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Cota Navarro, Ciria Berenice (2010). Produccién continua de hidrégeno y
metano en dos etapas a partir de la fermentacion de suero de leche. Tesis de
maestria. Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica. San
Luis Potosi, México.

Resumen

La mayor parte de la energia que se consume en el mundo proviene de los
combustibles fésiles, los cuales son recursos no renovables. El hidrogeno (H,) es
una prominente alternativa a los combustibles fésiles. Cuando el H, es producido
por medios biolégicos, a partir de sustratos provenientes de biomasa o
subproductos, como el suero de leche, se le considera una fuente de energia
renovable y sustentable. En la produccién bioldgica de H, por la via fermentativa,
la mayor parte del sustrato alimentado al sistema es transformado en &cidos
grasos volatiles (AGVs) y/o solventes, lo cual hace necesaria la aplicacion de un
proceso complementario para su eliminacion. Puesto que los AGVs son
compuestos precursores de la metanogénesis, resulta conveniente acoplar la
produccion de metano (CH4) a la de H,. En el presente trabajo se estudi6 la
factibilidad de integrar la produccién bioldgica de H, y CHy4, en un sistema de dos
etapas, utilizando cultivos mixtos y suero de leche en polvo (SLP) como sustrato.
Se evaluo el efecto de la carga organica y el tiempo de retencién hidraulico (TRH)
sobre la velocidad volumétrica de produccion de hidrogeno (VVPH) y de metano
(VVPM), ademas se compar6 la produccion de H, usando SLP y lactosa como
sustrato. La VVPH mas alta fue de 1046 mmol H,/L/d (31.6 L H,/L/d), obtenida en
un reactor continuo de tanque agitado a condiciones estables de operacién, con
un TRH de 6 h y carga organica volumétrica de 142.2 g lactosa/L/d.
Adicionalmente, se logro producir H, (539 mmol H,/L/d = 16.3 L H,/L/d) aun a TRH
de 3.5 h y carga orgénica de 162.5 g lactosa/L/d, sin embargo, la operacién del
reactor no fue estable. La produccion de hidrégeno en la operaciéon con SLP,
resultd ser 2.57 veces mas alta que en la operacién con lactosa. En cuanto a la
produccién CH, en un reactor UASB, el efluente acidificado proveniente de la
etapa de produccion de hidrégeno, permitié la aplicacion de cargas organicas de
20 g DQO/L/d a un TRH de 6 h, obteniendo una eficiencia de remocion de DQO
superior al 90%. El TRH global de las etapas de fermentacion y metanogénesis
fue de 15 horas. Para el tratamiento continuo de la totalidad del efluente generado
en el reactor productor de H,, se requiere un reactor metanogénico 5 veces mayor
al volumen del reactor de hidrogeno, en las condiciones evaluadas. En este
estudio se demostré que la produccién de CH,4 puede ser eficientemente acoplada
a la producciéon de H, y que el SLP es un sustrato adecuado para los procesos de
produccion de biocombustibles gaseosos.
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Cota Navarro, Ciria Berenice (2010). Continuous hydrogen and methane
production in a two-stage cheese whey fermentation. M.Sc. Thesis. Instituto
Potosino de Investigacion Cientificay Tecnoldgica. San Luis Potosi, México.

Abstract

A high percentage of the energy consumed worldwide is obtained from non-
renewable fossil fuels. Hydrogen (H,) is feasible alternative for the future, mainly
when is produced by biological means using biomass or agricultural by-products,
such as cheese whey. During hydrogen producing dark fermentation the organic
substrate is biotransformed into mainly volatile fatty acids (VAFs), making
necessary the application of an additional process for the stabilization of the
organic matter. As VFAs are the natural substrates for methanogens, it is
convenient coupling the methane (CH,4) production to the hydrogen production.
The objective of this work was to study the feasibility of integrating the biological H»
and CH,4 production in a two-stage process using mixed cultures and cheese whey
powder (CWP) as substrate. The effect of operational parameters such as
hydraulic retention time (HRT) and organic loading rate (OLR) on the volumetric
hydrogen (VHPR) and methane (VMPR) production rate was assessed.
Additionally, the VHPR using CWP and pure lactose as substrates was compared.
The highest VHPR was 1046 mmol H,/L/d (31.6 L H,/L/d), obtained during stable
operation in a continuous stirred tank reactor at HRT and OLR of 6 h and 142.2 g
lactose/L/d, respectively. Moreover, H, (539 mmol H,/L/d = 16.3 L Hj/L/d) was
produced even at HRT as low as 3.5 h and OLR of 162.5 g lactose/L/d,
nonetheless, the reactor operation was not stable. Noteworthy, VHPR with CWP
was 2.57 times higher when using pure lactose as substrate. Regarding methane
production in an UASB reactor, the acidified effluent coming from the hydrogen
production was efficiently treated obtaining COD removal above 90% at OLR and
HRT of 20 g COD/L/d and 6h, respectively. The global HRT for the fermentation
and methanogenesis stages was 15 h. In order to treat the whole effluent produced
during hydrogen production, the methanogenic reactor should be al least 5 times
the volume of the fermenting reactor under the conditions here applied. This study
has demonstrated that H, production can be efficiently coupled to CH4 production
in a two-stage system and that CWP is an adequate substrate for energy
production.
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Capitulo 1. Introduccion

En la actualidad, la mayor parte de la energia que se utiliza en el mundo (84.8%
[1]) se obtiene de las fuentes primarias tipo fésil (petréleo, carbon y gas natural)
ocasionando una serie de problemas de caracter social, econdomico y ambiental,
alcanzando este ultimo, niveles de orden global. EI consumo desmedido de
combustibles fésiles presenta una limitante importante que radica en su nula
capacidad de renovacion, lo cual impacta directamente en el agotamiento de
reservas a corto y mediano plazo. Asi, el establecimiento de una sociedad
sustentable requiere de una reduccion en la dependencia de combustibles fosiles
ademas de una disminucion en la contaminacion que éstos generan [2]. Las
energias renovables (ER) representan una respuesta importante a la demanda
generalizada de un modelo sustentable de progreso que no afecte a las
generaciones futuras. Asi mismo, su eficaz aprovechamiento contribuird a la
conservacion y uso eficiente de los recursos energéticos no renovables existentes.
El notable incremento en los precios de los combustibles fésiles observado en los
ultimos afios ha mejorado la posicion competitiva de las ER, permitiendo mayores
posibilidades de uso [3]. Entre las ER se encuentra el uso de la biomasa para la

generacion de biocombustibles tales como el hidrogeno, metano, diesel y etanol.



El hidrégeno (H,;) que es producido a partir de biomasa, es una prominente
alternativa a los combustibles fosiles y se considera una fuente de energia
sustentable [4, 5]. Existen dos principales rutas por las cuales se puede producir
H, partiendo de biomasa, los métodos termoquimicos y biolégicos [6]. Dentro de
los métodos bioldgicos se encuentra la produccién fermentativa que es la que se
aborda en este estudio. La produccion fermentativa de H, ha sido considerada un
método viable y efectivo [7], siendo este proceso potencialmente atractivo
especialmente cuando se utilizan aguas residuales ricas en materia organica o

bien subproductos agroindustriales como materia prima [8, 9].

En la produccién fermentativa de H, la mayor parte de la materia orgéanica o
sustrato alimentado al sistema es transformado en &cidos grasos volatiles (AGVS)
y/o solventes, haciendo necesario un paso complementario para su eliminacion.
Teniendo en cuenta que los AGVs son los compuestos precursores de la
metanogénesis, una alternativa para utilizar estos subproductos de fermentacion
es transformarlos en una forma util de energia mediante la produccion de metano
(CHy) [10]. EI CH4 es una fuente de energia disponible que puede ser usada para

generar calor o energia eléctrica en celdas de combustible.

El presente trabajo esta enfocado a la produccion biol6gica de H, y CH,4 partiendo
de suero de leche en polvo (SLP) como sustrato y cultivos anaerobios mixtos en
un sistema de dos etapas. Adicionalmente, se compar6 el potencial de produccién

de hidrégeno con SLP y lactosa pura como sustrato.
1.1 Digestiéon anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso biolégico que tiene lugar en ausencia de
oxigeno. Es una tecnologia usada para recuperar energia a parir de desechos
organicos, ademas de ser un sistema biotecnoldgicamente simple y efectivo para
la reduccion y estabilizacion de materia organica [11]. En este proceso, la biomasa
es biolégicamente convertida en diéxido de carbono (CO,) y metano [12] como
productos finales, produciéndose hidrégeno como producto intermediario. El uso

de la digestibn anaerobia separando la fermentacion (acidogénesis) de la



metanogeénesis permite obtener H, y CH, de manera simultanea. En la Figura 1.1
se esquematiza el proceso de digestion anaerobia [2]. La digestibn anaerobia
involucra tres fases: hidrolisis/acidificacion, acetogénesis y metanogénesis. En
este proceso, los compuestos organicos complejos son hidrolizados y
posteriormente fermentados a AGVs y alcoholes. Estos productos son
transformados a acetato, CO, e H, en la etapa de acetogénesis; finalmente en la
metanogénesis son convertidos a CH; y CO,. En la Tabla 1.1 se presentan las

reacciones quimicas involucradas en las etapas mencionadas [2].

Polimeros

Proteinas, carbohidratos, lipidos

Hidrélisis ¢ a

Monémeros y oligémeros

Amino&cidos, azlcares, acidos grasos

Acidogénesis ¢ a

Intermediarios

Propionato, butirato, alcoholes

H, + CO; Acetato

Metanogénesis

CH,; + CO,

Figura 1.1 Esquema de la digestion anaerobia. a - e representan los diferentes
grupos de microorganismos que trabajan de manera sintrofica para convertir los
sustratos complejos en metano y didéxido de carbono. a: bacterias fermentativas, b:
acetogénicas, c: homoacetogénicas, d: metanogénicas hidrogenotroficas, e:
metanogénicas acetoclasticas [2].



Tabla 1.1 Reacciones quimicas involucradas en el proceso de digestion anaerobia

partiendo de glucosa [2].

Letra en

Proceso Reaccidn la Fliglura
Fermentacion a hidrégeno y acido acético CsH1206 + 2H20 — 4H;, + 2CH3;COOH + 2CO; .';1
Fermentacion a hidrogeno y acido butirico CsH1206 — 2H3 + CH3CH,CH,COOH + 2CO» a
Fermentacion a etanol CesH1206 — 2CH3CH20H + 2CO» a
Produccién de acido propiénico con hidrégeno CesH1206 + 2H, — 2CH3CH,COOH + 2H,0 a
Produccién de etanol con hidrégeno CH3COOH + H; — CH3CH20H + H,0
Oxidacién sintrofica del acido propiénico CH3CH2COOH + 2H,0O — CH3COOH + 3H, + CO; b
Oxidacion sintrofica del acido butirico CH3CHCH>COOH + 2H,0 — 2CH3COOH + 2H> b
Oxidacion sintréfica del acido acético CH3COOH + 2H,0 — 4H; + 2CO» c
Metanogénesis hidrogenotréfica 4H; + CO; — CH4 + 2H,0 d
Metanogénesis acetoclastica CH3COOH — CH4 + CO; e
Formacion de metano con glucosa CeH1206 — 3CH4 + 3CO> a,db,ec,

1.2 La biomasa como fuente de energia

La biomasa es considerada la cuarta fuente de energia en el mundo [13] e incluye
desechos organicos de animales, plantas de tratamiento de aguas, residuos
industriales, asi como cultivos energéticos los cuales pueden ser utilizados para la
generacion de biocombustibles [14]. La biomasa tiene el potencial para lograr que

el H, llegue a ser un combustible principal en el futuro [6].
1.2.1 Suero de leche

El suero de leche es el principal subproducto en la manufactura de queso.
Contiene nutrientes como lactosa (4.5 - 5% p/v), proteinas solubles (0.6 - 0.8%
p/v), lipidos (0.4 - 0.5% p/v), sales minerales (4.5 - 5% p/v) [15] y vitaminas [16].
Debido a su contenido de lactosa y la presencia de nutrientes esenciales para el
crecimiento microbiano [17], el suero de leche es un sustrato potencial para los

procesos fermentativos [18] tanto para la produccion de hidrogeno [4, 19] como de



metano [20]. El SLP se obtiene por secado del suero de leche y representa una
fuente barata (0.3 USD/kg [20]) y concentrada de lactosa (>61% p/p) [21]. En
algunos estudios previos se ha reportado el uso de SLP para la produccion de
hidrogeno [21-23].

1.3 Aspectos generales de la produccion fermentativa de hidrogeno
1.3.1 Factores que afectan la produccion de hidrégeno

La produccién de hidrégeno es un proceso complejo influenciado por muchos
factores [8, 24], entre ellos se incluyen el in6culo, pH, tiempo de retencion
hidraulico (TRH), concentracion de sustrato, carga organica y presion parcial de
hidrogeno, entre otros. Estos factores se consideran los mas importantes para

efectos de este estudio y se abordan a continuacion.
1.3.1.1 Inéculo

La produccion fermentativa de hidrogeno a partir de carbohidratos, ha sido
estudiada utilizando tanto cultivos puros como mixtos. En cuanto a los cultivos
puros, los géneros Clostridium y Enterobacter son los que se utilizan mas
frecuentemente [25, 26]. Sin embargo el uso de cultivos puros resulta complicado

ya que es necesario mantener condiciones asépticas [4, 27].

Las bacterias capaces de producir H, se encuentran ampliamente distribuidas en
diferentes ambientes y, de manera especial, en lodo anaerobio granular usado en
procesos metanogénicos, el cual representa un buen ejemplo de cultivo mixto [28,
29]. Sin embargo, el empleo de este tipo de fuente de inoculo, al igual que
cualquier otro de origen metanogénico, requiere un tratamiento adicional previo a
Su uso, ya que en los cultivos mixtos coexisten organismos consumidores de Hy,
tales como los metandgenos. Un método efectivo para eliminar del inéculo a los
organismos metanogénicos es la aplicacion de tratamiento térmico [30]. Las
temperaturas/tiempos que han sido reportados para el tratamiento térmico del
in6culo son muy variados, 105°C por 1.5 h [31], 100°C por 45 min [32], 110°C por

10 min [33]. Adicionalmente, el tratamiento térmico permite seleccionar a las



bacterias que pueden formar endoesporas, tales como Clostridium, Bacillus y
Thermoanerobacterium [34]. Las bacterias del género Clostridium son las que se

asocian directamente con la produccién de H; en los sistemas continuos [22, 35].
1.3.1.2 pH

El pH influye en la actividad de las bacterias productoras de H;, y en la produccion
fermentativa de H,, al afectar la actividad de las hidrogenasas [36], e inducir al
desvio de rutas metabdlicas [25] que no conducen a la produccion de H,.

Durante el proceso de digestion anaerobia la produccion de hidrégeno ocurre en la
etapa acidogénica y, por esta razon, el pH es uno de los factores que afecta de
manera importante a la produccién de hidrégeno [27]. Los efectos adversos de los
AGVs (generados durante la produccion fermentativa de hidrogeno) sobre las
bacterias fermentativas estan asociados directamente con el pH [28]. Se presume
que a valores de pH acidos, las formas no disociadas de los AGVs pueden
penetrar libremente la pared celular cambiando el pH interno de la célula [37] vy,
dependiendo de la concentracion de AGVs presentes en el sistema, se puede
producir una inhibicion severa de la fermentacién [28]. En general se ha visto que
el pH 6ptimo para la produccion fermentativa de hidrogeno esta entre 5y 6 [38].

1.3.1.3 Tiempo de retencién hidraulico (TRH)

El tiempo de retencidon hidraulico, en un quimiostato, es igual al tiempo de
retencién celular (inverso de la tasa de dilucion) y esta directamente relacionado
con la velocidad especifica de crecimiento de los microorganismos [39]. Asi, el
TRH es un factor de selecciébn microbiano en los sistemas de produccion de
hidrégeno. Chang y col. [32] observaron que la velocidad de produccion de
hidrogeno se vio incrementada al disminuir el TRH de 12 a 3 h, utilizando melaza
como sustrato y lodos activados tratados térmicamente como inéculo en un
quimiostato. En el mismo estudio se demostr6 que la composicion de la
comunidad microbiana fue afectada por el TRH, este efecto también fue

observado en el estudio realizado por Davila-Vazquez y col. [22].



En la produccion fermentativa de hidrégeno se ha demostrado que el TRH tiene
efectos en la distribucion de AGVs y en las velocidades de produccion de H,. En
un estudio en el que se evalud el efecto del TRH en la produccién de AGVs en un
quimiostato alimentado con suero de leche, se encontré que con el incremento del
TRH por encima de 10 h, disminuyé la produccion de butirato, incrementandose
significativamente la produccién de propionato [40] el cual se relaciona con baja
produccion de H; [41]. Chang y col. [42] estudiaron el efecto del TRH sobre el
rendimiento y velocidad de produccion de hidrégeno, encontrando que el
rendimiento fue independiente del TRH en el rango de 8 a 20 h; sin embargo, la
velocidad volumétrica y especifica de produccion de H, resultaron ser

dependientes del TRH.

1.3.1.4 Concentracién de sustrato y carga organica

Estudios reportados en la literatura han mostrado que la concentracion de sustrato
tiene un efecto considerable sobre la distribucion de productos de fermentacion.
Se ha observado que las bacterias productoras de hidrogeno del genero
Clostridium producen acetato y butirato a bajas concentraciones de sustrato [29].
Se encuentra demostrado que el rendimiento de H, esta en funcion de la
concentracion de sustrato, los rendimientos mas altos han sido obtenidos a bajas
concentraciones. Kyazze y Col. 2005 [33], obtuvieron un rendimiento de
1.7 mol/mol glucosa con la aplicacion de una concentracion de sustrato de 10 g
sacarosa/L mientras que, con 50 g sacarosal/lL, el rendimiento fue de soélo 0.8
mol/mol de glucosa. En contraparte, ha sido documentado que la velocidad de
produccién de hidrégeno aumenta con el incremento de la carga y la
concentracion de sustrato. Davila-Vazquez y col.(2008) [22] encontraron que con
el aumento de la concentracion de sustrato (23 a 34 g Lactosa/L) y de la carga
organica (92 a 138 g lactosa/L/d), se vio duplicada la velocidad de produccion de

hidrégeno .



1.3.1.5 Presion parcial de hidrogeno

La principal limitacibn para obtener altos rendimientos en la produccion
fermentativa de hidrogeno es la presion parcial de H, debido a su efecto inhibitorio.
Si la concentracion de H, disuelto en la fase liquida aumenta, la transferencia de
electrones de la glucosa al H, es cada vez més desfavorable [43]. El nicotinamida
adenina dinucledtido [NADH, potencial de 6xido reduccion (ORP) = -320 mV] es el
acarreador de electrones que esta involucrado en la transferencia de electrones
desde la deshidrogenacion de la triosa fosfato hacia el H, (Figura 1.2,®) mientras
que la ferredoxina (Fd, ORP = -400 mV), Figura 1.2,®, es el acarreador de
electrones involucrado en la transferencia de electrones del piruvato al H, (ORPH;,
= -414 mV) [44]. Diversos estudios han mostrado que ORP es un factor importante
en la producciéon de hidrégeno [45-47], Kyazze y col., observaron una produccién
constante de H, (12 L/L/d) a un ORP de -445mV [33]. EI ORP del NADH es
superior al del Hy, por esta razoén, la deshidrogenacién de la triosa fosfato para
producir 2 moles de H, puede ocurrir sélo cuando la concentracién de H, es menor
que 6 x 10* atm (60 Pa), mientras que la produccién de H, via oxidacién del
piruvato y ferredoxina pueden generar 2 moles de H; a altas concentraciones de
H, por arriba de 0.3 atm (3 x 10* Pa) (Figura 1.2) [2]. Cuando todo el NAD* se
encuentra en forma de NADH, debido a la desfavorable transferencia de
electrones hacia el H,, algunas bacterias (C. pasteurianum) desvian los electrones
del NADH hacia la produccién de butirato (Figura 1.2, @) y energia resultando en
una disminucién del rendimiento de H; y la produccion de 3 moles de ATP (Ec. 2)
[48].

C6H1206 + 2H20 — 4H2 + 2C02+ 2CH3COOH (4 ATP) Ec. 1

C6H1205 - 2H2+ 2C02+ CH3(CH2)2COOH (3 ATP) Ec. 2



{a) PpH,<60 Pa:

2 CO,
GLUCOSA—— m% 2 PIRUVATO %%- 2 ACETATO
2 NAD* 2NADH 2Fdgy 2 Fdreg
2H, 2H* 2H, 4H*
(b) PpH>>60 Pa:
2 CoASH 2CO, 2 CoASH
GLUCOSA— m—» 2 P|RUVAT0%~ 2 ACETIL-CoA— BUTIRATO
2 NAD* 2 NADH 2 Fdg 2 Fdreg 2 NADH 2 NAaD*
2H, 4H*

Figura 1.2 Efecto de la presion parcial de hidrogeno sobre la produccién biologica
de hidrégeno. (a): la oxidacion del NADH para la produccion de hidrogeno es
termodinamicamente favorable si la presion parcial de hidrégeno es menor a 60
Pa, (b): con presiones parciales de hidrogeno superiores a los 60 Pa se pueden
formar otros productos de fermentacion. Reacciones (a) y (b): 1, metabolismo de
la glucosa a traves de la glucdlisis o la via Entner-Doudoroff (deshidrogenacion de
la triosa fosfato); 2, descarboxilacion oxidativa del piruvato; 3, formacion de
hidrégeno por una hidrogenasa,; 4, fermentacion butirica. (Modificado de Angenent
y col., 2004).

1.3.2 Rendimiento de hidrégeno

Con la fermentacién de la glucosa a acetato se logra el rendimiento maximo
tedrico de 4 moles de Hz/mol de glucosa (Ec. 1) y con la conversion a butirato (Ec.
2) se producen unicamente 2 moles de Hy/mol de glucosa [49]. En la practica se
reporta la producciéon de una mezcla de acetato y butirato [50] lo que favorece la
produccioén de hidrégeno segun las Ecs. 1y 2. Dependiendo de las condiciones de
cultivo aplicados en los sistemas fermentativos de produccion de hidrégeno, se
pueden producir otros productos de fermentacion (ej. etanol, propionato, formiato,
lactato, fumarato, succinato, acetona) y para lograr éptimos rendimientos de H, se
debe evitar principalmente la produccion de etanol, propionato, lactato y otros

compuestos que consumen H; durante su generacion [4]

Un rendimiento adicional de energia se puede obtener al aplicar una segunda

etapa seguida a la produccién fermentativa de H,. Algunas de las opciones son:



producir mas hidrégeno mediante la fotofermentacion o producir metano por el

proceso de digestion anaerobia [24, 51, 52].
1.4 Aspectos generales de la produccion biolégica de metano
1.4.1 Produccién de metano en reactores de flujo ascendente

La digestion anaerobia de alta tasa es aplicada en reactores anaerobios de flujo
ascendente (UASB, por sus siglas en inglés) para el tratamiento de una gran
variedad de aguas residuales. El éxito de este tipo de reactores radica en el
establecimiento de una densa cama de lodo, del orden de 30-50 Kg de sdlidos
suspendidos volatiles (SSV)/m?, lo que permite el tratamiento de aguas residuales

con alto contenido de materia organica soluble [53].
1.4.2 Metano a partir de acidos grasos volatiles

Los AGVs son compuestos precursores de la metanogénesis en el proceso de
digestién anaerobia, por lo tanto pueden ser facilmente convertidos a metano. Se
ha reportado que las velocidades de conversion de distintos sustratos en metano
varian segun el siguiente orden: acetato>etanol>butirato>propionato [54].
Diversos estudios mencionan que el propionato puede conducir a la inhibicion de

las bacterias metanogénicas y llevar a una supresion de la fermentacion [55-57].

En los procesos de metanogénesis se ha demostrado que la alimentacion con
efluentes acidificados permite la aplicacion de altas cargas con TRH relativamente
cortos [58] con respecto a los efluentes no acidificados. En la Tabla 1.2 se
muestran  algunos estudios realizados a partir de efluentes acidificados en

reactores UASB para la produccién de CHa.

10



Tabla 1.2 Estudios de produccion de metano a partir de AGVs en reactores UASB.

Velocidad de L. Condiciones de
Carg.a produccion Remocion operacion
Sustrato In6culo organica de DQO Ref.
(g DQOJL/d) de CH4 %) [TRH(h), pH,
(L/L/d) Temperatura(°C)]
Acetato- Lodo
propionato- anaerobio 24 9 97-99 10-12.5, 6-6.5, 37 [59]
butirato (2:1:1)* floculento
Mezcla AGV'y anlglg(rj(;)bio
de alcoholes : 12.9 4.1 96 12,6.7, 37 [9]
(L5:1)* parcialmente
" granular

* Relaciones en base a la DQO

El rendimiento te6rico de metano se establece en base a la demanda quimica de
oxigeno (DQO) y se reporta que por cada gramo de DQO consumida en el sistema
se generan 0.35 L de CH,4, a temperatura y presion estandar [39].

1.5 Sistemas de produccién de hidrégeno y metano en dos etapas

Los sistemas anaerobios de dos etapas permiten incrementar la eficiencia de
conversion de energia conduciendo a su vez, a la estabilizacién de la materia
organica al generar continuamente H, y CH,; en reactores separados. Los
productos solubles del reactor de produccion de hidrogeno (AGVS) proporcionan el
sustrato adecuado para la producciéon de metano. Este tipo de sistemas son
particularmente deseables para aguas que contienen altas concentraciones de
sélidos organicos suspendidos, tal como los efluentes de la industria de alimentos
y agroindustriales [60]. En la tabla 1.3 se presentan algunos ejemplos en los
cuales se ha estudiado la produccién de hidrogeno y metano de forma continua
usando diferentes tipos de sustrato; en la lista destaca el proyecto de una planta

piloto que opera a partir de desechos de alimentos y papel [11].
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Tabla 1.3 Sistemas de produccién continua de hidrogeno y metano en dos etapas con diferentes sustratos y

paradmetros de operacion.

Reactor productor de hidréogeno

Reactor productor de metano

Condiciones

Velocidad Condiciones Velocidad Py
Sustrato Ti Carga de Rendimiento de operacion ' Carga de Remocién de operacion Ref.
ipo de In6 organica L. Tipo de . orgéanica L. [TRH(d),
néculo produccion (mol Hz/mol [TRH(d), pH, In6culo produccion de DQO *
reactor (@ bQo deH lucosa) Temperatura reactor (@bQo de CH soluble (%) pH In*,
soluble /L/d) 2 9 p soluble /L/d) 4 Temperatura
L/L/d) o (L/Lrd &)
. Lodo 7 moles/ Kg
A.gt‘,at.res'd”a' ACSBBR  anaerobio, 4.7 8.5 mmoles/ 2.12 1,628 ANSBBR L°d°b. 18 DQO 54 1,7,28 7
sintetica T y TA anaeronio removida
Lodo Lodo
Pulpa de oliva CSTR anaerobio, 4639 0.4 0.13 moles 0.6, 5.35, 35 CSTR anaerobio 17 1.13 45 10, 7.5, 35 [61]
ST/ Ho/kg ST
TT (preadaptado)
Residuos de Lodo 97g 12 5.8-6 Lodo 15.7g 79.3
alimentos y CSTR activado DQOtotal 5.4 2.4 - 66 ’ IRPR anaerobio  DQOtotal 6.1 remocién de 6.8, 5.8-6, 55 [11]
papel. PP adaptado iLd termofilico iLd DQO total
Suero de Microflora Lodo
CSTR de suero 52.1 29 0.78 1,5.2,35 CSTR . 49.1 0.33 95.3 20, 5,35 [62]
leche anaerobio
de leche
Suero de Microflora Lodo
CSTR de suero 47.4 251 0.9 1,5.2,35 PABR . 46.2 5 94 4.4,4.8, 35 [49]
leche de leche anaerobio

PP: planta piloto, CSTR: reactor de tanque agitado de flujo
biopelicula, AnSBBR: reactor anaerobio secuenciado de biopelicula, IRPR: reactor de lecho empacado con recirculacion
interna, PABR: reactor anaerobio compartimentalizado con bafles, TT: tratamiento térmico, TA: tratamiento acido, pH In*: pH

del afluente, ST: sélidos totales.
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1.6 Justificacion

El deterioro ambiental causado por la combustion de fésiles y el eventual
agotamiento de este tipo de combustibles ha generado la necesidad de encontrar
nuevas fuentes de energia que puedan utilizarse en un futuro cercano. Para tales
efectos, la biomasa es una fuente alternativa de energia renovable y sustentable.
Un aspecto ambientalmente importante respecto al uso de biomasa en la
produccion de biocombustibles, como el hidrégeno, es que el dioxido de carbono
(CO,) liberado, ya sea durante la produccion y/o el aprovechamiento, no
contribuye al calentamiento global ya que forma parte del ciclo natural del carbono
[52]. La utilizacion de H,, via combustién o celdas de combustible para producir
electricidad resulta en agua pura [63]. Teniendo en cuenta que actualmente el
98% del H, que se produce proviene de la conversion de combustibles fosiles [64],
resulta aln mas atractivo el uso de biomasa para producirlo. Otro punto a favor de
la produccion y uso del H, es que posee un alto rendimiento energético (122 KJ/qg)
[65], 2.7 veces mayor que cualquier otro hidrocarburo [38], lo que hace al H, un

producto de alto valor.

Una limitante en el proceso fermentativo de produccién de H, es que, tipicamente,
del 80 a 90% de la DQO inicial permanece en forma de AGVs y solventes, como el
acetato, propionato, butirato y etanol [10]. Puesto que los AGVs son sustratos
para la metanogénesis, resulta conveniente acoplar la produccién de hidrégeno y
CHs. Por otro lado, la produccion biologica de metano mediante el proceso de
digestion anaerobia, es una tecnologia ampliamente desarrollada. Asi los sistemas
de dos etapas permiten obtener H, y CH; de manera simultdnea en reactores
separados. Un buen argumento para el uso de estos sistemas es que la
separacion de las etapas (acidogénesis y metanogénesis) facilita la optimizacion
de cada proceso separadamente [66], ademas de que se garantiza una
considerable reduccion de la DQO residual proveniente de la etapa de produccion

de hidrégeno.

El enfoque de produccién de energia a partir del uso de desechos organicos es de

vital importancia. El suero de leche es un subproducto organico que se genera en
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la industria de lacteos. En 1998 la produccion mundial de suero de leche se estimo
en 138 millones de toneladas [16] y se reporta que partiendo de 10 L de leche se
producen 9 kg de suero y 1 kg de queso [67]. Aproximadamente el 47% del suero
de leche producido mundialmente es descargado en el ambiente [68] y debido al
contenido de materia organica que posee (60-80 g DQO/ L) se le considera un
contaminante importante [69]. La alta concentracion de materia organica presente
en el suero de leche ocasiona que el tratamiento por el método convencional
aerobio (lodos activados) sea muy costoso [20]. ElI SLP se obtiene de la
deshidratacion del suero de leche y es una fuente barata y abundante de
nutrientes (lactosa, vitaminas, proteinas, minerales). La lactosa es un compuesto
de facil degradacion bioldgica, lo que hace al SLP un sustrato apto para usarse en

procesos fermentativos.

En la actualidad existe un nimero muy limitado de estudios en donde se utiliza al
SLP como sustrato para la produccion de bioenergia [20-22]. A la fecha no hay
reportes en donde se estudie la produccion continua de hidrégeno y metano en

dos etapas con SLP como sustrato.

1.7 Objetivos
General

Estudiar la produccion biologica de hidrogeno y metano en dos etapas, utilizando

suero de leche en polvo y cultivos mixtos en procesos continuos.
Especificos:
a) Producir H, de manera continua en una primera etapa.

b) Usar los subproductos de fermentacion generados en la primera etapa

para producir CH4 en una segunda etapa.

c) Evaluar el efecto del TRH y la carga organica sobre la velocidad de

produccion de hidrégeno y metano.
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d) Evaluar el potencial de produccion de hidrégeno con SLP haciendo un

comparativo con lactosa pura como sustrato.

1.8 Hipétesis

a) La manipulacion de parametros de operacion (TRH y carga organica)
conducira al aumento de la velocidad de produccién de hidrogeno y metano en

los reactores biologicos.

b) La velocidad de produccion de hidrégeno con SLP sera superior a la

obtenida con lactosa.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Produccion de hidrégeno.

Se efectuaron un total de 4 experimentos en los que se utilizé como inéculo lodo
granular metanogénico tratado térmicamente. La alimentacion continua al reactor
estuvo compuesta por el sustrato y un medio mineral a base de fosfatos. El primer
experimento H(A), consistié en evaluar el efecto de la carga organica y el TRH
sobre la velocidad de produccién de hidrégeno usando SLP como sustrato. Del
experimento H(A) se selecciond la mejor condicion operacional para ser aplicada
en los experimentos posteriores. En el segundo (L - SLP) y tercer experimento
(SLP - L) se evalu6 el efecto del sustrato sobre la velocidad de produccion de
hidrégeno. En el experimento L - SLP se inicid la fermentacion usando lactosa
como sustrato, la cual fue sustituida en un tiempo determinado por SLP. El
experimento SLP - L se efectu6 de manera inversa al anterior. El cuarto
experimento H(B) consistié en reproducir las mejores condiciones operacionales
seleccionadas en el experimento H(A), y el efluente generado se utilizd6 para
alimentar un reactor metanogénico con el fin de producir metano y disminuir la
DQO del efluente.

En esta serie de experimentos se determind la velocidad volumétrica de

produccion de H; (VVPH) y el % de hidrégeno en el gas generado. Se analizé el
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consumo de sustratos y del efluente se analizaron los AGVs producidos, etanol,
SSV, DQO vy el sustrato residual. Se midié automaticamente el ORP, mientras que
el pH y la temperatura de operacion se controlaron automaticamente a 5.9 y 37°C,

respectivamente.
2.1.1 Inéculo

El inéculo empleado fue lodo granular anaerobio obtenido de un reactor UASB de
la planta de tratamiento de aguas residuales de la empresa Ricolino, ubicada en la
Ciudad de San Luis Potosi, S.L.P. México. En total se utilizaron 3 diferentes lotes
de lodo, cuyo contenido de SSV estuvo entre 5y 7%. Antes de su uso el lodo fue
tratado térmicamente a ebullicion por 40 minutos con la finalidad de eliminar a las
bacterias metanogénicas y a cualquier otro microorganismo consumidor de
hidrogeno [21]. La concentracidn inicial de inéculo en los experimentos fue de 4.5

g SSVIL [22], con excepcion del experimento H(B) donde se utilizaron 9 g SSVI/L.
2.1.2 Medio de cultivo

En los experimentos H(A), L - SLP y SLP - L el sustrato utilizado fue SLP adquirido
de Gossner Foods Inc. (Utha, USA), cuyo contenido de lactosa soluble fue de 79%
con un 12% de proteina. Ademas de SLP, en los experimentos L - SLPy SLP - L
se empled lactosa grado reactivo como sustrato (J.T. Baker). En el experimento
H(B) se utiliz6 SLP obtenido de Grande Custom Ingredients Group® (Wisconsin,
USA), cuyo contenido de lactosa soluble y proteina fue de 73% y 11.5%,
respectivamente. La solucion de alimentacion fue suplementada con medio
mineral tal como lo report6 Wang y col. [70], cuya composicion se muestra en la
Tabla 2.1. La concentracion final del medio mineral en la alimentacién fue de 1X.
Cuando se requirio controlar el nivel de espuma en el reactor se afiadié de 2 a 10
mL/L de una solucién de antiespumante (Silicona 0.3%) directamente al reactor o
bien en la alimentacion. La solucion de alimentacion se mantuvo en agitacion

constante.
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Tabla 2.1 Composicion del medio mineral de fosfatos 10X.

Reactivo Concentracion (mg/ L)
Na;HPO, 11867
NH4H2PO4 4500
K2HPO4 125
MgC|2 - 6H,0 100
MnSOQO4 - 6H,0 15
FeSO, - 7H,O 25
CUSO4 . 5H20 5
COC|2 - 6H,0 3
ZnCl, 0.75
Na;MoOyg4 - 2H,0 12.5

2.1.3 Experimentos en tanque agitado

Se utiliz6 un reactor de tanque agitado en continuo (CSTR, por sus siglas en
inglés) marca Applikon® equipado con un sistema de control (ADI 1030) y un
programa de adquisicion de datos (BioXpert 1.3) tal como se muestra en la Figura
2.1. En los experimentos H(A) y H(B) se uso6 un reactor de 3 L de volumen total y
un volumen de trabajo 2 L con una velocidad de agitacion de 250 rpm. En los
experimentos L - SLP y SLP - L se utilizé un reactor de 1 L de volumen total y un
volumen de trabajo 0.7 L con una velocidad de agitacion de 150 rpm. La
temperatura se mantuvo constante a 37°C usando una chaqueta eléctrica
Applikon®. Tanto la temperatura, el ORP y el pH fueron monitoreados en linea
(AppliSens, Schiedam, The Netherlands). Los 4 experimentos iniciaron en lote con
un pH inicial de 7.5 [21] y la operacion en continuo inicié cuando el pH disminuia
hasta 5.9 y se registraba produccién de gas. El pH de operacién en continuo fue
controlado a 5.9 mediante la adicion de NaOH 10 M. La produccién de gas se
cuantificé mediante un dispositivo basado en el desplazamiento de liquido (Figura

2.1, H), los volimenes se reportan a 0.81 atm y 25°C.

En el experimento H(A), la operacion inicial en lote tuvo una duracion de 12 h,
utilizando una concentracion de SLP de 30 g/L. Posteriormente inicid la operacion
en continuo y en total se evaluaron 9 condiciones operacionales las cuales se
muestran en la Tabla 3.1. Los parametros de los periodos operacionales 1 a 4
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fueron planteados en base a una investigacion previa [22]. La variacion de las
cargas organicas ensayadas se estableci6 en base al aumento en la
concentracion de sustrato o a la disminucion del TRH. Las cargas organicas
aplicadas estuvieron en el rango de 94.8 a 162.5 g lactosa /L /d y el TRH de 6 a
3.5h.

Figura 2.1 Sistema de produccion de hidrégeno. A: dispositivo de medicién de
ORP, B: sistema de control ADI 1030, C: control de agitacién, D: NaOH 10M, E:
antiespumante, F: reactor (CSTR), G: alimentacion, H: dispositivo de medicién de
gas.

Los experimentos L - SLP y SLP - L se iniciaron en lote con 45 g SLP/L y tuvieron
una duracién de 15 y 10.5 h, respectivamente. Para la operacién en continuo se
aplicaron los parametros de la condicién 2 del experimento H(A): 142 g lactosa/L/d
y TRH 6 h. En el experimento L - SLP el sustrato inicial fue lactosa y después de

una operacion en continuo de al menos 8 TRHs, se sustituy6é por SLP (Tabla 3.2).
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En el experimento SLP - L el sustrato inicial fue SLP, el cual se remplaz6 por

lactosa después de al menos 6 TRHs de operacion en continuo (Tabla 3.3).

El experimento H(B) consisti6 en reproducir las condiciones de operacion 2 del
experimento H(A) con la finalidad de producir un efluente rico en AGVs que
posteriormente seria alimentado al reactor metanogénico. Sin embargo, las
condiciones de la operacion en continuo y lote se modificaron como consecuencia
del cambio en el lote de in6culo (ver anexo A). En el experimento H(B) la
operacion en lote inicid6 con una concentracion de 40 g SLP/L y ésta tuvo una

duracién de 7 h.
2.2 Produccién de metano

Se realiz6 un experimento para producir metano a partir de AGVs como sustrato y
lodo granular metanogénico como indculo. El experimento estuvo dividido en cinco
periodos (I - V). De manera general, se pretendid reducir en lo posible el TRH,
maximizar la carga organica alimentada y llevar a 5.9 el pH de alimentacién. En el
periodo |, el reactor se alimentd con una mezcla sintética de AGVs y medio
mineral. Las proporciones de AGVs usadas en este periodo fueron similares a las
encontradas en el efluente de la condicion seleccionada en el experimento H(A).
Posteriormente, en los periodos Il — V, se alimenté el reactor directamente con el
efluente del experimento H(B), previa centrifugacién (14000 g por 15 min) para

eliminar sélidos suspendidos.

En este experimento se determind la velocidad volumétrica de produccion de
metano (VVPM) y el % de metano en el gas generado. Al afluente y efluente del
reactor se le cuantific6 DQO. La alcalinidad se le determiné al efluente y
periodicamente se determinaron SSV y AGVs remanentes. El experimento se

efectuo a temperatura ambiente (25 - 30 °C).
2.2.1 In6culo

El in6culo fue lodo granular metanogénico de un reactor UASB obtenido de la

industria papelera Eerbeek, Holanda. El contenido de SSV fue de 11.55% vy la
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actividad metanogénica acetoclastica especifica fue de 0.47 g DQO (CH,4)/g SSv/d
(25°C y 0.81 atm). El reactor se inocul6é con 20 g SSVI/L.

2.2.2 Medio de cultivo

El experimento se dividio en cinco periodos (I - V). En el periodo | el sustrato
consistié de una mezcla sintética de AGVs en las proporciones correspondientes
al efluente de la condicién 2 del experimento H(A): acetato 4.7 g/L (5 g DQOIL),
propionato 4 g/L (6 g DQOI/L) y butirato 9.4 g/L (17 g DQOI/L), en relacién
0.83:1:2.83 en base a DQO, respectivamente. La composicion general del medio
de alimentacién se muestra en la Tabla 2.2. En las Tablas 2.3 y 2.4 se presenta la

composicién de elementos traza y del medio basal respectivamente.

Tabla 2.2 Composicion de la alimentacion.

Reactivo Cantidad
Medio basal 10X 100 mL/L
Sol. elementos traza 1000X 1 mL/L
NaHCO3 2g/L

Mezcla AGV sintético

Extracto de levadura

Dependiente de la

carga organica
1lg/L

Tabla 2.3 Composicion de la solucién de elementos traza 1000X.

Reactivo Cantidad (mg/L)
FeCly-4H,0 1500
MnCl-2H,0 100
EDTA 500
H3BO3 62
ZnCl; 70
NaMoOg-2H,0 36
AlICl3-6H,0 40
NiCls-6H,0 24
CoCl;-6H,0 70
CuCl,-6H20 20
Na,SeO3 100
HCI 36% 1 mL/L
Resazurina 500X 2 mL/L
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Tabla 2.4 Composicion del medio basal 10X.

Reactivo Concentracion (g/L)
NH4CI 3
CaCl-2H,0 0.15
KH2PO4 2
MgClz-6H.0 0.98

KCI 25

En los periodos Il — IV se usaron como sustrato los AGVs contenidos en la fraccion
soluble del efluente del experimento H(B): acetato 5.8 g/L (6.1 g DQOIL),
propionato 4.4 g/L (6.6 g DQOI/L) y butirato 14.1 g/L (25.5 g DQOI/L), cuya relacién
en base a DOQ fue de 0.92:1:3.8, respectivamente. Durante todo el experimento

la alimentacidn se mantuvo a una temperatura de 4°C.
2.2.3 Experimento en el reactor UASB

El experimento se llevo a cabo en un reactor UASB de 1 L empleando un volumen
de trabajo de 0.79 L tal como se muestra en la Figura 2.2. La produccion de gas
fue cuantificada mediante un dispositivo basado en el desplazamiento de liquido
(Figura 2.2, D). El sistema operd a temperatura ambiente (25 - 30°C). Todos los

volumenes de gas son reportados a 0.81 atm y 25°C.

La operacion del reactor inicié en lote (5 g DQO/L a pH de 7) y tuvo una duracion
de tres dias. Posteriormente inicié la operacion en continuo (periodo 1) aplicando
un TRH de 24 h, una carga organica de 5 g DQO/L/d a pH de 7. Durante el
periodo | se aplicaron: aumentos graduales de cargas organicas que fueron de 5
hasta 19 g DQO/L/d; disminuciones en el TRHy el pH, de 24 a12hyde 7 a 5.9,
respectivamente (Tabla 3.5). El periodo Il inicié con una carga 14 g DQO/L/d, TRH
de 12 hy pH de 5.9. Durante los periodos Il -V (Tabla 3.6) se probaron aumentos
de carga organica (14 a 20 g DQO/L/d) y disminuciones de TRH (12 a 6 h).

2.3 Conservacion de las muestras de efluente

En los experimentos de produccién de hidrégeno y metano se recolectaron

muestras de efluente diariamente. Se tomaban 10 mL y se les adicionaba 200 pL
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de una solucién de HgCl, (16 g/L) con la finalidad de disminuir la actividad
microbiana [71]. Las muestras se almacenaban en tubos Falcon® a -10°C hasta
su analisis. En el caso del efluente del reactor de produccién de hidrogeno se
analizaban los AGVs producidos, lactosa residual, etanol, DQO y SSV. Al efluente
del reactor metanogeénico se le cuantificaba DQO y alcalinidad. Para analizar la

alcalinidad se tomaban 20 mL de efluente y se cuantificaba inmediatamente.

Figura 2.2 Sistema de produccion de metano. A: alimentacién, B: bomba
peristaltica, C: reactor UASB, D: dispositivo de medicién de gas.

2.4 Métodos analiticos
2.4.1 Composicion del gas

La composiciébn quimica del gas generado tanto en los experimentos de
produccion de hidréogeno (H;, CO,), como en el de metano (CH4 CO;), se
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determindé mediante cromatografia de gases. El equipo cromatografico usado, GC
6890N Network GC System, Agilent Technologies (Waldbronn, Germany), estaba
equipado con un detector de conductividad térmica (TCD). Las muestras se
comparaban con gases estandar de alta pureza (MathesonTri-Gas, Ohio, USA). La
columna usada fue una Hayesep D (Alltech, lllinois, USA) con las siguientes
dimensiones: 10°’x 1.8”x 0.085”. Las temperaturas del puerto de inyeccion, hornoy
detector fueron de 250, 60 y 250 °C, respectivamente. Como gas acarreador se
utilizé nitrégeno a un flujo de 8 mL/ min. Las muestras de gas de los reactores de

produccion de hidrégeno y metano fueron analizadas diariamente.
2.4.2 Cuantificacion de etanol

La muestra liquida, previamente centrifugada a 6610g por 15 min [71] y filtrada en
membrana de 0.22 um, se inyectaba en un cromatégrafo de gases (6890N)
equipado con un automuestreador 7863 (Agilent, Wilminton, USA) y una columna
capilar HP-Innowax de 30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 pm de espesor de pelicula
(Agilent, Wilmington, USA). El volumen de inyeccién fue de 1 pL. El gas
acarreador fue helio a una velocidad de flujo de 1.5 mL/min. Las temperaturas del
inyector y del detector de ionizacion de flama (FID) fueron 220 y 250°C,
respectivamente. Se utilizd una relacion de Split de 1:0.1 y un programa de
temperatura de 35°C por 2 minutos, incrementando 10°C por minuto hasta 80°C y

manteniendo esta temperatura por 15 minutos.
2.4.3 Andlisis de acidos grasos volatiles (AGVs) y lactosa.

La lactosa y los AGVs (acetato, propionato y butirato) se cuantificaron de manera
simultinea mediante comparacion con estandares de alta pureza usando
electroforesis capilar [72] (Agilent 1600A, Waldbronn, Germany). Para el analisis el
equipo contaba con una columna capilar de silica fundida (Agilent, id = 50 ym, L =
80.5 cm, longitud efectiva = 72 cm). La temperatura y el voltaje fueron de 20° Cy -
30 kV, respectivamente. La solucién de corrida fue un buffer de aniones béasico
(Agilent, pH = 12.1). Las muestras previamente diluidas, centrifugadas a 6610g

por 15 min [71] y filtradas en membrana de 0.22 um fueron inyectadas a una
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presion de 300 mbar por 6 segundos. La determinacién de analitos se realizo
mediante deteccion indirecta UV usando un detector de diodo. La sefal de
longitud de onda fue fijada a 350 nm con una referencia a 230 nm. Un buffer de

flujo fue corrido durante 4 min a 1 bar antes de cada inyeccion de muestra.
2.4.4 Determinacion de DQO, SSV y alcalinidad

Para determinar la concentracidbn de materia organica presente en afluente y
efluente de los reactores se llevd a cabo la cuantificacion de la DQO mediante el
método de reflujo. La capacidad de amortiguamiento del pH del efluente del
reactor metanogénico se determiné mediante la alcalinidad total. La concentracion
de SSV fue determinada tanto en los in6culos empleados como en los efluentes
generados en los reactores. Estas determinaciones se llevaron a cabo conforme a

lo establecido en los Métodos Estandar [73].
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Capitulo 3. Resultados y discusidn

3.1. Produccion continua de hidrégeno en CSTR
3.1.1 Experimento H(A): evaluacion del efecto del TRH y carga organica

El reactor se oper6é durante 48 dias bajo 9 condiciones operacionales. El
desempefio del reactor se muestra en la Figura 3.1 y los detalles de las
condiciones de operacién evaluadas y los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 3.1. Durante todo el experimento, el contenido de hidrogeno en el gas
generado fue de 50 a 54.5 % (v/v), el resto estuvo constituido por CO; y no se
detectd en ningun caso la presencia de metano. En los periodos 1 - 3 se mantuvo
constante el TRH (6 h) y el incremento de la carga organica se dio por el aumento
en la concentracién de sustrato alimentado. En el periodo 1 se obtuvo una media
de 762 mmol H,/L/d equivalente a 23 L H,/L/d durante 6 dias de operacion, con un
rendimiento de 2.82 moles H,/mol de lactosa. El aumento en la concentracion de
sustrato y la carga orgénica, en las condiciones 2 - 3, condujo a un incremento de
la velocidad de produccion de H, alcanzando un promedio de 35.5 L H,/L/d en el
periodo 3. Esto, a su vez, resultd en una duplicacién de la concentracion de SSV.
Kyazze y col. [33] observaron un efecto similar al aumentar la concentracion de
sustrato de 10 a 40 g de sacarosa/L (TRH 12 hy pH 5.3), la VVPH se triplico y los
SSV aumentaron en un 150%.
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Figura 3.1 Desempefio del reactor CSTR en el experimento H(A) bajo las
condiciones operacionales 1 - 9 (los detalles se muestran en la tabla 3.1). a)
lactosa residual (O) y VVPH (@). b) produccién de AGVs; acetato (l), propionato
(<) y butirato ({J). ¢) etanol (A) y SSV en el reactor (A).

28

(717 B) ssjire|oA sopipuadsns sopl|9S



Tabla 3.1 Desempefio del reactor CSTR en el experimento H(A) para la produccion de hidrogeno bajo diferentes
periodos operacionales utilizando suero de leche en polvo como sustrato.

Parametro

Periodos operacionales

1 2 3 5 6 8 9
Duracion (d) 6 8 5 5 4 13 3 1
Carga organica
(g lactosa/L/d) 94.8 142.2 189.6 94.8 103.4 113.7 126.4 142.2 162.5
Concentraciéon
de sustrato (g lactosall) 23.7 35.5 47.4 23.7 23.7 23.7 23.7 23.7 23.7
TRH (h) 6 6 6 6 55 5 45 4 35
Velocidad volumétrica de
produccion de hidrégeno b d p p ¢
(mmol H, /L/d) 762°+92 1046°+89 1175°+304 742°+108 688°+73 728°+116 703°+131 558°+80 539 +66
(L Hz/L/d) 23°+2.7 31.6°+27 355°+9.2 22433 20.7°+2.2 21.9°+35 21.2%t4 17925 16.3"+2
AGVs producidos (g/L) 10.02 19.73 27.10 10.38 11.80 9.77 11.74 13.49 13.02
Relacién ABu /AAcC 2.10 2.40 1.2 2.93 2.89 2.12 1.54 0.80 0.60
Etanol (g/L) 1.298+0.2 1.20°40.2 1.41'+0.1 1.20+0.2 0.99+0.2 0.84°+0.2 1.21°+0.1 1.73+0.3 1.50°+0.2
Sustrato residual i
(g Lactosa /L/d) 0 0 1.61'+0.6 0 0 0 0 0 0
Rendimiento molar de H;
(mol Ha/mol Lactosa) 2.82 2.50 2.17 2.67 2.29 2.19 1.9 1.34 1.13
ORP (MV) -533°+30 -532°+4  -514°+33 -532°+33 -516°+18 -511°+20 -532°+5  -537%+4 -5217+35
Hyen el gas (%) 548+ 0.5 53"+1  51.6%+1.3 53'+15 534'+t0.5 51/+0.8 51 50 50
SSV (g SSVIL) 51¢0.64 6.7°t032 9.7+0.52 52+0.15 4.7°+0.57 4.89°+0.9 575'+1.0 4.16+0.8 3.6 +0.1
DQOsonsie afluente (g DQOIL) 293'+43 455'+24 613°+32 293'+43 293243 293'+43 293°+43 293'+43 293+43
DQOsousie efluente (g DQO/L) 21.38+1.9 35.37°+3 44'+ 2 21.4%+5 226436 22°+2.4  23'+262 23.31%+t4 243':+13
DQO Tedrica efluente*
(G DOOIL) 19.08 33.51 43 18.7 19.6 17.6 20.4 21.49 21.9
Remocién DQOsoule (%) 27.30 22.2 28.22 26.96 23 25 215 20.44 17

Valorgs promedio (+ desviacion estandar), a: n=11; b: n=13; c: n=6; d: n=7; e: n=23; f: n=2; g: n=5; h: n=8; i: n=4; j: n=10; k:
n=3. DQO tedrica correspondiente a los valores promedio de AGVs, etanol y lactosa (expresados en DOQ) detectados en el
efluente de cada condicién.
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El aumento de la carga tuvo un efecto inverso en el rendimiento de H, ya que
disminuy6é un 23% del periodo 1 al 3. Diversos estudios han reportado que el
rendimiento de H; esta en funcion de la carga organica y los rendimientos mas
altos se han obtenidos a cargas bajas [33, 38]. La caida en la VVPH observada el
dia 19 corresponde a una falla en la operacion del reactor lo que provoco el
reinicio del experimento desde el estado en lote. En los periodos 4 - 9 la
concentracion de sustrato en el afluente permanecié constante (23.7 g Lactosa/L)
y el incremento de la carga organica fue debido a la reduccion del TRH. Las
condiciones operacionales del periodo 4 fueron las mismos que se aplicaron en el
periodo 1 (TRH 6 y 94.8 lactosa/L/d) observandose una gran similitud en los
resultados, lo que pone de manifiesto la reproducibilidad de los resultados. En los
periodos 4 - 7, la reduccion del TRH (de 6 a 3.5) acoplado al aumento de la carga
organica (94.8 a 126.4 g lactosa/L/d) no tuvieron un efecto importante en los
valores promedio de la VVPH que se mantuvo entre 21.7 y 22.4 L H,/L/d, situacion
similar para la biomasa en el sistema que se mantuvo entre 5.2 y 5.7 g SSV/L. En
los periodos 8 y 9 se observé una reduccion del 20% en la VVPH con respecto a lo
obtenido en el periodo 7, lo cual estuvo acompafiado por una disminucion de los
SSV en el sistema a 3.6 g SSV/L en el periodo 9. Es importante resaltar que no se
presentd lavado del reactor a un TRH de 3.5. Davila-Vazquez y col. [22]
observaron el lavado del reactor a un TRH de 4 h y 138 g lactosa/L/d, utilizando
SLP como sustrato. La remocion de DQO durante todos los periodos de operacion
no fue superior a 29%, ya que la mayor parte permanece como productos solubles
de fermentacion [62] como lo son los AGVs. La Figura 3.2 muestra el perfil en la
distribucion de AGVs generados en cada una de las condiciones operacionales
evaluadas. La concentracion de AGVs aumentd como consecuencia del
incremento de la concentracion de sustrato. Del periodo 1 a 2 la concentracién
total aumentd en un 95% y un 37% en el periodo 2 al 3. La relacion ABu/AAc en el
periodo 1 fue de 2.10 y aumenté a 2.4 en el periodo 2. Sin embargo, en el periodo
3 esta relacion disminuyé a 1.2, es decir, aumenté la concentraciéon de acetato. En
cuanto al propionato, su producciéon en el periodo 1 fue minima, en cambio en el

periodo 2 se generaron un promedio 4.6 g/L, duplicandose este valor en el periodo

30



3. El incremento sustancial en la produccién de propionato en los periodos 2 al 3
fue el responsable de la caida de la VVPH, causando a su vez una disminucion en

la relacion ABU/AAc
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Figura 3.2 Distribucion promedio de los acidos grasos volatiles generados en el
reactor CSTR en el experimento H(A) para la produccion de hidrogeno bajo
diferentes periodos operacionales evaluados.

En el dia 16 (Figura 3.1) se observo una caida en la concentracion de propionato
lo que coincide con la VVPH mas alta del periodo 3. Se ha documentado que las
altas VVPH estan asociadas con la produccion de acetato y butirato, y la
inhibicion de la produccién de hidrogeno ha sido relacionada con la formacion de
propionato [46, 74]. En la fermentacién propiénica el sustrato se emplea para la
formacién de propionato sin pasar por la produccion de hidrégeno. Durante los
periodos 4 a 7 la relacion ABu/AAc se mantuvo entre 1.54 a 2.93, mientras que en
los periodos 8 y 9 se registraron las mas bajas relaciones ABU/AAc de todo el
experimento, 0.8 y 0.6 respectivamente. La relacion ABu/AAc ha sido propuesta
por algunos autores como un indicador del rendimiento de hidrogeno, con valores
reportados entre 2.1 y 5.9 [75]. Usualmente altos rendimientos estan
acompafnados con altas relaciones ABU/AAc [76, 77], lo que se confirma en este
estudio. En todos los periodos se detectdé la presencia de etanol en
concentraciones promedio de 0.99 a 1.73 g/L, encontrandose los valores mas
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altos en los periodos 8 y 9. EI ORP durante todo el experimento se mantuvo entre
-511 y -537 mV, valores similares fueron obtenidos por Kataoka y col. [78] (-500 a
-550mV) durante la produccion fermentativa de hidrogeno con Clostridium
butyricum SC-E1 a partir de glucosa.

La VVPH fue el parametro de referencia para efectos de seleccionar la mejor
condicion operacional. Este parametro ha sido propuesto como base en la
optimizacién del proceso fermentativo de produccion de H; [22]. Como se muestra
en la Figura 3.3, aunque la mayor VVPH se obtuvo en el periodo 3 en éste
también se presenté la mayor variabilidad en la VVPH, ademas, se detect6 la
presencia de sustrato residual, lo que sugiere una potencial inhibicion por
sobrecarga del sistema y/o por producto de fermentacion [33]. La VVPH en el
periodo 2 fue de 1046 mmol H,/L/d (31.6 LH,/L/d) que es comparable al valor
reportado por Davila-Vazquez y col. [22] quienes obtuvieron 1118 mmol Hj/L/d
(33. LH,/L/d) aplicando una carga de 138 g lactosa/L/d, con un TRH de 6 h,
utilizando SLP como sustrato. En base a lo anterior, la condicion 2 se escogi6

como la mas adecuada para la produccion continua de hidrégeno.
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Figura 3.3 Velocidades volumétricas de producciéon de hidrégeno obtenidas en el
experimento H(A) en los diferentes periodos operacionales evaluados.
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3.1.2 Experimentos L - SLP y SLP - L: evaluacion del efecto del sustrato.

Para estos ensayos se utilizaron los parametros del periodo operacional 2 del
experimento H(A). El experimento L - SLP tuvo una duracion de 128 h. En la
Figura 3.4 se muestra el desemperio del reactor y en la Tabla 3.2 se presentan los
detalles de la operacién con lactosa y SLP en comparacion con la condicion
seleccionada en el experimento H(A). En la Figura 3.5 se muestra la distribucion
promedio de los AGVs generados en el experimento. La operacion con lactosa
tuvo una duracion de 50 h (Figura 3.4). Se tuvo un maximo de 18.2 L H,/L/d a las
26 horas, siendo el butirato el metabolito presente en mayor proporcion. De la hora
30 a 50 se registré una disminucién de butirato y de la relacion ABu/AAc, lo cual
coincidié con la caida de la VVPH a 7 LH,/L/d y la disminucion en un 16% de los
SSV. Durante la operacion con lactosa el consumo del sustrato no fue superior al
60%. Comparando las VVPH promedio del periodo 2 H(A) y la operacion con
lactosa (Tabla 3.2), se observa que con este sustrato se obtuvo so6lo 35% de la
VVPH obtenida en el periodo de referencia. La relacion ABuU/AAc fue de 1y el
rendimiento de 1.1 mol de H,/mol de lactosa lo que contrasta con los 2.5 mol de
H./mol lactosa y la relacion ABu/AAc de 2.4 obtenidos en el periodo de referencia.
El cambio de sustrato de lactosa a SLP se llevo a cabo a las 50 h (Figura 3.4). En
la operacion con SLP también se registré una gran variabilidad en la VVPH. A las
62 h se generaron 14 L H,/L/d, cayendo a 2 L H,/L/d a las 125 h, mientras que la
maxima VVPH (17 L Hy/L/d) se obtuvo a las 87 h de operaciéon. En cuanto a los
AGVs, el butirato present6 tendencia a la disminucion lo cual se puede observar
en los periodos de las 62 a las 70 h y de las 94 a 130 h, esta tendencia concuerda
con las disminuciones en la VVPH encontradas. A su vez, se observé un notable
aumento en la concentracion de propionato de la hora 55 (2.9 g /L) a la 125 (12.5
g/L) y de acetato de 4 a 12 g/L de las 55 a las 124 h, respectivamente. El aumento
en la concentracion de acetato y propionato acoplada al consumo de la totalidad
del sustrato observado durante la operacién con SLP, indica que, las nuevas
condiciones de cultivo, favorecieron el desarrollo de bacterias productoras de
acetato y propionato y/o, probablemente, el desvio de rutas metabdlicas hacia la
produccion de éstos. La produccion de etanol estuvo desacoplada a la VVPH, en
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el periodo de las 94 a las 130h se puede apreciar una clara tendencia al aumento
en la produccion de etanol. Por otra parte los SSV disminuyeron hasta 1.9 g/L a
las 128 h, lo cual se relaciona con el lavado de bacterias productoras de

hidrogeno, reflejandose a su vez en la disminucién de la concentracion de butirato.
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Figura 3.4 Desempefio del reactor CSTR en el experimento L - SLP (los detalles
se muestran en la Tabla 3.2). a) lactosa residual (O) y VVPH (@). b) produccion
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de AGVs: acetato (H), propionato (<) y butirato ((J). ¢) etanol (A) y SSV en el

reactor (A).

Tabla 3.2 Desempeiio del reactor CSTR para la produccion de hidrégeno en el
experimento L - SLP en comparacion con la condicion 2 del experimento H(A).

Sustratos Experimento H(A)
Parametro SLP (condicidn 2)
Lactosa SLP
Duracion (h) 50 78 192
Carga organica (g lactosa/ L/ d) 142.2 142.2 142.2
Concentracién de sustrato (g lactosa/ L) 35.5 35.5 355
TRH (h) 6 6 6
Velocidad volumétrica de produccién de
hidrégeno
(mmol Hz /L. /d) 396.54°+172  317°+173 1046° + 89
(L Hz/L/d) 11.95° +5.26 9.667° 5.2 31.6°+2.7
AGVs producidos (g /L) 7.31 25.331 19.73
Relacién ABu /AAc 1 0.23 2.40
Etanol (g /L) 0.55°+0.13 1.24°+0.25 1.20°+0.2
Sustrato residual (g lactosa /L/d) 15.2%+1 0 0
Rendimiento molar de H, (mol Hz/mol lactosa) 1.10 0.77 2.50
ORP (mV) -536°+ 18 -404° + 63 532+ 4
Hyen el gas (%) 538+1.5 47°+5.2 53"+1
SSV (g SSV/ L) 4.07°+0.21 3.23°£0.52 6.7'+0.32
DQOsoupie afluente (g DQO/L) 19.10% +2.61 45.55+2.36 4558+2.4
DQOsoluble efluente (g DQOIL) 16.40° + 1.65 32.5°+3.53 35.37°+3
DQOresrica €fluente’ (g DQOIL) 19.73 34.96 33.51
Remocion DQOsolubie (%) 14.13 28.57 22.2

Valores promedio (+ desviacion estandar), a: n=5; b: n=16; c: n=13; d: n=4; e: n=7; f: n=6;
g: n=2; h: n=8. DQO tedrica correspondiente a los valores promedio de AGVs, etanol y
lactosa detectados en efluente de la operacién con lactosa 'y SLP.
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Figura 3.5 Distribucion promedio de los acidos grasos volatiles generados en el
reactor CSTR en el experimento L - SLP para la produccion de hidrogeno, durante
la operacion con lactosa y SLP como sustratos.

El experimento SLP - L tuvo una duracion de 87 h. En la Figura 3.6 se muestra el
desemperio del reactor y en la Tabla 3.3 se presentan los detalles de la operacién
con lactosa y SLP en comparacion con el periodo 2 del experimento H(A). En la
Figura 3.7 se muestra la distribucion promedio de los AGVs. La operacién con
SLP como sustrato tuvo una duracién de 39 h (Figura 3.6). Como se muestra en la
Tabla 3.3, la VVPH con SLP fue similar a la del periodo de referencia (30.72 L
H./L/d y 31.6 L H,/L/d, respectivamente). Sin embargo, existieron diferencias en
cuanto a la relacion ABU/AAc y en la concentracion de SSV (Tabla 3.3). Estas
diferencias pueden ser atribuidas a que en el experimento H(A) el aumento de la
carga se realiz6 de manera gradual lo cual pudo estar ejerciendo una presiéon de
seleccién para el desarrollo de microorganismos productores de hidrégeno. El
cambio de sustrato se efectué a las 39 horas, tiempo en el cual la VVPH se
mantenia en 30 LH,/L/d. A las 42 horas (Figura 3.6) se observé la presencia de
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sustrato residual y la VVPH tuvo una caida importante a 20 L H,/L/d con una
marcada tendencia a la disminucion. Para la hora 63 la VVPH era de 4.8 L H,/L/d,
la cual se sostuvo hasta el final del experimento. En cuanto a los AGVs (Figura
3.7), se observd una tendencia a la disminucion en la concentracion de butirato,
estabilizdndose en la parte final del experimento coincidiendo con la caida en la
VVPH. La concentracion de SSV durante la operacion con SLP eran de 4.8 g/L en
promedio y en el cambio a lactosa disminuy6 a 3.4 g/L en la hora 60, lo anterior
puede relacionarse con un lavado de bacterias productoras de hidrogeno
reflejandose en la marcada caida en la VVPH. Sin embargo, durante la operacion
con lactosa, la concentracion de SSV se mantuvo entre 3y 4 g/L y, el analisis de
la producciébn de AGVs indica que se favorecio el desarrollo de baterias
productoras de propionato y acetato y/o el desvio de rutas metabdlicas hacia la
produccién de estos metabolitos, los cuales se encontraron desacoplados a la
produccién de H,. La relacion ABuU/AAc obtenida con lactosa como sustrato fue

baja (0.60), presentando un rendimiento promedio de 0.53 molH,/mol de lactosa.

Existe poca informacion en la literatura donde se aborde el tema del cambio de
sustrato en un sistema continuo de produccion de H,. Zhao y col. [76] estudiaron
la produccion de H, en un rector UASB realizando un cambio de sustrato, de
sacarosa a lactosa, y evaluaron la influencia del sustrato sobre la distribucién de
los productos acidogénicos. Aunque en el este estudio se emplearon diferentes
sustratos, que involucran a diferentes enzimas para su degradacion, de manera
general se puede aproximar a lo obtenido en los experimentos L-SLP y SLP-L. El
experimento realizado por Zhao y col. tuvo una duracion de 250 h y el cambio de
sustrato (a lactosa), se llevo a cabo a las 40 h. Antes del cambio la VVPH fue 4.2 L
H./L/d y para la hora 150 la VVPH se mantuvo constante en un valor de 0.2 L
H./L/d hasta el final del experimento con una eficiencia de degradacién del
sustrato cercana al 100%. EI TRH se mantuvo en 12 h alimentando 10 g DQO/L y
no hubo control de pH, éste se mantuvo entre 3.9 y 4.5 con el fin, principalmente,
de inhibir la actividad de los metandgenos. Antes del cambio de sustrato los
productos metabdlicos predominantes fueron el caproato y butirato, y una vez

realizado el cambio, predominaron el acetato y butirato.
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Tanto el estudio de Zhao y col., como en los experimentos L - SLP y SLP - L
realizados en esta investigacion ponen de manifiesto la alta sensibilidad de las
bacterias productoras de hidrogeno ante los cambios en las condiciones de cultivo,
en este caso el sustrato. Asi, los cambios en los productos de fermentacion
observados con los diferentes sustratos sugieren desvios de rutas metabdlicas y/o

procesos de seleccion microbiana.
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Figura 3.6 Desempefio del reactor CSTR en el experimento SLP - L (los detalles
se muestran en la tabla 3.3). a) lactosa residual (O) y VVPH (@). b) produccion de
AGVs: acetato (M), propionato (<) y butirato ((J). c) etanol (A) y SSV en el
reactor (A).

Tabla 3.3 Desempefio del reactor CSTR para la produccion de hidrégeno en el
experimento SLP - L en comparacion con la condicion 2 del experimento H(A).

Sustratos Experimento H(A)
Parametro SLP (condicién 2)
SLP Lactosa
Duracioén (h) 39 48 192
Carga orgénica (g lactosa/ L/ d) 142.2 142.2 142.2
Concentracion de sustrato
(g lactosa/ L) 355 355 35.5
TRH (h) 6 6 6
Velocidad volumétrica de
produccion de hidrégeno
(mmol Hz /L /d) 1081.34° + 59.35 223.74° + 160.13 1046 + 89
(L H2/L/d) 30.75°+1.79 6.75° +4.83 31.6°+2.7
AGVs producidos (g /L) 19.78 14.02 19.73
Relacion ABu /AAc 1.50 0.60 2.40
Etanol (g /L) 1.4°+0.31 1.26° +0.28 1.20°+0.2
Sustrato residual a
(g Lactosa /L/d) 0 10.01° £ 4.16 0
Rendimiento molar de H;
(mol Hza/mol Lactosa) 241 0.53 2.50
ORP (mV) -542° + 34 -538° + 12 -532°+ 4
Hyen el gas (%) 537+1 458 + 6 53"+1
SSV (g SSV/L) 4.82°+0.24 3.73°+0.90 6.7°+0.32
DQOsoupie afluente (g DQOIL) 455 +2.36 19.01 + 2.61 455" +2.4
DQOsounie efluente (g DQOIL) 33.80°+1.2 15.8%+3 35.37°+3
DQOresrica fluente” (g DQOIL) 29.85 23.46 33.51
Remocion DQOsoluble (%0) 25.71 16.88 22.2

Valores promedio (+ desviacién estandar), a: n=7; b: n=11; c: n=13; d: n=4; e: n=6; f: n=2;
g: n=3; h: n=8. *DQO tedrica correspondiente a los valores promedio de AGVs, etanol y
lactosa detectados en efluente de la operacion con SLP y lactosa.
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Figura 3.7 Distribucion promedio de los &cidos grasos volatiles generados en el
reactor CSTR en el experimento SLP - L para la produccion de hidrogeno, durante
la operacion con SLP y lactosa como sustratos.

Por otra parte, se sabe que el SLP es un sustrato complejo y rico en nutrientes, ya
gue contiene, aparte de la lactosa, otros nutrientes presentes en la leche, como
proteinas, vitaminas, minerales y grasas los cuales pudieran estar favoreciendo el
crecimiento de bacterias productoras de H,. Las bajas VVPH obtenidas en los
experimentos L - SLP y SLP - L y la recurrente presencia de sustrato residual
durante la operacion con lactosa pura, se puede relacionar con la carencia de
nutrientes, respecto a cuando se usa SLP, especialmente destaca el caso de la
proteina. Se ha reportado que existe interferencia en el flujo de electrones
causado por una limitada concentracion de nitrégeno durante el crecimiento
microbiano a altas concentraciones de sustrato (altas relaciones C/N) [8]. El déficit
nutrimental presentado durante la operacion con lactosa puedo ser minimizado
mediante la adicion externa de nutrientes al medio de cultivo, tal como se reporta
en el estudio de Talabardon y col. [79], quienes evaluaron la produccién de
acetato, con cultivos puros a partir de lactosa. En este estudio, la alimentacion
contenia un medio basal enriquecido con extracto de levadura y tripticaseina como

fuente de nitrégeno y, adicionalmente, contenia una solucién de vitaminas [79].
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En resumen, la operacion con SLP resulté ser 2.57 veces mas alta que la
operacion con lactosa en cuanto la produccién de hidrégeno, en las condiciones

evaluadas en este estudio.
3.1.3 Experimento H(B)

En el anexo A se muestra la serie de experimentos (fermentaciones 1 - 14) que se
realizaron con el objetivo de reproducir los resultados obtenidos en el periodo 2 del
experimento H(A) y obtener un efluente rico en AGVs que posteriormente seria
alimentado al reactor metanogénico. No se logré reproducir los resultados del
experimento H(A) periodo 2, lo cual se atribuye a problemas con la calidad del
indculo. En el anexo A se enlistan y describen los lotes de indculo empleados para
la produccién de hidrogeno. Resulta razonable pensar que los microorganismos
responsables de la produccion de hidrogeno o bien no se encontraban presentes o
quiza su namero no era el adecuado y, como consecuencia, esto tuvo un impacto

negativo en el proceso de fermentacion.

El experimento H(B) tuvo una duracion de 9 dias (anexo A, fermentacion 7). Los
resultados presentados corresponden a los primeros 6 dias de operacion del
reactor. El perfil de los productos metabdlicos se presenta en la Figura 3.8. En la
Tabla 3.4 se muestran las caracteristicas del efluente generado en el experimento
H(B).

El 50.6% (v/v) del gas generado estaba constituido por H, y el resto por CO,. A
partir del dia 1 se observaron condiciones estables en cuanto a la VVPH que se
mantuvo en un promedio de 21.58 L H,/L/d con un rendimiento de 1.74 mol Hy/mol
lactosa. A ese mismo tiempo el 100% de la lactosa alimentada al sistema fue
consumida. El metabolito dominante en la fermentacion fue el butirato (Figura 3.8),
seguido del acetato obteniéndose una relacién ABu/AAc de 2.4 (Tabla 3.4). Esta

relacion fue equivalente a la obtenida en el periodo 2 del experimento H(A).
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Tabla 3.4 Caracteristicas del efluente del reactor CSTR en el experimento H(B).

Parametro
AGVs producidos (g /L) 24.47
Relacion ABu /AAc 2.40
SSV (g SSV/ L) 9.73°+1.3
DQOsousee efluente (g DQO/L) 39°+1.96
pH 5.9

Valores promedio (+ desviacién estandar), a: n=19; b: n=5.
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Figura 3.8 Distribucion promedio de los productos metabdlicos obtenidos en el
experimento H(B).
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En la Tabla 3.5 se presentan los estudios que han utilizado suero de leche o
lactosa en la produccion continua de hidrogeno. Como ya se ha mencionado, los
resultados obtenidos en el periodo 2 del experimento H(A), presentaron gran
similitud a los del estudio de Davila-Vazquez y col.[22]. Sin embargo, en el
experimento H(B) so6lo se obtuvo 67% de la VVPH obtenida en el periodo 2 del
experimento H(A). Ademas del in6culo, una diferencias importante en los
experimentos H (A) y (B) fue el TRH, en el experimento H(A) fue de 6 h y en el
H(B) fue de 9 h.

Comparando los resultados obtenidos del experimento H(B) y el estudio de Yang y
col. [23] (Tabla 3.5), se tiene que la VVPH obtenida fue 22 veces mayor en el
presente trabajo. En el estudio de Yang y col., se probaron tres TRHs (12, 18y 24
h) obteniendo la mayor VVPH de 1 L H,/L/d a un TRH de 24 h y carga organica de
14 g DQO/L/d. Resulta importante mencionar que, en esas condiciones, los
autores reportaron solo un 30% de H; en el biogas generado, detectando la
presencia constante de metano. Asi mismo, concluyen que la producciéon de H,
con SLP no se ve favorecida a un TRH menor a 24 h y reportan que el pH
adecuado esta en el rango de 4 a 5. En cambio, en los experimentos de
produccion de H; realizados en esta investigacion, se destaca que la aplicacion de
una alta carga orgénica, junto con TRHs bajos, son una combinacién efectiva para
aumentar la VVPH. Aunque existe una relacion inversa entre la carga organicay el
rendimiento de H, (a mayor carga, disminuye el rendimiento) [48], resulta
conveniente optimizar la produccion de H; en base a la VVPH, ya que el
rendimiento total se puede incrementar produciendo metano en una segunda

etapa [51], tal y como se realiz6 en este estudio.
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Tabla 3.5 Resultados de procesos continuos y semicontinuos para la produccion de hidrégeno con suero de leche o
lactosa como sustrato.

Velocidad Rendimiento de Condiciones de cultivo
Inoculo Sustrato vqume_t,nca de H. [TRH(h), pH, temperatura Referencia
produccién de H, (mol Hy/mol (°C), carga organica (g/L/d)]
(mmol H,/L/d) Lactosa) '
Clostridium Lactosa 67 3 17.2,7, 58, 13.95 [80]
thermolacticum
ggtrgg‘ﬁfntgma 40) Lactosa 38.6 3.7 225 55, 2.2 [81]
61 3.2 22,5.3,55,2.2
Lodo anaerobio S‘f:éﬁede 2.5L H,/L/d 22 mmollg DQO 84, 5.5, 55, 40 gDQO/L/d [82]
Lodo anaerobio SLP 1L H,/L/d 1.98 mmol/g DQO 24, 4-5, 35-38,14 gDQO/L/d [23]
Lodo granular SLP 1118 28 6,5.9, 37, 138 [22]
anaerobio
Experimento
1046 2.5 6, 5.9, 37, 142 H(A)
Lodo granular
anaerobio SLP Experimento
714 1.74 9,5.9,37, 142 H(B)
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3.2 Produccién continua de metano en reactor UASB a partir de AGVSs.

El reactor metanogénico se operd por 151 dias y se dividié en cinco periodos (I -
V). En la seccién 2.2.2 se indican las caracteristicas de los sustratos empleados
en cada etapa. El desempeiio del reactor se muestra en la Figura 3.9 y los detalles
de cada periodo evaluado se muestran en las Tablas 3.6 y 3.7. Durante todo el
experimento, el contenido de metano en el gas generado fue de 72 a 80 % (v/v), el
resto estuvo constituido por CO,. En las condiciones de operacion el rendimiento
tedrico de metano es de 0.47 L CH4/ g DQO removida. En el periodo | el reactor
se alimenté con una mezcla sintética de AGVs y tuvo una duracion de 110 dias
(Tabla 3.6). La operacién continua inicié con la aplicacion de una carga de 5 ¢
DQO/L/d con un TRH de 24 h'y pH de 7 en la alimentacion y se obtuvieron 0.96 L
CH4/L/d (0.28 L CH4/g DQO removida) con un 67% de remocion de DQO. A lo
largo del periodo | se realizaron aumentos en la carga y disminuciones en el TRH
y el pH de la alimentacion. En el dia 33 se aplicé una carga organica de 19 g
DQO/L/d y un TRH de 9 h obteniéndose un rendimiento de metano equivalente al
97% del valor tedrico. Sin embargo, la operacién del reactor no fue estable por
mucho tiempo, ya que al dia 37 la VVPM tuvo una caida del 79% respecto al dia
36. Después de este evento el reactor se opero por 2 dias a TRH de 24 h y carga
organica de 7 g DQOJ/L/d, con la finalidad de que el reactor se recuperara de la
sobrecarga aplicada. El dia 40 la carga organica fue de 12 y al dia 52 se aplicé
una reduccién en el pH del efluente a un valor de 6.5, el cual condujo a un
aumento en la VVPM respecto a la operaciéon a pH 7 obtenida en los dias 40-51.
El periodo | finalizé con la operacién en estado estable por mas de un mes. La
carga organica alimentada al reactor, el TRH y pH de la alimentacién al dia 110
fueron de 14 g DQO/L/d, 12 h'y 5.9, respectivamente. Se obtuvo una VVPM de
3.97 L CH4/L/d con una eficiencia de remocion de DQO del 92.7% y un
rendimiento de 0.3 L CH4/g DQO removido. El efluente del experimento H(B) que
contenia una concentracion de 50 g DQOJ/L fue utilizado como sustrato en los
periodos Il - V. Cabe mencionar que la VVPM no fue afectada pese al aumento en
la proporcion de AGVs de la alimentacion del periodo | al Il. En los periodos Il — V
también se experimentaron aumentos en la carga organica y disminuciones del
TRH (Tabla 3.7).
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Figura 3.9 Desempefio del reactor UASB en los periodos | - V (los detalles se presentan en las Tablas 3.6 y 3.7). a)

VVPM (@). b) carga organica (<>). c) TRH (A) y pH del afluente (A). d) eficiencia de remociéon de DQO (#).
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Tabla 3.6 Desemperio del reactor UASB para la produccién de metano durante el periodo | utilizando una mezcla
sintética de AGVs como sustrato.

Periodo | (dias)

Parametro

3-6 7-15 16 - 32 33-37 38-39 40 - 51 52-58 59 -110
TRH (h) 24 24 12 9 24 12 12 12
Carga organica
(g DQO/ L/ d) > 7 14 19 7 14 14 14
Velocidad produccion de
metano a b 4 a d e a f
(mmol CH./L/d) 31.5°+7  13.5°+12 54°+ 10 204° £ 75 79%+ 12 117°+26  152°+11  1307+32
(L CH4/L/d) 0.96°+0.21 0.41°+0.34 1.64°+03 7.3°+0.6 2.419+0.35 3.55°+0.78 4.63°+0.34 3.97°+0.8
CHa en el gas (%) 799+ 1 80 80 80 0.79 78.5°+1 738+3 728+1
pH afluente 7 7 7 7 7 7 6.5 5.9
pH efluente - - - 89+0.3 - 7.6°+0.2 7.7 8.05"+0.3
Alcalinidad (mg CaCOs) - - - - - - - 355"+ 17
Remocién DQO* (%) 675+11.8 75°+6.1 65.4°+125 83'+2.9 95 92"+2.15 93%+2.15 92.77+3.55
gg‘c‘j”me_:t)o de CHa (LCH4/g 0.28 0.07 0.18 0.46 0.36 0.27 0.35 0.30

Valores promedio (+ desviacion estandar), a: n=7; b: n=8; c: n=16; d: n=2; e: n=12; f: n=52; g: n=4; h: n=10; i: n=5; j: n=45.
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Se observé que de los periodos Il al IV, la VVPH aumenté en un 36% como
consecuencia de la reduccion del TRH de 12 a 6 h, cuando se mantuvo la carga
organica constante a 14 g DQO/L/d. Finalmente, en el periodo V se aplicé una
carga organica de 20 g DQO/L/d con un TRH de 6 horas obteniendo una VVPM de
6.12 L CH4/L/d alcanzando un rendimiento de 0.33 L CH/g DQO, con el 92% de

eficiencia en la remocion de DQO.

Tabla 3.7 Desempefio del reactor UASB para la produccion de metano durante
los periodos Il - V utilizando el efluente del experimento H(B) como alimentacién.

Periodo operacional

Parametro

Il 1| v Vv
Duracioén (d) 26 5 6 4
TRH (h) 12 8 6 6
Carga organica (g DQO/L/d) 14 14 14 20
Velocidad produccion de metano b b
(mmol CHa/L/d) 126° £ 14.4 157° + 10.2 171+ 12.5 201°+4.2
(L CH4/L/d) 3.83+0.43 4.78°+031 519°+0.38  6.12°+0.13
CHasen el gas (%) 72942 73 74°+1 74
pH afluente 5.9 5.9 5.9 5.9
pH efluente 7.8°+0.2 7.58+0.3 7.7°+0.1 7.7" +0.05
Alcalinidad (mg CaCOs) 339" +27 2378412 164° + 39 190" + 10
Remocion DQO (%) 95'+1.1 93.5°+1.7 91.3°+1.2 92°+2
Rendimento de CH4 (LCH4/g DQOremovida) 0.28 0.36 0.4 0.33

Valores promedio (+ desviacion estandar), a: n=26; b: n=5; c: n=6; d: n=16; e: n=2; f: n=9;
g: n=3; h: n=4; i: n=24.

En la Tabla 3.8 se muestran algunos estudios realizados a partir de efluentes
acidificados en reactores UASB para la produccion de CH,4. En estos reportes se
pone de manifiesto la robustez de los sistemas metanogénicos en el tratamiento
de AGVs en reactores UASB. Los AGVs utilizados en estos estudios estan
presentes en proporciones y origenes diferentes, aun asi se alcanzé la
estabilizacion de mas del 90% de la materia organica. Segun los resultados
mostrados en la Tabla 3.8 en nuestro estudio se logé reducir a la mitad el TRH

empleado en el tratamiento de AGVs para la produccién de metano.
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Tabla 3.8 Estudios de produccion de metano a partir de acidos grasos volatiles en reactores UASB.

Velocidad de Condiciones de

Sustrato In6culo Carga organica  produccién de  Remocion operacion [TRH(h), Referencia
(g DQO/ L/ d) CH, de DQO (%) H, Temperatura(°C)]
(L CH, /L /d) pH, Temp

Mezcla sintética de
AGV_ acetato- _ Lodo anaerobio 24 9 97-99 10-12.5, 6-6.5, 37 [59]
propionato-butirato floculento
(2:1:1)
Mezcla AGV y
alcohole_s, (1.5:1) de Lodo gnaerob|o 129 41 96 12. 6.7, 37 [9]
produccion parcialmente
fermentativa de H, granular
Mezcla sintética de Este estudio
AGV acetato- Periodo |
propionato-butirato 14 3.97 92 12,5.9,25-30 (dia59 a

. . *
(0.83:1:2.83) Lodo granular 110)
Mezcla de AGV metanogénico
acetato-propionato- Este estudio
butirato (0.92:1:3.8) de 20 6.12 92 6, 5.9, 25-30

produccion
fermentativa de H, **

Periodo V

* Mezcla sintética de AGVs en la proporcion detectada en el efluente de la condicidon 2, experimento H(A).
** AGV obtenidos del experimento H(B)
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3.3 Produccion de continua de hidrogeno y metano en dos etapas

En la tabla 3.9 se presentan algunos sistemas de produccion de H, y CH4 en dos
etapas a partir de la fermentacién de suero de leche. Cabe hacer menciéon que
esta investigacion es la primera en donde se reporta el uso de suero de leche en
polvo en la produccién continua de hidrégeno acoplada a la produccion de
metano. Haciendo un comparativo de la VVPH con SLP y suero de leche (Tabla
3.9), se tiene que en este estudio la VVPH se incrementd 7.4 veces respecto al
reporte de Venetsaneas y col. [62]. Lo anterior pudo deberse a que en dicho
reporte los autores usaron la microflora nativa del suero de leche como in6culo y
ademas utilizaron un TRH alto (1 d). Como se presenta en la Tabla 3.10, el tiempo
total de tratamiento, con suero de leche va de 5.4 a 21 dias, mientras que con el
SLP, en este estudio, es de 0.6 dias. Con el uso de SLP y cultivos mixtos como
indculo, en este estudio se logré reducir el TRH global al menos 9 veces respecto

a los reportes presentados en la Tabla 3.9.

Para el tratamiento continuo de la totalidad del efluente generado en el reactor
CSTR de produccion de hidrogeno [experimento H(B)] se necesita un reactor
metanogénicos UASB con un volumen de trabajo de 10 L, operando a una carga
de 20 g DQO/L/d y un TRH de 6 horas (periodo V de produccién de metano).
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Tabla 3.9 Sistemas de produccién continua de hidrégeno y metano en dos etapas que utilizan suero de leche como

sustrato.
Reactor productor de hidréogeno Reactor productor de metano
Condiciones
Velocidad Condiciones Velocidad de TRH global*
orce;r?i?:a de Rendimiento de operacién orce;r?iia de Remocion operacién globa ef.
Sustrato Reactor Inéculo (ggDQO produccién (mol Hz/mol [TRH(d), pH, | Reactor In6culo (ggDQO produccién de DQO [TRH(d),
luble /L/d) de H, glucosa) Temperatura soluble /L/d) de CH,4 soluble (%) pH In*, (d)
solu (L/L/d) o) (L/L/d) Temperatura
(W9

Microflora Lodo [62]
SL CSTR de suero 60 29 0.78 1,5.2,35 CSTR bi 49.1 0.33 95.3 20, 5,35 21

de leche anaeronio

Microflora Lodo
SL CSTR de suero 47.4 2.51 0.9 1,5.2,35 PABR bi 46.2 5 94 4.4,4.8, 35 5.4 [49]

de leche anaerobio

Q2
Lodo L74mol (a7 59 Lodo E
SLP CSTR  granular, 1332 21.58° Ha/mol '37') a | UASB - obio 20° 6.12" 92" (0.25, 5.9, 0.62 3
TT lactosa 25- 30)b %
Ll

SL: suero de leche, CSTR: reactor de tanque agitado en continuo, PABR: reactor anaerobio compartimentalizado con bafles,
TT: tratamiento térmico, *pH In: pH del afluente, TRH global*: suma del TRH de las etapas de produccion de hidrégeno y

metano. ®datos obtenidos del experimento H(B). ® datos obtenidos del periodo V de produccién de metano.
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Capitulo 4. Conclusiones y perspectivas

El presente estudio estuvo enfocado en acoplar la produccion de hidrégeno y
metano en un sistema continuo de dos etapas utilizando suero de leche en polvo

como sustrato.
Produccion de hidrégeno:

e En los experimentos de produccién de H; realizados en esta investigacion,
se destaca que la aplicacibon de una alta carga organica (142.2 ¢
lactosa/L/d), junto con la operacién a TRH bajo (6 h), son una combinacion
efectiva para aumentar la VVPH.

e Resulta importante la mejora en la VVPH ya que es un pardmetro critico
para la aplicacion tecnologias de fermentacion a gran escala.

e La complejidad nutrimental del SLP provoc6é que la operacién con SLP
fuera 2.57 veces mas alta que la operacion con lactosa para la produccion

de hidrégeno.
Produccion de metano:
e La produccion de metano con efluente acidificado, proveniente de la etapa

de produccion de hidrogeno, permitié la aplicacion de altas cargas
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organicas (20 g DQO/L/d) con reduccion considerable del TRH (6 h) y una
remocion de DQO mayor al 90%.

Para el tratamiento continuo de la totalidad del efluente generado en el
reactor CSTR de produccion de hidrégeno se requiere un reactor
metanogénico (UASB) de 10 L.

Produccion continua de hidrogeno y metano en dos etapas:

En este estudio la produccion continua de hidrégeno y metano se llevé a
cabo de una manera eficiente aplicando altas cargas organicas. Lo anterior
resulta relevante ya que a altas cargas disminuye el volumen de reactor
necesario para el tratamiento, minimizando los costos del reactor.

El TRH global de las dos etapas fue relativamente corto (15 h) para un
subproducto (SLP) cuya principal caracteristica es la alta concentracion de
materia organica.

En este reporte se demuestra que la produccién de hidrégeno puede ser
eficientemente acoplada a la produccion de metano y que el SLP es un
sustrato adecuado para los procesos de produccién de biocombustibles

gaseonsos.

Perspectivas: para continuar la investigacion sobre el tema y a manera de

recomendacion se sugiere lo siguiente:

Desarrollar estudios con el fin el garantizar la calidad y homogeneidad de
los in6culos empleados en la produccion de hidrégeno.

Realizar un analisis de la ecologia microbiana del cultivo utilizando
herramientas moleculares que permitan la identificacion y cuantificacion de
los microorganismos involucrados en la produccion de hidrégeno.

Realizar una caracterizacion del SLP y evaluar el efecto que tienen sus

componentes en la velocidad de producciéon de hidrégeno.
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« Evaluar diferentes configuraciones del CSTR para la producciéon de

hidrogeno que permita incrementar considerablemente la densidad celular

del sistema.
» Estudiar la produccién de hidrogeno empleando reactores de alta densidad

celular, tales como UASB, EGSB o lechos fluidificados.
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Anexo A

Ensayos de produccion de hidrégeno para el acoplamiento a la produccion de metano: obtencion de efluente.

Fermentacion Lﬁ)tgocie Dur&‘;ién Parametros de operacion Observacion
1 1-2 9 Lote: Biomasa inicial 4.5g SSV/L,30g Estado en lote 20 h. Maxima VVPH de 37 L H,/L/d obtenida al
SLP/L. Continuo: Carga 142.2 g dia 3, con tendencia a la disminucién. El dia 7 la VVPH fue de 19
Lactosa/L/d, TRH 6 h. L H,/L/d. Se practic6 una reinoculacién del reactor sin observarse
mejoria en la VVPH.
2 1-3 3 Lote: Biomasa inicial 4.59g SSV/L,30g Estado en lote 10 h. Maxima VVPH de 27 L H,/L/d obtenida al
SLP/L. Continuo: Carga 142.2 g dia 2, con tendencia a la disminucion, el dia 3 la VVPH fue de 20
Lactosa/L/d, TRH 6 h. L H./L/d.
3 1-3 6 Lote: Biomasa inicial 4.5 g SSV/L,30g Estado en lote 10 h. Gran variabilidad de la VVPH a partir del dia
SLP/L. Continuo: Carga 94.8 g 2. Enlos dias 1 - 3 la VVPH fue de 20 + 6 L Hj/L/d; durante los
Lactosa/L/d (dialal 3)y 142.2 g dias 4 — 6. Se derram6 el contenido del reactor.
Lactosa/L/d (dia 4 al 6), TRH 6.
4 2 5 Lote: Biomasa inicial 4.5 g SSV/L,30g Estado en lote 10 h. Maxima VVPH de 25 L H,/L/d obtenida al
SLP/L. Continuo: Carga 94.8 g dia 2, con tendencia a la disminucién. El dia 4 la VVPH fue de
Lactosa/L/d (dialal2)y142.2 g 7.6 L Hy/L/d.
Lactosa/L/d (dia 3 al 4), TRH 6.
5 2 5 Lote: Biomasa inicial 4.5 g SSV/L,30g Estado en lote 12 h. Maxima VVPH de 22 L H,/L/d obtenida al
SLP/L. Continuo: Carga 100 g dia 3, con tendencia a la disminucion, el dia 5 la VVPH fue de 8 L
Lactosa/L/d (dialal2)y142.2 g H,/L/d.
Lactosa/L/d (dia 3 al 5), TRH 9.
6 3 4 Lote: Biomasa inicial 4.59g SSV/L,30g Estado en lote 8 h. Maxima VVPH de 29 L H,/L/d obtenida al dia
SLP/L. Continuo: Carga 100 g 1, con tendencia a la disminucion, el dia 4 la VVPH fue de 0.5 L
Lactosa/L/d (dialal2)y 142.2 g H,/L/d.
Lactosa/L/d (dia 3 al 4), TRH 9.
7 3 9 Lote: Biomasa inicial 9 g SSV/L, 40 g Estado en lote 7 h. VVPH sostenida entre los 20 y 24 L H,/L/d
Experimento SLP/L. Continuo: Carga 95 g durante los primeros 6 dias. Dia 7 el pH disminuy6 a 4.9 debido a
H(B) Lactosa/L/d, TRH 9. un incidente con el suministro de NaOH. La VHPR en el dia 8

fue de 15 L H,/L/d con tendencia a la disminucién. El dia 9 la
VVPH fue de 13 L H,/L/d. Se recolecté efluente de los dias 1 — 6.
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8-13 3 1 Lote: Biomasa inicial 9 g SSV/L, 40 g No se observé una disminucién significativa del pH a las 8, 10,
SLP/L 15 o 18 h de operacion en lote. pH se mantuvo entre 7 y 7.4
detectandose una produccién de gas despreciable. No se inicié

la alimentacién continua

14 3 2 Lote: Biomasa inicial 9 g SSV/L de lodo Estado en lote 5 h. Maxima VVPH de 14 L H,/L/d obtenida al
lote 3 mas 9 g SSV/L de biomasa de la dial, con tendencia a la disminucién, el dia 2 la VVPH fue de 2 L
fermentacion 7, 40 g SLP/L. Continuo: H,/L/d. Se analizaron los AGVs del efluente del dia 2
Carga 95 g Lactosa/L/d (dia 1 al 2) y encontrdndose una relacion acetato: propionato: butirato de 1 - 6
142.2 g Lactosa/L/d (dia 3 al 4), TRH 9. - 1.

*Lotes de lodo granular

Lote 1 - 1: Lodo granular obtenido del carcamo de purga de lodos del UASB de la planta de tratamiento de agua de la empresa
Ricolino. Puesto que este indculo fue empleado en los experimentos H(A), L - SLP y SLP — L no se incluye en la tabla.

Lote 1 - 2: Lodo 1-1 re-hervido.

Lote 1 - 3: Parte residual del Lote 1-1.

Lote 2: Lodo obtenido de la columna de agua del reactor UASB de la planta Ricolino. Este in6culo presentd baja capacidad de
sedimentacion y con tendencia a flotar.

Lote 3: Lodo obtenido de la cama del reactor UASB de la planta Ricolino.
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