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RESUMEN

Hoy en dia la busqueda de satisfacer la necesidad de energia ha llevado al desarrollo de nuevas
tecnologias alternas competitivas para la produccion de biocombustibles como bioetanol,
bioturbosina y biohidrégeno. Como resultado de diferentes trabajos, el concepto de biorefineria
es cada vez mas usado. El cual tiene como objetivo el procesamiento de la biomasa para la
obtencion de productos de valor agregado con un plan de cero residuos. En este trabajo se
estudio el potencial de produccién de biohidrégeno mediante fermentacion oscura a partir de
biomasa residual del bioproceso consolidado (RBPC) para la produccién de bioetanol a partir de
semilla de ramoén (Brosimum alicastrum) con Trametes hirsuta Bm-2. Se evalud el efecto de la
adicién de carboén activado granular (PBHCAG) en ensayos de potencial bioquimico de hidrégeno
(PBH) con RBPC, el efecto de la concentracion de sustrato (PBH2) y del volumen de trabajo
(PFR), teniendo como control positivo sacarosa (CS). Se obtuvo un rendimiento de produccion
de biohidrégeno de 125.68 mL H./g-RBPC en pruebas sin CAG (PBH) y de 90.89 mL H,/g-RBPC
con CAG (PBHCAG), se determino que el CAG no tuvo un efecto positivo. Las pruebas de PBH
con un incremento en la concentracion del 50% (PBH2) permitio la mejora del rendimiento de
biohidrégeno en un 22.76% (131.61 mL H./g-RBPC). Se demostré que el uso de RBPC como
sustrato en la fermentacién oscura utilizando una concentracion de 7.5 g/L de SV-RBPC pemitio
mantener un pH por encima de 5.0 (valor minimo requerido) sin control continuo de pH, esto
debido a la presencia de fosfatos en el RBPC, actuando como buffer. EI mayor rendimiento de
produccion de hidrégeno con RBPC se obtuvo en pruebas con un volumen de trabajo de 2.8 L
siendo de 1.75 mol Hz/mol-glucosa, esto represento el 92% del rendimiento molar obtenido
utilizando sacarosa, en mismas condiciones (1.89 mol Hz/mol-glucosa).
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ABSTRACT

Nowadays, the search to satisfy the need for energy has led to the development of new
competitive alternative technologies for the production of biofuels such as bioethanol, bioturbosine
and biohydrogen. As a result of different works, the concept of biorefinery is increasingly used.
Which aims to process biomass to obtain value-added products with a zero waste plan. In this
work, potential for biohydrogen production through dark fermentation from residual biomass from
the consolidated bioprocess (RBPC) was studied for the production of bioethanol from ramén seed
(Brosimum alicastrum) with Trametes hirsuta Bm-2. The effect of the addition of granular activated
carbon (PBHCAG) was evaluated in biochemical potential of hydrogen (BHP) assays with RBPC,
the effect of substrate concentration (PBH2) and working volume (PFR), having as a positive
control sucrose (CS). A biohydrogen production yield of 125.68 mL H,/g-RBPC was obtained in
tests without CAG (PBH) and 90.89 mL H./g-RBPC with CAG (PBHCAG), it was determined that
the CAG did not have a positive effect. PBH testing with an increase in concentration of 50%
(PBH2) allowed the improvement of biohydrogen yield by 22.76% (131.61 mL H»/g-RBPC). It was
demonstrated that the use of RBPC as a substrate in dark fermentation using a concentration of
7.5 g/L of SV-RBPC allowed maintaining a pH above 5.0 (minimum required value) without
continuous pH control, this due to the presence of phosphates in the RBPC, acting as a buffer.
The highest hydrogen production yield with RBPC was obtained in tests with a working volume of
2.8 L, being 1.75 mol Hz/mol-glucose, this represented 92% of the molar yield obtained using

sucrose, under the same conditions (1.89 mol H, /mol-glucose).
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INTRODUCCION

Con el aumento de la poblacién mundial, la industrializaciéon y la urbanizacién, la demanda de
energia se ha incrementado a un ritmo acelerado. Actualmente, alrededor del 85% del consumo
total de energia en todo el mundo se obtiene de recursos no renovables, como son el carboén, gas
natural y petréleo [1].

Sin embargo, la dependencia global de estas fuentes de energia convencionales de combustible
se encuentra en un nivel crucial hoy en dia. En este sentido, la busqueda de fuentes alternativas
de energia renovable limpia estd ampliamente desarrollada [2]. Entre las diversas energias
renovables exploradas para sustituir a los combustibles fosiles, el hidrégeno ha recibido gran
atencion, debido a que es mas compatible ambientalmente, es de alto contenido energético y
ofrece considerables ventajas econdmicas y sociales [3]. El hidrégeno se considera un
combustible limpio, ya que su combustién solo genera agua, por lo tanto, su uso se ha convertido
en una solucién factible para afrontar los efectos actuales de los Gases de Efecto Invernadero
(GEY), responsables del calentamiento global [4]

Actualmente, la produccion directa de hidrogeno en la industria proviene del reformado a vapor
de hidrocarburos. Una de las principales razones para su produccion de manera industrial se
debe a que el hidrogeno no siempre esta disponible como sustancia quimica en la naturaleza,
esto en su férmula molecular H, y a menudo se encuentra en forma de compuestos llamados
hidruros, donde el atomo de hidrogeno ha adquirido carga parcial negativa o caracter anionico,
denotado (H™) [5-7]. Hoy en dia, los combustibles fosiles son el principal material para la
produccion de hidrégeno. Del total de materia prima utilizada para obtener hidrogeno, el gas
natural representa aproximadamente el 49%, los hidrocarburos liquidos el 29%, el carbéon 18%;
el 4% restante proviene del electrolisis de agua (3.9%) y otras fuentes en donde se incluye la
utilizacion de biomasa (0.1%) [8,9].

Cabe resaltar que la energia producida por el hidrégeno molecular es 2.75 veces mayor que los
combustibles provenientes de los hidrocarburos. Ademas, al ser producido por fuentes
renovables como la biomasa tiene potencial para satisfacer la demanda mundial de energia, lo
que lo convierte en una alternativa adecuada para solventar la crisis energética actual [10].

De acuerdo con IHS Markit®,(Information Handing Services), se espera que la demanda global
de hidrégeno se incremente durante los proximos cinco afios, principalmente como resultado del
requerimiento de operaciones de refineria de petrdleo, la produccion de amoniaco y metanol [11],
otras aplicaciones incluyen su uso en la hidrogenacién de grasas, pilas de combustible y en
vehiculos alimentados con hidrogeno [12].



Una alternativa a los procesos que utilizan fuentes fésiles, es la produccion biolégica de hidrégeno
mediante el uso de diferentes sustratos, como son los residuos provenientes de las aguas
residuales domésticas e industriales y residuos agroindustriales que contienen principalmente
biopolimeros celuldsicos y de almidon [13]. El aprovechamiento de la biomasa a partir de residuos
o de cultivos energéticos ha sido ampliamente aplicada para la produccion de biocombustibles,
un ejemplo de ello es el estudio del aprovechamiento de semilla del arbol de ramén como materia
prima para la produccién de etanol [14], por su alto contenido de carbohidratos (72.25 %) y del
cual 61% es almidoén [15]. Se ha logrado la obtencion de este combustible mediante un bioproceso
consolidado con Trametes hirsuta Bm-2 [16]. Al final de este proceso, el producto final es un
combustible con valor energético (etanol) y la biomasa residual del proceso, la cual, puede ser
aprovechada en la alimentacion animal o reutilizada como materia prima en el proceso de
produccion de hidrogeno. Bajo el concepto de biorefineria, el aprovechamiento total de una
materia prima a partir de biomasa es un proceso esencial.

El propdsito de este trabajo es obtener resultados de produccién de biohidrogeno mediante el
proceso de fermentacién oscura utilizando como sustrato la biomasa residual del proceso de

obtencion de bioetanol a partir de harina de semillas de Brosimum alicastrum.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Hidrégeno

El hidrégeno (H:) es el elemento quimico mas abundante y ligero que existe, su atomo consiste
en un electrén y un proton, su peso atémico es de 1.008 unidades de masa atomica [17] se
caracteriza por ser un gas incoloro, inodoro e inflamable [18] que se encuentra en nuestro planeta
principalmente en el agua y compuestos organicos [19].

Es muy importante mencionar que el hidrégeno no es toxico y es mucho mas ligero que el aire,
se disipa rapidamente cuando se libera, lo que permite una dispersion relativamente rapida del
combustible, y en caso de una fuga lo hace relativamente mas seguro que otros combustibles. El
Departamento de Energia de los Estados Unidos mostré en su sitio web el historial de seguridad
del hidrogeno, mostrando que el hidrogeno puede ser tan seguro como los combustibles en uso
generalizado hoy en dia. Cabe recordar que el uso seguro de cualquier combustible se centra en
prevenir situaciones en las que los tres factores de combustidn (ignicion, oxidante y combustible)

estan presentes [17].

1.2 Hidrégeno como combustible

El hidrogeno suministra una mayor cantidad de energia por unidad de masa que los combustibles
usados actualmente. Su aporte calorifico mas alto es de 141.6 MJ/kg y el menor aporte calorifico
es de 119.9 MJ/kg. A modo de seguridad es necesario considerar sus caracteristicas fisico-
quimicas; el hidrégeno a 101.3 kPa, su temperatura de autoignicién es de 585 °C, la temperatura
de llama de 2045 °C y la velocidad de llama oscila entre 265 cm/s y 325 cm/s [20]. Con la
disminucién de la presién, la energia minima de chispa de hidrégeno en el aire es de 0.017 mJ a
101.3 kPa, en comparacion con los gases mas densos, su energia minima de ignicion es
considerablemente menor que la del metano (0.29 mJ) o la gasolina (0.24 mJ). Las fuentes de
ignicion potenciales de acuerdo con el Estandar de Seguridad de la NASA (Administraciéon
Nacional de Aeronautica y el Espacio) para Sistemas de Hidrogeno, podrian ser principalmente:
cortocircuitos eléctricos, llamas, electricidad estatica, chispas por trabajos de soldadura o friccion,
y caida de rayos [21]. Lo anterior son fuentes que pueden ser controladas o previstas en los
protocolos de seguridad para disminuir o erradicar los efectos, que llevarian a un posible incidente

0 accidente.



1.3 Hidrégeno en el mercado

El hidrogeno es un combustible empleado como insumo en plantas de produccién de amoniaco
y etanol, asi como en otras industrias centrales de la red eléctrica, el transporte, la agricultura y
el almacenamiento de energia. Se espera que el hidrégeno pueda satisfacer alrededor del 18%
de la demanda final de energia para 2050 [22]. En consecuencia, estas numerosas opciones y
aplicaciones de produccion, hara que el hidrégeno pueda valorarse en condiciones de flexibilidad
y el acoplamiento sectorial a los sistemas energéticos [23]. La demanda mundial total de
hidrégeno ha aumentado rapidamente desde 255.3 mil millones de metros cubicos en 2013 a
324.8 mil millones de metros cubicos en 2020, lo que significa un aumento del 27.2%. Para
satisfacer la demanda de hidrogeno, como fuente de energia secundaria, este puede extraerse
de sustancias, como los hidrocarburos y el agua, mediante un proceso de conversion de energia,
como la termoquimica y la electrélisis del agua [24]. Con ello satisfacer los requerimientos para
su uso final como materia prima y combustible en transporte terrestre, maritimo o ferroviario, para
lo cual se han desarrollado las hidrogeneras, estaciones de servicio que generan mediante
energias renovables hidrogeno el cual se almacena y dispensa para su uso en movilidad y las
hidrolineras, estaciones de recarga para dispensar hidrogeno [25]. En 2023 la compafia Iberdrola
obtuvo el certificado de Hidrégeno Renovable de AENOR en su planta de Puertollano y la
hidrogenera de Barcelona. “El sello AENOR ‘Verificacién de hidrogeno renovable’ abarca el
proceso de generacion, almacenamiento y comercializacion de hidrogeno, asi como el sistema
de gestion de la organizacién. Este reconocimiento acredita que Iberdrola cumple con la
regulacion europea establecida, utilizando la tecnologia de electrdlisis del agua y que la

electricidad utilizada para la misma proviene exclusivamente de energias renovables” [26].

1.4 Procesos para la produccion de hidrégeno

Actualmente las principales tecnologias utilizadas para producir hidrégeno son el reformado de
metano a vapor, oxidacion parcial de petréleo, gasificacién de carbdn y electrdlisis de agua. El
método mas econdmico es el reformado de los combustibles fosiles, el cual provee el 99% del
hidrégeno total. Sin embargo, esto no genera un beneficio climatico real, ya que se emite CO.en
el proceso. Alternativas como la electrdlisis del agua para producir hidrégeno verde a partir del
uso de energias renovables, como la energia edlica terrestre, marina y la energia solar, has sido
desarrolladas con el objetivo de reducir las emisiones de GEI (Gases de Efecto Invernadero) a la

atmosfera [27].



1.4.1 Reformado de metano con vapor

El reformado al vapor de metano (SMR, por sus siglas en inglés) a partir de gas natural o gas de
sintesis es ahora econédmicamente el proceso econdmicamente mas importante de la produccion
industrial de hidrogeno y también implica la eliminacion de hidroégeno de los hidrocarburos [28]. A
alta temperatura (700-1100 °C), el vapor de agua y el metano reaccionan para formar hidrégeno

y monéxido de carbono (Ecuacién 1):

CH4 + HO = 3H, +CO (1)
El CO producido puede reaccionar con el vapor para producir H, adicional a través de la reaccién
de cambio agua-gas (Ecuacion 2):

CO +H,O=CO; +H; (2)

1.4.2 Oxidacion parcial

El método de oxidacion parcial (POX, por sus siglas en inglés) consiste basicamente en la
conversion de vapor de oxigeno e hidrocarburos en hidrogeno y éxidos de carbono. El proceso
catalitico que ocurre a aproximadamente 950 °C, opera con materia prima que va desde metano
hasta nafta, mientras que el proceso no catalitico que ocurre entre 1150 - 1315 °C puede operar
con hidrocarburos que incluyen metano, petréleo pesado y carbdn [29].

Después de la eliminacion del azufre, el oxigeno molecular (O2) puro se utiliza para oxidar
parcialmente la materia prima de hidrocarburos, posteriormente, el gas de sintesis producido
recibe el mismo tratamiento que el gas producto del proceso de reformado con vapor. Cabe
sefalar que se requiere de gran capital para solventar los costos de la planta de oxigeno y de los
pasos de desulfuracion [30]. En el proceso catalitico, el calor es proporcionado por la combustion
controlada y a partir del metano la eficiencia térmica es del 60 — 75% [31]. Los procesos de

reformado catalitico y no catalitico se presentan en la Ecuacion 3 y 4:

CiHm + 1/2n02 — nCO + 1/2mH2 (3)

CoHm + NH20 — nCO + (n + 1/2m) Ha (4)



1.4.3 Reformado autotérmico

El reformado autotérmico (ATR, por sus siglas en inglés) es la combinacién de SMR y POX, donde
la oxidacion parcial se utiliza para producir reformado de calor y vapor para aumentar la
produccion de hidrégeno [32]. Por lo tanto, da como resultado un proceso térmicamente neutro.
Este proceso funciona correctamente cuando la relacion de oxigeno y combustible se controla
dentro de un periodo de tiempo para evitar la formacién de coque y también para controlar la
temperatura de reaccion y la composicion del gas [33]. Para el reactor ATR, la temperatura de
salida del reactor esta en el intervalo de 950 ° C a 1100 °C con una presion de gas que alcanza
hasta 100 bares. En ATR, la reaccién de reformado y oxidacion ocurre simultaneamente como se
muestra en la Ecuacion 5:
CiHm + nH20 = nCO + (n+m/2) H2 (5)

1.4.4 Procesos biolégicos para la produccién de hidrégeno

El hidrégeno también se puede producir a partir de procesos biolégicos (biohidrogeno) que
consumen menos energia y son mas respetuosos con el medio ambiente en términos de
reduccion global de CO,. Estas tecnologias de produccion de biohidrégeno renovable tienen el
potencial de ser competitivas econémicamente, ya que pueden utilizar biomasa residual de bajo
costo como materia prima [34], por ejemplo, residuos organicos municipales, agricolas,
industriales y aguas residuales. El biohidrégeno es producido por microorganismos autotrofos o
heterétrofos [34,35]. En las conversiones autotrofas (también conocidas como biofotdlisis directa
o indirecta), la energia solar se convierte directamente en hidrégeno a través de reacciones
fotosintéticas mediadas por microorganismos fotosintéticos, es decir, microalgas (eucariotas) y
bacterias fotosintéticas (procariotas), como las cianobacterias. En condiciones heterétrofas, los
sustratos organicos se transforman en compuestos organicos mas simples con la produccién
simultanea de hidrogeno molecular [35,36].

Ademas, existen dos tipos de conversiones heterétrofas, la fotofermentacion llevada a cabo por
bacterias fotosintéticas y la fermentacion oscura (FO) llevada a cabo por bacterias anaerdbicas

que convierten los carbohidratos en biohidrogeno mediante su metabolismo [3].



1.4.5 Biofotdlisis

La biofotdlisis es una produccion de biohidrégeno impulsada por fotones, y es un método que
utilizan las cianobacterias (cianofitas o algas verde-azules) que operan sobre la base de un
principio similar al de la fotosintesis en las plantas. Este proceso se puede clasificar como
biofotdlisis directa y biofotdlisis indirecta [37].

La biofotdlisis directa es otro tipo de proceso biolégico en el que la energia solar se convierte en
energia quimica mediante sistemas fotosintéticos de microalgas, para producir hidrégeno
molecular (Ecuacion 6) [38].

Energia Solar + 2H,0 — 2H; + O, (6)

Por el contrario, la fijacion de CO; y la acumulacion de carbohidratos que ocurrieron en primer
lugar durante la fotosintesis para la biofotdlisis indirecta, es seguida de la fermentacion de las
reservas de carbono que conduce a la produccion de hidrogeno, esto se expresa en la
Ecuaciones 7 y 8:

12H,0 + 6CO, — CsH1206 + 60, (7)

CsH1206 + 12H,0 —12H, + 6CO- (8)

A través de este proceso, las cianobacterias y las microalgas pueden producir hidrogeno (H:) a
partir del glucégeno guardado, y este método ha resuelto el problema de sensibilidad de oxigeno

(O3) al separar la generacion de Hz y Oz en dos pasos distintos a través de la fijacion de CO; [39].

1.4.6 Fotofermentacion

Los procesos de fermentacion que emplean la luz como fuente de energia para la fotosintesis se
conocen como fotofermentacion. En comparacién con otras rutas, la fotofermentacién tiene la
ventaja de que la luz puede reemplazar a los azucares como fuente de energia, lo que reduce la
competencia por el uso de la tierra con los cultivos alimentarios. La Ecuacion 9 muestra la

produccion quimica de hidrégeno a través de la fotofermentacion [40]:

16 ATP + 16H,0 + No+ 10" + 8¢~ 2" — 16ADP + 16pi + 2NH4+ + H, (9)

1.4.7 Fermentacion oscura para la producciéon de biohidrégeno



La conversion de recursos biolégicos en energia por parte de microorganismos catalizadores
asistidos por enzimas como las nitrogenasas e hidrogenasas se conoce como fermentacién [41].
La fermentacion oscura (DF por sus siglas en inglés) en la produccién de biohidrégeno tiene un
enfoque de menor demanda energética. Este proceso es una técnica tradicional, pero sigue
siendo una tecnologia favorable con la que se puede reducir la generacién de lodos y realizar la
recuperacion inocua de la energia o nutrientes, incluido el hidrégeno y acidos grasos de cadena
corta que se han logrado producir [42]. Durante la fermentacién oscura el hidrégeno molecular
(H2), el didxido de carbono (CO,) y los acidos grasos volatiles se producen por microorganismos
que degradan los carbohidratos presentes en residuos provenientes de sectores como la industria
alimentaria, papelera, agricolay residuos municipales [43]. Con la glucosa como sustrato modelo,
los acidos acético y butirico constituyen mas del 80 % del total de productos finales y en teoria,
los rendimientos de H; son de 4 mol y 2 mol por cada mol de glucosa en fermentacién de tipo

acética (Ecuacion 10) y butirica (Ecuacion 11), respectivamente [44].

CsH1206 + 2H,O0 — 2CH3;COOH + 4H, + 2C0O, (10)
CsH1206 + 2H,O — CH3CH>CH>COOH + 2H, +2C0O- (1 1)

La ruta metabdlica del proceso de fermentacion oscura se puede observar en la Figura 1.1 [3] .

BIOMASA Particulas inertes y
(Agricola, Municipal, industrial) solubles (lignina)
Desintegracion
I Carbohidratos I | Proteinas | | Lipidos |
Hidrdlisis 1 l
I Monosacéridos I ‘ Acidos grasos cadena larga k
T Aoz
Acidogénesis : | i |
. ——— R R - .
i i 2y L ;
Lactato | I Etanol | l Propianato | | Butirato Valerato | :
Acetogénesis |
J Acetato k a1
cetato H
2 ]

Figura 1.1 Pasos de la biodegradacion y vias metabdlicas implicadas en la descomposicion

fermentativa de la biomasa residual (adaptado de Ghimire 2015).

Las bacterias fermentativas oscuras no requieren energia externa, unicamente emplean la

energia administrada en el sistema para el funcionamiento del reactor. Debido al bajo consumo



de energia y la operacion con una amplia variedad de sustratos (residuos agricolas, forestales, e
industriales), la fermentacién oscura es econdmicamente factible y tiene una gran importancia en
la generacion de H, y la reduccion de residuos. Ademads, el efluente procedente de la
fermentacion oscura contiene compuestos como lo son los acidos grasos volatiles (acido acético,
acido butirico, acido lactico) y etanol los cuales pueden recuperarse y utilizarse como producto
final de valor agregado o bien utilizarse como materia prima para otro proceso [40]. En la Tabla
1.1 se mencionan las eficiencias de los procesos para la produccion de hidrogeno y algunas de

las ventajas y desventajas principales en su utilizacion [45].

Tabla 1.1 Comparacién de procesos de produccion de hidrogeno (adaptado de Nikolaidis, 2017

[45]).

Proceso Eficiencia (%) Ventajas Desventajas
Reformado de
va 74-85 Tecnologia
por
desarrollada e
. CO, como producto y
infraestructura . .
. dependiente de combustibles
] . . existente L
Oxidacién parcial 60-75 fosiles
Reformaqo 60-75
autotérmico
Requiere luz solar bajos
Biofotélisis 10 Consumo de CO- y rendlmlgntp de H debido a
O, como producto caracteristicas de la materia
prima, sensibilidad al O,
Fermentacion Produccion de H, sin - Requiere grandes volumenes,
oscura 60-80 luz, aprovechamiento  conversion baja de materia
de residuos organicos prima
Aprovechamiento de Requiere luz solar, requiere
Fotofermentacion 0.1 residuos organicosy  grandes volumenes de reactor,
aguas residuales. sensibilidad al O,
O, como unico
producto, no genera .
emisiones si se usan Problemas por corrosion en
Electrdlisis 40-60 sistema, elementos toxicos,

energias renovables,
infraestructura
existente.

grandes costos.

Entre los procesos existentes, siguen prevaleciendo aquellos que usan combustibles fésiles, los

cuales presentan los mayores rendimientos en cuanto a eficiencia. Estos procesos pueden
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implementar captura de carbono y control de emisiones como primera parte en cuanto a la
transicion de un mejor desarrollo de la economia del hidrégeno [46]. Por otra parte, entre los
procesos biolégicos, la fermentacidon oscura destaca en cuanto a rendimiento de produccién de

hidrégeno.

1.5 Sustratos en la produccion de biohidrégeno en la fermentaciéon oscura

Principalmente el costo, la logistica y el suministro de materia prima, son limitantes que afectan
la economia de uso de biomasa para técnicas de produccion de hidrégeno de manera bioldgica
[47]. La biomasa que es adecuada para la produccion de biohidrogeno, se divide de forma
general, en dos categorias, los cultivos bioenergéticos y desechos agricolas. En funcion de su
origen, se pueden clasificar ademas como biomasa orientada a plantas o animales. En extension,
se aprovechan cultivos microbianos mixtos o puros para la bioconversion de biomasa vegetal en
hidrégeno, y los modos operativos en lote que son empleados han sido sustituidos recientemente
por experimentos continuos de produccion de hidrogeno [48].

El sustrato es un factor crucial que influye significativamente en la produccion de hidrégeno
mediante fermentacién oscura [49]. Las bacterias fermentativas oscuras anaerébicas son
capaces de producir hidrogeno a partir de diversas fuentes de carbono, como azlcares simples
(por ejemplo, glucosa, sacarosa y lactosa), desechos que contienen almidén y celulosa,
procedentes de residuos de la industria alimentaria, aguas residuales [50], biomasas

lignocelulésica y la fraccidén organica de desechos solidos municipales [51].

1.6 Pretratamiento de sustratos para la produccion de biohidréogeno

La concentracion de sustrato es un parametro importante en la fermentacion para producir
biohidrégeno, una mayor concentracion de sustrato puede ocasionar inhibicién en la produccién
de hidrégeno [52]. Por otra parte, algunos compuestos complejos requieren un tratamiento previo
para que puedan ser metabolizados por las bacterias fermentadoras de hidrogeno [53].

Para mejorar la produccion de hidrégeno, se han desarrollado una serie de pretratamiento fisicos
y quimicos, como lo son la aplicacién de calor, oxidacion quimica, tratamientos alcalinos, adicién
de materiales especiales para la mejora de la solubilizacion de lodos (o0 sustratos) y/o seleccion
de inéculos [54,55]. Por ejemplo, la hidrélisis de almidén presente en diversos residuos se
implementa para obtener mondmeros de glucosa y maltosa los cuales son facilmente accesibles

por los microorganismos. El pretratamiento del almidén es comparativamente mas simple que el
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de otros carbohidratos complejos, como la celulosa y hemicelulosa, ya que puede hidrolizarse en
subunidades mas pequefias mediante métodos fisicos, quimicos y bioldgicos (enzimaticos) o una
combinacion de estos métodos [56]. En la tabla 1.2 se muestran los pretratamientos utilizados en

diferentes sustratos y rendimientos obtenidos.

Tabla 1.2 Pretratamientos aplicados a diferentes sustratos para la produccién de hidrégeno.

Sustrato Pretratamiento Tipo Rendimiento Referencia
Macroalga marina Microondas- Fisico

(Ulva reticulate) peroxido-acido 92 mL H./g-COD [56]
Pulpa de Alcalino Quimico 445 6 mL Hy/g-COD [57]
remolacha

Residuos de Térmico Quimico 148 mL Hy/g-SV [58]
comida

Residuos de . L Fisico

comida Ultrasonificacion 149 mL H,/g-SV [59]
Paja de trigo Enzimatico Biologico 19.63 mL Ha/g-SV [60]
Paja de maiz Molienda Fisico 41.6 Hy/g-ST [61]

1.7 Reactores en la fermentacion oscura

La eficiencia de conversién del sustrato y el potencial de produccién de biohidrégeno del
biocatalizador microbiano durante la fermentacion oscura dependen principalmente de las
caracteristicas del reactor, los parametros del proceso y las condiciones operativas. El disefio y
configuraciones especificas de entradas, salidas, control de pH, agitacion, calentamiento y control
de temperatura tienen un efecto directo en el rendimiento de los biorreactores. Estos deben tener
la capacidad de funcionar con un menor tiempo de retencion hidraulica y, ademas, debe tener la
capacidad de limitar el lavado de biomasa[53].

Algunos reactores utilizados en la fermentacion oscura emplean la retencion de biomasa en
granulos, por ejemplo, los reactores de lodos anaerébicos de flujo ascendente (UASB por sus
siglas en inglés), los reactores de lecho de lodo granular expandido (EGSB por sus siglas en
inglés) o los soportes inertes como los reactores de lecho fijo (FBR por sus siglas en inglés), por
otro lado estan los reactores bioldgicos secuenciales por lotes (SBR por sus siglas en inglés) y
reactores de tanque agitado continuo (CSTR por sus siglas en inglés) [62].

1.8 Factores de operacion de la fermentacion oscura
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Los parametros que influyen en gran medida la produccion de hidrogeno son: el tipo y
concentraciéon de sustrato, edad del inéculo, uso de cultivos puros o mixtos de bacterias, via
metabdlica, pH, temperatura [63], modo de operacion (batch o lote continuo) en el reactor,
proceso fermentativo (fotofermentacion o fermentacion oscura), disefio y caracteristicas del

biorreactor [64].

1.8.1 Inéculo y via metabdlica

La fermentacion oscura se puede llevar a cabo utilizando cultivos puros o mixtos. Los consorcios
mixtos como el lodo y el estiércol de vaca contienen diferentes tipos de microorganismos que
pueden actuar sobre una amplia gama de sustratos, pero la presencia de consumidores de H;
como las bacterias metanogénicas reduce el rendimiento de produccién de hidrégeno [65].
Chang et al., realizaron un estudio para evaluar el efecto de los pretratamientos acido (HCI),
basico (NaOH) y de choque térmico (95°C) sobre el inéculo, resultando en un mayor rendimiento
de 1.51 mol Hz/mol-glucosa mediante tratamiento acido y utilizando 10 g/L de glucosa como
sustrato [66]; mientras que Wang et al., obtuvo un rendimiento de 2.10 Hz/mol-glucosa empleando
choque térmico (80°C) con una concentracion de 20 g/L de glucosa [67]. La aplicacién de
temperatura en los indculos mixtos es el método mas utilizado debido a su practicidad y
resultados [68].

La aplicacion de multiples microorganismos con diferentes funciones es una forma eficiente de
convertir carbohidratos complejos de sustrato en H», tal como los que degradan y aprovechan el
almidon para producir hidrogeno. Ma H et al., utilizaron un cultivo mixto de Bacillus cereus ATCC
14579 y Brevundimonas naejangsanensis BIO-TAS2-2 para la produccién de hidrogeno a partir
de almidon. En éste estudio se observé un aumento del rendimiento de hidrégeno de 52% a 62%,
en comparacion al de una sola cepa, respectivamente [69]. Sin embargo, Clostridium sp. y
Enterobacter sp., son las principales especies que se utilizan comunmente en la produccion de
biohidrogeno. Existen dos rutas metabdlicas separadas: la via formiato-piruvato liasa (FPL) la
cual se lleva a cabo por el metabolismo anaerébico facultativo, como por ejemplo Escherichia
coli; y la via piruvato: ferredoxina-oxidoreductasa (PFOR), a través de Clostridium.

La glucosa en ambas vias se trasforma en piruvato a través de la glucdlisis, en cuyo proceso el
NAD" se reduce a NADH y se produce la conversion de ADP en ATP. El intermediario clave es el
piruvato, la degradacion del piruvato por anaerobios facultativos resulta en formiato mientras que
el acetil-CoA es transformado por accién de FPL. Por otro lado, microorganismos anaerobios

estrictos producen acetil-CoA, CO, y ferredoxina reducida usando PFOR. La produccion de
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hidrogeno a partir del formiato por el metabolismo anaerdbico facultativo es debido a la Ni-Fe
hidrogenasa, alternativamente, la ferredoxina producida promueve la produccion de hidrégeno

por Fe-Fe hidrogenasa [12].

1.8.2 Temperatura

La fermentacién oscura puede llevarse a cabo en condiciones mesdfilas (20 °C — 40 °C),
termdfilas (40 — 65 °C) o hipertermdfilas (> 80 °C) [70]. A pesar de que la produccién de hidrégeno
es mayor en condiciones termofilas (principalmente utilizadas con indculos provenientes de lodos
y estiércol de vaca), las condiciones mesdfilas son las mas utilizadas, debido a su menor consumo
de energia [71,72].

1.8.3 pH

El pH influye directamente en las vias metabdlicas llevadas a cabo por los microorganismos,
teniendo un impacto en el rendimiento del hidrégeno. Durante la glucdlisis, los organismos
anaerobios facultativos son capaces de generar hidrégeno por conversion de la glucosa en
piruvato. Los metabolitos generados en medio de la descomposicion del piruvato, a su vez,
influyen en el rendimiento de hidrogeno [73]. Un valor éptimo de pH es de 5.5 en la fermentacion
oscura, el cual ha sido reportado previamente [74]. Sin embargo, el ajuste de pH inicial durante
la fermentacién oscura varia segun el tipo de sustrato [75], un pH neutro se recomienda para
residuos ganaderos, para residuos de cultivo un valor de 6.5 a 7.0 y para residuos de comida se
ha reportado un pH de 5 a 6 [76]. Sin embargo, si el pH desciende por debajo de 5.0 la produccién
de hidrégeno disminuye debido a la formacion de metabolitos acidos y por consiguiente la

inhibicion de la actividad enzimatica [13].

1.9 Potencial bioquimico de hidrégeno

El potencial bioquimico del hidrogeno (PBH) es un procedimiento a escala laboratorio en el cual
se evalua el potencial de un sustrato para la produccién de hidrogeno, por ejemplo, biomasa de
microalgas, residuos de cultivos agricolas, plantas acuaticas. Los estudios de esta técnica se
centran en analizar el efecto de la composicion del sustrato, en cuanto al contenido de
carbohidratos o sélidos, la relacion con el inéculo y los rendimientos de produccion de hidrogeno;
Carrillo et al., reportaron los resultados de un protocolo estandarizado para la evaluacion del

potencial del biohidrogeno [77]. Debido a que estos procedimientos son mas simples, cortos y a
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pequefa escala en comparacion con los experimentos de reactores continuos mas complejos a
mayor escala que encarecen los costos, éstas pruebas por lotes son sin duda ampliamente

recomendados [78].

1.10 Brosimum alicastrum Sw (Arbol de ramén)

1.10.1 Clasificacién y distribucién

El arbol de ramén (Brosimum alicastrum), toma su nombre cientifico del griego brosimos, que
significa comestible. En México y Guatemala se le conoce como “ramén”. Este nombre, que
proviene del verbo ramonear, hace referencia a que el ganado vacuno y otros animales
domésticos consumen sus semillas, plantulas y hojas [79]. Es originario de los bosques humedos
de América tropical y se distribuye en las zonas tropicales de América, desde México hasta el
norte de Brasil, incluyendo las Islas del Caribe [79,80] . En México se encuentra en los estados
del Golfo de México y el mar Caribe, desde Tamaulipas hasta Quintana Roo; en la costa del
Pacifico desde el sur de Sinaloa hasta Chiapas, y en el centro del pais se localiza en los estados

de San Luis Potosi, Durango, Estado de México, Morelos y Puebla [81-83].

1.10.2 Composiciéon y aprovechamiento de la semilla de ramén

Diversos estudios indican que alrededor del 75% del peso seco de la semilla de ramén esta
compuesto por carbohidratos, ademas, el almidon constituye un 61%, por lo que es el principal
componente de la semilla (Tabla 1.3). Por otra parte, esta semilla fue el alimento mas importante
de los mayas durante el periodo clasico (250-900 d.C), y en los ultimos afios se ha descubierto
que tiene un gran contenido de fibra, calcio, potasio, acido félico y vitaminas A, By C, ademas de
ser una fuente importante de aminoacidos [80].

Se han realizado diversos trabajos enfocados en el estudio del aprovechamiento de la harina de
la semilla de ramon.

Barquera en 2014 [15] demostrd que la harina de la semilla de ramén tiene potencial para ser
empleada como materia prima en la produccion de bioetanol, por su alto contenido de
carbohidratos (72.25 %) y almidon.

Olguin-Maciel en 2015 [84] para el proceso de produccidén de bioetanol utilizé diferentes pre-
tratamientos térmicos, logrando alcanzar concentraciones de azucares reductores directos (ARD)

de 67 a 97 g/L, equivalente a 50% de produccién maxima tedrica de azucares reductores,
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logrando un aumento de 33% en comparacién con el de harina no tratada y demostrando que los
granos de almidon se encuentran embebidos en una matriz proteica que limita su accesibilidad
para ser hidrolizados por las enzimas amiloliticas.

Posteriormente, en 2017, Olguin-Maciel et al., [85] realizaron un estudio con el objetivo de
producir etanol a partir de harina de ramoén aplicando un tratamiento térmico de 90 °C durante 30
min y anadiendo una cepa de levadura nativa (Candida tropicalis PL-1) para el proceso de
fermentacion. Se observdé ademas que la cepa de levadura nativa fue superior a la cepa
comercial, fermentando el 98,8% del azucar reductor a las 48 h y generando un 31% mas de
etanol que la levadura comercial. En el estudio se sefala que una tonelada de harina puede
producir 213 L de etanal, lo que sugiere que la harina de ramon es un excelente candidato para
la produccion de etanol. Es importante resaltar que este fue el primer informe sobre la produccién
de bioetanol utilizando el almidon de la harina de semilla de ramén y una cepa de levadura nativa
aislada de esta materia prima.

En 2019, en un estudio realizado por Jiménez [86], evalud el efecto del ultrasonido en la actividad
enzimatica en el proceso de sacarificacion de harina de semilla de Brosimum alicastrum. Se
obtuvieron resultados favorables con el pretratamiento ultrasénico a 45°C durante 60 min, a una
potencia de 100 W y una concentracion de 0.075U/g de a-amilasa, obteniendo una concentracion
de azucares fermentables de 123.72 g/L, lo que representd un 92% de almiddn hidrolizado.

En 2020, Olguin-Maciel et al., [14] realizaron un estudio donde se evalud el uso de la cepa nativa
Trametes hirsuta Bm-2 en la produccion de bioetanol en un bioproceso consolidado (BPC). La
harina de la semilla cruda obtenida del arbol de ramén tuvo 61% de almidon, realizando ensayos
a partir de los cuales se encontré que la cepa T. hirsuta Bm-2 produjo la enzima amilasa con una
actividad de 193.85 U/mL con una alta tolerancia al estrés por etanol y fue capaz de producir
directamente etanol a partir de harina cruda a una concentracion de 13 g/L, con un rendimiento
de produccion de 123.4 mL/kg de harina. Finalmente, este estudio demostré el potencial de T.
hirsuta Bm-2 en la produccion de etanol a base de almidén en un bioproceso consolidado que
podria implementarse en la industria de los biocombustibles.

En 2021, Garza-Garza [87] realiz6 un estudio cuyo objetivo fue el desarrollo de una sacarificacion
y co-fermentacion simultanea utilizando las cepas de T. hirsuta Bm-2 y T. hirsuta RT-1, para
hidrolizar el almidon presente en la harina de semillas de ramoén; seguido de la adicion de
levaduras nativas aislada del fruto de B. alicastrum, Candida tropicalis PL-1 y Hanseniaspora
guilliermondii TL-3 para fermentar aztcares reductores. Los resultados en el estudio mostraron

una mayor eficiencia con el uso de T. hirsuta RT-1; un aumento en la concentracion de azucares

15



reductores con una agitacion del hidrolizado con el hongo a 150 rpm a 32 £ 2 °C y la produccion
de 18.93 g/L de etanol utilizando Candida tropicalis PL-1.

Los procesos de generacion de etanol a partir de harina de ramén como el BPC generan residuos,
los cuales contienen aun materia organica, rica en almidon sin hidrolizar; que puede ser utilizado
en otros procesos para la obtencién de productos con valor energético agregado como es el

hidrégeno.

Tabla 1.3 Composicion de la semilla de ramén (Brosimum alicastrum).

Componente
Carbohidr Proteina Referencia
Fibra* Lipidos* Energia** Humedad*
atos* cruda*
76.1 6.2 11.4 1.6 363 6.5 FAO [88]
77.27 10.87 5.99 - - - Lozano et al. [89]
Peters y Pardo-
- 12.8 4.6 - 361 - _
Tejeda. [90]
72.25 12.21 4.96 1.1 347.86 5.88 Barquera [15]

* g en 100 g de semilla en base seca.

**Kcal en 100 g de semilla en base seca.
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JUSTIFICACION

En la actualidad, el hidrégeno es un combustible con una alta demanda en diferentes procesos
industriales, con una proyeccion para su uso como combustible en medios de transporte y
generacién de energia eléctrica. Es considerado un combustible limpio, ya que su uso no genera
gases contaminantes como el mondxido de carbono (CO) y el didxido de carbono (CO.), por tal
motivo se ha incrementado el interés en su produccion y nuevas aplicaciones, sin embargo, la
mayor produccion de este combustible es a partir de los combustibles fosiles.

A fin de encontrar un proceso alterno de obtencion de hidrogeno, se han desarrollado nuevas
tecnologias a partir del uso de energias y materias primas renovables, reduciendo el impacto
ambiental y costos por insumos, ademas de que los rendimientos sean competitivos en el
mercado, como lo es la fermentacion oscura, mediante la cual es posible obtener hidrégeno con
la utilizacion de sustratos organicos variados (aguas residuales, desechos de alimentos y
residuos agricolas). Para desarrollar una metodologia de produccién de biohidrégeno a partir de
biomasa, es necesario la optimizacion del proceso de fermentacion oscura, la cual no requiere
un consumo de una alta demanda de energia.

Por lo anterior, se propone el uso de la biomasa residual generada al final del proceso de
produccion de etanol con harina de ramdn mediante el bioproceso consolidado (BPC) utilizando
la cepa del hongo T. hirsuta Bm-2, en un proceso de fermentacion oscura para la produccion de
hidrégeno.

Se ha demostrado en diferentes investigaciones el potencial de la semilla de ramdn como materia
prima en la produccion de etanol, debido a su alto contenido de carbohidratos, asimismo, proviene
de un cultivo que no es base en la alimentacion humana y es un arbol perenne. De igual forma,
La biomasa residual proveniente del BPC contiene almidon, azucares reductores y carbohidratos
disponibles, que bien, pueden ser utilizados como sustrato para microorganismos fermentativos
en la produccién de hidrégeno.

Bajo un concepto de biorefineria, la adicion de un nuevo proceso como lo es la produccion de
hidrégeno, es un avance para el aprovechamiento total de la semilla de ramén, aprovechando el

residuo de cada etapa obteniendo un producto de valor agregado.
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HIPOTESIS

Mediante un proceso de fermentacién oscura se puede obtener biohidrégeno utilizando como
sustrato la biomasa residual del bioproceso consolidado de bioetanol a partir de harina de

Brosimum alicastrum con Trametes hirsuta Bm-2.
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OBJETIVO GENERAL

° Producir biohidrégeno utilizando biomasa residual del bioproceso consolidado de

bioetanol (RBPC) a partir de harina de Brosimum alicastrum y Trametes hirsuta Bm-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Caracterizar fisicoquimicamente la biomasa residual del bioproceso consolidado de
bioetanol (BPC) a partir de semilla de Brosimum alicastrum con Trametes hirsuta Bm-2.
° Determinar la contribucién del carbén activado en el potencial bioquimico de hidrégeno
(PBH) a partir de biomasa residual del bioproceso consolidado
e Caracterizar fisicoquimicamente las condiciones de operacion (pH, temperatura) en el proceso
de produccién de hidrégeno, para su optimizacion.
e Determinar el rendimiento de produccién de hidrogeno en escala laboratorio de dos diferentes

volumenes de trabajo (0.165mL y 2.8 L).
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1. Estrategia experimental

La estrategia experimental para determinar el rendimiento de produccion de hidrégeno

mediante fermentacién oscura utilizando biomasa residual del bioproceso consolidado

(RBPC) a partir de harina de semilla de ramon con T. hirsuta Bm-2 e inoculo mixto se

esquematiza en la Figura 2.1.

Semilla de Brosimum

allicastrum
Preparacion del
inoculo Preparacion de

harina
Pretratamiento del

indculo

Bioproceso consolidado
Caracterizacion del
inoculo

Fraccion liquida Fraccion solida
(bioetanol) (RBPC)

Caracterizacion fisicoquimica y
elemental del sustrato

Ensayos de potencial bioquimico de hidrégeno (PBH) I
v

Evaluacion inicial de PBH
5g/LRBPC S110.5y 15g/L CAG
Con CAG y sin CAG

Evaluacion de diferentes parametros:
SA; concentracion de sustrato; concentracion de CAG

2

Pruebas de PBH (5g/L)
Sin CAG —v%
SN(05;04;03;02)

Pruebas de PBH (7.5 ¢/L RBPC y S 0.5)
[CAG]5; 10y 15glL ;

Pruebas de PBH (S 0.5)
Sin CAG
[RBPC]5; 7.5y 10g/L

y

Determinar rendimiento de produccién de hidrégeno
Cromatografia de gases)

Seleccion de los mejores

parametros y repeticion en
volumen de trabajo de 0.165 L

Determinar rendimiento de produccion de hidrégeno
Cromatografia de gases

Pruebas de PBH en volumen de trabajo
de 2.8 L, usando como control sacarosa.

Y

Determinar rendimiento de produccion de hidrégeno
(Cromatografia de gases|

Caracterizacion fisicoquimica y elemental

(AGVs; CHONS, azucares reductores, fosfatos, nitratos, NT, DQO, pH)

Figura 2.1 Estrategia experimental para la produccion de hidrégeno mediante fermentacion

oscura utilizando el residuo del bioproceso consolidado a partir de harina de semilla de ramon

con T. hirsuta Bm-2

20



2.2. Materia prima

La materia prima utilizada como sustrato en las pruebas de fermentacion oscura para la
produccion de biohidrogeno fue la biomasa residual del bioproceso consolidado (RBPC) con T.
hirsuta Bm-2 para la obtencion de bioetanol, a partir de harina obtenida de semillas de Brosimum
alicastrum (arbol de ramon) [14]. El procedimiento para la obtencién del RBPC se describe a

continuacion:

2.2.1. Preparacion de harina de ramén

Para la preparacién de harina se utilizaron semillas recolectadas en el mes de abril de 2022.
Posterior a ello, se realizé un lavado con agua corriente, se limpiaron para eliminar el pericarpio
e impurezas y se secaron en un horno de conveccién (Binder, modelo 115UL) a 70°C por 72 h.
Pasado el tiempo, se retir6 manualmente la testa de la semilla, seguidamente se trituré en una
prensa hidraulica (Carver, modelo #3912), después se realizé6 su molienda en una licuadora
industrial (Warning Laboratory, NSF, CB15) a 20,800 rpm. Finalmente, se tamizé la harina
obtenida en malla #50 (U.S.A STD TEST SIEVE) para obtener harina con tamafo de particula

menor a 300 um. Las etapas de preparacion de harina de ramon se ilustran en la Figura 2.2.

u\\’l"‘i"ﬁ” e o 'ﬁ;l/ 4

Semilla de ramon con impurezas Semilla de ramoén limpia

Triturado de semilla de ramoén Molienda de semilla de ramén Harina de semilla de ramoén

Figura 2.2 Etapas de preparacion de harina de semilla de ramon.
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2.2.2. Obtencion de sustrato a partir de bioproceso consolidado (RBPC)

Los ensayos de BPC se realizaron de acuerdo a la metodologia descrita por Olguin-Maciel et al.

[16]. Para ello, se prepararon matraces Erlenmeyer con 14% p/v de harina natural de ramoén (HR)

con agua destilada en un volumen de 100 mL, posteriormente, se esterilizé el medio durante 20

min a 121°C para que en esterilidad se sembrara un disco de 1 cm de diametro del micelio de T.

hirsuta Bm-2. Una vez realizada la siembra, se incub6 a 35°C durante 12 y 20 dias. Al término,
se retird el sobrenadante mediante centrifugacion (CRM GLOBE, Centrificient 1V) a 3500 RPM
por 20 min. El precipitado en lo siguiente denominado como “RBPC” se preservé a -18°C para su

utilizacién en pruebas de potencial bioquimico de hidrégeno posteriores. Las etapas de obtencion

del sustrato (RBPC) se ilustran en la Figura 2.3.

e ———
y .
/‘\((;,
o
(")\M"L

Cepa de Trametes hirsuta Bm-2
preservada en PDA

Siembra de micelio de
T. hirsuta Bm-2 en medio de
harina de semilla de ramoén

Bioproceso consolidado
(BPC)

Centrifugacion de residuo de
BPC

Muestra de biomasa
residual de BPC

Figura 2.3 Etapas de proceso de obtencién de RBPC.

2.2.3. Caracterizacion de la materia prima

Se realizaron los siguientes andlisis para caracterizar la HR y RBPC (sustrato):
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Analisis elemental (C, H, N y S): La determinacion del analisis elemental de carbono, hidrégeno,
nitrégeno y azufre se realizé en el equipo Thermo Scientific Elemental Analyzer Flash 2000. Se
realizaron mediciones con el detector en Modo CHNS, a partir de 3 a4 mg de HR y de RBPC en
contenedores de estaio (ThermoScientific) y 10 mg de 6xido de vanadio (V.Os) como catalizador
(ThermoScientific). [14].

Humedad: Se determiné la humedad de la HR y RBPC mediante la norma NREL/TP-510-42621
[91]. Para lo cual se colocaron crisoles en un horno de conveccion (Binder, 115-UL) a 105 °C,
hasta peso constante. La HR y RBPC se homogenizaron individualmente y se colocaron en los
crisoles a 105 °C durante al menos 4 horas en un horno (Binder 115-UL) hasta peso constante.
Cada muestra se analizo por triplicado. Para determinar el porcentaje de humedad se empleé la

siguiente formula:

peso de crisol con muestra seca — peso de crisol

%humedad = 100 — ( ) x 100

peso de muestra
Determinacién de sélidos totales (ST) y volatiles (STV): Para determinar sélidos totales y
solidos volatiles se siguid la metodologia de las normas NREL/TP-510-42621 [91] y NREL/TP-
510-42622 [92] y NREL/TP-510-42622 [94] y se calculé a partir de la siguiente férmula:

peso de crisol con muestra seca — peso de crisol seco

ST mg/mL = ( )
mlL de muestra

Para determinar los sodlidos volatiles los crisoles con muestra seca ingresaron a una mufla

(Vulcan, modelo 3-550) a 550 °C durante 180 minutos, trascurrido el tiempo, la muestra se

mantuvo a 105°C, posteriormente se realiz6 la medicion de peso hasta que este fuera constante.

Para el célculo de sodlidos totales volatiles se realizé mediante la siguiente formula:

peso de crisol con ceniza — peso de crisol seco

STV mg/L = ( )
mlL de muestra

Concentracion de azucares reductores: Los azucares reductores se cuantificaron mediante el

método de Miller [93] con ligeras modificaciones [14]. Las muestras fueron previamente

centrifugadas a 3500 rpm, se utiliz6 1 mL de muestra del sobrenadante [69] (con diluciones 1:2 'y

1:5) se afadio 1.5 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), la mezcla se llevo a ebullicion a 100°C

durante 5 minutos. Posteriormente se disminuyd la temperatura en un bafio de agua fria,

23



inmediatamente se agregd 7.5 mL de agua destilada. La absorbancia fue leida a 550 nm en un
espectrofotémetro (Eppendorf BioSpectrometer® basic) y la concentracion se determiné en base

a una curva estandar de glucosa.

2.3. Preparacion del inéculo

Se prepard un indculo compuesto de 30 g/L de suelo profundo, 300 g/L de excreta de vacuno,
150 g/L de excreta de cerdo, 1.5 g/L de carbonato de sodio y un litro de agua [94]. Se integraron
los materiales, se realizé la mezcla y filtrado manual del indculo. Posteriormente, se sometioé a un
pretratamiento térmico [95,96] (100°C durante 20-25 min), con la finalidad de inhibir las bacterias

consumidoras de hidrégeno.

2.3.1. Caracterizacion del inéculo

Se determind el contenido de humedad, sélidos totales, sélidos volatiles, andlisis elemental (C,

H, Ny S), por triplicado de muestras de indculo, tal como se enuncia en el apartado 2.1.3.

Medicién de pH: Se realiz6é la medicién de pH del in6culo con un multimetro portatil (HACH,
modelo HQ40d).

2.4. Evaluacion del potencial bioquimico de hidrégeno

Para la determinacion del potencial bioquimico de hidrogeno (PBH) se utilizé la biomasa residual
del bioproceso consolidado (RBPC) como sustrato e in6culo pretratado con edad de 24 a 72 h,

en diferentes escalas y concentraciones:

Clave Condicién
Cc Control
PBH 5 g-SV/L de RBPC
PBHCAG 5 g-SV/L de RBPC y carbdn activado
PBH2 7.5 g-SV/L de RBPC
CS Control con sacarosa en 2.8L
PFR 7.5 g-SV/L de RBPC en 2.8L
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2.5. Ensayos de potencial bioquimico de hidrégeno (PBH)

A continuacién, se describen las condiciones que se emplearon en cada ensayo:

Evaluacion inicial de PBH y PBHCAG: Los ensayos se realizaron en frascos serolégicos de
250 mL empleando 5 g/L de sdlidos totales volatiles de RBPC con 12 dias de incubacion, el
volumen util fue de 165 mL, manteniendo una relacion de 0.5 g STV de sustrato / g STV del
indculo [78]. Para PBHCAG se anadid carbon activado granulado en una concentracion de 15
g/L. Se utilizé agua destilada para completar el volumen util. Los frascos se sellaron y se desplazé
el aire mediante flujo de nitrégeno para crear un ambiente anaerobio. Posteriormente se incubd
cada ensayo por triplicado a 37°C + 2°C y 150 RPM (Corning® LSE™) [77]. El pH se ajusto a 5.5
+ 0.1 con HCI 3M. Los ensayos se mantuvieron en condiciones de incubacion durante 72 h, en
los cuales se tomaron muestras del gas producido cada 3, 4, 6 y 8 h, para su analisis en el

cromatografo de gases Perkin EImer®.

Control: Los ensayos del control con indculo se realizaron en frascos serolégicos de 250 mL, se
anadio el volumen de inéculo empleado en PBH y PBHCAG se afadié agua destilada hasta
completar un volumen util de 165 mL. Los frascos se sellaron y se desplazé el aire mediante flujo
de nitroégeno para crear un ambiente anaerobio.

Posteriormente se incubé cada ensayo por triplicado a 37°C + 2°C y 150 RPM (Corning® LSE™)
[77]. El pH se ajustd a 5.5 + 0.1 con HCI 3M. Los frascos se sellaron y se desplazé el aire mediante
flujo de nitrégeno para crear un ambiente anaerobio. Los ensayos se mantuvieron en condiciones
de incubacion durante 72 h, en los cuales se tomaron muestras del gas producido cada 3, 4,6 y

8 h, para su analisis por cromatografia de gases.

Pruebas de variaciéon de sustrato/inéculo (S/1):

Los ensayos se realizaron en frascos serolégicos de 250 mL empleando 5 g/L de sdlidos totales
volatiles de RBPC, el volumen util fue de 165 mL, variando la relacion de S/l con valores de 0.5;
0.4; 0.3y 0.2 (g STV de sustrato / g STV del inéculo). Se afadioé agua destilada hasta completar
un volumen util. Los frascos se sellaron y se desplazo el aire mediante flujo de nitrégeno para
crear un ambiente anaerobio.

Posterior se incubd cada ensayo por duplicado a 37°C + 2°C sin agitacion. El pH se ajusté a 5.5
1 0.1 con HCI 3M. Los ensayos se mantuvieron en condiciones de incubacion durante 40 h, en
los cuales se tomaron muestras del gas producido, para su andlisis por cromatografia de gases.

El volumen promedio acumulado de los diferentes ensayos fue registrado.
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Pruebas de variacion de concentracion de sustrato: Los ensayos se realizaron en frascos
serolégicos de 250 mL, con la relacion de S/l de 0.5, variando la concentracion de sustrato (5;
7.5;y 10 g/L de solidos totales volatiles de RBPC), el volumen util fue de 165 mL. Se afiadi6é agua
destilada hasta completar un volumen util. Los frascos se sellaron y se desplazé el aire mediante
flujo de nitrégeno para crear un ambiente anaerobio.

Posterior se incubd cada ensayo por duplicado a 37°C £ 2°C sin agitacion. El pH se ajusté a 5.5
1 0.1 con HCI 3M. Los ensayos se mantuvieron en condiciones de incubacion hasta 44 h, en los
cuales se tomaron muestras del gas producido, para su analisis por cromatografia de gases. El

volumen promedio acumulado de los diferentes ensayos fue registrado.

Pruebas de variacion de concentracion de CAG: Los ensayos se realizaron en frascos
serolégicos de 250 mL, con la relacion de S/I de 0.5, utilizando 7.5 g/L de sdlidos totales volatiles
de RBPC, variando la concentracion de CAG (5; 10 y 15 g/L de CAG), el volumen util fue de 165
mL. Se afadié agua destilada hasta completar un volumen dutil. Los frascos se sellaron y se
desplazo el aire mediante flujo de nitrégeno para crear un ambiente anaerobio.

Posterior se incubd cada ensayo por duplicado a 37°C + 2°C sin agitacion. El pH se ajusté a 5.5
1 0.1 con HCI 3M. Los ensayos se mantuvieron en condiciones de incubacion hasta 44 h, en los
cuales se tomaron muestras del gas producido, para su analisis por cromatografia de gases. El
volumen promedio acumulado de los diferentes ensayos fue registrado. Se realizé un control sin

CAG bajo las mismas condiciones.

PBH2 (mejores parametros seleccionados): Los ensayos se realizaron en frascos serolégicos
de 250 mL empleando 7.5 g/L de sdlidos totales volatiles de RBPC con 21 dias de incubacion, el
volumen util fue de 165 mL, manteniendo una relacion de 0.5 g STV de sustrato / g STV del
indculo. Se anadié agua destilada hasta completar un volumen util. Los frascos se sellaron y se
desplazé el aire mediante flujo de nitrégeno para crear un ambiente anaerobio.

Posterior se incub6 cada ensayo por triplicado a 37°C + 2°C sin agitacion. El pH se ajusté a 5.5
1 0.1 con HCI 3M. Los ensayos se mantuvieron en condiciones de incubacion durante 36 h, en
los cuales se tomaron muestras del gas producido cada 2 y 3 h, para su analisis por cromatografia

de gases. El volumen promedio acumulado de los diferentes ensayos fue registrado.
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Las pruebas de potencial bioquimico en frascos serolégicos 250 mL en incubacién se ilustran en
la Figura 2.4.

Figura 2.4 Pruebas de potencial bioquimico de hidrogeno en frascos serologicos de 250 mL.

PFR: Las pruebas de fermentacion oscura se realizaron en un fermentador de vidrio de 4 L de
volumen total y 2.8 L de volumen util (Figura 2.2), la concentracion de sustrato de RBPC fue de
7.5 g/L de sdlidos totales, manteniendo una relacion de 0.5 g STV de sustrato / g STV del indculo.
Se afadio agua corriente hasta completar el volumen util. Los contenedores se colocaron a bafio
maria durante 35 h, manteniendo una temperatura de 37°C £ 2°C y con agitacion continua = 500
RPM, sobre una parrilla de calentamiento (THERMOSCIENTIFIC, CIMAREC). El pH se ajust6 a
5.5 £ 0.1 con HCI 3M. Se realizaron pruebas por triplicado, se tomaron muestras del gas producido
cada 1, 2, 3y 4 h, para su analisis por cromatografia de gases.

CS: Las pruebas de fermentacién oscura se realizaron en un contenedor de vidrio de 4 L de
volumen total y 2.8 L de volumen util (Figura 2.2), la concentraciéon de sustrato de RBPC fue de
7.5 g/L de sdlidos totales, manteniendo una relacion de 0.5 g STV de sustrato/ g STV del indculo.
Se afadio agua corriente completar el volumen util. Los contenedores se colocaron a bafio maria
durante 35 h, manteniendo una temperatura de 37°C £ 2°C y con agitacién continua = 500 RPM,
sobre una parrilla de calentamiento (THERMOSCIENTIFIC, CIMAREC). El pH se ajusté a 5.5
0.1 con HCI 3M. Se realizaron pruebas por triplicado, se tomaron muestras del gas producido

cada 1, 2, 3y 4 h, para su andlisis por cromatografia de gases.
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2.6. Medicion de produccion de hidrégeno
Calculo de volumen de biogas

Para calcular el volumen de biogas producido de los ensayos de C, PBH, PBHCAG, PBH2, se
utilizé la férmula de gases ideales en condiciones de temperatura estandar [55] (Ecuacion 12).

P TsTp
Vb' =V- _ensayo | - STD
iogas
9 Pstp T

Formula de gases ideales (12)
Vgas = Volumen calculado del gas (L).
Pensayo = presion del espacio libre (atm).
V = Volumen del espacio libre (L).
T= Temperatura de operacion (°K)
Psto = Presién estandar (1 atm)
Tsto = Temperatura estandar (273.15 °K)
El volumen de espacio libre fue de 85 mL, posterior a la toma de muestra de gas se realiz6 la
medicién de presion (PSI) con un sensor electronico (IFN, modelo PN2596), al final de cada

muestreo y medicion se realizé el desfogue cada frasco. [94].

La mediciéon de volumen de biogas en CS y PFR se realiz6 mediante el método de
desplazamiento de volumen [69,96], en un sistema conformado por un contenedor de agua
cerrado herméticamente y conectado al fermentador, tal como se muestra en la Figura 2.5. La
medicion del volumen desplazado se realizé después de cada toma de muestra de gas. Se realizé

el desfogue del fermentador.
%5
s

Figura 2.5 Pruebas de fermentacion oscura y medicion de biogas (hidrégeno) mediante

desplazamiento de volumen.
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Cromatografia de gases

Las muestras de gas se analizaron mediante cromatografia de gases (CLARUS 690 PE
AutoSystem GC Perkin Elmer) equipado con una columna Elite-Molesieve (PLOT de 30 m x 0.53
mm) con detector de conductividad térmica, se inyectaron 500 uL de muestra. El gas utilizado fue
nitrégeno como gas portador a un flujo de 25 mL/min. Se establecieron las temperaturas de
operacién del inyector, detector y horno a 150 °C, 200°C y 60°C, respectivamente.

Se realizé una curva estandar con hidrégeno con volumen de 100 a 500 pL bajo las mismas
condiciones de analisis de muestras. La curva se utiliz6 para determinar el porcentaje de

contenido de hidrégeno.

Calculo de produccién de hidrégeno

Para determinar el volumen de hidrogeno producido se obtuvo el producto del biogas y el

porcentaje de hidrogeno calculado (Ecuacién 13).

Vhidarsgeno = Vbiogas * Yohidrégeno (13)

2.7. Caracterizacion digestato

La caracterizacion del digestato de los ensayos con fermentacién oscura incluyé la determinacion
del contenido de humedad, sélidos totales, sélidos volatiles, analisis elemental (C, H, Ny S), pH,
concentracién de azucares reductores tal como se describen en apartado 2.2.3; determinacion
de Demanda Quimica de Oxigeno, Nitrégeno Total, Nitrégeno Amoniacal, Fosfatos, Acidos

Grasos Volatiles, descritos a continuacion:

Determinacién de Demanda Quimica de Oxigeno: Se utilizé una dilucién 1:100 de muestras
para el andlisis con el método 8000 de HACH® por digestion para Demanda Quimica de Oxigeno
de rango alto para 0 a 15 g/L. Se utilizaron 2 mL de muestra en el vial con reactivo, se agito,
posteriormente, los viales se colocaron a digestion a 150°C (HACH®, DRB 200) durante 120
minutos, al finalizar, se dejo enfriar los viales a temperatura ambiente, para el blanco se utilizd
agua desionizada. Después se realizo la lectura en un espectrofotometro (HACH® 3900) a 620

nm con el método seleccionado.
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Determinacion de Nitrogeno Total: Se determind Nitrogeno Total mediante el método de
digestion 10072 de HACH® para alto rango 2 -150 mg/L. Se aiiadio persulfato a cada vial de
reactivo de hidroxido para digestion de NT HR, posteriormente se anadi6é 0.5 mL de cada muestra
con una dilucion 1:10, para el blanco se utilizé agua desionizada. Los viales se digestaron durante
30 min a 105 °C, al término, se afiadié a cada vial el contenido de reactivo A, se dejo reaccionar
por 3 minutos, posteriormente, se anadio el contenido de reactivo B, se dejé reaccionar por 2
minutos, finalmente se afadié 2 mL de muestra digerida a un vial con reactivo C, se agité
lentamente, se dejé reaccionar por 5 minutos. Cada vial siendo el blanco el primero, se ley6 en
un espectrofotometro (HACH®3900) a 410 nm.

Determinacion de Nitrogeno amoniacal: Se determiné nitrdgeno amoniacal mediante el
método 10031 de HACH® de sallicilato para rango alto de 0 a 50 mg/L, se afiadié 0.1 mL de una
dilucién 1:100 de muestra a un vial con el agente de dilucion (AmVer), se prepard un blanco con
0.1 mL de agua desionizada, posteriormente se afiadié a los viales una almohadilla de salicilato
de amonio, después se anadio el contenido de una almohadilla de cianurato de amonio, se agitd
hasta diluir los reactivos. Se dejo en reposo 20 minutos, posteriormente en un espectrofotémetro

(HACH®3900) se realizo la lectura del blanco y viales se realizé lectura de la muestra a 655 nm.

Determinacion de fosfatos: Se determiné la concentracion de fosfatos mediante el método 8048
de HACH® PhosVer3, se afiadio 5 mL de una dilucién 1:100 a partir de la muestra a un vial con
el reactivo para prueba de fosforo, se selecciond el método en un espectrofotémetro (HACH®
3900) se coloco el vial y se ajustd el ZERO, posteriormente se afiadidé el contenido de una
almohadilla de PhosVer3 al vial, se agité vigorosamente de 10-15 segundos, se dejé reaccionar

por 2 minutos, inmediatamente se realiz6 lectura de la muestra a 880 nm.

Determinacion de acidos grasos volatiles por cromatografia de gases: Para la determinacion
de AGVs las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm por 25 minutos, posteriormente, el
sobrenadante se filtr6 con una membrana de 11 ym y 0.2 ym (modificada de [83]), la muestra
filtrada se preservo a -20°C hasta su analisis. El analisis se determind mediante cromatografia de
gases (CLARUS 690 PE AutoSystem GC Perkin Elmer) con detector de ionizacion de llama
y columna EliteWAX (30m x 250 um). Se utilizé nitrégeno como gas de arrastre a un flujo de 10
mL/min. Se establecieron las temperaturas de operacion del inyector, detector y horno a 200 °C,
250°C y 230°C, respectivamente. Se prepard una curva con estandar de acido propionico, acido

acético y acido butirico bajo las mismas condiciones.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Perfil elemental y fisicoquimico de harina de HRy RBPC

Se determind el contenido de ST, STV, pH y andlisis elemental de HR, RBPC e inéculos utilizados

para las pruebas de potencial bioquimico de hidrégeno. Los valores obtenidos se muestran en la

Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Perfil elemental y fisicoquimico de HR, RBPC e indculos.

Parametro HR RBPC Indculo? Inéculo®

ST 987.60 + 0.62 148.33 £ 4.25 69.89 + 0.61 77.51+1.37
STV 947.97 £0.18 143.83 £4.15 43.85 £ 0.45 46.19+£0.78
Humedad 1.283 £ 0.001 85.17 £ 0.43 93.01 £ 0.06 92.25+0.14
pH - 5.36 £ 0.02 8.90 £ 0.07 8.76 £ 0.03
C (%) 45.46 £ 0.29 4416 £0.16 32.70 £ 1.61 31.27 £ 0.50
H (%) 6.24 +0.02 6.33 £ 0.03 4,53 +0.28 4,10 £ 0.05

0O (%) 44 .16 44 .54 22.38 24.37
N (%) 1.71 £ 0.04 1.88 + 0.05 2.47 £0.19 2.36 + 0.04
S (%) 0.037 + 0.003 0.06 + 0.01 0.66 + 0.06 0.60 + 0.00

Cenizas (%) 3.03 3.97 37.26 40.41

Nota: Porcentaje de C, H, N, S en base seca.

@|néculo utilizado en PBH, PBH2 y PBHCAG.

b Inéculo utilizado en CS y PFR.

En primer lugar, se encontré que los valores obtenidos del analisis elemental (CHN) de HR
utilizada en este trabajo muestran similitud a los obtenidos por Olguin-Maciel [14]:41.22% + 0.80%
de C, 6.41% £ 0.02% de H'y 2.04% £ 0.10% de N; y Chan-Gonzalez [97]: 43.63% + 0.09% de C,
6.37% £ 0.01% de H, 2.20% % 0.02% de N, sin embargo, la variacion existente puede deberse a
que las semillas utilizadas fueron colectadas en diferentes regiones y afos de cosecha para cada
estudio.

Una vez procesada la harina en el bioproceso consolidado, los valores de CHN presentes en el
residuo (RBPC) presentaron cambios, cabe resaltar que existe un aumento de contenido de
nitrégeno en RBPC en comparacién con la harina inicial (Tabla 3.1), este incremento en el
porcentaje de N ha sido reportado anteriormente por otros estudios [14,97], y puede estar

asociado con trazas del micelio de T. hirsuta Bm-2 en el residuo. En cuanto al contenido de
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carbon, el valor disminuyo posterior al bioproceso consolidado, esto se debe a la extraccion de
etanol y azucares reductores en la fase liquida. En cuanto a los dos indculos utilizados
presentaron entre ellos valores similares en cuanto a su perfil fisicoquimico y elemental,
manteniendo una relacién C/N de 13.24 a 13.25. (Tabla 3.1).

3.2. Produccion de hidrégeno en pruebas de PBH y PBHCAG (Evaluacion inicial)

Se realizaron ensayos de potencial bioquimico de hidrogeno con el fin de evaluar el efecto del
carbon activado en la produccién biolégica de hidrogeno con RBPC.

Durante el analisis del biogas no se detecto la presencia de metano, por lo que el pretratamiento
térmico aplicado al indculo fue efectivo para inhibir la actividad de las bacterias metanogénicas,
este tipo de pretratamiento fisico sobre cultivos mixtos se ha utilizado con resultados favorables
en diferentes estudios en la produccién bioldgica de hidrégeno [4,96,98]. Por otra parte, el
comportamiento del contenido de hidrégeno en el biogas de PBH y PBHCAG se presenta en la
Figura 3.1, en la que se observa que el pico maximo de contenido de hidrogeno fue de 69.61% a
las 34.89 h y 62.49% a las 27.12 h, respectivamente. Se han reportado concentraciones de
hidrégeno arriba del 50% utilizando glucosa como sustrato, 50-56% [77,96,98] asimismo, Ma H.
y Su H. [69] obtuvieron 56.46% de H, utilizando almidéon como sustrato principal en operacion
batch a 35°C, a las 45h, por lo que las pruebas con RBPC fue posible obtener concentraciones
superiores a los estudios con azucares y almidon puro, después de 24 h, cabe resaltar que el
RCBP, es un residuo el cual no contiene unicamente azucares o almidon, si no metabolitos
residuales del BPC, ademas de impurezas por el método de triturado en la preparacion de harina
de ramén [14,97]. Por otro lado, el contenido de hidrégeno tiende a disminuir después de 36 h
(Figura 3.1), sin embargo, PBHCAG tuvo una reduccion mayor que PBH, ya que después de =
72h los valores de porcentaje de H, fueron 14.40% y 54.02%, respectivamente.

La produccion puntal de hidrégeno durante el tiempo se observa en la Figura 3.2, cabe sefalar
que la concentracion de biogas (Figura 3.1) no muestra una relacién directa con la produccién de
hidrégeno (mL), debido a que la maxima produccién de hidrogeno para PBH y PBHCAG fue de
33.70mL alas 24.02 hy 21.73 mL a las 20.86 h, respectivamente, aun cuando no se presentaba

la maxima concentracion de hidrogeno.
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Figura 3.1 Contenido de hidrégeno de PBH and PBHCAG.
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Figura 3.2 Produccion de hidrogeno (mL) de PBH y PBHCAG.
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La produccion acumulada de hidrogeno se puede observar en la Figura 3.3. El volumen
acumulado de H; en los ensayos de PBH y PBHCAG fue de 107.06 £ 5.93 mL y 75.62 + 5.98 mL
alas 72 h, respectivamente y considerando la cantidad afadida de sustrato, el rendimiento de
hidrégeno en PBH y PBHCAG fue de 15.78 + 0.87 mL/g-sustrato afadido y 11.15 + 0.88 mL/g-
sustrato afadido, respectivamente; mientras que el control presentd Unicamente trazas de
hidrégeno (< 1 mL). Esto significa que el uso de solo RBPC representé una produccién de
hidrégeno 42% mayor que la prueba con CAG. Por otra parte, ambas pruebas muestran un
comportamiento estable en la produccion de H, después de 38h, ademas de que el 95% de

hidrégeno fue producido en un periodo de 36h.
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Figura 3.3 Produccién acumulada de hidrogeno (mL) de PBH, PBHCAG y control.
El uso de materiales de soporte como carbén activado granular (CAG) se han implementado en
diferentes estudios con el fin de formar una biopelicula fija que ayude a incrementar la produccion
de hidrégeno [99—102], debido a que el CAG tiene una superficie alta, baja toxicidad y evita la
acidificacion del sistema, ademas, su estructura altamente porosa ha permitido la formacion de
peliculas de microorganismos [100,101,103]. Park et al., reportaron que la adicion de CAG
afecto la produccion de hidrogeno de Clostridium butyrucum , activando la vias de produccion de
hidrogeno (piruvato: ferredoxin oxidoreductasa y 3-oxoacido CoA-tranfersa) y suprimiendo las

vias de consumo de hidrogeno[102]. Asha et al., y Sybounya et al., [99,100] reportaron que el

34



GAC mejor6 un 10% la produccién en volumen de hidrégeno que el control, utilizando efluente
de molienda de aceite de palma y sacarosa como sustrato después de 10 dias, respectivamente.
Es importante considerar diferentes condiciones como el tiempo de retencion hidraulico (TRH),
concentracion de CAG, la adicion de otros materiales de soporte y tipo de proceso. Dzul et al.,
[101] realizaron una aclimatacion de medio sintético y lodo en un modo secuencial por lotes
durante 2 dias, con el fin de desarrollar una biopelicula en la superficie del CAG, también
informaron que el uso de perlas de alginato con CAG puede aumentar la densidad del cultivo y el
rendimiento molar de hidrégeno. Park et al., [102] describié que la concentracién de GAC tiene
un efecto sobre la produccién de hidrégeno; a medida que aumentaba la concentraciéon de GAC,
también lo hacia el volumen acumulado de hidrogeno, utilizando de 0 a 3 g/L de GAC, y
Clostridium butyricum como cepa unica. En contraste con resultados positivos en la utilizacion de
CAG, la baja produccion de hidrogeno con la adicion de CAG en este estudio podria estar
relacionada con el TRH (72h), siendo menor a otros estudios con resultados positivos, la
operacion en batch, el uso de un cultivo mixto, ademas la concentracion de GAC podria no ser
adecuada. Mientras que otros estudios han utilizado sustratos solubles como glucosa, almidén o
medios sintéticos, el RBPC utilizado en este estudio es un sustrato sélido complejo [14], por lo
que la accesibilidad de los microorganismos a la fuente de carbono es diferente. Sin embargo, es
necesario realizar pruebas utilizando diferentes concentraciones de CAG, cultivo aclimatado y
con alimentacion discontinua para analizar su efecto sobre el rendimiento de hidrégeno y la

produccion de metabolitos.

3.3. Evaluacion de diferentes parametros (S/l, concentracion de sustrato y CAG)

Se realizaron pruebas para analizar las condiciones iniciales propuestas, en las que se utilizaron
diferentes valores de relacion S/l, concentracion de sustrato y CAG. Se realizé primeramente el
analisis para evaluar la relacion S/l (0.5; 0.4; 0.3 y 0.2), posteriormente se empled el mejor valor
(S/1 0.5) para analizar la variacién de concentracion de sustrato (5; 7.5y 10 g/L SVT de RBCP),
finalmente, se eligié la mejor condicion (7.5 g/L STV de RBPC; 0.5 S/l) para evaluar la variacién
de concentracion de CAG (5; 10y 15 g/L de CAG). EnlaFigura 3.4 se puede observar el volumen
acumulado de H, en cada de una de las condiciones con variacion S/I, de las cuales la relacidon
S/1 0.5 produjo el mayor volumen de hidrégeno (77.64 mL), utilizando 5 g STV/L de RBPC. En la
Figura 3.5 se muestra el volumen de H. de las tres pruebas con diferentes concentraciones de
sustrato, el uso de 7.5y 10 g STV/L permitié obtener un volumen de hidrégeno de 108.59 mL y

116.00 mL, respectivamente, siendo mas del doble en comparacion con el uso de 5 g STV/L

35



(51.95 mL), sin embargo, la diferencia del volumen total de H., entre las pruebas con aumento de
concentracion no fue considerable, por lo tanto, se opt6é por emplear 7.5 g STV/L. En la Figura
3.6 se muestran los valores de volumen de H, acumulado de pruebas con diferentes
concentraciones de CAG y su control sin CAG. Los resultados muestran que el uso de CAG (15;
10 y 5 g CAG/L) no contribuyo al aumento de la produccién de hidrogeno, siendo mayor el
volumen producido (91.08 mL) por el control sin el uso de CAG.

A partir de los resultados obtenidos en estas pruebas se realizaron ensayos con las mejores

concisiones, las cuales se describen y discuten en el siguiente apartado.
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Figura 3.4 Produccion acumulada de hidrégeno (mL) de diferentes relaciones S/I.
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Figura 3.6 Produccion acumulada de hidrogeno (mL) de diferentes concentraciones de CAG
con RBPC.
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3.4. Rendimiento y produccién de hidrégeno en pruebas utilizando mejores parametros

(efecto de la concentracion de sustrato y relacion S/l)

Se realizaron ensayos de PBH utilizando 7.5 g-VS/L de RBPC y una relacion 0.5 S/I, esta
concentracion se eligié con base en las pruebas realizadas en colaboracion con Ramirez, 2023
con RBPC en la Unidad de Energia Renovable [104]. El tiempo de retencion hidraulico (TRH) fue
de aproximadamente 36h, considerando que en los resultados de la primera etapa mas del 95%
del volumen de hidrogeno es producido después de 36h. Los principales parametros de PBH y
PBH2 se presentan en la Tabla 3.2. El rendimiento de hidrégeno se reporté en mL Hx/g de sustrato

agregado y mL H,/g de SV agregado.

Tabla 3.2 Rendimiento de hidrégeno, pH y remocion de SV de pruebas de PBH y PBH2 con
solo residuo de bioproceso consolidado.

PBH PBH 2
(evaluacioén inicial) (mejores parametros)
Produccion de Hidrégeno (mL) 107.06 £ 5.93 167.85 £ 3.65
mL H./g sustrato 15.78 £ 0.87 19.52 £ 0.42
mL H./g SV 40.58 +2.25 56.37 + 4.80
pH inicial 5.57 £ 0.01 5.54 +0.02
pH final 5.18 + 0.06 5.43 +0.04
SVT inicial (g/L) 15.99 + 0.01 18.05+1.18
SVT final (g/L) 12.62 +0.18 17.01 £0.92
Remocién de SV (%) 21.09 £0.02 5.72 +1.09
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La produccién de hidrogeno (mL) de PBH2 aumenté un 56.78 % en comparacion con PBH con la
adicion de un 50 % de RBPC con un TRH de = 36h. Ademas, tuvo un rendimiento de hidrogeno
de 19.52 mL/g-RBPC anadido, esto significa un 23.7% mas que utilizando 5g SV-RBPC/L. La
concentracion de sustrato es un parametro importante a considerar en la fermentacién oscura
(DF). Panin et al., [105] informaron que un alto contenido de SV podria inhibir la actividad
bacteriana (> 158.5 + 0.08 mg/g de SV), utilizando brécoli en polvo. En un proceso discontinuo,
si la concentracion de sustrato es demasiado alta, puede provocar una acidificacién del medio,
por lo que se inhibe el proceso [55]. Por el contrario, Turhal et al., [43] reporté que la produccion
de hidrogeno aumento al aumentar la concentracién de una mezcla de sandia, debido al mayor
contenido inicial de azlcares totales y Davila et al., [98] documento las siguientes tasas de
hidrégeno: 5.26 mL/h, 10,2 mL/h y 17,43 mL/h utilizando concentraciones de 5 g/L, 15 g/L y 20
g/L de glucosa respectivamente. Chang et al., [66] analizaron el efecto de la concentracion de
almidén en la produccion de hidrégeno. Se llevaron a cabo experimentos para concentraciones
de almidén que oscilaban entre 15y 70 g/L en condiciones termdfilas. EI mayor rendimiento de
hidrégeno (2.82 mol Hz/mol glucosa) se encontrd utilizando 20 g/L de almidén. Basado en el
contenido de almidén de la harina de ramén (61%) [85], se usé aproximadamente 4.72 g/L de
almidon tedrico y se obtuvo un rendimiento de 1.56 mol H./mol de glucosa, siendo menor. Sin
embargo, se debe considerar que las condiciones termdfilas consumen mas energia que las
mesofilas, para lo cual es necesario un balance energético para determinar la viabilidad
economica del proceso, ademas de que la concentracion fue casi 5 veces mayor. En cuanto a la
concentracion de almidoén, el rendimiento de PBH2 fue mayor que el reportado por Ma H. y Su
H., [69] (1.10 mol Hz/mol de glucosa) utilizando 10 g/L de almidén de maiz a 35°C con Bacillus
cereus ATCC 14579 como cepa Unica, por lo que el uso de RBPC resulto en un rendimiento
mayor al uso de uUnicamente almiddén en condiciones meséfilas y con un cultivo mixto, en
comparacion al uso de un solo microorganismo. Estos resultados variables, estan relacionados
con las condiciones de temperatura y tipo de in6culo utilizado. Por lo tanto, para mejorar la
produccion de hidrégeno mediante fermentacién oscura requiere un analisis exhaustivo para cada
tipo de sustrato, con el fin de encontrar la concentracion 6ptima, especificamente para RBPC.

En relacion al pH el valor inicial se ajustd a valores cercanos a 5.5 [60,74,78], debido a que
alrededor de este valor hay una acumulacién de acetato y butirato por encima de los del acido
propionico, lo que resulta en una mejor produccién de hidrégeno, por el contrario, un pH inferior
a 5.0 o superior a 6.5 puede resultar en la inhibicion de la actividad hidrogenasa, por lo tanto, un

menor rendimiento de hidrégeno [51]. El valor del pH inicial disminuy6 al final de la cinética, 5.23
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+0.06y5.18 £ 0.06 para PBH y PBHCAG, respectivamente, estos valores similares sugieren que
el CAG no tuvo un efecto en la regulacion del pH, mientras que PBH2 tuvo un pH final de 5.43
0.04, por lo que se mantuvo en un valor mas cercano al 6ptimo al agregar mas sustrato. También
se ha reportado la disminucion en el valor del pH de 6.5 a 4.3 [69] después de 36 h y hasta 4,2
[96]. Davila et al., [98] reportaron valores finales de 3.8 utilizando glucosa como sustrato. Se
puede deducir que existe una mayor capacidad buffer en el medio al usar RBPC como sustrato
que utilizando azucares, lo cual es beneficioso ya que si el pH desciende por debajo de 5.0 la
produccion de hidrégeno disminuye debido a la formacion de metabolitos acidos, que afectan la
capacidad de las células para mantener el pH interno. [51]. Cabe resaltar que no fue necesaria
ninguna solucién tampaon adicional durante estos experimentos.

Los rendimientos de eliminacion de STV para las pruebas PBH (Tabla 3.2) fueron similares a los
reportados por Pecorini, Baldi e lannelli [78], en los que se obtuvo una eficiencia de eliminacion
de STV entre 14.3% y 24.1% utilizando residuos de alimentos y diferentes indculos. Por el
contrario, a pesar de que PBH2 tuvo la menor eliminacién de SV, mostro la mejor produccion de
hidrégeno (Tabla 3.2). Moreno et al., [106] estudiaron el efecto de la relacién de residuos de
alimentos (S) y lodos activados (I), en la cual analizo que la eficiencia de la eliminacién de SV
disminuy6é a medida que la concentracion de lodos aumentd, la mayor produccion de H, (65
mL/gSV) y eliminacién de SV (51%) se obtuvo al aplicar una relacién S/l de 90/10, por el contrario,
PBH2 tuvo un rendimiento de H, de 56.37 mL de H./g de SV anadido con una relacion de S/l de
33/66, menor que la reportada a Moreno et al. Se sugiere que la presencia de azucares reductores
o etanol del BPC, fueron aprovechados por los microorganismos para la produccién de hidrogeno,

incrementado el rendimiento de hidrégeno pese a tener una relacién S/I menor.

3.5. Perfil elemental y fisicoquimico de pruebas de RBPC y sacarosa

Las pruebas de PBH se realizaron bajo condiciones controladas (temperatura, agitacion,
hermeticidad), esto permite saber con precision qué parametros tienen efecto en las pruebas de
fermentacion oscura. Sin embargo, existen otros factores (temperatura ambiente, métodos de
medicion de biogas producido, almacenamiento del hidrogeno, controles de temperatura y
métodos agitacion) los cuales no pueden ser controlados de manera rigurosa durante el
funcionamiento a mayor escala, por lo que el rendimiento de produccion de hidrégeno podria
verse afectado.

En este estudio, se realizaron pruebas de fermentacién con RBPC en una escala 1:17

considerando el volumen util, agregando 7.5 g de SV-RBPC (PFR) para evaluar los efectos de
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aumento de escala sobre el rendimiento de hidrogeno y la produccidén de metabolitos. Ademas,
se realiz6é un control con sacarosa (CS) para comparar el potencial de hidrégeno de RBPC.

Las caracteristicas iniciales y finales de los experimentos a mayor escala se muestran en la Tabla
3.3. En primer lugar, CS y PFR tuvieron una eliminacién de DQO de 0.2% y 2.43%,
respectivamente. Por el contrario, se han reportado rendimientos de remociéon de DQO entre
16.53-22.18% para aguas residuales con almidén, usando 20.5-24.7g DQO/L. Sin embargo,
Carrillo et al., [77] reportaron entre 1% y 11% de eliminacion de DQO; en este estudio, la DQO
se transformé principalmente en acidos grasos volatiles e hidrogeno. Dado que 1 mol de H;
equivale a 16 g de DQO, el proceso de fermentacion oscura tiende a una baja eliminacion de
DQO [107]. Ademas, la eliminaciéon de SV de CS (28.52%) fue mayor que la de PFR (11.56%);
Pecorini et al., [78] obtuvieron un mayor rendimiento de eliminacién de SV utilizando sacarosa
como sustrato. Ademas, el rendimiento de remocion de SV de PFR fue un 48 % mayor que PBH2,
lo que sugiere que las pruebas a mayor escala (aumentando volumen) optimizé la eliminacién de
SV.

De acuerdo a diferentes estudios, el amoniaco es un inhibidor en el proceso de fermentacién
oscura, valores de 3-7 g/L demostraron un efecto negativo en la produccién de hidrégeno
[108,109] por el contrario, el contenido de amoniaco en este estudio estuvo por debajo de estos
valores. Ademas, se detect6 una reduccion del contenido de amoniaco, del 70% y 60% para CS
y PFR, respectivamente.

En cuanto al contenido de fosfato, no hubo reduccién significativa en ambas pruebas; es
importante sefalar que el RBPC aportd 0.30 g/L respecto al control. Cieciura-Wtoch et al., [110]
informaron resultados efectivos afiadiendo 1 g/L de KsPO, (0.56 g-PO, */L). El fosfato
generalmente se agrega utilizando KH,PO4 o Na,HPO,4 [111], ya que mejora la conversion del
sustrato por parte de los microorganismos y tiene una capacidad buffer [112], por lo que la baja
disminucién del valor del pH del PFR podria atribuirse a la presencia natural de fosfato en el
RBPC.

La composiciéon elemental de PFR y CS se muestra en la Tabla 3.4. La relacion C/N es un
parametro nutrimental importante; en este estudio se calcul6 una relacion C/N de 15.96 y 12.85
para CS y PFR, respectivamente. Estos resultados son inferiores al valor recomendado por Lin
C. y Lay C. (47 C/N) [113]; también, se ha reportado un rango de entre 47 y 200 como valores
Optimos, esta relacion nutrimental puede tener efectos en la produccion de AGV por consiguiente
en la produccion de hidrégeno [114]. Por lo tanto, se puede decir que el valor éptimo puede estar

relacionado a la diferencia de condiciones, sustrato e indculo utilizados.
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En materia de perfil elemental de la biomasa, se calcularon las férmulas empiricas para CS y PFR
iniciales, respectivamente: C162H2870128NoS y C193H332096N13S; las férmulas finales para CS y PFR
fueron Ci29H227068NsS 'y CissH265075N10S, respectivamente. Analizando el cambio de los
subindices elementales, hubo una disminucion del contenido de carbono, principalmente
relacionada con la producciéon de CO, durante el proceso de fermentacion oscura. Igualmente, el
contenido de hidrogeno fue menor al final de CS y PFR en comparacion con los valores iniciales,
lo que valida la produccion y extraccion de hidrégeno. Asi mismo, el contenido de C y H en el
residuo del PFR se ha de encontrar en forma de AGV y azucares reductores, detectados en este
trabajo, por lo que, se tiene en cuenta que la recuperacién energética por medio de la

transformacion de la biomasa de la harina de ramon no ha sido completa.

Tabla 3.3 Caracterizacion fisicoquimica y elemental de condiciones iniciales y
finales en CS y PFR.

CS PFR

Parametro Inicial Final Inicial Final

(9/L) (g/L) (g/L) (9/L)
DQO 23.45 23.40 23.33 22.77
ST 25.14 21.75 29.30 27.18
SV 17.31 12.37 18.80 16.57
Azucares reductores | 0.45 0.26 213 0.52
Nitréogeno total 0.49 0.46 0.77 0.67
NH;-N 0.10 0.03 0.05 0.02
PO* 0.45 0.43 0.75 0.74
AGV totales 1.23 3.94 1.21 2.9

Tabla 3.4 Perfil elemental inicial y final de pruebas de CS y PFR.

I PFR CS
Parametro Inicial Final Inicial Final
(%) (%) (%) (%)
C 33.80 32.46 30.16 29.28
H 4.85 4.60 4.46 4.28
o 22.41 20.88 31.81 20.61
N 2.63 247 1.93 2.09
S 0.47 0.56 0.50 0.60
Ceniza 35.85 39.04 31.15 43.13

Nota: Porcentaje de C, H, N, S en base seca.
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3.6. Produccion de hidrégeno en pruebas de RCBP y sacarosa

La produccién acumulada de hidrégeno y el contenido de CS y PFR se ilustran en la Figura 3.7 y
Figura 3.8, respectivamente. CS produjo un total de 7 612 £ 187 mL de hidrégeno, mas de 2.4
veces que PFR (3 183 + 303 mL). La Figura 3.5 muestra que ambas pruebas tuvieron un
contenido de hidrogeno estable similar (>50%) después de 21 h, este resultado indica una
capacidad constante del cultivo mixto pretratado para la produccién de hidrogeno usando RBPC
como sacarosa, ademas, en ambos experimentos, la produccién de hidrégeno comenzé después
15h (fase exponencial). Es importante tener en cuenta que para la concentracién de sacarosa
inicial se considerd la DQO agregada en RBPC; tedricamente, se agregaron 11.65 g-glucosa/L y
5.24 g-glucosa/L para CS y PFR, respectivamente. Por lo que existe una relacion entre la

concentracion de sustrato (2.22 CS/PFR) y el volumen de hidrégeno producido.
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Figura 3.7 Producciéon acumulada de hidrégeno (mL) de CS y PFR.

42



80 -
° 70 -
o
\5’ 60 -
o
g@ 50 —4— CS - Control
_83* 40 - con sacarosa
i)
5
-'g' 30 r
© I —o—PFR -
Pruebas de
10 + fermentacion
con RCBP
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Tiempo (h)

Figura 3.8 Contenido de hidrégeno (%) de CS y PFR.

En cuanto al rendimiento de hidrégeno, PFR fue un 11% mayor que PBH2, con un pH final de
5.12 + 0.03. Estos resultados sugieren que existe una produccién constante de hidrogeno a un
valor de pH superior a 5.0, a pesar del aumento en los volumenes de indculo y sustratos. En la
Tabla 3.5 se muestra una comparacién de diferentes rendimientos de hidrégeno utilizando
diferentes sustratos. Los desechos organicos tienen los mayores rendimientos de hidrégeno (mL
H./gSV) y sin pretratamiento del sustrato, esto debido a su alta biodegradabilidad, disponibilidad
de carbohidratos solubles, contenido de carbono y nutrientes [78,106,111], sin embargo las
pruebas con RBPC fueron superiores a los valores obtenidos utilizando FORSU (fraccion
organica de residuos solidos urbanos). Ademas, se obtuvieron rendimientos de hidrégeno con
RBPC similares al uso de almidén de yuca crudo considerando molHz/mol azucar y al almidén de
maiz considerando mLH./g-sustrato. Cabe sefialar, que los sustratos organicos deben
hidrolizarse para obtener unidades como la glucosa y la fructosa, que son utilizadas por los
microorganismos [40], lo que conduce a menores rendimientos de H.. Para hidrolizar la materia
organica se han aplicado pretratamientos alcalinos, térmicos, de microondas, termo-alcalinos, de
microondas, alcalinos [57] y enzimaticos [60] para mejorar la produccién de H.. Por ejemplo, la
pulpa de remolacha mediante el uso de un pretratamiento alcalino tuvo un mayor rendimiento

(mLHz/g-sustrato) que aquellos a los cuales no se les aplico algun pretratamiento.
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Tabla 3.5 Rendimiento de produccién de hidrégeno en modo batch y condiciones mesdfilas

utilizando diferentes sustratos.

. molHz/mol mLH2/g- mLH./g- .
Sustrato Pretratamiento pH azicar® SV sustrato® Referencia
Sacarosa - 5.6 1.89 - 246.74 Este trabajo
RBPC - 5.6 1.75 151.59 146.99 Este trabajo
Almidén maiz - 6.5 1.10 - 151.40 [69]
Almidon de ; 65 172 . 136.00 [115]
yuca
Vinaza - 7.0 1.59 - - [116]
Pajadetrigo  Enzimatico 5.5 0.15-0.28 11%5623- 9.78-18.25 [60]
Hojas/cascara 8.80-
de papa - 5.0 1.60-2.20 24.00 7.89-21.53 [111]
FORSU - 55 0.6-1.08 29-90 26.41-81.96 [78]
FORSU - 55 0.78-1.20 56-101 50.99-91.98 [78]
Pulpa de Alcalino 6.0 - 1156  190.32 [57]
remolacha

@Moles de azucar de hexosas y pentosas iniciales.

b Gramos de sustrato en base seca.

3.7. Efecto del BPC y fermentacion oscura en el contenido de azucares reductores

El RBPC proviene de un proceso bioldgico integrado, en el que se produce sacarificacion y
fermentacion gracias a la accién enzimatica de la cepa T. hirsuta Bm-2 [14], Para analizar el
efecto del BPC y el proceso de fermentacion oscura, se cuantifican los azucares reductores (AR)
solubles en cada etapa (Figura 3.9). EI BPC fue eficaz hidrolizando la harina de ramén, la
concentracion de AR aumenté de 5.09 £ 0.05 g/L a 46.58 £ 2.04 g/L. Por otro lado, el contenido
inicial de AR de PFR fue de 2.13 £ 0.09 g/L y presenté un consumo de RS del 75.35%, lo que
representa un potencial de hidrogeno de 2.23 L. Dado que PFR produjo 3.18 L, se sugiere que

habia mas AR disponibles producidos por la hidrélisis de almidon durante el proceso de

fermentacion oscura por los microorganismos del indculo.
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Figura 3.9 Contenido de azucares reductores en diferentes etapas del bioproceso consolidado

y fermentacion oscura.

3.8. Produccion de acidos grasos volatiles (AGVs) de CS y PFR y ruta metabdlica.

En la degradacién completa de la glucosa durante la fermentacién oscura se producen
tedricamente 12 moles de hidrégeno, sin embargo, esto depende de los productos finales de la
fermentacion. Durante la produccion de acetato (fermentacién acética) se producen 4 moles de
Hz, y en la formacién de butirato (fermentacion butirica) se obtienen 2 moles de H, [102,117].
Por lo que estos metabolitos finales estan relacionados con la eficiencia de produccion de
hidrégeno, por esta razon es importante cuantificar especificamente los AGV, para determinar el
rendimiento de hidrogeno.

La Figura 3.10 muestra el contenido acumulado de acidos grasos volatiles de CS (3.94 g/L) y
PFR (2.90 g/L). Al final de CS se detectaron 1.22, 2.61 y 0.10 g/L de acido acético, acido butirico
y acido propidnico, respectivamente. En el final de PFR se detectaron 1.18, 1.46 y 0.25 g/L de
acido acético, acido butirico y acido propiénico. El contenido de &cido butirico fue relativamente
mayor en la fermentacion con sacarosa que con RBPC. Ademas, la relacion acetato/butirato fue
mayor en PFR (0.80) que en CS (0.47). Estos resultados revelan que la fermentacién butirica

predomin6 en CS, por el contrario, una ruta mixta (fermentacién de acetato-butirica) fue mas

45



equilibrada en PFR. Mahata et al. [96], también reportaron una produccion de 1.6 g/L de acetato
y 2.7 g/L de butirato en la fermentacion oscura con residuos organicos.

Por otro lado, las altas concentraciones de AGV pueden provocar la lisis de las células a través
de la penetracion de protones en la membrana celular de las bacterias y por lo tanto se produce
la alteracion de las células, lo que reduce la produccion de hidrégeno [73]. El acido propidnico
fue muy bajo en ambas pruebas, lo cual es benéfico, dado que se produce al consumir hidrégeno

durante la degradacion del azucar, por lo que puede conducir a un menor rendimiento de H, [70].
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Figura 3.10 Contenido de acidos grasos volatiles en inicio y final de CS y PFR.

3.9. Recuperacion de energia del BPC y fermentacion oscura con RBPC

Las eficiencias energéticas de la fermentacion oscura y la BPC se presentan en la Tabla 3.6. Se

calcularon a partir del poder calorifico superior (PCS) [118] del hidrégeno y el etanol producidos
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en relacion con la harina de ramon utilizada en cada estudio y la composicién elemental de la
harina de ramon. La recuperacion de energia del etanol producida en dos estudios diferentes de
BPC utilizando T. hirsuta Bm-2 fue similar. Asimismo, el PCS de la harina de ramoén no tuvo
variacion importante, a pesar de emplear semillas de ramoén de diferente sitio y afio. Estos
resultados indican que el PCS de la harina de ramoén es de alrededor de 18 kd/g y que el 24% de
la energia se puede recuperar en forma de etanol a partir del BPC e hidrégeno empleado
fermentacion oscura. Se informé una recuperacién de energia de 7.0-9.5% mediante

fermentacion oscura [107], también se logré obtener un rendimiento energético de 1.28 kJ/g

utilizando vinaza tequilera [119].

Tabla 3.6 Recuperacion energética de harina de B. alicastrum mediante el bioproceso
consolidado y fermentacién oscura con base en poder calérico superior.

PCS® PCS® PCS H. prod Recuperacion de

Harina de ramon RBPC (kJ /2 F))b ' energia Referencia
(kJ/g) (kJ/g) g (%)
18.55 18.25 1.63 8.92 Este trabajo
PCS® PCS® Recuperacion de

Harina de ramon RBPC PCS (elij\?c;lcprod. energia Otros estudios
(kJ/g) (kJ/g) ¢ (%)
17.44 17.38 2.75 15.78 BPC [14]
18.12 - 2.85 15.72 BPC [97]

aGramos en base seca.
286 kJ/mol-Ha.
¢ 1300 kd/mol-etanol

Ademas, existe aun la energia procedente del residuo de la fermentacién oscura (nutrientes y
metabolitos), comentada en el apartado 3.4. La recuperacion se puede realizar en otro proceso,
como la digestion anaerdbica, en la que se puede recuperar entre el 26 y el 52% de la energia
[120]. Buback dos Santos et al., en 2021 estudiaron una produccion secuencial de hidrogeno-
metano, utilizando sélidos fermentados residuales de la esterificacion del destilado de aceite de
palma para la produccion de biodiesel [121]. Teniendo esto en cuenta, existe interés en
desarrollar procesos lineales para obtener diversos productos de diferente valor agregado

(combustibles) a partir de materias primas residuales.
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CONCLUSIONES

La biomasa residual del bioproceso consolidado en la produccion de bioetanol (RBCP) a
partir harina de semilla de ramén con Trametes hirsuta Bm-2, mostro tener propiedades
que le permite ser considerada como una materia prima potencial para la produccion de
biohidrégeno. Destacando el contenido de carbono (44.16%) la relacion C/N (23.48),
azucares reductores disueltos (46.58 g/L) y el bajo contenido de azufre (0.06%).

Los estudios relacionados con la contribucion del CAG en la produccion de biohidrégeno
demuestran que los rendimientos de hidrégeno para pruebas de BHP sin CA fue de 125.68
mL Ha/g sustrato y BHP + CAG fue de 90.89 mL H./g sustrato, por lo que la adicion de
CAG no contribuyé al aumento en el rendimiento de hidrogeno.

Durante las pruebas de PBH se logré un control de temperatura de 37°C + 2°C (valor
recomendado en condiciones mesdfilas) y pH por encima de 5.0 (valor minimo requerido),
sin la necesidad de buffer de manera continua, lo cual se asocia al efecto buffer del RBPC,
debido a su contenido de fosfatos durante el proceso de fermentacion (0.75 g PO43-/L).
El aumento en la concentracion de RBPC contribuyd al incremento del rendimiento de
biohidrogeno (131.61 Hj/g-sustrato base seca) utilizando 7.5 g/L de SV-RBPC siendo
22.76% mayor en comparacion al uso de 5 g/L de SV-RBPC. Esto demuestra el potencial
de produccién de biohidrégeno del RBPC. Al incrementar el volumen de trabajo del reactor
de fermentacion (2.8 L) se obtuvo un rendimiento de 146.99 mL H,/g-sustrato base seca.
Esto significa una mejora del 11.68% respecto a pruebas en frascos seroldgicos (0.165
L). El mayor rendimiento molar de biohidrégeno obtenido fue de 1.75 mol Hz/mol-glucosa
esto representa el 43% del rendimiento molar teérico (4 mol H, /mol-glucosa) y el 92% del
rendimiento molar obtenido utilizando sacarosa como sustrato (1.89 mol H, /mol-glucosa).
El proceso de fermentacion oscura utilizando RBPC y cultivo mixto se condujo por una via
metabdlica mixta acetato/butirica, con una concentracion final de acido acético de 1.18
g/L y acido butirico de 1.46 g/L, en condiciones mesdfilas (37°C) con agitacion y utilizando
una concentracion de 7.5 g/L de SV-RBPC.
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