermentacién extractiva, en comparacion con la fermentacion control. En términos
generales, se observé un aumento en la produccion de butirato, lactato y acetato.
Esto permite suponer que el hidrégeno generado proviene, principalmente, de la
fermentacion de tipo acetato-butirato. De manera general, después de las 10 horas
se da un consumo simultaneo de acetato y lactato, generando mas butirato e

hidrégeno.
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Esta variacion en la produccion de &cidos carboxilicos podria deberse a las
diferencias resultantes de las condiciones imperantes en la fermentacion extractiva,
lo cual afecta las rutas metabdlicas y la composicién de los productos finales. Es
importante destacar que, a excepcion del sistema A110-T, todos los sistemas de
fermentacién extractiva mostraron un mayor rendimiento molar de &cidos
carboxilicos en comparacion con el control (Tabla 9). Esto sugiere que la
fermentacion extractiva reduce la concentracion de acidos carboxilicos en el caldo
de fermentacion, minimizando potenciales efectos inhibitorios. Lo anterior trae como
consecuencia una posible estimulacion de las vias metabdlicas del consorcio,
incrementando la produccion tanto de Hz2 como de acido carboxilicos, mejorando el

rendimiento global del proceso.

Tabla9. Rendimientos molares de acidos carboxilicos producidos en la fermentacion
extractiva en lote.
Reactor Rendimiento molar
Acetato (mol  Lactato (mol Butirato (mol .
: Referencia
acetato/ mol lactato/ mol butirato/ mol
hexosa) hexosa) hexosa)
Control 0.18 £0.02 0.02+0.01 0.54+ 0.05 Este trabajo
PAD950-C 0.42+0.04 0.23+0.11 0.50+ 0.01 Este trabajo
PAD950-T 0.18+0.01 0.27 £ 0.07 0.65+0.2 Este trabajo
A110-C 0.26+ 0.01 N.A 0.70+ 0.01 Nufez-
Valenzuela
(2021) [27]
A110-T 0.15+0.00 0.02+0.02 0.45+0.12 Este trabajo

El propdsito de realizar las fermentaciones extractivas con las dos resinas bajo las
distintas configuraciones era compararlas entre si para identificar cual ofrecia un
mejor rendimiento y utilizarla en un sistema de fermentacion extractiva en continuo.
En términos de produccion de hidrogeno, la fermentacion extractiva PAD950-T

obtuvo el mayor volumen acumulado del gas, como se refleja en la Tabla 8.

Asi mismo, desde un enfoque experimental, la configuracion con el sistema
extractivo de tanque agitado fue la que presentd menos inconvenientes

operacionales, evitando el taponamiento. Por consiguiente, se decidié usar la resina
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PAD950 y la configuracion del tanque agitado en el reactor continuo (PAD950-T),

con base a los resultados obtenidos en las pruebas.

6.3 Fermentacion extractiva en un CSTR

En el proceso de fermentacion extractiva en continuo, se utilizaron dos condiciones
de COV en experimentos completamente independientes, 40 y 60 g azUcares
totales/L-d. Esto permitié evaluar el impacto en el rendimiento y la eficiencia del
proceso de fermentacion extractiva. En este estudio, se emple6 una resina PAD950
regenerada, es decir, previamente utilizada y sometida a un proceso de
recuperacion, en lugar de una resina nueva. Utilizar resinas regeneradas tiene
ventajas econdémicas y medioambientales al reducir la necesidad de adquirir y
desechar resinas nuevas, siempre y cuando su eficacia y rendimiento no se vean

comprometidos.

En ambas COV, la produccion de hidrégeno alcanzé el estado estable antes de
conectar el reactor CSTR al sistema extractivo de tanque agitado con la resina
PAD950 para iniciar la extraccion de los acidos carboxilicos. La resina fue
reemplazada cada 6 horas, equivalente a 1 TRH. La extraccion de acidos
carboxilicos se llevé a cabo durante un periodo de 18 horas (3 TRH). En la Tabla
10 y la Figura 18 se presentan las concentraciones de los acidos carboxilicos y la
velocidad volumétrica de hidrégeno producido.
Tabla 10. Velocidad volumétrica de hidrégeno (VVPH), concentracion de &cidos
carboxilicos producidos y eficiencia de consumo de azlcares totales en los
experimentos de fermentacién extractiva en contindo utilizando la resina

PAD950. Los datos presentados se refieren a la operacion en estado estable
tanto para la fermentacién control como para la fermentacion extractiva.

cov H2 Concentracion de acidos carboxilicos  Azlcares

(o] producido totales
azucares  \VPH Acetato Lactato Butirato consumidos
LO)talele- (L Ho/L-d)  (g/L) (g/L) (g/L) (%)

40 2.24 0.91+0.1 2.33 £.03 2.01+.02 88.2+2.3

40* 3.02 0.98+0.1 2.36 £ 0.0 2.19+0.1 91.1+4.5

60 2.39 0.92+0.1 1.77+0.1 2.12+0.1 60.5+4.1

60* 3.03 1.16£0.0 2.09+0.1 2.22+0.1 65.1+2.0

*18 horas de fermentacion extractiva
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Figura 18.  Acidos carboxilicos producidos (g/L) (a) y consumo de azucares totales (%)
(b) en los experimentos de fermentacion extractiva en continto utilizando la
resina PAD950. Los datos presentados se refieren a la operacion en estado
estable tanto para la fermentacién control como para la fermentacion
extractiva. *18 horas de fermentacién extractiva

6.3.1 Carga organica volumeétrica de 40 g azucares totales/L-d

En el caso de la operacion del reactor continuo a una COV de 40 g azlcares
totales/L-d, la velocidad volumétrica de produccién de hidrégeno (VVPH) aumentd
de 2.24 L H2/L-d en estado estable a 3.02 L Hz/L-d después de 18 horas (3TRH) de
fermentacién extractiva. Esto indica que el proceso de fermentacion extractiva
mejoro la produccién de hidrégeno 34.8%, lo cual podria deberse a que la extraccion
de acidos carboxilicos por la resina PAD950 favorecié las vias metabdlicas de

produccion de hidrégeno en la fermentacion.

El total de acidos carboxilicos producidos aumenté 5.3% después de la
fermentacién extractiva (de 5.34 a 5.53 g acidos carboxilicos/L). El acetato y butirato
aumentaron su concentracion en 7.7% Yy 8.7% después de 18 horas de fermentacién
extractiva pasando de 0.91 a 0.98 g acetato/L y de 2.01 a 2.19 g butirato/L (Tabla
10). Por otro lado, la concentracion de lactato mostré un incremento de 1.3%, un
porcentaje menor al esperado si se compara con los experimentos en lote. En
ambos experimentos de fermentacion extractiva en lote donde se uso la resina
PAD950, el lactato fue el metabolito que presentdé un mayor incremento en el
rendimiento molar (Tabla 10).
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En estudios previos llevados a cabo por el grupo de investigacion, se ha observado
qgue las concentraciones de lactato se pueden cuantificar en sistemas continuos
cuando la COV alcanza valores superiores a 90 g de azUcares totales/L-d [36]. No
obstante, en el presente estudio se observo una concentracion de lactato de 2.3 g/L
en sistemas CSTR con una COV de 40 g de azucares totales/L-d, la cual esta muy

por debajo de las cargas mencionadas.

Vale la pena destacar que las condiciones ambientales en un sistema continuo
pueden diferir de las experimentadas durante los ensayos en lote, o que podria
influir en la produccion de lactato. Es posible que la eficiencia de extraccion de la
resina PAD950 para el lactato no sea la misma en un sistema continuo que en uno
en lote debido a las diferencias en concentracion de los &cidos carboxilicos,
provocando que los acidos carboxilicos presentes interactien de forma diferente
con la resina. También pueden haberse producido variaciones en el consorcio
microbiano utilizado y sus rutas metabdlicas, lo que podria haber afectado la
distribucién de los productos de la fermentacién. Asimismo, es factible que la
extraccion continua de acidos carboxilicos por la resina PAD950 haya modificado el
equilibrio metabolico del microorganismo, conduciendo a una menor produccion de

lactato en comparacion con los experimentos en lote.

6.3.2 Carga organica volumeétrica 60 g azucares totales/L-d

Al comparar la produccion de acidos carboxilicos y la velocidad de produccion de
hidrogeno antes y después de la fermentacion extractiva a la COV de 60 g azUcares
totales/L-d, se observa un aumento importante (Figura 18; Tabla 10). La VVPH
aumentd un 26.8% al pasar de 2.39 L H2/L-d en estado estable a 3.03 L Hz/L-d
después de 18 horas de fermentacion extractiva. El total de acidos carboxilicos
producidos aumento 13.72% después de la fermentacion extractiva al pasar de 4.81
a 5.47 g acidos carboxilicos/L. Las concentraciones de acetato, lactato y butirato
aumentaron 26.1%, 18.1% y 4.7%, respectivamente. El acetato paso de 0.92 a 1.16
g/L, el lactato aument6 de 1.77 a 2.09 g/L y el butirato de 2.09 a 2.22 g/L. Estos

resultados indican que la fermentacion extractiva tuvo un impacto positivo en la

45



produccion de acidos carboxilicos y la velocidad de produccién de hidrogeno, lo que

sugiere una mejora en el proceso.

Hay particularidades notables en el estado estable a una COV de 60 g azlcares
totales/L-d COV si comparamos con los resultados presentados por Montoya-
Rosales y colaboradores (2022) [28], donde el sistema de fermentacién, sustrato,
COV e indculo eran idénticos, solo diferian en la concentracion de sales minerales
empleadas en el medio de fermentacion. Es relevante notar que en ese trabajo la
VVPH fue de 6.4 L H2/L-d y las concentraciones de los acidos carboxilicos fueron
mayores (acetato 3.02 g/L, butirato 5.8 g/L y lactato O g/L, refiriendo al lactato como
un metabolito que fue consumido completamente en la fermentacién) [28].
Adicionalmente, el consumo total de azUcares alcanzé 94%, mientras que en la
presente investigacion fue de 60%. Esta discrepancia podria ser resultado de la
reduccion en la concentracién de micronutrientes y macronutrientes en el medio de
fermentacion, reduciendo el crecimiento del consorcio microbiano. Adicionalmente,
en el presente trabajo, al tener los microorganismos una mayor concentracion de
sustrato disponible, es posible que la fermentacién extractiva haya tenido un efecto
positivo en el metabolismo de las bacterias acido-lacticas, pero no en las

productoras de Ho.

Nufez-Valenzuela (2021) [26] determiné que la cantidad de sales utilizadas podria
sostener la fermentacion en un proceso en lote, cosa que se comprobd; no obstante,
es claro que la reduccién de sales compromete el desempefio de un reactor
continuo a las COV aplicadas en el presente trabajo. Por lo tanto, un area de
oportunidad para futuros trabajos es la determinacion de las cantidades precisas de
sales necesarias para mantener un estado estable que no comprometa tanto la

produccion de metabolitos como la eficiencia de la fermentacién extractiva.

En el presente trabajo, las diferencias en la produccién de &cidos carboxilicos se
pueden atribuir a cambios en las rutas metabdlicas, influenciados por la cantidad de
azucares totales disponibles en el medio, la concentracion del medio mineral y la
remocion continua de acidos carboxilicos en procesos de fermentacion extractiva.

En sistemas CSTR bien controlados para la fermentacion oscura, la baja diversidad
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en comunidades microbianas favorece una produccién de hidrégeno de alto
rendimiento. Este hecho subraya la importancia de conocer la estructura de la
comunidad microbiana para obtener informacion sobre la produccion o cambios en
los acidos carboxilicos. Si ciertas especies microbianas dominan en una
configuracion de fermentacion, es probable que tengan vias metabdlicas
especificas que afecten el perfil de acidos carboxilicos observados [33]. Una
comprension detallada de estos elementos ayudaria a optimizar la producciéon de
acidos carboxilicos y arrojar luz sobre las complejidades involucradas en la

fermentacidn extractiva en procesos continuos.

Al comparar la concentracion de acidos carboxilicos, la produccion de hidrogeno de
los estados estables de COV de 40 y 60 g azUcares totales/L-d (Tabla 10), se
observa que los valores son similares, con la diferencia principal en el porcentaje de
azucares totales consumidos. Cuando el crecimiento bacteriano y la actividad
metabdlica se ven limitados por la disponibilidad de nutrientes, es posible que la
produccién de hidrégeno no aumente proporcionalmente con el incremento en de la
concentracion de azucares. En otras palabras, aunque haya mas azlcares
disponibles para la fermentacion en la COV de 60 g azUcares totales/L-d que con
40 g azucares totales/L-d, la produccion de biomasa y de hidrégeno podria estar
limitada por la disponibilidad de macro y micronutrientes presentes en el medio de

fermentacion.

Las bacterias fermentativas, al consumir azucares en el medio de cultivo, también
requieren nutrientes esenciales para su crecimiento y actividad metabdlica. Estos
nutrientes incluyen nitrégeno, fésforo, azufre y otros elementos traza. La
disponibilidad de dichos nutrientes es fundamental para mantener la actividad
bacteriana y, en ultima instancia, la produccién de hidrogeno y otros productos de

fermentacion.

En ambos casos, con COV de 40 y 60 g azucares totales/L-d, se utiliz6 la misma
cantidad de medio mineral. Si bien es posible que un aumento en la concentracion
de azlcares pueda intensificar la actividad bacteriana, no necesariamente se

traduce en un incremento proporcional en el crecimiento (lo que implicaria una
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mayor demanda de macro y micronutrientes). Por otra parte, al utilizar sales
minerales en concentraciones reducidas, es posible que se haya observado una
disminucién en el crecimiento y/o actividad microbiana. Sin embargo, determinar la
magnitud y la naturaleza exacta de este efecto requiere de estudios adicionales para

llegar a una conclusion definitiva.

Independientemente de estas consideraciones, es crucial destacar que, a pesar de
las posibles limitaciones, el uso de la fermentacion extractiva con la resina PAD950
logré potenciar la produccion tanto de hidrogeno como de acidos carboxilicos en las
COV estudiadas.

6.3.3 Comparacion con la Literatura Existente

En la Tabla 11 se presentan otros trabajos reportados en la literatura de
fermentacion extractiva. Tales estudios evidencian el potencial de diversas técnicas
para aumentar los productos en la fermentacion. Al contrastar los resultados del
presente estudio con otros trabajos, se observa que se sigue una linea adecuada
de investigacion: Aunque cada estudio presenta particularidades y contextos
especificos, este enfoque se presenta como una opcion viable cuyos resultados son

positivos y tienen area de oportunidad para mejorar.

Al comparar el presente estudio con investigaciones que también emplearon resinas
poliméricas, como las de Garrett y colaboradores. (2015) [16] y Karekar et al. (2020)
[17], se observan resultados competitivos, especialmente considerando la diferencia
en indculos utilizados. Las investigaciones mencionadas aplicaron sistemas de lote
alimentado y resinas de intercambio iénico. Estos datos sugieren una posible
direccién para investigaciones futuras: implementar un sistema similar con el

objetivo de prolongar la operacion de la fermentacion.

48



Tabla 11.  Ejemplos de sistemas de fermentacion extractiva
Técnica Detalles de la Acidos Configuracién del Principales resultados Referencia
utilizada técnica carboxilicos sistema
utilizada de lafase
liquida
Uso de resina  Uso de resina Acido lactico  Reactor lote Aumentd 25% la produccidn total de acido lactico.  (Garrett et al,
i6nica de intercambio y &acido alimentado conectado Reactor funcion6 durante 108 dias 2015) [16]
idnico IRA67 acético con tanque agitado
(amina gracias a un
primaria), controlador de pH
mantener acido gue hace circular
lactico a fermentado a reactor
concentracion hasta legar a pH 5.5

Uso de resina
idnica

Uso de fase
organica

Uso de resina
no
funcionalizad
a

menor a 20 g/L
Uso de resina
Amberlite
FPA53 (amina
terciaria) para
extraer acetato
Uso de aceite
de silicona para
extraer
hidrogeno y CO3
presente en fase
liquida

Uso de resina
PAD950,
conectada a
tanque agitado. |

Acido acético

Acido acético
y butirico.
Acido lactico
solo presente
en etapa de
COV 138¢g
AT/L-d

Acido
acético,
lactico y
butirico.

Reactor lote
alimentado conectado
a un tanque agitado
gue contiene resina
de intercambio i6nico
CSTR al que se le
agregaba 10% (v/v)
de aceite de silicona-
Cada etapa duraba
60 horas

CSTR conectado a
tanque agitado que
contiene resina no
funcionalizada

Usar sistema de extraccién como controlador de
pH
Aumentd 160% produccion de acido acético

Dos COV:

60 g AT/L-d: Aumento la produccién de Hz en
29%. El acetato y butirato aumentaron su
concentracion en 28% y 10%

138 g AT/L-d: Aumento la produccién de Hz en
13%. El acetato, lactato y butirato aumentaron su
concentracion en 28%, 0% y 4%

Dos COV:

40 g AT/L-d: Aument6 la produccion de Hz en
34.8%. El acetato y butirato aumentaron su
concentracion en 7.7%y 8.7%

60 g AT/L-d: Aumento de 26.8% de produccion de
H.. Las concentraciones de acetato, lactato y
butirato aumentaron 26.1%, 18.1% y 4.7%
respectivamente

(Karekar et
al, 2020) [17]

(Montoya et
al, 2022) [28]

Este trabajo
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7 Conclusiones

Se demostrd que la resina PAD950 tiene afinidad hacia los &cidos carboxilicos
presentes en la fase liquida de la fermentacion oscura. Al utilizar la resina PAD950
en la implementacion en diferentes configuraciones, como columna empacada y
tanque agitado, en la fermentacién extractiva se demostré que aumentaba la

produccion de hidrogeno y de &cidos carboxilicos.

Al usar la resina PAD950 en una columna empacada, se logré un incremento del
15% en la produccion de hidrégeno y un aumento notable en el rendimiento molar
de los acidos carboxilicos. Por otro lado, cuando se empleé la resina en un tanque
agitado para la fermentacion extractiva, no solo se obtuvo una mejora considerable
del 39.3% en la produccion de hidrégeno, sino también se redujeron los problemas
operativos, ofreciendo ventajas importantes sobre la configuracion de columna

empacada.

Los cambios detectados en las rutas metabodlicas en PAD950-C y PAD950-R, en
comparacién con la fermentacién control, sugieren que la fermentacién extractiva
podria influir en el metabolismo microbiano. En ambas configuraciones de
fermentacion extractiva utilizando la resina PAD950, se noté un aumento inicial en
la concentracién de lactato, que posteriormente disminuy6 entre las 10 y 12 horas
desde el comienzo de la fermentacion. Esta observacion ayuda a plantear la
hipotesis de que el lactato podria estar siendo consumido para generar butirato e
hidrogeno, sin embargo, se necesita realizar una investigacion mas profunda para

poder confirmarlo.

En comparacion con el uso de la resina idnica A110, la resina PAD950 no presenta
el fendmeno de adsorcidén-regeneracion, evitando asi fluctuaciones drasticas en el

pH y posibles perjuicios a la biomasa.

La resina PAD950, combinada con la configuracibn de tanque agitado, fue
seleccionada para ser empleada en la fermentacion extractiva de proceso continuo.
Esta eleccion se basOo en su notable eficiencia al aumentar la produccion de

hidrogeno y acidos carboxilicos, su capacidad para mantener el pH constante y las
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ventajas operacionales que presenta frente a la configuracibn de columna

empacada.

Durante el proceso continuo de fermentacion extractiva, en la COV de 40 g de
azucares totales/L-d, aumentd 34.82% la velocidad de produccion de hidrégeno,
mientras que, con una COV de 60 g, esta velocidad mejoro en un 26.8%. Resulta
interesante que, a pesar de las diferencias en las concentraciones de azucares, las
velocidades de produccion de hidrégeno en ambas cargas fueron similares.
Adicionalmente, se detectaron variaciones en el consumo de azucares, siendo del
88% para la carga de 40 y del 65% para la carga de 60, lo cual podria estar asociado

al uso de un medio mineral reducido en sales.

Las discrepancias en el consumo de azucares entre ambas cargas sugieren la
posibilidad de que el consorcio microbiano pueda no estar creciendo y/o
metabolizando de manera éptima. No obstante, alin se requieren investigaciones
adicionales para confirmar y comprender a fondo las causas subyacentes de este

fenébmeno.

Es fundamental resaltar que el enfoque de utilizar resinas poliméricas durante la
fermentacién, en lugar de en un tratamiento post-fermentacion, es poco comudn en
la literatura actual. Esta investigacion se posiciona, por tanto, como una aportacion

valiosa, abriendo caminos para futuros estudios.
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8 Perspectivas

e Optimizacion de la concentracibn de sales minerales: Determinar la
concentracion minima necesaria para un sistema continuo de operacion sin
afectar la estabilidad del consorcio microbiano, la produccion de metabolitos
y su crecimiento. Considerar también la variable de la concentracion inicial
de azlcares en la prueba. Esto permitira el uso del fermentado con una
cantidad de sales/iones que no afecte el crecimiento microbiano y disminuya
la interferencia que suponen en la fermentacion extractiva con resinas.

e Gestion de la biomasa: Encontrar una estrategia efectiva para mantener la
biomasa dentro del reactor, sin que entre en contacto directo con la resina,
para evitar problemas operacionales, como fijar la biomasa dentro del
reactor.

¢ Realizar el modelado del matraz kitasato utilizado como tanque agitado para
optimizar los parametros de operacion: velocidad de agitacion y tamafio del
agitador. De esta forma se podra obtener una mejor comprension del
transporte de masa que ocurre entre la resina y los acidos carboxilicos
presentes en el medio; se podria modelar la forma del tanque y su agitador
magnético, con el fin de determinar la velocidad de agitacion 6ptima para el
proceso.

e Usar diferentes adsorbentes: Se sugiere combinar dos tipos de resinas (una
ibnica y una polimérica) para aumentar la retencibn de los acidos
carboxilicos. Se debera determinar en qué proporcién son mas selectivas
hacia los metabolitos presentes en el fermentado.

e Estudio de las comunidades microbianas: Realizar comparaciones entre las
comunidades presentes tanto en la fermentacion control/estado estable y la
fermentacion extractiva. Se podria usar herramientas como la
metatrascriptomica para identificar qué genes estan activos y como varian
entre la fermentacién extractiva y la fermentacion oscura control.

e Ciclos de regeneracion/adsorcion: Realizar pruebas para determinar cuantos
ciclos de regeneracion es capaz de soportar la resina antes de que su

porcentaje de regeneracion empiece a disminuir. A partir de este punto, se
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podria desarrollar un sistema que intercambie columnas (mientras una
funciona, la otra se regenera) y asi realizar procesos continuos con menos
interferencias.

Si se logra optimizar el proceso con la resina A110, se podria usar el sistema
de extraccion de acidos carboxilicos como una manera de controlar el pH del

reactor.
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Anexo 1. Fotografias y diagramas de reactor en lote y de sistema de extraccion

Figura l.

Figura Il.

Fotografia de un matraz Kitasato adaptado para funcionar como tanque
agitado. 1) Entrada del fermentado procedente del reactor; 2) Salida del
tanque, por la cual el fermentado retorna al reactor; 3) Salida de gas
conectada a una probeta con agua para medir el gas generado dentro del
matraz mediante desplazamiento de volumen; 4) Filtro que impide el paso
de la resina al reactor.

Fotografia del sistema de fermentacion extractiva en lote con tanque
agitado y resina PAD950. 1) Reactor; 2) Controlador de pH y temperatura;
3) Contador de produccién de hidrogeno; 4) Bomba que transporta el
fermentado del reactor al tanque; 5) Tanque agitado conteniendo la resina;
6) Sistema para medir el volumen de gas generado en el tanque agitado;
7) Bomba que retorna el fermentado del tanque conteniendo la resina al
reactor.
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