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RESUMEN

El uso de residuos como sustrato en el procesoatkiqrion de hidrogeno
permite de forma simultanea la reducciéon de lo®lproas de contaminacion del
medio ambiente asociados a la eliminacién incoatialde la materia organica y
la produccién de un combustible alternativo limpgiceste respecto, la produccién
de hidrégeno a través de la fermentacion oscurse teentajas sobre otros
procesos debido a su capacidad para producir ledodde forma continua desde
una amplia variedad de residuos. Entre ellos,decfén organica de los residuos
sélidos urbanos (FORSU) y algunas aguas residai@da industria alimentaria
como el lactosuero, constituyen, en un principia, sustrato éptimo para la
produccion fermentativa de hidrégeno debido a spdfiibilidad, alto potencial
energético y biodegradabilidad. Sin embargo, pageal el tratamiento completo
de los residuos es necesario acoplar una seguapia @ietanogénica que permita
la produccion simultanea de hidrégeno y metanoanfases y la estabilizacion

de los biosoélidos.

En este trabajo fue estudiada la primera etappridekeso de fermentacion
en dos fases para el tratamiento de residuos delagntactosuero, destinada a la
recuperacion de hidrégeno. Los principales obstécphra la aplicacion practica
de esta tecnologia fueron fijados y posteriormdnézon estudiadas diferentes
alternativas orientadas a solventar dichas linotees. Una de ellas es la
necesidad de incluir una etapa de pre-tratamieai@ pa generacion de la
microflora productora de hidrogeno, debido a loste® asociados y a la posible
proliferacion de nuevos microorganismos metanog@énacuando son utilizados
sustratos no estériles. En este trabajo fue pldatebuso de pellets de biosolidos
producidos a partir de lodos de aguas residualesicipales digeridos
anaerébicamente como fuente de indculo. Tambiéerduediada la fermentacion
sin inoculacién aprovechando la microflora indiggmasente en el lactosuero.
Los resultados sugieren que las mencionadas nocasfpuede ser utilizadas para

producir hidrégeno sin la aplicacion de una etapai-tratamiento al material
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utilizado como fuente de in6culo. De forma simulténla poblacion microbiana
implicada en la produccion de hidrégeno fue ide#da utilizando la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa acopladaetettroforesis en gel con

gradiente desnaturalizante.

Otra limitacion es la necesidad de adicionar dem&continua alcalinidad al
reactor para mantener el pH dentro del intervaleeddo, ya que un pH bajo
puede inhibir a los microorganismos productorebidegeno. La reduccion de la
cantidad de alcali necesaria estara reflejada eredaccién de los costes de
operacion del proceso. La opcidn propuesta en temb@jo para reducir estos
requerimientos fue incorporar, en el proceso dedetacion en dos etapas, una
corriente de recirculaciéon de alta alcalinidad pdente del reactor metanogénico
al reactor de hidrogeno. En los ensayos fue rdalou sobrenadante
metanogénico y fueron evaluados el rendimientoidedeno y el consumo de
alcali a escala de laboratorio para los casos deegiculacion, recirculacion
directa y de recirculacion pre-tratada en una uhua filtracion con membranas
de ultrafiltracién y nanofiltracion. En base a lesultados de estos ensayos fue
diseflado un estudio a escala piloto para valoraefetto de la adicion de
sobrenadante metanogénico al reactor de hidrég@soresultados indicaron que
la adicion de sobrenadante metanogénico redujo ifis@fivamente los
requerimientos de alcali y que las condiciones peracion del reactor fueron
adecuadas para reducir la actividad de los micesesgios metanogénicos
viables retornados durante la recirculacion. Ea estudio también fue evaluada a

escala piloto la etapa metanogénica del procesernhentacion en dos fases.

Otras de las principales desventajas del procestosdajos rendimientos y
tasas de produccion de hidrégeno. Por este motidado que existe una fuerte
dependencia entre el rendimiento de las poblaciomésrobianas y las
condiciones de operacion que rigen el proceso tale® el pH y el tiempo de
retencién hidraulico (THR), fue evaluado el efedéd TRH sobre el rendimiento
del proceso utilizando residuos de comida y la&asucomo sustrato. Los
rendimientos de hidrégeno estuvieron muy afectpdodas modificaciones en el
TRH y una disminucion de este parametro aument@nelimiento volumétrico de
hidrogeno y disminuyd la produccién especifica idedgeno.
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ABSTRACT

The process of hydrogen production may simultangouseduce
environmental pollution associated to uncontrotiésposal of organic matter and
produce a clean alternative fuel when wastes agd as substrates. In this same
line, the production of hydrogen by the dark fertaéion process offers as main
advantage the capacity of continuous productioomfra variety of wastes.
Among these, the organic fraction of municipal daliaste (OFMSW) and some
food industry wastewaters, such as cheese wheyp@mnal substrates due to
their easy availability, high energy potential dmddegradability. However, in
order to achieve the complete treatment of wadtés necessary to couple a
second methanogenic stage which would allow theulsémeous production of

hydrogen and methane along with the stabilizaticth@ organic matter.

In this work, the fermentation process for the weey of hydrogen was
studied using as substrates food waste and chdesg Whe main obstacles for
the practical application of this technology wedertified and subsequently
various alternatives that seek to address thes&tions were studied. One of
these was the need of a pre-treatment for gengrdlie hydrogen producing
microflora which is associated with high operatiogsts and proliferation
methanogens when non-sterile conditions are udeslu$e of biosolid pellets was
proposed as a source of inoculum. These pellete wiktained from municipal
wastewater water sludge anaerobically digested.tiemoapproach also studied
was to proceed with the fermentation in absenceadulation taking advantage
of the indigenous microflora found within cheeseeywhResults suggested that the
microflora aforementioned can be used to produckdgen without applying any
pre-treatment to the inoculum source. In additithe microbial population
involved in the production of hydrogen was ideetifiusing the polymerase chain
reaction coupled with denaturing gradient gel etgattoresis.

The second limitation was the continuous need diregdalkalinity to the
reactor to maintain the pH within a desired raragea low pH is known to inhibit
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hydrogen producing microorganisms. Reducing theusrnof alkali will bring as
consequence the decrease in operating costs. Tihlw goposed in this work
was the use of a recycling stream when working uade/o stages configuration.
That is, a recycling stream of high alkalinity frahre methanogenic reactor back
to the hydrogen producing reactor. Experiments wegied out recirculating
methanogenic supernatant under three differentitons: direct recycling and
recycling of supernatant which had been previossilyjected to a filtration unit
using ultrafiltration membranes in one instance aadofiltration membranes in
the other. Assessment of hydrogen yield and alk@lisumption was performed
by comparison with the no-recycling set-up. Basedeasults obtained from these
tests a pilot scale study was performed for evalgathe effect of the
methanogenic supernatant at larger scale. Resulisaied that the addition of
methanogenic supernatant significantly reduced liallequirements while no
affecting reactor performance severely thus inthgathat operating conditions
applied to the hydrogen reactor were adequate docee the effect of viable
methanogens from the recycling stream. In additeomo-recycling set-up was

also evaluated at pilot scale.

Low hydrogen yields and production rates were kel tlimitation studied.
For this reason and because of the heavy depentiehween the performance of
microbial populations and process conditions, aglpH and hydraulic retention
time (HRT), the effect of this last parameter waaleated over the performance
of the process using food residue and cheese wheulsstrate. Hydrogen yields
obtained were greatly influenced by modificationsHRT, in this sense; the
lower this parameter, the higher the volumetricrbgen production but the lower

the specific hydrogen production.
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1. INTRODUCCION.

1.1. PLANTEAMIENTO DE LA SITUACION ACTUAL.

1.1.1.Contexto energético en Espafa.

La energia constituye el motor basico que impulskesarrollo econémico
mundial, contribuyendo a garantizar el manteninoetdel modelo del Estado del
Bienestar. Su funcion insustituible explica la oo y creciente demanda de
recursos energéticos. En Espafia el consumo totahelgia primaria en el afio
2009 fue un 55,9% superior al de 1990, y un 13,apesor al de 2000, debido al
crecimiento de la economia espariola en las dosadtdécadas. Esto ha supuesto
un aumento medio anual del consumo total de enprgfearia del 4,2%, a pesar
del descenso en dicho consumo durante los aios\20089 debido a la actual
crisis econdmica (Catedra BP de Energia y Sostelsdi de la Universidad
Pontificia de Comilla, 2010).



1. INTRODUCCION

La estructura actual de consumo de energia primaria Espafa,
representada en la figura 1.1, esta dominada poekencia del petréleo y del gas
natural, importados en su mayoria del exterior.oBghido a la reducida
aportacion de recursos energéticos autoctonos tigaawente centrada en los
recursos energéticos renovables, en la produccidiear y en la pequefa
contribucion del carbén nacional) da lugar a urewada dependencia energética
del exterior, cercana al 80%. Esta situacion egt@éramentando un cierto cambio
desde el afio 2005, en el marco de las politicaslast en materia de energias
renovables y de eficiencia energética. Asi, en ittoende consumo de energia
primaria, las energias renovables han pasado der euta cuota del 6,3% en
2004 a alcanzar el 11,3% en 2010. Esto supone amahucion de las energias
renovables sobre el consumo final bruto de enengi2010 de 13,2%ANETUR,
2013). La elaboracion del Plan de Energias Renesalié Espafia (PER) 2011-
2020 plantea consolidar y mejorar esta situaci@tahaumplir el objetivo de la
Directiva 2009/28/CE relativa al fomento del uscedergia procedente de fuentes
renovables. Dicha Directiva fija como objetivo getig@ara los Estados miembros
alcanzar en 2020 una cuota del 20% de energiagentede fuentes renovables
en el consumo final bruto de energia (el valor gatm en el PER 2011-2020

plantea una contribucién en Espafa de 20,8%).

Nuclear

12,1%

Figura 1.1. Estructura energética espafiola en el afi2010 en términos de consumo
de energia primaria (Fuente IDAE, 2011).
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Atendiendo a la distribucion sectorial del consutieoenergia final, es el
sector transporte el mayor consumidor, con el 4@ocdnsumo final total en
2010. Le sigue en orden de importancia, el sectdustria y el sector usos
diversos (residencial, servicios y agricultura) basicon un 30% del consumo.

El consumo de energia en el sector transportebas@do principalmente
en productos petroliferos, o que en gran parterdeha la elevada dependencia
energética nacional y un fuerte impacto ambiefat. otro lado, el consumo de
electricidad para transporte crece a medida qhede el trafico por ferrocarril, y
el consumo de biocombustibles (biodiesel y biod)amm experimentado un gran
crecimiento en los ultimos afos, pasando de la®D0B8Goneladas en el afio 2005
a 1,046 millones de toneladas en 2009, lo que septa un incremento del 669%

(Torres y Carrera Consultores de Comunicaciéon, 2010

La importancia del transporte como sector econdryicsu peso en el
consumo energeético y en las emisiones lo constitlg@mo uno de los ejes
principales de las actuales politicas para alcaosanbjetivos de competitividad,
reduccion de emisiones de Gases de Efecto Invenxmgdseguridad de suministro
energético. La Directiva de 2009/28/CE fija conlgetivo general para los
Estados miembros alcanzar una cuota del 10% dgiangmocedente de fuentes
renovables en el consumo de energia en el sedttnadsporte para el afio 2020.
La Comisidon Europea, a través de su Direccion Gtk Transportes y Energia
(DGTREN), ha establecido el llamado Alternative IBu€ontact Group para
analizar y aconsejar sobre las acciones mas efigara alcanzar este objetivo. El
Alternative Fuels Contac Group ha recomendado tiefste porcentaje entre el
gas natural, el biodiesel y bioetanol y el hidrages los que considera como las

Gnicas opciones técnica y econémicamente viables.

Por otro lado, la generacion eléctrica nacionalelkperimentado una
importante transformacion desde finales de los 89ps lo que ha contribuido la
progresiva penetracion del gas natural (principatmeen centrales de ciclo
combinado y en cogeneracion) y las energias refesjaltuya cobertura
evoluciona al alza. En los ultimos diez afios, ladpccidon eléctrica de origen

renovable ha experimentado un incremento supdrigéd%, alcanzando en el afio
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2010 el 32,3% de la produccion eléctrica bruta dpaBa (aproximandose a la
contribucion del gas natural situada en el 32%ia Euacion ha dado lugar a una
pérdida de peso de otras fuentes energéticas comarten, el petréleo y la
nuclear, llegando la produccion eléctrica de origerovable a superar de manera
sostenida a la produccién nuclear, con posteridriglaaiio 2006, y superando
también en los udltimos afios a la produccion cobdarEn la figura 1.2 esta
representada la evoluci@e la participacion de las distintas fuentes degéaen

la generacion eléctrica durante el periodo 1999ZMINETUR, 2013).
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Figura 1.2. Participacién de las distintas fuentesle energia en la generacion
eléctrica (Fuente MINETUR, 2013).

El analisis de la participacion de las energiasvables por fuentes en el
consumo final bruto de energia en Espafia en el2840 sitia la biomasa y
residuos con el mayor porcentaje de participacth%), seguida de la edlica
(3,8%), la hidraulica (2,8%), los biocombustiblds5@6), la solar (0,8%), y la
geotérmica (0,02%). Respecto a la produccion detr@iglad, en Espafa la
produccion eléctrica renovable fue aportada magmainente por la energia
edlica (15%) y por la energia hidroeléctrica (14,5%eguida de la energia
fotovoltaica (2,2%), la biomasa y residuos (1,4%)aytermoeléctrica (0,2%)
(IDAE, 2011).
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Entre las consecuencias mas relevantes del presstg@ario energeético
estan la reduccion de la dependencia energétisastanibilidad de sus fuentes y
la reduccion de las emisiones contaminantes. Eacigel a la reduccion de las
emisiones contaminantes, segun la Agencia Intesnatide la Energia, para
alcanzar el escenario 450 ppm (que es el necgsaadimitar el incremento de la
temperatura global por debajo de 2 °C y que plantea reduccion de las
emisiones globales de Gases de Efecto Invernade26%0 cercana al 50% frente
al afio 1990) las energias renovables son un instrumprioritario responsable de
casi un 20% de la reduccion de emisiones. Por leléoenergias renovables son
consideradas un elemento crucial para luchar caiticambio climético AIE,
2009.

1.1.2.La gestion de los residuos biodegradables y suearsergético.

Las sinergias entre la politica europea energgtieapolitica de gestion y
eliminacién de residuos favorecen que la utilizacéhergética de los residuos

contribuya al mix energético espafnol.

La Directiva de 2009/28/CE relativa al fomento dedo de energia
procedente de fuentes renovables, defibmmasa como “la fraccidon
biodegradable de los productos, desechos y residigosorigen biolégico
procedentes de actividades agrarias (incluidasusiancias de origen vegetal y de
origen animal), de la silvicultura y de las indiggrconexas, incluidas la pesca y
la acuicultura, asi como la fraccion biodegradat@ddos residuos industriales y
municipales”. Segun esta definicion la fracciondeigradable de los residuos,
junto con el resto de fuentes de energia renovatidd®e ser considerada a la hora
de alcanzar los objetivos de contribucion de lasrgias renovables en el mix

energético nacional en el afio 2020.

Por otro lado, la Directiva 2008/98/CE sobre lasdeos (Directiva Marco
de Residuos) establece que los Estados miembran detoptar medidas para

tratar los residuos de conformidad con la sigui@rerquia de prioridades:
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1) Prevencion en la generacion de residuos;

2) Preparacion para la reutilizacion;

3) Reciclado;

4) Otro tipo de valorizacién, por ejemplo, la vatacion energética; y

5) Eliminacion.

Por lo tanto, la valorizacién de residuos es (pearion de gestion de los
residuos prioritaria frente a operaciones de elwidin (como el depésito de los
residuos en vertedero) y relevante a la hora dmadr los objetivos de desvio de
vertedero de los residuos biodegradables Directiva 1999/31/CE relativa al
vertido de residuos, traspuesta a la legislacipaf@sa mediante el Real Decreto
1481/2001 de 27 de diciembre, defiresiduo biodegradableomo “todos los
residuos que, en condiciones de vertido, puederodgsonerse de forma aerobia
0 anaerobia, tales como residuos de alimentos jgrd&n, el papel y el carton”.
Dicha Directiva fija como objetivo general que érado 2016 la cantidad total
(en peso) de residuos urbanos biodegradables adssira vertedero no superara
el 35% de la cantidad de residuos urbanos biodeftes generados en 1995 (lo

gue supone no superar 4 176 950 toneladas).

Actualmente en Espafa los tratamientos biolégicosmpostaje vy
digestion anaerobia) de los residuos urbanos bradagles son la opcién mas
utilizada para desviar los residuos biodegradaleslos vertederos. Asi, la
Estrategia Nacional para la reduccion de residuodegradables en vertedero,
incluida en el 1l Plan Nacional Integral de ResslU®NIR) 2008-2015, esta
centrada principalmente en los residuos urbanofrdea que sirva para verificar
el cumplimiento de los objetivos de reduccion imbs en el Real Decreto
1481/2001. Dicha Estrategia, a los efectos del ¢omgnto de estos objetivos,
considera comaesiduo urbano biodegradablélos residuos de cocina, los
residuos de poda de parques, jardines, etc., el pagarton, la madera y ciertos

residuos textiles”. Dentro de las medidas a delarren aplicacion de esta
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Estrategia destaca el impulso a la implantaciéiadeecogida selectiva de la
fraccion organica contemplando la disminucion er70% (en peso) del vertido
de materia organica biodegradable a partir del 201b. A su vez, el Il Plan
Nacional de Residuos Urbanos (PNRU) 2008-2015 ogplte medidas respecto a
la valorizacion de la fraccion organica para el 20d2. En la tabla 1.1 estan
recogidos los objetivos concretos para los sistemagritarios en el tratamiento

de la fraccién organica (compostaje y digestioreentaa).

Tabla 1.1. Objetivos de valorizacion de la fracciémrganica de los residuos urbanos
a partir del afio 2012 (Fuente BOE, 2009).

Con recogida Sin recogida
TRATAMIENTO

selectivd selectivd
Compostaje 50% 30%
Biometanizacion y otras técnicas similares 10%

! Procedente de recogida selectiva de la fraccigg@arica de residuos urbanos y de residuos
verdes.

2 Procedente de residuos urbanos sin recogida iseleet la fraccion organica.

Esta tendencia de desvio de vertedero de los mssibiodegradables
promovida a nivel europeo, esta refrendada poireciva Marco sobre Residuos
(DOUE, 2008). Dicha Directiva define el conceptobi@residuocomo “residuo
biodegradable de jardines y parques, residuos @afiobes y de cocina
procedentes de hogares, restaurantes, serviciosestauracion colectiva y
establecimientos de consumo al por menor, y residomparables procedentes
de plantas de procesado de alimentos”, y promuewiesvio del vertedero. La
Ley de residuos y suelos contaminados (BOE, 20iug, traspone la Directiva
2008/98/CE al marco legislativo espafiol, estableceecogida separada de
biorresiduos con vistas al compostaje o la digesditaerobia de los mismos. Esta
normativa establece diversas opciones de recogidatwa para cumplir con los
objetivos establecidos: el compostaje domésticorelzogida separada de la
fraccion vegetal, la recogida en grandes generadofa recogida de la fraccion
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organica de los residuos domeésticos. Ademas, amébsafio 2020 debera
aumentar, en conjunto y como minimo, hasta un 58%eso la cantidad de
residuos domeésticos y comerciales destinados a ré&pamcion para la
reutilizacion y el reciclado para las fracciones pagpel, metales, biorresiduos,
plastico, vidrio u otras fracciones reciclables.eéte respecto, el tratamiento
biologico de los biorresiduos (compostaje y digestinaerobia) es considerado
como reciclado cuando el producto final (compodigestato) es aplicado al
suelo o utilizado para la produccion de sustratosudtivo. En caso contrario, es
considerado como pretratamiento antes del deposiio vertederos o la
incineracion. Estos tratamientos obtienen diferemtdidades del producto final
en funcién del sistema de recogida de la fracci@amica (selectiva o mezclada,

en esta Ultima la fraccion orgénica esté incluidéadraccion resto).

En la actualidad, el compostaje es la opcion dartigznto biol6égico mas
comun, y es el mas adecuado para residuos venteseyial lefioso. La digestion
anaerobia es especialmente adecuada para el watamde biorresiduos
hamedos, incluidas las grasas (por ejemplo, residieo cocina). Produce una
mezcla de gases (principalmente metano y dioxidocatbono) en reactores
controlados. El biogas puede ser utilizado comohegtible para el trasporte o
puede ser inyectado directamente en la red debdisktdbn de gas, lo cual permite
considerar este tratamiento biolégico como recup@nade energia. El residuo
del proceso, el digestato, puede ser compostadowtiizado para fines similares
como compost, mejorando asi la recuperacion gldbadbs recursos incluidos en

los residuos (Comision Europea, 2008).

Por otro lado, el tratamiento biomecanico desciid® técnicas que
combinan el tratamiento biolégico con el tratanmoentecanico (clasificacion).
Este tratamiento es utilizado como pretratamierdoresiduos mezclados con
objeto de producir un material mas estable parado®deros o un producto con
mejores propiedades de combustion. No obstantetamiento biomecanico que
utiliza la digestion anaerobia genera biogas y, f@ro, puede constituir
asimismo un proceso de recuperacion de energia.résiduos combustibles
separados en el proceso de tratamiento biomecgneden ser incinerados dado

su potencial de recuperacion energética.

10
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Otra de las opciones de gestion de los biorresidgda incineracion, asi
los biorresiduos son incinerados normalmente coante e los residuos soélidos
urbanos. Segun su eficiencia energética, la inet@n puede ser considerada
recuperacion de energia o eliminacion (DOUE, 2008).

No existe una solucion Unica para la gestion de tesiduos
biodegradables no depositados en vertederos. Hibempumedioambiental de las
distintas opciones disponibles para la gestionstie o de residuos depende de
varios factores locales, en particular de los siatede recogida, la composicion y
la calidad de los residuos, y el potencial dea#dién de los diversos productos

derivados de los residuos, como electricidad, chlogas o compost.

Respecto a los sistemas de recogida seledtivaionan con éxito en
muchos paises, sobre todo para los residuos vdrdesesiduos de cocina son
recogidos y tratados mas a menudo como parte deesiduos solidos urbanos
mezclados. Entre las ventajas de la recogida seletiguran las siguientes:
desviar los residuos facilmente biodegradablesodevertederos, aumentar el
poder calorifico de los residuos sélidos urbanstarges y generar una fraccion
de biorresiduos mas limpia que permita producirposhde alta calidad y facilite
la produccion de biogas (Comisién Europea, 2008). énbargo, la recogida
selectiva de biorresiduos también sirve de apowtras formas de reciclado y
recuperacion de energia que enlazan con la podteagética actual que apoya
firmemente la utilizacion de todo tipo de biomasaluidos los biorresiduos para
fines energéticos. Entre las diferentes opcioné&s lasproduccion biologica de
hidrogeno por bacterias fermentativas en un proeesdos fases que permite el
tratamiento global de los residuos. Este procesopoende una primera etapa
(sistema de fermentacion) para producir hidrogenma segunda etapa (sistema
de digestion) para producir metano y un digeridtalde con un contenido
reducido en materia organica que puede ser congmogtaer utilizado para fines
similares como compost, mejorando asi la recup@naglobal de los recursos

incluidos en los residuos (Gomez et al., 2006).

11
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1.1.3. Valorizacion de subproductos de la industagroalimentaria:

el lactosuero.

La industria alimentaria persiguiendo su desarradlostenible esta
aplicando cada vez mas medidas para la mejora mepsicto ambiental, entre las
que esta la valorizacion de subproductos. Algumakasl tecnologias que apoyan
la evolucidn de esta tendencia mas sostenibleasotetnologias de membranas y
los tratamientos bioldgicos. Un ejemplo de apliéacies el tratamiento del

lactosuero que es descrito a continuacion.

El suero lacteo o lactosuero es el liquido restdtde la coagulacion de la
leche, una vez que la cuajada, la caseina y lea ggas separadas. Por cada
kilogramo de queso son producidos 9 kilogramosadsuero, el cual representa
en torno al 90% del volumen de la leche y contierés de la mitad de sus
nutrientes (Parra, 2010). Es un subproducto devalkor nutritivo que contiene
compuestos hidrosolubles como proteinas, lactatanwas y sales minerales.
Este gran contenido en nutrientes provoca quectddaero presente una demanda
biologica de oxigeno (DB£) y una demanda quimica de oxigeno (DQO), con
valores de 40000-60000 mg/l y 50000-80000 mg/heetsvamente. Ademas,
mas del 90% de la demanda biolégica de oxigeno gpB©Odebida a la lactosa.
Por todo ello el vertido del lactosuero provocavggaalteraciones en cauces y
terrenos siendo necesario su procesamiento (Gelagpegz-Leiva, 1985). La
normativa medioambiental no permite el vertido Betosuero (Real Decreto
Legislativo 1/2001, de 20 de julio) y exige su gast bien tratandolo y
reutilizandolo en las instalaciones, o bien entnelgael suero a una empresa para

su empleo o transformacion.

Las proteinas del suero suponen en torno al 20%sdproteinas totales
aportadas por la leche y estan caracterizadas ysop®piedades bioldgicas y
funcionales. Ademas, el lactosuero es rico en witamB y C y en lactosa (Parra,
2010). Las industrias han incrementado su intepésyprovechar y reutilizar estos
nutrientes y como consecuencia de ello han sidard#das y mejoradas
diversas técnicas de separacion, una de las mastanfes es la ultrafiltracion.
Durante la ultrafiltracion del lactosuero los glfisugrasos, las caseinas en forma

12
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micelar y las proteinas del lactosuero quedan iddsry agrupadas dando lugar a
un concentrado. Estos concentrados proteicos sompleados para la
estandarizacion de las leches de queseria y enndastria de segunda
transformacion por sus propiedades nutritivas ycifumales. Durante esta
circulacion las sustancias de un tamafio menonefia de poro de la membrana
como son el agua, las sales minerales, la lactosaacidos orgéanicos y los
péptidos, atraviesan dicha membrana dando lugarn apermeado. Dicho
permeado presenta todavia una elevada demandacgudai oxigeno (DQO)
debido a su contenido en lactosa, por lo que laraen no es la soluciéon al

problema, sino una forma de rentabilizar un subyto

Por lo tanto, la industria productora de quesodgedlizar un tratamiento
al permeado de ultrafiltracion generado. Por sa &QO, normalmente es
sometido a secado o a cristalizacion para obteawoda de una determinada
pureza. Esta alternativa, no proporciona un graefi@o econdémico, sino todo lo
contrario, inversiones para la construccion deinsialacion adicional a la planta,
para su operacion y mantenimiento, etc., ya queeetado de la lactosa o suero
desecado, sufre importantes variaciones en fund&nvolumen del producto

ofertado.

A su vez, en algunas industrias utilizan la osmasiersa para pre-
concentrar el permeado obtenido en la ultrafilacipara posteriormente
recuperar la lactosa por cristalizacion (Moya, 1998in embargo, si no es
sometido a una desmineralizacion previa, partad&ctosa (entre el 20 y el 40%)
es eliminada con las aguas madres de cristalizagfluente sin uso industrial por
su alto contenido en sales. Los procedimientos spre utilizados para la
desmineralizacion son la electrodialisis, el irgembio ionico y la filtracion por
geles. Todos estos procesos rinden un producto aic@roteinas, lactosa y
vitaminas, que es apto para el consumo animal yahorfMoya, 1995).

Dado el problema que plantea el aprovechamenteméatoo del
lactosuero y la contaminacion que implica su vertisin tratamiento, su
conversion biolégica es una opcién que esta cobrameérés en la actualidad.

Asi, cuando el lactosuero es sometido a fermemtapdr microorganismos

13
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seleccionados en las condiciones apropiadas, regiatia su carga organica y es
obtenido un producto final con cierto valor en ekroado. Ademas, el

aprovechamiento bioldgico puede partir de lactasmieometidos de forma previa
a otros tratamientos tales como: el liquido madi@ante de la cristalizacién de
la lactosa o el permeado obtenido tras el aproveemo proteico del suero

(Moya, 1995). Una alternativa consiste es valorgdlasuero lacteo mediante la
obtencién de energia sometiéndolo a un procesagastibn anaerobia (Erguder
et al., 2001; Parra, 2010). Sin embargo, el lacas®s bastante problematico
para ser tratado anaerobiamente, debido a su begénmlad, alta demanda

quimica de oxigeno (DQO) y su tendencia a acidgEamuy rapidamente

(Malaspina et al., 1996). Por ello es necesaridizati un suplemento de

alcalinidad a fin de evitar la acidificacion y ebgperior fallo en el proceso

anaerobico (Lo y Liao, 1986; Wildenauer y Winte38%).

Antonopoulou et al. (2008) sugiri6 que la separmacile la etapa de
acidogénesis y la etapa de metanogénesis en oaspranaerobio en dos fases
podria ser una solucion alternativa para el traatoi del lactosuero. Dicho
proceso permite la valorizacién del lactosuero @i la obtencion de energia a
través de la produccion de hidrogeno en una prire@pa y la produccion de

metano en una segunda etapa (Venetsaneas etll), 20

Cota-Navarro et al. (2011) también estudiaron labilidad de la
produccion integrada de hidrogeno y metano en wteso en dos etapas
utilizando un cultivo mixto y lactosuero en polvento sustrato. Para ello
utilizaron un reactor de mezcla completa para ladgpecion de hidrégeno
operando con un TRH de 6 y 3,5 h, y para la pradnode metano utilizaron un
reactor anaerobio de lecho de lodos con flujo ats®e (UASB) operando con
un TRH de 6 h. Dicho proceso recuper6 en torn®% de la energia presente en

el sustrato.

14
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1.1.4.El hidrégeno.

Las actuales preocupaciones con respecto a laniligiad a largo plazo
de los combustibles fosiles y al calentamiento glatebido a las emisiones de
gases de efecto invernadero, han dado lugar adgubda de un combustible
alternativo. En los ultimos afios el hidrégeno hatreelo gran parte de la
atencion. Hay que sefialar que el hidrégeno no esfuente de energia en si
mismo, sino un elemento de “transporte” (un transplor de energia primaria
hasta los lugares de consumo) que puede ser dtlidizectamente para producir
electricidad mediante pilas de combustible, siegldigua el Unico producto de su
combustién. Por lo tanto, entre las ventajas dassuesta que puede reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero, en wartisi es utilizado como

biocombustible para el transporte.

El hidrogeno tiene una elevada densidad energétichase masica (122
KJ/g, 2,75 veces mas alto que los combustibleb#tbonados) (Claasen et al.,
2005; Kapdan y Kargi, 2006) con lo cual el pesoaehbustible en tanques de
almacenamiento no es elevado. Sin embargo, eldedtiene una baja densidad
energética en base volumétrica (10,37 MJf/Npor lo que requiere tanques de
almacenamiento grandes o bien almacenarlo en stiade (liquido o en forma de
hidruros metalicos) lo que implica una tecnologifisticada y costosa (Laborde y
Rubiera, 2010).

Debido a su alto contenido energético (en base cajasha sido
considerado como un vector energético alternatoam importantes ventajas
medioambientales y de disponibilidad, sobre los mastibles fbsiles
tradicionales. Sin embargo, el caracter limpio ycoataminante del hidrogeno
como combustible dependera de la materia primizadih para obtenerlo, del
proceso y del origen de la energia requerida. duardi 1.3 recoge la distribucion
actual de la produccién de hidrégeno por fuenterdergia primaria. EI 96% del
hidrogeno es obtenido a partir de procesos quertienmo materia prima inicial
combustibles fosiles (reformado con vapor de agtequeo térmico, oxidacion
parcial de hidrocarburos y gasificacion del carbdrg electrdlisis del agua

contribuye con un 4% permitiendo obtener hidrogeeoalta pureza libre de
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oxidos de carbono, pero a un costo actualmente onocks elevado que el del

reformado con vapor de hidrocarburos (Laborde yi&ab2010).

Entre otras posibilidades de produccion de hidrogesstudiadas
actualmente, destacan la gasificacion de biomassepgaracion del agua a través
de ciclos termoquimicos empleando calor a altagpéeaturas procedente de
energia nuclear o solar y la produccion biologicm @lgas o bacterias en

condiciones controladas (Comision Europea, 2009).

Electrélisis
48%

Carboén
18%

Petroleo
30%

Gas Natural
48%

4

Figura 1.3. Distribucion de la produccion de hidrogno por fuente de energia

primaria. (Laborde y Rubiera, 2010).

De este modo, como el hidrogeno puede ser produxidartir de muy
diversas fuentes de energia, puede contribuir derabllemente a mejorar la
seguridad del suministro de energia. Ademas, ehrd#® de la produccion
biologica de hidrogeno a partir de residuos bicaeglples permite promover el
uso energético de los residuos y apoyar la trasicacia un modelo energético

mas sostenible.
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

2.1. ANTECEDENTES.

2.1.1. Procesos de produccion biolégica de hidrogen

Los procesos de produccion de hidrégeno por wkbdiica son recientes
y abren un nuevo campo de desarrollo tecnologia mprmitira desviar en el
futuro los métodos de obtencion de hidrégeno drilizacion de combustibles no
renovables. Entre estos proceso estan aquellosequieren luz para la obtencion
de la molécula de hidrégeno y aquellos que puedenllevados a cabo en
oscuridad.

En general, todos los procesos de generacion di&dgeno por via
biologica estan fundamentados en la presencia deemzima productora de
hidrogeno capaz de catalizar la reaccion entreelestrones (¢ y los protones
(H") para generar hidrogeno molecular,XHEn la actualidad, las enzimas
conocidas que tienen capacidad para llevar a cstha@accion son la nitrogenasa
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y la hidrogenasa (Fe-hidrogenasa, NiFe-hidrogendsa)presencia de estas
enzimas depende del tipo de microorganismo y aelgso empleado para llevar a

cabo la produccion de hidrégeno (Hallenbeck y Bearem2002).

La hidrogenasa esta ampliamente distribuida en los microorgangsmo
anaerobicos. Esta tiene diversos origenes filogaséy puede ser clasificada en
dos categorias: hidrogenasa consumidora de hidoogédndrogenasa reversible.
Las hidrogenasas reversibles tienen la capacidadprdducir y consumir
hidrégeno dependiendo de las condiciones de leci@adrepresentada en la
ecuacién 1). Estas enzimas tienen como funcién vemal exceso de
equivalentes reductores -en los anaerobios estrictos y pueden ser intslpda
la presencia de oxigeno o por altas concentracideesu producto hidrogeno
(Vignais et al., 2006).

H, «— 2H" + 2¢ (Ec. 1)

La nitrogenasa esta presente en gran cantidad de microorganismos
fijadores de nitrogeno y puede producir hidrégenouea reaccion irreversible
(representada en la ecuacion 2), incluso con sadurae producto (en atmésfera
100% H). Esta enzima es empleada para reducir el nit@geolecular (M) a
amoniaco (NH) pero cuando hay ausencia de nitrégeno reducgrtasnes (H)

a hidrégeno consumiendo 4 moles de adenosin aitfmgATP) (Kovacs et al.,

2006). Las nitrogenasas presentan una baja repglicacequieren grandes
cantidades de energia para llevar a cabo su lesgnt necesitan ATP para llevar
a cabo la catalisis. Por ello estas enzimas naisarvia metabolica efectiva para

la produccién de hidrogeno (Hallenbeck y Benemangny).

N, +8H + 8¢ + 16 ATP ———> 2NH + H, + 16 ADP + 16 Pi (Ec. 2)

Entre los procesos de produccién de hidrogeno f@obmwldgica estan la
biofotdlisis directa o indirecta, la foto-fermenitat, la produccion a partir de la
reaccion de water gas shift (WGS), la electrélisecatalitica y la fermentacién

oscura.

La biofotdlisis del agua mediante algas y cianobacterias consisteel

proceso fotosintético de produccion de hidrogendiamte electrones derivados
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del agua. Este proceso involucra la oxidacion dplaay la transferencia de
electrones a la enzima hidrogenasa (proceso dep#adde la luz) generando
hidrégeno y oxigeno. Si el oxigeno no es eliminddb sistema no es posible
operar de forma continuada ya que es un inhibiduerge de la actividad

enzimatica de la hidrogenasa (Melis, 2002).

La foto-fermentacion de compuestos organicos esta basada en la
capacidad de algunas bacterias foto-heterotrofgams convertir los acidos
organicos (acético, lactico y butirico) a hidréogenaiéxido de carbono, bajo
condiciones anaerobias y en presencia de luz. aeteiias fotosintéticas purpuras
no sulfurosas (PNS) pueden descomponer acidos icogamrmediante la
utilizacion de nitrogenasas en un proceso foto-éemativo bajo condiciones
deficientes en nitrégeno molecular (Basak y Da®,720En este proceso también
interviene la hidrogenasa, la cual compite poridgidgeno disponible en el medio
reduciendo la actividad de la nitrogenasa al queitasustrato.

Las bacterias fotosintéticas son capaces de camiest compuestos
presentes en el gas de sintesis en combustiblédgioims siguiendo rutas
energéticamente favorables. Algunas bacterias Heterotroficas de la familia
Rhodospirllacaeson capaces de crecer en oscuridad utilizando xiamdae
carbono (CO) como fuente de C. La oxidacion de mimlwdde carbono a dioxido
de carbono (Cg) sigue lareaccion de water gas shiffWGS) utilizando enzimas
para catalizar el proceso y produciendo cantidadesjuiométricas de dioxido de
carbono e hidrégeno. Para ello interviene la enzZB@adeshidrogenasa la cual
forma parte de un complejo de enzinfdajafpour et al., 2004).

El proceso delectrélisis biocataliticautiliza microorganismos capaces
de convertir, mediante la aplicacion de una cieaatidad de corriente eléctrica,
la materia organica biodegradable en hidrogeno. deddas electroliticas, que
utilizan como mediadores microorganismos, son dematas MEC (microbial
electrolysis cells). Este proceso tiene como varitageneracion de una corriente
de hidrégeno de alta pureza, lo que permite prdsdile instalaciones posteriores

de separacion de corrientes gaseosas (Call y L2G&S).
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La fermentacion oscuraconsiste en la obtencion de hidrogeno a partir de
compuestos organicos en ausencia de luz mediamiecian de un consorcio de
bacterias que son sensibles o completamente imaisibppdr el oxigeno. En los
microorganismos heterotréficos, el metabolismo estde genera problemas
relacionados con el destino final de los electratesszados de las reacciones que
liberan energia, agravandose particularmente cudsloequerimientos para la
actividad biosintética solo pueden ser satisfechopartir de la degradacién
exclusiva de compuestos organicos. Una de las fodaaemover los electrones
excedentes es mediante la generacion de hidrogefarraa molecular a través

de la hidrogenasa (Das y Veziroglu, 2001).

Entre los distintos procesos de produccion de égelmo por via
bioldgica, es el proceso de fermentacion oscuguelmayores posibilidades de
escalado y aplicaciéon industrial a corto plazo @més, gracias a la similitud de las
condiciones de operacion frente a los procesos gestibn anaerobia
convencional. Los rendimientos de produccion de gas el proceso de
fermentacion oscura, al ser comparados en térniieada unidad de volumen de
reactor, son superiores a los demas procesos lwosd(en algunos casos capaces
de lograr una mayor conversion de la materia oogaen hidrégeno pero con
menores rendimientos a la misma unidad de reactosiderada) (Levin et al.,
2004). Otra ventaja que presenta el proceso pramucde hidrogeno por
fermentacion oscura es que no depende de fuentag dgterna y por lo tanto no
requiere transparencia en el licor en el que estésentes los microorganismos
(Vijayaraghavan y Soom, 2006). Por otro lado, ercasdo de utilizar cultivos
mMixtos no requiere la esterilizacion previa del enat utilizado como substrato,
lo que hace adecuado el proceso para el tratamdentoiomasa residual. Esto
convierte al proceso de fermentacion oscura noemolon sistema con capacidad
de generar un gas combustible, sino como una vialdezacion de los residuos
organicos. Sin embargo, el producto liquido remsmedel proceso de
fermentacion oscura consiste en un licor rico edadcgrasos volétiles (AGV) y
precisa de un tratamiento posterior. Puesto que AGY¥ son compuestos
precursores de la metanogénesis, una opcion quatpe tratamiento global de

los residuos biodegradables consiste en acoplaistdma de fermentacion una
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segunda etapa, en un reactor separado, donde dexatvo la metanogénesis del
liguido remanente para alcanzar su estabilizacidimiga y producir metano
(CHy) (Gomez et al., 2006).

2.1.2. Etapas del proceso de digestion anaerobia.

La degradacion anaerobia es un proceso complej gne intervienen
diferentes grupos microbianos, de manera coordinpd@ecuencial, para
descomponer la materia organica, en ausencia dgraxilibre. La interaccion
cooperativa de varios grupos fisiologicos de priotas permite la formacion de
hidrégeno y metano a partir de sustancias de etepado molecular, tales como
polisacéaridos, proteinas y grasas. Una descripdétallada del proceso de
digestion anaerobia obliga a considerar hasta pastaucesivas tal y como esta
representado en la figura 2.1 (Breure, 1986; Roreeab., 2002).

La materia organica polimérica no puede ser utlBzdirectamente por los
microorganismos a menos que tenga lugar su higr@is compuestos solubles
gue puedan atravesar la membrana celular. Ponto, ta hidrélisis es el primer
paso necesario para la degradacion anaerobia tlatearganicos complejos. La
hidrolisis de estos materiales organicos complepfevada a cabo por enzimas
extracelulares excretadas por bacterias celuladitidoacterias hidroliticas y
bacterias acidégenas, que permiten la ruptura siggddimeros organicos hasta
subunidades mas pequefias facilmente transportadater@or celular. De este
modo, la etapa hidrolitica es una etapa indispéasple constituye generalmente
el paso limitante de todos los procesos de digestn@erobia, especialmente si el
sustrato esta en forma sdlida (Vavilin et al, 200Xpn altas concentraciones de
materia organica particulada (debido a la disptiddd de superficie para la

adsorcion de las enzimas hidroliticas).

La materia organica puede estar compuesta detipes basicos de
macromoléculas (carbohidratos, proteinas y lipigda)hidrolisis de cada tipo de
compuesto es realizada por diferentes grupos etizosa Las proteinas son
hidrolizadas fundamentalmente por las proteasadasiespecies d€lostridium
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(Salminen y Rintala, 2002) a proteosas, pepton@gtigns y aminoacidos; las
grasas son hidrolizadas por las lipasas a acidgsogrde cadena larga (AGCL) y
moléculas de glicerol o galactasa (Zinder, 1984st&ig 1989); y los productos de
la hidrélisis de los policarbohidratos son azUcarealcoholes (Zinder, 1984;
Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991)os residuos lignoceluldsicos estan
caracterizados por ser un material refractario @elgradacion anaerobia, ya que
contienen complejas matrices de celulosa, hemasduy lignina, que tienen un
efecto limitante en la actividad de los microorgamds 0 sSus enzimas para
degradar rapidamente estos materiales, en estgebaiina (Jiménez et al., 1990;
Fermor, 1993). Los polimeros de cadena larga @elldosa y hemicelulosa son

hidrolizados a mono o disacéaridos por enzimas letlddicas extracelulares.

Después de la etapa de hidrélisis, durdatéase acida o fermentacion
acidogénica,las bacterias acidificantes transforman la matergg@nica disuelta
en una gran variedad de productos de fermentatigs.productos finales son
principalmente acidos grasos volatiles (AGV) taleso el acetato, el propionato,
el butirato y el sucinato, asi como pequefas camisl de acido lactico y etanol,
diéxido de carbono e hidrégeno. La cinética detpso es relativamente rapida y
el pH 6ptimo bajo. Estos procesos son la base étiegigde las poblaciones no

metanogeénicas.

Los componentes mas reducidos de la fermentaci@iogénica son
oxidados en laetapa de acetogénesifajo condiciones anaerobias, a acido
acético, dioxido de carbono e hidrégeno, que sirdensustrato a bacterias
metanogénicas. Asi, los AGV y AGCL con tres o mabanes son oxidados a
aceético, hidrégeno y dioxido de carbono. Esta csie es solo posible si la
presion parcial de hidrogeno estd en valores bajos, presiones parciales
menores de I® atm (Zinder, 1984). Esta oxidacién es llevada hocaor
bacterias facultativas que viven en estrecha cddaiin con las bacterias
metanogenas, son bacterias sintréficas denomirfadatdgenas” u “organismos
protdn-reductores obligados” (McCarty et al., 198Iambién tiene lugar la
respiracion acetogénica de bicarbonato por basterfimoacetogénicas
(denominada homoacetogénesis). Estas bacteridsobiata mezclas de didxido

de carbono e hidrogeno a compuestos de carbondgplesll Pueden producir
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acido acético, pero las bacterias metanogénicaspitenm con ellas por el

hidrogeno.

La fase metanogénicas la etapa final del tratamiento, que implica dos
tipos de reacciones, aquellas en las que el didd@carbono e hidrégeno son
combinados para producir metano y agua (metanogénmiesogenotréfica), y las
que convierten el acido acético en metano y dioxidaarbono (metanogénesis
acetoclastica). Los microorganismos responsablesadgrimera etapa suelen
denominarse utilizadores de hidrégeno o “hidrogériocbs”, mientras que los
responsables de la segunda transformacion son deedos “acetoclasticos”. Las
bacterias acetogénicas productoras de hidrégemercren asociacion sintrofica
con los organismos metanogénicos hidrogenotrofiesgs uGltimos mantienen la
presion parcial de hidrégeno (mediante su consums)ficientemente baja, de
tal manera que la acetogénesis esta favorecidaodamdmicamente (Boone y
Xun, 1987).

Como india la figura 2.1, el hidrégeno es produadmo intermediario en
un paso crucial de la digestion anaerobia. Sin egobacuando es de interés
obtener hidrogeno como producto final, es necesdegacoplar su produccion
(fermentacion acidogénica) de su consumo (metamsign Para lograrlo, una de
las posibles modificaciones consiste en una seiparéeampo-espacial del proceso
en dos etapas en serie. En la primera etapa, gmimer reactor, tiene lugar la
hidrolisis y la fermentacion acidogénica de la mateorganica compleja
produciendo hidrégeno. En la segunda etapa, adbbgemanente es introducido
en un segundo reactor donde tiene lugar la corred® los acidos organicos en
metano. El producto liquido final presenta una magstabilidad quimica y
contiene los componentes dificiles de degradaojeon el nitrégeno, fosforo y

otros elementos minerales presentes inicialmenta kilomasa.

La figura 2.2 representa el esquema del proceswrathiccion continua
de hidrégeno y metano en dos etapas a partir dertaentacion oscura de
biorresiduos.
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Compuestos Organicos complejos:

Carbohidratos Proteinas Lipms
HIDROLISIS
\ 4 \ 4 \ 4
AzUcares Aminoacidos Ac. @sos Alcoholes
ACIDOGENESIS \ / B-OXIDACION
AGV, (propidnico,
butirico...)
TOGENE
OACETOGENESIS
Acético _ Hidrégeno,
) CO,

METANOGENESIS
ACETICLASTICA

CHy4
CO,

METANOGENESIS

HIDRO

GENOTROFICA

Figura 2.1. Diagrama completo de digestion anaerohiconsiderando los procesos
simultaneos (Zinder, 1984; Koster, 1989; Pavlostathy Giraldo-Gomez, 1991).

Biorresiduos ——

Hz+ CO; CH4+ CO,
Reactor de | Reactor de
hidrélisis y de metanogénesis

fermentacion

— Digerido

Figura 2.2. Esquema del proceso de digestion anabra en dos etapas para la

obtencién de hidrégeno y metano a partir de biorragluos.
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2.1.3. Microbiologia y bioquimica de la produccide hidrégeno por

fermentacion oscura.

El entendimiento de los fundamentos microbiologigabioquimicos de
la produccion biolégica de hidrogeno es fundamepia su investigacion
aplicada. De este modo, la heterogeneidad genéliicdas poblaciones de
microorganismos durante la produccion de hidrogepartir de indculos mixtos
ha sido estudiada por diferentes autores (Fand.,e@00; Kim et al., 2006).
Estos estudios indican que la produccion de hidrdgen los sistemas de
fermentacion oscura es debida a bacterias anasroblgadas pertenecientes al
géneroClostridium o bien a bacterias facultativas de los gén&asillu y
Enterobacter que pueden obtener energia tanto por respiracibpr@sencia de
oxigeno) como por fermentacion (en ausencia deeowigproduciendo en este

altimo caso hidrogeno (Hawkes et al., 2002).

La fermentacién es un tipo de catabolismo anaerqb&consiste en un
proceso de oxidacion-reduccion equilibrado en ataerde aceptores de
electrones externos (tales como el oxigeno, elawylfel nitrato y el hierro
férrico), y cuya funcion es la sintesis de ATP fosforilacion a nivel de sustrato.
Una ruta bioquimica muy utilizada para la fermeidtacde la glucosa es la
glucdlisis (via de Embden - Meyerhof) que genera a partiumke molécula de
glucosa dos moléculas de piruvato, dos moléculad ™ y dos moléculas de
NADH (dinucleétido de nicotinamida adenina redugid®ara que este proceso
tenga lugar es necesaria la presencia de la mald¢aD’ (dinucledtido de
nicotinamida adenina), que acepta los electrobesddos durante la oxidacion de
la glucosa formando NADH. A su vez, en ambientaesddono hay aceptores de
electrones terminales o bien cuando las bacteaascen de la capacidad de
utilizar dichos aceptores, el hidrégeno es produgdra disipar el exceso de
electrones liberados en la oxidacion de los sustrafuando todo el NADes
reducido a NADH la oxidacion de la glucosa es ddgenEste bloqueo es
superado en la fermentacion mediante la oxidacsbiN&ADH a NAD" a través de
la formacion de hidrégeno y/o de reacciones queorsaip la reduccién del

piruvato a una extensa variedad de productos deefdgacion (tales como el
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etanol, el butanol y el acido lactico). El resuttdthal es el mismo, el NADH
debe regresar a la forma oxidada, NAR fin de que la glucdlisis pueda
continuar. Pero, en algunos casos, ademas de gm=mar la regeneracion de
NAD®, las fermentaciones sirven para la formacion deP AT través de la
fosforilacion a nivel de sustrato (como ocurre darformacion de los acidos
butirico, succinico y propionico); la formacion @gdo acético solo esta acoplada
a la formacion de ATP (Madigan et al., 2000).

Han sido realizados estudios estequiométricos érroarganismos
productores de hidrégeno con el fin de aclaravias metabdlicas utilizadas en
su produccion (Chen et al., 2005; Chen et al., @& os estudios indican que la
produccion de hidrogeno por via microbiana estadmgrincipalmente en el
metabolismo anaerobio del piruvato formado mediaetecatabolismo de
diferentes sustratos. Las hexosas son metabolizhdsis piruvato mediante
varias rutas, con frecuencia mediante la glucélisé posteriordegradacion
anaerobia del piruvato formado esta cataliza mediante uno de los sistemas
enzimaticos siguientes: Piruvato-formiato-liasa (PP Piruvato-ferredoxina-
oxido-reductasa (PFOR). Los microorganismos fatiutia generan hidrogeno
utilizando el sistema PFL, mientras que los anaesobbligados lo obtienen
utilizando el sistema PFOR (Hallenbeck y Benemangny).

Chen y colaboradores (2006) estudiaron las posibtes metabdlicas del
hidrogeno para la esped®ostridium butyricumEn una de estas rutas el piruvato
interacciona con distema enzimatico PFORproduciéndose la descarboxilacion
oxidativa del piruvato que da lugar a diéxido deboao y acetil coenzima A
(Acetil-CoA). Los electrones generados son traiddera la ferredoxina (Fd) que
es reducida (Fd(red)). Debido al bajo potencialoxedle la Fd(red), una
hidrogenasa puede oxidarla generando hidrégenaor#fi@.3 Ruta A). Ademas,
dos moles de NAD son reducidos durante la descarboxilacion oxidatiel
piruvato a NADH, el cual proporciona equivalenteductores para la sintesis de
hidrogeno en la segunda ruta metabolica. Asi, esegunda ruta el NADH
formado durante la glucdlisis y la descarboxilacmxidativa del piruvato es
utilizado para producir hidrégeno por medio de idrdgenasa (figura 2.3 Ruta

B), permitiendo a su vez regenerar el NA@@hen et al., 2006). En este paso el
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NADH es oxidado por la ferredoxina a NAR de nuevo el hidrégeno puede ser
producido por la oxidacion de la Fd(red) via hidnogsa (Hallenbeck, 2005). Sin
embargo, esta oxidacion de NADH solo es termodinamente favorable cuando
la presién parcial de hidrégeno (PHHs menor a 6.10atm (60 Pa), en caso
contrario la mayoria del NADH es oxidado mediantasrutas. Por el contrario,
la produccion de hidrogeno via oxidacion del pitawaferredoxina es favorable
a altas Pph] superiores a 0,3 atm (3 x*1Pa) (Angenent et al., 2004). A elevadas
temperaturas, las condiciones termodinamicas sos fagorables para la
produccion adicional de hidrégeno a través de ldugeion del NADH
(Hallenbeck, 2005).

Segun las rutas descritas anteriormente, el meésatmlde las hexosas en
bacterias que poseen el sistema PFOR puede resaltarformacion de 2 moles
de hidrégeno por mol de hexosa. Ademas, si la,P@d suficientemente baja
(<6.10* atm), el NADH producido también puede ser utilzgohra generar
hidrogeno rindiendo en el mejor de los casos 2 sndk hidrogeno adicionales
por mol de hexosa, y permitiendo regenerar el KABcesario para mantener la
glucdlisis. En este caso el Acetil-CoA puede sdiizatio para obtener ATP
produciendo acido acético (Van Ginkel y Logan, 200Bor lo tanto, el
rendimiento maximo teorico para la produccién ddrdgeno es de 4 moles de
hidrogeno por mol de hexosa removida cuando esolatel acido acético como
producto final de la fermentacion (ecuacién 3).daso contrario (PpH> 6.10°
atm), cuando todo el NADesta en forma de NADH debido a la desfavorable
transferencia de electrones hacia el hidrogenajnalg bacterias desvian los
electrones del NADH hacia la produccion de acidaéirico lo que permite
regenerar el NADnecesario para mantener la glucolisis y obteneendimiento
maximo de 2 moles de hidrégeno por mol de hexasavila y la produccion de
3 moles de ATP (ecuacion 4) (Hallenbeck et al. 5200

De este modo, los productos finales de la ferméniadependen de los
procesos empleados para la regeneracion del NApartir del NADH y para la
obtencion de ATP. Dichos procesos marcan el defitiab del metabolito clave,
el piruvato, y son funcién de las condiciones angiae transcurre la fermentacion

y del organismo involucrado.
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Chen y otros (2006) han demostrado que la via ddb&cético permite
un mayor rendimiento de hidrégeno que la del abidtirico, y han encontrado
gue potenciar esta ruta metabdlica mejora conditlareente su producciéon. En la
practica, la cantidad de hidrogeno producido por aeoglucosa es 2-3 moles de
hidrogeno por mol de hexosa (Hallenbeck y Benema&®2) debido a la
obtencion de una mayor proporcion relativa de abiatérico con respecto a la de
acido acético, y a la utilizacién de sustrato parsintesis celular o la produccién
de metabolitos. A su vez, para lograr 6ptimos mamehtos de hidrégeno debe ser
evitada la produccion de etanol, acido propiénicacido lactico porque ellos
consumen intermedios bioquimicos hidrogenados taeno el NADH (Venkata
et al., 2008; Aceves-Lara et al., 2008).

La figura 2.3 muestra las dos rutas indicadas pargroduccion de
hidrogeno con la formacién de acido acético y adidtirico como productos
finales de la fermentacion. A su vez, las siguiergeuaciones representan la

formacion de acido acético y butirico, respectivaraéMorimoto et al., 2004).

CgH1005 ———» CH3(CH).COOH + 2CQ +2H, (4 ATP (Ec. 3)
CsH1206 + 2HO —» 2CHsCOOH + 2CQ +4H, MP) (EC. 4)

Las rutas de fermentacion de azucares mostradis fegura 2.3 pueden
sufrir modificaciones que derivan en la formaciée dompuestos neutros
adicionales, tales como el butanol, acetona e agamol (figura 2.4), y su
formacion conlleva una reduccion de las cantidatdeacido acético y butirico y
de hidrégenoClostridium acetobutylicurproduce disolventes neutros junto a una
mezcla de los acidos aceético y butirico, y de dioxde carbono e hidrogeno. Los
acidos son formados en una primera etapa (faseog@mita), asi como el
hidrogeno, provocando un descenso del pH. Estaopeoel cese de la produccion
de los &cidos y el comienzo de la produccién de s$obventes (fase
solventogénica), asi como la reabsorcion de lodoacorganicos para producir
dichos solventes. Sin embargo, si el descenso ldekg evitado mediante el
empleo de una solucion alcalina, la produccién ddod e hidrégeno puede
continuar. A su vez, al contrario que la formacid® productos neutros, la

produccion de acidos permite la sintesis adicideaATP (Stainer et al., 1992).
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Glucosa

HIDROGENASA
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Q—» 2 NADH

y
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2 CoASH
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DESCARBOXILACIO
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2 NADH 2 NAD'
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2 ADP
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2 Acido acético

Figura 2.3. Esquema de la

ADP
2COASH<) ATP

Acido butirico

s principales rutas de ferentacion de glucosa implicadas

en la produccién de hidrégeno de Clostridium butyrcum (modificado de Chen et al.,
2006; Angenent et al., 2004).
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/COA
2 Acetil-CoA » Acetoacetil-CoA
2 NADH
2 NAD" Acetatc
Acetil-CoA
Butiril-CoA Acido acetoacético
NADH
NAD*,) CGo,
Butiraldehido Acetona
NADH
NADH ~ i D
NAD "< NAD
\ 4 \ 4
Butanol Isopropanol

Figura 2.4. Rutas de formacion de butano, acetonaisopropanol a partir del acetil-
CoA (Stainer et al., 1992).

En las bacterias facultativas el metabolismo eaja & control estricto de
la presion de oxigeno. Si la presién de oxigenmidisye es activado un factor de
trascripcion (FNR) que promueve la activacion deegeque codifican reductasas
terminales capaces de generar la fuerza motrizrokenes Ap) tales como el
sistema enzimatico PFL A su vez, este factor de transcripcion tambigmimee
genes aerdbicos. Muchas de las bacterias, espeai@nios miembros de la
familia Enterobacteriacegepueden metabolizar el piruvato en acido férmico y
otros productos mediante las rutas metabodlicagseptadas en la figura 2.5. Para
ello el piruvato es escindido en acido férmico yefNeCoA por la accion del
sistema PFL. El acido formico es oxidado a dioxidocarbono por medio del
sistema formiato-hidrogeno-liasa (FHL). Este conupleenzimatico esta
constituido por formiato-deshidrogenasa e hidrogamsermitiendo la produccion
de hidrégeno. El acido formico también es acumulad@quellas bacterias que

no presentan la enzima formiato-deshidrogenas&¢Bafuarez, 1997).
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Por otro lado, el Acetil-CoA es transformado endécacético por el
sistema fosfotrans-acetilasa y la acetoquinasa @atener ATP. Sin embargo,
también puede dar etanol por la accion de las eawimcetaldehido-
deshidrogenasa y alcohol-deshidrogenasa, paraaegesl NAD necesario para

mantener la glucdlisis (Parés y Juarez, 1997; Bode y Roldan, 2005).

Los rendimientos de produccion de hidrégeno erbdaserias facultativas
estan limitados por la incompleta degradacion aédcaformico a través del
sistema FHL y por la formacion de acido lacticdanel para regenerar el NAD
Por ello, en general los rendimientos de hidrogesrdbacterias facultativas desde
glucosa estan proximos a la mitad del rendimierdaimo tedrico de 2 moles de

hidrogeno por mol de glucosa (Hallenbeck, 2005).

Las rutas metabdlicas para la produccion de higrdgepartir de glucosa

involucrando el sistema PFL estan recogidas eiglae 2.5.

En algunas bacterias facultativas (de los génkilebsiella Serratia 'y
Erwinia) la fermentacion de glucosa da lugar a un prodiiicéd adicional, el 2,3-
butanodiol que es formado a partir de acido pimivims fermentadores del 2,3-
butanodiol también producen dioxido de carbonodedgieno a partir del acido
férmico, asi como dos moléculas adicionales deid@ge carbono por cada una

de 2,3-butanodiol, tal y como indica la figura 2.6.

La ruta metabdlica que conduce a la formacion 8é@tanodiol parte del
piruvato generado durante la glicolisis. La enzimacetolactato sintasa
transforma una molécula de piruvato en acetaldetiddauna pirofosfato (con la
pérdida concomitante de una molécula de diéxidoatbono) y la condensa con
una segunda molécula de piruvato para formar dbacacetolactico. El acida-
acetolactico, que es una molécula inestable, aigoetoina por descarboxilacion
enzimatica catalizada por daacetolactato descarboxilasa. Finalmente, la at®toi
da lugar a 2,3-butanodiol, en una reaccioén catddizaor la acetoina reductasa,

con la oxidacién de una molécula de NADH a NAD
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Glucosa

GLUCOLISIS 2 ADP 2 NAD"
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2 ATF%/Q» 2 NADH
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PIRUVATO

X

2 NADH 2 NAD'
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2 NADH 2 NAD

2 NADH

2NAD"

2 Acetilfosfato 2 Acetaldehido
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2ATP

2 Acido acético

2 NADH
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Figura 2.5. Esquema de las principales rutas de ferentacion de glucosa implicadas

en la produccion de hidrogeno ddescherichia coli(Parés y Juarez, 1997; Rodriguez
y Roldan, 2005; Turcot 2008).

L El 4cido succinico es formado mediante la rutdofamlpiruvato (PEP)- oxalacetato—

Malato— Fumarato— Succinato
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2 Piruvato <~ Acido a-acetolactico
CO,
" ¥ CO,
Acetoina
—NADH
‘>$NAD+

2,3-Butanodiol

Figura 2.6. Rutas de formacién de 2,3-butanodiol gartir del piruvato (Parés y
Juéarez, 1997).

Si bien hasta ahora nos hemos referido solo ertaentacion de hidratos
de carbono como procedimiento para obtener enpagigarte de las bacterias,
debemos destacar que otros compuestos organicdsrpser fermentados como
por ejemplo,los aminoacidos En el caso de los microorganismos del género
Clostridium la fermentaciéon de pares de aminoacidos mas esisttdta es la
reaccion de Stickland en la cual un aminoacido xslado y un segundo
aminoacido actla como aceptor de electrones. Akjuarminoacidos actuan
Gnicamente como donadores de electrones (por gjen®lAlanina, Leucina,
Valina y Histidina), otros actian como aceptorekc{@, Prolina, Hidroxiprolina
y Arginina), y soélo el Triptéfano y la Tirosina plen desempefiar ambas
funciones. Los productos de la oxidacion de Stiwkl@on siempre amoniaco
(NH3), dioxido de carbono y un &cido carboxilico cordtmmo menos de carbono
que el aminoacido que es oxidado. Durante la fetacem también es producido
ATP por fosforilacion a nivel de sustrailm figura 2.7 muestra la fermentacion
acoplada de la Alanina y la Glicocola, aminoacidpse no pueden ser
fermentados individualmente por la mayoria de @gstridium Durante este
proceso la Alanina es desaminada oxidativament&uwagbo, el cual sufre la
rotura tiolitica dando acetil-CoA y dioxido de cano. EI ATP es formado
mediante la conversion de acetil-CoA a acidoieméttl NADH generado
durante la degradacion de la Alanina es oxidadoupardesaminacion reductora
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de la Glicocola a acido acético. El rendimientoAdé es, por lo tanto, de un mol
por cada tres moles de aminoacido catabolizado.rdaccion puede ser

representada por la siguiente ecuacion (Stairedr,et992; Prescott et al., 2002):

CH;CHNH,COOH + 2CHNH,COOH —3NH; + 3CFHCOOH + C(G (Ec. 5)
Alanina Glicocola

Alanina 2 Glicocola

H.O X/'NADJ,
e NSNADH

Piruvato \,
2 NHs

CoA—|—NAD" :
2 Acido acético
CO, | >+NADH

Acetil-CoA

Pi
COA>

Acetilfosfato

o)
ATP

Acido acético

Figura 2.7. Esquema de la reaccion de Stickland di& Alanina y la Glicocola.
(Stainer et al., 1992; Prescott et al., 2002).

Muchos microorganismos del géner@lostridium son capaces de
fermentar aminoacidos especificos individualmeoétabolismo que puede ir o
no acompafiado de la capacidad de realizar la daade Stickland. Los
aminoacidos que pueden ser fermentados individudémimcluyen la Alanina,
Cisteina, Glutamato, Glicina, Histidina, Serinargdnina (Madigan et al., 2000).
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Uno de los mecanismos principales de ataque deoacidos individuales bajo
condiciones anaerobias es la desaminadiarreaccion general de desaminacion
reductora puede ser representada por la ecuac{®fadigan et al., 2000) y la
reaccion general de desaminacion oxidativa pocua&on 7:

R-CH,.CHNH,.COOH +H, —— R-CHx-CH,-COOH + NH; (Ec. 6)

R-CH,.CHNH,.COOH + 3HO — R-CH,-COOH + HCQ'NH," + 2H, (Ec. 7)

Segun los mecanismos anteriores la degradacionosieaminoacidos
involucra la produccion de acidos grasos volagiesnonio. La concentracion de
amonio producida puede ser correlacionada con ihidesl de aminoacidos
degradados. De este modo, el grado de degradaeiénsiratos proteicos puede
ser estimado mediante la observacion de la coramaditr de amonio en el medio

de reaccion (Dong et al., 2009).

Aproximadamente el 90% de la degradacion de los\@dwidos ocurre
mediante la reaccién de Stickland, la cual no prechidrégeno. La desaminacion
oxidativa de un Udnico aminoacido produce hidrégenmero es
termodindmicamente desfavorable a menos que ladprearcial de hidrogeno
alcance valores extremadamente bajos. Ademas, aoiilos tales como la
Glicina que son degradados por desaminacién reduconsumen hidrégeno
como donador de electrones. De este modo, incluslohsdrogeno es producido
por desaminacion oxidativa puede ser utilizado gesaminacion reductora. Por
todo ello, la produccién de hidrogeno desde susrptincipalmente proteicos es
dificil de llevar a cabo (Dong et al, 2009).

Respecto a loslipidos, son utilizados con frecuencia por los
microorganismos como fuente de energia. Los lippiesden ser hidrolizados
anaerobicamente a glicerol y acidos grasos de eatlega (AGCL) por las
lipasas microbianas. EI glicerol obtenido es fakdo, oxidado a
dihidroxiacetona fosfato y catabolizado via gluicdi. El glicerol puede ser un
sustrato para la produccion de hidrogeno (Heynrriek al., 1991) Ito et al.
(2005) estudiaron la produccion de hidrogeno ereantor de lecho empaquetado

con células inmovilizadas y observaron que la vébmt maxima de produccién
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de hidrogeno a partir de glicerol crudo fue 80 mihibl Fountoulakis y Manios
(2009) estudiaron los efectos de la adicién desgpiccrudo en la produccion de
hidrogeno cuando eran tratados distintos tipoesieluos organicos. Observé que
el glicerol tenia un efecto positivo en todos lesas sobre la produccion de
hidrogeno. En concreto cuando el residuo tratado léufraccion organica de
residuos sélidos urbanos (FORSU), la adicion d=eghl mejoro la produccion de

hidrogeno en 2,9 mmol 4 glicerol afiadido.

Por otro lado, los AGCL obtenidos de la hidrolides los lipidos son a
menudo oxidados en la vig-oxidacion pero las reacciones de degradacion
involucradas son termodinamicamente desfavorablesenos que la presion
parcial de hidrégeno alcance valores muy bajoefimfes a 18 atm). Ademas,
los AGCL son uno de los inhibidores de bacteriageewbias (Hanaki et al.,
1981). Por lo tanto, debido a que una gran partdaddemanda quimica de
oxigeno (DQO) contenida en los lipidos es convertéd AGCL durante las
reacciones de hidrolisis, la produccion de hidroégeesde lipidos no es alta
(Dong et al, 2009).

Por ultimo, nos referimos a telulosaque es el componente basico de los
vegetales y consta de unidadesodB-glucopiranosa reunidas por enlaces 1,4-
glicosidicos. La molécula de celulosa tiene regsonsstalinas alternadas con
zonas amorfas. La insolubilidad de la celulosa yalsa resistencia mecanica es
debida a la presencia de puentes hidrogeno initegragnoleculares y a fuerzas de
Van der Waals. La degradacion de la celulosa @dliB) es catalizada por un
sistema constituido por tres enzimas: (a) epdod-glucanasa que ataca los
enlaces3-1,4 en las regiones amorfas internas de la madémola dando largos
fragmentos solubles (oligosacaridos); (b) @xb4-glucanasa que separa el
disacéarido celobiosa desde los extremos de la mlalé¢c) -glucosidasa que
hidroliza la celobiosa con formacion de glucosar{idiu, 2005). La hidrdlisis de
la celulosa esta favorecida cuando estas tres amzaperan al unisono, como
ocurre en el celulosoma ddostridium thermocelluniocalizado en la superficie
de la célula (Levin et al., 2006). Levin et al. @8] estudiaron la produccion de
hidrégeno a parti€lostridium thermocelluntilizando un medio rico en celulosa,

el rendimiento obtenido fue de 1,6 malidol de glucosa.

42



2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

La digestion de la celulosa por diversas bactersd& acompafiada de la
secrecion de una substancia carotenoide amaridasigjue como indicador de la

hidrélisis.

En la mayoria de los casos las fibras de celulesmentegradas en una
matriz de otro biopolimero estructural, principahtge hemicelulosa y lignina.
Esta estructura complicada limita la velocidad teegion de la hidrdlisis. De este
modo, es dificil producir hidrogeno desde sustrégmocelulésicos a menos que

un pretratamiento adecuado sea adoptado (Dong 208DB).

Celulosa Polimérica

l 4—— endo-p-1,4-glucanasa

CH,OH CH,OH

HO HO
. i 3 HO_3 1 4
Oligosacarido ofwo%o\w\o% <—— ©xo-p-1,4-glucanasa
Celobiosa S a Ho ; i o HO™ N
HO

CH,OH CH,OH

HO 8
A i + CHOH .
Celobiosa £ 0. e B o4 4—— B-glucosidasa
HQ 1
4 con  ° 8w
6
v
HO
P ]
Glucosa p 5 5
4 CHOH <

Figura 2.8. Esquema general de la degradacion de leelulosa (modificado de
Dumitriu, 2005).
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2.1.4. Factores que afectan a la produccién de ldigeno por

fermentacion oscura.

Los procesos de produccion de hidrégeno por Mvimdetativa estan
afectados por diversos factores, entre ellos edtémodculo, el sustrato, el pH, la
temperatura, el tiempo de retencion hidraulico (JR&lcarga organica (CO) y la
presion parcial de hidrogeno (Oh, et al., 2003; yibay, 2005). Estos factores
son considerados los mas importantes en el estquBoes abordado en este
trabajo y por ello son descritos a continuacion.

2.1.4.1. In6culo.

La produccion de hidrégeno por fermentacion ospuede ser llevada a
cabo utilizando como inoculo cultivos puros y a8 mixtos. En cuanto a los
cultivos puros, los género<lostridiumy Enterobacterson los mas utilizados.
Las especies del géne@ostridiumson gran positivas, baciloformes, anaerobias
obligadas y formadoras de esporas. Sin embargo,esgecies del género
Enterobacter son gran negativas, baciloformes, anaerobias tiiMas y no
formadoras de esporas. La mayoria de los estud®®pplean cultivos puros de
bacterias para la produccién fermentativa de hielmdgson conducidos en modo
discontinuo y utilizan glucosa como sustrato (Wgngan, 2009). Sin embargo,
el uso de cultivos puros resulta complicado, esfraente si son utilizados
residuos como sustratos, ya que es necesario reantendiciones asépticas
(Venkata et al., 2008). A su vez, el uso conjurgardcroorganismos anaerobios
obligados y anaerobios facultativos en la produccié hidrégeno es beneficioso
ya que los microorganismos facultativos permiteducg el oxigeno a agua
creando un ambiente anaerobio favorable para lgsobrganismos anaerobios
obligados. De este modo, puede ser evitado el asagéntes reductores en el
medio de crecimiento. Yokoi y colaboradores (19@#&ljzaron una mezcla de
Enterobacter spy Clostridium sp.para producir hidrogeno bajo un medio de
cultivo libre de agentes reductores y asi dismilasr costes de produccion de
hidrégeno.
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Las bacterias capaces de producir hidrégeno est@pliamente
distribuidas en diferentes ambientes, tales comaguelo, aguas residuales y
compostadas y, de manera especial, en el lodo amaeutilizado en procesos
metanogeénicos, el cual representa un buen ejengplaultivo mixto. Elcultivo
mixto de bacterias provenientes de estos ambientes mexdetilizado como
inoculo para los procesos de produccion de hidmgem fermentacion (Wang y
Wan, 2009). Sin embargo, en los cultivos mixtos xgen organismos
productores de hidrogeno y otros organismos cordanes de hidrégeno, tales
como los metanogénicos. Por ello puede ser neoesartratamiento adicional
previo a su uso para suprimir la actividad de lastdrias consumidoras de
hidrégeno, y asi favorecer la actividad de lasdyéag productoras de hidrégeno.
Han sido utilizados diversos tipos de pre-tratatoignales como, el térmico, el
acido, el basico, la aireacion, el uso de 2-brommmulfonato de sodio y
yodopropano (Wang y Wan, 2009). Estos tratamiectosisten en someter a los
cultivos mixtos a condiciones de estrés permitiesgleccionar aquellas bacterias
gue experimentan una mejor adaptacion a las numraticiones. Este es el caso
de las bacterias que forman esporas, tales dlostridium sp.y Bacillus sp,
mientras que los organismos metanogénicos no gatea de esporular (Cheong
y Hansen, 2006). Posteriormente, las esporas fasnad condiciones de estrés
pueden ser activadas cuando las condiciones secnahes para la produccion de
hidrogeno.Los costes asociados a esta etapa, de pre-tratamim la obtencion
de microorganismos productores de hidrogeno, es dmolos principales
inconvenientes del proceso de fermentacion osdwanaiderar su aplicacion en
plantas de gran escala. Sin embargo, si el inqaaldratado puede ser facilmente
obtenido, el coste es reducido de forma considerdal es el caso de los pellets
de biosolidos generados por las plantas de tratdmide aguas residuales
(EDAR). En dichas plantas, el digerido obtenido ttatamiento anaerobio es
secado térmicamente para eliminar la humedad yestie modo, obtener un
producto facil de manejar y distribuir. La utilizaie de dichos pellets como
indculo en los sistemas de produccion de hidrodensido evaluada por Kalogo
y Bagley (2008).
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La aplicacion de la microflora mixta anaerobica gre-tratamientos en
sistemas de fermentacion es otra alternativa. Utieategia para obtener una
poblacién de microorganismos productores de hidroge partir de un cultivo
mixto en fermentadores en continuo, consiste dizartipH bajos (entre 4y 6) y
TRH cortos (inferiores a 3 dias) (Gomez et al., 6)0@e este modo, la
proliferacion de consumidores de hidrégeno, tal@sa los microorganismos
metanogeénicos, es evitada ya que dichos micromgers son menos tolerantes a
condiciones ambientales &cidas que los productdeekidrégeno y, a su vez,
presentan una tasa de crecimiento baja que prarotavado celular del reactor

cuando son empleadas velocidades de dilucion altas.

Por otro lado, también han sido estudiados sisteteaproduccion de
hidrégeno por fermentacion oscura sin inoculaceprovechando la microflora

indigena presente en los residuos solidos (Kinh,e2@09).

Los métodos de andlisis microbiolégico permitereaeinar la estructura
de la comunidad de microorganismos de cultivos @sixturante la produccion
fermentativa de hidrogeno. Una de las técnicas iamphte utilizadas para el
estudio de la poblacion de microorganismos respesade la produccion de
hidrogeno es l&lectroforesis en gel con gradiente de desnatacafin (DGGE)
(Akutsu et al., 2008; lyer et al., 2004; Ueno et 2001).

2.1.4.2. Sustrato.

Muchos sustratos han sido utilizados para la prcida de hidroégeno por
fermentacion oscura. La mayoria de los estudiossidmrealizados a escala de
laboratorio utilizando carbohidratos basados en pemstos modelos,
principalmente glucosa, sacarosa y almidon, autguoién han sido utilizados
otros como la maltosa, lactosa, galactosa, manadasa (Lin et al., 2006; Lin y
Cheng, 2006). Estos estudios concluyen que en nésnde velocidad de
produccion de hidrogeno y rendimiento por unidadeketor, los carbohidratos
constituyen la alimentacion mas adecuada paraddupcion fermentativa de

hidrogeno, seguidos de las proteinas y péptidosprbduccion de hidrégeno
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desde los lipidos es considerada muy limitada (@karat al., 2000; Lay et al.,
2003; de Vrije y Claassen 2003).

Sin embargo, aunque los sustratos puros han sigbaanente utilizados,
en la actualidad los estudios de produccion dedgehro por fermentacion oscura
estan enfocados a la utilizacion de residuos ocgénicomo sustratos aptos para
un proceso sostenible. El rango de residuos orgarjoe pueden ser usados es
muy amplio. Los residuos de las industrias agraaiitarias poseen un gran
contenido de carbohidratos en forma de azUcargdesnicomo glucosa, lactosa y
sacarosa), almidén y celulosa. Asi mismo, las agesiduales de estas industrias
son ricas en carbohidratos y también pueden sdizadts para producir
hidrogeno. Han sido utilizadas en diferentes eetudaguas residuales de
industrias lacteas, residuos de la industria delila, residuos de la industria
cervecera, melazas, etc. (Yokoi et al., 2001; GeEa®t al., 2005; Van Ginkel et
al., 2005; Kapdan y Kargi, 2006; Fang et al., 20@&in et al., 2006). Ademas, el
uso de residuos de frutas y verduras como sustratosido reportado en
investigaciones recientes, debido a su alto catdetde carbohidratos (Venkata et
al., 2009).

Por otro lado, algunos sustratos complejos no isleales para la
produccion de hidrégeno por fermentaciébn oscuraiddela sus estructuras
complejas, por ejemplo, los residuos constituidos mpaterial ligno-celulosico.
Sin embargo, estos residuos tras ser pre-tratamtoslgunos métodos pueden ser
utilizados por bacterias productoras de hidrégemmependiendo de la
alimentacion y de los microorganismos utilizaddsnaterial puede requerir pre-
tratamientos con procesos, tales como corte otapténto mecanico (Okamoto
et al., 2000; Kim et al 2004), hidrélisis enzinsatiacida (Okamoto et al., 2000;
Kadar et al 2003; Wang et al., 2003; Fang et ab20Cesterilizacion (Wang et al.,
2003). Por ejemplo, Zhang et al. (2007) reporté gjuendimiento de produccion
de hidrégeno desde residuos de tallos de maiz uragpre-tratamiento de
acidificacion, fue mucho mayor que el obtenidodéeesiduos de tallos de maiz
sin pre-tratar. Sin embargo, para que la produagéhidrégeno por fermentacion
oscura pueda ser considerada un proceso sostdolsustratos ademas de ser

producidos a partir de recursos renovables y editggonibles en suficiente
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cantidad y/o concentracion para que la produccéhidrégeno resulte favorable
energéticamente, deben cumplir que los pre-trataosesean minimos y de bajo
coste (Bedoya et al., 2008).

2.1.4.3. pH del medio.

El pH del medio afecta el rendimiento de producaié hidrégeno vy el
tipo de acidos organicos producidos. Durante ladyeoion de hidrogeno por
fermentacion oscura tiene lugar una disminuciodwgmhdel pH, la cual es debida
a la produccién de acidos organicos que agotampacidad amortiguadora del
sistema dando como resultado un pH bajo (Khanal,,2004). Esta disminucion
gradual del pH inhibe la produccion de hidrégenaya afecta a la actividad del
hierro que contiene la enzima hidrogenasa e indudesvio a rutas metabdlicas
gue no conducen a la produccién de hidrégeno (R&bret al., 1992). Por lo
tanto, es necesario un control activo del pH ales/éptimos. En general el pH
optimo para la produccion de hidrogeno en cultinesofilos esta entre 5 y 6.
(Fang y Liu, 2002; Khanal, et al., 2004; Chen,.e2@01). Fang y Liu (2002) han
reportado que si el pH del medio alcanza un vado#d & 6 la cantidad de acido
butirico es mayor que la de acido acético, miergressi el pH esta entre 6,5y 7
las cantidades de acido acético y acido butiricem semejantes. Estas
observaciones indican que la preferencia haciaradcion de acido acético y
acido butirico esta influenciada por el pH. Poodado, en el caso de cultivos
termofilos los pH 6ptimos estan alrededor de 4tBn(Set al. 2004).

La alcalinidad inherente de la alimentacion conlyé a controlar el pH
del reactor, pero a su vez es necesaria la adit@onna solucién alcalina. Asi,
una de las desventajas principales de los sistelmdsrmentacion oscura es el
alto consumo de alcalinidad externa para mantdngstema en el rango de pH
deseado. Cuando los sustratos son residuos basadasrbohidrados, estos
suplementos de alcalinidad pueden constituir Iestesooperacionales mas altos.
De este modo, el estudio de métodos para reducicatdidad externa de
alcalinidad es importante para la implementacignaa escala de la tecnologia de

produccion de hidrégeno mediante sistemas de féatién oscura. Dentro de las
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estrategias estudiadas para reducir estos regeetwsi estan la recirculacion del
efluente metanogénico a la fase de produccién deddgeno en un sistema de
produccion de hidrégeno y metano en dos fases fkaag Vagley, 2005) y la
co-fermentacién de residuos (Zhu et al., 2008; &uet al., 2007).

2.1.4.4. Presion parcial de hidrogeno.

La produccién de hidrégeno a partir de sustratgaricos es limitada
por la termodinamica de la reaccion de las hidragas, la cual implica la
transferencia de electrones desde una moléculaceitdiar portadora de
electrones hacia los protones. Los protones somepaddiceptores de electrones
(potencial de 6xido reducciéon (ORP) del#H- 14 mV), por lo que el donante del
electron debe ser un fuerte agente reductor. kalésina es una proteina sulfuro-
hierro de bajo potencial redox (ORP = - 400 mV)ual es capaz de reducir los
protones a hidrogeno. Otro portador de electronradelucar importante es el
NADH, ya que tiene un potencial redox mas alto (GRP320 mV) (Angement,
et al., 2004). La capacidad de reduccion de ladiexima y el NADH para reducir
los protones es determinada por el potencial redi®xXa reaccion neta bajo
condiciones reales. Si se supone que las concemegcntracelulares son iguales
tanto para las formas oxidadas como para las reasiade la ferridoxina y del
NADH, la produccion de hidrégeno llega a ser teriméchicamente desfavorable
cuando ocurre un aumento en la presion parcialdiédeno. Para la ferridoxina,
la produccion de hidrogeno puede continuar mientaagpresion parcial de
hidrogeno es menor de 0,3 atm; para el NADH, Iaipreparcial de hidrogeno
debe ser menor a 60 Pa. Sin embargo, altas presmareiales de hidrégeno
pueden ser logradas si el cociente de la ferridosducida a ferridoxina oxidada
es mayor a uno. De este modo, no es inesperadatesrcooncentraciones de mas
de 30% de hidrogeno en el espacio libre de cal¥ergefnent, et al., 2004).
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2.1.4.5. Temperatura.

El proceso de producciéon de hidrégeno por via éatativa, al igual que
otros procesos biolégicos, es fuertemente depetedida la temperatura. El
incremento de la temperatura en los sistemas hga$guele estar asociada con
mayores producciones y esto es debido a que laidatbde reaccion del proceso
depende de la velocidad de crecimiento de los migemismos involucrados que
a su vez, depende de la temperatura. A medidawquerda la temperatura, en un
rango apropiado y en ausencia de inhibidores, atamém velocidad de
crecimiento de los microorganismos y el procesdedmentacion es acelerado,
dando lugar a mayores producciones de gas. Esedeucasta llegar a una
temperatura Optima para la cual la tasa especifecarecimiento es maxima
(umax)y quedepende de cada especie. A su vez, la mayoriasderd@nismos
termofilicos (con una temperatura Optima entre 560y°C) presentan tasas
especificas de crecimiento maximas mayores quertmsismos mesofilicos (con
una temperatura 6ptima entre 30 y 40 °C) (Ahri§5).

La mayoria de los sistemas de produccion de hah@gpor via
fermentativa descritos en la literatura operananimtervalos mesofilico (entre
30-35°C) y termofilico (entre 50-60 °C) (Angenentle, 2004; Kapdan y Kargi,
2006; Akutsu et al., 2008; Lee et al., 2010). Lassalidad a los cambios de
temperatura ambiental depende de diversos factoriesjpalmente del grado de
adaptacion del cultivo, del modo de operacion ytigel de reactor. Los sistemas
gue operan en el rango termofilico suelen ser méstables ante cambios de
temperatura. En dichos sistemas un aumento bruscta demperatura puede
provocar un importante descenso en la produccioma mientras que una
bajada puede suponer un descenso en la produceigas)] pero completamente
reversible (van Lier, 1993). Por otro lado, endisdemas termofilicos tiene lugar
una menor inhibicion por producto ya que la soldbd del hidrégeno en el
liquido de reaccién disminuye al aumentar la teaipea (WWang and Wan, 2009).
Del mismo modo, la solubilidad del diéxido de carbeen el medio de reaccion
disminuye al aumentar la temperatura no favoreciesiddescenso del pH en el

reactor y, por lo tanto, no contribuyendo a aumegitaonsumo de alcalinidad. A
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su vez, la solubilidad de la mayoria de las saleseata con la temperatura de
manera que la materia organica es mas accesibé& lpar microorganismos
aumentando asi la velocidad del proceso. Sin ernbarge trata de compuestos
toxicos, al aumentar su solubilidad con la tempesaason potencialmente mas
toxicos, lo que puede explicar parcialmente la mayoibicion de determinados

compuestos organicos en el rango termofilico (Htal.e1997).

Los sistemas termofilicos son especialmente aptopiapara el
tratamiento de materias primas que contienen aggatEgenos, o bien para ser
acoplados a un proceso con calor residual asodizelto contrario, la entrada de
energia necesaria para la operacion en régimerofiion eleva los costes de
operacion de forma considerable (Hawkes et al.,7R08 su vez, la tasa de
hidrolisis también aumenta con la temperatura (¥eekHamelers1999), por lo
que el régimen termofilico tiene gran interés atair residuos en los que la
hidrélisis es la etapa limitante, como los residums alto contenido en

componentes lignoceluldsicos.

2.1.4.6. Tiempo de retencion hidraulico y velocidadle carga

organica.

El tiempo de retenciéon hidraulico (TRH) indicatiempo medio tedrico
que permanecen las particulas de fluido alimentadad interior del reactor y es
igual al volumen del reactor entre el caudal déluemte. En los sistemas de
mezcla completa, asumiendo que no existe acumulad# solidos, el TRH
coincide con el tiempo de retencién celular (TREjrddo como el tiempo medio
de permanencia de los microorganismos en el sistBoraello el TRH debe ser
suficientemente largo para permitir el desarrobbdalpoblacion bacteriana y para
permitir una eficaz degradacién por parte de lambiga de los residuos
alimentados. Por lo tanto, el TRH determina las lgmbnes microbianas
presentes en el reactor, asi como el uso eficidatesustrato (Wang y Zhao,
2009). Un estudio de la cinética de produccién aégeno utilizando como

sustrato limitante sacarosa determiné una velociaccrecimiento especifica
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méxima de 0,172 hpara los productores de hidrégeno, lo que permigdtener
en el reactor CSTR a los microorganismos produstai® hidrogeno con un
tiempo de retencién hidraulica bajo . Por el caidrdas bacterias productoras de
metano fueron lavadas del reactor debido a su belacidad especifica de
crecimiento de 0,0167h(Chen et al., 2001). Las bacterias requieren deiero
tiempo para degradar la materia organica y su igddcde degradacion depende
en gran parte de la temperatura, mientras mayolasesmperatura, menor es el
TRH para obtener una buena produccion de gas ycoastemente menores son
los volumenes de reactor necesarios para digeridaitarminado volumen de

material.

Por otro lado, la velocidad de carga organica (Y€® la cantidad de
materia organica que entra al sistema (expresadaragjsnente como Demanda
Quimica de Oxigeno o bien como Sélidos Volatiles) pnidad de volumen del
reactor y unidad de tiempo, siendo directamententipnte de la concentraciéon
de sustrato y del TRH. Asi, a medida que el TRkhaiaye la VCO aumenta. El
TRH junto con la VCO, determinada por el tipo dbsérato, son los principales

parametros de disefio, determinando el volumeredetar.

2.2. LOS OBJETIVOS Y LA PLANIFICACION DEL TRABAJO.

2.2.1. Objetivo general.

En el capitulo anterior qued6 patente la necesttlagromover el uso
energético de los residuos y desarrollar un moeledvgético mas sostenible. Bajo
este contexto fue planteado este trabajo, cuydiebjgeneral es el estudio de la
produccion de hidrogeno a partir de residuos oogénde alta carga, como son
los residuos de comida y el permeado de sueroadthe,lemediante sistemas de
fermentacion oscura integrados en un proceso dedupc@n continua de
hidrégeno y metano en dos etapas, y utilizandavosltmixtos como inoculcel
trabajo esta centrado en el estudio del procesascalee de laboratorio para

posteriormente realizar un cambio de escala y ab@ldestudio en planta piloto.
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2.2.2. Objetivos especificos.

Las actividades desarrolladas en este trabajoitdanrealizadas con el fin

de dar respuesta a los siguientes objetivos:

*

Estudio de la viabilidad del uso de pellets de dlidss generados por las
plantas de tratamiento de aguas residualeso inoculo en los sistemas de
fermentacion oscura en régimen termofilico y enmég mesofilico a

escala de laboratorio.

Evaluacién de la producciéon de hidrogeno a escaléaboratorio en un
bioreactor de membrana (MBR) en régimen termofijc@n régimen

mesofilico, utilizando como sustrato residuos valgstde comida.

Estudio a escala de laboratorio del efecto, emddyzcion de hidrogeno y
en el consumo de alcalinidad, de la recirculacidn sstema de
fermentacion oscura de sobrenandante de la fassnogginica con y sin

previo tratamiento en un sistema de filtracion s@mbrana.

Estudio del proceso de produccién de hidrogeno tamoeen dos etapas a
escala de planta piloto con y sin recirculaciorsderenadante de la fase
metanogénica al sistema de fermentacion oscut&antio como sustrato

residuos de comida.

Evaluacion del efecto del tiempo de retencion hilicd (TRH) en el
rendimiento de un sistema de fermentacion oscurenatado con residuos
de comida y evaluacion del rendimiento de una s#auetapa

metanogénica a escala de planta piloto.

Estudio de la producciéon de hidrégeno en discontirau partir de

lactosuero segun el tipo de indculo utilizado.

Evaluacion del efecto del tiempo de retencion hilicéa (TRH) y la carga
organica (CO) en el rendimiento de un sistema dedetacion oscura

alimentado con lactosuero a escala semi-piloto.
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K/
£ %4

Estudio mediante la técnica PCR-DGGE de la pohtacdidcrobiana

involucrada en la produccién de hidrogeno.

2.2.3. Planificacion del trabajo.

En la figura 2.9 estd representado el esquema aeseguido en la

elaboracion del presente trabajo y su distribupidncapitulos:
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El capitulo 3 describe los residuos empleados lparansayos realizados
en esta tesis y recoge los métodos analiticos pdogmetros analizados

en la experimentacion del trabajo.

El capitulo 4 desarrolla los ensayos discontindegatlos a cabo para
estudiar la viabilidad del uso de pellets de biodsdl como in6culo en los
sistemas de fermentacion oscura bajo condicionemofdicas vy
mesofilicas. A su vez, este capitulo incluye umdistde la produccion
continua de hidrégeno utilizando pellets de biakisi como inoculo y
residuo vegetal de comida como sustrato en un dtye de membrana
(MBR) en régimen termofilico y mesofilico.

El capitulo 5 recoge los ensayos realizados, targgcala de laboratorio
como a escala de planta piloto, con sistemas aeef@acion oscura con
recirculacion de sobrenandante metanogénico utdizacomo sustrato
residuos de comida. El estudio a escala de plaitdo pincluye la

evaluacion de una segunda etapa de produccion @aone

El capitulo 6 desarrolla el estudio del efecto tieinpo de retencion
hidraulico en el proceso de produccion de hidrogenpartir de residuos
de comida, manteniendo constante la concentra@@olilos totales de la
alimentacion. Asi mismo, incluye el estudio de Ilpsblaciones

microbianas presentes en el reactor mediante iéicePCR-DGGE.

El capitulo 7 aborda el estudio a escala semipittegda produccion de

hidrégeno utilizando como sustrato lactosuero.

El trabajo finaliza con las conclusiones generafes! capitulo 8.
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3. MATERIALES EMPLEADOS ¥ METODOS ANALITICOS.

En este capitulo estan recogidas las descripcialeslos residuos
empleados en los procesos de produccion de hidoggenfermentacion oscura,
asi como la metodologia general empleada para &ntificacion de los
parametros analizados en los capitulos 4, 5, @lg &sta tesis. Los detalles de la
metodologia especifica utilizada en cada capitsté@nedescritos en el apartado de

material y métodos correspondiente a cada undak el

3.1. MATERIALES UTILIZADOS.

3.1.1. Caracteristicas de los in6culos empleados.

Han sido utilizados dos tipos de in6culo para odtemicroflora
productora de hidrogeno: lodo digerido anaerdbicaeng pellets de biosolido
(Kalogo y Bagley, 2008), ambos procedentes de tiacks Depuradora de Aguas
Residuales (EDAR) de la ciudad de Leon. La caraeteon del lodo digerido
esta recogida en la tabla 3.1.
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El lodo digerido utilizado como in6culo procede de la EDAR de la
ciudad de Leon (con capacidad para 150.000 haegatuivalentes), donde
la digestion anaerobia es realiza en digestorasapidos de 4.000 fnde
volumen unitario a una temperatura de 35 °C. Estld Ipresenta una
concentracion promedio del 3-5% de sdlidos totéd9 y un porcentaje de
soélidos volatiles (SV) en torno al 70% respectoos $6lidos totales. La
cantidad de metales pesados y micro-elementosodel ésta dentro de los
rangos recogidos en la Legislacién Espafiola (R300/[00).

Tabla 3.1. Caracteristicas quimicas del lodo digedo utilizado como inéculo.

Paradmetros Lodo
Carbono organico (% bs) 18,2
Materia organica (% bs) 31,3
Nitrégeno total (% bs) 4,2
Relacion C/N 4,4
Fosforo total (% bs) 1,8
Calcio (% bs) 3,3
Magnesio (% bs) 0,5
Potasio (% bs) 0,8
Sodio (mg/kg bs) 856,0
Hierro (mg/kg bs) 22,1
Manganeso (mg/kg bs) 381,0
Zinc (mg/kg bs) 895,0
Cobre (mg/kg bs) 181,0
Boro (mg/kg bs) 75,0
Mercurio (mg/kg bs) 15
Plomo (mg/kg bs) 81,0
Niquel (mg/kg bs) 30,0
Cadmio (mg/kg bs) 0,9
Cromo (mg/kg bs) 91,0

bs: base seca.
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También han sido utilizados como indculeellets de biosolido
procedentes de la EDAR de la ciudad de Ledn quetaueon un sistema de
secado térmico para la eliminacion de humedadadiel tligerido. Dichos pellets
tienen un tamafo de particula entre 2 y 5 mm, yauanidos tras someter los
lodos digeridos en una EDAR y previamente destadad (con un porcentaje de
sélidos totales entre el 20 y el 40%), a un processecado térmico a 110-115 °C
durante al menos 75 minutos, incrementandose laectracion de solidos en
torno al 90% de solidos totales.

3.1.2. Caracteristicas de los residuos de comidiézatos.

En este trabajo fueron utilizados dos tipos de faszconsistentes en
residuos de comida. En los ensayos a escala deataho la alimentacion fue
elaborada con los residuos generados en una &uyteonsiste en una mezcla que
contiene Unicamente frutas y verduras (Al). En ¢areh los estudios en planta
piloto fue necesario un volumen importante de afitaeion y por ello fue
utilizada una mezcla con una composicion fija elaba a partir de alimentos
frescos (A2), de este modo fueron eliminadas ldserferencias que podria
provocar la falta de homogeneidad en las sucespr@paraciones de la
alimentacion de los reactores. Esta alimentaciamiee ademas de frutas y
verduras, pan, carne y pescado de forma que cadgpooente tiene una
contribucidn fija en el contenido en solidos taal8T) de la mezcla. Asi, la pera
constituye un 10% del contenido en sdlidos totdkeda mezcla, la manzana un
10%, el platano un 9%, el Kiwi un 6%, la cebollai%, la zanahoria un 5%, la
lechuga un 5%, la berza un 10%, la patata un 15%are un 10%, la carne un
10% vy el pescado un 5%. Esta composicion esta dagatbs constituyentes que
habitualmente son usados para elaborar los residaoalimentos empleados
como sustratos en los diferentes estudios realizestibre el proceso de
fermentacion oscura (Tenca et al., 2011; GOmezl.et2@06). La carne y el
pescado fueron afiadidos con el fin de alcanzaoateoido similar de nitrégeno
a los reportados para las composiciones de residecglimentos (Shin et al.,

2004). En su conjunto los componentes utilizadpsesentan los carbohidratos,
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la celulosa, las proteinas, los lipidos y los niales lignocelulosicos presentes
habitualmente en la fraccidbn organica de residudglass urbanos (FORSU)
(Dong et al., 2009).

Las mezclas fueron trituradas usando una picadmiegonal Sammic
SK-3 para conseguir un tamafio de particula alreded® 3 mm, vy
homogeneizadas con el fin de preparar la alimantapara los sistemas de
fermentacion. Posteriormente, fueron conservadds8&C hasta ser utilizadas.
Antes de ser utilizadas en los ensayos, las alswemtes fueron descongeladas
durante toda una noche bajo condiciones ambienf2te%C). Posteriormente las
mezclas fueron diluidas con agua desionizada Hasteoncentracion de ST

deseada. El sustrato asi preparado fue almacer&aéG.a

Las principales caracteristicas de las alimentasioalaboradas estan
recogidas en la tabla 3.2 y la figura 3.1 muestsadtografias de los dos inéculos

utilizados y de los residuos de comida Al.

Tabla 3.2. Analitica general de las mezclas de caai utilizadas como

alimentacion.
Pardmetro Al A2
Carbono organico (% bs) 32,8 39,5
Materia organica (% bs) 73,4 88,3
Nitrogeno total (Kjeldahl) (% bs) 1,3 2,7
Relacion C/N 32,1 18,9
Contenido en lipidos (% bs) 1,0 4,9
Contenido en proteinas (% bs) 9,7 16,9
Contenido en carbohidratos(% bs) 70,1 78,2
pH 4,6 5,0
ST (g/L) 60,0 28,2
SV (g/L) 55,2 25,9
DQO (g/L) 50,0 31,5
Amonio (mg/L) 126,5 12,1

bs: base seca
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3.1.3. Caracteristicas del lactosuero.

El sustrato utilizado para los ensayos fue propoedo por el Grupo
SETA. Consiste en un permeado obtenido tras someetem proceso de
ultrafiltracién tangencial el lactosuero generadoadte el proceso de elaboracion
de quesos y que posteriormente es concentrado media proceso de 6smosis
inversa. Dicho sustrato fue almacenado a 4 °C lsastdilizacion y en la tabla 3.3
estan recogidas sus caracteristicas. Para prdparalimentaciones el permeado
de lactosuero fue diluido con agua desionizadaahiastoncentracion de DQO

deseada en cada caso.

Tabla 3.3. Caracteristicas del lactosuero (LS) ut#ado.

Parametro LS

pH 6,5

ST (g/l) 166
SV (g/l) 152
DQO (g/L) 170
Alcalinidad (mg/l) 1260
Amonio (mg/l) 57,9
Lactosa (g/L) 102
Acido lactico (g/L) 0,12
CI" (mg/1) 2486
SO;” (mg/l) 562
NO3z (mg/l) <50
PO,> (mg/l) 2761
Na" (mg/l) 3191
K" (mg/l) 833

ca'™ (mg/l) 820

Nitrégeno total (Kjeldahl) (mg/L) 613
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Figura 3.1. Fotografias de los residuos de comidalXa) y los indculos utilizados

(b) lodo digerido, (c) pellets de biosdlido.

3.1.4. Descripcién de la planta piloto utilizadansala produccion de

hidrogeno y metano en dos etapas.

La planta piloto descrita a continuacién fue diskfipara la produccion de
biogas mediante digestién anaerobia en fase ogcaradoble etapa, a partir de

residuos organicos. Dicha planta consta de tresaes de acero tipo 316 L.

% Reactor 1— es utilizado para almacenar la alimentacion y ista&n un
tanque agitado y encamisado de 20 litros. Un dwcuwxterno de
refrigeracion tipo HIROSS ICE-005 STD de 2,98 kWO7{30 kJ/h)
permite mantenerlo a baja temperatura (en torno®°@)7para reducir la
velocidad de degradacién bioldgica del residuo aénado.

+ Reactor 2— consiste en un reactor de mezcla completa deds ldon
agitacion mecanica y termostatizado, donde tiegarlla primera etapa de
fermentacion. Un circuito externo de calefacciéfiiamiento permite
regular la temperatura de operacion del reactocoBtrol de temperatura
esta gestionado por un controlador digital instalewl el cuadro de control
(EUROTHERM 3208) que permite la entrada de agua dé red o la
entrada de agua caliente (procedente de un caten@BEMENS) al
circuito de recirculaciébn de agua de la camisa rdactor. Los gases
generados en esta primera etapa de fermentaciémedidos mediante un
caudalimetro de impulsos. El control del pH cord#aun electrodo con
membrana de vidrio y gel resistente a altas tenyras (JUMO tecLine

for HT). El control de pH esta gestionado por umtoaador digital
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instalado en el cuadro de control (JUMO dTrans pHfule acciona una
bomba peristaltica (WATSONMARLOW 101U/R) para lasdicacion de

solucion acida/alcalina.

+ Reactor 3— consiste en un reactor de mezcla completa detr88 kton
agitacién mecanica y termostatizado, donde tiegerlla segunda etapa de
digestion. Un circuito externo de calefaccion/afriento, independiente
pero analogo al del reactor 2, permite regulaemaperatura de operacion
del reactor. Los gases generados en esta etapaasdnén medidos

mediante un segundo caudalimetro de impulsos.

La temperatura interna de los tres reactores eglmetkediante una termo-
resistencia tipo Pt-100. La agitacion es controlagediante un variador de

frecuencia instalado en el cuadro de control.

Los tres reactores estan instalados en serie.aBVase de fluido de un
reactor al siguiente es realizado mediante unnsésige inyeccion neumatico que
consta de una valvula neumética de 3 vias, unaggerie acero inoxidable de
volumen variable (volumen maximo 7,5 ml), una e interconexién entre el
vastago de la jeringa y el cilindro y un cilindreumatico para el accionamiento

del vastago de la jeringa. Existen tres sistemasyadecion diferentes:
% Inyector 1— aspira fluido del reactor 1 y lo descarga en atta 2.
“ Inyector 2— aspira fluido del reactor 2 y lo descarga en attma.
% Inyector 3— aspira fluido del reactor 3 y lo descarga al egteri

Un cuadro eléctrico de control y un ordenador peabadonde esta
instalado un software especifico (Labview), permig control y la adquisicion

de datos del proceso.

Las figuras 3.2 y 3.3 recogen la fotografia y ejJuesna de componentes

de la planta piloto descrita, respectivamente.
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~““Reactor 2
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Figura 3.2. Fotografia de la planta piloto para laproduccion de hidrégeno y

metano.
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Figura 3.3. Esquema de los componentes de la plarg#oto.
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3.2. ANALISIS RUTINARIOS.

Durante el proceso de produccion de hidrégeno fubegados a cabo una
serie de analisis de modo peridédico para el cordebl proceso: pH, solidos
totales (ST), sélidos volatiles (SV), demanda qoénde oxigeno (DQO),
alcalinidad, produccién y composicién del biogasoncentracion de acidos
grasos volatiles (AGV). Todos ellos fueron medidesmodo general dos veces

por semana, a excepcion de la producciéon de gaiigueedida diariamente.

En los ensayos con lactosuero fueron medidos dbdactico y la lactosa
dos veces por semana. EI amonio fue medido dossvece semana en los
ensayos en los que fueron utilizadas alimentacianasun contenido proteico

importante (alimentacion A2 y LS).

La medida de pH, de los sdlidos totales y voltitkesla demanda quimica
de oxigeno, de la alcalinidad y del amonio fuedtiey a cabo segun los Métodos
estandarizados (APHA, 1998).

3.2.1. Medida de pH.

Las medidas de pH fueron llevadas a cabo directemerediante un
pHmetro CRISON modelo GLP22.

3.2.2. Sélidos totales y volatiles.

Los solidos totales (ST) estan definidos como atextido en materia seca
en la muestra después de 48 horas a 105 °C (o qmwsiante). Los ST
proporcionan una estimacion del contenido de natagganica e inorganica en la
muestra. Los sdlidos volatiles (SV) son la fraca@materia sélida que puede ser
oxidada y llevada a gas a 550 °C durante 24 horpeqo constante), es decir, una
aproximacion de la fraccion organica de la mateeiea determinada a 105 °C. La
diferencia entre los ST y los SV es la fraccionrtmémineral), principalmente

asociada a la materia inorgénica.
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Para determinar los solidos totales fueron tomabbsnL de muestra
homogeneizada y dispuestos en un crisol taradagonewnte (B), a continuacion
fueron llevados a una estufa Memmert a 105 °C teastporacion total durante 24
horas. Después de enfriar la muestra en el desedadopesada hasta peso
constante, obteniendo el valog Bn gramos. Para determinar la cantidad de

sélidos totales, con los valoregyPP; fue utilizada la siguiente expresion:

ST= R-R (Ec. 3.1)
V

dondeST son los sdlidos totales (g/Lf, y P; son la tara y el peso seco (g),

respectivamente, ¥ es el volumen de la muestra (L).

Para determinar la cantidad solidos totales vekitilos crisoles fueron
colocados en una mufla Hobersal 12 PR/300 8B palcinacion de las muestras
durante 60 minutos a 550 °C, dejandolos enfriatepasmente en el desecador
hasta temperatura ambiente. Ya frios fueron pesatotesiendo los valores Bn

gramos para determinar los solidos totales votatdplicando la expresion:

SV = P:I. B PZ (EC 32)

donde SV son los sodlidos volatiles (g/LR; y P> son el peso seco y el peso

calcinado (g), respectivamenteyies el volumen de la muestra (L).

3.2.3. Demanda quimica de oxigeno.

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es un paranugteo mide la
cantidad de sustancias, organicas e inorganicasegtibles de ser oxidadas por
medios quimicos que hay disueltas o en suspensi@ma& muestra liquida. Esta
expresada en miligramos de oxigeno diatémico piar (mgQy/l). Esta medida
pretende determinar principalmente la concentracdiénmateria organica pero
sufre interferencias por la presencia de sustametaganicas susceptibles de ser

oxidadas (sulfuros, sulfitos, yoduros, etc.).
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La DQO fue determinada por el meétodo titulométrias una digestion
acida de la muestra en presencia de dicromato @£@5furante 2 horas en un
reactor Hanna C9800. Las soluciones de digesti@rofu preparadas con
dicromato 0,25N, acido sulfarico concentrado yaolfde plata como catalizador,
posteriormente fue afadido el volumen de muesin@ggondiente en cada caso.
Después de la digestion, y tras dejar enfriar lacsin a temperatura ambiente,
fue realizada la valoracion del dicromato que n® feducido utilizando sulfato
ferroso aménico 0,125N (sal de Mohr: ($Be(NH,),) como valorante y ferroina
como indicador. La ferroina reacciona con el exas&é" que a su vez no ha
reaccionado con el dicromato, dando lugar a un égmpe color marrén/rojizo
gue indica el punto final de la valoracion. Estonmu&e determinar la cantidad de
dicromato consumido en la reaccién y calcular ldenig organica oxidable en
términos de equivalentes de oxigeno. De la mismadofueron sometidos a
digestion y posteriormente titulados dos blancaspa@rados con los reactivos
mencionados y un volumen de agua destilada igude # muestra. También fue
realizada la estandarizacion del valorante a dfegitte a la solucion de digestion
utilizando dicromato 0,125N. La normalidad del valde fue determinada a

través de la expresion 3.3:

N :Vdicromatd 0125 (Ec. 3.3)
VsalMohi

dondeVdicromatoes el volumen de dicromato utilizado en la estandeion del

valorante (mL) WsalMohres el volumen de Sal de Mohr gastado en su tituigonL).

La DQO de la muestra fue calculada segun la expresi:

A-B)[N [8000F (Ec. 3.4)
Vmuestr:

DQO(mgQ /1) = (

dondeA es el volumen de valorante gastado en la titulagéblanco (mL)B es
el volumen de valorante gastado en la titulac@madmuestra (mL)N es la normalidad
del valoranteF el factor de dilucion de la muestra/ynuestraes el volumen de muestra

utilizado (mL).

75



3. MATERIALES EMPLEADOS ¥ METODOS ANALITICOS.

Fue analizada la DQO soluble (DQ@ras centrifugar la muestra a 7800
rpm durante 6 min y someter el sobrenadante oldemifiltracion utilizando un
filtro de celulosa de 0,45 micrémetros. Cuandoifigvitable el retraso antes del
andlisis, las muestras fueron conservadas a 4 @@apacidificacion a un pH

inferior o igual a 2 unidades utilizando acido 8&titfo concentrado.

3.2.4. Amonio.

El amonio fue medido mediante el método de eleotsmlectivo, con un
pHiondmetro 692 de METROHM S.A., empleando un eteltd selectivo para el
ion amonio (No 133/1e) y una sonda de temperatuas. muestras fueron
previamente centrifugadas durante 5 minutos a 3f60 La concentracion de

amoniaco fue calculada a partir del equilibrio arneamoniaco:
Ka
Nif <=>NH; + H'

En este trabajo fue considerado como amoniaco tatauma de las
especies NI y NHz; medidas, y fue calculada la concentracion de aacoriibre

(NH3) segun las expresiones 3.5y 3.6 (Hansen et2@§;Calli et al., 2005).

Atotal

Alibre ZW (EC 35)

dondeA.libre es el amoniaco libre (mg/LA.total es el amoniaco total (mg/L),
pKa es la constante de disociacion para el ion ampmibl el valor de las unidades de
pH.

pKa = 0,00018+ 22992 (Ec. 3.6)
T +27315

dondepKa es la constante de disociacidn para el idbn am@ka tiene un valor
de 8,95 a 35 °C) ¥ la temperatura (°C).
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3.2.5. Alcalinidad.

La alcalinidad de un liquido es su capacidad paatralizar acidos y
constituye la suma de todas sus bases titulabdea.dalcular la alcalinidad fueron
tomados 5 mL de la muestra homogeneizada, previengentrifugada 5 minutos
a 5100 rpm, y posteriormente fue diluida a 50 mh agua destilada. La muestra
asi preparada fue valorada con HCI 0,2N hasta gHL4 alcalinidad total fue

obtenida a partir de la siguiente expresion:

Alc = A.N.50000

(Ec. 3.7)

dondeAlc es la alcalinidad (mg CaGM@), A es el volumen de acido estandar
utilizado (mL), N es la normalidad del &cido es&@mg V es el volumen de la muestra
(mL).

3.2.6. Cromatografia de gases.

La composicion del biogas producido y la concemirade acidos grasos
volatiles (AGV) y de etanol en el medio de reacciaeron analizadas por

cromatografia de gases (GC, gas chromatographysisjal

La cromatografia agrupa un conjunto importanteiwerdo de métodos,
gue permite separar componentes estrechamenteiongldos en mezclas
complejas, lo que en ocasiones resulta imposibteoffos medios. En todas las
separaciones cromatograficas, la muestra es disereltina fase movil, que pasa a
través de una fase estacionaria inmiscible, laestal fija en una columna o sobre
una superficie sélida. Las dos fases son elegiddaldorma que los componentes
de la muestra son distribuidos de modo distintoeetst fase movil y la fase
estacionaria. Aquellos componentes que son retenidm fuerza por la fase
estacionaria presentan un movimiento lento cotu@ tle la fase mavil; por el
contrario, los componentes que son unidos débienenta fase estacionaria

presentan un movimiento rapido. La cromatografiadpuser empleada para la
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identificacion cualitativa y para la determinacidnantitativa de las especies

separadas.

La cromatografia de gases abarca todos los métwdosatograficos en

los que la fase movil es un gas. En la cromatagrgfiseosa (gas—liquido), la

muestra es vaporizada en un puerto de inyeccida eabeza de la columna de

cromatografia. La muestra es transportada a tde/és columna por un gas inerte

(fase movil). La columna en si misma contiene guitio como fase estacionaria,

el cual esta adsorbido sobre la superficie de lidcsiherte.

Los componentes basicos de un instrumento paraolaatografia de

gases se muestran en la figura 3.4:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4
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Gas portador — son utilizados gases inertes como helio, argén,

nitrégeno, hidrégeno, etc. Su Unica funcion essjpartar el analito

Sistema de inyeccién de muestra son utilizados microjeringas o
valvulas de inyecciébn para introducir la muestra @n sistema

cromatografico

Columnas— existen dos tipos de columnas, empaquetadas yaoegil

qgue presentan diferencias fundamentalmente emgitud y diametro.

Horno — las columnas deben estar dentro de un horno teatimasto,

ya que la temperatura de la columna es un parammetyamportante.

Detectores— existen diferentes tipos de detectores, los mandidos
y utilizados son el detector de ionizacion de llafkdD, flame
ionization detector) y el detector de conductivid@dmica (TCD,
thermal conductivity detector), aunque también sampleados otros
(detector termoidnico, de captura de electronegnaigion atomica, de

fotoionizacion, etc.).



3. MATERIALES EMPLEADOS ¥ METODOS ANALITICOS.

Medidor de
pompas de jabon ™ Registrador

|

Detector \\‘—l—L Electrometro

o
puente

Jeringa -

Regulador de =
presion a Rotametro il
dos niveles ° de flujo
L [a]

= ]’J
!
N glﬁ ) A Sistema para

1
i
A | tratamiento
N e
Botella L Columna de datos
i}

g

|

.~ Inyector

Controlador
del flujo

de gas
portador

Horno termostatizado
para la columna

Figura 3.4. Esquema de los componentes basicos ageanomatografo de gases.

3.2.6.1.Composicion del biogas.

La composicion del gas (GHCO,, N2 y O,) obtenido de los reactores fue
medida mediante cromatografia gaseosa con un abgna&h de gases Varian CP-
3800 GC, equipado con un detector de conductiviéladica (TCD). La columna
utilizada fue HayeSep Q 80/100 de 4 m de longiegu&la de una columna de
tamiz molecular de 1 m de longitud Molecular Siédex 80/100 Mesh (1,0 m x
1/8’x 2,0 m). Las columnas separan metano {Cldiéxido de carbono (C
nitrogeno (N), hidrogeno (H) y oxigeno (Q). El gas portador utilizado fue helio
y las columnas operaron a 331 kPa y una temperad¢usd °C.

3.2.6.2. Sulfuro de hidrégeno.

La concentracion de sulfuro de hidrégeneHen el gas fue medida con
un cromatégrafo de gases Varian CP-3800 GC equipamo un detector
fotométrico de llama pulsada (PFPD, pulsed flametghetric detector). La
columna utilizada fue una columna capilar de 60entodgitud FA-Il Fused silica
de Varian. El gas portador fue helio y las tempeest del inyector y del detector

fueron de 220 y 300 °C, respectivamente.
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3.2.6.3. Acidos grasos volatiles.

Los acidos grasos volatiles (AGV) fueron determosaden un
cromatografo Varian CP-3800 GC, con un detectoodiacion de llama (FID)
equipado con una columna capilar Nukol (30 m x O@% x 0,25 um) de
Supelco. El gas portador empleado fue helio. Lagézaturas del inyector y del
detector fueron 220 y 250 °C, respectivamente. dmaperatura del horno fue
mantenida a 150 °C durante 3 min y después fuenmemtada a 180 °C. El
sistema fue calibrado con una mezcla de acidodilesléestandar de Supelco
(para analisis de los acidos grasos C2-C7). Lasstrase previamente fueron
centrifugadas (10 min, 3500 rpm) y el sobrenadaittado con filtros de celulosa
de 0,45 um.

3.2.6.4. Etanol.

El etanol fue determinado en un cromatografo deegd®erkin Elmer
Autosystem XL equipado con un automuestreador,utodetector de ionizacion
de llama (FID) y una columna capilar de silica fdadde pared recubierta
(WCOT, Wall Coated Open Tubular) suministrada parigh, de 50 m de
longitud x 0,25 mm de didmetro interno con recui@imo CP-WAX 57CB
DF=0,2. El gas portador empleado fue helio a ugoflde 1 mL/min que
corresponde a presion de 27 psi. La temperaturanykettor y del detector fue en
ambos casos 250 °C. La temperatura del horno fuemda a 60 °C durante 2
min y después fue incrementada, a razon de 5° puton hasta 180 °C durante 8
minutos. El Split utilizado fue 35 mL/min y el vohen de inyeccion fue 2 pL. El
sistema fue calibrado mediante el método del patiderno utilizando
ciclohexanona como patron interno en una conceatrabOmM. El disolvente
empleado para la preparacion de los estandaresafum. Las muestras
previamente fueron centrifugadas (10 min, 3500 rgre) sobrenadante filtrado

con filtros de celulosa de 0,45 um.
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3.2.7. Cromatografia liquida de alta resolucion.

La lactosa y el acido lactico fueron analizados gromatografia liquida

de alta resolucion (HPLC, high-performance liquiacnatography).

La cromatografia liquida de alta resolucion es dealas técnicas de
separacion mas ampliamente utilizada debido a ssatkdad y a su amplio
campo de aplicacion. Los componentes de la mugstaiamente disueltos en un
disolvente adecuado (fase moévil), son forzados m@avesar la columna
cromatografica gracias a la aplicacion de altasipnes. EI material interno de la
columna (fase estacionaria) esta constituido porelleno capaz de retener de
forma selectiva los componentes de la mezcla. kalueidn de esta separacion
depende de la interaccion entre la fase estaciwydea fase movil, pudiendo ser
manipulada a través de la eleccion de diferentexclae disolventes y distintos
tipo de relleno. Como resultado final los compoasmde la mezcla salen de la
columna separados en funcion de sus tiempos deci@teen lo que constituye el
cromatograma. A través del cromatograma puedeesdizada la identificacion

cualitativa y cuantitativa de las especies separada

Dependiendo del tipo de fase estacionaria y del dip fendmeno fisico

que provoca la separacion, la cromatografia ligdelalta resolucion puede ser:

% Cromatografia de adsorcién—~ la fase estacionaria es un sdlido, es

utilizada casi exclusivamente silica y en muchaonemedida alimina.

s Cromatografia de reparto— en casi todos los casos, como fase
estacionaria son utilizados compuestos unidos gaimmente a un soporte
sélido de silica. Puede ser subdividida en cromaftagyen fase normal y
fase reversa. En la cromatografia en fase norraafade fija es polar
(como por ejemplo agua o trietilenglicol) y los qumestos menos polares
eluyen primero. En la cromatografia en fase reyesaompuesto unido
guimicamente es un hidrocarburo alifatico y sonleagas fases maoviles

polares. En este caso, las sustancias mas polayes @rimero.
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s Cromatografia ionica— utiliza columnas rellenas con resinas de

intercambio idnico para separar y determinar iones.

% Cromatografia de exclusion por tama#fe la fase fija esta formada por
particulas poliméricas o de silice que contieneamned uniforme de poros
y llevan a cabo un fraccionamiento relacionado eotamafno molecular.
Las moléculas de tamafio mayor son excluidas y elpyienero, mientras

que las mas pequefias que penetran en los porostenitas mas tiempo.

La figura 3.5 muestra un esquema de los componé&mesmentales de

un cromatografo de liquidos de alta resolucion.
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Figura 3.5. Esquema de los componentes basicos deanomatégrafo de liquidos
de alta resolucion.

Un cromatografo de liquidos de alta resolucion torde uno o mas
recipientes para la fase movil. Ademas, existe asgdsificador para eliminar los
gases disueltos en los solventes ya que interfitsanando burbujas en los
sistemas de deteccion. La fase movil puede seolverge puro o una mezcla de

solventes. Cuando consiste en una mezcla, un sisdlenbbombas es programado
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para tomar solventes de diferentes botellas en pwoporcion determinada y

realizar la mezcla en una camara de mezclado.

El sistema de bombas envia el solvente hacia hublalnyectora que
permite introducir en el flujo de solvente la muagstontenida en un aro o loop de
volumen calibrado. El sistema de inyeccion intradiec muestra en la columna.
En muchas ocasiones, para aumentar la vida ddumoa analitica, es colocada
delante una precolumna que elimina la materia spession y los contaminantes
de los disolventes. Ademas, la precolumna sirva paturar la fase maovil con la
fase estacionaria y asi minimizar las pérdidasstie &n la columna analitica. La
composicion del relleno de la precolumna debe sprefante al de la columna
analitica; sin embargo, el tamafio de particula @sl@ coman mayor para
minimizar la caida de presién. Por otro lado, layona de los equipos llevan
hornos para las columnas que permiten trabajarmgperatura superior a la
ambiente. Después de la separaciéon en la coluraldiea los componentes de
la mezcla pasan por el detector. Este produce e sléctrica proporcional a la
cantidad de materia y esa sefial es enviada atreetps que realiza un grafico de

intensidad en funcién del tiempo (cromatograma).

Los detectores en cromatografia de liquidos sododetipos basicos. Los
detectores basados en una propiedad de la disolvesponden a una propiedad
de la fase movil, tal como el indice de refraccildanconstante dieléctrica, o la
densidad, que es modificada por la presencia darastos. Por contraste, los
detectores basados en una propiedad del soluton@sp a alguna de las
propiedades del soluto, como la absorbancia utileta, fluorescencia, o
intensidad de difusion, que no son propias de $& famovil. En concreto los
detectores de indice de refraccion miden la difgeede indice de refraccion,
entre el disolvente que en su camino hacia la acmdupasa a través de una mitad
de la cubeta y el efluente de la columna que pasdapotra mitad. Los dos
compartimentos estan separados por una placa de mdntada a un angulo de
modo que si las dos disoluciones difieren en ecénde refraccion es producida
la desviacion de un haz de luz incidente. El despiéento del haz con respecto a
la superficie fotosensible del detector provoca wergacion de la sefal de salida,

la cual, una vez amplificada y registrada, promorai el cromatograma. Los
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detectores de indice de refraccion tienen la vartajque responden a casi todos
los solutos. Es decir, son detectores universalé®gos a los detectores de llama
en cromatografia de gases. Ademas, son fiables gependen del caudal. Sin
embargo, son muy sensibles a los cambios de tetuperay han de ser

mantenidos a una temperatura constante.

3.2.7.1. Acido lactico y lactosa.

La lactosa y el acido lactico fueron determinadogdiante un
cromatografo de liquidos de alta resolucion Allar®690 de Waters equipado
con un sistema de inyeccion de muestra y de impulde la fase movil y con un
detector de indice de refraccion 2414 de Waterzolamna utilizada fue PL Hi-
Plex H &m, suministrada por Varian, de 300 mm de longitud,¥ mm de
diametro. También fue utilizada una precolumna PIL-Pldx H Guard,
suministrado por Varian, de 50 mm de longitud y mm de didametro. Ambas
formadas a base de resina monodispersa para arddistarbohidratos (relleno
monodisperso de estireno sulfonado y copolimermithenzeno de tamafio de
particula 8 um). La fase mévil consistio en unacteeformada por 50% de fase
Ay 50% de fase B, siendo la fase AS®D, en agua en concentracion 0,01M, y la
fase B agua. El flujo de la fase moévil fur4 mL/min. La columna fue
termostatizada a 60 °C y el carro con las mueatrh®C. El detector fue utilizado
en el modo 410 con un valor de sensibilidad deuhaatemperatura de 40 °C. El
volumen de inyeccion fue 1. Las muestras previamente fueron centrifugadas
(20 min, 7800 rpm) y el sobrenadante filtrado atiroé de celulosa de 0,2 um. El
sistema fue calibrado mediante el método del pagsdarno construyendo una
curva de calibrado para cada uno de los compuesiabzados, inyectando
distintas disoluciones de concentracién conocidaligblvente empleado para la

preparacion de los estandares fue agua.
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3.3. ANALISIS MICROBIOLOGICO.

El analisis de la comunidad bacteriana implicadaleemproduccion de
hidrogeno por fermentacion oscura fue realizaddizatido la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polim&hain Reaction) acoplada
a la electroforesis en gel con gradiente desnatardaé (DGGE, Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis).

El método requiere la extraccion de ADN (acido déasbonucleico) de la
muestra ambiental para obtener una mezcla quengmtel ADN de todas las
especies bacterianas presentes. Este ADN es dtiligamo molde en una PCR
con cebadores especificos (primers) para amplifindragmento concreto de una
region variable de interés taxondmico. Asi es abdeenna mezcla de fragmentos
de ADN representativos de todas las especies fessen la muestra ambiental.
Todos estos fragmentos tienen el mismo tamafo,ugudiderente secuencia de
nucledtidos por lo que quedan separados en una DfEBBando un patrén de
bandas caracteristico de la muestra ambiental.elrsinbos fragmentos de ADN
sometidos a electroforesis en un gel de poliacidanbajo condiciones de
desnaturalizacion progresiva (con concentraciomesientes de formamida y
urea) migran como moléculas de cadena doble. Mémratd, y a causa de la
composicién cambiante del gel, las moléculas s@mataralizadas en pequefios
segmentos denominados dominios de desnaturalizadidgsion. A medida que la
molécula de ADN es desnaturalizada, la doble hd@gebierta y pasan a ser
cadenas simples formando una estructura ramific&tia estructura, asi
modificada, reduce la capacidad de las moléculesmpaverse a través del gel. El
punto en que el ADN es desnaturalizado dependeadsetuencia de los
nucledtidos en la region afectada. Por consigujelateubicacion final de las

moléculas en el gel depende de la secuencia nigedte los fragmentos.

Una condicion indispensable para someter una mialéb® ADN a una
DGGE es que tenga una cola rica en las bases enadgs guanina y citosina (G
y C) en uno de sus extremos. Para ello dicha cokfiadida en el extremo 5 de
uno de los cebadores utilizados durante la PCRuni@n entre este tipo de bases

nitrogenadas es a través de puentes de hidrogendp mjue es necesario un
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ambiente desnaturalizante alto para separar leedaice. De este modo, la cola
de guanina y citosina evita la desnaturalizacidnAN por ambos extremos, lo
cual provocaria la formacién de moléculas dificdesseparar en el gel, y evita la
desnaturalizacion completa de la doble hélice deNAQue supondria que la

separacion de los fragmentos no seria funcion dedaencia de nucleotidos.

Los perfiles obtenidos en la DGGE estan caractoggor el nimero,
posicion e intensidad relativa de las bandas, daadia banda representa una
especie diferente. Las bandas individuales reptasesquellos ADNs que han
frenado su migracion por el gel al ser desnatwadts por completo (excepto la
cola de GC). Para conseguir una vision completta @@mposicion y diversidad
de la comunidad microbiana, las bandas aisladasiepueser recortadas,
reamplificadas y secuenciadas. También puede azago un estudio estadistico
de la estructura de la comunidad segun la posieiémensidad de las bandas.
Ademas, una vez establecido la relacion de unoc@ganismo con una banda en
particular, puede ser realizado un buen seguimi@atas fluctuaciones existentes
en una poblacion microbiana. Sin embargo, la DG&#bién tiene limitaciones
intrinsecas a las técnicas moleculares, inclusocamdiciones de gradiente
optimizado pueden aparecer bandas Unicas que eepeasa varios organismos
diferentes. Asimismo, existen microorganismos geeegan mas de una banda
debido a la existencia de copias diferentes desgg@éRNTr (acido ribonucleico

ribosomal) en el mismo organismo.

3.3.1. Extraccion, purificacion y cuantificacion déADN.

La extraccion y purificacion de ADN fue realizadélizando el kit
comercial Powersoil™ DNA lIsolation Kit Sample (MO BIO Laboratories),
especifico para la extraccion de ADN de Bacteridsqueas a partir de muestras
de suelo, y procediendo tal y como indica el fabrie. Posteriormente, fue
realizada la comprobacion de la extraccion de ADadliante electroforesis en gel
de agarosa 0,8% respecto a un marcador de 1Kb. nugesstras fueron

almacenadas hasta su analisis a -18 °C.
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3.3.2. Amplificacién de ADN mediante PCR.

La PCR es una técnica que permite amplificar ugnfiento de ADN de
interés, es decir, obtener in vitro un gran nanwFaopias de dicho fragmento.
Para ello son necesarios unos primers o cebadsezsigncias de unos 20
nucleétidos complementarios a los extremos dehieago de ADN que hay que
amplificar), deoxinucledtidos trifosfatos (dNTP)n buffer adecuado, una
enzima de polimerizacion de ADN (TAQ Polimerasa)nycofactor de la enzima
(MgCl,). Dicha enzima sintetiza una nueva hebra de AOddrér de los primers
y usando como molde el ADN de interés o templatduisdamento de la PCR

consiste basicamente en la repeticion ciclicaategasos:

% Desnaturalizaciénr~ consiste en la separacion de las dos cadenas

gue forman la molécula de ADN que hay que amplifica

+« Hibridacion o annealing» consiste en la union de los primers a su

secuencia complementaria en el molde de ADN.

+ Extension— la enzima polimerasa usando el ADN en forma de
cadena sencilla puede empezar a incorporar dNTR$ extremo

3’del cebador y sintetizar asi una nueva caderdde

Cada uno de estos tres pasos esta definido paenodo de tiempo
determinado y en su conjunto forman un ciclo. Ljgetieion sucesiva de estos
ciclos permite obtener un gran numero de copiasfrdgimento de ADN. La

figura 3.6 recoge un esquema del proceso:

" =S 5
/D %, : l_,gqﬁ

g B ']
— : [E—
\‘\ p— L
R ; E_l ]
Yo W [
2° Alineacién 3°Extension 4 ]

1° Desnaturalizarqe| cehadn  del cebadn

CICLO 1 CICLO 2 m'

Figura 3.6. Esquema de la Reaccion en Cadena deHalimerasa.
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En este trabajo la poblacion bacteriana fue esfladamplificando por
PCR la region variable 3 (V3) del gen 16S ARNr fespondiente a las
posiciones 357-518, segun la numeracion del genARI$ enEscherichia col.
Los primers utilizados fueron el F357-GC (5"-CGC&CCG CGC CCC GCG
CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCC CCC TAC GGG AGG CAG ez el
cual contiene una cola de guanina y citosina, =8 (5"-ATT ACC GCG GCT
GCT GG -37), ambos son primers universales padoeilinio Bacteria, (Muyzer
et al., 1993; Van Hannen et al., 1999) y permitanamplificaciéon de un

fragmento de 161 pares de bases del gen 16S ARNT.

La PCR fue realizada en un termociclador Perkingglf700 y los

reactivos utilizados y sus concentraciones esttailaéos en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Reactivos utilizados en la PCR (voluméinal 50 pL).

Reactivos Concentracion o cantidad
PCR-Buffer 10X (sin MgCl2)* 1x
Solucion MgCl, (25mM) 1,5mM
dNTPs 10mM (2,5mM de cada uno) 200 pM de cada uno
CebadorR518 (85uM) 2 uM
Cebador F357-GC (1quM) 2 uM
Taq ADN Polimerasa (Eppendorf) 2U
ADN molde 100 ng
Agua Milli-Q Hasta los 50 pL

1100mm Tris-HCI, pH 8.3 at 25 °C; 500mM KClI

El programa de PCR utilizado fue un programa de lifingzion con
rampa decreciente de temperaturas denominado “Tdoeim”. Esta basado en
comenzar la reaccion de PCR a temperaturas altéan@o asi amplificaciones
inespecificas, para ir bajando progresivamentergeratura de hibridacion una
vez copiadas las primeras secuencias. Un esqudrpeodeama esta representado
en la figura 3.7. El programa consta de un ciclpmeincubacion a 94 °C durante
4 minutos, después son realizados 28 ciclos comdnza 94 °C durante 30
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segundos (desnaturalizacion), después mantienentperatura de hibridacion
(Ta) durante 30 segundos (hibridacion) y finaliza a°@2durante 30 segundos
(extension). En los primeros 20 ciclos la tempeeatie hibridacion disminuye a
razon de 1 °C cada dos ciclos, desde 65 °C erinetipriclo hasta 56 °C en el
ciclo veinte. En los ultimos ocho ciclos la tempera de hibridacion fue 55 °C.

El programa termina con una incubacion durante ibitos a 72 °C.

El producto de la PCR fue examinado mediante eiEcesis
convencional en gel de agarosa al 1% (p/v) y tm@on bromuro de etidio para

ser visualizados en una lampara de luz ultravioleta

1
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\

20 ciclos 8 ciclos

Figura 3.7. Esquema del programa PCR utilizado (I es la temperatura de

hibridacion que disminuye 1 °C cada dos ciclos).

3.3.3. Separacion de los productos de PCR medi&r@EsE.

El DGGE es una técnica electroforética en gelepalacrilamida que
permite separar moléculas diferentes de ADN, deah&30 pares de bases, segun
Su secuencia y no solamente segun el tamafio matequidiéndose separar
moléculas con tan so6lo una base de diferencia adidones de gradiente de
concentracion optimizado de formamida-urea (Mugte., 1993). La separacion
de las moléculas de ADN es debida a su migracidrepgel de poliacrilamida

con concentraciones crecientes de los agentestdesliramntes formamida y urea,
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lo que genera diferentes horquillas de desnata@bn, segun la secuencia de las
moléculas de ADN, traduciéndose en una reduccida gielocidad de migracion

y una separacion en diferentes bandas de migrat@étroforética.

En este trabajo los productos de PCR fueron amlal&zaor DGGE en su
variante paralela, es decir, aquélla en la que igration electroforética y el
gradiente desnaturalizante siguen la misma diracdb aparato utilizado fue el
DCodé™ Universal Mutation Detection System (Biofady fue utilizado un
separador de 1 mm de espesor para hacer el gel.

Fueron utilizados geles de poliacrilamida al 8%idree acrilamida a bis-
acrilamida 37,5:1) y un gradiente de formamida-wgmeain rango del 40% (parte
superior del gel) al 60% (parte inferior del g&l).100% de formamida-urea esta
definido en una concentracion de urea 7M y una exnacion de formamida
desionizada del 40% p/v. Para ello fue necesasipotier de dos soluciones stock
al 8% (p/v) de acrilamida con 1X TAE (Tris base A0nmacetato sédico 20mM y
EDTA 1mM equilibrado a pH 7,4), uno de las cualesspnta un 0% de contenido
desnaturalizante y la otra presenta un 80% de coiatelesnaturalizante. Un 0%
de agente desnaturalizante representa acrilami@®djp/v) en TAE x1 sin urea
ni formamida. La composicion de ambas solucion&s regogida en la tabla 3.5.
y fueron conservadas a 4 °C hasta su utilizacidinaseos de vidrio envueltos en

papel de aluminio.

Una vez preparadas las soluciones stock del 0% 809 en sustancias
desnaturalizantes, fueron preparadas las solucad3% y al 60% para generar
un gradiente desnaturalizante comprendido entos esilores. La composicion de
ambas soluciones esta recogida en la tabla 3.6.a8nsbluciones contienen
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina) y APSefsulfato de amonio) que
son compuestos que facilitan la polimerizacionadadrilamida, por lo que no son
adicionados hasta el momento de preparar el gelsdlacion de APS fue
preparada al 10% (p/v) en agua milli-Q y almaceradalicuotas independientes
de un solo uso a -18 °C hasta su utilizacion. BUEP fue conservado a 4 °C.
Ambas soluciones fueron cargadas al sistema fornaelgradientes para formar

el gel entre los cristales siguiendo las instruoesodel fabricante del equipo,
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finalmente fue introducido suavemente el peine &atan de los pocillos (figura
3.8). El gel asi elaborado polimerizé durante alhose2 horas en posicion
vertical, estatico a temperatura de laboratorio @k Durante este tiempo fue
calentada la cubeta de electroforesis rellena ¢bnitros de tampon TAE 1X

hasta alcanzar los 60 °C.

Tabla 3.5. Composicion de las solucionesdock de acrilamida al 8% necesarias

para preparar los geles desnaturalizantes.

Stock0% (8% acrilamida en TAE 1X con 0% agentes desnahaaies)

40% Acrylamide (37,5: 1 acrylamide:bis-acrylamide) 20 mL
TAE 50X * 2mL
Agua Milli-Q Hasta 100 mL

Stock80% (8% acrilamida en TAE 1X con 80% agentes desnazarsks)

40% Acrylamide (37,5: 1 acrylamide:bis-acrylamide) 20 mL
TAE 50X * 2mL
Urea (7M) 33,649
Formamida desionizada (40% p/v) 32 mL
Agua Milli-Q Hasta 100 mL

9429 Tris base; 57,1 ml &cido acetic glacial; 10@lenEDTA 0,5M (pH 8) y hasta 1000

ml de agua milli-Q.

Tabla 3.6. Composicion de las soluciones al 40% J &0% de sustancias

desnaturalizantes.

Reactivos 60 % 40 %
Stock 80% 6,6 ml 4,4 ml
Stock 0% 2,2 ml 4,4 ml
TEMED 8 ul 8 ul
APS (10% p/v) 45 pl 45 ul
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Figura 3.8. Fotografia en el momento en que el peires colocado en el gel.

Despueés del gelificado el peine fue extraido yposillos fueron lavados
con el buffer TAE 1X. El sistema formador de ged ftolocado sobre la pieza de
sujecion e introducido el conjunto en la cubetalkdetroforesis que contiene 7,5
litros de buffer TAE 1X a 60 °C (figura 3.9). A dowaciéon, las muestras
(producto de PCR) fueron cargadas en los pocikbgel, el volumen de muestra
cargado fue 2@l que contiene 4l de tampon de carga 6X (azul de bromofenol
0,25% (p/v); xilen-cianol 0,25% (p/v); glicerol 30d/v)). El gel fue corrido con
las siguientes condiciones electroforéticas: 10duvante 16-18 horas (toda la
noche) a 60 °C.

Figura 3.9. Fotografia del equipo DCodeTM UniversalMutation Detection
System (Biorad®) durante la electroforesis.

Una vez finalizada la electroforesis los geles t&findos con bromuro de
etidio durante 20 minutos y después lavados con TAE finalmente con agua
milli-Q. Las bandas de ADN fueron visualizadas cartransiluminador UV (302
nm) y fueron fotografiadas con una camara fotogaa#i la que estd acoplado un
filtro naranja especial para fotografiar gelesdegicon bromuro de etidio.
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3.3.4. Analisis de las bandas de DGGE: reamplifitat y

secuenciacion.

Las bandas de DGGE mas predominantes fueron rdesrtpara su
posterior estudio e incubadas durante 24 hora&aeh 4Qul de agua milli-Q. De
esto modo, el ADN del gel difundié al agua. Postenente fueron utilizadas
alicuotas de | del sobrenadante como ADN molde para una reaitgodiibn por
PCR. Los cebadores utilizados fueron el R518 y3&8I7Hsin cola de guanina y
citosina), el programa y las condiciones de PCRaiden con las antes utilizadas
(descritas en el punto 3.3.2.). EI ADN productdad®CR fue purificado antes de
la secuenciacion para eliminar las interferencia® dos cebadores y los
nucledtidos incorporados durante la PCR puedeninarigen la reaccion de
secuenciacion. Para ello fue utilizado el Kit Ex#SA (Amersham Biosciences).
El ADN amplificado y purificado fue examinado pde&roforesis convencional

en geles de agarosa.

El siguiente paso realizado fue la secuenciacidogifagmentos de ADN
amplificados. Los métodos de secuenciacion permiigen” el codigo genético de
un microorganismo, es decir, determinar la secaeteibases de un determinado
fragmento de ADN previamente amplificado por PCRustBriormente, la
secuencia de ADN obtenida fue comparada con baséatds para averiguar la
identidad de dicho microorganismo. En este tralzagecuenciacion fue realizada
por el servicio de secuenciacion del Instituto aenicas Instrumentales de la
Universidad de Leon. El aparato utilizado fue etugmciador MEGABACE 500
(Amersham Biosciences actualmente GE Healthcarikjamdo el protocolo de
secuenciacion con oligonucleotidos marcados “Dyena@ndye terminator kit”

(Amersham Biosciences actualmente GE Healthcare).

Una vez recibidas las secuencias fueron alineagaeparadas utilizando
el software MEGA 3.1 (Molecular Evolutionary GewstiAnalysis, version 3.1).
Posteriormente, para la identificacion de las @spetueron buscadas similitudes
con otras secuencias disponibles en la base des altoADN microbiano
GenBank (del NCBI, National Center for Biotechngldgformation) mediante el

programa NeucleotidoBLASTsearch.
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4.1. INTRODUCCION.

4.1.1. Produccion de hidrégeno con residuos de ateni

Los residuos de comida son residuos alimenticide gocina procedentes
de hogares, restaurantes, servicios de restaurasiéctiva y establecimientos de
consumo al por menor, y residuos comparables pemtesl de plantas de
transformacion de alimentos. Representan uno dedsisluos organicos mas
importantes generados por nuestra sociedad, y ecamti altos niveles de
carbohidratos, ademas de proteinas y lipidos. Bictumstituyentes organicos,
especialmente los carbohidratos, constituyen urenpal sustrato para la
produccion fermentativa de hidrégeno (Chong e8I09; Dong et al., 2009).
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Dong et al. (2009) estudiaron la produccién de dgdno a partir de
compuestos individuales que habitualmente estaseptes en la fraccion
organica de residuos solidos urbanos (FORSU), medi@xperimentos en
discontinuo a 37 °C vy utilizando un in6éculo mixRara ello seleccionaron siete
materiales organicos (arroz, patata, lechuga, caaneite, grasa y hojas de
platanero) y estudiaron su produccion de hidrégémomayor produccion de
hidrégeno fue observada con los sustratos basadoarkohidratos, arroz, patata
y lechuga (134 mL/g SV, 106 mL/g SV y 50 mL/g S¥spectivamente). El
menor rendimiento obtenido con los carbohidratdgl@sicos (lechuga) respecto
a los carbohidratos amilaceos (arroz, patata) fiileugdo a que la produccion de
hidrégeno a partir de los primeros necesita deeti@pa de hidrolisis que requiere
tiempo. En el caso de los sustratos basados eeipast(carne) no fue detectado
hidrogeno y la produccion de hidrogeno obtenidaréimpde los sustratos lipidicos
(aceite y grasas) y lignocelucésicos (hojas deapt&ab) fue mucho menor que
con los sustratos basados en carbohidratos (6,25 8\ con aceite; nada de
hidrogeno fue producido a partir de la grasa y Inmdg SV con hojas de
platanero). Del mismo modo, Lay et al. (2003) oaem que el potencial de
produccion de hidrogeno de residuos organicos rienscarbohidratos fue
aproximadamente 20 veces superior al de resideos Bn lipidos y proteinas
(huevo y carne). A su vez, Li et al. (2009) no eb&eroduccion de hidrogeno
cuando utilizé carne como sustrato para la produmcaile hidrégeno por
fermentacion. En su conjunto los resultados desesstudios indican que los
carbohidratos constituyen un sustrato 6ptimo pararbduccion de hidrégeno,
comparados con proteinas, lipidos y lignocelulosas.

Respecto al rendimiento maximo del proceso de mado de hidrogeno
por fermentacién oscura, solamente el 33% de laaddm quimica de oxigeno
(DQO) contenida en los residuos (considerando ghicpuede ser transformada
en hidrogeno (considerando que cada mol de gluep$armentada a dos moles
de acetato, dos moles de dioxido de carbono y @wuales de hidrégeno)
(Kalogo y Bagley, 2008). El resto es transformadacgpalmente en &cidos
grasos volatiles (AGV — acido acético y acido heoi) (Bartacek et al., 2007).

Por lo general, la demanda quimica de oxigeno (Di@@sformada en hidrogeno
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esta por debajo del 20% que corresponde a una rdedizgb mol hidrogeno/mol

de glucosa (Antonopoulou et al., 2008).

4.1.2. Obtencién de microorganismos productoresha&rdgeno.

Uno de los principales inconvenientes del proceséedmentacion oscura
para producir hidrégeno esta relacionado con etecasociado a las etapas
necesarias para la obtencion de microorganismaduptores de hidrogeno. La
aplicacion de la microflora anaerdbica sin preamaentos en sistemas de
fermentacion es una alternativa que esta cobrasylecel interés al considerar su
aplicacion en plantas de gran escala, al iguakfjuso de residuos como sustrato.
La ventaja de utilizar microflora anaerdbica resdda disponibilidad del inéculo
cuando el proceso de produccion de hidrégeno v acdplado a un proceso de
digestion en dos etapas. Experiencias que no cpidanun tratamiento previo
del in6culo han sido reportadas como exitosas (Goeteal., 2006; Liu et al.,
2006; Cuetos et al., 2007). Gomez et al. (2009)désston el rendimiento de dos
microfloras productoras de hidrogeno obtenidasifdgehtes cultivos anaerobios.
Uno de los in6culos utilizados fue obtenido de ugestor anaerobio de una
planta de tratamiento de aguas residuales urbdBB#R), el otro indculo
procedia de un digestor a escala de laboratoridrgteba residuos de matadero.
El in6culo aclimatado a los residuos de matadempgociond los mejores
resultados en términos de estabilidad. Cuandatilizado el indculo procedente
de la EDAR, el rendimiento (en términos de estdaid) del sistema de
fermentacion pudo ser mejorado reduciendo la carganica y por medio de la
agitacion. En este sentido, los autores observapo®, en las condiciones
evaluadas, la agitacion favorecio la estabilidadcho/endo que cuando este
in6culo es utilizado para arrancar un reactor an grscala, la agitaciéon es un
importante factor a tener en consideraciéon ensgfai del sistema para mejorar el

rendimiento.

Otra opcion para reducir costes durante el arrampiein sistema de
produccion de hidrégeno consiste en utilizar pelié¢ biosdlido, obtenidos a

partir de lodo digerido de una EDAR, como fuentardiulo. Kalogo y Bagley
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(2008) estudiaron el uso de dichos pellets coma@ulooen los sistemas de
produccion de hidrégeno en discontinuo, obtenienelkultados similares al
inocular con pellets de biosdlidos y con indculoaembio pre-tratado

térmicamente.

4.1.3. Efecto de la temperatura en la producciénhddrogeno.

El incremento de la temperatura en los sistema®dicms suele estar
asociada con mayores rendimientos. En el caso daikgkstion anaerobia, los
sistemas termofilicos presentan una mayor prodoaspecifica de metano y son
capaces de digerir una mayor carga de residuos neniempo menor, en
comparacion con los sistemas mesofilicos. Estagajasn redundan en una
reduccion en el volumen del reactor y, por lo taptoel coste de la inversién. En
cuanto a la produccion de hidrégeno también caperas incrementos en el
volumen de gas generado asociado con la mayorigatbcde produccion de los
microorganismos termofilicos y adicionalmente, ta@nlcabe esperar una menor
inhibicién por producto ya que la solubilidad darbgeno en el agua disminuye

al aumentar la temperatura.

La produccién de hidrogeno bajo régimen termofilieo sido estudiada
por diversos autores, utilizando sustratos simmlesio glucosa (Cheong y
Hansen, 2007) y xilosa (Lin et al., 2007) o resgl(Maldez-Vazquez et al., 2005;
O-Thong et al., 2007; Lee et al., 2010). Dado quéaka de hidrdlisis también
aumenta con la temperatura (Veeken y Hamelg€999), el régimen termofilico
tiene gran interés al tratar residuos en los quadedlisis es la etapa limitante,
como los residuos con alto contenido en compondigescelulosicos. De este
modo, O-Thong et al. (2007) estudiaron la produtadé hidrogeno a partir de
residuos de aceite de palma en régimen termofiliticando un indculo mixto,
dicho sustrato es dificil de degradar bajo condieso mesofilicas debido a su
contenido en componentes lignoceluldsicos. Valdazepez et al. (2005)
evaluaron la influencia de la temperatura de op@nacondiciones mesofilicas

frente a condiciones termofilicas) en la producai@n hidrégeno utilizando la
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fraccion organica de residuos sodlidos urbanos (ROR&mo sustrato. El
porcentaje de hidrogeno mas alto fue alcanzadoégimen termofilico (58%

frente a 42% en régimen mesofilico).

Lee et al. (2010) estudiaron la produccion de lgend en régimen
termofilico a partir de residuos vegetales de @ginanalizaron la comunidad
microbiana implicada en el proceso. En este estedjmecies de los géneros
Clostridiumy Thermoanaerobacteriurfueron relacionadas con la produccion de
hidrégeno. Aunque algunas especiesGlestridiumson termofilicas hay estudios
gue indican que el génelidhermoanaerobacteriunppuede ser mas efectivo que el
géneroClostridiumen condiciones termofilicas para la produccioridiedgeno.
O-Thong et al. (2008) aislardrhermoanaerobacterium thermosaccharoliticym
estudiaron su produccién de hidrégeno observandenmimiento de hidrogeno
mas alto (2,53 mol de H mol de glucosa) que cuando fue utilizadlostridium
thermocelluma 60 °C (1,95 mol de A mol de glucosa) (Levin et al., 2006). A su
vez, Shin et al. (2004) también detectaron la predancia de
Thermoanaerobacterium thermosaccharolytium y Desulfotomaculum

geothermicunen cultivos termofilicos acidégenos.

4.1.4. Produccion de hidrégeno en biorreactores dembrana
(MBR).

Convencionalmente, la produccion de hidrégeno ponéntacion oscura
ha sido llevada a cabo en reactores continuosndgi¢sagitado (CSTR). En estos
sistemas las velocidades de utilizacion del susirate produccion de hidrogeno
estan limitadas por la cantidad de biomasa retesmda sistema ya que el tiempo
de retencion de solidos (TRS) es igual al tiempaetencion hidraulico (TRH).
Esto lleva asociado un problema operativo basaddaeescasa retencion de
biomasa cuando es operado en condiciones de dtaidad de dilucion (por
ejemplo, con bajos TRH), resultando en el lavadocélelas del sistema que
origina una baja produccién de hidrégeno y unac@afte conversion del sustrato.
De este modo, la retencién de células en el reastoin método prometedor para

mejorar la produccion de hidrogeno ya que permaeatener un TRS alto con un
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TRH bajo. Un sistema de células inmovilizadas @&reonsumos de sustratos
altos, conduciendo a altas producciones volumétriba hidrégeno con TRH
bajos (Chang y Lin, 2004; Lee et al., 2004, 2006b).

La retencién de biomasa mediante filtracion con bramas constituye
uno de los procesos mas importantes en la gestiG@ydas residuales organicas.
La combinacion de un reactor biolégico con una nramd (biorreactor de
membrana, MBR) ha sido utilizada en el tratamied® aguas residuales
domésticas e industriales, y ofrece ventajas ¢smrgue estan una alta calidad del
efluente, la retencién de la biomasa y la elimidiaae sélidos y materia organica
(Keith y Tom, 1995). Estudios previos han demakirgue la retencion de
células suspendidas en el reactor usando la tegiaoie@ membranas proporciona
una mejora significativa de la produccién volune&ride hidrogeno en
comparacion con un reactor CSTR (Oh et al., 20@& &t al., 2007). Lee et al.
(2009) también comprobaron que la produccion dedgeho en un MBR fue
aproximadamente 2,6 veces mas alta que la obsepradm CSTR a un TRS
extremadamente pequefio. Sin embargo, un obstacylortante en el uso de
MBR para la produccién de hidrégeno por fermentacscura es el crecimiento
de bacterias consumidoras de hidrégeno o no prodisctde hidrégeno,
incluyendo bacterias metanogenicas y acidogéndiagnte TRS altos (Hawkes
et al., 2007; Kim et al., 2008).

4.2. OBJETIVOS.

El objetivo general de este capitulo es el estutkb potencial de
utilizacion de los pellets de biosélido como fuedésindculo en los sistemas de
produccion de hidrégeno por fermentacion oscurascala de laboratorio, en
régimen mesofilico y en régimen termofilo y utitizep como sustrato residuos

vegetales de comida.
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Entre los objetivos especificos estan los sigugente

« Evaluacién mediante ensayos en discontinuo detefie la cantidad de
in6culo anadida al sistema, del pH inicial y detdenperatura sobre la
produccion de hidrogeno y acidos grasos volatilgs\() asociada a la
poblacién microbiana generada a partir de pelletsidsdlido.

% Evaluaciéon del efecto de la temperatura sobre talymcion de etanol
asociada a la poblacion microbiana generada ar pdeti pellets de

biosolido.

s Estudio mediante la técnica PCR-DGGE de la pobtagidicrobiana
generada a partir de pellets de biosolido e invalle en la produccion de
hidrégeno en régimen mesofilico y termofilico ailihdo como sustrato

residuos vegetales de comida.

% Determinaciéon de la produccién de hidrogeno y deVA&Bociada a la
poblacion microbiana generada a partir de pelletsbisolido en un
biorreactor de membrana (MBR) operando en régimesofilico y en
régimen termofilico y utilizando como sustrato desis vegetales de

comida.

4.3. MATERIAL Y METODOS.

4.3.1. Metodologia experimental.

Este capitulo contempla tres grupos de ensayos lpapaoduccion de
hidrogeno por fermentacion oscura a escala de datrav. Los dos primeros
fueron realizados en discontinuo y en ellos fueluada la capacidad de los
pellets de biosdlido para actuar como fuente deculod bajo diferentes
condiciones operacionales en relacién a la canti@aithéculo afiadida al sistema

y las condiciones de pH y temperatura. En el temreayo fue evaluada la
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produccion continua de hidrégeno utilizando peltEsiosélido como indculo en

un bioreactor de membrana (MBR).

La alimentacion utilizada en todos los casos ctigsisn residuo de
comida de origen vegetal procedente de una frufadin sus caracteristicas y el
modo de preparacion estan descritos en el capMateriales Empleados y
Métodos Analiticos. Posteriormente, la mezcla dedums fue diluida con agua
desionizada hasta la concentracion en solidose®{&8T) deseada en cada caso.
Una analitica general de la alimentacion finalizddla en los distintos ensayos
esta recogida en la tabla 4.2. El in6culo utilizadmbién fue descrito en el

capitulo Materiales Empleados y Métodos Analiticos.

4.3.1.1. Ensayo en discontinuo variando la cantidadie

in6culo afadida y el pH inicial.

En este ensayfueron evaluados ocho sistemas variando la cantigad
inoculo afadida y el pH. Para ello fueron utilizadmmo reactores erlenmeyers
de 250 mL con tapones de caucho que disponian aesalida para el gas. La
medicion del volumen de biogas fue realizada meeiamedidores de
desplazamiento de agua. La figura 4.1 muestra queesa de los dispositivos
utilizados.

Los reactores fueron cargados inicialmente conidzaes variables de
in6culo y con 75 mL de alimentacion con un 3% dd&deé totales (ST)
(alimentacion Ala). Este porcentaje de ST fue @ijad base a estudios previos
(Gomez et al., 2009). Posteriormente el volumeal filel reactor fue ajustado con
agua hasta 200 mL. El estudio fue llevado a cabarebafio termostatizado a
3412 °C en condiciones estéticas.

Los sistemas fueron evaluados a pH 5,0 y a pH Ta8 ynasas de indculo
empleadas fueron 4, 8 y 12 gramos (los reactomweiiudesignados segun indica
la tabla 4.1). Cada sistema fue montado por dugdicadA su vez, fueron
preparados dos blancos uno a pH 5,0 y otro a pHambos cargados con 12
gramos de in6culo (estos sistemas fueron denoména@d y B2,
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respectivamente). Para ajustar el pH a los valdessados fueron utilizadas dos
soluciones: una solucion basica preparada con @zalende NaHCg) KH,PO, y
KOH en concentraciones 40 g/l, 40 g/L y 60 g/Lpextivamente; y una solucién
acida de HCI 1N. Los sistemas fueron mantenidoardar6 dias y el volumen de
gas generado y su composicion fue determinadarm.did final del ensayo la
fase liquida fue analizada mediante los analistnatios expuestos en la

metodologia analitica.

Tabla 4.1. Denominacion de los sistemas en el engan discontinuo.

In6culo
(9) 8 15
pH
5,0 B3 B5 B7
7,0 B4 B6 B8

4.3.1.2. Ensayo en discontinuo variando la tempenata.

En este ensayo fue evaluada la capacidad de Iedspeé biosdlido para
actuar como fuente de inéculo en funcion de la tatpra. Para ello fueron
evaluados dos sistemas, uno en régimen mesofdi@5 (°C) y otro en régimen
termofilico (a 55 °C).

Los reactores utilizados consistieron en erlennseger500 mL similares a
los utilizados en el montaje anterior. Dichos reeet fueron cargados
inicialmente con la masa de inOculo que resultintgoen el primer montaje y con
250 mL de alimentacién con un porcentaje de solitidales (ST) del 3%
(alimentaciéon Ala) para el sistema evaluado emrégimesofilico y del 0,5% ST
(alimentacibn Alb) para el sistema evaluado en mrégi termofilico.
Posteriormente el volumen final del reactor fues&@do con agua hasta 500 mL.
El porcentaje de ST de la alimentacion fue fijads tomprobar que los reactores
termofilicos no iniciaban la produccion de hidrég@uando eran arrancados con

alimentaciones con un porcentaje del 3% de ST.
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El ensayo fue llevado a cabo en un bafio termoathtia 34+2 °C y a
5412 °C con agitacion magnética, para los estudimgégimen mesofilico y
termofilico, respectivamente. El pH inicial no fagistado. Los reactores fueron
mantenidos en funcionamiento hasta que no fue tdef@produccion de gas.

Para evaluar cada sistema fueron preparadas adggiioas que fueron
denominados M1, M2, M3 y M4 (réplicas del sisten8&2C) y T1, T2, T3y T4
(réplicas del sistema a 55 °C). Las réplicas M1, MRy T2 fueron utilizadas
para determinar a diario el volumen de gas geneyado composicién. Los
restantes sistemas fueron utilizados para tomastraude la fase liquida que fue

analizada mediante los andlisis rutinarios expgestda metodologia analitica.

4.3.1.3. Ensayo en continuo: produccion de hidrégeren un
biorreactor de membrana (MBR).

En este ensayo un sistema de filtracion con merabias acoplado a un
reactor de mezcla completa (CSTR) para crear urrdaictor de membrana
(MBR) para la produccion de hidrégeno por fermedtacoscura. En dicho
estudio fueron evaluados dos sistemas de produamatinua de hidrégeno a
diferente temperatura, uno en régimen mesofilo5(8CG3 sistema Rm) y otro en
régimen termofilo (a 55 °C, sistema Rt), utilizanglellets de biosolido como

fuente de inoculo.

Los reactores consistieron en erlenmeyers de 500smmilares a los
utiizados en los montajes anteriores. Dichos orast fueron cargados
inicialmente con la masa de inOculo que resultintgen el primer montaje y con
200 mL de alimentacion con un porcentaje de STOd&%o (alimentacion Alb).
Posteriormente el volumen final del reactor fues&do con agua hasta 500 mL.
El pH inicial no fue ajustado. El estudio fue lldeaa cabo en un bafio
termostatizado a 34+2 °C y a 54+2 °C con agitam@gnética, para los estudios
en régimen mesofilico y termofilico, respectivaneehios reactores trabajaron de
modo semi-continuo durante 31 dias siendo alimestadvez al dia con 200 mL

de mezcla (equivalente a un tiempo de retenciorabida (TRH) de 2,5 dias).
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Una vez que los sistemas son arrancados comienzZancenar con
retencion de biomasa utilizando un sistema dediim con membrana. Para ello
la agitacion de los sistemas fue detenida antesada ciclo de alimentacién
dejando tiempo suficiente para que la biomasa sadama por gravedad, esto
permitié extraer de cada sistema 300 mL de sobemnadjue fue llevado a una
unidad de membrana para obtener 200 mL de permdadoetenido y el
sobrenadante no utilizado fueron devueltos al ceanezclados con los 200 mL

de alimentacion.

El pH de los sistemas fue controlado de modo macadh vez que los
reactores fueron alimentados, manteniéndolo enrg 6,0 unidades mediante la
adicion de una solucion alcalina. Esta solucionsstid en una mezcla de
NaHCQ;, KH,PO, y KOH en concentraciones 40 g/l, 40 g/L y 60 g/L,

respectivamente.

Cada 5 dias el sistema fue purgado con un flujp0femL. La purga fue
realizada antes alimentar el sistema. Para ellodétenida la agitacion de los
reactores dejando tiempo suficiente para que ladsa sedimentara por gravedad
y obteniendo, de este modo, un liquido clarificddobrenadante) y un lodo
concentrado. Esto permiti6 extraer una purga quesisttdo en retirar 1/2 del
volumen total de los lodos concentrados obtenigiosagla sistema y el restante
volumen hasta 200 mL fue tomado del liquido soldante obtenido. Teniendo
en cuenta que el tiempo de retencion de sélidoS)ER definido como el tiempo
medio de permanencia de los sélidos en el sisten@ngiderando que la
concentracién de sélidos en el reactor es igual@hcentracion de sélidos en la
purga (Lee et al., 2009), dicho parametro puedecatulado mediante la

ecuacion 4.1. En consecuencia el TRS utilizada®&&2,5 dias.

TRS: Vreactor [ Sreactor - Vreactor

qurga [Spurga qurga

(Ec. 4.1)

dondeTRSes el tiempo de retencion de solidos (disg)or €S €l volumen del
reactor (L), Racor€S la concentracion de solidos en el reactor (n@..q.€s el flujo de

purga (L/d) y Suga€S la concentracion de solidos en la purga (mg/L).
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El volumen de gas generado y su composicion fueletierminadas a
diario. A su vez, fueron tomadas muestras de lon@ados obtenidos y de cada
purga, dichas muestras fueron analizadas mediarge ahalisis rutinarios
expuestos en la metodologia analitica.

Para obtener los permeados fue utilizado un sistmaembrana plana
(modelo LABCELL-F-1 de Koch Membrane Systems). Digistema consiste en
un tanque de alimentacion/recirculacion (con uuv@n de trabajo de 500 mL),
una bomba de alimentacién/recirculacion, un medaoipresion y valvulas de
seguridad, regulaciéon y drenaje. La superficie tefacde filtracion de la
membrana es de 28 énLa membrana utilizada fue HFK-180 (Koch Membrane)
con un tamano de corte 100.000 Daltons, un rangaHd2-10, y una temperatura
maxima de 55 °C. El sobrenadante fue bombeadw@éstde la membrana a una
presion de 2-3 bar, asi el permeado paso a travksrdembrana y el concentrado

fue devuelto al tanque de alimentacion/recirculacio

La figura 4.1 muestra un esquema de los reactotiésados en los
ensayos y una fotografia de la unidad de membrad@HK LABCELL-CF1. La
tabla 4.2. recoge la analitica general de las aliaogones empleadas en los

ensayos anteriores (Alay Alb).

@) Unigc')onmdaeS las (b)

Agua

Reactor Medidor de gas

Figura 4.1. Esquema de los reactores utilizados éos ensayos (a) y fotografia de
la unidad de membrana KOCH LABCELL-CF1 (b).
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Tabla 4.2. Analitica general de las alimentacionestilizadas: Ala (con un
contenido aproximado de 3% ST) y Alb (con un contedo aproximado de 0,5%
ST).

Parametros Ala Alb
pH 4,6 5,8
ST (g/L) 28,3 5,1
SV (g/L) 26,8 4,7
DQO¢ (mg/L) 18788 4091
DQO (mg/L) 31515 7121
Amonio (mg/L) 75

4.3.2. Metodologia analitica.

Los analisis rutinarios para el control del procdsdfermentacion oscura
fueron: pH, sdlidos totales (ST), sdlidos volatilg®V), demanda quimica de
oxigeno (DQO), y concentracion de acidos grasoatied (AGV). A su vez, fue
medido en el segundo montaje del ensayo disconghaoontenido en etanol y fue
realizado un analisis microbiolégico de la comudit@cteriana implicada en la
produccion de hidrégeno. Estos analisis fueronatieg a cabo conforme a los

procedimientos descritos en el capitulo Materialempleados y Métodos
Analiticos.

El volumen de gas diario fue medido utilizando medes de
desplazamiento de agua, y la composicion del bipggducido fue analizada tal
y como esté descrito en el capitulo Materiales Eags y Métodos Analiticos.
Todos los datos de produccion de gas fueron nazedids a temperatura y
presion estandar (0 °C y 760 mm Hg).

111



4. PRODUCCION DE HIDROGENO UTILIZANDO PELLETS DE BIOSOLIDO COMO FUENTE DE INOCULO.

4.3.3. Tratamiento estadistico y representaciorddéos.

Los datos fueron analizados usando el programalissta Origin 6.1,
llevando a cabo un analisis simple de la varianna{vay ANOVA) que permitio
determinar si el efecto que tiene la cantidad deetpetilizada como fuente de
indculo y el pH inicial del sistema de fermentacastura sobre la produccion
acumulativa de gas e hidrégeno es significativananivel de significacion del
95% @ = 0,05).

Con el fin de comparar las curvas de producciomidedgeno obtenidas
para diferentes condiciones experimentales fuecaelado un modelo simple
capaz de simular la produccion acumulativa de hieind en discontinuo. En
concreto, fue utilizado el modelo de Romero (Rom8®1) que parte de la base
de que un proceso fermentativo puede ser repreemeediante el esquema
correspondiente a una reaccion autocataliticaa ejué¢ los microorganismos son
los que confieren dicho caracter autocataliticadieh su capacidad reproductiva.
Para procesos en discontinuo este modelo contdmpleuacion 4.2 que expresa
la produccion acumulativa de hidrégesio funcion del tiempo considerando una
cinética de primer orden (que han sido ampliamerniézadas en procesos

fermentativos).

P, =P, [l-e*mt) (Ec. 4.2)

)

donde Py es la produccion acumulativa de hidrogeno (mL)femcion del
tiempo; Pmax €S la maxima produccién de hidrégeno (generadeodd el sustrato
biodegradable es convertido en hidrogeno) (M) €S la maxima velocidad de
crecimiento de los microorganismos en unas conuésiodeterminadas thy t es el

tiempo (h).

Las graficas de la produccion acumulativa de hieindégpara los diferentes

sistemas fueron generadas con Origin 6.1.
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4.4. RESULTADOS.

4.4.1. Ensayo en discontinuo variando la cantidacge dndéculo
afiadida y el pH inicial.

4.4.1.1. Produccién de hidrégeno.

La figura 4.2 muestra el volumen de gas acumuladdalzo de 6 dias de
funcionamiento en los diferentes sistemas utilizadl@ aplicacion de un analisis
simple de la varianza (one-way ANOVA) a los datbseaidos para los sistemas
que trabajaron con diferentes masas de in6culo miesmo pH revel6 que las
producciones acumulativas de gas no son signifeaiente diferentes a un nivel
de confianza del 95% (en la tabla A.1 del Anexo Astan recogidos los
resultados del analisis estadistico). Por lo taateantidad de pellet utilizada no
presenta un efecto significativo sobre la produteiéumulativa de gas a pH 5,0 y

a pH 7,0. Los sistemas B1 y B2 (blancos) no presentproduccion de gas.

pH=7,0
pH=5,0

Volumen de gas acumulado (mL)

8

12
Masa de pellets en el in6culo (gramos)

Figura 4.2. Volumen de gas acumulado en los sistemale produccion de
hidrégeno en discontinuo evaluados a pH 5,0y 7,0.

En base a estos resultados han sido consideradas oéplicas los

sistemas evaluados al mismo pH con diferente masandculo. Bajo esta
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consideracion en la figura 4.3 esta representadardduccion acumulativa de

hidrogeno frente al tiempo para los sistemas edalua pH 5,0y 7,0.

140
120 A
100 A
80 A
60 A
40 A
20 A

0 25 50 75 100 125 150
Tiempo (h)

Volumen acumulado de H (ml)

¢ pH50 ® pH7,0 —ecnpH50—-ecnpH 7,0

Figura 4.3. Evolucién de la produccién acumulativade hidrégeno y su ajuste al

modelo de Romero para los sistemas evaluados a pi Yy 7,0.

Con el fin de comparar los datos experimentalesofu@justados a la
ecuacion de Romero (4.2) siendo representados éigula 4.3 las curvas de
ajuste a dicha ecuacién. Los valores obtenidos glgrarametrd®,,., fueron 95,6
y 120,6 ml hidrégeno, y para el paramatrg, fueron 0,052 y 0,035 hpara los
sistemas a pH 5,0 y 7,0 respectivamente. Los deefes de determinacion
obtenidos fueron 0,996 y 0,944 para los sistemad &,0 y 7,0 respectivamente
(en la tabla A.2 del Anexo A.l estan recogidos fesultados del ajuste). Esto
indica que existe una adecuada correlacion de ddupcion acumulativa de
hidrogeno al modelo de Romero para los datos axpeatales obtenidos en los
sistemas evaluadq&® >0,944). A su vez, la produccion de hidrégeno para los
sistemas evaluados a pH 7,0 fue ligeramente suparia produccién de los
sistemas evaluados a pH 5,0. Sin embargo, un ensilisple de la varianza (one-
way ANOVA) indica que las diferencias encontradasson significativas a un
nivel de confianza del 95% (en la tabla A.3 del Ymé\.| estan recogidos los
resultados del andlisis estadistico). Por lo taendas condiciones experimentales
evaluadas el pH utilizado no present6 un efectoifstgtivo sobre la produccion

acumulativa de hidrégeno.
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En la figura 4.4 esta representado el contenidsaéidos totales (ST) y
sélidos volatiles (SV) y la demanda quimica de er@(DQO) de los diferentes

sistemas evaluados.

pH=7,0

Figura 4.4. Resultados de ST, SV y DQO para los wsas de produccion de

hidrogeno en discontinuo, evaluados a pH 5,0y 7,0.

Con respecto al contenido en solidos de los sisemdafinal del
experimento, no fueron observadas diferencias adasial pH al que fue llevado
a cabo la fermentacion. Los sistemas con diferpHtey una misma cantidad de
in6culo presentan un contenido similar de ST ydeon respecto a la DQO, en
los blancos permanecié en un rango de valoresas@sila los obtenidos por los
sistemas de fermentacion. Esto fue debido a queniarsion de los pellets en
agua genero6 la solubilizacién y la acidificacionl@enateria organica presente en
el lodo seco (Kalogo y Bagley, 2008). Es de destgc® la materia organica
contenida en el lodo, aunque generd un valor &t®QO soluble, por si misma
no presentd produccion de hidrégeno. El diferemtervde DQO obtenido para
los fermentadores guardo relacién con el conteimibial de in6culo adicionado
y con la acidificacion del sustrato adicionado. Blbw, los sistemas con mayor
contenido en pellets de biosdlido presentaron uR® nayor.
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4.4.1.2. Produccién de acidos grasos volatiles (AGV

En la figura 4.5 estan representados los conten&tosacidos grasos
volatiles (AGV) de cada sistema evaluado.
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g
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Figura 4.5. Concentracion final de AGV en los blanas (gréfica a), sistemas a pH
5,0 (gréfica b) y sistemas a pH 7,0 (grafica c); &tico (Ac); Propidnico (Ppc);
Isobutirico (Ibc); Butirico (Bc); Isovalérico (Ivc); Valérico (Vc); Isocaproico
(Icp); Caproico (Cpc).
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Si son comparados los contenidos en AGV de los cbanpuede
observarse como la acidificacion del lodo seco a 5B gener6 un mayor
contenido de AGV, en particular de acido acétianeEcaso de los fermentadores
evaluados a pH 5,0 y pH 7,0, la cantidad de adiético al final del experimento
fue mayor cuanto mayor fue la masa de pellets @ucio al sistema, dado que el
contenido en acido acético final comprende la gen@n desde la misma materia
organica contenida en el lodo seco junto con elgniente de la acidificacion del
sustrato adicionado. Con el resto de los acida®miportamiento fue similar. Es
de destacar que la presencia de acido caproicoefieetada en los fermentadores,
pero no en los blancos. La generacion de &cidoomapno implica un mayor
rendimiento de hidrégeno ya que su formacién ha sixplicada mediante una
fermentacion secundaria a partir de dos sustratasol y acido acético o bien
etanol y acido butirico. Asi, la aparicion de acadproico entre los productos
finales es una indicacion de que una solventoggsagificativa ha tenido lugar,
y por lo tanto el rendimiento de la produccion fentativa hidrégeno es bajo
(Ding et al., 2010).

En base a los resultados de este ensayo los remattlizados en los
posteriores estudios fueron cargados con 4 gramdsdd seco (menor cantidad
de in6culo evaluada) por cada 250 mL de volumeredetor y no fue realizado

un ajuste del pH inicial.

4.4.2. Ensayo en discontinuo variando la temperatur

4.4.2.1. Produccion de hidrégeno.

Los sistemas evaluados a 35 °C iniciaron la pradoncde gas de forma
inmediata y la cesaron transcurridas 72 horas desdeontaje. Dichos sistemas
presentaron un contenido medio de hidrogeno enasldg 21,8+0,9% y un
contenido maximo de 27,7+0,7%. Sin embargo, loermsias evaluados a 55 °C
iniciaron la produccién de gas transcurridas 48afialesde su montaje y la

cesaron tras 120 horas de funcionamiento. En este €l contenido medio de
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hidrogeno en el gas fue de 53,8+1,0% y el contemdximo de 65,6+1,1%.
Ninguno de los sistemas evaluados presentdé metarbgas generado indicando
la ausencia de actividad metanogénica. Cheong ysétarf2007) obtuvieron
resultados similares cuando estudiaron la aplicaddmo inéculo de lodo
bioldgico, obtenido de una planta de tratamientagléas residuales animales, en
un sistema de produccion de hidrogeno por ferménmtascura a 55 °C. En dicho
estudio fueron alcanzados contenidos de hidrégera gas generado de hasta el
64%. A su vez, los porcentajes de hidrogeno eraglggnerado en los sistemas
evaluados a 35 °C estan dentro del rango obseryamo otros autores
comprendido entre el 14% y el 31,5% (Gomez et 2009). Respecto a la
duracién de la fase lag, Shin et al. (2004) obtavieesultados similares a los
presentados en este trabajo. Los autores estudiaretiante ensayos en
discontinuo la produccion de hidrogeno a partireiduos de comida utilizando
un indculo mixto, en régimen mesofilico y termafili Ellos observaron que la
fase lag de los sistemas termofilicos fue mayorlgu los sistemas mesofilicos
situandose en el rango de 23-11,7 h y 3,6-0,1 $petivamente. Este mayor
tiempo de adaptacion es consecuencia de la nedesidalas bacterias de
modificar su estado fisiologico al nuevo entorna.thbla 4.3 recoge los valores

de los parametros de rendimiento de los dos sistestadiados.

Tabla 4.3. Parametros de rendimiento de los sistermaevaluados en régimen

mesofilico (M) y en régimen termofilico (T).

Parametros M T
% H, en el gas 21,8+0,9 53,8+1,0
% H, max. en el gas 27,7+0,7 65,6+1,1

Produccion acumulativa especifica de gas (mL gasBY ajimentado) 83,0+2,5 117,4+3,2

Produccion acumulativa especifica de H(mL H /g SVaimentado) 19,2+1,1 61,9+2,1
STiinates (/L) 18,2+0,7 3,70,2
SViinates (9/L) 15,8+0,5 2,90,2
% Destruccion SV 41,00+0,04 | 38,00+0,05
% Eliminacion DQO¢ (mg/L) 17,00+0,03 | 20,00£0,04

+: desviacion durante la fase estable o stady state
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Los resultados de produccion de hidrogeno muesjtan los sistemas
termofilicos son mas eficientes que los sistemasoffieos. Los sistemas
evaluados a 55 °C alcanzaron valores mas elevadpsoduccion especifica de
gas (PEG) acumulada al final del ensayo respebtbs aistemas evaluados a 35
°C, situandose las producciones en 117,4+3,2 mig @¥%jimentadoy 83,0£2,5 mL
gas/g SMimentade respectivamente. De este modo, la produccioncésge de
hidrogeno acumulada fue 3,3 veces mayor en losnsést termofilicos (61,9+2,1
ML H; gas/g SV¥imentadd que en los sistemas mesofilicos (19,2+1,1 migH
SVaimentadd. ESt0S resultados concuerdan con los observamtdShn et al. (2004)
al evaluar la produccién de hidrogeno en régimamdélico variando la
concentracion de SV de la alimentacion (que cansest residuo de comida).
Para una concentracion de 3 g/L de SV la producegpecifica de hidrégeno
observada fue 46,1 mLH SVaimentadoy Para una concentracion de 6 g/L de SV
la produccion especifica de hidrogeno fue 91,5 mlg FbVajimentade A SU VEZ,
Gobmez et al. (2009) estudiaron la produccién dedhigho en régimen mesofilico
a partir de residuos de comida con un 3% de STligantdo un indéculo mixto.

Ellos observaron una produccion especifica de eho en el rango de 19-26 mL

HZ/g SValimentado

Respecto al resto de los parametros medidos eresigo son realizadas
las siguientes consideraciones. La concentracio8Tdeisminuyd en el sistema
evaluado a 35 °C de 20,2+0,9 a 18,2+0,7 g/L y |&dede 17,9+0,6 a 15,8+0,5
g/L. En el sistema evaluado a 55 °C la concentnad@ST disminuyo de 4,3+0,3
a 3,7£0,2 g/L y la de SV de 3,8+0,3 a 2,9+0,2 gHl.porcentaje de destruccion
de SV fue del 41,00£0,04% en el sistema evaluad® %C y del 38,00+0,05% en
el sistema evaluado a 55 °C. Estos porcentajesueaten con los valores
obtenidos por otros autores (Pan et al., 2008; Gdhal., 2009). Asimismo, el
porcentaje medio de eliminacion de DQO soluble dieé 17,00+0,03% en el
sistema mesofilico y del 20,00+£0,04% en el sistegmaofilico. Estos valores de
eliminacién de DQO soluble (préximos al 18%) caitesi con los observados por

diversos autores (Cheong y Hansen, 2007; Kalogagfey, 2008).
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4.4.2.2. Produccion de acidos grasos volatiles (AGW

etanol.

Durante el proceso de fermentacion la formacionhadégeno esta
acompafada de la produccion de AGV y de solvemtes gjemplo, el etanol).
Ambos son productos microbianos solubles. Las aureaones de estos
productos liquidos son un reflejo del metabolism® Ids microorganismos
productores de hidrodgeno. De este modo, la digtidoude AGV y solventes en la
fase liqguida son buenos indicadores de la evolu@énla produccion de

hidrogeno.

La figura 4.6 representa la evolucion de los AGV les sistemas

estudiados.
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Figura 4.6. Evolucion de la concentracion de AGV elos sistemas evaluados a
35 °C (grafica a) y a 55 °C (gréfica b).

120



4. PRODUCCION DE HIDROGENO UTILIZANDO PELLETS DE BIOSOLIDO COMO FUENTE DE INOCULO.

El acido butirico y el acido acético fueron losdaéds mayoritarios en
ambos sistemas. En el sistema mesofilico exist@ m@pida acumulacion de
ambos acidos desde las primeras horas de funcientamimanteniéndose la
concentracién de acido butirico por encima de l&centracion de acido acético.
En dicho sistema las concentraciones medias de &citlrico y de acido acético
fueron 626+32 mg/L (7,1mM) y 419+26 mg/L (7,0mMgspectivamente. Sin
embargo, en el sistema termofilico dicha acumutativo lugar tras 48 horas
coincidiendo con el inicio de la produccion de das.este caso, una vez iniciada
la produccion de gas la concentracion de acidoibotiue ligeramente superior a
la concentracion de acido acético, excepto al fidal ensayo donde la
concentracién de acido acético experimentd un atomém dicho sistema las
concentraciones medias de acido butirico y de &adético fueron 354+23 mg/L
(4,0mM) y 388+30 mg/L (6,5mM), respectivamente.

El ratio &cido butirico/acido acético (B/A) en baselar puede variar con
las condiciones de crecimiento microbiano duramtpreceso de fermentacion
(tales como concentracion de sustrato, pH y tenyr@day ha sido utilizado por
diversos autores para indicar el progreso de ldym@on de hidrégeno (Chen et
al., 2001; Kim et al., 2006a, 2006b). En este fahzs valores de los ratios B/A
de ambos sistemas no son comparables ya que noestdn afectados por
variaciones de temperatura sino también por varm&s en la concentracion de
sustrato. Sin embargo, la tendencia del ratio Biégnte a la produccion de

hidrégeno puede ser estudiada en cada sistema.

La figura 4.7 muestra la evolucién seguida poagbrB/A y la produccion

diaria de hidrogeno para los dos sistemas estusliado
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Figura 4.7. Evolucion del ratio B/A y la producciondiaria de hidrégeno en los

sistemas evaluados a 35 °C y a 55 °C.

La grafica anterior indica que ambos parametrosyagb B/A y la
produccion diaria de hidrogeno, siguieron la migeradencia sugiriendo que la
formacion de acido butirico favorece la produccdm hidrégeno. Resultados
similares fueron observados por otros autores (€hah, 2001; Kim et al. 2006a,
2006b; Lin et al., 2006). Sin embargo, en el sistéenmofilico el suave descenso
que experimentd el ratio B/A en el intervalo damj® 96-120 horas estuvo
asociado a un descenso pronunciado en la produdeidndrégeno. ElI aumento
de la concentracion de acido acético asociadodestainucion de la produccion
de hidrogeno (y sin produccioén significativa de amety acido propidnico) pudo
ser debido a la actividad de bacterias homoaceimagentermofilicas. A
temperaturas termofilicas, bacterias homoacetoggmizmadoras de esporas (por
ejemplo, Clostridium thermoaceticunand Clostridium thermoautotrophicum
pueden producir acido acético desde hidrégeno xiabdde carbono en base a la

ecuacion (4.3) (Collet et al., 2003; Cheong y Han&007). Esta hipotesis no
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pudo ser confirmada ya que no fue realizado unisaamatle la poblacion
microbiana del reactor termofilico al final del aps (tras 120 horas de

funcionamiento).

4H, + 2CQ—» CH3COOH + 2HO (Ec. 4.3)

Por otro lado, la concentracion de @tam el sistema termofilio fue nula
mientras que en el sistema mesofilico fue obseruadaconcentraciéon media de
30+7mM. La produccion de solventes tiene un efeetgativo en la produccién
de hidrégeno (Yan et al., 1988). Esta observac@ntwerda con los resultados
obtenidos en este trabajo donde la formacion deoktontribuy6é a disminuir la
produccion especifica de hidrégeno en el sistemsofiieo respecto al sistema
termofilico. Lay y Noike (1999) observaron quengiremento del pH conducia a
un cambio metabdlico desde la produccion de AG¥ prbduccion de alcoholes,
ocasionando un descenso de los rendimientos dégleido. Gomez et al. (2009)
detectaron etanol durante la produccién de hidrogerpartir de residuos de
comida operando a 35 °C y en un rango de pH err¢ 5,0. En este estudio,
bajo condiciones de agitacion y utilizando un reside comida con un 3% ST y

un inéculo mixto sin pretratamiento, la concentbaanedia de etanol fue 22 mM.

4.4.2.3. Analisis microbioldgico.

La comunidad microbiana en los sistemas termofilicmesofilico fue
analizada mediante la técnica PCR-DGGE. Los patralee bandas obtenidos
estan recogidos en la figura 4.8. Para el sisterasofilico fueron analizadas
muestras tomadas tras 24, 48 y 72 horas de fumniento. Para el sistema
termofilico fueron analizadas muestras tomadas #dsy 96 horas de
funcionamiento. Las bandas mas importantes obsasvat los geles fueron
cortadas y posteriormente analizada su secuerstias Eesultados estan recogidos
en la tabla 4.4.
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Figura 4.8. Perfiles de bandas obtenidos mediantedR-DGGE correspondientes

a las muestras extraias de los sistemas mesofil{éd y termofilico (B).

Tabla 4.4. Resultados de la secuenciacion corresgliente a las bandas

extraidas.
‘ N° de banda | Correspondencia ‘ Similitud (%)
‘ M1 | Clostridium butyricum ‘ 95
‘ M2 | Lactobacillus reuteri ‘ 96
‘ M3 | Lactobacillus oris ‘ 97
‘ M4 | Lactobacillus rhamnosus ‘ 94
‘ T1 | Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticun" 93

El patron de bandas obtenido en cada sistema feeedie indicando
diferencias en la comunidad microbiana estableeidacada reactor. Asi, el
namero de bandas detectado en el sistema mesdtibomayor que el detectado
en el sistema termofilico. Estos resultados sonpewables con los obtenidos por
otros autores (Lapara et al., 2002; Shin et alQ4PQuuienes sugirieron que

temperaturas elevadas pueden reducir la diversidas$pecies.
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En el sistema termofilico fue observada una bamedgminante (T1) que
fue asociada a Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticumT.
thermosaccharolyticunes un microorganismo termofilico que produce geand
cantidades de hidrogeno desde carbohidratos (Skeemal., 1980). Ueno et al.
(2001a) estudiaron la produccion termofilica derdgeno utilizando un inéculo
mixto y un medio de cultivo sintético rico en cekd. Ellos sugirieron qué.
thermosaccharolyticumestaba implicado en la fermentacion acetatodtotique
condujo a la produccion de hidrégeno. De acuerdo las caracteristicas del
estudio Ueno et al. (2001b), thermosaccharolyticumresentd un crecimiento
optimo a un pH entre 5-6 y a una temperatura d€@GOEI rendimiento de
produccion de hidrégeno obtenido fue de 2,4 maindl glucosa, una capacidad

de produccion de hidrégeno equivalente a I€dstridium butyricum

Clostridium butyricum es una bacteria estrictamente anaerobia que
fermenta carbohidratos a é&cido butirico, acido ie@étdioxido de carbono e
hidrogeno (Chen et al., 2006). Segun los resultastiisnidos en este trabajo
Clostridium butyricunmesta presente en el sistema mesofilico (banda Majic
responsable de la produccién de hidrégeno en édm&. Sin embargo, este
microorganismo no fue detectado en el reactor tdliocmm Este resultado
concuerda con los obtenidos en otros estudios d/aa cabo en régimen
termofilico donde bacterias del gen&lostridiumno fueron observadas (Shin et
al., 2004; Ahn et al., 2005).

A su vez, en el sistema mesofilico fueron observads bandas (M2, M3
y M4) las cuales fueron estrechamente relacioneolasas especidsactobacillus
reuteri, Lactobacillus oris Lactobacillus rhamnosusrespectivamente. Todas
ellas son bacterias anaerobias facultativas quéupem acido lactico como
producto final mayoritario en la fermentacién deboaidratos (Kim y Chun,
2005; Lee et al., 2006a). Las bacterias acidodastpueden clasificarse en dos
categorias: bacterias homofermentativas y bactdneterofermentativas. La
homofermentacion produce Unicamente acido lactmmoc producto final del
metabolismo de la glucosa. Sin embargo, las bastecido lacticas
heterofermentativas fermentan 1 mol de glucosan@llde acido lactico, 1 mol

de etanol y 1 mol de didxido de carbono. De estelandos cambios en la
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comunidad microbiana del reactor mesofilico, desdeconsorcio que contiene
principalmente bacterias productoras de hidrég€Hos(ridium spp. a otro que
contiene principalmente bacterias productoras ddoatactico (actobacillus
spp), coinciden con una menor produccion de hidréoggnm aumento en la

concentracion de etanol, respecto al sistema térowof

4.4.3. Ensayo en continuo: produccién de hidrégenen un

biorreactor de membrana (MBR).

4.4.3.1. Produccién de hidrégeno.

La figura 4.9 presenta la evolucion de la produtc&specifica de
hidrégeno (SHP) en los dos sistemas estudiados. Este pararoetcafculado en

base al volumen de hidrégeno producido por SV aitado al reactor.
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Figura 4.9. Evolucién de la produccion especificaedhidrogeno en los sistemas

con retencion de biomasa en régimen termofilico (3%) y mesofilico (35 °C).
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El sistema mesofilico comenz6 a producir hidrogdadorma inmediata
tras su montaje. Por ello en este sistema fueantécia retencion de biomasa
mediante filtracion con membrana el dia 2. El maeicanzé una produccion
estable de hidrégeno a partir del dia 7 de funcioeato en el rango de 9,8-22,1
ML Hy/g SVaimentade SiN €mbargo, el sistema termofilico presento iasa lag
mas larga (tal y como ocurrio en el ensayo en dismoo) y la retencion de
biomasa no pudo ser iniciada hasta el dia 5. Arpdeteste momento mantuvo

una produccion especifica de hidrogeno en el r&@3g062,0 mL H/g SVajimentado

Ambos sistemas estuvieron caracterizados por undupcion de biogas
estable con un contenido medio de hidrogeno del+23/% para el sistema
mesofilico y del 48,2+2,5% para el sistema terrnoafil Nada de metano fue
detectado en el biogas generado en los reactosts.iilica que las bacterias
metanogénicas fueron completamente eliminadas onsdas de los reactores
MBR donde fue utilizado un tiempo de retencién diédss (TRS) de 12,5 dias.
Lee et al. (2009) tampoco detectaron metano eioghb generado en un reactor
MBR operando con un elevado TRS (90 dias), 35 &p# 5,5. Sin embargo en
este estudio el in6culo, procedente de un digedtotodo de una planta de
tratamiento de aguas residuales, fue sometido pretnatamiento térmico. Del
mismo modo, Oh et al. (2004) evaluaron la produtdé hidrogeno en un MBR
operando a 35 °C y a pH 5,5 con un TRH en el ral®y8,3 a 5,0 horas y con un
TRS en el rango de 3,3 a 4,8 horas. Para ello senmetun indculo mixto a un
pretratamiento térmico para eliminar las bactenetanogénicas no formadoras
de esporas. Bajo estas condiciones la metanogé&mesompletamente suprimida
y nada de metano fue detectado en el biogas. Dms essultados, puede
concluirse que un factor importante que limitd ekcamiento de bacterias
metanogénicas en los reactores MBR fue el pretratamtérmico del inéculo y
el continuo control del pH (a 5,5) (Fang y Liu, 2D0 En el presente trabajo el
empleo de pellets de biosoélido y el control del géhtro del rango 5,0-6,0
también permitio suprimir la metanogénesis en ceast MBR operando en
régimen termofilio y mesofilico y no fue necesaniopretratamiento adicional del

indculo.
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La tabla 4.5 recoge los valores medios de los patrés de rendimiento

de los dos sistemas evaluados.

Tabla 4.5. Parametros medios de rendimiento de lagactores con acumulacion
de biomasa evaluados a 35 °C (Rm) y a 55 °C (Rt).

Parametras Rm Rt
Produccion diaria de gas (mL/d) 72,7£3,1 | 115,7+4,2
% H, en el gas 23,4+1,7 | 48,2+2,5
Produccion de hidrégeno (mL B/L reactor*d) 33,6+2,8 | 108,4+3,7

Produccion especifica de hidrégeno, SIR (mL H./g SVajimentado) 17,9+1,2 57,6£2,3

STpurga (Q/L) 13,3+0,9 9,5+0,3
SVpurga (9/L) 10,0+0,7 = 8,4+0,3
DQopermeado (Q/L) 1,8+0,2 1,3+0,2

! los valores medios corresponden al periodo condjide entre el dia 7 y el dia 31.

La produccion de hidrogeno en el reactor MBR tefhoof (108,4+3,7 mL
Ho/Lieactord) fue 3,2 veces mas alta que en el reactor MBRsafileco
(33,6+2,8mL H/Leactofd), reflejando una productividad de hidrégeno rakka en
el régimen termofilico. Un resultado similar fuetatido en el ensayo en
discontinuo donde la produccion de hidrogeno fdevéces mayor en el sistema

termofilico que en el sistema mesofilico.

Para comparar el rendimiento del reactor MBR mésofton un reactor
CSTR utilizamos los resultados obtenidos por Gomezal. (2009). Ellos
estudiaron la produccion de hidrégeno en régimesoffieco a partir de residuos
de comida similares a los utilizados en este tmaban un contenido en ST del
3% (superior al utilizado en este estudio situadl©®,6% de ST). El reactor operd
con un TRH de 3 dias, el pH fue mantenido en ejoam0-6,0 y el indculo
utilizado fue lodo digerido procedente de la estacdepuradora de aguas
residuales de la ciudad de Ledn. En condicionesgi@acion observaron una

produccion especifica de hidrégeno de 19,3 mlg I$Vaimentade UN valor similar
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al obtenido en este estudio (17,9+1,2 mYgHSVajimentadd- Sin embargo, otros
autores han observado una velocidad de produc@dndidgeno mas elevada en
reactores MBR respecto a reactores CSTR operandmsanismas condiciones.
Lee et al. (2009) estudiaron las caracteristicaa ggoduccion de hidrogeno en
reactores MBR a partir de glucosa y compararon regglimientos con los
obtenidos en reactores CSTR bajo las mismas condiside operacion (TRH 9
dias, 35 °C y pH 5,5). En estos experimentos obtami una produccién de
hidrogeno en un reactor MBR con un TRS de 90 da&3{2,56 L H/L cactord)
aproximadamente 2,6 veces mayor que la obtenidane@STR (0,95-0,97 L
Hz/L reactor d).

Respecto al contenido de sélidos de la purga, stérea termofilico
present6 un contenido medio inferior al del sistemesofilico (tabla 4.5). De este
modo, la destruccion de SV en el reactor mesofflieinferior a la del reactor
termofilico. Del mismo modo, el valor medio de 10O del permeado fue
ligeramente inferior en el sistema termofilicovglor del ratio SV/ST del reactor
MBR mesofilico (0,75) fue similar al observado ¢émeactor CSTR evaluado por
Gomez et al. (2009) (0,71).

4.4.3.2. Produccion de &cidos grasos volatiles (AGV

La figura 4.10 representa la evolucion de los AGhalaados en el
permeado obtenido en los sistemas estudiados.riceotracion de AGV mas alta
correspondio en ambos sistemas al acido butirié8+34 mg/L a 35 °C y 243125
mg/L a 55 °C) seguido del &cido acético (463+31/Lnag35 °C y 227+23 a 55
°C). El ratio molar medio B/A en el sistema mesddilfue 0,69 y en el sistema
termofilico fue 0,73. Estos valores son relativareemas bajos que los
observados en otros trabajos (Lin et al., 2008; etial., 2008) y no guardan la
misma relacion que han encontrado otros autoresraparar los ratios B/A en
régimen termofilico y mesofilico. Lin et al. (2008%tudiaron la produccion de
hidrogeno desde xilosa y observaron que bajo camgis termofilicas los ratios

B/A fueron dos veces mas altos que en condicioresofilicas. Esto indica que
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los valores medios de los ratios B/A para la producde hidrogeno varian con el
tipo de sustrato y cultivo. Bajo las condiciones efte estudio un ratio B/A
inferior a la unidad fue favorable para la prodancile hidrégeno y un aumento
de la temperatura incrementd la produccién de pehé via fermentacion

butirica y acética.

AGV (mg/L)

AGV (mg/L)

Tiempo (dias)

——Acético —e—Propiénico —#—Butirico —<Valérico —— Caprdico

Figura 4.10. Evolucién de la concentracion de AGVrelos sistemas evaluados a
35 °C (grafica a) y a 55 °C (grafica b).

Un incremento en la concentracion de acido prop@®ifue observada en
el régimen mesofilico (330+21 mg/L) respecto alim@mn termofilico (10+3
mg/L). Resultados similares fueron observados ar ¢t al. (2009) que también

detectaron una concentracion significativa de agipionico (106-840 mg/L)
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durante la produccion de hidrégeno a partir glucesaun MBR a 35 °C. Los
autores reflejaron el hecho de que el cambio en mto
Alimentacién/Microorganismos (F/M) que tiene lugdurante la produccion
continua de hidrégeno en un MBR puede afectar @b tle fermentaciéon
anaerobia favoreciendo la produccion de acido propo. En el presente trabajo
este efecto no fue observado a 55 °C. En genaratptuccion de acido acético y
acido butirico favorece la produccion de hidrogémhms moles de hidrégeno son
producidos con la produccion de un mol de &ciddrioboto de acido acético)
mientras que la produccion de un mol de acido propo consume 1 mol de
hidrogeno (Antonopoulou et al., 2008). De esta mank baja produccion de
hidrogeno en el régimen mesofilico pudo ser ocasiarpor una produccién mas
alta de acido propiénico que consume hidrogencetlal. (2009) asociaron la
fermentacion propionica a bajos rendimientos dedgeno utilizando como

sustrato melaza en un proceso en continuo en otoréaSTR.

Ambos sistemas estuvieron caracterizados por laepota de acido
caproico (17014 mg/L y 18t6 mg/L en los sistenaa85 °C y 55 °C,
respectivamente). En el sistema mesofilico la aunaeion de acido caproico
aumentd y después descendio, estabilizandoseiadwrtlia 18 en 81+17 mg/L.
La aparicion de acido caproico entre los produtittales es una indicacion de
gue una solventogénesis significativa ha tenidadtal y como fue explicado en
el apartado 4.4.1.2) ocasionando una disminuciénelemendimiento de la
produccion fermentativa hidrogeno (Ding et al., @01
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4.5. CONCLUSIONES.

4.5.1. Respecto a la produccion de hidrogeno encaliginuo

variando la cantidad de in6culo afiadida al sistem&l pH inicial.

Los pellets de biosélido fueron una fuente de itM@decuada para los
sistemas de produccion de hidrogeno por fermemagsgura utilizando
como sustrato residuos vegetales de comida. Ladeantle pellets de
biosdlido afiadida a los sistemas discontinuos déuacion de hidrégeno
no afectd de forma significativa a la producciérgds generada. A su vez,
el ajuste del pH inicial a valores de 5,0 y 7,0 gjercid un efecto

significativo sobre la produccién acumulativa deérégeno.

La inmersion de los pellets de biosolido en ageraegd la solubilizacion y
la acidificacion de la materia organica presenteekefodo seco. Dicha
materia organica contribuyé a aumentar la DQO d$elulta concentracion
de AGV (estos ultimos especialmente a pH 5,0), pergresentd por si

misma produccion de hidrégeno.

4.5.2. Respecto a la producciéon de hidrégeno encaiinuo

variando la temperatura.

132

Los pellets de biosélido son una fuente de inéadecuada para la
produccion de hidrégeno en régimen mesofilico yntéilico. El sistema
termofilico presenté una fase lag mayor que eksiat mesofilico como
consecuencia de la necesidad de las bacterias #icaodu estado

fisiologico al nuevo entorno.

Los sistemas termofilicos no iniciaron la produncite hidrégeno cuando
fueron arrancados con alimentaciones con un pajeedé! 3% de ST, fue
necesario reducir este porcentaje hasta 0,5%.r¢cw@o de hidrogeno en

el gas en el sistema termofilico fue superior dstema mesofilico. A su
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vez, el sistema termofilico presentd una produccespecifica de

hidrogeno 3,3 veces mayor que la del sistema miesofi

El etanol no fue generado en condiciones termaSlipero si en
condiciones mesofilicas contribuyendo a disminair droduccién de

hidrogeno.

El patrén de bandas obtenido mediante la técnidd-BGGE durante el
analisis de la poblacion microbiana presente esistéma mesofilico y
termofilico, sugiere que un aumento de la tempeatdujo la diversidad

de especies.

En el sistema termofilico la produccion de hidragdne asociada a
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticupm en el sistema
mesofilico fue asociada @lostridium butyricum.Segun otros estudios
ambos microorganismos presentan una capacidadsigeilproduccion de

hidrogeno (2,4 mol Bmol glucosa).

La presencia de bacterias acido lacidasc{obacillus spp.en el sistema
mesofilico contribuyd a disminuir la produccion lddrogeno y aumentar

la concentracion de etanol, respecto al sistemaofilico.

4.5.3. Respecto a la produccion de hidrégeno entowo en un

biorreactor de membrana (MBR).

Las condiciones de operacion fueron adecuadasghianaar o suprimir

las bacterias metanogénicas de los reactores MBRedfue utilizado un
tiempo de retencion de solidos (TRS) de 12,5 diasgste modo, no fue
detectado metano en el gas generado tanto en megmesofilico como en

régimien termofilico.

El contenido de hidrogeno en el sistema termofifio® superior al del
sistema mesofilico y la produccion de hidrogenoeémreactor MBR

termofilico fue 3,2 veces mas alta que en el redd®R mesofilico. De
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este modo, un aumento de la temperatura incremanpdoduccion de

hidrogeno via fermentacion butirica y acética, autaredo el ratio B/A

- La baja produccion de hidrogeno en el régimen niesmfpudo ser
ocasionada por una produccién mas alta de acigugmico que consume
hidrogeno y de acido caproico asociado a solven&xgig significativas.
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5.1. INTRODUCCION.

5.1.1. Proceso de produccion de hidrogeno y metanalos etapas.

El rendimiento del proceso de produccion de hidnégeor fermentacion
oscura esta limitado por una transformacion méaeamaidroégeno del 33% de la
DQO contenida en los residuos (considerando glycdssto significa que al
menos un 66% de la DQO de los residuos permanee¢ effuente del sistema
cuyos componentes principales son acidos grasasiles|(AGV) (Bartacek et al.,
2007). Por ello el proceso de tratamiento de resicaor fermentacion oscura
requiere una segunda etapa cuyos objetivos son naamel rendimiento
energético del proceso y lograr un producto firsthlele reduciendo el potencial
de la materia organica a pudrirse. Para ello Warg.g2003) propusieron un
proceso en dos etapas que consiste en acoplaaciorenetanogénico en serie a

continuacion del reactor de produccion de hidrogea@ producir hidrégeno y
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metano en etapas separadas. El tratamiento metacogke! efluente del sistema
de fermentacion oscura permite la conversion de AGSV en metano

incrementando asi la cantidad de DQO utilizada phataner energia, y a su vez
actla como una etapa de estabilizacion final dsidue. Este proceso de
produccion de hidrégeno y metano en dos etapasingtarsal proceso de

digestion anaerobia en dos etapas donde microgsrgasi acidogénicos y
microorganismos metanogénicos estan fisicamentearadps (Demirel y

Yenigin, 2002).

El proceso de producciéon de hidrégeno y metanoasnedapas ha sido
estudiado por numerosos autores (Gomez et al.,; Z0@6nopoulou et al., 2008;
Zhu et al., 2008; Venetsaneas et al., 2009) y éssiltados obtenidos muestran
procesos estables durante largos periodos de ti@émgges). Dichos estudios han
sido realizados en su mayoria a escala de labmratoescala semi-piloto. Un
estudio del proceso a escala piloto fue realizamtoVgang y Zhao (2009). Los
autores evaluaron la produccion de hidrogeno pondatacion oscura utilizando
un reactor de tambor giratorio seguido de un reagtetanogénico (con un
volumen de trabajo de 200 L y 800 L, respectivaeeri proceso fue estudiado
bajo condiciones mesofilicas y utilizando como el cultivo mixto contenido
en el residuo de comida utilizado como sustratoo @®studio a escala piloto fue
realizado por Lee y Chung (2010) utilizando comstrsio residuo de comida, los
autores realizaron una evaluacion econdmica segurubl el proceso de
produccion de hidrogeno y metano tiene un mayoerpmél para recuperar

energia que el proceso de produccion de metano.

5.1.2. Recirculacién de lodo digerido a la etapa peduccion de

hidrogeno.

Un beneficio asociado al proceso de produccionidi®geno y metano en
dos etapas consiste en la posibilidad de redusirdquerimientos de alcalinidad
externa para la regulacién del pH en el reactdridedgeno. Esto es debido a que

en el proceso en dos etapas hay un incremento &ledbnidad durante la fase
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metanogénica ya que los AGV presentes en el e8ludelt reactor de hidrogeno
son eliminados en el reactor de metano, recuperdadsste modo la alcalinidad
externa afiadida. Por lo tanto, una estrategiarpdiir la cantidad de alcalinidad
externa que es necesario afiadir al reactor dedadodpara el control del pH
consiste en la recirculacion del efluente, o de waecion del mismo, desde la
fase de produccidon de metano a la fase de produad® hidrégeno. Esta
estrategia permite reducir los costes de operaaswriados al consumo de
agentes quimicos necesarios para la regulaciophiel a su vez evita generar
efluentes con alta conductividad derivada de lé®mas afiadidos como alcali y
que inhiben la producciéon de biogas en el reactetanogénico (Kyazze et al.,
2007).

Kraemer y Bagley (2005) propusieron la recirculadi@ una fraccion del
efluente metanogénico a los sistemas de fermemtaxséura y observaron una
reduccion de la cantidad de alcalinidad necesaden el control del pH
acompafada de una disminucién en los rendimien¢okidrégeno. Los bajos
rendimientos de hidrogeno observados durante lecudacion fueron asociados
con la introduccion de microorganismos metanogénicale microorganismos
gue generan productos reducidos (por ejemplo, duidpionico y etanol). Por
ello los autores sugieren la necesidad de una elagae-tratamiento mediante
filtracion con membrana para el liquido recirculape permita la eliminacion de

dicha microflora.

Sin embargo, esta estrategia basada en la reci@olfue evaluada con
resultados satisfactorios por otros autores sinelzesidad de una etapa de pre-
tratamiento para el efluente recirculado. Estediueaso de Lee et al. (2010) que
evaluaron la recirculacion de lodo precipitado éesa reactor de metano de 40 L
a un reactor de hidrégeno de 10 L. Dicha operaftiérestable durante un periodo
de 150 dias con un rendimiento de hidrégeno den209H,/g SV afiadido. En
este estudio el pH del reactor de hidrogeno fuetemé&to en el rango 5,4-5,7
mediante la recirculacion del lodo digerido, ellqua@sento una alta alcalinidad,

de modo que no fue necesario afiadir reactivosgjastar el pH.
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5.2. OBJETIVOS.

El objetivo general de este capitulo es el estddigroceso de produccion
de hidrogeno y metano en dos etapas con y sinéadite sobrenadante digerido
en la etapa de produccion de hidrégeno, para detarnsi dicha estrategia
permite reducir los requerimientos de alcalinidadapga regulacion del pH en el
reactor de hidrogeno, asi como para identificavsoéfectos adicionales causados

por la adicién del sobrenadante digerido.
Entre los objetivos especificos estan los sigugente

% Evaluacion a escala de laboratorio del efecto, a&nproduccion de
hidrégeno y en el consumo de alcalinidad, de lzi@dial sistema de
fermentacion oscura de sobrenadante digerido dm grevio tratamiento
en un sistema de filtracibn con membranas de Ultesion y

nanofiltracion.

< Evaluacion del rendimiento de hidrogeno en un ogacte mezcla
completa con un volumen de trabajo de 25 L en régimmesofilico y
utilizando como sustrato residuos de comida carcida proteica:

o Estudio del efecto de la adicion de sobrenadamgeridio sin pre-
tratar sobre el rendimiento de hidrogeno y el comsude

alcalinidad.

o Evaluacién de la etapa de metanizacién postenmounereactor de

mezcla completa en régimen mesofilico.
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5.3. MATERIAL Y METODOS.

5.3.1. Metodologia experimental.

Este estudio comenz6 con un ensayo a escala datelo para comparar
el rendimiento de sistemas de fermentacibn oscuemdo son recirculados
efluentes de sobrenadante digerido sin pre-trafaestratados en una unidad de
filtracion con membranas planas de diferentes tasafé poro. Posteriormente
fue evaluado un proceso de produccion de hidrégenetano en dos etapas a

escala piloto con y sin recirculacion de sobrentddigerido.

5.3.1.1. Adicién de sobrenadante digerido (con yrsipre-
tratamiento de filtracion) en un sistema de fermerdcion oscura a

escala de laboratorio.

En este ensayo el sustrato utilizado consistio rmresiduo de comida
generado en una fruteria (Al). Dicha mezcla coatdimicamente frutas y
verduras y fue descrita en el capitulo Materialepleados y Métodos Analiticos.
El in6culo utilizado fue lodo digerido con una centracion de sélidos totales
(ST) y de solidos volétiles (SV) de 22,1 g/L y 18/Q, respectivamente, y fue
descrito en el capitulo Materiales Empleados y MiésoAnaliticos. No fue
aplicado ningun pre-tratamiento al indéculo ya que foe considerada una

estrategia practica para futuras aplicaciones m egeala.

Los reactores utilizados fueron erlenmeyers de @hOsimilares a los
utilizados en el Capitulo 4 (figura 4.1). La meditidel volumen de gas fue
realizada mediante medidores de desplazamientqgui &0s reactores fueron
sumergidos en un bafio termostatizado a 34+2 °Coyigios de agitacion

magnética.

La denominacion de los reactores fue basada ercdadiciones de

operacion. Asi, el reactor WR opero sin recircdaae sobrenadante digerido, el
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reactor MR trabajé con recirculacion de sobrenadaiigerido sin pre-tratar
mediante filtracion, y los sistemas MR-1, MR-2 y ABRoperaron con
recirculacion de permeados obtenidos al sometepl@lenadante digerido a un
pre-tratamiento de filtracidbn con membrana. Dichesmeados fueron obtenidos
utilizando el sistema de membrana plana (modelo CEBL-F-1 de Koch
Membrane Systems) descrito en el Capitulo 4 (figuld. Tres membranas con
tamafios de poro de 100.000, 10.000 y 250 Daltogreifuutilizadas para obtener
los permeados que posteriormente fueron alimentadus sistemas denominados
MR-1, MR-2 y MR-3, respectivamente. Las principatzgacteristicas de las
membranas estan recogidas en la tabla 5.1. La naeaBelROTM MPF-44
operd bajo una presion de 8-10 bars alcanzadangsufizacion con nitrégeno.
Las membranas HFK-131 y HFM-180 operaron bajo umssign de 2-3 bars

alcanzada mediante la valvula de regulacién de@res

Tabla 5.1. Caracteristicas de las membranas utilizias.

Caracteristicas Descripcién pH Max.
Membrana KOCH ~
de retencion rango Temp. (°C)
SelROTMMPF-44 250 Daltons Composite, Nanofiltracion o .19 40
HFK-131 10.000 Daltons PESJltrafiltracion 2.10 55
HFM-180 100.000 Daltons PVDFUltrafiltracion 2.10 55

! PES polietersulfona
2 PVDF Polivinilideno fluorado

El sobrenadante digerido fue obtenido tras sometelodo digerido
utiizado como in6culo a sedimentacion por gravedags principales
caracteristicas del sobrenadante digerido y losngados alimentados a los

reactores estan recogidas en la tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Principales caracteristicas del sobrenatte digerido y de los

permeados.
Sobrenadante
pH 8,5 7,5 8,0 8,0
ST (g/L) 1,85 0,66 0,76 0,81
SV (g/L) 1,29 0,16 0,20 0,25
DQO (mg/L) 1667 238 476 476
Alcalinidad (mg/L) 2000 1000 1600 1600
Amonio (mg/L) 650 629 460 352
Conductividad (us/cm) 958 325 745 873
Acético 30 -- -- 24
AGV Propiénico 72 -- 44 78
(g/L) Valérico 15 - - -
Caproico 20 -- -- --

Cada reactor fue cargado con 200 mL de inéculdredacido en un bafio
termostatizado. Una vez transcurridas 24 horas ifigado el proceso de
alimentacion. La mezcla alimentada al reactor prt&san contenido aproximado
de ST del 3% tras ser diluida la mezcla Al (corcomtenido en ST del 6%) con
el correspondiente liquido de dilucion (agua pdraistema WR, sobrenadante
digerido sin pre-tratar para el sistema MR y pedosgara los sistemas MR-1,
MR-2 y MR-3).

Los reactores operaron en semi-continuo con unpteie retencion
hidraulico (TRH) de 3 dias, siendo alimentados wea al dia, y fueron
mantenidos en funcionamiento durante 60 dias (¢éxcdpsistema MR-3 el cual
operd durante 71 dias). Para ello antes de intnodncel reactor la alimentacion
fresca, el mismo volumen de liquido fue retiradd wector. EI pH de los
sistemas fue controlado de modo manual cada vezlagpieeactores fueron
alimentados, manteniéndolo entre 5,0 y 6,0 unidagediante la adicion de una
solucion alcalina. Esta solucion consistié en uraasta de NaHCg) KH,PO, y
KOH en concentraciones 40 g/l, 40 g/L y 60 g/Lpextivamente.

La fase de arranque fue estudiada por duplicadizamndo los sistemas
WR y MR-3. De este modo, el sistema MR-3 operoiameente sin adicion del
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correspondiente permeado durante 40 dias. Duratdefase de arranque solo
fueron monitorizados la produccion de hidrégend gansumo de alcalinidad.
Después de este periodo fue adicionado el corrdgptie permeado a la
alimentacion del sistema MR-3 durante 31 dias.

La figura 5.1 muestra un diagrama de flujo de &mctores utilizados en el
ensayo. El reactor 2 corresponde al reactor deupod@h de hidrogeno y el 3 a un
reactor metanogénico. En este estudio Unicamergeetaluado el reactor de
produccion de hidrogeno y el efluente metanogénidizado para obtener las
diferentes recirculaciones fue el lodo digeriddizado como inéculo.

d|

Figura 5.1. Diagrama de flujo de los reactores: (A)Reactor operando sin
recirculacion (WR), (B) Reactor operando con reciralacion de sobrenadante
metanogénico (MR), (C) Reactor operando con recirdacion de permeados
obtenidos a partir del efluente metanogénico (MR-1MR-2 y MR-3). 1.-
Alimentacién, 2.- Reactor de hidrogeno, 3.- Reactormetanogénico, 4.-
Produccion de hidrogeno, 5.- Produccién de metand.- Efluente del reactor

metanogénico, 7.- Recirculacion.
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5.3.1.2. Produccion de hidrogeno y metano en dosapas a

escala piloto con y sin adicién de sobrenadante @igdo.

El sustrato utilizado consistié en un residuo dmida elaborado a partir
de alimentos frescos (A2). Dicha mezcla fue elatereon frutas, verduras, pan,
carne y pescado de forma que cada componente firagencontribucion fija en
el contenido en ST de la mezcla, la cual fue diesem el capitulo Materiales
Empleados y Métodos Analiticos. El inéculo utilipafie lodo digerido con una
concentraciéon de ST y de SV de 22,0 g/L y 13,8 gdspectivamente, y fue
descrito en el capitulo Materiales Empleados y WliésoAnaliticos. No fue

aplicado ningun pre-tratamiento al in6culo.

El trabajo experimental fue dividido en dos faska. primera fase
consistid en la evaluacion de un proceso de pradinete hidrégeno y metano en
dos etapas en condiciones mesofilicas (34+2 °QGra Producir hidrogeno fue
utilizado el Reactor 3 de la planta piloto descrio el capitulo Materiales
Empleados y Métodos Analiticos. Para producir neefaie utilizado un reactor
de mezcla completa de 22 L de capacidad, fabrieadacero inoxidable, con una
toma de fondo, una apertura superior y una apeldteeal, utilizada para la toma
de muestras y por donde el sustrato fue aportaaivadiente (figura 5.2). El
reactor fue provisto de un agitador tipo RZR 1 decasa Heidolph y de un
dispositivo para la regulacion de la velocidad dgiagion. A su vez, fue provisto
de un encamisado exterior por el que circuldo aguaalefaccion que permitio
mantener el sistema a una temperatura controlddgsEproducido fue recogido
por una abertura superior y fue conducido a un dozdi

El reactor de hidrégeno operd con un volumen deajeade 25 L y un
TRH de 3 dias. Fue alimentado con la mezcla A2urpoontenido de ST del 3%.
Dicho contenido en ST fue fijado para incremendaedtabilidad del proceso de
fermentacion tal y como indican los resultados mbtes por Gomez et al. (2009).
El reactor de metano fue evaluado con un volumemati@jo de 18 L y un TRH
de 25 dias. Fue alimentado con el efluente pro¢edtsi reactor de hidrégeno. El

exceso procedente de este reactor fue extraidsisteima. Ambos reactores

149



5. PRODUCCION CONTINUA DE HIDROGENO CON ADICION DE SOBRENADANTE DIGERIDO .

operaron en semi-continuo durante 63 dias sieridealados de forma manual
dos veces al dia. Para ello antes de introduc@l e@actor la alimentacion fresca,

el mismo volumen de liquido fue retirado del reacto

Figura 5.2. Fotografia del reactor utilizado para & produccion de metano.

El pH del reactor de hidrégeno fue controlado delenmanual cada vez
gue el reactor fue alimentado, manteniéndolo énfrey 6,0 unidades mediante la
adiciébn de una solucion alcalina. Esta solucionsistid en una mezcla de
NaHCG;, KH,PO, y KOH en concentraciones 120 g/l, 120 g/L y 18Q, g/

respectivamente.

En la segunda fase experimental fue evaluado eitcefde adicionar
sobrenadante digerido al sistema de produccioridiédeno. Para obtener dicho
sobrenadante el lodo digerido utilizado como indcdue sometido a
sedimentacion por gravedad. Dicho sobrenadantenfeelado con el residuo de
comida utilizado como sustrato de forma que el @adb en ST y SV de la
mezcla alimentada al reactor de hidrégeno fue 28B y 26,2 g/L,
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respectivamente. El volumen de sobrenadante afiaéii@sentd el 20% del
volumen total de la alimentacion. El sistema dedpogion de hidrégeno fue
evaluado bajo estas condiciones durante 35 diaa. \da fue completada la
evaluacion del rendimiento del reactor fueron fdstadas las condiciones de la
primera fase experimental manteniendo la operaibante 10 dias. Para la etapa
metanogénica fueron mantenidas las condicionespeeacion descritas en la

primera fase experimental.

La produccion diaria de gas fue medida utilizandocaudalimetro de
impulsos en la etapa de produccion de hidrégenouny medidor de
desplazamiento de agua de volumen reversible akpaian contador de contacto

hamedo en la etapa de produccidon de metano.

5.3.2. Metodologia analitica.

Los analisis rutinarios para el control del procéseron: pH, solidos
totales (ST), sélidos volatiles (SV), demanda qoénde oxigeno (DQO),
amonio, concentracion de acidos grasos volatile$SMA y volumen vy
composiciéon de biogas producido. En el reactor detano también fue
determinada la alcalinidad. Todos ellos fueron heslide modo general 2 veces
por semana, excepto el volumen producido que fuidoea diario, conforme a
los procedimientos descritos en el capitulo MaesicEmpleados y Métodos
Analiticos. Todos los datos de produccion de gasrofu normalizados a

temperatura y presion estandar (0 °C y 760 mm Hg).

5.3.3. Tratamiento estadistico de los datos.

Los datos fueron analizados utilizando el prograsiadistico Origin 6.1,
llevando a cabo un analisis simple de la varianna{vay ANOVA) que permitio
determinar si el efecto que tiene la adicion dereswddante digerido sobre el
consumo diario de solucion alcalina y la producaépecifica de hidrégeno es

significativo a un nivel de significacion del 95%% 0,05). Ademas, fue aplicado
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el test de separacion de medias de Tukey para campatre que liquidos
adicionados existen diferencias significativas eetp al consumo diario de

solucion alcalina a un nivel de significacion dg¢&

5.4. RESULTADOS.

5.4.1. Adicién de sobrenadante digerido (con y pie-tratamiento
de filtracion) en un sistema de fermentacion oscueaescala de

laboratorio.

5.4.1.1. Produccién de hidrégeno.

El pH inicial de los reactores fue de 7,7, corresjiente al pH del in6culo
utilizado. Una vez iniciado el proceso de alimeidtacel pH de los sistemas
disminuy6 gradualmente alcanzando el valor de 5,8l eia 3. El control manual
de pH fue establecido a partir del dia seis yafgeentonces cuando el pH de los
sistemas después de ser alimentados descendi6 Jastas inferiores a 5,5
unidades. Una vez restaurado el valor del pH, desple cada proceso de
alimentacion, no fueron realizadas otras corre@sorhasta la siguiente
alimentacion. Este descenso del pH, observado dos tlos reactores durante la
fase de arranque, fue debido a la acumulacién d¥. ASte comportamiento en
la modificacion del pH fue también observado pop®tautores (Han y Shin,
2004; Liu et al., 2006; GOmez et al., 2009).

La figura 5.3 muestra la evolucién del consumoidide solucién alcalina
y de la produccion especifica de hidrogeno fSttalculada en base al volumen

diario de hidrogeno producido y la masa de SV attada diariamente al reactor.

152



5. PRODUCCION CONTINUA DE HIDROGENO CON ADICION DE SOBRENADANTE DIGERIDO .

I
U
OFrRrNWbMOUO N

OFRP NWAMAMOUUON

80
70 - c 1
60
50 A
40 -
30 1
20
10 A

SH,P (mL H, /g Svalimentado)

)
t
OFRP NWAMAMOUO N

Consumo diario de solucidn alcalina (mL/d)

!
OFRLNWMIUITO N

OFRrNWhUTON

Tiempo (dias)

—#—Produccién especifica de H2— Consumo de alcalinidad

Figura 5.3. Evolucion del consumo diario de solucibalcalina y de la produccion
especifica de hidrogeno (SHP) en los sistemas: WR (a), MR (b), MR-1 (c), MR-2
(d) y MR-3 (e).
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En todos los sistemas evaluados la produccion de gamenzdé
inmediatamente una vez cargados los reactores, tpgounos pocos dias de
funcionamiento (alrededor del dia 8 para el sistttRay del dia 4 para los otros
sistemas) descendié progresivamente, al igual lgcenéenido de hidrégeno en el
gas generado. Los sistemas MR-1 y MR-2 fueron teniaados por un periodo
de nula produccion de hidrogeno (desde los diad 20a y la posterior
reactivacion de los sistemas fue alcanzada sin fioadila estrategia de
alimentacion. Este comportamiento concuerda cormrdssltados publicados por
Gomez et al. (2006, 2009) quienes observaron up@agoroducciéon de gas
durante el arranque de los reactores de produdgdmdrogeno y una posterior
disminucién en los dias siguientes. Por otro lad@ vez superada la fase lag
(primeros 20 dias de operacion), la produccion weds y el contenido en
hidrogeno aumentaron en todos los sistemas estusgl@loteniéndose resultados
estables durante los restantes dias de funcionamig&demas del descenso en la
produccion de hidrogeno observado durante el amearen todos los sistemas
estudiados, también fue observado un aumentoasiehen de solucion alcalina
necesaria para la regulaciéon del pH, con un paostatfescenso en los dias

siguientes cuando los sistemas registraron un cdemp@nto estable.

Respecto a los sistemas WR y MR-3, los cuales operaicialmente
como réplicas, presentaron un comportamiento sirdilsante la fase lag, siendo
el sistema MR-3 el que presenté un mayor consunaloddinidad. Por otro lado,
el sistema MR presenté menos variaciones en laupoi@h de hidrégeno durante

los primeros 20 dias de operacion en comparaciohosootros reactores.

Los diferentes comportamientos de los reactoresanderrel arranque
podrian ser explicados por diferencias en el pwdesgerminacion de las esporas
de bacterias productoras de hidrégeno presentebsmbrenadante digerido. Asi,
la calidad del sobrenadante digerido puede afaatiézho proceso. El rendimiento
del reactor MR sugiere que el sobrenadante digaiiipre-tratar puede contener
una variedad de bacterias productoras de hidrogereopermitieron reducir la
fase lag y alcanzar una produccion de hidrégenabkstdesde el dia 13. Los
género€nterobacterBacillusy Clostridiumson capaces de producir hidrogeno a

partir de carbohidratos (Dong et al., 20@8Jpstridium spp constituyen una parte
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importante de la poblacion microbiana productor&idedgeno en los sistemas de
fermentacion oscura. Estos microorganismos fornsporas y presentan altos
niveles de tolerancia en condiciones ambientalesfaderables tales como
insuficiencia de nutrientes, oxigeno, altas tentpeaa y bajos pH (Hawkes et al.,
2008). Lee et al. (2010) publicaron que las forraggoruladas d€lostridium
spp presentes en el efluente metanogénico recirculagosasstema de produccion
de hidrogeno por fermentacion oscura pueden juggrapel importante a la hora
de alcanzar la viabilidad econémica del proces@meluccion de hidrégeno y
metano en dos etapas, ya que su germinacion pealoitezar altas producciones
de hidrogeno durante largos periodos de tiempo €g)e€n esta misma linea,
Chu et al. (2008) estudiaron el proceso de fernc@raen dos etapas (para la
produccion termofilica de hidrégeno y la produccrbasofilica de metano) con
recirculacion de lodo digerido utilizando como saist residuos de comida. Los
autores observaron que las bacterias productordsddégeno presentes en el
lodo digerido contribuyeron a mantener altas cotraeiones de estos organismos
en el reactor de produccion de hidrégeno.

Aunque, los reactores evaluados presentaron ditsreromportamientos
durante la fase de arranque, todos ellos estamtesarados por la ausencia de
metano en el biogas producido. Este resultado andige las condiciones de
operacion evaluadas fueron suficientes para redlgiractividad de los
microorganismos metanogénicos viables presentesl eobrenadante digerido
adicionado a los sistemas. A su vez, estos resgltimbién indicaron que el
tratamiento del sobrenadante digerido medianteaditbn con membrana no fue
necesario para lograr una produccién estable deddedo. Estos resultados
concuerdan con los publicados por Lee et al. (2@®@)dicho estudio observaron
una produccion de hidrégeno estable durante un epooctermofilico de
fermentacion en dos etapas usando residuo de comodao sustrato y
recirculando lodo digerido. En este trabajo no rieeesario aplicar tratamientos

de filtracibn con membrana o de calor para acoadari el lodo recirculado.

La aplicacién de un analisis simple de la variafoee-way ANOVA) a
los datos obtenidos para los sistemas individu@igzando los datos desde el
dia 25 al dia 60 para los sistemas WR, MR, MR-1R+2]1y desde el dia 43 al dia
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71 para el sistema MR-3) revelan que el efectdigelde sobrenadante digerido
adicionado en el consumo diario de solucién alealire significativo a un nivel
de significacién del 95%u€0,05) para los sistemas estudiados (la tabla Al4 d
Anexo A.ll recoge los resultados del analisis dstamb). Esto quiere decir que al
menos una de los sobrenadantes ha originado cossdenalcalinidad tales que
su media difiere estadisticamente del resto desisiemas. Sin embargo, no
fueron observadas diferencias significativas enptaduccién especifica de
hidrogeno de los sistemas evaluados a un niveigaéisacion del 95% (la tabla
A.5 del Anexo A.ll recoge los resultados del amslisstadistico). Esto implica
que ningun efecto en la produccion de hidrogeno detectado cuando el

sobrenadante digerido y los permeados fueron adsdidh alimentacion.

Una vez confirmado que el tipo de sobrenadante tuwmo efecto
significativo sobre el consumo diario de solucidcakna, fue aplicado el test de
separacion de medias de Tukey para comparar enige sgptemas existen
diferencias significativas en el consumo diariosd&icion alcalina a un nivel de
significacion del 95%. Los resultados indicaron alesobrenadante digerido
aplicado a los sistemas MR, MR-1 y MR-2 disminuygnsicativamente el
consumo diario de solucidén alcalina (la tabla Adé Anexo A.ll recoge los
resultados del analisis estadistico). Este resultamhfirma que la adicion de
sobrenadante digerido (sistema MR) o permeadotd#ilitacion (sistemas MR-
1 y MR-2) en la alimentacion de los sistemas redop requerimientos de
alcalinidad para el control del pH. Sin embargde es0 ocurri6 cuando fue
utilizado el permeado de nanofiltracion. Esto fuebido a que alcalinidad de
dicho permeado fue inferior a la del sobrenadaigerido y la de los permeados

de ultrafiltracion.

Chu et al. (2008) observaron que la alta alcalohidel lodo digerido
recirculado al reactor de hidrégeno en un procestednentacion en dos etapas
permitié neutralizar la acidez del reactor de hgéro reduciendo los costes
asociados a los agentes quimicos utilizados paegldacion de su pH. Ademas,
permiti6 mantener un bajo nivel de iones*Nm el efluente del reactor de
hidrogeno. Por otro lado, Kraemer y Bagley (20@&)blicaron que la

recirculacion permitio reducir el consumo de aludid para el control del pH en
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aproximadamente un 40% cuando estudiaron un sisiengroduccion de
hidrogeno en dos fases con control del pH a 5,8ads y un ratio de reciclo del
0,98. Romli et al. (1994) observaron una reducdénconsumo de alcalinidad de
31% cuando evaluaron el efecto de la recirculaemun sistema de tratamiento
anaerobio de aguas residuales de alta carga efaskxs con un ratio de reciclo
igual a 1. En el presente trabajo, la reduccionianed el consumo diario de
solucion alcalina fue del 52% para el sistema M&s2ndo fue comparado con
los requerimientos de alcalinidad del sistema W#&a Eeduccion fue mayor que
la reportada por Kraemer y Bagley (2005), esto pgetodebido a que en dicho
estudio la recirculacion utilizada presenté unalaidad inferior ya que el pH del
efluente del reactor de metano descendi6 de 7,2 arta vez que el proceso de
recirculacion fue iniciado. Esta caida del pH febida a que menos hidroxido de
sodio fue utilizado para regular el pH durante tipa de recirculacion, de este
modo la alcalinidad disponible fue mas baja enister®a en dos fases. Lee et al.
(2010) también observaron que una baja alcalinatath recirculacion utilizada
para regular el pH ocasion6 un descenso en el piredetor de hidrégeno. Los
autores sugirieron que esta caida del pH ocasionaambio en las rutas
metabolicas de fermentacion predominantes en elarede hidrégeno pasando de
una fermentacion tipo acido butirico a una fermgota donde los productos
principales fueron solventes y acido lactico. Bstovocaria un descenso en la
produccion de hidrégeno debido a la reduccion dedividad de bacterias

productoras de hidrégeno.

La tabla 5.3 muestra los parametros de rendimidetdos sistemas de
produccion de hidrogeno (los valores fueron catbodautilizando los datos
obtenidos desde el dia 25 al dia 60 para los ssstéh'R, MR, MR-1 y MR-2, y
desde el dia 43 al dia 71 para el sistema MR-3hgAe los resultados fueron
similares, el sistema MR-2 present0 valores meaias altos para los parametros
de rendimiento del reactor. Esto fue debido a spadés de la reactivacion del
sistema, tras el periodo de nula produccion deébeho, el reactor MR-2
presentdé un alto contenido de hidrogeno en el §6%0) que posteriormente
descendié presentando finalmente un comportamismbdlar al de los otros

reactores. Sin embargo, debido a la alta producdridrogeno que ocurrio
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inmediatamente después de la reactivacion delnsstdR-2, la concentracion
media de hidrégeno en el gas fue del 25% siendoveddr medio mayor que los

obtenidos en los otros sistemas estudiados.

Tabla 5.3. Valores medios de los parametros de reimgiento de los sistemas

evaluados.
Parametro WR? MR'? MR-11 MR-21 MR-3°
Produccion de gas
237+10 25348 24648 192+4
(mL/d) 233412
% H, emel gas 22+1,0 22+0,9 21+0,7 25+1,5 23+1,5

Produccion H,
(L H 2/Lreactor*d)

0,27+0,01 0,28+0,01 0,24+0,02 0,31+0,03 0,23+0,01

SH,P

2 29,2+1,5 30,5+1,6 26,2+2,2 33,7+3,5 24,7+1,6
(ml— H 2/9 SValimente\do)
Rendimiento H,

78+4 85+3 7315 97+4 62+2
(mL H2/g SVeliminado)
Consumo de
. 1,17+0,09 0,83+0,08 0,59+0,07 0,56+0,07 1,32+0,08

alcalinidad (mL/d)
ST (g/L) 22,4+1,1 22,8+0,7 22,6+0,8 23,1+0,¢ 21,9+0,8
SV (g/L) 20,4+0,7 20,6+0,5 20,4+0,6 20,9+0,6 19,84+0,6
% Destrucciéon SV 24,00+0,04 23,00+0,03 24,00+0,05 22,00+0,04 26,0040
DQOs (g/L) 12,5+1,8 11,7+1,7 12,941,7 13,2+1,8 12,9417

+: desviacion durante la fase estable o stady.state
Yos valores fueron calculados utilizando los datoenidos desde el dia 25 al dia 60.

?0s valores fueron calculados utilizando los datotenidos desde el dia 43 al dia 71.

Los rendimientos de hidrogeno recogidos en la tat3aestan expresados
en términos de volumen diario de hidrogeno gas uymiodd por volumen de
reactor. El reactor MR-2 alcanz6 el rendimiento s con un valor medio de
0,31+0,03 L H/ Lreactofd debido a las razones previamente explicadaglyod
rendimiento no fue significativamente diferenteoa tesultados obtenidos en los

otros reactores. Los rendimientos de hidrégeno émihnos de volumen de
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hidrogeno gas producido por cantidad de SV elinonestuvieron, para todos los

sistemas estudiados, en el rango de 62 a 97 #J.Neiiminado

Con respecto al contenido de sélidos en los ditesereactores evaluados,
no fueron observadas diferencias significativa®dos los sistemas presentaron
valores similares de SV eliminados. Ademas, nodifgrencias relevantes entre

los reactores con respecto a los datos de DQOlsolub

Tedricamente, la glucosa puede ser convertidatdimeamte a hidrégeno
por bacterias anaerobias a través del metabolismofedmentacion acido
butirico/acido acético (ecuaciones 5.1 y 5.2) propoando rendimientos de 2-4
mol de hidrégeno por mol de hexosa convertida, eesmmente (Levin et al.
2004).

CeH1206 — CH3;CH.CH,COOH + 2CQ + 2H, (Ec5.1)

CeH1206 + 2H,0 — 2CHCOOH + 2CQ + 4H, (Ec 5.2)

La eficiencia del proceso puede ser calculad@zaritio la equivalencia
propuesta por Valdez-Vazquez et al. (2005). Ellsvaeron que 1 gramo de SV
equivale aproximadamente a 0,9 gramos de hexo$aelAgndimiento medio de
hidrégeno, para todos los sistemas evaluados,ladtwen términos de moles de
hexosa convertida fue 0,71+£0,09 mol de hidrogenorpol de hexosa, lo cual
implicé una eficiencia de 17,8+2,3% cuando el resld fue comparado con el
maximo rendimiento de 4 mol de hidrégeno por mohdeosa. Rendimientos de
hidrogeno de 1,25 moles de hidrégeno por mol desekan sido observados en
sistemas operando en continuo con bacterias anagrtatultativas del género
Enterobacter(Tanisho y Ishiwata, 1994). Sin embargo, renditoermas altos
fueron observados cuando microorganismos anaeraibbgados tales como
especies del géner€lostridium fueron responsables de la produccion de
hidrogeno (Hussy et al., 2005). Debido al hechoqde en este estudio los

reactores fueron mantenidos en contacto con lasiémen el momento de ser
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alimentados y ser ajustado el pH, parece probabk Igs microorganismos

facultativos hayan sido los principales productatesidrégeno.

5.4.1.2. Produccion de acidos grasos volatiles (AGV

La figura 5.4 representa las variaciones en la@uinacion de AGV de los
sistemas estudiados. La evolucion de la concedtradie los AGV es un
importante parametro para analizar los caminos etenentacion y permite
explicar la variabilidad de la produccién de hidrdg representada en la figura
5.2. Asi, los sistemas MR-1 y MR-2 estuvieron camgzados por bajas
concentraciones de acido butirico, una alta cormeidh de acido acético, y una
nula produccion de hidrogeno durante la fase laghgros 20 dias de operacion).
Esta nula producciéon de hidrégeno contrasta condagportamientos observados
en los otros reactores donde Unicamente fue oleruaa reduccion de la
produccion asociada a concentraciones inferiores abédo acético y
concentraciones superiores de acido butirico, enpacacion con los sistemas
MR-1y MR-2.

Dicho comportamiento de los sistemas MR-1 y MR-2dauser explicado
en base a los argumentos utilizados por Chen €R@0D9). En este estudio los
autores publicaron la existencia de microorganisntoamoacetogénicos,
principalmente @stridium spp,. capaces de crecer heterotroficamente mediante
la conversion de glucosa en acido acético sin padao de hidrogeno (Ec. 5.3), y
otros capaces de crecer autotréficamente produzi@cido acético a partir de una
mezcla de hidrogeno y didéxido de carbono como @nicgntes de energia y
carbono (Ec. 5.4). Todo ello puede ocasionar uremento en la concentracion
de acido acético observando de forma simultanea rnuia produccion de

hidrogeno, tal y como ocurrié durante la fase ladod sistemas MR-1 y MR-2.
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CeH1206 — 3 CHCOOH (Ec 5.3)

2CO, + 4H, — CHsCOOH + 2HO (Ec 5.4)

En este estudio, la concentracion de acido butaigment6é en todos los
sistemas a partir del dia 20 y fue el AGV mayoetgroducido una vez la fase
lag fue superada. Este resultado sugiere que lkidéadde sobrenadante no
modificé los caminos de fermentacién en la degrddace los compuestos
organicos siendo la principal ruta metabdlica tanfmntacién tipo acido butirico.
Es importante tener en cuenta que la ruta de pon@lucle hidrogeno generando
como subproducto acido butirico presenta un rerafitoi menor por unidad de
substrato alimentado que la ruta de produccionidedeno que genera como
subproducto &cido acético (ecuaciones 5.1 y b5.8peaivamente). Estos
resultados concuerdan con los publicados por Le&.g2010). Estos autores
observaron que los AGV mayoritarios fueron el adddirico (30,5-37,7%) y el
acido aceético (14,9%-26,7%) durante un proceso melugcion en régimen
termofilico de hidrégeno y metano en dos fases wmirculacion de lodo
digerido.

Por otro lado, la concentracién de acido propiéiiiem baja en todos los
sistemas durante el periodo de operaci@fermentacion tipo acido propiénico
ha sido asociada con bajos rendimientos de hidmflaret al., 2009). Ren et al.
(2007) observaron una reduccion de la producciémidegeno asociada a un
incremento en la concentracién de acido propiénaovalores de pH en torno a
5,5.
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Figura 5.4. Evolucion de la concentracion de AGV etos sistemas: WR (a), MR
(b), MR-1 (c), MR-2 (d) y MR-3 (e).

162



5. PRODUCCION CONTINUA DE HIDROGENO CON ADICION DE SOBRENADANTE DIGERIDO .

5.4.2. Produccion de hidrégeno y metano en dos atap escala

piloto con y sin adicion de sobrenadante digerido.

5.4.2.1. Produccién de hidrogeno por fermentaciéonscura
sin adicion de sobrenadante digerido.

El pH inicial del reactor de produccion de hidrégefue de 7,9,
correspondiente al pH del inoculo utilizado. Estdow descendié gradualmente
una vez que el proceso de alimentacion fue inigialtanzando el valor de 5,6 en
el dia 3. La acidificacion del reactor fue debiddaaconversion de materia
organica en AGV, y al reemplazamiento del contemidbreactor por la mezcla
de alimentacion, la cual presentd un valor bajpde5,0 unidades). El control
manual del pH fue establecido cuando el pH delesiat después de ser
alimentado, descendio hasta valores inferiore$ afidades.

La figura 5.5 muestra la produccion diaria de bsoga el reactor de
hidrogeno (medido como el volumen total de gas yxcimlb diariamente, L/d), asi

como el contenido de hidrogeno en el gas generado.
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DIGERIDO DIGERIDO DIGERIDO
70 - = 30
<) 4
3 60 1 s
(%3] 4
% 50 1 20
a 40 A IN
g T15
© =)
© 30 A >
& + 10
.-8 20 i L] L[]
c . .
g 107 i : T°
(8] . .
-§ 0 T T —= T — 0
a 0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (dias)
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Figura 5.5. Evolucion de la produccién diaria de mgas y del contenido de

hidrégeno en el gas producido durante la etapa de@duccion de hidrégeno.
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Aunque la produccion de gas comenzé de forma irmeedias alimentar
el reactor, el volumen producido fue bajo preseattam progresivo incremento
con el tiempo de operacion. Durante este periodaln(que abarca los 20
primeros dias) el biogas producido estuvo caraetdo por un bajo contenido en
hidrogeno (11,4+0,3%). Una vez transcurridos lasieros 20 dias fue observado
un aumento del rendimiento del proceso, asociago @umento en la produccion
diaria de gas y en el contenido de hidrogeno dbodigas. EI mecanismo de
produccion de hidrégeno por fermentacion indica lpsecarbohidratos son los
sustratos Optimos para la produccion de hidrégencoenparacion con proteinas,
lipidos y lignocelulosas, asi la produccion de dg#gno desde un sustrato que
incorpore proteinas o grasas (caso presente) esimfenjor a la produccién
observada desde un sustrato basado en carbohi@Patog et al., 2009; Li et al.,
2009). Por lo tanto, el rendimiento inicial deltemma de produccién de hidrogeno
puede ser interpretado como un periodo de adaptatidontenido en lipidos y en

nitrégeno del sustrato.

Un comportamiento estable (en términos del conteda hidrégeno en el
gas producido) fue observado a partir del dia 2®@meracion, registrando un
contenido medio de 22,8+0,9% (valor calculado zdiido los datos obtenidos
desde el dia 20 al dia 63). La concentracion meelisulfuro de hidrogeno (B)
en el biogas fue 12+2 ppm y el contenido de meéastavo dentro del rango 0,00-
1,73% durante el tiempo de operacion. La preseameianetano en el biogas ha
sido observada durante el proceso de produccidmdiégeno por fermentaciéon
oscura utilizando como sustrato una mezcla de uesitt comida y residuo de
sangre procedente de un matadero de aves (Cuetbs2£i07). En este estudio el
incremento en la concentracion de metano fue adoaan el incremento en el
contenido de nitrégeno en la alimentacion debida adicion de un co-sustrato
rico en proteinas (sangre). La presencia de meétambién ha sido observada por
Zhu et al. (2009) en el estudio de un proceso dadetacion oscura utilizando
estiércol de cerdo suplementado con glucosa constraso. Los autores
observaron una produccion maxima de hidrogenczatitio un TRH de 16 horas

y una concentracion de sustrato de 10,5 g/L, @emnbién observaron la presencia
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de metano en el gas bajo condiciones de pH inésiar6,0 unidades y con TRH

inferiores a 24 horas.

La tabla 5.4 muestra los parametros de rendimielgb sistema de
produccion de hidrogeno cuando operé sin adicioaadeenadante digerido (los
valores fueron calculados utilizando los datos mibtes desde el dia 20 hasta el
dia 63).

Tabla 5.4. Valores medios de los parametros de reimiento del sistema de
produccion de hidrégeno sin adicion de sobrenadantgigerido y con adicion de

sobrenadante digerido.

. Sin sobrenadante | Con sobrenadante
Parametro

digerido® digerido?
Produccién de gas (L/d) 41,5¢1,3 37,742,2
% Hidrégeno en el gas 22,8+0,9 21,7£1,4
Produccion Hy (L Ho/L eactor*d) 0,3920,03 0,36%0,03
SHP (L Halkg SVaimentaco) 45,5£3,5 41,743,9
Rendimiento H, (L H/kg SVeiiminado) 10445 68+2
Consumo de alcalinidad (mL/d) 157110 100+10
ST (g/L) 23,2£0,5 19,9+0,7
SV (g/L) 16,6+0,4 13,8+0,4
% Destruccion SV 26,9+1,3 47,122
DQO; (g/L) 17,542,2 20,5+0,4

63,547 1 133+14

Amonio (mg/L)
+: desviacion durante la fase estable o staatg st
Yos valores fueron calculados utilizando los datotenidos desde el dia 20 al dia 63.

Jos valores fueron calculados utilizando los datotenidos desde el dia 73 al dia 99.
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Los valores medios de la produccion de gas y ldyn@ion especifica de
hidrogeno (SHP) fueron 41,5+1,3 L/d y 455+3,5 L oMg SVajimentado
respectivamente. El valor maximo de produccion efipa de hidrégeno fue 60 L
H2/kg SVaimentadoy fue observado el dia 37. Estos resultados codanecon los

publicados por varios autores (Liu et al. 2006; 9/qaizhao, 2009).

La produccion media de hidrégeno por litro de afitaeion fue 1,2 L
Ha/L alimentacion (45,45 ML H/gSVaimentadd- EN base a ello y dado que 1 mol de
hidrégeno (22,4 L) equivale a 16 gramos de DQprtaduccién de hidrogeno
correspondid a 857 mg DQO (en base a los célcutgmipstos por Han and Shin,
2004), lo cual representa aproximadamente un 3% d2QO contenida en la
alimentacion. Estos valores de eficiencia en ladpeoion de hidrégeno son

similares a los obtenidos por otros autores (H8hip, 2004; Zhu et al., 2008).

Respecto al contenido de solidos, el efluente daldedel sistema de
produccion de hidrogeno present6 un contenido maeli8T de 23,2+0,5 g/L con
un contenido medio de SV de 16,6+0,4 g/L, represwtt una destruccion de SV
de 26,9+1,3%. El valor medio de DQO soluble dalesite fue de 17,5+2,2 g/L,
registrando una disminucion con respecto a la DQIObke de la alimentacion

(18,8 g/L) que representa un grado de eliminacég,f8+0,7%.

La concentracion de amonio esta correlacionadal@ategradacion de
proteinas cuando son utilizadas como sustrato potebas fermentativas tales
como especies d€lostridium (Lay et al., 2003). La concentracion media de
amonio durante la fermentacion fue de 63,5+7,1 mgggistrando un aumento
con respecto a la concentracion de amonio en laeatacion (12,1 mg/L)
indicando que una cierta degradacion de las paxdin/o lugar. De tal modo, el
contenido proteico en el residuo de comida pudopgnaonar capacidad
amortiguadora para neutralizar los AGV generaddanybién pudo mejorar la
produccion de hidrogeno al proporcionar nitrogencganico facilmente
disponible (tal como proteinas solubles y amina@gighara los microorganismos
(Ding et al. 2008).

La figura 5.6 muestra la evolucion de la concemntrade los AGV durante

el proceso de fermentacion. Durante los primeroglia@ de operacion fueron
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registrados altos valores de concentracion de A@¥pciados a bajos
rendimientos de hidrogeno. A su vez, la reducciérladconcentracion de estos
AGV estuvo asociada al aumento del rendimiento idedgeno experimentado

tras los primeros 20 dias de operacion.
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Figura 5.6. Evolucion de la concentracion de AGV eel reactor de produccion

de hidrégeno.

Durante la fase de arranque del sistema de fergiéntgoudo haber
ocurrido un efecto inhibitorio en la produccion lddrogeno relacionado con las
altas concentraciones de AGV observadas. La coraédn de los acidos acético,
butirico y caproico fueron 7436+374 mg/L, 2653+X6§/L y 5042+287 mg/L,
respectivamente (valores medios correspondientes primeros 25 dias). Wang
et al. (2008) demostraron que la adicion de cattis@ada vez mayores de etanol
y de acidos acético, propidnico y butirico inhitaécapacidad de cultivos mixtos
para producir hidrégeno. A su vez, altos nivele®@& han sido responsables de
la inhibicién de la produccion de hidrégeno en stuéio publicado por Wang et
al. (2009). Los autores observaron un descensa gmolduccion de hidrogeno
cuando la concentracion de AGV alcanzo valores rsups a 10,0 g/L,
acompafado de un incremento en el contenido de gempidnico. Kim et al.
(2008) evaluaron la produccion de hidrogenoGiestridium beijerinckiiKCTC
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1785 a partir de residuos de comida, observandoinimbicion con valores de

concentracion de acido acético inferiores a 5 g/tleyconcentracion de acido
butirico inferiores a 3 g/L. Del mismo modo, enpeksente estudio la baja
produccion de hidrégeno observada durante la faseardanque puede ser
explicada por una degradacion de la materia orgayjue origind altos niveles de
concentracion de AGV, aunque en esta ocasion ngidawna desviacion de la
ruta de fermentacién hacia la fermentacion tipod@cpropionico. Asi, la

concentracién de acido propionico fue baja durémde el periodo de operacion

presentando un valor medio de 32+9 mg/L.

Sin embargo, tras este periodo inicial (despuéssierimeros 25 dias de
operacion) tuvo lugar un cambio en las rutas méitsdy una concentracion
estable mas baja de acidos acético, butirico yogaprfue medida (2544+235
mg/L, 1597+127 mg/L y 1900£179 mg/L, respectivameg¢ntoincidiendo con el
aumento de la produccién diaria de biogas y detetodo de hidrégeno en el
biogas generado (figura 5.5). Al final de este quwide evaluacion (en torno al
dia 58) fue observado otro cambio en la distribu@é AGV en el efluente del
reactor de hidrégeno. La concentracion de acidbcacéxperimentd un descenso
acusado pasando a ser el AGV mayoritario el acid@ito. El descenso en la
concentracion de acido acético y el aumento eodaantracion de acido butirico
llevo asociado una mayor produccion de hidrégereppsteriormente disminuyo
a medida que la concentracion de &cido acético mtdmela de acido butirico
disminuy6 (segun indican las figuras 5.5 y 5.6Jial60 fue observado un minimo
en la concentracion de acido acético y un maximtagmoduccion de hidrégeno
y en la concentracion de acido butirico). Por ltdaa medida que el ratio acido
butirico/acido acético (B/A) en base molar aumdatproduccion de hidrogeno
también aument6 sugiriendo que la formacion decadidtirico favorecio la
produccion de hidrogeno. Resultados similares fuesbservados por otros
autores (Chen et al., 2001; Kim et al. 2006; Lialet2006).

Por otro lado, en este trabajo fue detectado deratado el tiempo de
operacion el acido caproico en el efluente deltogate hidrogeno (figura 5.6). La
generacion de este acido en sistemas de fermemtasé@ira no ha sido traducida

en altos rendimientos de hidrogeno sino que sudoiin ha sido asociada a
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fermentaciones secundarias donde son producidosletacido acético o etanol

y acido butirico. Asi, la formacion de acido capooes un indicador de que una
solventogénesis significativa ha ocurrido reductealdrendimiento de produccion

de hidrégeno (Ding et al., 2010).

5.4.2.2. Produccién de hidrogeno por fermentacionsoura

con adicion de sobrenadante digerido.

La adicion de sobrenadante digerido fue evaluadantiel la segunda fase
experimental (a partir del dia 64 de operacionjapelo el sobrenadante fue
mezclado con el residuo de comida utilizado comstrato de forma que el
contenido en ST y SV de la mezcla alimentada altoeale hidrogeno fue 28,8

g/L y 26,2 g/L, respectivamente. La DQO solubldadalimentacion fue 21,7 g/L.

La figura 5.5 muestra la evolucion de la producaitaria de gas y del
contenido de hidrogeno en el gas generado durargedluacion del efecto de la
adicién de sobrenadante digerido al reactor dedpeairo. La produccion diaria de
gas experimentd una reduccion gradual y alcanzéalor medio durante este
periodo de 37,7+2,2 L/d. Sin embargo, no fue olzd#wvun efecto apreciable
sobre la concentracion de hidrégeno en el gas valar medio fue 21,7+1,4%.
La concentracion media de sulfuro de hidrogengsjten el biogas fue 18+3 ppm.
De este modo, el rendimiento medio de hidrégenoo@ielo en la tabla 5.4)
expresado en términos de volumen diario de hidmdggas producido por
volumen de reactor fue 0,36+0,03 L/H.ieactord y fue un 7,7% inferior al
observado cuando el reactor operé sin adicibn deresadante digerido
(0,39+0,03 L H/ Lieactord). Respecto, a la produccion especifica de hieindg
(SH:P) su valor medio fue 41,74£3,9 LoMg SVaimentado (UN 8,3% mas baja
respecto a la produccion especifica de hidrogersergbda cuando el reactor
operd sin adicidbn de sobrenadante digerido). Ebrvataximo de produccién
especifica de hidrogeno alcanzado durante estedoefiie 62 L HKg SVajimentado
y fue observado el dia 88. A su vez, no fue detiectmetano en el biogas
indicando que las condiciones de operacion evatuddaron adecuadas para
reducir la actividad de los microorganismos meténamps viables presentes en el
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sobrenadante digerido. Por lo tanto, aunque ladadide sobrenadante digerido
disminuyo levemente el rendimiento de hidrogenta paede ser considerada una
alternativa viable para reducir el consumo de adelaproceso a la hora de
preparar las alimentaciones del reactor. La leseiiucion de los rendimientos
puede ser asumida como un coste de operacion.ngiargo, el proceso no fue
estable durante esta etapa (desde el dia 64 &9dde operacion), y el ligero
deterioro observado en la produccion de hidrégemal@ ser asociado a la adicion
de sobrenadante digerido ya que el cambio de ledicdones experimentales a las
establecidas en la fase inicial (impuesto el di@ DBiginG un nuevo aumento en
la produccion de biogas (figura 5.5). Durante édtieno periodo de operacion la
produccion media de gas fue 39,7+1,5 L/d y el paaje medio de hidrégeno en
el gas producido fue 20,5+0,8% (estos valores nsefieron calculados con los
datos observados desde el dia 103 al dia 110).

Respecto al consumo de solucién alcalina, requgada regular el pH del
reactor de hidrégeno en el rango 5,5-6,0, fue @hser una reduccion del 36%
cuando fue adicionado sobrenadante digerido cowmalor medio de alcalinidad
de 2 g/L (determinada como carbonato de calcio,@zadosteriormente, en el
altimo periodo de experimentacion en el cual no f@idizado sobrenadante
digerido para preparar la alimentacion, el consuea@lcalinidad aumentd hasta
los valores observados en la primera fase expetah€5+7 mL/d fue el valor

medio observado desde el dia 103 al dia 110).

Los cambios observados en la produccion de gasiesio acompafiados
de variaciones en la concentracion de AGV (figut6).5Asi, cuando el
sobrenadante digerido fue adicionado al reactohidedgeno fue observado un
incremento inicial en la concentracion de &acidotiecéque alcanz6 una
concentracibn maxima de 6521+323 mg/L. Posteriotendne observado un
descenso en la concentracion de los &cidos acéhiatifico y caproico,
probablemente indicando que las condiciones expeaitiaes no fueron favorables
para la microflora productora de hidrogeno, asesauracion de las condiciones
iniciales (sin adicion de sobrenadante digerideydl asociado un incremento

inmediato en la concentracién de estos acidoslg deduccién de hidrogeno.
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Hay que tener en cuenta que la produccion de hedkbgpuede ser
suprimida por altas concentraciones de amonio afirteentacion (Salerno et al.,
2006). Asi, el deterioro observado en la producdaénhidrégeno cuando el
sobrenadante digerido fue adicionado a la mezclalideentacion pudo estar
asociado al incremento en la concentracion de aremel reactor. En el presente
estudio la adicién de sobrenadante digerido enelacta de alimentacion elevo un
52% el contenido de amonio en el efluente del cgat¢ hidrégeno desde una
concentracion de 63,5+7,1 mg NH (operando sin adicion de sobrenadante
digerido) hasta 133+14 mg NHL (operando con adicion de sobrenadante
digerido con una concentracion de amonio de 65 )n&alerno et al. (2006)
publicaron el efecto inhibitorio de la concentracde amonio sobre la microflora
productora de hidrégeno cuando cantidades de olateramonio (NECI) cada
vez mayores fueron afiadidas a reactores de feron@mtaperando en modo
discontinuo y en modo continuo, en condiciones fiilesas. Una inhibicion total
de la producciéon de hidrégeno, asociada a una flucsiono aclimatada, fue
observada durante la operacion en continuo con cemaentracion de 0,8 g
NH;'/L. Sin embargo, Chu et al. (2008) obtuvieron reslds satisfactorios
cuando estudiaron un proceso de fermentacion eriagdes con recirculacion de

lodo digerido con una concentracion de amonio @erb§ NH; /L.

El efluente obtenido del sistema de produccionidedgeno durante este
periodo presentd un contenido medio de ST de 19/9¢Q. con un contenido
medio de SV de 13,8+0,4 ¢g/L, representando unarubesbn de SV de
47,1+2,2%. Estos valores de ST y SV son inferi@ardes obtenidos durante la
operacion sin adicion de sobrenadante digeridocamtio que operando bajo
adiciéon de sobrenadante la hidrdlisis y solubilizaadel material contenido en la
alimentacion fue mas alta. Sin embargo, la dismdmuen la produccion de
hidrogeno y en la concentracion de AGV observadarda este periodo, indica
que las condiciones no fueron favorables para ltalmézacion del sustrato
soluble por la microflora productora de hidrogeRespecto, al valor medio de
DQO soluble del efluente (20,5+£0,4 g/L) fue supemb observado cuando el
reactor opero sin adicion de sobrenadante digedebjdo a la mayor DQO

soluble de la alimentacidén cuando ésta fue preparad sobrenadante digerido.
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5.4.2.3. Estudio de la metanizacion del efluente Ideeactor
de produccién de hidrégeno.

El efluente generado en el proceso de fermentaxsoara fue digerido en
una segunda fase para la produccién de metano egthbilizacion final del
efluente. El reactor de metano comenzé a operdiae?l de funcionamiento del
reactor de hidrégeno de modo que el efluente dgadarde dicho reactor fue
simultdneamente alimentado al reactor de metanovenaomenzo a operar. La
figura 5.7 muestra la produccién diaria de biogasekreactor de metano, asi

como el contenido en metano del gas generado.

SIN SOBRENADANTE CON SOBRENADANTE SIN SOBRENADANTE
DIGERIDO DIGERIDO DIGERIDO

Produccién diaria de biogas (L/d)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (dias)

—+—Produccién diaria de biogds —=—% CH4 en el biogas

Figura 5.7. Evolucion de la produccion diaria de kigas y del contenido de

metano en el gas producido durante la etapa metanégica.

La produccién de biogas comenz6 de forma inmedrak alimentar el
reactor, observando una elevada produccion diagiabidgas en la fase de
arranque y un posterior descenso en los dias sigsie consiguiendo una
produccion estable de gas durante el posterior ptierde operacion. Esta
produccion inmediata de metano indica que el eftuelel reactor de hidrogeno

fue rapidamente utilizado para la metanogénesis.
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La adicion de sobrenadante digerido a la alimedtaael reactor de
hidrogeno origind una distorsion en la produccitarid de biogas en el reactor de
metano que fue superada tras unos dias de operdidnembargo, no fue
observado un efecto significativo en el contenigontetano en el biogas (tabla
5.5). Este mismo comportamiento fue observado cudmeron restablecidas las
condiciones de experimentacion iniciales (operasiGnadicion de sobrenadante
en el reactor de hidrégeno). Por lo tanto, los dambmpuestos en la
alimentacion del reactor de hidrogeno al adicisabrenadante digerido fueron
responsables de los cambios observados en la miodwte biogas en el reactor
de metano. La tabla 5.5 recoge los valores medmslod parametros de
rendimiento del reactor de metano en las dos fagesrimentales evaluadas (con
y sin adicion de sobrenadante en la alimentacibredetor de hidrégeno).

Tabla 5.5. Valores medios de los parametros de reimiento del sistema de

produccién de metano.

Sin sobrenadante | Con sobrenadante

Parametro

digerido® digerido?
Produccién de biogas (L/d) 17,6x1,4 12,5+1,2
% CH 4 en el biogas 68,0+1,0 68,9+1,0
SH, (ppm) 20£1 16+1
Produccion de metano (L CH/L (eactor*d) 0,61+0,13 0,58+0,10
SMP (L CH/KG SVaimentado) 590+54 550+48
ST (g/L) 16,4+0,6 12,040,3
SV (g/L) 8,6+0,4 6,4%0,2
% Destruccion SV en la etapa metanogénica 48,2+1,1 53,6 £1,7
% Destruccion Global SV 62,1+1,2 75,5+1,8
DQOs (g/L) 9,9+1,7 11,7+1,7
Amonio (mg/L) 597421 511424
Alcalinidad (mg CaCOs3/L) 6425188 5433+83
Acido acético (mg/L) 100+24 197430

+: desviacion durante la fase estable o staatg.st
Yos valores fueron calculados utilizando los datotenidos desde el dia 11 al dia 42.

Jos valores fueron calculados utilizando los datotenidos desde el dia 54 al dia 78.
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La produccion especifica media de metano (SMP) phmoceso global
durante la primera fase experimental, en la cuetattor de hidrogeno operd sin
adicién de sobrenadante digerido, fue de 590+54L/KY SVajimentade UN ligero
descenso fue observado en este parametro cuarstbrelnadante digerido fue
adicionado en la alimentacion del reactor de hieindg durante esta segunda fase
experimental la produccidén especifica media de mee(®MP) para el proceso
global fue de 550£38 L C}#Kg SVaiimentade

Estos resultados concuerdan con los observadostp® autores. Liu et
al. (2006) obtuvieron una produccion especificantitano de 500 L Chkg
SVaimentadodurante un proceso de producciéon de hidrégenotgmoesn dos etapas
a partir de residuos solidos generados en los bBsga su vez, los autores
observaron que la produccién especifica de metatenimla en este proceso de
produccion de hidrégeno y metano en dos etapasmiagor que la obtenida
durante la digestién en una fase evaluada en sitdi@ Bajo una configuracion
similar, Chu et al. (2008) observaron una productcié metano de 464 L Gidg
SVaimentado durante la segunda fase con una etapa de produdeichidrogeno
evaluada en condiciones termofilicas. Wang y Zh2009) publicaron una
produccion especifica de metano de 546 L/&#HSVaimentadobajo condiciones de

fermentacion similares a las utilizadas en el presestudio.

La concentracion media de amonio en el reactor elamo fue superior a
la observada en el reactor de hidrégeno indicangdajdegradacion de proteinas
fue alcanzada en la fase de digestion. Este résuttarrobora la hipotesis de una
preferencial degradacion de los carbohidratos odgde en la alimentacion
durante su corta permanencia en el primer reaetau@l operé con un TRH de 3
dias), siendo el material mas complejo degradada posterior etapa (donde fue
fijado un TRH de 25 dias).

La alcalinidad medida en el reactor metanogénieopiarticularmente alta
durante todo el tiempo de operacién debido a quligion de solucién alcalina
en el reactor de hidrogeno, para la regulaciérpHelfue mantenida durante toda
la experimentacion, incluso cuando el sobrenaddigerido fue adicionado en la

alimentacion del sistema de fermentacion oscura. &nbargo, cuando el
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sobrenadante digerido fue adicionado al reactohidedgeno la alcalinidad del
reactor de metano disminuy6 ligeramente. Esto &l@dd a que el consumo de
solucién alcalina fue menor puesto que el sobrertaddigerido proporcioné
alcalinidad y contribuyd a mantener el pH del reacte hidrégeno en el rango
deseado. Bouallagui et al. (2009) publicaron valate alcalinidad de 130050
mg/L para la digestion de residuos de comida bajudiciones mesofilicas, el

cual fue un valor claramente inferior al observadel presente estudio.

El menor consumo de solucién alcalina en la etapgpmbduccion de
hidrogeno no llevé asociado un descenso significagin el pH del reactor de
metano. Durante la primera fase experimental (@liti@ de sobrenadante
digerido) el pH del reactor de metano estuvo eraeyjo 7,4-7,7, y durante la
segunda fase experimental (con adicion de sobratgydastuvo en el rango 7,1-
7,5.

El contenido medio de SV del reactor metanogénieo &,6+0,4 cuando
no fue adicionado sobrenadante digerido al reattohidrogeno, y 6,4+0,2 g/L
cuando el sobrenadante digerido fue utilizado. f1e modo, la reduccién de SV
obtenida en la etapa de produccion de metano fu2+#8% y 53,6+1,7%,
respectivamente; y para el sistema global fue @224 y 75,5+1,8%
respectivamente. Estos resultados concuerdan savbtenidos por Gomez et al.,
(2006) durante el estudio de un proceso de prodoate hidrégeno y metano en
dos fases a partir de una mezcla de residuos delagnde matadero utilizando
un indculo mixto sin pre-tratar. En este caso lg®@s observaron reducciones

globales de SV en torno al 70%.

Respecto al porcentaje de eliminacién de DQO selebl el reactor de
metano fue del 49% cuando fue utilizado sobrenadaigerido y del 43% cuando
no fue utilizado, indicando que los productos d#dlisis formados en el reactor

de hidrégeno fueron ampliamente consumidos eraetaede metano.

La elevada concentracion de AGV presentes en @tm# del reactor de
hidrégeno fue significativamente reducida en lgp@taetanogénica. El &cido
caproico y el acido butirico no fueron detectadnsekefluente del reactor de

metano. El Unico acido detectado en el sobrenadigitefluente metanogénico
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fue el acido acético con una concentracion medid0fe24 mg/L cuando fue
adicionado sobrenadante digerido en la etapa déupcen de hidrogeno, y

197+30 mg/L cuando no fue adicionado sobrenadagezido.

Los resultados obtenidos en este trabajo indica@ €juproceso de
produccion de hidrogeno y metano a partir de residie comida fue eficiente y
estable para la produccion de energia. En base r@malimientos de hidrégeno y
metano obtenidos en este estudio (sin adicion deesadante digerido), la
cantidad de energia obtenida por gramo seco deumssifue 19861 kJ/kg
SVaimentade d€ la cual el hidrégeno aport6 el 2,3%.

5.5. CONCLUSIONES.

5.5.1. Respecto al efecto de la adicién de sobrangéel digerido (con
y sin pre-tratamiento de filtracion) en un sistende fermentacion

oscura a escala de laboratorio.

- El sistema MR que oper6 con adicion de sobrenadiigirido sin pre-
tratar alcanz6 una produccion de hidrogeno estaties que el resto de
sistemas lo que sugiere que el sobrenadante digptido contener una
variedad de bacterias productoras de hidrogengegumeitieron reducir la
fase lag de 20 a 13 dias.

- El sobrenadante digerido sin pre-tratar y los paduoe de ultrafiltracion
aplicados a los sistemas MR, MR-1 y MR-2, respaatente
disminuyeron significativamente el consumo diare sblucion alcalina.
Sin embargo, esto no ocurri6 cuando fue utilizadlopermeado de
nanofiltracion. La reduccion media en el consumaridi de solucion
alcalina fue del 52% para el sistema MR-2 (coniadicle permeado de
ultrafiltracion) cuando fue comparado con los reopientos de

alcalinidad del sistema WR (sin adicion de sobrantal digerido). Sin
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embargo, la adicion del sobrenadante digerido seitrptar y de los
diferentes permeados no produjo diferencias siatifias en la

produccion de hidrégeno.

La adicion del sobrenadante digerido sin pre-trgtate los diferentes
permeados no aumentd el contenido de metano emoghsb bajo las
condiciones de operacion evaluadas. Cuando ehtratéo de filtracion

no fue utilizado para acondicionar el sobrenaddigerido, la actividad

de los microorganismos metanogénicos viables emesg®n fue baja, lo
que indicé que el tratamiento mediante filtraci@@n anembrana para
evitar su retorno al reactor no fue necesario p@gear una produccion

estable de hidrégeno.

5.5.2. Respecto a la produccion de hidrogeno y metan dos etapas

a escala piloto con y sin adicion de sobrenadangeddo.

La produccién continua de hidrégeno a partir de meacla de alimentos
frescos elaborada con frutas, verduras, pan, gapescado, fue llevada a
cabo satisfactoriamente en un reactor de mezclpleten(CSTR) de 25 L

operando con un tiempo de retencién hidraulica (JREl 3 dias. La

produccion especifica de hidrégeno (BHfue de 45,5 blkg SVaimentade

El aumento de la concentracién media de amonid esaetor respecto a
la concentracidon en la alimentacion sugiere quecigrdéa degradacion de

las proteinas tuvo lugar bajo las condiciones aaampon.

La adicion de sobrenadante digerido a la alimedtaael reactor de
hidrogeno originé6 una reduccion gradual, durantdotel periodo de
operaciéon, de la produccion diaria de gas pero el cdntenido de
hidrogeno en el gas. Asi, la produccién especiechidrogeno (SHP) fue
un 8,3% mas baja respecto a la produccion especifec hidrogeno
observada cuando el reactor operé sin adicion deesadante digerido.
Este ligero deterioro observado en la producciérhidedgeno pudo ser
asociado a la adicion del sobrenadante ya que isunatiéon de la
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alimentacion del reactor origind un nuevo aumemdaeproduccion de

biogas.

Las condiciones de operacion evaluadas en el redethidrogeno fueron
adecuadas para reducir la actividad de los micerosgios
metanogénicos viables presentes en el sobrenadgetédo alimentado,

asi no fue detectado metano en el biogas duratisargo de operacion.

Respecto al consumo de solucion alcalina, requégada regular el pH del
reactor de hidrogeno en el rango 5,5-6,0, fue ebsleruna reduccion del
36,6% cuando fue adicionado sobrenadante digendoua valor medio

de alcalinidad de 2 g/L (determinada como carbodatcalcio, CaCg).

La adicién de sobrenadante digerido en la mezchlidentacion elevé un
52% el contenido de amonio en el efluente del oeatd hidrégeno. De
este modo, el deterioro observado en la produaedmdrogeno cuando el
sobrenadante digerido fue adicionado a la mezclalideentacion pudo

estar asociado al incremento en la concentraci@mamio en el reactor.

La produccion especifica media de metano (SMP) glapaoceso global,
experimentd un ligero descenso cuando el sobreteddigerido fue
adicionado en la alimentacién del reactor de hidnégpasando de 590 a
550 L CHy/Kg SVajimentade

La concentracion media de amonio en el reactor elamo fue superior a
la observada en el reactor de hidrogeno indicandolg degradacion de
proteinas fue alcanzada en la fase de digestidradi@én de soluciéon

alcalina en el reactor de hidrégeno para la regitadel pH permitio

mantener una alcalinidad en el reactor metanoggraciicularmente alta
durante todo el tiempo de operacion y los AGV prese en el efluente
del reactor de hidrégeno fueron efectivamente aelads durante la etapa

metanogénica.
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6. EFECTO DEL TRH EN LA PRODUCCION DE H; Y EN LA COMUNIDAD MICROBLANA.

6.1. INTRODUCCION.

6.1.1. Efecto del tiempo de retencién hidraulico RH) en la

produccion de hidrégeno por fermentacion oscura.

Diferentes investigadores han centrado sus tralEcel estudio de las
condiciones de operacién del proceso de fermemtaséura (Gomez et al., 2009;
Turcot et al., 2008; Van Ginkel y Logan, 2005) dieba que los rendimientos de
las poblaciones microbianas son altamente depdediaete las condiciones del
proceso tales como el pH, el tiempo de retencidrdhlico (TRH), la velocidad
de carga organica (VCO) y la presion parcial dsl gstos parametros afectan al
metabolismo microbiano y por lo tanto a los prodsctinales del proceso de

fermentacion (Antonopoulou et al., 2008).
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El TRH determina las poblaciones microbianas pteseen el reactor,
asi como el uso eficiente del sustrato duranteddyzcion de hidrogeno (Wang y
Zhao, 2009). Varios autores han estudiado el efdsitd RH sobre el rendimiento
de hidrégeno del proceso de fermentacion oscuna éFal., 2006; Lin y Chang,
1999; Yu et al.,, 2003). Cuando los residuos de danson utilizados como
sustrato son necesarios amplios tiempos para éadasidrolisis (Shin y Youn,
2005). De este modo, TRH bajos pueden reducir @lefisiente de sustrato por
las bacterias y la retencion de la biomasa acyiyar tanto, la eficiencia global
del proceso (Chen et al., 2009; Kim et al., 2008&). embargo, TRH altos (del
orden de dias) pueden originar un aumento en logorganismos consumidores
de hidrégeno, tales como microorganismos metanoggény otros competidores
por el sustrato, como son los microorganismos gédizos no productores de
hidrogeno (Hawkes et al., 2002). Por lo tanto, stl@io del TRH es una tarea
necesaria para lograr rendimientos optimos en daymcion de hidrégeno por

fermentacion oscura a partir de residuos.

Lee y Chung (2010) estudiaron el proceso de pmdnale hidrogeno y
metano en dos etapas a escala planta piloto atlzaesiduos de comida como
sustrato. El reactor utilizado para la producci@énhitirégeno fue un reactor de
mezcla completa (CSTR) con un volumen de 500 L.sHnestudio fueron
evaluados diferentes TRH dentro del rango de 6@hfa Los autores observaron
rendimientos de hidrégeno variando entre 0,62,Lrkf*d y 3,88 L H/ m**d al
disminuir el TRH. Gémez et al. (2006) estudiaronpmiceso de fermentacion
oscura a partir de residuos de comida utilizand&€8@R operando con un TRH
de 3 d y 5d. Los resultados indicaron un aumenta geoduccion volumétrica de
hidrégeno con la disminucion del TRH y no fue olado un deterioro en la
produccion especifica de hidrégeno. Sin embargo,oteo estudio posterior
(Cuetos et al.,, 2007) donde el objetivo fue evalaasolubilidad del material
particulado, observaron que TRH altos fueron nemesgpara maximizar la
produccion de metabolitos solubles para su cortwersin una segunda fase

metanogénica.
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6.2. OBJETIVOS.

El objetivo general de este capitulo es la evaturadel efecto del TRH en
el proceso de produccién de hidrogeno a partiredaluos de comida utilizando
reactores de mezcla completa (CSTR) y manteniendstante la concentraciéon

total de solidos en la alimentacion.
Entre los objetivos especificos estan los sigugente

¢ Evaluacion del efecto de la sucesiva disminucidnTéé (en el rango 2-
0,5 dias) en el rendimiento de produccion de hieinogy en la
distribucion de los acidos grasos volatiles (AGW)um reactor de mezcla
completa operando en régimen mesofilico y utilizamdmo sustrato

residuos de comida con un contenido en solidofetanstante.

% Estudio mediante la técnica PCR-DGGE de la pobfacitcrobiana
presente en el reactor de hidrogeno cuando esta apdistintos TRH (en

el rango 2-0,5 dias).

6.3. MATERIAL Y METODOS.

6.3.1. Metodologia experimental.

En este trabajo fue evaluado un proceso de pragluct® hidrogeno bajo
condiciones mesofilicas, utilizando como sustrato residuo de comida con
fraccion proteica. Durante la operacion fueron esdbs diferentes TRH
manteniendo constante la concentracion de sélatakes (ST) de la alimentacion
lo que supuso la variacion de la velocidad de carganica (VCO) al modificar
el TRH (cuanto menor fue el TRH mayor fue la VCQicgaa). A su vez, el
trabajo fue completado con un andlisis microbialégmediante la técnica PCR-
DGGE, de la comunidad bacteriana presente en elorede hidrégeno cuando

operdé bajo diferentes TRH.
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El sustrato utilizado consistié en un residuo dmida elaborado a partir
de alimentos frescos (A2) basados en frutas, vasdyran, carne y pescado, de
forma que cada componente presentd una contribdigadan el contenido en ST
de la mezcla, la cual fue descrita en el capitukdevlales Empleados y Métodos
Analiticos. La mezcla asi preparada fue diluida agoa desionizada hasta un
contenido de ST del 3%. Dicho contenido en ST fja&ld para incrementar la
estabilidad del proceso de fermentacién tal y coimdican los resultados
obtenidos por Gomez et al. (2009).

El in6culo utilizado para arrancar el reactor ddrdgeno fue el lodo
digerido procedente del reactor CSTR de 25 L aiilz en los ensayos del
Capitulo 5 para producir hidrégeno a partir de ahm@entacion con la misma
composicién que la utilizada en el presenta estudicho reactor operd con un
TRH de 3 dias en régimen mesofilico (34+2 °C) alierd 10 dias. Por lo tanto, el
in6culo utilizado presentd inicialmente una adaptaal tipo de residuo y las
condiciones de operacion. La concentracion de Sie \5V del lodo digerido
fueron 22,0 g/L y 13,8 g/L, respectivamente, y me fplicado ningun pre-

tratamiento.

El proceso fue evaluado en la planta piloto desceh el capitulo
Materiales Empleados y Métodos Analiticos operadddorma automatica. El
reactor de hidrégeno (Reactor 2 de la planta pilofmeré con un volumen de
trabajo de 3L y fue termostatizado a 34+2 °C. Eldwo fue almacenado en el
tanque de alimentacion (Reactor 1 de la plantaqjiloa 4 °C y desde ahi fue
alimentado al reactor de hidrégeno. Antes de quemalerial fresco fuese

alimentado el mismo volumen de liquido fue retirdgbreactor.

El reactor oper6 en semi-continuo durante 55 diadistintos TRH
manteniendo constante la concentracion de ST dinie@ntacion. Cada TRH fue
evaluado durante un periodo equivalente, como nunian 10 veces el TRH
fijado. El reactor oper6 con 4 ciclos de alimerdaciuando fueron evaluados los
TRH de 2 d y 1 d, con 5 ciclos de alimentacion deafue evaluado el TRH de
0,75 d y con 6 ciclos de alimentacion para el TRH® d.
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El pH del reactor fue controlado de forma autonaatiediante la adicion
de solucion alcalina la cual permitio ajustar elgHB,5 unidades (siendo el pH de
la alimentacién inferior 5,0 unidades). La solucidltalina consisti6 en una
mezcla de NaHC§¢) KH,PO, y KOH en concentraciones 120 g/l, 120 g/L y 180

g/L, respectivamente.

6.3.2. Metodologia analitica.

Los analisis rutinarios para el control del procéseron: pH, solidos
totales (ST), solidos voléatiles (SV), demanda qoémde oxigeno soluble
(DQOy), amonio, concentracion de acidos grasos volafA&sV) y volumen y
composicién de biogas producido, conforme a losganientos descritos en el
capitulo Materiales Empleados y Métodos Analiticdados ellos fueron
medidos tres veces por semana cuando el reactodmbgeno operd con un TRH
de 2 y 1 dias y fueron medidos a diario cuandoadielactor operé con un TRH
de 0,75y 0,5 dias. El volumen de gas producidarfaedido a diario durante todo
el tiempo de operacion. Todos los datos de prodacale gas fueron

normalizados a temperatura y presion estandar y0/D mm Hg).

La comunidad microbiana presente en el reactoafatizada mediante la
técnica PCR-DGGE segun el procedimiento descriteeleoapitulo Materiales
Empleados y Métodos Analiticos. Para ello fueronadas dos muestras durante

la evaluacion de los TRH de 2 y 0,75 dias.

6.3.3. Tratamiento estadistico de los datos.

Los datos fueron analizados utilizando el prograstadistico Origin 6.1,
llevando a cabo un analisis simple de la varianna{vay ANOVA) que permitio
determinar si el efecto que tiene el TRH sobreeatdimiento de hidrogeno es
significativo a un nivel de significacion del 95%% 0,05). Ademas, fue aplicado
el test de separacion de medias de Tukey para cam@atre que TRH existen
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diferencias significativas respecto al rendimied® hidrogeno a un nivel de

significacion del 95%.

6.4. RESULTADOS.

6.4.1. Efecto del TRH en el proceso de producci@hidrogeno.

La adiciébn de solucién alcalina fue necesaria pagatener el pH del
reactor de hidrogeno dentro del rango 5,0-6,0 w@slalLa acidificacion del
reactor fue debida a la conversion de materia acgaen AGV, y al
reemplazamiento del contenido del reactor por ladlaede alimentacion, la cual
present6 un valor bajo de pH (5,0 unidades). Urswmo diario medio de 2216
ml de solucién alcalina fue necesario para mantehpH del reactor en el rango
deseado. Esto provocd una concentracion mediardeddio (N&) de 235+64
mg/L dentro del reactor de hidrégeno. Aunque eaterpuede parecer alto, hay
estudios que indican que la microflora productaanidirégeno opera con valores
de 1000-2000 mg/L de ion sodio sin evidenciar motas de inhibicion (Hao et
al., 2006).

La figura 6.1 muestra la produccion diaria de bsogael contenido de
hidrogeno en el biogas para los diferentes TRHuads. La reduccion del TRH
de 2 a 1 dia implicé un aumento significativo depdaduccion diaria de biogéas
asociado a un ligero deterioro en el contenido idedgeno en el biogés. La
modificacion del TRH de 1 a 0,75 dias implic6 ugelo aumento en la
produccion diaria de biogas y en el contenido dioigieno en el gas generado.
Sin embargo, los datos obtenidos para el TRH de digs manifestaron
incrementos mayores en ambos parametros, aungaatduwste Ultimo periodo

no fueron alcanzadas condiciones estacionarias.

No fue detectado metano en el biogas durante totilengpo de operacion
y la concentracion media de sulfuro de hidrogerté,®n el gas vario entre 14-

10 ppm a medida que el TRH disminuyo.
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TRH=2d TRH=1d TRH=0,75d TRH=0,5d
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Figura 6.1. Evolucion de la produccion diaria de kigas y del contenido de

hidrogeno en el biogas para los diferentes TRH ev#dos.

Los valores medios de los parametros de rendimieeloreactor de

hidrogeno para cada TRH evaluado estan recogidizstahla 6.1.

Tabla 6.1. Valores medios de los parametros de reimiento de los sistemas

evaluados.

Parametro TRH=2 d TRH=1d TRH=0,75d | TRH=0,5d
Produccion de gas 2,49+0,08 4,69+0,26 5,12+0,15 5,80+0,27
(mL/d)

% H, en el gas 27,5+1,1 26,1+1,9 27,1£1,7 30,4+0,7

Produccion H,

0,23+0,02 0,42+0,04 0,44+0,03 0,60+0,05
(L H 2/Lreactor*d)

SH,P

20,58+1,53 18,47+1,91 14,58+0,98 13,13+1,04
(ml— H 2/g SValimentado)

VCO

11,4+0,3 22,7+0,6 30,310,8 45,4+1,2
(g SValimentadoll— reactor*d)
ST (g/L) 20,1+0,5 20,7+£0,9 21,310,6 21,5+£0,7
SV (g/L) 17,6+0,4 17,9+0,3 19,60,4 19,9+0,4
% Destruccion SV 22,5+3,5 21,1+3,4 13,7£3,7 12,3+3,9
DQOs (g/L) 16,9+0,9 16,0+2,5 14,5+1,1 13,4+0,6
Amonio (mg/L) 78+8 71+6 6716 15+2

+: desviacion durante la fase estable o stady.state
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Con respecto al rendimiento volumétrico de hidr@g@nH,/L reactord) fue
observado un aumento al disminuir el TRH. La aplimade un analisis simple de
la varianza (one-way ANOVA) a los rendimientos oldes para cada TRH
revelan que difieren significativamente a un nigel significacion del 95% (la
tabla A.7 del Anexo A.lll recoge los resultados dellisis estadistico). Esto
quiere decir que al menos uno de los sistemas lgnado rendimientos
volumétricos de hidrégeno tales que su media rdifestadisticamente del resto
de sistemas. La aplicacion del test de separacometdias de Tukey permitid
comparar entre que TRH existen diferencias sigatifias en el rendimiento de
hidrogeno a un nivel de significacion del 95% @bla A.8 del Anexo A.lll
recoge los resultados del andlisis estadistico$. fesultados indicaron que no
hubo diferencias significativas entre los valoresdios obtenidos para los TRH
de 1 y 0,75 d, como muestra la figura 6.2 dondeadatta fue utilizada para

indicar diferencias significativas en los valoresdios.

(L H 2/|- reaclor*d)

Rendimiento medio de H

0,0 - -0
2 1 0,75 0,5

SHZP media (I- l'h/kg Svahmentado)

TRH (dias)
M Rendimiento de hidrégenol  Produccién especifica diggeno

Figura 6.2. Valores medios de rendimiento volumétdo de hidrogeno y
produccion especifica de hidrégeno (SiP) obtenidos para los diferentes TRH
evaluados. Las medias seguidas por una misma letrano difieren

significativamente de acuerdo al Test de Tukeyg€0,05).

Sin embargo, a medida que el TRH disminuyé fue mlasi® un descenso
en la produccion especifica de hidrégenof£HSegun los datos mostrados en la
tabla 6.1, la produccion especifica de hidrégersmaiuyé un 36% cuando el
TRH descendi6 desde 2 a 0,5 dias. Esta disminu@da produccion especifica
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de hidrogeno asociada a la reduccion del TRH puesiar causada por una
escasez de sustrato soluble (debido a una hidrdhsiuficiente del material

particulado) o bien por una metabolizacion de Iaglpctos solubles incompleta
al no disponer de tiempo suficiente para el proasdermentacion completo
(considerando hidrdlisis y conversion en AGV). Rotanto, el primer efecto a

tener en cuenta cuando el TRH es reducido en wtoreasta relacionado con el
tiempo disponible para la hidrolisis del materiartigulado y la posterior

metabolizacién de los sustratos hidrolizados p@nicroorganismos.

Por otro lado, cuando el TRH es reducido en untoeamanteniendo
constante la concentracion de ST de la alimentac&)nque tener en cuenta el
efecto del incremento en la velocidad de cargamecga(VCO) asociado a un
mayor volumen de sustrato alimentado al reactorymidad de tiempo. A este
respecto han sido realizados varios estudios amitle sustratos solubles tales
como glucosa y sacarosa para eludir las limitasiashe la hidrdlisis como un
factor adicional (Kim et al., 2006; Kyazze et @&006; Ozkan et al., 2010; Van
Ginkel y Logan, 2005). Gomez et al. (2009) utilaicomo sustrato residuos de
comida y observaron reducciones en el rendimiergo hairégeno con el
incremento de la VCO (impuesta en el sistema aleatizin el contenido en ST de
la alimentacion desde el 3% al 6% y mantenienddRH constante en 3 dias).
Los autores atribuyeron los resultados a la acwirade AGV que provoco la
inhibicion del sistema de fermentacién. Sin embalg® resultados obtenidos en
el presente estudio concuerdan mas con el trahd)icado por Turcot et al.
(2008), aunque estos autores utilizaron glucosaocamstrato y, por lo tanto, no
tuvieron que considerar impedimentos en la fasenhidedlisis. Ellos también
observaron un aumento en la produccion volumétdeahidrogeno y una
reduccion en la produccién especifica de hidrogenando la VCO fue
incrementada. Con respecto a residuos de elevatwitade particula, Kim et al.
(2008a) evaluaron de forma independiente el efdetaiempo de retencidon de
sélidos (TRS) y TRH en la fermentacién de residimsomida, para demostrar la
importancia de la hidrélisis del material insolubtiirante el proceso de
fermentacion oscura. Wang y Zhao (2009) estudiafrg@moceso de produccion de

hidrogeno y metano en dos etapas a partir de @sida comida evaluando el
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efecto del incremento de la VCO con la correspandiereduccion del TRS. Los
autores observaron que el incremento de la VCOo6caunsa disminucion de la
produccion especifica de hidrogeno asociada anadaccion en la eficiencia de
la etapa de hidrélisis por no disponer de tiemgizismte para la hidrdlisis de los

sustratos insolubles.

La hipotesis de limitaciones en la etapa de hisiglcomo la principal
causa de la reducciéon continua de la produccidéacipa puede ser inferida por
el descenso de los valores de DQO soluble obseswadtisminuir el TRH (tabla
6.1). Sin embargo, en el presente estudio los eslde DQO soluble representan
los productos de hidrélisis y también los AGV gaes durante la fermentacion,
por ello el efecto puro de la hidrolisis no puda seantificado con este
parametro. De este modo, el descenso observaduseralores de DQO soluble
fue asociado con un descenso en la eficiencia dmepo de fermentacidon

(considerando hidrdlisis y conversion en AGV).

La figura 6.3 muestra la evolucion de los AGV pls diferentes TRH
evaluados. La concentracion total de AGV también representada. Durante el
altimo TRH evaluado (TRH de 0,5 d) fue observada teduccion significativa
en la concentracion total de AGV (figura 6.3) quel@ haber sido causada por la
escasez de sustrato soluble (debido a una hidrdhsiuficiente), o bien por
disponer de un tiempo insuficiente para el procgsdfermentacion completo
(considerando hidrolisis y conversion en AGV). Hetana razon fue considerada
la mas probable ya que los valores medidos de DQIGbls mostraron una
reduccion inferior que la experimentada por los ABtales medidos. Esto puede
indicar que la etapa de fermentacion tuvo un tietnpitado, en lugar de la etapa

de hidrdlisis.
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TRH=2d TRH=1d TRH=0,75¢ TRH=0.5d
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Figura 6.3. Evolucion de la concentracion de AGV pa los diferentes TRH

evaluados.

El AGV mayoritario fue el acido acético para todos TRH evaluados,
con una concentracion media de 4060 mg/l, 3935 mE0 mg/L y 3709 mg/L
para los TRH de 2, 1, 0,75 y 0,5 dias, respectinteneTambién fueron
detectados en concentracion menor los acidos prigpid butirico, valérico y
caproico. La evolucion del contenido total de AGMe f principalmente
determinada por la concentracién de acido acétito gambio significativamente
al modificar el TRH, con la excepcion del dltimaipdo, en el cual experimenté
una importante reducciéon. Todos los acidos detestadhibieron una tendencia
descendente en concentracion durante el Ultimogertvaluado, especialmente
el acido acético. Sin embargo, esta reduccion etoefenido de AGV estuvo
asociada al incremento continuo en la produccidarétrica de hidrégeno. Este
comportamiento indica que ha existido durante ecgso de fermentacion

produccion de acido acético no vinculada a la proidm de hidrégeno.

La concentracion de &cido caproico no experiment@andges
modificaciones al reducir el TRH de 2 a 0,75 d @6456 y 1252 mg/L fueron
las concentraciones medias correspondientes a Rid de 2, 1 y 0,75 d,
respectivamente). Sin embargo, al imponer en etoeae hidrogeno el TRH de

0,5 d fue observado un descenso acusado en lantawén de este acido (figura
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6.3). La generacion de acido caproico en sisteradsrchentacion oscura también
ha sido relacionada con bajos rendimientos de ge&h® debido a que su
formacion esta asociada a fermentaciones secusdddade son producidos
etanol y &cido acético o etanol y &cido butiricai,Aa formacion de acido
caproico es un indicador de que una solventogérsggsficativa ha ocurrido

reduciendo el rendimiento de produccion de hidrog@ing et al., 2010).

En general, es aceptado que la produccion de redodgorClostridium
spp. esta relacionada con la produccién de AGV y no lkomroduccién de
alcoholes. Sin embargo, los alcoholes son prodaa@docondiciones de bajo pH y
bajo acumulacion de AGV (Bahl y Durre, 2001; Jore$Voods, 1986). La
produccion de alcohol po€Clostridium spp.tiene un rendimiento energético
inferior a la produccion de acido butirico y dedacacético siendo la principal
razén para la produccion de alcohol el bloqueoadpenetracion de AGV en la
célula, lo cual es conocido como mecanismo de detoxificacion (Kim et al.,
2008b).

Segun los resultados obtenidos en este estudioulmwdacion de AGV
observada durante los TRH de 2, 1 y 0,75 d (cocartnaciones medias de 7830,
7379 y 8748 mgl/L, respectivamente), pudo favorkcproducciéon de alcohol por
parte de la poblacién productora de hidroge@mgtridium spp, resultando la
formacion de &cido caproico como un indicador de dicha solventogénesis

tuvo lugar.

Respecto a la concentracion media de amonio emaetar de hidrogeno
disminuy6 a medida que el TRH fue reducido (tabld) ®bservando una
concentracibn media de amonio similar a la de imeatacion (12,1 mg/L)
cuando el TRH de 0,5 d fue evaluado. Puesto qdedaadacion de aminoacidos
implica produccion de AGV y amonio, la concentracéie amonio en el reactor
puede ser correlaciona con la cantidad de aminosaittgradados cuando la
carne es utilizada como sustrato. Los resultaddenalos indican que las
proteinas fueron degradadas en menor grado a medalal TRH fue reducido

no observando degradacion significativa cuandef@uado el TRH de 0,5 d.
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Ademas, el contenido de ST y SV del reactor dedgieino aumento con la
reduccion del TRH. La reduccion de SV (expresadaacdb) fue también
calculada y recogida en la tabla 6.1. Como en &b garevio, la continua
reduccion del TRH resultd en un descenso en est@me#o, indicando la
reduccion de la eficiencia de la hidrolisis a madigie el TRH disminuyé debido
al menor tiempo disponible para la hidrolisis des Isustratos insolubles.

Resultados similares fueron observados por Wanigap £2009).

Estos resultados indican que TRH mayores son néggseara lograr un
segundo pico de produccion de hidrégeno, relaciomad una degradacion mas
completa del sustrato. El hidrogeno producido ftay tle alimentacion equivale a
326, 291, 248 y 210 mg de DQO cuando el reactordopen TRH de 2, 1, 0,75y
0,5 dias, respectivamente (en base a los célcutgmi@stos por Han and Shin,
2004). Esto representa aproximadamente un 1% D& total contenida en la
alimentacion. Por lo tanto, durante el procesoaiméntacion solo una pequefia
cantidad de la materia organica fue convertidaiegas y el principal resultado

del proceso fue la conversion de materiales orgarea DQO soluble.

En base a los resultados obtenidos TRH mayoresrfuamds favorables
para la etapa de producciéon de hidrégeno en tésndw la utilizacién del
sustrato, ya que significan mas tiempo para elggocombinado de hidrélisis de
los sustratos y la posterior conversion en produétmdos. Sin embargo, con el
descenso del TRH fue observado un aumento del mégmtio del reactor
(expresado como L # eactofd) ya que la VCO fue mas alta, lo que conlleva un
beneficio asociado al menor volumen del reactoresmto para obtener una
determinada produccion de hidrégeno. Este compmemndgre la eficiencia en la
utilizacion de sustrato y el rendimiento del reaetxpresado como L 4. reactofd
puede ser salvado mediante la optimizacién delgsmde fermentacion en base a
la produccion volumétrica de hidrégeno por unidedehctor e incrementando el
rendimiento global del proceso utilizando una selguetapa alimentada con los
productos metabdlicos generados en el reactor @iégeno para producir mas

energia ya sea en forma de hidrégeno o metano (Gbetlet al., 2009).

197



6. EFECTO DEL TRH EN LA PRODUCCION DE H> Y EN LA COMUNIDAD MICROBLANA.

6.4.2. Efecto del TRH en la comunidad microbianal deactor de

hidrégeno.

La comunidad microbiana presente en el reactoafadizada mediante la
técnica PCR-DGGE a partir de dos muestras tomaaiaslps TRH de 2 y 0,75
dias. Para el TRH de 2 dias fue analizada una rauesnada el dia 24 de
funcionamiento, y para el TRH de 0,75 dias fueiaadh una muestra tomada el
dia 43 de funcionamiento, correspondiendo al quiitode evaluacion de este
TRH.

Los patrones de bandas obtenidos estan recogidde fegura 6.4. Las
bandas mas importantes observadas en los geles foertadas y posteriormente

analizada su secuencia. Estos resultados estgyides@n la tabla 6.2.

rH=2d f/ ¥ !\TRH:0,75d

1—>»

Figura 6.4. Perfiles de bandas obtenidos mediantedR-DGGE correspondientes

a las muestras extraias de los TRH de 2 y 0,75 dias
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Tabla 6.2. Resultados de la secuenciacion corresgiiente a las bandas

extraidas.
N° de banda Correspondencia Similitud (%)
1 Selenomonas noxia 92
2 Sin identificar --
3 Clostridium acidisoli 97
4 Clostridium butyricum 94
5 Bifidobacterium thermacidophilum 93
6 Bifidobacterium spp. 95

El patron de bandas obtenido en cada muestra feredlie indicando que
un cambio en la comunidad microbiana tuvo lugamatlificar el TRH de 2 a
0,75 d. El nimero de bandas detectado cuandoctbresgperé con un TRHde 2d
fue menor que el detectado para el TRH de 0,7&glrisndo que la reduccion

aplicada al TRH aumento la diversidad de especied eactor.

Para el TRH de 2 d fueron identificadas 3 bandas,41y 6,
correspondientes a las espectslenomonas noxigClostridium butyricumy
Bifidobacterium spp.respectivamente. La intensidad de las bandas6lfye
semejante indicando que la abundancia relativasledrrespondientes especies
microbianas en el reactor fue similar (Fang y B002; Zhang y Fang, 2001). Sin
embargo, la banda 4 correspondient€lastridium butyricumfue mas intensa
indicando que fue la especie que predominé enaetae durante este periodo de

evaluacion.

Para el TRH de 0,75 d fueron detectadas 6 bandashdndas 1, 4 y 6 que
caracterizaron la poblacion microbiana del reaptoa el TRH de 2 dias también
estuvieron presentes en el reactor cuando ésté ap&75 dias pero su intensidad
fue diferente, asi la banda 1, correspondienBelanomonas noxi@aumento en
intensidad y la banda 6, correspondientifadlobacterium spp.disminuyé en
intensidad. A su vez, durante este periodo fuedentificadas dos especies mas,
Clostridium acidisoliy Bifidobacterium thermacidophilurnorrespondientes a las
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bandas 3 y 5, respectivamente. Dichas especiesstoviezon presentes en el
reactor cuando éste operd con un TRH de 2 d. Aegula banda 5 fue la mas
intensa del patron de bandas correspondiente al d&bl,75 dias indicando que
Bifidobacterium thermacidophiluriue la especie dominante en el reactor durante

este periodo de experimentacion.

La especieSelenomonas noxi@s una bacteria productora de acido
propionico. Los resultados del analisis microbiatégobtenido en el presente
estudio indican que su presencia fue méas signifecauando el reactor operd con
un TRH de 0,75 d, respecto al periodo evaluado aTRi de 2d. Esta
observacion concuerda con la distribucion de AGibaida a cada TRH, asi la
concentracion de acido propiénico fue mantenida eninimo en los TRH de 2 y
1 d (con valores medios de 179 y 340 mg/L, respaciente) y una reduccion en
el TRH a 0,75 d resulté en un incremento en la eotmacion de este acido (cuyo
valor medio fue 1232 mg/L).

Secuencias de ADN relacionadas c&elenomonas spphan sido
identificadas en diversos estudios de producciomidedgeno por fermentacion
oscura (Ueno et al., 2001, Kim et al., 2008b). @obkeal. (1985) estudiaron la
produccion de hidrégeno a partir de sacarosa aitip un cultivo mixto. En este
estudio los productores de &cido butirico fuerangipalmenteClostridium sppy
los productores de acido propidnico fueron idecddios principalmente con
Selenomonas sppos autores observaron que la reduccion del TRB,d& a 0,5
d resultaba desventajosa para los productores d#o dgropidnico. Un
comportamiento similar fue observado en el presesiigdio, asi durante el TRH
de 0,75 d la concentracion de acido propionico auiénpero al reducir el TRH a
0,5 d la concentraciéon de acido propionico mosiré clara tendencia decreciente
(figura 6.3) sugiriendo que dicho TRH no fue fa\adeapara los productores de
acido propidénico $elenomonas noxiay un rendimiento mas alto de hidrégeno
fue observado. La produccion de acido propionisoliucra consumo de sustrato
organico e hidrégeno (el cual debe ser producidogb@s rutas metabdlicas)
segun la ecuacion (6.1) por ello es de esperarathacion en el rendimiento de
hidrégeno (Zhang et al. 2006). Asi, la fermentadipa acido propionico ha sido
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asociada a bajos rendimientos de hidrégeno poredifies autores (Li et al., 2009;
Ren et al., 2007).

CeH1206 + 2H, ——» 2CH;CH,COOH + 2HO (Ec. 6.1)

Durante el TRH de 2 d fue identifica@ifidobacterium spp.sin embargo
la banda correspondiente (banda 6) apenas respitriable en la muestra
analizada para el TRH de 0,75 d indicando que é&msible a dicho TRH. A su
vez, la especidifidobacterium thermacidophilurfue detectada en el reactor
cuando opero con un TRH de 0,75 d y la intensidathdanda indico que fue la
especie predominante durante este periodo de engra@cion. Estas bacterias
son productoras de acido acético pudiendo transfiorma molécula de glucosa
en tres de acido acético segun la ecuacion (6eth pormalmente forman tres
moles de acido acético y dos moles de acido lagimo cada dos moles de
glucosa. Kim et al. (2008b) también observaronri&s@ncia ddifidobacterium

thermacidophilundurante la produccion de hidrégeno a partir dersgea

Tal y como fue explicado en el apartado antersdistribucion de AGV
observada en este ensayo indica que ha existidanturel proceso de
fermentacion produccion de acido acético no virgala la produccion de
hidrogeno. De este modo, es de esperar la preselgianicroorganismos
homoacetogénicos durante TRH superiores a 0,5ahoBimicroorganismos son
capaces de crecer bien heterotréficamente mediardenversion de glucosa en
acido acético sin producir hidrégeno (en base aedaacién 6.2), o bien
autotroficamente produciendo acido acético a pdsirhidrogeno y dioxido de
carbono como Unicas fuentes de energia y carbanddse a la ecuacion 6.3)
(Chen et al., 2009). Asi, una vez impuesto el TRH)@ d la concentracion de
acido acético disminuyo drasticamente indicando tpse microorganismos
homoacetogénicos fueron sensibles a dichas conégiale operacion. En
consecuencia el rendimiento de hidrogeno pudo eseeflziado por supresion de

las rutas metabdlicas representadas por las ecgasc{6.2) y (6.3).
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CeH120s ——» 3CH:COOH (Ec. 6.2)

4H, + 2CQ——» CH3COOH + 2HO (Ec. 6.3)

Clostridium butyricum es una bacteria estrictamente anaerobia que
fermenta carbohidratos a acido butirico, acido ie@gtdioxido de carbono e
hidrogeno (Chen et al., 2006). Segun los resultastiisnidos en este trabajo
Clostridium butyricumesta presente cuando el reactor opera con un TRHyde
0,75 d siendo responsable de la produccién de dediad en ambos casos. La
intensidad de la banda es similar en ambos cadasmimo que dicha especie no
fue sensible a la reduccion del TRH. A su vez, doagl reactor operé con un
TRH de 0,75 d fue determinada la presenciaCtlistridium acidisoli,el cual
fermenta los carbohidratos a &cido butirico, aedético, diéxido de carbono e
hidrogeno (Kuhner et al., 2000), siendo tambiépaoasable de la produccion de
hidrogeno durante este periodo. Kim et al. (20@®8b) también observaron la
presencia simultanea dé. butyricumy C. acidisoli durante la produccion
continua de hidrogeno utilizando sacarosa comaaosy sometiendo el lodo

anaerobio utilizado como in6culo a un pre-tratansi¢érmico.

Los resultados de este estudio sugieren que lasciespdel género
Clostridium detectadas en el reactor no fueron sensiblesedlaccion del TRH
aplicado. A su vez, hay diversos estudios que ouoafi la presencia de
Clostridiumdurante la produccién continua de hidrogeno a TiRétiores a 0,5 d
(Chang et al., 2008; Lin et al., 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo indicanajveduccion del TRH
desde 2 d a 0,75 d origin6 cambios en la comunitétobiana desde un
consorcio que contenia principalmente productoreshdirogeno a otro que
contenia productores de hidrégeno y consumidordsdiégeno o no productores
de hidrégeno, tales como bacterias productorascid® fropidnico y de acido
acético. Esto coincidi6 con cambios en la concerdrnade los metabolitos
determinados en el efluente del reactor. Asi, darahTRH de 0,75 d aumento la

concentracion de acido acético y acido propioniespecto al TRH de 2 d. Sin
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embargo, los rendimientos aumentaron debido a om@CO suministrada al

imponer un menor TRH.

Estos resultados indican que el TRH puede modifiaacomunidad
microbiana del reactor pudiendo afectar al rendioiele hidrégeno. Del mismo
modo, Chen y Lin (2003) observaron un incrementoeémrendimiento de
hidrogeno al reducir el TRH utilizando glucosa cosustrato y Zhang et al.
(2006) también observaron que el TRH tiene un efgignificante en la seleccion
de la poblacién microbiana presente en un reaaoprdduccion de hidrégeno

donde fue utilizado como inéculo un cultivo mixto.

6.5. CONCLUSIONES.

6.5.1. Respecto al efecto del TRH en el proces@uauccion de
hidrogeno.

- La reduccion sucesiva del TRH (entre 2 y 0,5 d)eknreactor de
produccion de hidrogeno origind un aumento sigaifi® del rendimiento
volumétrico de hidrégeno (L 4 reactofd) lo que conlleva un beneficio
asociado al menor volumen del reactor necesari@ dotener una

determinada produccion de hidrégeno.

- Los TRH mayores fueron mas favorables para la aefe@pproduccion de
hidrégeno en términos de la utilizacién del susti@stando asociados a
producciones especificas de hidrégenof§Hnayores), ya que significan
mas tiempo para el proceso combinado de hidrdfisitos sustratos y la

posterior conversion en productos acidos.

- La reduccion en el TRH origin6 valores de SV y D&dlubles cada vez
menores en el reactor de hidrégeno asociados codesoenso en la
eficiencia del proceso de fermentacion (considevarddrolisis y
conversion en AGV). A su vez, los resultados olesws respecto a la
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concentracion media de amonio en el reactor de¢dro indicaron que
las proteinas fueron degradadas en menor gradaigangue el TRH fue
reducido no observando degradacion significativendo fue evaluado el
TRH de 0,5 d.

6.5.2. Respecto al efecto del TRH en la comunidadrobiana del

reactor de hidrégeno.

- El andlisis de la comunidad microbiana presentelereactor realizado
mediante la técnica PCR-DGGE indicé que la redurceidlicada al TRH

de 2 a 0,75 d aumento la diversidad de especiekreactor.

- Lareduccion del TRH desde 2 d a 0,75 d originGliamen la comunidad
microbiana desde un consorcio que contenia prilmgrge productores
de hidroégenoClostridium butyricur a otro que contenia productores de
hidrégeno Clostridium butyricum y Clostridium acidisol vy
consumidores de hidrégeno o no productores de dpthiay tales como
bacterias productoras de acido propionic®elénomonas noixa Yy
bacterias productoras de acido acético Bifigobacterium
thermacidophilum Por lo tanto, el TRH puede modificar la comudida
microbiana del reactor pudiendo afectar al renditoiele hidrégeno.
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7. PRODUCCION DE HIDROGENO A PARTIR DE LACTOSUERO.

7.1. INTRODUCCION.

7.1.1. Produccion de hidrégeno a partir de lactosoie

Una fuente importante de generacion de residuosofdorman los
efluentes de las industrias agroalimentarias yaaipeente de la industria lactea,
gue estan caracterizados por presentar una afja oaganica. Este es el caso del
lactosuero un subproducto de la fabricacion de apieque representa
aproximadamente el 80% del volumen de la lechestoamada. La produccion
mundial anual estimada de lactosuero es de aprdemente 19 toneladas y
debido a su alta carga organica (60-80 g DQO/L)stitmye un contaminante
potencial si su disposicion es inadecuada (Davdaenez et al., 2009).

En los ultimos afios, la industria lactea ha tomednciencia de la
importancia de tratar estos efluentes y transfdomam productos utiles, no sélo
como una manera de proteger el medio ambientebas®& a una legislacion mas
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estricta (Farizoglu et al., 2004), sino también @mones econdmicas al poder
comercializar un subproducto que inicialmente dtuiat un generador de

importantes costes de produccién (Yang et al, 2007)

Como han indicado Kapdan y Kargi (2006), las ageagluales de la
industria alimentaria, y especialmente de la inmiskctea, tienen un alto
potencial para ser utilizadas como materias prirpag la produccion de
hidrogeno. Asi, en los ultimos afios han sido radbs estudios que demuestran
la viabilidad de producir hidrogeno a partir detdésciero. Ferchichi et al. (2005)
utilizaron lactosuero diluido (con una concentradi®@ lactosa de 41,1 g /L) para
estudiar la influencia del pH inicial en la prodidec de hidrégeno mediante
ensayos en discontinuo utilizando como indculo witivo puro deClostridium
Collet et al. (2004) estudiaron la produccion cmmi de hidrégeno a diferentes
pH y velocidades de dilucién utilizando lactosa oosustrato (10 g/L) y un
cultivo puro. El primer trabajo publicado sobre gwocion continua de hidrogeno
a partir de lactosuero utilizando cultivos mixtag frealizado por Yang et al.
(2007). Los autores evaluaron diferentes velociglaliecarga organica (VCO) a
un tiempo de retencién hidraulico (TRH) fijo y realon un andlisis de la
comunidad microbiana del reactor que permitié6 detda presencia de especies
del génerd_actobacillusy en menor extension del génétostidium Calli et al.
(2008) evaluaron el proceso de produccion discaotue hidrogeno en régimen
termofilico a partir de xilosa y lactosa utilizandomo in6culo compost. Davila-
Vazquez et al. (2009) evaluaron la produccion vélniva de hidréogeno a
diferentes TRH a partir de una solucion de lactasea polvo y utilizando lodo
anaerobio como inoculo. Tras determinar el TRH @eemiti6 alcanzar la
produccion volumétrica de hidrégeno mas alta, ldsras estudiaron el efecto de
la VCO manteniendo fijo el TRH. Venetsaneas ef24109) estudiaron el proceso
de fermentacion en dos etapas para la producciohidiégeno y metano en
régimen mesofilico utilizando como sustrato lactwewno diluido (con una DQO
total de 60,5 g/L). Los autores utilizaron comocimé un cultivo mixto indigena
contenido en el lactosuero crudo, una practicatgodién ha sido aplicada por

Antonopoulou et al. (2008a,b).
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Un parametro critico para determinar la aplica@dactica a gran escala
del proceso de fermentacion es el rendimiento dattor (expresado como
LH2/L eactofd) Yya que cuanto mayor es dicho parametro menor esl@hen de
reactor necesario para obtener una determinadaiqoidah de hidrégeno, y de
este modo los costes del reactor necesario tangmgnmenores (Levin et al.,
2004; Kyazze et al., 2007). De lo que ha sido jgablb hasta el momento sobre
produccion continua de hidrégeno mediante ferménaascura utilizando como
sustrato lactosuero o lactosa, puede consideratge lgs velocidades de
produccion volumétrica de hidrégeno son mejorada&sliamte una apropiada
seleccion del indculo y parametros tales como [®\WCl TRH. Particularmente,
puede considerase que TRH mas cortos y VCO mé&s pilteden aumentar la
velocidad de produccion volumétrica de hidrogddavila-Vazquez et al., 2009).

7.2. OBJETIVOS.

Con los resultados de los estudios citados anteeiore, fue planteado
como objetivo general de este capitulo el disefimnglementacion de una
metodologia de trabajo para producir de forma ooatihidrogeno a partir de

lactosuero, en reactores de mezcla completa (C8ER)egimen mesofilico.
Entre los objetivos especificos estan los sigugente

% Evaluacion del proceso de produccion de hidrégemurs la fuente de

indculo utilizada mediante ensayos en discontinuo.

+ Disefio e implementacion de una metodologia de queary operacion
para producir de forma continua y estable hidrogepartir de lactosuero

en reactores de mezcla completa (CSTR).

+«+ Evaluacion del efecto de la disminucion sucesiMaléRH (manteniendo
constante la concentracion de DQO del sustrataesebrendimiento de
hidrogeno y la distribucidon de acidos grasos vi@aiiAGV).
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% Evaluacion del efecto del aumento de la VCO (maetelo constante el
TRH) sobre el rendimiento de hidrégeno y la disicibn de acidos grasos
volatiles (AGV).

7.3. MATERIAL Y METODOS.

7.3.1. Metodologia experimental.

En este trabajo fue realizado en primer lugar waymen discontinuo que
permitié evaluar el proceso de produccion de higindga partir de lactosuero
segun la fuente de inoculo utilizada. Posteriormenina vez seleccionada la
fuente de in6culo considerada como Optima, fuaza@db un ensayo en continuo
donde fue definida e implementada una metodologiarabajo que permitié
producir de forma continua y estable hidrégeno. Uma alcanzadas las
condiciones estacionarias fueron evaluados difesenTRH manteniendo
constante la concentracion de DQO de la alimemdoi@ue supuso la variacion
de la VCO al modificar el TRH (cuanto menor fueT&®H mayor fue la VCO
aplicada). Finalmente, fue evaluado el efecto detento de la VCO al aumentar

la concentracion de DQO de la alimentaciéon manteltieonstante el TRH.

7.3.1.1. Ensayo de produccion de hidrogeno en distmuo.

En este ensayfueron evaluados tres sistemas que permitierordiestal
comportamiento de tres fuentes de inéculo durahproeeso de produccion de
hidrogeno mediante fermentacion oscura: lodo digemellets de biosélido y la
microflora indigena contenida en el lactosuero cfiesLos sistemas fueron
denominados LD, PB y LS, respectivamente. Todatulstes de inoculo fueron
descritas y caracterizadas en el capitulo Materidtenpleados y Meétodos
Analiticos. El lodo digerido utilizado presenté upancentracion de solidos
totales (ST) y de sdlidos volatiles (SV) de 22)0yA2,7 g/L, respectivamente.
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El sustrato utilizado fue el lactosuero tambiéncdes en el capitulo
Materiales Empleados y Métodos Analiticos. Dichstisio fue diluido con agua
desionizada hasta obtener una concentracion geD&30/L. La tabla 7.1 recoge
las principales caracteristicas de la alimentaagirpreparada.

Tabla 7.1. Caracteristicas de la alimentacion utihada.

Parametro LS
pH 6,5
ST (g/l) 51
SV (g/l) 47
DQO (g/L) 63
Alcalinidad (mg/l) 560
Amonio (mg/l) 259
Lactosa (g/L) 48
Acido lactico (mg/L) 105
CI" (mg/1) 899
SO;” (mg/l) 169
NOs (mg/l) <50
PO, (mg/l) 1175
Na" (mg/l) 942
K™ (mg/l) 262
ca'™ (mg/l) 278
Nitrégeno total (Kjeldahl) (mg/L) 294

Como reactores fueron utilizados erlenmeyers der@b@on tapones de
caucho que disponian de una salida para el gadargima los utilizados en los
ensayos del capitulo 4 (figura 4.1). La medicioh wildumen de biogas fue
realizada mediante medidores de desplazamientgude &l estudio fue llevado a

cabo en un bafo termostatizado a 34+2 °C con &gitatagnética.
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Cada reactor fue cargado con un volumen determidadsustrato y de
in6culo, y también fueron afadidos 4 g de hidrogartmonato de sodio
(NaHCQ;) como fuente de alcalinidad, tal y como esta rietmen la tabla 7.2.
Este suplemento de alcalinidad fue utilizado poosotutores para compensar la
baja alcalinidad del lactosuero (Antonopoulou et 2008a,b; Venetsaneas et al.,
2009). El sistema LD fue disefiado con un ratio atitacion/microorganismos
(F/M) de 5,0. La concentracién de la alimentaciBpf(le basada en la demanda
quimica de oxigeno (DQO) y la concentracion de oaigyanismos fue estimada
en base a la concentracion de solidos volatiles) (@Y inéculo utilizado. En

todos los casos el volumen final del reactor fue r2Q..

Los reactores fueron mantenidos en funcionamiemtstahque no fue
detectada produccion de gas. Para evaluar cadansisueron preparadas tres
réplicas, una de ellas fue utilizada para determindiario el volumen de gas
generado y su composicion, y las restantes réplie®n utilizadas para tomar
muestras de la fase liquida que fueron analizadaBamte los analisis rutinarios

expuestos en la metodologia analitica.

Tabla 7.2. Descripcion de los sistemas en el ensayodiscontinuo.

Sistema LD PB LS
Lactosuero (mL) 100 200 200
Lodo digerido (mL) 100
Pellets de biosolido (g) 4
NaHCO; (g) 4 4 4

!.D: lodo digerido; PB: pellets de biosélido; LSclasuero.

7.3.1.2. Ensayo de producciéon de hidrogeno en camiio.

El in6culo utilizado para arrancar el reactor ddrdgeno fue fijado en
base a los resultados obtenidos en el ensayo eontiisuo. El sustrato utilizado

fue lactosuero descrito en el capitulo MaterialegpEados y Métodos Analiticos.
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Dicho sustrato fue diluido con agua desionizadatehabtener una concentracion
de 63 g DQOIL (tabla 7.1). La alimentacién asi prada fue almacenada en un

tanque a 4 °C y desde ahi fue conducida al redetbidrégeno.

El reactor utilizado consisti6 en un reactor de ecteezompleta (CSTR)
con un volumen de trabajo de 5 L fabricado en médée transparente de 5 mm
de espesor y montado sobre una estructura autoferte acero inoxidable.
Estuvo provisto de un encamisado exterior por el gtculé agua de calefaccion
que permiti6 mantener el sistema a una temperater84+2 °C. El agitador
utilizado fue tipo RZR 1 de la casa Heidolph y ¢6rnde un dispositivo para la

regulacion de la velocidad de agitacion.

El reactor fue disefiado con una apertura supeao [a salida del gas
generado, una apertura lateral para la entrada derfiente de alimentacion, y
una toma de fondo para la salida del efluente deatd.as corrientes de
alimentacion y de efluente fueron bombeadas meslifaimbas peristalticas
modelo Dosiper C1R, las cuales fueron programatiscuerdo al régimen de
alimentacion utilizado en cada momento, mediantecamtrolador digital PID.
Antes de que el material fresco fuese alimentadoigho volumen de liquido fue

retirado del reactor.

El gas producido en el reactor fue recogido por aip@rtura superior y
conducido a un medidor de desplazamiento de aguaollenen reversible
asociado a un contador de contacto humedo. El pksisiema fue controlado
manualmente dos veces al dia mediante la adicicsolleion de hidroxido de
sodio (NaOH) 3N lo que permiti6 mantener el pH sistema dentro del rango
5,0-6,0 unidades. Dicha solucion alcalina fue zdiia por otros autores con
resultados satisfactorios de produccion estableidtégeno para controlar el pH
durante la operacién en continuo (Davila-Vazquea.e2008, 2009; Venetsaneas
et al., 2009). La figura 7.1 recoge un esquemargitaje experimental utilizado

en este ensayo.
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El reactor de hidrogeno operé con un volumen déajoa de 3L.
Inicialmente fue cargado con 3 L de alimentaci@m 60 g de pellet de biosolido
como fuente de indculo, y con 60 g de NaH@0Omo suplemento de alcalinidad.
De este modo, fue mantenido el disefio evaluadothied ensayo en discontinuo.

Tras cargar el reactor permanecio en discontinuenaatemperatura de
34+2 °C y bajo agitacion, hasta que el pH del siatdescendioé a un valor de 5,4
unidades, permitiendo de este modo la activaciola aeicroflora productora de
hidrogeno contenida tanto en el inéculo como elaabsuero (Antonopoulou et
al., 2008a,b; Davila-Vazquez et al., 2009; Venetaanet al., 2009). Una vez
observada la acidificacion del sistema fue inicialproceso de alimentacion que
permitié evaluar de forma sucesiva cuatro condesoexperimentales operando
en semi-continuo. Cada condicion experimental feeduada durante un tiempo
equivalente como minimo a 7 veces el TRH fijadaoAtinuacion, son descritas

las caracteristicas operacionales de cada perialoaglo.

% Periodo I fue fijado un TRH de 3 d y 4 ciclos de alimenfaxcal dia de
250 mL cada uno. La concentracion de DQO de laediiation fue 63 g
DQOIJL. La VCO fue 21 g DQO#*d.

%+ Periodo lI: fue fijado un TRH de 2 d y 6 ciclos de alimendacde 250 mL
cada uno. La concentracion de DQO de la alimemanidfue variada (63
g DQO/L). La VCO suministrada fue 31,5 g DQ@®¥d.

% Periodo Il y IV: fue fijado un TRH de 1 d y 8 ciclos de alimentacde
375 mL cada uno. En este caso fueron evaluada¥@@s manteniendo
fijo el TRH en 1 d. Para ello fue modificada la centracion de DQO de
la alimentacion diluyendo el sustrato inicial cqua desionizada hasta la
concentracion deseada. Durantepetiodo Il la concentracion de DQO
de la alimentacion fue 40 g DQO/L de modo que [&DV&iministrada fue
40 g DQO/Ir*d. Durante elperiodo IV la concentraciéon de DQO de la
alimentacion de partida no fue modificada (63 g DQ@e modo que la
VCO suministrada fue 63 g DQG{id.
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7.3.2. Metodologia analitica.

Los analisis rutinarios para el control del procéseron: pH, solidos
totales (ST), solidos voléatiles (SV), demanda qoémde oxigeno soluble
(DQOy), amonio, concentracién de lactosa, de acidociactide acidos grasos
volatiles (AGV) y volumen y composicion de biogasducido, conforme a los
procedimientos descritos en el capitulo Materialgapleados y Métodos
Analiticos. Todos ellos fueron medidos a diarioeérensayo de produccion de
hidrogeno en discontinuo y tres veces por semared ensayo de produccion de
hidrégeno en continuo. El volumen de gas produftidomedido a diario durante
todo el tiempo de operacion. Todos los datos delymmion de gas fueron

normalizados a temperatura y presion estandar y0/D mm Hg).

7.3.3. Tratamiento estadistico de los datos.

Los datos fueron analizados utilizando el prograsiadistico Origin 6.1,
llevando a cabo un analisis simple de la varianna{vay ANOVA) que permitio
determinar si el efecto que tiene el TRH sobreeadimiento de hidrogeno es
significativo a un nivel de significacion del 95%% 0,05). Ademas, fue aplicado
el test de separacion de medias de Tukey para camgatre que TRH existen
diferencias significativas respecto al rendimied® hidrogeno a un nivel de

significacion del 95%.

7.4. RESULTADOS.

7.4.1. Ensayo de produccién de hidrégeno en discund.

7.4.1.1. Produccion de hidrégeno.

El pH es un factor critico en la produccion de &ggmo mediante

procesos de fermentacion. Existen varios trabataivos al estudio del rango
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optimo de pH que han proporcionado diferentes tados. Kisaalita et al. (1987)
indicaron que el rango de pH éptimo para la acidegés de lactosa o lactosuero
esta entre 5 y 6,5 unidades. A su vez, Kyazze.€2@07) y Fang y Liu (2002)
observaron maximos rendimientos de hidrogeno cuahdiH del medio varid
entre 5 y 6. Ferchichi et al. (2005) realizaronezkpentos en discontinuo para
investigar el efecto del pH inicial (entre 5 y Bdpre la produccion de hidrogeno
a partir de lactosuero fresco utilizando un in6cyaro de Clostridium
saccharoperbutylacetonicurhos autores observaron la velocidad de produccion
volumétrica de hidrogeno y el rendimiento molarhérogeno mas altos cuando
el pH inicial fue 6 alcanzando valores de 9,4 midglL/h y 2,7 mol H/mol
lactosa, respectivamente. Davila-Vazquez et al0§2®btuvieron rendimientos
comparables cuando realizaron un estudio cinégcla gproduccién de hidrogeno
utilizando como inéculo lodo anaerobio y como sistrlactosuero en polvo
mediante ensayos en discontinuo. Sin embargo, &noaso la velocidad de
produccion volumétrica de hidrégeno mas elevadahservada bajo condiciones
mas alcalinas, cuando el pH inicial del sistema Ty y la concentracion de

sustrato fue 25 g/L.

Recientemente han sido realizados estudios de geiiaude hidrogeno a
partir de lactosuero bajo control del pH mediaateadicion de suplementos de
alcalinidad en la alimentacion de los sistemas.oAopoulou et al. (2008a)
utilizaron como sustrato para la produccion dedgdno extracto de sorgo con un
pH de 7,5 unidades, y como inéculo utilizaron lanoflora indigena contenida en
dicho sustrato (sin pre-tratar). Los autores aftadi2,24 g de hidroxido de sodio
(NaOH) and 6,80 g de dihidrogeno fosfato de potdkiH,PQ,) por litro de
alimentacion lo que permiti6 mantener el pH dette@adentro del rango 4,7-5,5
cuando evaluaron el proceso a diferentes TRH ded#lorango 24-4 h y
observaron un contenido de hidrégeno en la fasedgaso del intervalo 30,4-
40,5%. Antonopoulou et al. (2008b) afiadieron maneate hidrogenocarbonato
de sodio (NaHCg) en el lactosuero fresco sin diluir en una coneeiin de 20
g/L manteniendo el pH del sistema en 5,2 cuandoaope con un TRH de 24 h.
Este mismo procedimiento fue utilizado por Venetsanet al. (2009) quienes

estudiaron la produccion de hidrogeno a partir at#okuero fresco utilizando
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como inoculo la microflora indigena contenida eralanentacion y fijando el
TRH en 24 h. Los autores evaluaron dos métodos margener el pH en 5,2
unidades: la adicion de NaHG®@n el lactosuero fresco en una concentracion de
20 g/L y el control automético del pH mediante go&ucion alcalina de NaOH
2N. El contenido de hidrégeno en la fase gas emlicmmes estacionarias fue
23,8% cuando el sistema fue suplementado con NaW(32,0% cuando el pH
fue controlado automaticamente. Sin embargo, ladymcion de biogas fue
significativamente mas alta con el primer métodajya la adicion de NaHGO
en la alimentaciéon produjo grandes cantidades d&idth de carbono (C£
incrementando el volumen total de biogas. Asi, dbosidad de produccion de
hidrogeno y el rendimiento molar de hidrégeno fupesior cuando el pH fue
ajustado mediante la adicion de alcalinidad enifaemtacion.

En base a los estudios mencionados en el parrédoi@an en el presente
trabajo fue afiadido inicialmente NaHE@n una concentracion de 20g/L como
un suplemento de alcalinidad. De este modo, loshpithles de los sistemas LD,

PBy LS fueron 7,0, 7,1 y 7,3, respectivamente.

La figura 7.2 muestra la evolucion de la producddria de hidrogeno y
el cambio del pH para los sistemas PB y LS (ya @usistema LD no mostro
produccion de biogas durante el tiempo de operagién pH experimentd un
ligero aumento variando en el rango de 7,0 a &Bjistema PB y el sistema LS
experimentaron un descenso del pH una vez trandasir24 horas coincidiendo
con el inicio de la produccién de hidrégeno. Laddiciacion de los sistemas fue
debida a la conversion de la materia organica e f@onllevo la reduccion del
pH hasta valores de 5,0 y 5,3 unidades para logenss PB y LS,
respectivamente. Un comportamiento similar fue olagbo por Yang et al. (2007)
cuando evaluaron mediante ensayos en discontinpootiuccion de hidrégeno
utilizando como sustrato lactosuero en polvo y &b carbonato de calcio
(CaCQ) para ajustar el pH de los sistemas evaluadogskncaso la produccion
de biogas comenzo tras 6,5 horas coincidiendo aoreduccion del pH del

sistema que varié en el rango 7,5-5,0 unidades.
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Figura 7.2. Evolucion del pH y la produccion diariade hidrogeno en los sistemas
PBy LS.

La figura 7.3 muestra la evolucion de la produccecumulada de
hidrégeno en los sistemas PB y PS durante el tiedepexperimentacion. Tras
una fase lag de aproximadamente 24 horas comemqodaccion de hidrégeno a
diferente velocidad y extension en ambos sisterBasontenido maximo de
hidrogeno en el gas generado fue del 47,8% y ddPd para los sistemas PB y
LS, respectivamente. Y la produccion acumuladaidgéls fue 852 mL para el
sistema PB y 552 mL para el sistema LS. De esteomeldsistema PB presento
una produccion de hidrégeno acumulada un 81% suparia del sistema LS
(281,9 y 53,37 mL b respectivamente). En ninguno de los tres sistemas
evaluados fue detectado metano en el biogés pawluci

Estos resultados sugieren que la microflora indigeantenida en el
lactosuero puede ser utilizada para producir higlnogsin necesidad de aplicar un
pre-tratamiento al sustrato. Del mismo modo, ldtefsede biosolido fueron un
in6culo adecuado para producir hidrégeno a paditadtosuero generando una

fase gaseosa rica en hidrogeno.
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Figura 7.3. Evolucion de la produccion acumulada daidrégeno en los sistemas
PByLS.

Los sistemas PB y PS fueron alimentados con 20@enlactosuero con
una concentracion de lactosa de 48 g/L. De esteojreldendimiento molar de
hidrogeno por mol de lactosa para los sistemas BB jue 449 y 85 mmol de
H./mol de lactosa, respectivamente.

En la figura 7.4 esté representado el contenid8®ery SV y DQO de los
diferentes sistemas evaluados al inicio de la prcida de hidrégeno (tras 24 h de
experimentacion) y al final del ensayo (tras 96 eh ekperimentacion). Con
respecto al sistema inoculado con lodo digerido)(id fueron observadas
modificaciones significativas en el contenido en SV y DQO. En el sistema LS
fue observado un descenso en el contenido de ST, B®O durante el tiempo
de experimentacion. Del mismo modo, en el sistemagulado con pellets de
biosolido (PB) fue observado un descenso en eleocadd en ST y SV. Sin
embargo, el contenido de DQO de este sistema adnuemante el tiempo de
estudio debido a que la inmersion de los pelletseletactosuero generé la
solubilizacion y la acidificacion de la materia @éngca presente en el lodo seco
(Kalogo y Bagley, 2008). Este efecto también fusesado en el ensayo en
discontinuo descrito en el capitulo 4 donde elratstconsistio en residuo de
comida con un 3% en ST. En dicho estudio la matgganica contenida en el

224



7. PRODUCCION DE HIDROGENO A PARTIR DE LACTOSUERO.

lodo generé un valor alto de DQO soluble pero pomgma no presento

produccion de hidrégeno.

LS
B pQo inicial pqo final M svinicial svfinal [l sTinicial ST final

Figura 7.4. Valores iniciales (tras 24 h) y finalegtras 96 h) de ST, SV y DQO
para los sistemas LD, PBy LS.

7.4.1.2. Produccion de acidos grasos volatiles (AGV

La figura 7.5 muestra la evolucion de los AGV pasadiferentes sistemas
evaluados. En el sistema LD no fue observada uodupcion significativa de
AGYV (la concentracion total fue 1,9 g/L). Con resdpea los sistemas PB y LS, la
acidificacion de los pellets de biosoélido generémewor contenido de AGV (la
concentracion total de AGV en ambos sistemas fugd 48 9,2 ¢l/L,
respectivamente). El contenido de AGV en el sisteREa comprende la
generacion desde la materia organica contenidaledaseco junto con la debida
a la acidificacion del sustrato adicionado. En didistema los acidos grasos
mayoritarios fueron el acido butirico (con una @nicacion final de 26,0 g/L) y

el &cido acético (con una concentracién final dg iL). Sin embargo, en el
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sistema LS a penas fue observada produccion de dmitdrico siendo mas

significativa la produccion de acido acético (corawconcentracion final de 6,3
g/L).

30000 -
25000 -
20000 -
15000 -

mg/L

10000 -
5000 -

0 - | E— T — |

Ac Ppc Ibc Bc Ivc Vc lcp Cpc
LD EPB ELS

Figura 7.5. Evolucion de la concentracién de AGV pa los diferentes sistemas
evaluados. Acético (Ac); Propidnico (Ppc); Isobutico (Ibc); Butirico (Bc);

Isovalérico (Ivc); Valérico (Vc); Isocaproico (Icp) Caproico (Cpc).

El rendimiento molar de hidrogeno observado ersistemas PB y LS fue
significativamente inferior a los rendimientos nmgs correspondientes a la
fermentacion tipo acido acético, representada gaclacion (7.1) (Collet et al.,
2004), y la fermentacion tipo acido butirico, reyametada por la ecuacion (7.2)
(Khanal et al., 2004), cuyos valores son 8,0 y mdl hidrégeno/mol lactosa

consumida, respectivamente.
C1oH20011+ 5H,O —— > 4CH;COOH +4CQ + 8H, (Ec. 7.1)

CioH22011+ HHO —» 2CH:CH.CH,COOH + 4CQ + 4H, (Ec. 7.2)

Estos bajos rendimientos de hidrogeno pueden &gdlatea la produccion
de metabolitos reducidos tales como acido lactiégiglo propionico (Calli et al.,
2008; Venetsaneas et al., 2000 el sistema PB fue detectado acido propiénico

con una concentracion de 1,3 g/L, y la concentracié acido lactico en los
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sistemas PB y LS fue 10,9 y 15,6 g/L, respectivdm@n ambos casos superior a
la concentracion de acido lactico en el lactosugiiizado como alimentacion,
0,10 g/L). La produccién de acido lactico a patérglucosa puede ocurrir por tres
rutas metabdlicos (Antonopoulou et al., 2008andmofermentativa representada
por la ecuacion (7.3), la heterofermentativa regovesda por la ecuacion (7.4) y la
ruta bifidum representada por la ecuacion (7.5¢hB8 rutas metabdlicas tienen
un balance de hidrégeno nulo, es decir, nada deddedo es consumido o
producido. Sin embargo, la formacion de &cido ¢actimplica consumo de
sustrato que no lleva asociada produccion de hash@gpor lo que su formacion

contribuye a reducir los rendimientos.

CeH105 —> 2CHCHOHCOOH (Ec. 7.3)
CsH1206 —» CH3;CHOHCOOH + CHCH,OH + CG (Ec. 7.4)
2CsH 1,0 —» 2CH;CHOHCOOH + 3CHCOOH (Ec. 7.5)

Por el contrario, la produccion de acido propiérecoasume hidrégeno de
acuerdo a la ecuacion (6.3) indicada en el capfiulaunque también puede ser

producido junto al &cido acético a partir de adétdico, segun la ecuacion (7.6).

3CH;CHOHCOOH — 2CH;CH,COOH + CHCOOH + CQ + H,0 (Ec. 7.6)

7.4.2. Ensayo de produccién de hidrégeno en continu

7.4.2.1. Produccion de hidrégeno.

En este ensayo fue aplicado inicialmente un periddooperacion en
discontinuo con el objetivo de activar la microfloproductora de hidrégeno
presente en el in6culo afiadido (pellets de biogpligd en el propio sustrato
(lactosuero). Durante este periodo de operaciodisgmontinuo el control del pH

fue realizado mediante la adicién de un suplemdatalcalinidad reproduciendo
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la metodologia aplicada en el primer ensayo. Tr8sh4de operacion en
discontinuo el pH del sistema descendié a 5,4 wdeslay la produccion de
hidrogeno comenzé indicando la proliferacion derovecganismos productores de
hidrogeno dentro del reactor. A partir de este nmaméue iniciado el periodo de
operacion en continuo fijando inicialmente un TR&31d. Una fase gas rica en
hidrogeno fue lograda manteniendo el pH del sistderd#ro del rango 5,0-6,0
unidades mediante el control manual del pH utiliitanna solucién alcalina de
NaOH 3N.

La producciéon de gas aumenté de forma inmediasaitieiar el régimen
de alimentacion del reactor con un TRH de 3 d ygsmsmente experimentd una
progresiva reduccion con el tiempo de operacidgu(d 7.6). Una vez
transcurridos los primeros 20 dias la producciobidgas fue estable presentando
un valor medio de 4,53+0,64 L/d. A su vez, un cortguiento estable en
términos del contenido de hidrégeno en el gas middufue observado durante
todo el tiempo de operacidon bajo un TRH de 3 dstemdo un contenido medio
de 22,5+2,3%. Estos resultados concuerdan conubkcpdos por Gomez et al.
(2006, 2009) acerca de la produccion de hidrogepartér de residuos de comida
y utilizando un inéculo mixto sin pre-tratamientn dichos estudios el maximo
volumen de gas fue obtenido en la fase de arramgueyn posterior descenso en
los dias siguientes, consiguiendo una produccidables de gas durante el

posterior tiempo de operacion.

La reduccion del TRH de 3 a 2 d y posteriormente2de 1 d origind
modificaciones inmediatas en la produccion diagababgas y en el contenido de
hidrogeno. Sin embargo, tras unos dias de operadéspués de cada
modificacion el sistema recupero la estabilidad.tdlala 7.3 recoge los valores
medios de los parametros de rendimiento del reatgohidrégeno para cada
condicion experimental calculados durante la fatabée del sistema. Los valores
medios de la produccién diaria de biogas recopdasivla tabla 7.3 indican que
dicho parametro experimenté un aumento al dismieuiFRH. Sin embargo, el
contenido de hidrogeno en el biogas sufrié un deteimportante al modificar el
TRH de 3 a 2 d experimentando una progresiva reaajgm durante el tiempo de

operacion. Asi, al final del periodo de evaluadi@ TRH de 2 d el contenido de
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hidrogeno en el gas fue 22,8% vy al final del peridd evaluaciéon del TRH de 1 d
fue 25,3%. No fue detectado metano en el biogaanteirtodo el tiempo de

operacién indicando la ausencia de microorganismetanogénicos en el reactor
de produccion de hidrégeno.

PERIODOI PERIODOII PERIODOIII  PERIODOIV
TRH=3d TRH=2d TRH=1d TRH=1d
14 21 gDQO/L*d 31,5 gDQOIL *d 40 gDQO/L,*d 63 gDQOIL*d
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—=—Produccion de biogds ¢ % H2 en el biogas
Figura 7.6. Evolucién de la produccion diaria de lbgas y del contenido de

hidrogeno en el biogas para las diferentes condicies de operacion evaluadas.

Durante el periodo | la produccion volumétrica dérédgeno media fue
0,33+0,04 L H/Leactord. La reduccion del TRH de 3 a 1 d manteniendcstamte
la concentracion de DQO de la alimentacion (pesokldl y IV) incremento la
produccion volumétrica de hidrogeno (tabla 7.3) camsultado del incremento
de la VCO. Este comportamiento concuerda con lssltadlos obtenidos en el
capitulo 6 y también ha sido observado por dife@®estudios (Davila-Vazquez et
al., 2009; Show et al, 2007; Van Ginkel y Logar)20

Para determinar si existen diferencias signifieeiven la produccion
volumétrica de hidrégeno (L H.reactord) para los diferentes TRH evaluados
manteniendo constante la concentracion de DQO dknteentacion, fue aplicado
un andlisis simple de la varianza (one-way ANOMVIA)s resultados revelan que

existen diferencias significativas en las producegomedias obtenidas para cada
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TRH a un nivel de significacion del 95% (la tabl®Alel Anexo A.lV recoge los
resultados del analisis estadistico). Esto quierdjue al menos uno de los
sistemas ha originado producciones volumétricasidi®geno tales que su media
difiere estadisticamente del resto de sistemaapliaacion del test de separacién
de medias de Tukey permiti6 comparar entre que TéRisten diferencias
significativas en la produccion volumétrica de bgkno a un nivel de
significacion del 95% (la tabla A.10 del Anexo A.Pécoge los resultados del
andlisis estadistico). Los resultados indicaron que hubo diferencias

significativas entre los valores medios obtenidaspos TRH de 3y 2 d.

Los resultados anteriores, al respecto de la pmdiicvolumétrica de
biogas y del contenido de hidrégeno en el gascamdigue la modificacion del
TRH de 3 a 2 d provocé un periodo de inestabiliéadla produccion de
hidrégeno que rapidamente fue superado, una velaqablacion microbiana del
reactor estuvo adaptada a las nuevas condicionespeecion. La posterior
reduccion del TRH de 2 a 1 d fue tolerada por lblgmon microbiana sin ser
apreciado un deterioro en la produccion volumétdea hidrogeno sino que

aumentd de forma significativa como consecuendiaut@ento de la VCO.

La mayor produccion volumétrica de hidrégeno fueserbada para el
periodo IV (caracterizado por un TRH de 1 d y ur@0v/de 63 g DQO/kactord).
Dicha produccién resulté inferior a las observadasr otros autores.
Antonopoulou et al. (2008b) observaron una producde 2,51 L KL eactord a
partir de lactosuero sin diluir, sin afladir unantigeexterna de in6culo y operando
con un TRH de 1 d. Venetsaneas et al. (2009) aofatorvien similares condiciones
una produccion volumétrica de hidrogeno de 1,92,L Ecofd trabajando bajo
control automatico del pH a 5,2 unidades con uracg&m de NaOH 2N. Las
diferencias observadas entre los resultados olaenmbr estos autores y los
obtenidos en el presente estudio pueden ser aaibua diferencias en la
alimentacion (tales como, carga microbiana, codtenen carbohidratos,
proteinas, etc.) y en la fuente de inéculo. Asieste trabajo fue afadida una
fuente externa de inoculo (pellets de biosdlidosa ylimentacion consistiéo en
lactosuero procesado mediante ultrafiltracion y@sminversa y, posteriormente,

diluido con agua desionizada. En el trabajo redtzpor Venetsaneas et al.
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(2009) el contenido de nitrdgeno total (Kjeldahél thctosuero utilizado como
sustrato fue un 20,5% superior al contenido de lilmeatacion del presente
estudio. Esto pudo afectar al metabolismo de laosac por parte de
microorganismos productores de hidrogeno (tales ocdbhostridium sp),
condicionando la produccién de hidrégeno y AGV.elehtes estudios indican
que la actividad de los microorganismos productdeehidrogeno depende de las
caracteristicas de la fuente de nitrégeno del mefdiocultivo y del ratio
carbono/nitrégeno (C/N) (Kalil et al., 2008; Linbay, 2004; Morimoto et al.,
2004). Lin y Lay (2004) indicaron que la capacidkedproducir hidrogeno de la
microflora anaerobia (dominada pGtostridium pasteurianuincontenida en el
lodo digerido fue dependiente del ratio C/N. Cuamdiaatio C/N fue 47 el
rendimiento de hidrégeno y la velocidad de produtae hidrégeno fueron 4,8
mol Hy/mol sacarosa y 270 mmol,M*d, respectivamente. Esto supuso un
incremento del 500% y 80%, respectivamente, en aoae@n con el blanco
evaluado. Asi, los autores indican que una proporadecuada de C/N mejor6 la
produccion de hidrégeno modificando el camino mateab.

Por otro lado, cuando el TRH disminuy6 de 3 a 2 dfeeriodo | y II),
manteniendo constante la concentracion de DQO daid@entacion en 63 g
DQOIL, fue observada una reduccion del 19,7% eprdaluccion especifica de
hidrogeno (SKHP) y el rendimiento molar de hidrogeno disminuy&di#e0,70 a
0,57 mmol H/g DQQyimentada La relacion inversa entre el TRH y el rendimiento
molar de hidrégeno fue observado por otros aut@hew et al., 2007; Yu et al.,
2002; Van Ginkel y Logan, 2005). Van Ginkel y Log&005) estudiaron el
efecto de la VCO sobre la produccion de hidrégepartr de glucosa e indicaron
que al disminuir el TRH (de 10 a 1 h) manteniendiastante la concentracién de
DQO de la alimentacion (de 2,5 a 10 g DQOI/L), ldosielad de produccion
volumétrica de hidrégeno aumentdé y el rendimientolam de hidrégeno
disminuy6. Segun los datos recogidos en la tabl Id. reduccion que
experimento la produccion especifica de hidrégenal yendimiento molar de
hidrogeno cuando el TRH disminuyé de 3 a 2 d fue mé@nunciada que la
observada cuando el TRH fue reducido de 3 d apkdodo | y 1V, la produccion

especifica de hidrégeno disminuy6 un 10,4% y aflimiento molar de hidrogeno
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descendié desde 0,70 a 0,64 mmelgHDQOQyimentadd- ESto fue debido a que el
periodo evaluado con un TRH de 2 d estuvo caraetgoi por un importante
deterioro en la produccion de hidrégeno que logréesuperacion hacia el final
de la etapa, por lo que los valores medios dedosnpetros de rendimiento fueron

mas bajos de lo esperado.

Los resultados obtenidos sugieren que el aumenta €O al modificar
el TRH entre 3 y 1 d manteniendo constante la cdraeén de DQO de la
alimentacion en 63 g DQOIL, reduce ligeramente rladpccion especifica de
hidrégeno y el rendimiento molar de hidrogeno. Estsultado difiere del
observado en el capitulo 6 donde la reduccion @dH Bstuvo asociada a una
disminucién mas importante de la produccion esppecifle hidrogeno. Esta
diferencia es debida a las caracteristicas deladasta que la lactosa no presenté
las limitaciones en la etapa de hidrdlisis quexgtieron durante los ensayos del

capitulo 6 donde el sustrato consistié en matpagiculado.

Tabla 7.3. Valores medios de los pardmetros de reimiento de los sistemas

evaluados.
Parametro TRH=3 d TRH=2 d TRH=1d TRH=1d
21gDQO/L*d 31,5gDQO/L*d 40gDQO/L,*d 63gDQO/L,*d

Produccion gas (mL/d) | 453+0,64 6,46+0,91 8,59+0,70 11,58+1,25
% H, en el gas 22,523 19,9425 23,9+1,3 24,1+1,0
Produccion H,

0,33+0,04 0,40+0,07 0,72+0,12 0,90+0,10
(L H 2/Lreactor*d)
SH,P |

22,38+2,51 17,96+3,21 21,01+3,55 20,06+2,37
(ml— H 2/9 SValimente\do)
Rendimiento H,

0,70+0,05 0,57+0,08 0,80+0,14 0,64+0,12
(mmOI H2/g DQOaIimnt)
ST (g/L) 41,6+1,1 46,1+1,0 32,3+0,6 44.7+0,7
SV (g/L) 30,0+0,6 40,5+0,5 25,1+0,4 36,6+0,4
% Destruccion SV 36,145,3 13,845,9 26,1+5,7 22,1452
DQO (g/L) 54,2+1,7 54,8+1,9 34,0+1,3 48,9+1,6
Amonio (mg/L) 11,1+3,6 ---
Lactosa (g/L) 32,98+4,77 30,71+1,38 34,91+4,30 40,66+3,14

+: desviacion durante la fase estable o stady.state
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Durante los periodos de evaluacion Il y IV fueuelsado el efecto del
incremento de la VCO (desde 40 a 63 g DQQ#s¥d) manteniendo constante el
TRH en 1 d. Para ello fue incrementada la conceidimade DQO de la
alimentacion desde 40 a 63 g DQO/L. Este increméetda VCO origind un
aumento de la produccion volumétrica de hidrogenong disminucion de la
produccion especifica y del rendimiento molar dérdgeno (tabla 7.3). Este
comportamiento coincide con el observado por ctateres (Kim et al., 2006;
Van Ginkel y Logan, 2005). Van Ginkel y Logan (2p@Studiaron el efecto de la
VCO sobre la produccion de hidrégeno a partir deegga e indicaron que al
aumentar la concentracion de DQO de la alimenta@ién2,5 a 10 g DQOI/L)
manteniendo constante el TRH (entre 1 y 10 h), dmoidad de produccién
volumétrica de hidrogeno aumenta y el rendimientolam de hidrégeno

disminuye.

Por lo tanto, el aumento de la VCO alcanzado pdugeién del TRH o
por aumento de la concentracion de DQO de la atmeem, bajo las condiciones
experimentales evaluadas, provoco el incrementia delocidad de produccion
volumétrica de hidrogeno y una ligera reduccion deidimiento molar de
hidrégeno. Estos resultados pueden ser atribuidomdermentacion deficiente o
a la aparicion de inhibicién por sustrato o produdtrante la produccion de
hidrogeno (Van Den Heuve and Beeftink, 1988; Walgt2003). EI compromiso
entre ambos pardmetros de rendimiento puede sanzaldo mediante la
optimizacion del proceso de fermentacion basadi erlocidad de produccién
volumétrica de hidrogeno (L3 eactofd) ., ya que cuanto mayor es dicho
parametro menor es el volumen de reactor necgsaréoobtener una determinada
produccion de hidrogeno, e incrementando el reratitoi global del proceso
utilizando una segunda etapa alimentada con los A&verados para producir

mas energia en forma de hidrogeno o metano (Redetaald 2009).

La concentracion media de DQO recogida en la talacorresponde a la
suma de los diferentes productos metabolicos (A&N¥Jo lactico, etanol, etc.),
asi como a los carbohidratos residuales no conssmibntenidos en el
lactosuero. Durante el periodo Il fue observadamayor produccion de

hidrogeno por unidad de DQO eliminada alcanzandbadparametro el valor de
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120,0 L H/kg DQQsjiminada ASimismo, teniendo en cuenta el consumo de lagctos
la produccion de hidrégeno durante los periodds, Il y IV fue 1,01, 0,71,
2,16 y 1,89 mol K / mol lactosa consumida, respectivamente. ElI mayor
rendimiento obtenido (2,16 mol ;H/ mol lactosa consumida, periodo Ill)
representa un 27% del maximo rendimiento tedricom@8 de hidrégeno por mol

de lactosa consumida) considerando una fermentépi@@cido acético.

7.4.2.2. Produccion de acidos grasos volatiles (AGY de

acido lactico.

La figura 7.7 muestra la evolucion de los AGV pdaa diferentes
condiciones experimentales evaluadas. La conceédrdotal de AGV también

fue representada.

PERIODO | PERIODOII PERIODO Il PERIODO IV
TRH=3d TRH=24d TRH=1d TRH=1d
21 gDQO/L,*d 31,5 gDQOIL*d 40 gDQO/L,*d 63 gDQOIL, *d
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Figura 7.7. Evolucién de la concentracion de AGV pa las diferentes

condiciones experimentales evaluadas.

La modificacion del TRH de 3 a 2 d provocé un paoiae inestabilidad
que conllevo la reduccion de la produccion de lgdno y el aumento brusco de

la concentracion total de AGV en el reactor. Estede ser atribuido a la
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necesidad de la poblacion microbiana del reactadaptarse a las nuevas
condiciones de operacion. Asi, tras unos dias deaon bajo el TRH de 2 d la

concentracién total de AGV disminuyé y el sistemeupero la estabilidad.

Habitualmente, un alto rendimiento de hidrégen@ estociado a un alto
ratio molar acido butirico/acido acético (B/A) (Kiet al., 2006; Zhao et al.,
2008), tal y como indicaron los resultados obtemido este trabajo. El valor
medio del ratio molar B/A durante el periodo estale operacion con un TRH de
3 d fue de 0,48 experimentando un descenso al iempeinTRH de 2 d hasta
alcanzar el valor minimo de 0,14 el dia 49. Siédndamente el rendimiento
molar de hidrégeno descendio desde 0,70 mmf BQQyjimentada(Valor medio
para el TRH de 3 d) hasta 0,42 mmoeIHDQOQyimentada(@lcanzado el dia 49). A
su vez, la recuperacion del rendimiento molar dedgieno estuvo asociada a la
recuperaciéon del valor del ratio molar B/A alcardmael valor de 0,43 al final del
periodo evaluado a un TRH de 2 d. Los valoresstie garametro para el TRH de
1 d fueron 0,57 y 0,45 cuando la VCO fue 40 y 63DQO/L eactord,
respectivamente. Tal y como indica la figura 7.8&t@x una buena correlacion
entre el rendimiento molar de hidrégeno y el ratiolar B/A, sugiriendo que la

formacion de acido butirico favorecié la produccaitenhidrogeno.

En teoria, la produccién de acido acético da lugaendimientos de
hidrogeno mayores que la produccién de acido bati(8 mol hidrogeno/mol
lactosa consumida frente a 4 mol hidrogeno/mobkectonsumida) (Collet et al.,
2004; Khanal et al., 2004). Sin embargo, la progiucce acido acético puede
también estar relacionada con el consumo de hidobde acuerdo a la ecuacién
(6.2) recogida en el capitulo 6 (Chen et al., 2608y et al., 2006). De este modo,
los bajos rendimientos molares de hidrogeno obdes/durante todo el periodo
de operacidon pueden estar asociados con el conslembidrogeno para la

formacion de acido acético (Zhao et al., 2008).
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Figura 7.8. Correlacion entre el rendimiento molarde hidrégeno y el ratio

molar &cido butirico/ acido acético (B/A).

En general, los bajos rendimientos de hidrégenodsdiidos a reacciones
competitivas que ocurren de forma simultdnea baje tondiciones de
fermentacion. La formacion de diferentes productesabdlicos finales justifica
la hipétesis anterior. Asi, durante todo el tieng@gooperacion fue observada la
formacion de acido propidnico, la cual aumento digrael periodo inestable
provocado al modificar el TRH de 3 a 2 d (figurd)/dicha produccion de acido
propidnico estd asociada con la reduccion del meiedito de hidrégeno
(Koskinen et al., 2007; Zhao et al., 2008). Delmusmodo fue detectado acido
lactico cuya concentracion durante los periodds, Illl y 1V fue 7583, 3750,
1845 y 1327 mg/L, respectivamente. La formaciénadelo lactico implica
consumo de sustrato que no lleva asociada produdeididrogeno por lo que su
formacion también contribuye a reducir los rendimtoe (Antonopoulou et al.,
2008a).

Estos resultados sugieren que una mezcla de feaniemeés acidas
ocurrieron durante la degradacion biologica deckrdohidratos contenidos en el
lactosuero resultando en bajos rendimientos deupoidin de hidrégeno. Tal y
como fue indicado en los parrafos anteriores, restéimiento varid en funcién de

la concentracion de los productos metabdlicos iddales.
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7.5. CONCLUSIONES.

7.5.1. Respecto a la produccion de hidrégeno a ipateé lactosuero

en discontinuo con diferentes fuentes de inoculo.

La microflora indigena contenida en el lactosuarede ser utilizada para
producir hidrégeno sin necesidad de aplicar untyatesmiento al sustrato.

Del mismo modo, los pellets de biosélido fueronngtulo adecuado para
producir hidrégeno a partir de lactosuero generanmaofase gaseosa rica

en hidrégeno.

7.5.2. Respecto a la produccién continua de hidmgea partir de

lactosuero utilizando diferentes VCO.

La aplicacion inicial de un periodo de operaciondiscontinuo de 48
horas de duracion y caracterizado por el contrdl pt¢ mediante la
adicion de un suplemento de alcalinidad, fue adryzara activar la
microflora productora de hidrogeno presente ennétulo (pellets de

biosolido) y en el propio sustrato (lactosuero).

La modificaciéon del TRH de 3 a 2 d dio lugar a enigdo de inestabilidad
en la produccién de hidrogeno que rapidamentedperado, una vez que
la poblacion microbiana del reactor estuvo adaptaddas nuevas
condiciones de operacion. La posterior reduccidnréédd de 2 a 1 d fue
tolerada por la poblacion microbiana sin ser apdaziun deterioro en la
produccion volumétrica de hidrogeno sino que authedé forma

significativa como consecuencia del aumento deG®V

El aumento de la VCO provocado por la modificaaié@h TRH (entre 3 y
1 d) o por la modificacion de la concentracion dede la alimentacion
(entre 40 y 63 g DQOIJL), redujo ligeramente la praaion especifica de
hidrogeno y el rendimiento molar de hidrégeno erdmentd la
produccion volumétrica de hidrogeno. Los bajos irerehtos molares de
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hidrogeno observados durante todo el periodo deaoig® pueden estar
asociados con el consumo de hidrogeno para la tadmae acido aceético
y acido propionico, asi como a la formacion de @déttico que implica

un consumo de sustrato que no lleva asociada prafude hidrogeno.

- Existié una buena correlacion entre el rendimientdar de hidrégeno vy el
ratio molar B/A, sugiriendo que la formacion dedacbutirico favorecio la

produccion de hidrégeno.

7.6. BIBLIOGRAFIA.

Antonopoulou G., Gavala H.N., Skiadas 1.V., Angelojos K. and Lyberatos G. (2008a).
Biofuels generation from sweet sorghum: fermengattwdrogen production and
anaerobic digestion of the remaining biomass. Biauece Technology. Vol. 99, pp.
110-119.

Antonopoulou G., Stamatelatou K., Venetsaneas Nin#ros M. and Lyberatos G.
(2008b). Biohydrogen and methane production froreeske whey in a two-stage
anaerobic process. Industrial & Engineering ChemiBtesearch. Vol. 47, pp. 5227-
5233.

Calli B., Schoenmaekers K., Vanbroekhoven K. aneldL. (2008). Dark fermentative
H2 production from xylose and lactose-effects oflioe pH control. International
Journal of Hydrogen Energy. Vol. 33, pp. 522-530.

Collet C., Adler N., Schwitzguebel J.P. and Peninge(2004). Hydrogen production by
Clostridium thermolacticum during continuous ferradion of lactose. International
Journal of Hydrogen Energy. Vol. 29, pp. 1479-1485.

Chen W.-H., Sung S. and Chen S.-Y. (2009). Biolalgicsydrogen production in an
anaerobic sequencing batch reactor: pH and cydli@atobn effects. International
Journal of Hydrogen Energy. Vol. 34, pp. 227-234.

Davila-Vazquez G., Cota-Navarroa C.B., Rosales-Qgdul .M., Le6n-Rodriguez A. and
Razo-Flores E. (2009). Continuous biohydrogen pcbdo using cheese whey:
Improving the hydrogen production rate. Internagiodournal of Hydrogen Energy.
Vol. 34, pp. 4296-4304.

238



7. PRODUCCION DE HIDROGENO A PARTIR DE LACTOSUERO.

Davila-Vazquez G., Alatriste-Mondragén F., Ledn-Rgdez A. and Elias Razo-Flores.
(2008). Fermentative hydrogen production in batgheements using lactose, cheese
whey and glucose: Influence of initial substrateaamtration and pH. International
Journal of Hydrogen Energy. Vol. 33, pp. 4989-4997.

Fan H.H.P. and Liu H. (2002). Effect of pH on hygkea production from glucose by
mixed culture. Bioresource Technology. Vol. 82, §p-93.

Farizoglu B., Keskinler B., Yildiz E. and Nuhoglu. £2004). Cheese whey treatment
performance of an aerobic jet loop membrane bidoearocess Biochemistry. Vol.
39, pp. 2283-2291.

Ferchichi M., Crabbe E., Gil G.H., Hintz W. and Addidy A. (2005). Influence of initial
pH on hydrogen production from cheese whey. JowhBlotechnology. Vol. 120, pp.
402-409.

Gomez X., Moran A, Cuetos M.J. and Sanchez M.ED§20The production of hydrogen
by dark fermentation of municipal solid wastes afaighterhouse waste: a two phase
process. Journal of Power Sources. Vol. 157, pp-732.

Gomez X., Cuetos M.J., Prieto J.I. and Moran AO@0 Bio-hydrogen production from
waste fermentation: Mixing and static conditionenBwable Energy. Vol. 34, pp. 970-
975.

Khanal S.K., Chen W.H., Li L. and Sung A. (2004)olBgical hydrogen production:
effects of pH and intermediate products. IntermatioJournal of Hydrogen Energy.
Vol. 29, pp. 1123-1131.

Kalil S.M., Alshiyab S.H. and Yusoff M.W. (2008).ffect of Nitrogen Source and
Carbon to Nitrogen Ratio on Hydrogen Productiomgst. acetobutylicum. American
Journal of Biochemistry and Biotechnology. Volpp, 393-401.

Kalogo Y. and Bagley M.D. (2008). Fermentative fopghn gas production using
biosolids pellets as the inoculum source. Bioreseurechnology. Vol. 99, pp. 540-
546.

Kapdan 1.K. and Kargi F. (2006). Bio-hydrogen protion from waste materials.
Enzyme Microbiology Technology. Vol. 38, pp. 569258

Kim S.H., Han S.K. and Shin H.S. (2006). Effectsabstrate concentration on hydrogen
production and 16S rDNA-based analysis of the nhi@locommunity in a continuous
fermenter. Process Biochemistry. Vol. 41, pp. 109:2

Kisaalita W. S., Pinder K.L. and Lo K.V. (1987). ilogenic fermentation of lactose.
Biotechnology and Bioengineering. Vol. 30, pp. &8+l

Koskinen P.E.P., Kaksonen A.H. and Puhakka J.AO{R0The relationship between

instability of H, production and compositions of bacterial commaesitivithin a dark

239



7. PRODUCCION DE HIDROGENO A PARTIR DE LACTOSUERO.

fermentation fluidised-bed bioreactor. Biotechngl@nd Bioengineering. Vol. 97, pp.
742-758.

Kyazze G., Dinsdale R., Guwy A.J., Hawkes F.R.ni#ee G.C.and Hawkes D.L. (2007).
Performance characteristics of a two-stage darkndatative system producing
hydrogen and methane continuously. Biotechnology Bimengineering. Vol. 97, pp.
759-770.

Levin D.B., Pitt L. and Love M. (2004). Biohydrogegoroduction: prospects and
limitations to practical application. Internatiordurnal of Hydrogen Energy. Vol. 29,
pp. 173-185.

Lin C.Y. and Lay C.H. (2004). Carbon/nitrogen rag@fiect on fermentative hydrogen
production by mixed microflora. International Joairof Hydrogen Energy. Vol. 29,
pp. 41-45.

Morimoto M., Atsuko M., Atif ALAY., Ngan M.A,, Fakrul-Razi A., Iyuke S.E. and
Bakir A.M. (2004). Biological production of hydrogefrom glucose by natural
anaerobic microflora. International Journal of Hygen Energy. Vol. 29, pp. 709-713.

Redwood M.D., Paterson-Beedle M. and Macaskie (2@09). Integrating dark and light
biohydrogen production strategies: towards the dyein economy. Reviews in
Environmental Science and Bio/Technology. Vol. &, p49-185.

Show K.-Y., Zhang Z.-P., Tay J.-H., Tee Liang DeelLD.-J. and Jiang W.-J. (2007).
Production of hydrogen in a granular sludge-basskbic continuous stirred tank
reactor. International Journal of Hydrogen Enekgyl. 32, pp. 4744-4753.

Van Den Heuve J.C. and Beeftink H.H. (1988). Kinetifects of simultaneous inhibition
by substrate and product. Biotechnology and Biasgwying. Vol. 31, pp. 718-724.

Van Ginkel S.W. and Logan B. (2005). Increaseddgmal hydrogen production with
reduced organic loading. Water Research. Vol. B93p19-3826.

Venetsaneas N., Antonopoulou G., Stamatelatou Krn&os M. and Lyberatos G.
(2009). Using cheese whey for hydrogen and methgereration in a two-stage
continuous process with alternative pH controllirpproaches. Bioresource
Technology. Vol. 100, pp. 3713-3717.

Yang P., Zhang R., McGarvey J.A. and Benemann(2607). Biohydrogen production
from cheese processing wastewater by anaerobiefgation using mixed microbial
communities. International Journal of Hydrogen EgeNol. 32, pp. 4761-4771.

Yu H., Zhu Z., Hu W. and Zhang H. (2002). Hydrogamoduction from rice winery
wastewater in an up flow anaerobic reactor by usiniged anaerobic cultures.

International Journal of Hydrogen Energy. Vol. g, 1359-1365.

240



7. PRODUCCION DE HIDROGENO A PARTIR DE LACTOSUERO.

Wu S.Y., Lin C.N. and Chang J.S. (2003). Hydrogendpction with immobilized
sewage sludge in three-phase fluidized-bed biovemcBiotechnology Progress. Vol.
19, pp. 828-832.

Zhao Q.-B., Mu Y., Wang Y., Liu X.-W., Dong F. aivai H.-Q. (2008). Response of a
biohydrogen-producing reactor to the substratet shibm sucrose to lactose.
Bioresource Technology. Vol. 99, pp. 8344-8347.

241



7. PRODUCCION DE HIDROGENO A PARTIR DE LACTOSUERO.

242



8. CONCLUSIONES GENERALES






8. CONCLUSIONES GENERALES.

La realizacién del trabajo experimental de prodrcale hidrogeno por
fermentacion oscura a partir de residuos de comildetosuero permite extraer

las siguientes conclusiones:

8.1. Respecto a la produccion de hidrogeno utilidanpellets de

biosélido como fuente de in6culo.

% Los pellets de biosolido fueron una fuente de ilM@decuada para los
sistemas de produccion de hidrégeno por fermentazs@ura en régimen
mesofilico y termdfilo, utilizando como sustratosickios vegetales de
comida. Los ensayos iniciales indicaron que su @dpd para generar
microflora productora de hidrogeno no estuvo aftectaor el ajuste inicial
del pH del sistema (a pH 5,0 y 7,0) ni por la mdsandculo utilizada.
Estos resultados permitieron fijar una masa deuilmdéptima (4 gramos
de pellets de biosélido por cada 250 ml de volurdenreactor) y fue

descartada la necesidad de realizar un ajustd-tieligal.
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% Una vez iniciada la produccion de hidrégeno, etesim termofilico
presentd un contenido de hidrogeno en el gas supalidel sistema
mesofilico y su produccion especifica de hidrégkmn3,3 veces mayor.
Estos resultados fueron explicados al certificapresencia de bacterias
acido lacticas L{actobacillus spp. en el sistema mesofilico ya que su
metabolismo de la glucosa produce acido lactictagad pero no produce
hidrégeno. Sin embargo, estas bacterias no fudgtectadas en el reactor
termofilico como tampoco fue detectada la producdié etanol.

¢ Los resultados del estudio de la poblacion micmdiandicaron que la
produccion de hidrogeno en régimen termofilico estlasociada a
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticuran régimen mesofilico

fue asociada €lostridium butyricum.

% La producciéon de hidrogeno en el reactor MBR tefhoof fue 3,2 veces
mas alta que en el reactor MBR mesofilico, consigidd valores de
produccion especifica de hidrégeno ¢BH de 57,6 y 17,9 mL #y
SVaimentade r€Spectivamente, operando bajo un tiempo de aiéen
hidraulica (TRH) de 2,5 dias, un tiempo de retemalé solidos (TRS) de
12,5 dias y bajo control del pH dentro del rang®&0 unidades. Esta
menor produccion de hidrégeno observada en elaedBR mesofilico,
se relaciona con una produccibn mas alta de acmdpigmico que
consume hidrégeno y de &cido caproico asociado heergogénesis

significativas.

% No fue detectado metano en el gas generado erdotores MBR, tanto
en régimen mesofilico como en régimien termofiliésto indica que las
condiciones de operacion fueron adecuadas paranalim suprimir las
bacterias metanogénicas en dichos reactores sinnseesario un

pretratamiento adicional del in6culo.
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8.2. Respecto a la produccién continua de hidrégeram adicién de

sobrenadante digerido.

% Los requerimientos de alcali necesarios para man&mpH del reactor de
hidrégeno entre 5,0 y 6,0 unidades fueron reducidediante la adicién
de sobrenadante digerido sin pretratar o pretram@daina unidad de

ultrafiltracion.

¢ La produccion continua de hidrégeno a partir de meacla de alimentos
frescos elaborada con frutas, verduras, pan, gapescado, fue llevada a
cabo en un reactor de mezcla completa (CSTR) de @%erando con un
tiempo de retencion hidraulica (TRH) de 3 dias jolmontrol del pH
dentro del rango 5,0-6,0 unidades. La produccimeefica de hidrégeno
(SH.P) fue de 45,5 bkg SVaiimentade

% La adicidén de sobrenadante digerido a este reactmiond una reduccion
del 36,6% en los requerimientos de alcalinidad sexees para el control

del pH y un descenso del 8,3% en la produccioncifsgeede hidrogeno.

% EI efluente generado en el proceso de fermentamsgnra fue digerido
favorablemente en una segunda fase para la prasuabe metano,
observando una produccién especifica media de mg@MP) para el
proceso global de 590 L GHg SVaimentade CUando el reactor de
hidrogeno operd sin adicion de sobrenadante digerich adicion de
sobrenadante digerido en el reactor de hidrégengopd una pequefia
reduccion de este pardmetro hasta un valor de 8584Kg SVajimentado

8.3. Respecto al efecto del Tiempo de Retenciénradilico en la

produccion de Hidrégeno y en la comunidad microban

++ La produccion de hidrégeno obtenida a partir defelanentacion de
residuos de comida estuvo muy afectada por lasfiroaciones efectuadas
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en el TRH (manteniendo constante la concentrac@nsaidos en la
alimentacion). La reduccion sucesiva del TRH (eBtye0,5 d) originé un
aumento significativo del rendimiento volumétrice didrégeno (L

Ho/Lreactord) 10 que conlleva un beneficio asociado al menor wan del

reactor necesario para obtener una determinadaigigeh de hidrogeno.
Sin embargo, esta reduccion del TRH no fue faverall términos de la
utilizaciéon del sustrato provocando una reduccid@ ld produccion

especifica de hidrégeno (gP).

% El TRH influye en la poblacién microbiana dominaateel reactor, asi la
reduccion aplicada al TRH aumento la diversidadspecies en el reactor.
La reduccion del TRH origind cambios en la comudidacrobiana desde
un consorcio que contenia principalmente produstaide hidrégeno
(Clostridium butyricuh a otro que contenia productores de hidrogeno
(Clostridium butyricumy Clostridium acidisol) y consumidores de
hidrogeno o no productores de hidrogeno, tales copaaterias
productoras de &acido propidnicéglenomonas noixa y bacterias
productoras de acido acétidBiffdobacterium thermacidophilumPor lo
tanto, el TRH puede modificar la comunidad micrabiadel reactor

pudiendo afectar al rendimiento de hidrogeno

8.4. Respecto a la produccién de hidrogeno a padierlactosuero.

% Los pellets de biosolido y la microflora indigematenida en el lactosuero
pudo ser utilizada para producir hidrégeno sin sieleel de aplicar un pre-

tratamiento al sustrato.

¢+ La produccion continua de hidrogeno a partir déokgero fue llevada a
cabo satisfactoriamente resultando adecuada ladwietfia aplicada para
activar la microflora productora de hidrogeno pmseen el indculo
(pellets de biosdlido) y en el propio sustrato t@laoero). Dicha
metodologia estuvo basada en la aplicacion inid&@lun periodo de
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operacion en discontinuo de 48 horas de duracioargcterizado por el

control del pH mediante la adicion de un suplemeletalcalinidad.

X/

% El aumento de la velocidad de carga organica (V@®@yocado por la
modificacion del TRH (entre 3 y 1 d) o por la mazhtion de la
concentracion de DQO de la alimentacion (entre 463yg DQOI/L),

redujo ligeramente la produccion especifica dedgeno e incrementd la

produccion volumétrica de hidrégeno.
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ANEXOS

A.l. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO
APLICADO A LOS DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS
EN LOS ENSAYOS RECOGIDOS EN EL CAPITULO 4.

Tabla A.l. Resultados del analisis simple de la varianza (oveay ANOVA)
aplicado a los datos de produccién acumulativa deag (mL) obtenidos en los

sistemas que trabajaron a un mismo pH y con diferde masa de inéculo (4 ,8y 12

gramos).
pH=5,0
Masa de ) ) o
o N Media Varianza Desviacion estandar
inoculo (g)
4 2 393,5 84,5 9,19
8 2 412,5 112,5 10,61
12 2 402,5 40,5 6,36
_ Grados Promedio
Origen de las Suma de -
o de de los F Probabilidad
variaciones ] cuadrados
libertad cuadrados
Entre grupos 2 361,3 180,7 2,28 0,250
Dentro grupos 3 237,5 79,2
Total 5 598,8
pH=7,0
Masa de ) ) o
o N Media Varianza Desviacion estandar
inoculo (g)
4 2 443,5 144,5 12,02
8 2 417,5 144,5 12,02
12 2 428,5 84,5 9,19
. Grados Promedio
Origen de las Suma de -
o de de los F Probabilidad
variaciones ] cuadrados
libertad cuadrados
Entre grupos 2 681 341 2,74 0,211
Dentro grupos 3 374 125
Total 5 1055
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Tabla A.2. Resultados del ajuste de los datos expmentales de produccion de

hidrégeno a la ecuacion de Romero (4.2).

pH=50

Parametro Valor Error R*
Pms 95,60 1,718

- 0,99585
Mméx 0,05224 | 0,00462

pH=7,0

Parametro Valor Error R?
Prms 120,58 11,297

= 0,94384
Mmax 0,03460 0,0116

Tabla A.3. Resultados del andlisis simple de la manza (one-way ANOVA)
aplicado a los datos de produccion acumulativa deidrégeno (mL) obtenidos en los

sistemas que trabajaron a diferente pH.

pH N Media Varianza Desviacion estandar
5,0 3 101,86 12583 11,22
7,0 3 126,80 | 230,54 15,18
) Grados Promedio
Origen de las Suma de .
o de de los F Probabilidad
variaciones ) cuadrados
libertad cuadrados
Entre grupos 1 933 933 5,23 0,084
Dentro grupos 4 713 178
Total 5 1645
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All. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO
APLICADO A LOS DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS
EN LOS ENSAYOS RECOGIDOS EN EL CAPITULO 5.

Tabla A.4. Resultados del andlisis simple de la varianza (oweay ANOVA)
aplicado a los datos de consumo diario de soluci@tcalina (mL/d) obtenidos en los
sistemas WR, MR, MR-1, MR-2 y MR-3.

Consumo diario de solucion alcalina

Sistema N Media Varianza Desviacion estandar
WR 35 1,1714 0,2786 0,5278
MR 35 0,8286 0,2050 0,4528
MR-1 35 0,5857 0,1983 0,4453
MR-2 35 0,5571 0,1731 0,4161
MR-3 28 1,3214 0,1706 0,4131
_ Grados Promedio
Origen de las Suma de N
o de de los F Probabilidad
variaciones ) cuadrados
libertad cuadrados
Entre grupos 4 15,196 3,799 18,39 0,000
Dentro grupos 163 33,679 0,207
Total 167 48,875

255



ANEXOS

Tabla A.5. Resultados del analisis simple de la manza (one-way ANOVA)
aplicado a los datos de produccion especifica dedndgeno (mL Hy/ g SV aiimentado)
obtenidos en los sistemas WR, MR, MR-1, MR-2 y MR-3

Produccion especifica de hidrégeno

Sistema N Media Varianza Desviacion estandar
WR 11 29,152 25,933 5,092
MR 11 30,462 28,395 5,329
MR-1 11 26,225 53,394 7,307
MR-2 11 33,678 136,409 11,679
MR-3 9 24,747 22,652 4,759
) Grados Promedio
Origen de las Suma de -
o de de los F Probabilidad
variaciones ) cuadrados
libertad cuadrados
Entre grupos 4 512,0 128,0 2,34 0,068
Dentro grupos 48 2622,5 54,6
Total 52 31345

Tabla A.6. Resultados del test de separacion de dias de Tukey para comparar
entre que sistemas existen diferencias significaéis en el consumo diario de solucion

alcalina (mL/d) a un nivel de significacion del 95%a=0,05).

Consumo diario de solucion alcalina

Sistema N Media Grupo
WR 35 1,1714 B
MR 35 0,8286 A

MR-1 35 0,5857 A
MR-2 35 0,5571 A
MR-3 28 1,3214 B
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Alll. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO
APLICADO A LOS DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS
EN LOS ENSAYOS RECOGIDOS EN EL CAPITULO 6.

Tabla A.7. Resultados del andlisis simple de la manza (one-way ANOVA)
aplicado a los rendimientos volumétricos de hidrog® (L Hy/L jeactor*d) Obtenidos
para cada TRH.

Rendimientos volumétricos de hidrogeno

TRH N Media Varianza Desviacion estandar
2 5 0,232 0,002 0,048
1 5 0,418 0,009 0,097
0,75 6 0,442 0,006 0,075
0,5 5 0,594 0,011 0,107
_ Grados Promedio
Origen de las Suma de N
o de de los F Probabilidad
variaciones ) cuadrados
libertad cuadrados
Entre grupos 3 0,33082 0,11027 15,55 0,000
Dentro grupos 17 0,12056 0,00709
Total 20 0,45138

Tabla A.8. Resultados del test de separacion de dias de Tukey para comparar
entre que TRH existen diferencias significativas el rendimiento volumétrico de
hidrégeno (Ho/L reactor*d) @ un nivel de significacién del 95% ¢=0,05).

Rendimientos volumétricos de hidrégeno

TRH N Media Grupo
2 5 0,232 A
1 5 0,418 B
0,75 6 0,442 B
0,5 5 0,594 C
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A.lV. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO
APLICADO A LOS DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS
EN LOS ENSAYOS RECOGIDOS EN EL CAPITULO 7.

Tabla A.9. Resultados del analisis simple de la manza (one-way ANOVA)

aplicado a los rendimientos volumétricos de hidrog® (L Ho/L reactor*d) Obtenidos

para cada TRH.
Rendimientos volumétricos de hidrégeno
TRH N Media Varianza Desviacion estandar
3 13 0,3338 0,0173 0,1317
2 6 0,4033 0,0053 0,0726
1 3 0,9000 0,0103 0,1015
_ Grados Promedio
Origen de las Suma de .
o de de los F Probabilidad
variaciones _ cuadrados
libertad cuadrados
Entre grupos 2 0,7393 0,3696 27,54 0,000
Dentro grupos 19 0,2550 0,0134
Total 21 0,9943

Tabla A.10. Resultados del test de separacidén desdias de Tukey para comparar
entre que TRH existen diferencias significativas erl rendimiento volumétrico de

hidrogeno (H./L (eactor*d) @ un nivel de significacion del 95% ¢=0,05).

Rendimientos volumétricos de hidrégeno

TRH N Media Grupo
3 13 0,3338 A
2 6 0,4033 A
1 3 0,9000 B
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