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RESUMEN

Se desarrollé un modelo de biorrefineria a escala laboratorio en cuatro etapas para la
produccion de hidrogeno, metano, enzimas holoceluloliticas y sacarificados (H-M-Z-S).

El proceso hidrogenogénico (Etapa H) fue alimentado con la fraccion organica de los
residuos solidos urbanos (FORSU) en régimen semi-continuo y en lote, ambos en
condiciones de fermentacion en sustrato sélido (20.9 %ST). La hidrogenogénesis en el
proceso semi-continuo se vio favorecida por el régimen termofilico operado a 21 d TRM,
dando como resultado la méaxima productividad de 202 NmL Hy/kg,/d. En el proceso en lote y
contrario a lo esperado, los lodos activados no tuvieron efecto positivo sobre la produccion
de Hj, por lo que a condiciones de termofilia sin adiciéon de sales de fosfato ni de lodos
activados se obtuvo la mayor produccién acumulada de 1 983 ymol H,/g SV.

Los solidos fermentados (SF) fueron los purgas provenientes de proceso semi-
continuo de la Etapa H. Estos se alimentaron a la etapa metanogénica (Etapa M) que se
realizd en proceso semi-continuo a 28 d TRM. Tanto la temperatura de operacién como el
origen de los SF tuvieron un efecto significativo en la produccion de CH,. La mejor
productividad de 2 023 NmL CH4/kg,/d se obtuvo en régimen termofilico con alimentacién de
SF provenientes de la hidrogenogénesis a 14 d TRM. Comparando la productividad de CH,4
de la Etapa M contra digestores control alimentados con FORSU a 28 d TRM, se determind
que los SF propiciaban una mayor metanogénesis que la FORSU. Por lo tanto, en la Etapa H
ademas de producirse el hidrégeno como combustible limpio, se generaron SF que
permitieron mayores productividades y rendimientos de metano.

En la produccion de enzimas (Etapa Z) utilizando Trichoderma reesei MCG 80, se
determind que la fermentacion en sustrato sumergido tuvo mejores titulos enzimaticos que la
fermentacion en sustrato soélido, por lo que se eligid la primera para los posteriores ensayos.
Al utilizar como sustratos lignocelulésicos los SF, las purgas de la Etapa M (sdlidos
digeridos, SD) y la FORSU, se observo que todos indujeron la actividad enzimatica pero el
mejor sustrato fueron los SF. Al utilizar reactores tipo Sixfors en lote alimentado con SF se
obtuvieron 2.06 FPU/mL y 1.23 Ulcmc/mL.

En el proceso de sacarificacion (Etapa S) se comparé la produccién de azucares con
SF y FORSU usando extracto enzimatico de la Etapa Z o enzima comercial Celluclast.
Independientemente de la enzima utilizada, el mejor sustrato para la produccién de
sacarificados fueron los SF. El extracto enzimatico de la Etapa Z tuvo mayor sacarificacion
en 13 — 16 % comparado con la enzima Celluclast; y se alcanzaron eficiencias de
sacarificacion cercanas al 50 %ysy para la FORSU, y de hasta 65 %,sy para los SF. Tras 72 h
de sacarificacion seria posible recuperar y reciclar el extracto enzimatico.

A partir de los datos experimentales se realizd una evaluacidn de sistemas de los
recursos, energia, productos y desechos del modelo de biorrefineria H-M-Z-S. Se establecio
que la mejor configuraciéon de la biorrefineria correspondia a un proceso serie paralelo,
donde con FORSU se producian H, y SF, y a partir de lo SF los demas productos. La
biorrefineria tuvo excedentes en energia eléctrica pero déficit en la energia caldrica
requerida para su operacion, y presento beneficio ambiental en el ahorro de gases de efecto
invernadero en comparacion con la disposicion de la FORSU en relleno sanitario.
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ABSTRACT

A lab-scale biorefinery model was developed. It was comprised of four stages for the
production of hydrogen, methane, holocellulolytic enzymes and saccharificates (H-M-Z-S).

The hydrogen-producing process (H-stage) was fed with the organic fraction of
municipal solid wastes (OFMSW). This process was assayed in semi-continuous and batch
operation, both at solid substrate fermentation (20.9 %TS). The hydrogenogenesis in the
semi-continuous process was promoted by the thermophilic regime operated at 21 d MRT,
with a maximum productivity of 202 NmL Hy/kg/d. In the batch process, and opposite to
expected, the activated sludge did not show possitive effect on the H; production; being the
highest value of 1 983 umol Hy/g VS at thermophilic conditions without the addition of
phosphate salts nor activated sludge.

The fermented solids (FS) were the purges from the H-stage semi-continuous
process. The FS were fed to the methanogenic stage (M-stage) on semi-continuous
operation at 28 d MRT. Both the operation temperature and the origin of the FS had a
significant effect on CH4 production. The best productivity was 2 023 NmL CH,/kg,/d obtained
at thermophlic regime fed with FS from hydrogenogenesis at 14 d MRT. Comparing the CH,4
productivity from M-stage against control digesters fed with OFMSW at 28 d MRT at both
thermal regimes, it was determined that the FS promoted a higher methanogenesis than the
OFMSW. Therefore, the H-stage, besides of producing the clean fuel hydrogen, it also
generated FS that allowed higher CH,4 productivities and yields.

The enzymes production (Z-stage) was performed using Trichoderma reesei MCG 80.
The enzyme titers were higher when using the submerged fermentation than the solid
substrate fermentation. The lignocellulosic substrates assayed were the purges from H-stage
(FS), from M-stage (digested solids, DS) and the OFMSW. All the assayed substrates
allowed the enzyme induction, yet the most outstanding were the FS. The fed-batch regime
on Sixfors fermenters fed with FS gave 2.06 FPU/mL and 1.23 Ulgyc/mL.

The saccharification process (S-stage) consisted of the comparison of the enzyme
extract from Z-stage and the commercial enzyme Celluclast for the production of sugars from
FS and OFMSW. Independently of the enzyme used, the FS gave higher sugars than the
OFMSW. The enzyme extract had 13 — 16 % higher saccharification when compared to the
commercial Celluclast. Thus, saccharification efficiencies were 50 %ys, for OFMSW and up to
65 %ysp for the FS. After 72 h saccharification, it would be possible to retrieve and recycle the
enzyme extract.

From the experimental data it was possible to perform a system assessment for the
resources, energy, products and wastes from the biorefinery model H-M-Z-S. It was
established that the best configuration for the biorefinery model was a series-parallel process,
where OFMSW is used for the production of H, and FS, and from this latter all the other
products. In terms of power the biorefinery was self-sustainable, yet it had a deficit of the heat
for operation. Environmentally, the biorefinery saved greenhouse gases from environment
when compared to landfilling of the OFMSW.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La implementacion de procesos para la obtencién de bioproductos en procesos
serie/paralelo a partir de biomasa, emulando los procesos de refinacion del petréleo,
ha demostrado ser posible y esta retomando fuerza (Zeikus, 1980, Angenent et al.,
2004; Kamm & Kamm, 2004; Poggi-Varaldo et al., 2014). A partir de procesos
biotecnoldgicos se pueden producir biocombustibles como el biohidrogeno, metano o
bioetanol. También ha sido posible obtener otros bioproductos con alto valor
agregado como las enzimas (Escamilla-Alvarado, 2009; Escamilla-Alvarado et al.,
2013a).

El biohidrégeno como biocombustible es una de las alternativas al uso
tradicional de los combustibles fosiles (Levin et al., 2004; Valdez-Vazquez et al.,
2005). Su obtencion puede lograrse de una variedad de métodos bioldgicos como la
fermentacion oscura, fotofermentacién, biofotdlisis del agua, etc. (Robledo-Narvaez
et al., 2008). Entre éstas, la fermentacion oscura hidrogenogénica tiene como ventaja
su versatilidad por que se puede adaptar a procesos de fermentacion en sustrato
sélido (FSS) o en cultivo sumergido (FCS) a diferentes temperaturas. Ademas, es
posible utilizar sustratos complejos como la fraccion organica de residuos solidos
urbanos o municipales (Poggi-Varaldo et al., 1997b). Los procesos de FSS presentan
algunas ventajas sobre la FCS, como el uso reducido de volumenes de dilucién,
escasa agitacion y minimos mecanismos de control (Cannel & Moo-Young, 1980). En
la fermentacidén oscura, los consorcios microbianos se prefieren sobre los cultivos
axénicos, entre otras cosas porque no requieren esterilizacion y porque son capaces
de adaptarse y actuar sintréficamente sobre los sustratos complejos (Kleerebezem &
van Loosdrecht, 2007). Para establecer las relaciones sintroficas existentes en los
procesos fermentativos es necesario conocer las especies involucradas. Para lograr
esto, una variedad de técnicas de biologia molecular se han utilizado, como la PCR,
QPCR, DGGE, T-RFLP, clonacion y secuenciacion (Ueno et al., 2007; Mufioz-Paez,
2008a; Rittman et al., 2008; Song et al., 2010).

Por otro lado las xilanasas y las celulasas son enzimas cuya produccién por

hongos o bacterias se induce en presencia de materiales celulosicos y
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lignoceluldsicos, como el bagazo de cafa, cascarilla de arroz y fibra de trigo, entre
otros (Senthilkumar et al., 2005; Badhan et al., 2007; Rojas-Rejon et al., 2011). Estas
enzimas tienen un alto interés industrial como en el tratamiento de la pasta de
celulosa, en la industria textil, en la clarificacion de jugos, etc. Se llegd a estimar que
el crecimiento del mercado mundial de las enzimas industriales fue de mil millones a
1.5 mil millones de ddlares de 1995 al 2000 (Schafer et al., 2005). Novozymes, una
de las principales empresas biotecnolégicas productora de enzimas, ha visto un
crecimiento de sus ventas del 7 - 8 % anual desde 2008 (Novozymes, 2013). La
principal industria consumidora de enzimas es la de detergentes, le siguen la
panificadora, de bebidas y lacteos, asi como la alimenticia y de la pulpa y papel. Se
estima que en 2018 tan soélo el mercado mundial de enzimas para el ramo alimenticio
crezca a 2.3 mil millones de dolares (Markets & Markets, 2014). Un campo en donde
la aplicacion de enzimas se encuentra en desarrollo es en el de obtencion de
biocombustibles por medio de la sacarificacion de biomasa vegetal (Zhuang et al.,
2007). La distribucién de enzimas para este tipo de actividad es del 16 % del total del
mercado (Novozymes, 2013).

La sacarificacion de la biomasa lignoceluldsica es un proceso en el cual, por
medio de la accion de celulasas y xilanasas, se obtienen azucares fermentables con
aplicacién potencial para la produccion de bioetanol, biobutanol, y otros solventes
(Ballesteros et al., 2004; Lin & Tanaka, 2006). Los cultivos y residuos agricolas
constituyen principalmente la biomasa lignocelulésica utilizada en los procesos de
sacarificacion (Mes-Hartree et al., 1988; Holtzapple et al., 1991; Mesa et al., 2010).
También se han sacarificado sustratos menos usuales como residuos organicos
municipales (Clanet et al., 1988; Ballesteros et al., 2010), residuos de comida (Yan et
al., 2011; Vavouraki et al., 2013).

Los residuos sdélidos municipales (RSM) tienen un alto contenido de material
organico (fraccidn organica de los residuos solidos urbanos, FORSU), que varia
entre 40 y 60 % dependiendo de la poblacién donde se originan (INEGI, 2009), y que
pudiera ser aprovechado como sustrato para procesos biotecnolégicos. Actualmente
en nuestros pais no existe, de forma generalizada, un correcto separamiento y

disposicion de la FORSU donde se aproveche su alto contenido organico. Por el
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contrario, se dispone junto con los demas componentes de los RSM en rellenos
sanitarios y vertederos a cielo abierto, contribuyendo a la emisién de gases de efecto
invernadero (GEI) como el metano y el diéxido de carbono (Semarnat, 2009).
Mediante el modelo de biorrefineria se busca aprovechar la composicion
compleja de la biomasa vegetal en la FORSU, y su versatilidad como sustrato en los
procesos biotecnologicos para obtener una variedad de bioproductos (Fig. 1).

Biogas: bioH,,
metano

Biocombustibles

Liquidos: etanol,
butanol, biodiésel

. J

{ 3 4 N
Celulasas,
Biomasa Enzimas amilasas, lipasas,
lacasas

\ > \ »

{ ' { N
AOV, acido lactico,
Acidos organicos levulinico,
succinico

. 7 . 7

Bioproductos

r A r A
Acido oléico,
Acidos grasos palmitico,
estearico

Otros: PHA,
solventes, glicerol

\ 7

Fig. 1. Esquema de potenciales bioproductos a partir de biomasa. Basado en Zeikus et al.
(1980,1999), Zhenying et al. (2009), Bozel et al. (2010).

Bajo este concepto, previamente se desarrollé un proceso de tres etapas para
la obtencion de biohidrogeno, metano, xilanasas y celulasas (Proceso H-M-Z,
Escamilla-Alvarado, 2009) que demostré ser tecnolégicamente factible. Sin embargo,
para probar el potencial de las biorrefinerias, es necesario incrementar su alcance y
versatilidad. Por esto, el objetivo de este trabajo fue integrar un proceso modelo de
biorrefineria de cuatro etapas (H-M-Z-S), utilizando como sustrato inicial del proceso
H-M-Z-S, la fraccion organica de los residuos solidos urbanos.
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1.1. Procesos hidrogenogénicos-metanogénicos

El hidrogeno es un combustible tedricamente limpio, que no produce gases de efecto
invernadero y que posee el mayor poder calorico base masa entre todos los
materiales combustibles (ca. 141 KJ/g). Como subproductos de la hidrogenogénesis
por fermentacion oscura se obtienen cantidades considerables de acidos organicos
(acidos acetico, butirico, propidnico, lactico, entre otros) y solventes que pueden
utilizarse como materia prima para la sintesis de otros productos quimicos (Lipinski,
1981), o como sustrato de otros procesos bioldgicos, como la metanogénesis, en
celdas de combustible microbianas o para la fermentacion heterotréfica (Ueno et al.,
2007; Xie et al., 2008; Zhu et al., 2008; Escamilla-Alvarado, 2009; Vazquez-Larios et
al., 2011). La metanogénesis es un proceso donde el metano es el resultado del uso
del CO, como aceptor final de electrones.

El metano es el hidrocarburo mas sencillo y es considerado como la forma
mas reducida del carbono. En su forma purificada o como gas natural puede
utilizarse como combustible en la produccién de electricidad y calor, y como reactivo
esta involucrado en la petroquimica en la produccion de cianuro de hidrégeno,
disulfuro de carbono, metanoclorados y gas de sintesis, del cual se produce amonio,
hidrogeno, metanol, etc. Estos a su vez son precursores muy importantes de una
gran variedad de productos entre los que destacan explosivos, plasticos, medicinas,
insecticidas, fertilizantes, dimetil éter, metil terbutil éter, etil terbutil éter, etc. (Lee,
1997; Matar & Hatch, 2000). En el afio 2008, el 38.7% de la energia requerida en
México se obtuvo del metano como gas natural, lo que represent6 una produccion de
mas de 60 billones de metros cubicos (Sener, 2008).

A diferencia del hidrégeno, cuya combustion sélo produce agua, la combustion
del metano produce también un gas de combustion con un contenido mayoritario de
didxido de carbono. Al tratarse de un combustible con un sélo atomo de carbono, se
evita la produccion de gases como el CO, SO3, SO4, NO3, NO4, generados por otros
combustibles fosiles y que causan mas dafio a la atmdsfera (Demirbas, 2004).

Dentro de la gama de biocombustibles, el metano es el que presentaria el
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mejor escenario de uso y distribucion, ya que existe una infraestructura ampliamente
extendida para la distribucion de gas natural que se podria adaptar facilmente a la
del metano, por lo que no se necesitaria infraestructura compleja adicional. Asi
mismo, un uso practico que se aplica al hidrégeno es como co-combustible del
metano en una mezcla denominada hythane, donde alcanzando una presion parcial
de hasta el 10% se incrementa el poder caldrico de combustidon y mejora el
desemperfio del motor (Porpatham et al., 2007).

Con la produccion acoplada de hidrogeno y metano (proceso H-M) se busca
desarrollar procesos que aprovechen las condiciones de operacion de cada etapa. La
hidrogenogénesis (etapa H) necesita de condiciones particulares para su desarrollo,
un ambiente reductor alrededor de pH 5.5, ausencia de microorganismos
hidrogenotroficos (e.g. arqueas metanogénicas, microorganismos solventogénicos y
bacterias del acido lactico), altas cargas organicas y temperaturas mesofilicas,
termofilicas o hipertermofilicas, entre otras (Chou et al., 2008; Valdez-Vazquez &
Poggi-Varaldo, 2009). El H, producido escapa en fase gaseosa del medio de cultivo,
y el sustrato hidrolizado, junto con los acidos organicos y solventes producidos,
pueden ser entonces alimentados al proceso metanogénico para continuar su
conversion a CH, y CO» (Escamilla-Alvarado, 2009).

La metanogénesis (etapa M) por su parte es llevada a cabo por arqueas
metanogénicas acetoclastas o hidrogenoclastas. Las arqueas acetoclastas
convierten el acido acético a metano y CO, siguiendo la ruta Ljungdahl-Wood
(Madigan et al., 2009), mientras que las hidrogenoclastas reducen CO, a CH4 por
medio de complejos metil reductasa (Fig. 2). Las arqueas metanogénicas se ven
favorecidas en ambientes ligeramente oxidantes (pH 7.5 — 8), bajas cargas organicas
y temperaturas mesofilicas o termofilicas. Si el biorreactor se trabaja en estas
condiciones y ademas cuenta con un consorcio bien establecido que continua
hidrolizando la materia organica y reduciendo los metabolitos, entonces el
acoplamiento H-M resulta exitoso. Ademas en un proceso H-M acoplado, es posible
incrementar la produccién de metano comparado con un proceso solo metanogeénico,

como consecuencia de la pre-hidrélisis ocurrida en la etapa H (Liu et al., 2006;
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Yokoyama et al., 2010). Una ventaja adicional de este acoplamiento es la posible
reduccion del tiempo de residencia masica en la etapa M (Escamilla-Alvarado, 2009).

Cco,
CH3COOH P MF~>\(* H,
a ATP——CoA b “Hy0+] ©
{ [}
(”3 e..---MF-C-H
CH4 - CALS - CoA MP ™\
3 ~ o
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Fig. 2. Ruta metanogénica a) a partir de acetato, b) a partir de CO, y H,. Adapatado de Madigan et
al. (2009). ATP, adenosin trifosfato; CoA, coenzima A; CODH, mondxido deshidrogenasa; Corr,
proteina corrinoide; CoB, coenzima B; CoM, coenzima M; MF, metanofurano; MP,
tetrahidrometanopterina

En la Tabla 1 se muestran algunos procesos para la produccién acoplada de
hidrégeno y metano a escala laboratorio y piloto, que utilizan residuos organicos
como sustrato. Algunos de estos procesos operaron en cultivo sumergido, por lo que
diluyeron con agua los residuos organicos hasta concentraciones de 1 % ST. Al
utilizar grandes volumenes de agua para la dilucion de los residuos organicos se esta
originando a posteriori un problema de lixiviados, pues el agua se ha contaminado
con los acidos organicos y solventes producidos durante la fermentacion. Al trabajar
en sustrato sélido se minimiza este problema pues los volumenes de dilucién son
menores, e incluso pueden evitarse cuando se utilizan los residuos organicos tal
como se generan. Con la produccion acoplada de hidrogeno y metano a partir de los
residuos organicos municipales se podria aliviar la saturacion de rellenos sanitarios
(Escamilla-Alvarado, 2009).
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Fuente de Tipo de In6éculo/Microorganismos Operacién Productividades Rendimientos Observaciones Ref
carbono reactor
Residuos CSTR? (H2) Lodos activados termofilicos Toph'9= 60 °C 5.4 L Hoy/L/d 388 mL CH4/g DQO DQORP=79.3 % 1
organicos y + IRPR® (para Hz) y lodos anaerobios Toth_= 55°C ) 6.1 L CH4/L/d SSVr?=87. 8%
papel (CH4) de reactor comercial para COTy =97.0 g DQO'/L/ SSVru=80 %
(68.3 g/L) residuos (para CHa) COTm = 15.7 g DQO/L/ SSVrnm= 30 %
Vopr*= 110 L H2 en bg'= 50-60 %
Vopy= 340 L CHs en bg=63 %
TRHy=1.2d
TRHw=6.8d
Residuos de  CSTR Lodos de plantas de biogds  Top= 37 °C 1.61 L Ho/L/d 43 mL Ha/g SV SSVR= 86 % 2
comida COTy =37.5g SV"/L/d 2.05 L CH4/L/d 500 mL CH4/g SV SSVrH=18.7 %
(100 g/L) COTm = 4.1 g SV/L/d SSVru=82.8 %
TRH4=2d H2 en bg=42 %
TRHw=15d CHs en bg=65 %
Vopry=0.4 L
Vopm=3 L
Residuos de 4 LBR® (H2) Lodos de digestor anaerobio Top= 37 °C 3.63 L Ho/L/d 310 mL Ho/g SV SSVR: 72.5 % 3
comida + UASB® de aguas residuales COTH=11.9g SV/L/d 1.75 L CH4/L/d 210 mL CH4/g SV SSVrH=28.2 %
(19.8% p/p) (CHa) COTwm = 5.4 g DQO/L/M SSVru=69.9 %
SRThH=6d H2 en bg= 10-55 %
SRTm=2d
Vopu= 3.9 L/reactor;
Vopwm=20.1L
Residuos de  CSTR Lodos de reactor mesofilico  Top= 34 °C 0.7 L Ha/L/d 71 NmLH2/ g SV SSVRr=68-73 % 4
comida y anaerobio a escala TRHx=3,5d 1.4 mL CH4/L/d 449-989 NmL bg/d H2 en bg= 25-27 %
desechos de laboratorio TRHwm=15d CHs en bg=62.5 %
planta Vopx= 100 mL
avicola Vopwm= 600 L
(74 g/L) pH: H= 5-6, M=7.9
Residuos CSTR Lodos digeridos de planta Top=35°C 1.28 L Ha/L/d 30 mL Ha/g ST° DQOk= 64 % 5
simulados de tratamiento de aguas COTh = 50.4 gDQO/L/d 0.51L CH./L/d 183 mL CH4/g ST DQOgrH =18.6 %
de papa residuales COTm = 8.2 g DQO/LM DQOgrwM =56.3 %
(10 g/L) TRHp=6 h SSVR: 70 %
TRHw=30h H2 en bg= 45 %
Vopu=1L CHsen bg=76 %
Vopm=5L

pH: H=55 M=7



Residuos de
comida de
restaurante
(170 g/L)

FORSU
(35 %ST)

Residuos de
comida
(11.7 %ST)

FORSU
(2.9 %ST)

SemiCRD®
(Hz) +
SemiCSTR
(CHa4)

Digestor
Anaerobio
en Sustrato
Sdlido
(DASS)

Semi-
continuo

Semi-
continuo

Etapa H no usa indculo.
Lodos granulares
anaerobios de UASB para
metanogénesis

Solidos de DASS-M

aclimatados al sustrato

NE

Lodos de PTAR

Top=40°C

COTh = 22.6 g SV/L/d
COTm =4.6 g SV/L/d
TRHu= 160 h
TRHw=26.7 d
Vopu= 200 L
Vopwm= 800 L
pH:H=55 M=7
Topn= 35 °C

Topu= 55 °C
TRMy"=21d
TRMwm=28d

Vopr= 500 g
Vopwm= 500 g

pH: H=6.3,M =8
Topn=55°C

Topu= 55 °C
TRMu=21d
TRMwm=28d
Vopry=10 L
Vopwm=40 L
pH:H=55 M=7.8
Topn=55°C

Topu= 55 °C
TRMy=3.3d
TRMm=12.7 d
Vopu= 200 L
Vopwm= 380 L

pH: H=4, M =8.09

1.47 L H/LMd
2.51 L CH4/L/d

166 Nml Hz/kg/d
250 Nml CHa
/kgld

5.6 L Hx/L/M
3.5 L CH4/LId

0.054 L Ho/L/d
2.05 L CH4/L/d

56 mL Ha/g SV
546 mL CH4/g SV

1.76 mL Ha/g SV
66.6 mL CHa/g SV

205 mL Hy/g SV
464 mL CHa/g SV

2.6 mL Ha/g SV
383 mL CHa/g SV

H2 en bg= 30 %
CHs en bg=45 %

H2 en bg=6.9 %
CHs en bg=61%

H2 en bg= 54 %
CHsenbg=75%

H2 en bg= 20 %
CHs4 en bg= 60 %

28

Notas:

tiempo de retencion hidraulico;

CSTR Reactor continuo de tanque agitado;

°|RPR: Reactor de lecho empacado con reC|rcuIaC|on interna; °LBR: Reactor de lecho
filtrante; “UASB: Reactor anaerobio con lecho de flujo ascendente; °CRD: Tambor rotatorio continuo; Top temperatura de operacién; °H: etapa
hidrogenogénica; "M: etapa metanogenlca 'COT: carga organica total, IDQO: demanda qU|m|ca de oxigeno; Vop volumen de operacion; TRH:

9SSVk: remocion de solidos suspendidos volatiles totales; 'bg: biogas.

™SV: solidos volatiles; "MRT: tiempo de retencion masico; °ST: sélidos totales; PDQOg: remocion total de DQO;

Referencias: 1, Ueno et al. (2007); 2, Liu et al. (2006); 3, Han & Shin (2004); 4, Gomez et al. (2006); 5, Zhu et al. (2008); 6, Wang & Zhao (2010);
7, Escamilla-Alvarado (2009); 8, Chu et al. (2010); 9, Cavinato et al., (2011).
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1.1.1. Bioquimica y microbiologia de la produccion de H»
El metabolismo del hidrogeno es basicamente una ionizacion, en la que en un sentido

resulta el consumo de Hz mientras que la reaccion inversa lleva a su produccion (Ec. 1).
Hy € 2H" + 2¢° [1]

Tomando como producto el H*, el cambio de energia libre de la reaccion (AG), si
se supone pH 7, es -79.66 kd, mientras que al mismo pH el potencial de reduccion (E’o)
del par redox 2H*/H, es -0.41 V (Madigan et al., 2009). La ionizacion del hidrogeno es
mas comun que la formacién de hidrégeno molecular, y se puede encontrar en muchas
rutas bioquimicas, donde el hidrégeno ionizado y los electrones son llevados a través de
sistemas de transporte por la nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) y por varios
citocromos, que eventualmente lo combinan con el O, para formar agua o en su defecto
hidrégeno molecular (Kalia & Purohit, 2008). En el caso de los microorganismos aerobios,
los H* son utilizados para producir adenosin trifosfatos (ATP). En si, la evolucién en H, no
confiere ninguna ventaja a los microorganismos. Sin embargo, en la ausencia de un
aceptor externo de electrones (O.), donde el suministro de energia es limitado, los
compuestos organicos solo se pueden catabolizar por fermentacion. Solamente
determinados compuestos son fermentables y la mayor parte de las fermentaciones
requieren que se forme un intermediario de alta energia que pueda originar ATP por
fosforilacion a nivel de sustrato (Madigan et al., 2009). Por otro lado, algunos
microorganismos anaerobios han adaptado el uso de compuestos inorganicos, como los
sulfatos y nitratos, como sus aceptores terminales de electrones. Adicionalmente, como
una estrategia para lograr la completa degradacién de la materia organica en la célula, el
H, sirve como aceptor terminal de electrones tanto para los sulfatorreductores como para
los nitratorreductores y los metanégenos. De hecho, la produccion de H; es necesaria
para algunos miembros de la comunidad microbiana como una forma de eliminar el
exceso de electrones y mantener el equilibrio redox (Kalia & Purohit, 2008).

La glucosa es un compuesto clave en el metabolismo microbiano. El metabolismo

anaerobio de la glucosa genera energia en forma de ATP e intermediarios como el
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piruvato. En general, las reacciones de fermentacion pueden producir muchos productos
diferentes como H,, acetato, butirato, lactato, acetona, etanol, butanol y otros. La pareja
acetato-H, produce mas ATP por mol de sustrato que los alcoholes como el etanol y el
butanol, y es un producto energéticamente preferido a partir de la glucosa (Logan et al.,
2002). En la Fig. 3 se presenta la produccion de hidrogeno en forma simplificada a partir
del intermediario piruvato que se convierte en acetil-CoA. La conversion de piruvato a
acetil-CoA es una reaccion de oxidacion, por lo que el exceso de electrones generados
debe usarse para hacer productos finales mas reducidos o para producir H,. La oxidacion
del piruvato se realiza con la ayuda de las hidrogenasas, mientras que en el caso de la
oxidacion del formato, las enzimas involucradas son las férmico-deshidrogenliasas

Se conocen dos tipos de hidrogenasas. Las hidrogenasas niquel-hierro (NiFe) son
las mas usadas para el consumo de hidrégeno y por lo general se encuentran en
microorganismos oxidantes del hidrégeno, mientas que las hidrogenasas sélo hierro (Fe)
son usadas para la produccién de hidrégeno (Chang et al., 2006). Estas contienen
clusteres de hierro-azufre y dos atomos en el centro activo para catalizar la produccion de
hidrogeno de los protones y electrones (Cammack, 1999). Se ha observado que la
cantidad de mRNA de la Fe-hidrogenasa es alta en fase acidogénica, y disminuye cuando
el cultivo entra en fase solventogénica (Gorwa et al., 1996; Jen et al., 2007).

La diversidad microbiana productora de hidrogeno es basta (Kalia & Purohit.,
2008), comprendiendo algas unicelulares (e.g. Scenedesmus, Chlamydomonas y
Chlorella), y bacterias del phylum Firmicutes (Clostridium y Bacillus) asi como y-—
Proteobacteria (Escherichia 'y Enterobacter).

El phylum Firmicutes recibe su nombre debido a la membrana celular rigida que
posee (Madigan et al., 2009). El género Clostridium es capaz de producir endosporas, con
lo cual la célula puede sobrevivir a condiciones adversas y reactivarse cuando se
encuentre en condiciones mas favorables. Las especies mas importantes de éste género
son C. acetobutylicum, C. beijerincki, C. butyricum, C. pasteurianum, C. perfringens, C.
thermocellum y C. saccharobutylicum (Jen et al., 2007). Las y—Proteobacteria por el
contrario no son formadoras de esporas y por lo tanto son sensibles al tratamiento térmico
como método de seleccion de bacterias hidrogenogénicas.

Se puede hablar de dos rutas diferentes para la produccion de H,, la presente en
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Clostridium y la de Escherichia. En Clostridium, los genes para la piruvato ferredoxina
(Fd)/flavodoxina oxidorreductasa (EC 1.2.7.1) y la H, Fd/flavodoxina oxidorreducatasa
(EC 1.2.7.2) estan involucradas en la produccion de H;. En Escherichia, la piruvato
formato liasa (EC 2.3.1.54), la formato deshidrogenasa Fdh-a, Fdh-8 y Fdh-y (EC 1.2.1.2)
y la hidrogenasa (subunidades grande y pequefia), son responsables de la evolucion del
hidrégeno. La piruvato Fd/flavodoxina oxidorreductasa esta altamente expresada en C.
acetobutylicum y C. perfringens y falta en los genomas de B. subtilis y B. halodurans
(Karlin et al., 2004). Por esto, Bacillus aparentemente usa el complejo piruvato
deshidrogenasa (pdh ABCD), el cual esta altamente expresado en B. subfilis y B.
halodurans, y falta en C. acetobutylicum y C. perfringens (Karlin et al., 2004). Lo anterior
sugiere que los sistemas de produccion de H, de Bacillus y Clostridium se encuentran
bajo diferentes controles metabolicos (Kalia et al., 2008).

H2 Acetato + ATP

2H+_/I hidrogenasa }\ ADP

ferredoxina Acetil~P
2e” Acetil-CoA + CO,
. T CoA
Piruvato

Fig. 3. Esquema simplificado de produccién de hidrégeno. Adaptado de Madigan et al. (2009)

1.1.2. Bioquimica y microbiologia de la produccion de CHy

De la biomasa vegetal que se forma anualmente por fotosintesis fijando el carbono del
CO,, se estima que cerca del 1 % se retorna a la atmdsfera via metano; esto es mas de
1x10° toneladas de gas combustible. Otros calculos sugieren que aproximadamente el 74
% de las emisiones mundiales de metano se deben a la actividad biolégica de los
metandgenos (Cicerone & Oremland, 1988). Aproximadamente dos tercios del metano se
difunden en zonas aerdbicas, donde es oxidado por bacterias metanotroficas. Un
pequefio porcentaje es enterrado, lo que lleva a la formacion de depdsitos de metano,
pero la mayoria escapa a la atmosfera, donde es fotoquimicamente convertido a CO,
(Thauer et al., 1998).
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La concentracion del metano atmosférico se ha incrementado continuamente
durante los ultimos 300 afios, desde 0.7 ppm hasta 1.7 ppm. De esto se culpa
principalmente a la expansion de los cultivos de arroz y del ganado rumiante, ya que los
ambientes acuaticos andxicos donde se cultiva el arroz y el rumen del ganado son nichos
microbiolégicos donde prosperan los organismos metanogénicos (Thauer et al., 1998;
Patra & Saxena, 2009; Madigan et al., 2009).

La conversidon de glucosa a metano no se metaboliza exclusivamente por un sélo
tipo de microorganismos, sino por asociaciones sintroficas. Primero la glucosa se
fermenta a acetato, CO2 y Hy, o a acetato, formato y H,. Entonces estos productos
pueden ser utilizados por los organismos metanogénicos como fuente de energia y liberar
CO, y CH4 como productos finales.

El metabolismo energético de los metandgenos puede ser visto en dos partes (Fig.
4): una parte oxidativa en la cual la coenzima M (H-S-CoM, 2-tioetanosulfonato) y la
coenzima B (H-S-CoB, 7-tioheptanoiltreoninfosfato) son oxidadas en heterodisulfuro CoM-
S-S-CoB; y una parte reductiva en la cual el heterodisulfuro de la coenzima M vy la
coenzima B es re-reducida (Thauer et al., 1998).

Ha
HCOO"

CHj CoM-S-S-CoB 2 [H]+— Acetil-CoA
H, 2 - Propanol
Etanol
H-S-CoM + H-S-CoB

HCOO'— 4 6[H]+ CO, CHgX

2 - Propanol .
Etanol CHCO0 /4N

CHgX ADP  ATP
Parte Parte
oxidativa reductiva

Fig. 4. Metabolismo energético en arqueas. Adaptado de Thauer et al. (1998).

Los metandgenos taxonomicamente pertenecen al phylum Euriarchaeota dentro
del dominio Archaea (Tabla 2). De acuerdo a las clasificaciones mas recientes existen
cuatro ordenes (Demirel & Scherer, 2008) con distancias evolutivas muy significativas.
Los cuatro ordenes son: Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales y
Methanosarcinales. De éstos, solo los Methanosarcinales pueden fermentar el acetato a

CO, y CHq (recibiendo por esto el nombre de acetoclastas), y ademas crecer en metanol,



Cinvestav 33
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

metiltioles o metilaminas como unica fuente de energia. En consorcios productores de
metano se les considera menos abundantes en relacion a los demas 6rdenes que se
alimentan de Hz y CO,, llamados hidrogenoclastas (Ahring, 1995). Su mayor sensibilidad
a la inhibicién por amonio también limita su abundancia (Song et al., 2010). También se le
considera a este orden ser mas sensible al oxigeno, aunque tienen la ventaja de formar
granulos gruesos que fungen como una barrera protectora (Sumiko-Hirasawa et al.,
2008). ElI orden Methanosarcinales comprende a su vez, dos familias,

Methanosarcinaceas y Methanosaetaceas (Yu et al., 2005).

Tabla 2. Clasificaciéon taxonédmica de arqueas metanogénicas (adaptado de Demirel & Scherer, 2008).

Dominio Archaea
Phylum Euriarcheaota
Orden Methanobacteriales Methanococcales Methanomicrobiales Methanosarcinales
Familia Methanobacteriacea Methanococcaceae Methanomicrobiaceae | Methanosarcinaceae
Género | Methanobacterium Methanococcus Methanomicrobium Methanosarcina
Methanobrevibacter Methanocaldococcaseae | Methanoculleus Methanococcoides
Methanothermobacter | Methanocaldococcus Methanospirillaceae Methanohalophilus
Methanothermaceae Methanospirillum Methanosaetaceae
Methanothermus Methanosaeta

1.1.3. Identificacion de microorganismos en ecosistemas complejos

Los consorcios microbianos presentes en los procesos de fermentacion oscura son un
campo de estudio interesante, principalmente por las interacciones sintroficas y
competitivas que se pueden presentar. Conocer la composicion de una comunidad
microbiana, ademas de ayudar a describir las condiciones de operacion y rendimientos en
los sistemas bioldgicos, es fundamental para comprender de una forma mas profunda los
procesos biologicos.

Durante la década de los 90’s se desarrollaron técnicas basadas en el RNA
ribosomal (rRNA) que permiten estudiar la biodiversidad presente en cualquier ambiente
sin necesidad de proceder a su aislamiento (Tabla 3). En este sentido, las subunidades
ribosomales bacterianas 16S y 23S son de gran importancia debido a que son secuencias

genéticas con un grado de polimorfismo suficiente para realizar estudios de taxonomia y
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filogenia (Woese & Fox, 1977). Estas son moléculas muy conservadas a lo largo de la
evolucion para los organismos dentro de un mismo reino o dominio, pero con regiones

altamente variables a nivel especie.

Tabla 3. Microorganismos presentes en consorcios anaerobios

Proceso Sustrato Herramienta Microorganismos identificados Ref
H Termofilico Residuos de PCR, clonacién  Thermoanaerobacterium 1
comida y papel thermosaccharolyticum, Lactobacillus
keferi, Saccharomyces barnettii
H Mesofilico Sacarosa T-RFLP Clostridium spp., C. beijerenckii, C. 2

caliptrosporum, Bacillus spp.,
Bifidobacterium thermocellum

M Mesofilico Etanol FISH, PCR, Methanosaeta sp., Desulfovibrio vulgaris, 3
DGGE Shewanella sp, Desulfitobacterium
hafniense
H Termofilico Efluente de PCR, DGGE Thermoanaerobacterium 4
molino de aceite thermosaccharolyticum, Clostridium sp y
de palma Bacillus sp
H Mesofilico Sacarosa PCR, DGGE Enterobacter cloacae, Clostridium sp, 5
Clostridium acetobutyricum
M Mesofilico Acetato de sodio QPCR Methanococcoides methylutens, 6

Methanolobus tindarius, Methanosalsum
zhilinae, Methanosarcina acetivorans,
M. barkeri, M. mazei, M. thermophila
Methanosaeta concilii, M. thermophila
M Termofilico Forrajey T-RLFP Methanoculleus thermophilus, 7
remolacha Methanobacteriales, Methanosarcinales

Referencias: 1, Ueno et al. (2007); 2, Duangmanee et al. (2007); 3, Sumiko-Hirasawa et al. (2008); 4, O-
thong et al., (2009); 5, Maintinguer et al. (2008); 6, Yu et al. (2005); 7, Krakat et al. (2010).

Algunas técnicas se basan en la clonacion y la secuenciacion de genes que
codifican al RNA ribosomal 16S (Fig. 5). Ademas existen otras técnicas basadas en
huellas moleculares (molecular fingerprinting) que pueden ser utilizadas para comparar
las comunidades microbianas de diferentes ambientes o para seguir el comportamiento
de una comunidad a través del tiempo (Muyzer et al., 1993). Entre ellas se encuentran la
electroforesis en gel con gradiente quimico desnaturalizante (DGGE), la electroforesis en
gel con gradiente térmico desnaturalizante (TGGE), polimorfismo de longitud del
fragmento de restriccion terminal y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo
real (Fischer & Lerman, 1979; Song et al., 2010). Otra de las técnicas mas usadas para
identificar una especie, género, familia o dominio microbiano es la hibridacién fluorescente

in situ (Sanz & Kogling, 2007). Esta técnica se basa en el uso de sondas con un marcador
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fluorescente que se unen o hibridan a los rRNA de los ribosomas de una célula,
haciéndolos fluorescentes y por tanto visibles en un microscopio de fluorescencia
(Madigan et al., 2009).

Cabe sefialar que estas técnicas son complementarias entre si. Mientras algunas
ofrecen informacion sobre cuadles o qué tipos de microorganismos se encuentran
presentes, otras permiten conocer la abundancia de ciertas especies en particular. Hasta
el momento no hay una técnica unica para el analisis completo, cualitativo y cuantitativo,
de comunidades bacterianas, sino mas bien se elige una combinacion de ellas para

explicar de la mejor manera lo que esta sucediendo en el sistema microbiano estudiado.
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Fig. 5. Estrategias para la identificacién o seguimientos de comunidades microbianas
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1.1.4. Biomasa para la produccion de biocombustibles

Los biocombustibles son productos de la conversion de la biomasa en compuestos con
alto poder caldrico que sirvan como carburantes en los motores y maquinas térmicas para
realizar un trabajo.

Cada aino cerca de 170 mil millones de toneladas de biomasa son producidas por
la naturaleza, de los cuales s6lo 6 mil millones de toneladas (el 3.5 % del total) son
utilizados por la humanidad. De éstas, aproximadamente cerca de dos tercios se usan
para alimentos, alrededor de un tercio es para la energia, papel, muebles y construccion,
y solo el 5% (300 millones de toneladas) son utilizados para otros fines no alimentarios,
tales como productos quimicos y prendas de vestir (Navia & Mohanty, 2012).

Los biocombustibles de primera generacion se caracterizan por ser obtenidos a
partir de cultivos agricolas, como la cafa de azucar, soya y el maiz (Demirbas, 2008). La
produccion de estos biocombustibles es cuestionada sobre su rendimiento energético, ya
que en su siembra, cultivo y cosecha se requieren cantidades extensivas de energia;
ademas del problema ético que surge del desvio de recursos que pudieran transformarse
en alimentos en un mundo con déficit de éstos (ETC, 2010; Melamu & Blottnitz, 2011).
Debido a esto surgen como alternativa los biocombustibles de segunda generacion que
utilizan la biomasa celulésica proveniente de los residuos de las cosechas agricolas (e.g.
bagazo de cafa, rastrojo de maiz, paja de trigo), de pastos perennes y de la fraccion
organica de los residuos solidos organicos (Keshwani & Cheng, 2009).

Los residuos organicos tienen un potencial de uso muy importante para los
procesos biotecnoldgicos. Aproximadamente cada habitante en México genera 1 kg al dia
de RSM, esto es 37.5 millones de toneladas al afio. Por las caracteristicas de consumo de
la poblacion mexicana (INEGI, 2009), el 50 — 60 % de los RSM los constituyen la fraccion
0 residuos organicos, mejor conocidos como la FORSU, que incluyen desechos de
vegetales, frutas, carne putrefacta, pasto, papel, carton, etc. (Li et al., 2007).
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1.2. Produccion enzimatica a partir de residuos organicos

Las enzimas forman parte de un grupo de bioproductos de gran interés industrial. La
importancia de las enzimas radica en su especificidad, ya que cada enzima soélo actua
sobre un determinado tipo de moléculas. Actualmente sélo es posible obtenerlas a partir
de seres vivos, i.e. microorganismos, plantas y animales, por lo que los procesos de
produccion suelen ser complejos. Dos tipos de enzimas de interés son las celulasas y las
xilanasas, las cuales son utilizadas para convertir los materiales celulésicos en sus
azucares constituyentes para éstos posteriormente ser transformados en oftros
bioproductos (Zhang et al., 2006).

1.2.1. Mecanismo de accion de las celulasas

Las celulasas son enzimas que tienen aplicacion ya sea en la industria textil para el
suavizado y “desgastado” del algodon, como quita pelusa en los detergentes, en la
industria de pulpa de papel para el destintado y modificado de fibras, y en la industria
alimentaria y de bebidas fermentadas como medio de obtencion de azucares (Kirk et al.,
2002; Zhang et al., 2006).

Por celulasas entendemos a las 3-1,4 exoglucanasas, B-1,4 endoglucanasas y [3-
glucosidasas, que actuan sinérgicamente como complejo en presencia del sustrato
celulésico (Knowles et al., 1987; Lynd et al., 2002).

La hidrdlisis de la celulosa comienza con una hidrdlisis interna aleatoria por la
endoglucanasa que rompe los enlaces y libera oligobmeros con nuevos extremos
accesibles a las exocelulasas. Esto también solubiliza el sustrato mediante la reduccion
de puentes de hidrogeno intracadenas. La celobiohidrolasa hidroliza el extremo no
reductor de la celulosa y genera celobiosa junto con algunos oligosacaridos un poco mas
grandes. Finalmente la B-glucosidasa completa el proceso de ruptura al generar glucosa
de la celobiosa.

Las celulasas no sélo son inducidas por la celulosa y sus hidrolizados, los
celulooligbmeros, sino también por ciertos azucares de bajo peso molecular que puedan
penetrar la membrana celular como la lactosa y soforosa (Lo et al., 2008). Sin embargo,

también la produccion de las celulasas puede ser reprimida o su actividad inhibida por
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productos de la hidrdlisis. Las regulaciones de retroalimentacion permiten a los
organismos conservar la energia cuando la glucosa esta presente (Chandel et al., 2012).
La represion por producto final de glucosa es especialmente dificil de controlar en
procesos en lote convencionales. Esto se debe a que la concentracion de glucosa
depende del balance dinamico entre las velocidades de generacion de glucosa (hidrolisis
de celulosa) y el consumo microbiano. A bajas concentraciones de celulasa y/o celulosa,
la generacion de glucosa puede ser muy lenta para cumplir con las necesidades celulares
de crecimiento y operacion. Por otro lado, cuando el sustrato se produce mas rapido que
lo que se consume, entonces la sintesis de celulasa puede ser inhibida. La represién por
producto puede ser disminuida por procesos en lote alimentado, los cuales han
demostrado mejorar las productividades de celulasas (Taherzadeh et al., 2000).

1.2.2. Mecanismo de accion de las xilanasas

Como  xilanasas se incluyen (B-1,4 endoxilanasas, [(-xilosidasas, a-L-
arabinofuranosidasas, a-glucoronidasas y acetil xilan esterasas (Beg, 2001). Estas
enzimas actuan conjuntamente para degradar la xilana en sus constituyentes principales.
Su aplicacion tiene lugar en el pre blanqueamiento de la pasta del papel, como aditivo
para mejorar la digestibilidad del alimento de herbivoros, para mejorar las caracteristicas
del moldeo de la masa para pan, para la extraccibn de aceites vegetales y como
clarificador de jugos (Kirk et al., 2002).

1.2.3. Microorganismos productores de celulasas y xilanasas
En el mundo microbiano una gran variedad de microorganismos pueden producir
celulasas y xilanasas (Reczey et al., 1996; Lynd et al., 2002), entre los que se encuentran
bacterias aerobias (e.g. Actinomicetales) y anaerobias (e.g. Clostridiales), hongos de la
podredumbre blanca, café y suave (Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes), asi
como hongos anaerobios y hongos primitivos (e.g. Chytridomycetes).

En la Tabla 4 se enlistan algunos de los microorganismos mas estudiados para la
produccion en laboratorio o industrial de celulasas y hemicelulasas, entre los que se
encuentran la bacteria aerobia Cellulomonas flavigena (Stackebrandt et al., 2006), la

bacteria anaerobia Clostridium thermocellum (Johnson et al.,, 1982; Lynd et al., 2002) y el
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hongo aerobio Trichoderma reesei (Esterbauer et al., 1991).

Tabla 4. Diversidad de microorganismos celuloliticos (adaptada de Lynd et al., 2006)

Ambiente Género Especies representativas Temperatura de
crecimiento
Aerobio Bacillus B. pumilis Mesofilica
Cellulomonas C. flavigena, C. uda Mesofilica
Thermobifida T. fusca Termofilica
Trichoderma T. reesei, T. longibrachiatum Mesofilica
Aspergillus A. aculeatus, A. niger Mesofilica
Phanerochaete  P. chrysosporium Mesofilica
Anaerobio Acetivibrio A. cellulolyticus Mesofilica
Clostridium C. themocellum, C. cellulolyticum Termofilica,
Mesofilica

Otro de los microorganismos de importancia es Phanerochaete chrysosporium, que
ha sido usado como organismo modelo para la degradacion de la lignocelulosa (Lynd et
al., 2002). P. chrysosporium produce arreglos complejos de celulasas, hemicelulasas y
ligninasas para los tres principales componentes de las paredes celulares: la celulosa,

hemicelulosa y lignina.

1.2.3.1. Trichoderma reesei

Trichoderma reesei es un ascomiceto de la podredumbre café de la madera que ha sido
estudiado por mas de 50 afos como productor de celulasas. T. reesei presenta
morfologia micelial y se considera un teleomorfo, o estadio reproductivo sexual, de
Hypocrea jecorina (Whittaker, 1978). El potencial biotecnologico de algunas especies de
Trichoderma no se limita sélo a la produccion de celulasas, sino que también pueden ser
utiizadas como control biolégicos de plagas como Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii, Rhizotocnia solani, Fusiarum
graminearum (Harman et al., 1989; Chet et al., 1993).

T. reesei es capaz de crecer en celulosa, hemicelulosa, glicerol, glucosa, soforosa,
xilosa y lactosa (Dekker, 1983). Las pequefias moléculas como glucosa y glicerol pueden
atravesar facilmente su membrana celular y ser directamente metabolizadas como fuente
de carbono y energia. En cambio, otros disacaridos y polisacaridos no pueden ser

tomados directamente por las células sin antes ser alterados o convertidos en moléculas
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mas pequenas, como la glucosa o la galactosa (Lo, 2008).

El sistema celulolitico de T. reesei estd compuesto por al menos dos
exoglucanasas (CBH1, CBHZ2), cinco endoglucanasas (EGL1, EGL2, EGL3, EGL4 y
EGLS) y dos B-glucosidasas (BGL1, BGL2) (Reczey et al., 1996; Lynd, 2002). Las
exoglucanasas, o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91), de los tipos CBH1 y CBH2 atacan
ambos extremos en las cadenas de polisacaridos. Tipicamente conforman el 80 % del
total de celulasas producidas por T. reesei. Estas exoglucanasas tienen dos dominios
funcionales, un dominio catalitico y un dominio de union a celulosa que estan conectados
entre si por un péptido de unidon. La CBH1 ataca los extremos reductores de la celulosa,
mientras CBH2 los no reductores (Lynd et al., 2002).

Las B-glucosidasas se encargan de reducir los disacaridos y trisacaridos como la
celobiosa o la celotriosa hasta glucosa. Se ha sugerido que la presencia de multiples
copias del gen bgl1 en transformantes de T. reesei RUT C30 incrementa la velocidad de
hidrolisis de celulosa, por lo que el paso limitante de hidrélisis de celulosa esta limitado
por la cantidad de la proteina BGL1 (Lo, 2008). El tipo BGL1 se ha encontrado
extracelular, mientras que BGL2 de alrededor 50 kDa se ubica intracelularmente, pero no
unida a membrana (Saloheimo et al., 2002).

Las endoglucanasas (EC 3.2.1.4, EGL1, EGL2, EGL3, EGL4 y EGLS5) rompen los
enlaces [3-1,4-glicosidicos de manera aleatoria. Son enzimas de amplio espectro, que
pueden hidrolizar un amplio rango de materiales celul6sicos, tales como celulosa,
hemicelulosa y carboximetilcelulosa. Aunque las endoglucanasas tienen estructura similar
a las exoglucanasas, se diferencian en que poseen mas de un sitio catalitico abierto, por
lo que pueden actuar mas facilmente en diferentes lugares de la cadena de celulosa. En
comparacion, las CBHs presentan su sitio catalitico en forma de tunel, lo que restringe el
tamafo de la molécula que pueden hidrolizar, siendo ésta principalmente de dos a tres
unidades de glucosa, i.e. celobiosa y celotriosa (Lo, 2008).

Solo las EGL3 y BGL1, de entre todas las celulasas, carecen de una estructura
modular y de un sitio de unién a celulosa (Penttila et al., 1986). Solo EGL3 y EGLS5 tienen
menores pesos moleculares, de 25 y 23 kDa respectivamente, e hidrolizan papel filtro,
carboximetilcelulosa pero no Avicel. Ademas, EGL4, de 56 kDa, esta regulado por CRE1,

una proteina represora; y al igual que CBH1, EGL1 y EGLS5, tiene dos sitios de union a
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celulosa en el C-terminal (Saloheimo et al., 2002; Lo et al., 2008).

La induccidn de las celulasas se ha observado en presencia de celulosa, celobiosa,
lactosa o soforosa. Por otro lado, ni la glucosa ni la galactosa pueden inducir las
celulasas. Se ha sugerido que la induccion por la celulosa podria venir de la soforosa
derivada de la transglicosilacion de la celobiosa o la glucosa, realizada por la B-
glucosidasa (Lo et al., 2008). De hecho la soforosa tiene un poder de induccion muy alto
pues propicia actividad de celulasas en concentraciones muy bajas de carbohidratos
(Mandels et al. 1962; Sternberg & Mandels, 1979). Sin embargo, los niveles enzimaticos
producidos en soforosa son menores que los niveles en celulosa purificada (Persson et
al., 1991). Ademas su alto costo limita su aplicacion mas extensiva, por lo que en muchos
casos se prefiere a la lactosa como inductor, ya que aunque tiene menor poder inductivo,
es mucho mas econdémica.

La produccidén enzimatica se puede realizar en cultivo por lote, lote alimentado e
incluso semi-continuo. Debido a su alimentacion progresiva, el cultivo por lote alimentado
ha sido reportado como una alternativa cuando la generacién del producto depende de un
adecuado control de la concentracion del sustrato. De cierta forma, evita los problemas de
agitacion y transferencia de oxigeno que sucederian en un cultivo en lote cargado con la
misma cantidad total del sustrato que se alimentaria en un reactor por lote alimentado
(Persson et al., 1991).

1.2.3.2. Mutacion de microorganismos
T. reesei han sido sometida a mutagénesis quimica con el objetivo de obtener cepas con
mayor capacidad para producir y excretar enzimas, con mayor actividad especifica y
resistentes a altas concentraciones de inhibidores (Esterbauer et al., 1991; Ponce-Noyola
& de la Torre, 1995; Rojas-Rejon et al., 2011).

T. reesei QM 6a fue aislado en los laboratorios militares de Natick en los E.E.U.U.,
y a partir de esta cepa se han obtenido una gran variedad de mutantes entre las que se
encuentra MCG 80 (Giraud, 1987). A partir de la cepa madre QM 6a se obtuvo la cepa
Rut M7, de ésta la Rut NG 14 y de ésta la Rut C30, a partir de la cual se obtuvo la MCG
80 (Esterbauer et al., 1991). La cepa MCG 80 en cultivo sumergido en reactor con Solka

floc BW 200 como sustrato a 80 g/L, presenta productividades de 148 FPU/L/h y una
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concentracion de 17.2 FPU/mL. Ademas, esta reportado que T. reesei MCG 80 empieza a
producir enzimas celuloliticas mas temprano comparado con T. reesei Rut C30, lo que
acorta por lo tanto los tiempos de operacion en lote (Esterbauer et al., 1991).

1.2.4. Fuentes de carbono

Las caracteristicas como cristalinidad y area especifica de superficie del material
celulésico son importantes para la induccion de celulasas. El area especifica de superficie
se relaciona con la forma y tamafio del poro y particula del material celulosico (Grethlein,
1985). La region cristalina es mas dificil de ser hidrolizada que las regiones amorfas y la
velocidad total de hidrélisis de celulosa depende de la cantidad de éstas en la celulosa
(Coughlan, 1992).

Se ha estimado que la fuente de carbono constituye uno de los principales costos
de produccion de las celulasas (Reczey et al.,, 1996; Wen et al., 2005). Por esto se ha
propuesto el uso de residuos lignocelulosicos (Tabla 5) como el bagazo de cafa
(Kawamori et al., 1986; Rojas-Rejon et al., 2007), paja de trigo (Chahal, 1985), rastrojo de
maiz (Juhasz et al., 2005), madera de sauce (Reczey et al., 1996) y pasta de alamo
(Chahal, 1985), entre otros, como una alternativa para reducir costos. También se han
probado sustratos parcialmente degradados como madera de sauce enzimaticamente
hidrolizada (Hogan & Mes-Hartree, 1990; Reczey et al., 1996), FORSU digerida de un
proceso H-M (Escamilla-Alvarado, 2009) y excreta de vaca (Wen et al., 2005).
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Tabla 5. Actividades xilanoliticas y celuloliticas de hongos y bacterias en residuos lignocelulésicos

Cepa y tipo Sustrato Proceso y Resultados® Observaciones Ref
de cultivo® biorreactor
Cellulomonas 1 %pl/v bagazo Lote, X% 2.3 Ul/mL 150 rpm, 37 °C, 1
flavigena de cafia fermentador g 0.5vwm, 2d
silvestre CDBB- 750 mL C™: 0.98 Ul/mL
531, FCS capacidad
Cellulomonas 1 %p/v bagazo  Lote, X:10.25 Ul/mL 150 rpm, 37 °C, 1
flavigena de cafia fermentador 0.5vwm, 2d
PN120, FCS 750 mL C: 0.87 Ul/mL
capacidad
Thermomyces  3.12 %pl/v olote  Lote, matraces  X: 2,171 Ul/mL 150 rpm, 50 °C, 2
lanuginosus de maiz 300 mL 7d,
FCS capacidad
Cellulomonas 1 %p/v bagazo Lote, X:21.7 Ul/mL 400 rpm, 37 °C, 3
flavigena PR22  de cafia fermentadores 1 vvm, 2d
FCS 400 mL C:1.63 Ul/mL
capacidad
Aspergillus Fibra de trigo Lote, matraces  X: 1,024 Ul/gss 30 °C, 3d 4
fischeri Fxn1 ca. 65 % 500 mL
FSS humedad capacidad pH=19.0
Myceliophtora Cascara de Lote, matraces  X: 2,145 Ul/gss 45 °C, 5d 5
sp. arroz 80 % 250 mL
humedad capacidad C: 41.4 Ul/gps pH=6.0
FSS
Trichoderma Fibra de trigo X: 716 Ul/gss 5d 6
longibrachiatum 55 % humedad
FSS
Bacillus Fibra de trigo Lote, matraces  X: 6,378 U/gss 37°C,72h 7
pumilus ASH 71 % humedad 250 mL
FSS capacidad
Bacillus sp. Fibra de trigo Lote, matraces  X:621.3U/gss 37°C,72h 8
60 % humedad 250 mL
capacidad C: 12.5 U/gss
Cellulomonas 1 %p/p FORSU Lote, X:3,900 Ul/ghol 37 °C, 48 h 9
flavigena PR22 Fermentador
FCS 500 mL C:420 Ul/ghol pH=7.0,1vvm
capacidad
Trichoderma Bagazo de Lote, matraces  F: 25.6 U/gps 33°C,67h 10
reesei RUT cafia 70 % 3 g sustrato pH=5
C30 humedad

FSS
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Trichoderma Paja de trigo Lote, matraces Ff: 17.2 Ul/mL 30°C, 11-22d 11
reesei QMY-1  80% humedad 5 g sustrato B:21.2 Ul/mL pH=5.8

FSS X: 540 Ul/mL

Trichoderma Desecho de Lote, matraces  F: 15.2 U/gps 30°C,7d 12
reesei RUT horticultura 5 g sustrato B:61.6 U/mL

C30 80% humedad C: 90.5 U/ges pH = 5.0
Trichoderma Estiércol 10 g/L  Lote, matraz F:1.74 Ul/mL 25°C,5-8d, 13
reesei RUT 175 rpm C:12.22 Ul/mL pH=5.7

C30 B: 0.0978 Ul/mL

FCS

Trichoderma Desecho solido  Fermentador F: 1.5 Ul/mL 30°C,pH=4.8 14
reesei RUT municipal 2-8 % 1.5L lote

C30 TS alimentado,

FCS 150 rpm

Trichoderma Sauce Fermentador4 F:1Ul/mL @10 30°C,pH>4.4, 15
reesei RUT pretratado con L lote, 350 rpm  9/L, 2.8 UI/mL 0.5 vwvm

C30 vapor (10 — 30 @30 g/L

FCS g celulosall)

Trichoderma Paja de trigo Fermentador4  F: 2.4 Ul/ml 30°C, pH =6, 16
reesei MCG77  pretratada con L lote, 300 rpm  B: 1.55 1U/ml 0.25-0.5 vvm

FCS

vapor e
hidrolizada

Notas: “Condiciones de cultivo estan dadas como FCS: fermentacion en cultivo sumergido; FSS:
Fermentacion en sustrato sélido. °Resultados estan proporcionados en Ul/mL o nkatal/mL: actividad
volumetrica; Ul/gps: Ul por gramo sustrato seco; °© actividad xilanolitica; ¢ actividad celulolitica; © actividad de
papel filtro; ' B-glucosidasa.

Referencias: 1. Ponce-Noyola & de la Torre (1995); 2. Purkarthofer et al. (1993); 3. Rojas-Rejon et al.
(2007); 4. Senthilkumar et al. (2005); 5. Badhan et al. (2007); 6. Ridder et al. (1998); 7. Battan (2006); 8.
Gessesse y Mamo (1999); 9. Escamilla-Alvarado (2009); 10. Kumar et al. (2008); 11. Chahal (1985); 12. Xin
& Geng (2010); 13. Wen & Chen (2010); 14. Silva et al. (1995); 15. Reczey et al. (1996); 16. Doppelbauer et
al. (1987).

Sin embargo, los sustratos complejos tienen como inconveniente la menor
accesibilidad a la celulosa y la posible formacion de compuestos inhibitorios; que por
consiguiente pueden limitar la produccion de enzimas. Por esto, para mejorar la
produccion enzimatica se puede hacer uso de métodos quimicos, fisicos o incluso
bioldgicos que incrementen el area especifica de superficie del sustrato, reduzcan el nivel
de cristalinidad de la celulosa o mejoren la accesibilidad a la holocelulosa (Lo, 2008).
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1.3. Sacarificacion de la biomasa

La sacarificacion es la despolimerizacion de los carbohidratos de las paredes celulares
vegetales en azucares simples (Chandel et al., 2012). Una de las aplicaciones mas
comunes de los sacarificados es como fuente de carbono para otros microorganismos
para su fermentacion en solventes y acidos organicos como etanol, butanol, acido lactico,
etc. La sacarificacion se puede aplicar a sustratos vegetales complejos como los
materiales celuldsicos, lignoceluldsicos y almidones. La sacarificacion de los almidones es
comun en la produccidn de alcoholes a partir de granos como la cebada y el arroz (Reddy
et al., 2008).

La sacarificacion de la biomasa vegetal se realiza comunmente por hidrolisis
enzimatica o de acido diluido. La hidrdlisis acida ha sido ampliamente aplicada para
convertir azucares poliméricos en sus unidades monoméricas. Tiene un tiempo de
proceso corto (en promedio menor a una 1 h), con un rendimiento alto (> 85 %), pero
opera a temperaturas altas (180 a 200 °C). La hidrdlisis acida conlleva la formacion de
furanos entre otros compuestos que necesitan procesos de destoxificacion previos a la
fermentacion de los azucares. Estos procesos de destoxificacion son por lo general
costosos y complicados (Fatehi, 2013). En la hidrdlisis enzimatica es comun utilizar
extractos enzimaticos de especies como T. reesei, Clostridium thermocellum 'y
Cellulomonas flavigena, para lograr la sacarificacion de la biomasa (Adney et al., 1991; Li
et al., 2007; Rojas-Rejon et al., 2011). Por lo general se requieren condiciones de
operacion menos severas que la hidrolisis acida, pero tiempos de reacciéon mas largos. El
alto costo de las enzimas como las glucosil hidrolasas, que catalizan la hidrélisis de la
celulosa, es una barrera para la comercializacién de estos procesos de hidrdlisis, ya que
se consumen grandes cantidades de enzima debido a su inhibicion (Nguyen et al., 1999).
Por ejemplo, se calcula que por cada galén de etanol celuldsico se requieren de 100 a
200 g de celulasas (Fatehi, 2013). Por lo anterior, se han buscado pretratamientos que

incrementen los rendimientos de sacarificacion en base enzima utilizada.
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1.3.1. Pretratamientos para la sacarificacion de la biomasa

Los pretratamientos de sacarificacion pueden reducir la cristalinidad de la celulosa,
liberarla de la cubierta de lignina y hemicelulosa, o incrementar la porosidad del material
para incrementar las eficiencias de sacarificacion del sustrato. Un pretratamiento exitoso
debe cumplir al menos con algunos de los siguientes requerimientos: (i) incrementar la
formacion de azucares in situ o en una subsecuente hidrolisis enzimatica, (ii) evitar la
degradacion y pérdida de carbohidratos, (iii) evitar la formacion de subproductos
inhibidores de la hidrdlisis posterior y fermentacion, y (iv) ser econdmico (Sun & Cheng,
2002). Los pretratamientos incluyen procesos fisicos, fisico-quimicos y biolégicos. Los
aspectos mas importantes de algunos de los pretratamientos mas comunes se muestran
en la Tabla 6. La aplicacion de estos pretratamientos varia con el sustrato lignoceluldsico
que se desea sacarificar, que se puede clasificar como maderas duras (gimnoespermas, o
arboles que tienen la semilla del arbol expuesta como el abeto, pino y cedro), maderas
blandas (angiospermas, o arboles que tienen su semilla recubierta, como el roble, olmo y
abedul), residuos agricolas, residuos solidos municipales o pastizales (Hendriks &
Zeeman, 2009).

Tabla 6. Métodos de pretratamientos para sacarificacion

Pretratamiento Condiciones tipicas Ventajas (+) y desventajas (-) Aplicacién

Molido + Disminuye cristalinidad de la celulosa
vibratorio con - Gasto energético exorbitante

bolas

Pirolisis 1N H2SOy4, 97 °C, 2.5 h. - Puede ser mejorado con la presencia de

Explosion de
vapor

Explosién con
amoniaco

160-260 °C (0.69 — 4.83
MPa), 1-10 min. Adicion
opcional de H,SO4 como
catalizador.

1-2 kg amoniaco/kg
biomasa seca, 90 °C, 30
min.

oxigeno

+ Menor consumo de energia

+ Sin costos ambientales y de reciclado

- Menos efectivo en maderas suaves

- Destruccién de una porcién de la xilana
- Generacién de productos inhibitorios

- Pérdida de azucares (xilosas) solubles
por lavado

+ No solubiliza la hemicelulosa

+ No requiere pequefios tamafos de
particula

+ No produce sustancias inhibitorias

+ No son necesarios lavados con agua
+ No requiere tamafos de particula
pequenos

- Reciclaje de amoniaco necesario

Maderas duras (alamo)
y residuos agricolas,
residuos municipales.

Alfalfa, paja, rastrojo,
RSM, papel periddico
de madera suave,
bagazo.
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Explosién con
CO;

Ozondlisis

Hidrdlisis acida
diluida

Hidrdlisis
alcalina

Delignificacion
oxidativa

Proceso
organosolv

Pretratamiento
bioldgico

Liquidos i6nicos

25-40 °C, 15 min.

HCI, H2SO4, HNO3 o
HsPO. @ 0.2 - 2.5 % p/p
T > 160 °C, flujo continuo,
ST 5-10 %p/p

T <160 °C, lote, ST 10-40
%p/p.

NaOH, KOH, Ca(OH),, cal
oNH/,OH @ 1.5 %
T = ambiente, 144 h.

2 % H20,, 30 °C, 8 h.
Adicion de peroxidasa
opcional.

Solventes organicos
(metanol, etanol, acetona,
etc.), H2SO4 o HCI, acidos
organicos oxalico,
acetilsalicilico y salicilico.

Lignina peroxidasas,
manganeso peroxidasas,
polifenol oxidasa, lacasas.

Cloruro de 1-butil-3-
metilimidazolio, 1,3-N-
metilmorfolina-N-6xido.

- No es efectivo con biomasa con alto
contenido de lignina (e.g. papel periddico
y astillas)

- Proceso caro, principalmente por el
amoniaco

+ Mas econdmico que otros procesos
+ No origina compuestos inhibitorios
- Bajos rendimientos comparados con
otras técnicas, pero mejores que los
experimentos sin tratamientos

- No modifica la lignina

+ No produce residuos téxicos

+ Disminuye grado de polimerizacién de
celulosa

+ La reaccion se realiza a temperatura y
presiéon ambiente

- Degrada efectivamente lignina y
hemicelulosa

- Caro

+ Efectivo para la hidrdlisis de celulosa

+ Alcanza altas conversiones de xilana a
xilosa (solubilizaciéon de hemicelulosa)

- Requiere recuperacién de acidos

- Convierte la xilosa a furfural

- Costo mas alto que explosién con vapor
y AFEX

- Requiere neutralizacién de pH para
efluentes

+ Incrementa area superficial interna,
disminuye en el grado de polimerizacion
+ Disminuye la cristalinidad

+ Separa uniones estructurales entre la
lignina y los carbohidratos

- Se forman sales irrecuperables

+ Mejora la produccién de glucosa en
postratamiento

- Solubilizaciéon de hemicelulosa

- Solubilizacién de lignina

- Rompe enlaces internos de lignina y
hemicelulosa

- Solubiliza lignina

- Reciclaje de solventes

- Lavado necesario

+ Bajos requerimientos de energia
+ Condiciones ambientales medias
- Velocidad de hidrdlisis lenta

+ Solubiliza la celulosa

+ Altos rendimientos

- Reciclaje por cromatografia de
intercambio iénico

- Costoso

Alfalfa, mezcla de
papel reciclado,
bagazo.

Paja de trigo, bagazo,
heno verde, cacahuate,
fibra de algodon,
aserrin de alamo.

Maderas duras con
contenido de lignina
24-55%.

Maderas suaves
contenido de lignina
menor a 26%.

Pajas con contenido de
lignina 10-18 %.

Notas: Basado en Sun & Cheng (2002); Wright (1988); Menon & Rao (2012).



1.3.2. Procesos de sacarificacion de residuos organicos

Los residuos agricolas, como la paja de trigo o el bagazo de cafia, han sido ampliamente
utilizados para la produccion de azucares fermentables (Tabla 7). Su principal ventaja es
su homogeneidad, pero presentan inconvenientes como los costos de su recoleccion,
disponibilidad variable de acuerdo a las estaciones, alta cristalinidad y altos contenidos de
lignina (Clanet et al., 1988). Por el contrario, los residuos organicos municipales son
abundantes a lo largo del afio y una gran parte de la fraccion de celulosa presente en
eéstos es susceptible de hidrdlisis sin pretratamiento, sin embargo suelen ser
heterogéneos en su composicion (Vavouraki et al., 2013).

Para los residuos organicos municipales, sin el uso de pretratamientos se pueden
lograr eficiencias de sacarificacion cercanas al 50 % (Clanet et al., 1988), pero haciendo
uso de pretratamientos acido diluido y térmicos se han alcanzado eficiencias cercanas al
80 % (Nguyen et al., 1999; Li et al., 2007).

Tabla 7. Procesos de sacarificacion de residuos organicos

Sustrato Pretratamiento Sistema enzimatico Rendimiento Ref

FORSU 20 Térmico (160 °C, 30 min) Celulasa (NS50013) y - Nssv'=41.6 % 1

%ST glucosidasa (NS50010) 35 g glucosalL

Residuos de Termoquimico (1.5% HCI, 120 °C, NU Nssv =57.3 % 2

cocina 1 %ST 120 min)

FORSU 6 NU 2 Extracto de Trichoderma reesei Ns.sv = 48 % 3

%ST CL847 a 9 FPU/g sustrato

Bagazo 5 % Molino de bolas Trichoderma reesei QM9414 Ns,sv = 50.4 % 4

ST

RSM 1 % ST Acido (H2S04 1% v/v, 3 h, 60 °C)+ Trichoderma viride a 60 FPU/g Nsboel - = 72.8 % 5
térmico (120 °C, 15 min)

Desechos Acido (H2S04 0.4% viv, 3 h, 60 °C)+ Celulasas a 66 FPU/g celulosa Ns,bcel = 80 % 6

solidos mixtos  explosion de vapor (210 °C, 3 min)

2.7 %ST

Tallos molidos  Ozono (45 mg Os/L burbujeado a Celulasa a 20 FPU/g, - Nssv=43.1% 7

de algodén 10 0.37 L/min, 150 min) glucosidasa a 45 IU/g y pectinasa

%ST a 151U/g

Notas: % no utilizado, ® eficiencia de sacarificacion en base SV, ° eficiencia de sacarificacion en base celulosa

Referencias: 1, Ballesteros et al. (2010); 2, Vavouraki et al. (2013); 3, Clanet et al. (1988); 4, Mandels et al.
(1974); 5, Li et al. (2007); 6, Nguyen et al. (1999); 7, Kaur ef al. (2012).
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1.4. Evaluacién de sistemas: recursos-energia-productos-desechos (ES-Reprode)

Como parte de los acuerdos del Panel Intergubernamental del Cambio Climatico de
Copenhague (IPCC, 2009), México se comprometié a reducir anualmente 50 millones de
toneladas de emisiones de dioxido de carbono equivalente para el 2012, y una reduccion
del 30 % de GEI para el 2020 (Semarnat, 2009). Para lograr esto es necesaria la
implementacion de nuevas tecnologias y el desarrollo de procesos mas limpios. El uso de
la biomasa en la fraccion organica de residuos solidos urbanos como reemplazo de los
combustibles fosiles presenta una oportunidad para contribuir al logro de este objetivo.

La evaluacién de ciclo de vida (LCA por sus siglas en inglés) es un conjunto de
protocolos y metodologias para la evaluacion de la emisidn de gases de efecto
invernadero (GEI) basados, por ejemplo, en el Protocolo para la Cuantificacién de Gases
de Efecto Invernadero para las Actividades de Manejo de Residuos (EpE, 2007), las
directrices del IPCC (2006) y las ISO 14040 y 14044 (ISO, 2006a y 2006b).

1.4.1. Evaluacion de ciclo de vida (LCA)

La LCA es una metodologia para la evaluacion de impactos ambientales y consumo de
recursos durante la prestacion de servicios o generacion de productos. Se incluyen por lo
tanto la identificacién de la energia y los materiales utilizados, asi como los desechos y
las emisiones liberadas al ambiente (Cherubini et al., 2009).

La Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO, 2006a) ha fijado los
criterios para la LCA, de tal forma que los productos y servicios pudieran ser evaluados
adecuada y sistematicamente en sus aspectos ambientales desde su extraccion como
materia prima hasta su disposicion final, procedimiento también conocido como “de la
cuna a la tumba”.

La realizacién de una LCA se enfoca en al menos tres grupos principales, o areas
de proteccion: salud humana, medio ambiente y recursos naturales (Kirkeby, 2005). De
acuerdo a los estandares ISO (2006a), una LCA tiene cuatro fases (Fig. 6):

1. Definicidon de un objetivo y alcance. Se establecen los obijetivos, unidades

funcionales, limites y requerimientos de informacion

2. Analisis de inventarios del ciclo de vida. Se identifican los procesos
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involucrados, sus entradas y salidas, y se realiza la distribucién de
informacion.

3. Evaluacion de impacto. Se realiza la asignacion de los impactos ambientales
y humanos de los procesos y recursos utilizados, asi como de los desechos
generados, de acuerdo al inventario realizado. Incluye a su vez cuatro
etapas: clasificacion, caracterizacion, normalizacion y valuacion.

4. Interpretacion. Se refiere a un proceso iterativo del proceso de revision y
modificacion del objetivo, alcance, inventarios e impactos, hasta que se
puedan elaborar conclusiones y recomendaciones con base en un analisis

de sensibilidad e incertidumbre.

(0 o . .. o )
ﬂeﬁnicién de \

objetivo y
\_ alcance j [
N
A 4 . .z .
e \ Aplicacion directa, e.g.:
Analisis de > L. 5| desarrollo de productos
. . P i Interpretacion P >
inventario [€ N desarrollo de procesos
\ = - toma de decisiones
A 4 \
e N
Evaluacion de N

\ impacto  [€ /

Fig. 6. Esquema de un LCA (ISO, 2006).

Con respecto a la fase 1, después de establecer el objetivo y el alcance, se debe
especificar la unidad funcional, que permitira hacer justas comparaciones al hacer uso
siempre de la misma unidad (Damgaard, 2010). En el caso de la gestion de residuos, la
unidad podria ser por ejemplo, el tratamiento de una tonelada de desecho, el tratamiento
de todo el desecho en una area durante un afo, etc. Cuando se especifica la unidad
funcional, es importante declarar si existe cualquier importancia espacial para la region o
area de estudio cuando se aplica el paso de impacto. De forma similar es importante
establecer el horizonte de tiempo que abarca el estudio, por cuanto tiempo se estudiaran
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las emisiones y que pasa con las sustancias remanentes después de dicho periodo.
Adicionalmente, se necesita establecer qué fronteras se utilizaran y qué se ha incluido y
qué se ha excluido. Dichas fronteras deben considerar el proceso técnico y ambiental del
estudio, ademas otros sistemas, ya sea corriente abajo, arriba o incluso el sistema de
energia.

El analisis de inventario es la segunda fase, donde todas las emisiones al
ambiente, produccion y uso de energia y de recursos, son detalladas (Damgaard, 2010).
Posteriormente, este inventario es usado en el tercer paso, la evaluacidon de impacto.

En la fase tres, los impactos potenciales son evaluados en funcién de las
propiedades de las sustancias emitidas, su cantidad y su disposicion final (Pennington et
al., 2004). Los resultados de la evaluacion de impacto pueden ser proporcionados
directamente en forma de la sustancia de referencia para cada impacto (e.g. equivalentes
de CO; en kg, para el potencial de calentamiento climatico), o normalizados en unidades
de “equivalentes de persona”, que es la cantidad del impacto dado para todas las
actividades acumuladas para una persona promedio en un afo (Damgaard, 2010).
Especificamente, los impactos ambientales que evalua un LCA son el potencial de
calentamiento climatico (equivalentes de CO3), acidificacion (equivalentes de SO,),
eutroficacion (equivalentes de NOs3), agotamiento de ozono en la estratésfera
(equivalentes de CFC44), formacién fotoquimica de ozono (CyHs equivalentes),
ecotoxicidad (en suelo, agua o aire), toxicidad para humanos (en suelo, agua o aire) y
consumo de recursos (Al, Cu, Fe, carbdn, petrdleo, gas natural, agua, madera, etc.). En la
Tabla 8 se muestra la descripcion de estos impactos.

El fin ultimo de la LCA es ayudar en la toma de decisiones desde un punto de vista
de impacto ambiental del producto, proceso o servicio en cuestion. Existen otras
metodologias similares a la LCA pero que tienen una finalidad diferente, como en los
analisis costo-beneficio (ACB). El ACB ha sido utilizado para encontrar la estrategia mas
optima respecto a los costos y consecuencias econdmicas y ambientales. Aunque existen
similitudes entre ambas metodologias, como en el establecimiento de los limites y
fronteras, en el ACB el propdsito es optimizar los beneficios que generalmente se
expresan en términos monetarios, mientras que la LCA busca minimizar el impacto

potencial sobre el ambiente, salud humana y recursos (Kikerby, 2005). El LCA es una
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herramienta que basada en datos experimentales arroja informacién importante para la
toma de decisiones desde un punto de vista ambiental y bajo el esquema de evaluacion
“de la cuna a la tumba”.

Un LCA puede tener diferentes aplicaciones, ya sea para describir un caso de
estudio real, para comparar diferentes tecnologias, o para realizar estudios de planeacion

estratégica, desarrollo de tecnologia o monitoreo (Damgaard, 2007).

Tabla 8. Descripcién de indicadores de impacto

Impacto (unidad)

Descripcion

Contaminantes/recursos

Agotamiento de
recursos abidticos
(MJ, kg Sb-eq.)

Acidificaciéon
(kg SO2-eq)

Eutroficacion (kg
PO4-eq, kg NOs-eq)

Efecto invernadero
(kg CO2-eq)

Agotamiento del
ozono (kg N,O-eq, kg
CFC11-€Q)

Smog de verano/
oxidacion fotoquimica
(kg C2H;-eq)

Ecotoxicidad (-)
Toxicidad humana via

agua, suelo, aire y
plantas (-)

Agotamiento de recursos no-renovables
debido a la extraccion y consumo de
minerales y combustibles fosiles

Degradacion terrestre y acuatica
causada por la lluvia acida

Falta de oxigeno que crea desarrollo de
algas en agua o suelos, debido a las
elevadas concentraciones de nitrogeno y
fésforo

Cambio climatico y calentamiento global
debido a gases que incrementan el
efecto invernadero

Sustancias que contribuyen a cambios
en la capa de ozono estratosférico

Potencial contribucién a la creacion de
ozono fotoquimico

Sustancias toxicas que afectan el
ambiente

Sustancias toxicas que afectan la salud
humana

Gas natural, petroleo, uranio,
carbén mineral, agua

NH3, HCI, NO,, SO,

NHs, NO,, NH,*, NO3, PO,*

CO,, CO, CHa, N2O, COVs

N.O

Benceno, hexano, CO, CHy,
COVs

Benceno, Cd, Cr, Cu, Pb, Hg,
Ni, Se, Zn, HAPs, DEHP

NHs, benceno, Cd, Cr, Cu,
Pb, Hg, Ni, Se, Zn, HAPs,
DEHP, BPC

Basado en Sablayrolles ef al. (2010)

Notas: COVs, compuestos organicos volatiles; HAPs, hidrocarburos aromaticos policiclicos; DEHP, di(2-
etilhexil) ftalato; BPC, bifenilos policlorados.
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1.4.2. La LCA en procesos de produccion de energéticos

El uso desmedido de los combustibles fosiles no renovables (i.e. petréleo, gas, carbon)
tiene como consecuencias su agotamiento, contaminacidn ambiental y problemas
econdmicos Yy sociales. Los biocombustibles como el biogas, biohidrogeno o el bioetanol,
se derivan de fuentes bioldgicas y son considerados como energias renovables que
pueden sustituir a los combustibles fésiles al mismo tiempo que reducen la emisién de
gases de efecto invernadero (Islas et al., 2007).

Existen muchas fuentes de biomasa que pueden usarse para producir bioenergia.
Actualmente la biomasa para propositos de bioenergia puede obtenerse de residuos y
cultivos dedicados. Sin embargo, obtener bioenergia a partir de cultivos dedicados es
controversial. Existe una justificada preocupacién con respecto al uso de cultivos
agricolas para convertirlos en biocombustibles en lugar de servir como alimento (e.g. cafia
de azucar y maiz). Han surgido alternativas que utilizan cultivos de plantas que no
compitan con los alimentos, principalmente buscando que cumplan con ciertas
condiciones, como bajos requerimientos de agroquimicos, bajos requerimientos de agua y
bajos niveles de humedad en la cosecha. Los cultivos que cubren mejor estos requisitos
son principalmente pastos perenes como Miscanthus y Panicum virgatum (Venturi &
Venturi, 2003). Sin embargo, esto no resuelve el problema del uso de la tierra cultivable.
Cuando se presentan situaciones como ésta, en las que no esta claro si la solucién
propuesta es mejor que el problema, se puede emplear una LCA.

Por otro lado, la bioenergia a partir de residuos es una alternativa promisoria.
Utilizar materia que no tiene, aparentemente, algun uso adicional es atractivo. Dentro de
los residuos organicos podemos encontrar los generados en las ciudades, llamados
residuos solidos municipales (RSM), y los residuos agroindustriales. El uso de residuos
agroindustriales tiene como ventaja los grandes volumenes que se generan y su relativa
homogeneidad pues permite establecer condiciones Optimas de operacion. Sin embargo
su aplicacion podria conllevar algunos problemas inherentes a los rendimientos agricolas,
pues su remocion de los campos de cultivo podria alterar los balances de carbono,
ademas de agotar los nutrientes del suelo. La posible apertura de un mercado de residuos

de biomasa pudiera originar una actividad creciente del uso de la tierra, que también
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tendria impactos ambientales negativos (Cherubini et al., 2009). En cambio, la aplicacion
de los RSM para la obtencion de bioenergia solucionaria parcialmente los problemas de
transporte y disposicion que se presentan en las grandes ciudades que los generan.
Como ejemplo tenemos el caso del relleno sanitario del bordo Poniente, que de acuerdo
con la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (Semarnat), el gas metano
que se produce a diario equivale a la contaminacion generada por un millén de vehiculos
en circulacion (Méndez & Sanchez, 2012).

De acuerdo con estimaciones del Panel Intergubernamental sobre Cambio
Climatico, el costo para las naciones desarrolladas de cumplir 5.2% de reduccion de
emisiones de gases de invernadero para el 2012 con respecto a 1990 senalado por el
Protocolo de Kioto de la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre Cambio
Climatico, podria oscilar entre 0.2 y 2.0% de su producto interno bruto (PIB) y 0.1 y 1.0%
del mismo si se estableciera un mercado de emisiones entre estos paises (INEGI, 2001).
Este costo podria disminuirse aun mas si se tomaran en consideracion otros medios para
disminuir las emisiones de manera rentable.

En la Tabla 9 se muestran reportes que implementan la LCA con un enfoque en la

produccion o sustitucion de energéticos.
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Tabla 9. Evaluaciones de sistemas aplicadas a bioenergéticos y bioproductos
Sustrato Productos Procesos Unidad funcional Modelo/método Impactos Ref
Algas Biodisel Transesterificacion 1000 MJ de GREET Energia, CO.. 1
energia
Rastrojo de  Bioetanol, Fermentacién 477 kton SimaPro 7.1 GEl, energia, 2
maiz, paja electricidad, sustrato /afo CML 2 baseline AA, CG, Af, Ef,
de trigo calor y fenoles 2000 V. 2.03 ACO, TH, TAF,
TAM, TT, OF.

Brassica Biodisel, calor, Transesterificacion 4.29 ton SUMMA Energia, CG, Af, 3
carinata glicerina, sustrato/ha/aino Ef.

levulinato de

etilo, acido

féormico, acido

levulinico
Sebo, Biodisel, glicerol,  Transesterificacion 1 MJ de energia  Sustainable Huella 4
aceite K2SO4 Process Index ambiental.
vegetal
usado
Biomasa de Hidrégeno Gasificacion, 1 MJ de Ecolndicator95 GEl, energia, Af, 5
madera electrolisis hidrégeno Ef, Cc, metales

producido pesados, smog.

Bagazo de Electricidad, Relleno sanitario, 1 ton de bagazo EDIP/UMIP 97 CG, Af, Ef, OF. 6
cafa pulpa digestion anaerobia, de cafa V2

incineracion

Notas: AA, agotamiento abiético; ACO, agotamiento de capa de ozono; Af, acidificacion; Cc, carcinogénesis;
CG, calentamiento global; Ef, eutroficaciéon; GEI, gases de efecto invernadero; OF, oxidacién fotoquimica;
TH, toxicidad a humanos; TAF, toxicidad en agua fresca; TAM, ecotoxicidad en agua marina; TT,
ecotoxicidad terrestre.

Referencias: 1, Sander & Murthy (2010); 2, Cherubini & Ulgiati (2010); 3, Fahd ef al. (2012); 4, Niederl-
Schimidinger & Narodoslawsky (2008); 5, Koroneos et al. (2008); 6, Kiatkittipong et al. (2009);
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2. JUSTIFICACION
Los procesos biotecnoldgicos han demostrado su factibilidad tecnologica y economica.

Sin embargo éstos continuan evolucionando para encontrar solucion a nuevos Yy viejos
problemas. Tal es el caso de las biorrefinerias para la obtencidn de bioenergia,
bioproductos o incluso ambos.

El biohidrogeno y metano son bioenergéticos que se obtienen por diferentes rutas
fermentativas, y aunque pueden obtenerse independientemente, también ha sido posible
obtenerlos a partir de procesos acoplados. Se ha demostrado la factibilidad de agregar
una etapa adicional de produccion de enzimas a este proceso, lo que abre la posibilidad
de realizar nuevas combinaciones e incluso de afiadir mas etapas al proceso.

El sustrato para estos procesos es la biomasa, que puede ser en forma refinada
(azucares, almidon), cultivos (maiz, trigo, cafa) o residual (agroindustrial, municipal,
estiércol). Si se utiliza biomasa residual como la fraccion organica de los residuos
municipales se estaria contribuyendo a la resolucion del problema de disposicién de
residuos solidos, sin comprometer la seguridad alimentaria como ocurriria en el caso de
los cultivos agricolas.

Para poder comparar diferentes procesos y alternativas de biorrefinacion, asi como
su comparacion contra otros procesos de tratamiento y disposicidn de residuos sdlidos
urbanos, se hace necesaria una evaluacion del ciclo de vida del proceso que incluya el
balance energético global y la emisién de gases de efecto invernadero.

La obtencién de toda esta informacion podria ser definitiva para impulsar procesos
ecologicos y sustentables que ayuden en la resolucion de problemas como la

dependencia energética en combustibles fosiles y el cambio climatico.
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3. HIPOTESIS
Hipoétesis general

La implementacion de un sistema de biorrefineria de 4 etapas (H-M-Z-S) para el

tratamiento de la fraccién organica de los residuos sdélidos urbanos presentara mejoras

ambientales y de productividad al compararse con procesos de una sola etapa.

Hipétesis particulares

1.

La productividad de hidrogeno se vera influenciada positivamente por un menor
tiempo de residencia masico y por el régimen mesofilico.

La productividad de metano se vera influenciada positivamente por una
alimentacion con un mayor contenido de &acidos organicos y por el régimen
termofilico.

La etapa metanogénica aumentara el rendimiento energético del sistema H-M por
unidad de masa holocelulésica comparado con un proceso sélo metanogénico.

Se podran utilizar los solidos residuales de las etapas H-M para la produccion de
celulasas utilizando Trichoderma reesei MCG 80.

Las enzimas de Trichoderma reesei MCG 80 tendran mayor capacidad de
sacarificacion comparada con enzimas comerciales.

Haciendo una combinacion de las mejores etapas del proceso H-M-Z-S se
obtendran ganancias energéticas y una reduccion de gases de efecto invernadero

comparados con procesos convencionales.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Integrar un proceso de 4 etapas a partir de la fraccion organica de residuos solidos
urbanos (FORSU).

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del tiempo de residencia masico y la temperatura de operacion en
la produccién de hidrogeno a partir del FORSU.

2. Evaluar el efecto de la procedencia de solidos fermentados y la temperatura de
operacion en la produccion de metano en la segunda etapa de un proceso en serie.
Evaluar la produccién de celulasas con Trichoderma reesei MCG 80.

Determinar los potenciales de sacarificacion de los solidos de las distintas
corrientes del proceso H-M-Z utilizando extractos enzimaticos de Trichoderma
reesei MCG 80 y comerciales.

5. Realizar Analisis de Sistemas Recursos-Desecho-Energia del proceso H-M-Z-S.
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5. ALCANCE

Se realizd un proceso a escala laboratorio en cuatro etapas (H-M-Z-S) para la produccién

de hidrégeno, metano, enzimas y sacarificados, a partir de la FORSU.

El proceso hidrogenogénico (Etapa H) se alimentd6 con FORSU. El proceso se
evalud en un disefio experimental 2%, con tiempos de residencia masico de 21 y 14
d,a55y 35°C.

Los sdlidos fermentados producidos en la Etapa H se alimentaron a la etapa
metanogénica (Etapa M) que también se evalué en un disefio 2% en funcion del
origen de los solidos fermentados y de la temperatura de operacion, 55y 35 °C.
Los solidos fermentados y digeridos de las etapas H y M, se utilizaron para la
produccion de celulasas y xilanasas en cultivos de Trichoderma reesei MCG 80
(Etapa 2Z).

Se evaluo el potencial de sacarificacion (Etapa S) del FORSU y de otros sustratos
generados durante el proceso H-M-Z, con los extractos enzimaticos producidos en
la Etapa Z y con enzimas comerciales.

A partir de la informacion experimental del proceso H-M-Z-S, se realizé un analisis
de sistema de recursos, desechos y energia, basado en los analisis de ciclos de
vida de sistemas de manejo de residuos sdlidos.
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6. METODOLOGIA

6.1. Plan de trabajo

Para llevar a cabo el proyecto de modelo de biorrefineria se siguidé el orden experimental
planteado en la Fig. 7.

La Actividad 1 (A1) se enfoco a la utilizacion de FORSU para la produccion de
hidrogeno en sustrato solido, realizandose en proceso semi-continuo (Actividad 1a, Etapa
H) o en lote (Actividad 1b).

En la Actividad 2 (A2) se utilizaron los solidos fermentados de la A1a para la
produccion de metano en reactores semi-continuos (Etapa M).

En la Actividad 3 (A3) se evalu6 el potencial de produccion de celulasas y xilanasas
del hongo Trichoderma reesei MCG 80 cuando fue crecido en FORSU, en los solidos
fermentados de A1a (Etapa Z) y en los solidos digeridos de la A2.

En la Actividad 4 (A4) se utilizd el extracto enzimatico de la A3 para la
sacarificacion de la FORSU y de solidos fermentados de la A1a (Etapa S).

Por ultimo, en la Actividad 5 (A5), se realizé la evaluacion de sistemas para el
modelo de biorrefineria de cuatro etapas H-M-Z-S con el objetivo de analizar el balance
energético y ambiental del proceso.
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A1. Produccion de
hidrégeno en sustrato solido

v

A2. Produccion de metano a
partir de solidos fermentados

v

A3. Produccion enzimatica
con T. reesei MCG 80

v

A4. Sacarificacion de
biomasa usando el extracto
enzimatico de T. reesei

MCG 80
v

A5. Evaluacion de sistemas
Recursos-Energia-
Productos-Desechos

Fig. 7. Esquema del plan de trabajo
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6.2. Actividad 1a. Producciéon de hidrégeno en sustrato sélido en régimen semi-
continuo

6.2.1. Propdsito

Producir hidrégeno y generar solidos fermentados por medio de un proceso de digestion
anaerobia en sustrato sélido acidogénico alimentado con la fraccion organica de residuos

sélidos urbanos (Etapa H).

6.2.2. Disefio experimental
Se utilizaron digestores anaerobios en sustrato solido acidogénicos (DASS-A) para la
produccion de hidroégeno (Fig. 8). El tipo y configuracidén de los digestores se baso en lo
reportado en trabajos previos (Poggi-Varaldo et al., 1997; Valdez-Vazquez et al., 2005;
Escamilla-Alvarado, 2009). La alimentacion de los digestores consistié en una mezcla de
residuos solidos organicos y papel, denominada FORSU. El contenido de sodlidos totales
(ST) en la FORSU se ajustd con una solucion amortiguadora de fosfatos a 20.9 %p/p. Se
siguié un disefio experimental 22 para evaluar los efectos del tiempo de residencia masico
(TRM) y la temperatura de operacion sobre la produccion de hidrégeno conforme a la
Tabla 10. Cada corrida experimental se realizé por duplicado.

El analisis estadistico se realizé con el software Design-Expert v7.1.6 (Stat-Ease

Inc., Mineapolis).

Tabla 10. Disefio experimental de la Etapa H

Experimento  Valores codificados Valores reales
X1 X2 Temperatura TRM ?
(°C) (d)
1 + + 55 21
2 + - 55 14
3 - + 35 21
4 - - 35 14

Notas: ® Tiempo de retencion masico.
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Sistema de medicion de

Punto de muestreo volumen de biogas
TN \ /
| L v
’\_/— (z)o
Sélidos o
o
digeridos ol T
P
Biorreactor /
Salmuera

Fig. 8. Esquema y fotografia de un digestor anaerobio en sustrato sélido

6.2.3. Programa de seguimiento y analisis
Para esta actividad se utilizaron analisis convencionales de composicién de sodlidos, pH,

alcalinidad, y analisis de cromatografia para cuantificar acidos organicos, hidrégeno y
metano (Tabla 11). Las principales variables de respuesta fueron las productividades y

rendimientos de hidrogeno (Tabla 12).



Cinvestav 64
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

Tabla 11. Analisis y seguimiento experimental de DASS-A

Parametro Alimentacion Purga Biogas Ref
Solidos totales 1/lote 1/sem NA 1
Sdlidos volatiles 1/lote 1/sem NA 1
pH 1/lote 2/sem NA 1
Alcalinidad 1/lote 1/sem NA 2
Acidos organicos volatiles 1/sem 1/sem NA 3
Nitrogeno Kjeldahl 1/lote 1/lote NA 1
Fosforo total 1/lote 1/lote NA 4
Celulosa 1/lote 1/lote NA 5
Hemicelulosa 1/lote 1/lote NA 5
Lignina 1/lote 1/lote NA 5
Produccion de biogas (m°) NA NA 1/dia 3
Hidrogeno NA NA 2/sem 6
Metano NA NA 2/sem 6
Diéxido de carbono NA NA 2/sem 6

Notas: NA, no aplica.

Referencia: 1, Poggi-Varaldo et al. (1999); 2, Poggi-Varaldo & Oleszkiewics (1992); 3, Valdez-Vazquez et al.
(2005); 4, APHA-AWWA-WPCF (1985); 5, AOAC (1984); 6, Escamilla-Alvarado (2009).

Tabla 12. Variables de respuesta para evaluar desempeio de la Etapa H

Variables de Unidades Férmula Ecuacién
respuesta
. ng
biogas M.
Productividad de NL Hz/kg react/d | Q,, 3
hidrégeno H2 =
M,
Rendimiento de NL Hz/g SVrem Q,,
hidrégeno YH2 = sV 4
rem
S SV, -SV
Eficiencia de %SVrem Nemsy = alim PI98 w100 5
remocion de SV SV, im
5 SV/kg react/d Bm = My, 6
Carga organica 9 9 T Mr

Notas: lpg, IH2: productividad de biogas o hidrégeno; Qug, Quo: produccion de biogas o de hidrogeno; Mr :
masa del reactor; Yy,: rendimiento de hidrogeno; SVrem: remocién de sélidos volatiles; nemsy : eficiencia de
remocion de SV; Bm: carga organica especifica; mg, : flujo masico de sélidos volatiles.
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6.2.4. Métodos y procedimientos

6.2.4.1. Preparacion de la FORSU.

Con el objetivo de tener un lote de alimentacion lo mas homogéneo en su composicion, la
FORSU se formulé a partir de aproximadamente 3 kg de papel y residuos solidos
organicos (RSO) deshidratados, previamente obtenidos y almacenados por separado, y
mezclados en las proporciones requeridas el mismo dia de la alimentacién. Los RSO
fueron recolectados del comedor del Cinvestav (Zacatenco), se secaron en una primera
etapa al aire libre hasta sentirse firmes y secos al tacto, y posteriormente en un horno a
60 °C por 24 h para eliminar cualquier humedad residual. ElI papel se recolecté del
desecho de las areas de oficina y se desmenuz6 manualmente en tiras. Los residuos
organicos y el papel se trituraron por separado en un molino de martillos con motor de 7.5
HP (Maquinaria y Mantenimiento S.A., México). A continuacion los residuos organicos se
tamizaron para seleccionar los solidos con tamafio menor a 0.5 mm (malla No. 35).
Ambos sustratos se almacenaron a 4 °C hasta su uso, cuando se mezclaron en una
relacion 60:40 base seca RSO:papel (Escamilla-Alvarado, 2009).

Al momento de realizar la alimentacion, la humedad de la FORSU se ajusto a
20.9% p/p de solidos totales (ST) con una solucién amortiguadora conteniendo 25.31 g
KoHPO4/L y 19.89 g KHoPO4/L (pHiweo = 7.21). Esta concentracion corresponde a una
relacion de alcalinidad (y) de 0.17 Qrosfato/Qsustrato seco (94 % KoHPO4 y 44 % KHoPOy;
Valdez-Vazquez et al., 2009), de acuerdo a la ecuacion 7:

MP

Mio“ +[KH,PO, ]

[K,HPO,] PP M

PM

K2HPO4 KH2PO4 [7]

[S7]-[KHPO,]-[KH,PO,]

}/:

que efectua la relacion de la concentracion de los equivalentes de fosfato (g POs-eq/L) y
la concentracién de sdlidos totales del sustrato (g sustrato seco/L), a partir de las
concentraciones de fosfato dibasico y monobasico de potasio (g/L) divididas por sus

respectivos pesos moleculares (g/mol).
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6.2.4.2. Inoculacién y arranque

Los digestores anaerobios consistieron de frascos de vidrio de 1 litro, cerrados con un
tapdn de hule con perforaciones para venteo y purga. El volumen masico de operacion
fue de 500 g.

Se siguio la estrategia de inoculacion reportada por Poggi-Varaldo et al. (1997),
mezclando 0.166 kg de lodos activados provenientes de una planta de tratamiento de
aguas residuales ubicada en la zona norte del D.F. (Aguas de San Juan Ixhuatepec,
México), 0.166 kg de tierra de jardin obtenida a 30 cm de profundidad cribada con malla
No. 35 (diametro de particula igual a 0.5 mm) y 0.166 kg de excreta de vaca. Se barri6 el
espacio gaseoso de los biorreactores con N2 grado industrial (Infra, México) durante 3 min
para crear una atmosfera anoxica. Los biorreactores se sometieron a dos regimenes
térmicos de acuerdo su disefio experimental. Para el régimen mesofilico se utilizé un
cuarto con temperatura regulada a 35 °C (x 0.1). El régimen termofilico se llevd a cabo en
una cabina de madera a 55 °C (+ 0.1).

El arranque de los biorreactores se realizé siguiendo lo reportado por Escamilla-
Alvarado (2009). El in6culo recién conformado se incubo al respectivo régimen térmico y
se alimentd con 1 % de sacarosa cada tres a cuatro dias manteniendo el pH por arriba de
7.5 hasta que el contenido de metano llegé al 60% v/v. Una vez alcanzado dicho nivel, se
comenzo la alimentacion periddica y progresiva con FORSU,; desde 100 d TRM hasta
llegar a 35 d TRM. La alimentacion de los reactores se realiz6 en forma manual dos veces
por semana bajo atmoésfera de nitrogeno grado industrial. Cada biorreactor se agitd

manualmente durante 1 minuto dos veces al dia.

6.2.4.3. Operacion hidrogenogénica (DASS-A)
Una vez alcanzada la operacion estable a 35 d TRM, los digestores fueron sometidos a
choque térmico a 92 °C, 90 min (Fig. 9). Posteriormente se alimentaron bajo los TRM

planteados en el disefio experimental (21 y 14 d, Tabla 10).
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Aclimatacion a Hidrogenogénesis

Inoculacién sustrato 1ra etapa
DASSM DASSA
> FORSU FORSU :
¢/ lPSobrecarqa
[CH.l = 60% Choaue térmico >
Tiempo

Fig. 9. Diagrama de arranque para un digestor anaerobio en sustrato sélido acidogénico

6.2.4.4. Analisis cromatografico
El contenido de hidrogeno y metano en el biogas se analizé en un cromatdgrafo de gases
GOW-MAC modelo 350 equipado con detector de conductividad térmica. Las
temperaturas del inyector, columna y detector fueron 37, 70 y 100 °C respectivamente,
usando argébn como gas acarreador. Se utilizd6 una columna empacada Molecular Sieve
5A.

La deteccion de CO, se realiz6 utilizando una columna empacada Porapak y con

helio como gas acarreador.

6.2.4.5. Analisis de solidos

Los analisis de humedad, solidos totales y sdlidos volatiles se realizaron siguiendo el
método de Poggi-Varaldo et al. (1999) basado en el método estandar APHA-AWWA-
WPFC (1985).

El pH se determind en el sobrenadante después de hacer una extraccion con agua
destilada a 4 °C, de la muestra sélida humeda en una relacién 1:5 p/p. Una alicuota del
extracto se utilizé para determinar la alcalinidad parcial y total a pH 5.75 y 4.3 por
titulacion potenciométrica con HSO4 0.2 N. La relacion a se determind dividiendo la
alcalinidad intermedia (obtenida de la diferencia de volumenes de acido gastados a pH

5.75y 4.3) entre la alcalinidad parcial (volumen gastado de acido a pH 5.75).
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6.2.4.6. Analisis de celulosa, lignina, hemicelulosa y nitrégeno Kjeldahl total.

Una fraccion de las muestras se llevo a peso seco y se utilizo para las determinaciones de
celulosa, lignina, hemicelulosa y nitrégeno Kjeldahl total (NKT). La cantidad de muestra
vario entre 0.1 y 0.2 gps para cada analisis.

El analisis de celulosa se realizd por el método colorimétrico modificado de
Updegraff (1969), que se basa en un primer paso de remocion de lignina, hemicelulosa y
xilana con un reactivo de acido nitrico/acido acético. Posteriormente se usa acido sulfurico
al 67% para extraer los azucares de la celulosa por hidrdlisis. A continuacion se realiza
una comparacion contra un estandar de glucosa a 490 nm.

El analisis de la lignina insoluble en acido se realiz6 en base gravimétrica (Effland,
1977). Los carbohidratos se hidrolizan y solubilizan en 72% H,SO,4 acido sulfurico (se
requiere una remocion previa de complejos insolubles en acido con etanol-benceno), y la
materia insoluble es cuantificada como lignina.

El contenido de hemicelulosa se determin6 a partir de la diferencia entre la masa
de la holocelulosa y la celulosa. La holocelulosa se determind por cloracion de las
muestras usando NaClO, que oxida la lignina y la materia organica, con excepcion de la
holocelulosa. La diferencia de peso de las muestras antes y después de la cloracion da el
contenido de holocelulosa. Cuando hubo presencia significativa de cenizas, se realizé una
correccion del peso (AOAC, 1984).

Para determinar el contenido de NKT, la muestra se digiri6 hasta clarificar con
catalizador de sulfato de potasio y 6xido mercurico, y con acido sulfurico en una parrilla de
digestion. Posteriormente la digestion se reaccion6 con NaOH al 20 % y se realizd el
arrastre por vapor del amoniaco formado, en un equipo de destilacion Kjeldahl modelo
Blchi K-314 (Buchi Labortechnik AG, Suiza). El destilado se condenso y se recibié en
acido bodrico al 5% con 3 gotas de indicador Kjeldahl. Por ultimo se realizé la titulacion

colorimétrica con HCI 0.01 N, donde se observo un vire de color verde a lila.

6.2.4.7. Analisis de biologia molecular
Se realizaron las siguientes técnicas de biologia molecular a muestras selectas de los
reactores en operacion hidrogenogénica:

e Extraccion de DNA de muestras.
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* PCR con iniciadores especificos para eubacterias y arqueobacterias.
* DGGE y TGGE con los productos de la PCR.

6.2.4.7.1. Extraccion de DNA
Se realizd un pretratamiento a las muestras solidas con el fin de reducir los posibles
inhibidores presentes que pudieran afectar las reacciones corriente abajo (Fig. 10).

Se realizé la extraccion de muestras solidas utilizando el procedimiento del kit de
extraccion de suelos UltraClean Soil DNA Isolation (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad
CA).

Obtencion de
las muestras
solidas

Dispersion en
agua (lavado)

Centrifugacion

Dispersion en
agua isotdnica

Centrifugacion

Dispersion en
agua isotdnica

Sedimentacion/
centrifugacion
baja

Decantacion
del
sobrenadante

Centrifugacion
para obtener
pastilla

Fig. 10. Procedimiento de pretratamiento y extraccion de DNA genémico

Se verifico la extraccidn del DNA corriendo una alicuota en gel de agarosa 0.8%.
Se tifd el gel con bromuro de etidio y se compard el tamafio del DNA con un marcador de
peso molecular 100 — 12 000 pb 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA). A las
muestras cuyas bandas se mostraron poco definidas debido a la presencia de impurezas,
como lipoproteinas, se les realiz6 un segundo tratamiento de limpieza (Fig. 11).

Una vez obtenido el DNA gendmico de aceptable pureza (relacion A260/280 > 1.8,
Sambrook et al., 2001), se almacend a -20 °C si se iba a trabajar con él a corto plazo, o a

-80 °C si se iba a almacenar a largo plazo.
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. Adicién de fenol- Centrifugacion-
Incm;RbSXlggacon cloroformo- decantar fase
isoamilico liquida
. .. Incubar toda la Et-OH, acetato de
Centrifugacion noche a -20 °C sodio

Resuspencion de
pastilla en H,0

Fig. 11. Procedimiento de limpieza de muestras de DNA genémico

6.2.4.7.2. Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacion se realizo midiendo la concentracion de acidos nucleicos totales (ng/uL)
el método espectrofotométrico, diluyendo 1:50 de la muestra de extraccion de acidos
nucleicos totales en agua desionizada, midiendo la absorbancia de esta dilucion a 260
nm. Una unidad de densidad optica a 260 nm es igual a 50 ng/ uL (Frederick et al., 2002).

6.2.4.7.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la amplificacion del gen 16S de la biota presente en los biorreactores se utilizaron
los iniciadores especificos para eubacterias reportados por Garibay-Orijel (2006). El
iniciador 465CGOF se sintetiz6 con una pinza de GC (5-CGCCCGCCGCGCGCGGCG
GGCGGGGCGGGGGCCCGGGGGG-3) en el extremo 5 (Muyzer et al., 1993),
denominandose 465FGC (Tabla 13).

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf AG 22331
(Hamburgo, Alemania) a las condiciones mostradas en las Tablas 14 y 15.

Los productos de PCR fueron cuantificados por el método espectrofotométrico, y
fueron observados por electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefiido con bromuro de

etidio.
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Tabla 13. Iniciadores para PCR de eubacterias

Nombre Secuencia (5’ > 3’) Microorganismos diana Numeracion Tm Tamafo de
en 16s rDNA amplicén

CGO465F CTCCTACGGGAGGCAGCAG Eubacteria (universal) 312 - 330° 64° 465

CGO465R CTACCAGGGTATCTAATCCTG Eubacteria (universal) 756 — 776° 62° 465

Notas: ° en E. coli NBRC12713); "en M. barkeri (NBRC 100474); © calculada con la férmula Tm = 4 (G+C)
+ 2 (A+T).

Tabla 14. Composicion de las PCR para eubacterias

Volumen de reaccién 25 uL

Buffer 1X

MgSO4 2 mM
Iniciadores 0.12 uM
dNTP’s 0.2 mM
Pfu polimerasa 0.025 U/pL
DNA molde 0.3 ug

Tabla 15. Programa de PCR para eubacterias

Desnaturalizacion inicial 94 °C 5
Ciclos 30
Desnaturalizacién 94 °C 1
Alineacion 58 °C 30”
Elongacion 72 °C 1
Elongacion final 72 °C 7

6.2.4.7.4. Electroforesis de gel por gradiente de temperatura

Posterior a la obtencién de los productos de PCR con pinza de GC, se realizé el
fraccionamiento por electroforesis de gel por gradiente de temperatura (TGGE). Para lo
cual se ocuparon geles conteniendo poliacrilamida 8% (acrilamida:bisacrilamida 37.5:1),
urea 8M, TAE 0.5x y glicerol 2 %. Los geles de poliacrilamida se colocaron el equipo
TGGE System (Biometra Gmbh, Alemania) ocupando amortiguador TAE 0.5x. En cada
pozo se cargaron 6 - 9 ng del producto de PCR con pinza de GC. Posteriormente se
corrieron a las condiciones de la Tabla 16 para una adecuada y nitida separacion de las
bandas. Los geles fueron tefidos con bromuro de etidio o SYBR Green.
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Tabla 16. Condiciones para TGGE

Parametro Eubacterias
(465 pb)

%poliacrilamida 8

Urea (M) 8

TAE (x) 0.5

Glicerol (%) 2

Gradiente de temperatura (°C) 41-51

Voltaje (V) 250

Tiempo de corrida (h) 1

Tiempo de tincién (min) 45
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6.3. Actividad 1b. Produccién de hidrogeno en sustrato solido por lote con adicién
de fuente de nitrégeno

6.3.1. Propdsito

Realizar experimentos presuntivos para determinar el efecto de la adicion de fuente

nitrégeno y la adicion de alcalinidad sobre la produccion de hidrogeno en lote.

6.3.2. Disefio experimental
Se eligio el sistema de minirreactores en lote o fermentadores anaerobios en sustrato
solido hidrogenogénico con venteo intermitente (FASSH-VI). Se llevé a cabo un disefio
experimental 2 (Tabla 17) para evaluar el efecto de la temperatura (35 y 55 °C), la
relacion C/N (ajustada a 30 y nivel basal) y la alcalinidad (ajustada y nivel basal). Los
niveles basales de C/N y alcalinidad fueron 44 y 0.0091 g CaCOs/g sustrato seco
respectivamente. Asi mismo, se montaron controles para evaluar el potencial de
produccion basal de hidrogeno del in6culo sin sustrato y la produccién abitdtica de
hidrogeno por descomposicion quimica de la materia organica, en caso de existir.

El analisis estadistico se realizé con el software Design-Expert v7.1.6 (Stat-Ease

Inc., Mineapolis).

Tabla 17. Disefio experimental 2° para experimentos de adicién de fuente de nitrégeno

Factores + Niveles )
A) Temperatura (°C) 55 35
B) C/N ajustada 30 Basal
C)  Alcalinidad ajustada Basal + 0.06 g CaCOs/g sustrato seco Basal

6.3.3. Programa de seguimiento y analisis

Se realizaron los analisis de la Tabla 18 y se interpretd el desempefio hidrogenogénico
mediante las variables de respuesta descritas en la Tabla 19. La produccion acumulada
de hidrégeno (Pw2) es igual a la suma del hidrégeno producido en por unidad de SV eactor O
por unidad de reactor. La velocidad maxima de produccién de hidrogeno (Rin2) fue la
velocidad de produccion de hidrogeno a la cual se registré la produccion exponencial de
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hidrégeno.

Tabla 18. Analisis y seguimiento experimental de FASSH-VI

Parametro Alimentacion Purga final Biogas Ref
Solidos totales 1/lote 1/reactor NA 1
Sdlidos volatiles 1/lote 1/reactor NA 1
pH 1/lote 1/reactor NA 1
Alcalinidad 1/lote 1/reactor NA 2
Acidos organicos volatiles 1/sem 1/reactor NA 3
Nitrogeno Kjeldahl 1/lote 1/reactor NA 1
Fosforo total 1/lote 1/reactor NA 4
Celulosa 1/lote 1/reactor NA 5
Hemicelulosa 1/lote 1/reactor NA 5
Lignina 1/lote 1/reactor NA 5
Hidrogeno NA NA 3-7/sem 6
Metano NA NA 2/sem 6
Diéxido de carbono NA NA 2/sem 6

NA: no aplica.

Referencias: 1, Poggi-Varaldo et al. (1999); 2, Poggi-Varaldo & Oleszkiewics (1992); 3, Valdez-Vazquez et
al. (2005); 4, APHA-AWWA-WPCF (1985); 5, AOAC (1984); 6, Escamilla-Alvarado (2009).

Tabla 19. Variables de respuesta para evaluar el desempeio de los FASSH-VI

Variables de Unidades Férmula Ecuacién

respuesta

Produccion acumulada de P

hidrégeno pmoli2/gSV H2 = (nHz nHz 8
Vln] myg,

Productividad inicial de R dl’tm

hidrégeno umola/gSV/h o = (nyzny,") 9
th] My, dt

Notas: Vr, volumen de reactor; Vinj, volumen de inyeccion; msy, masa de reactor en base soélidos volatiles;
ny2, Moles de hidrogeno en 1 mL de inyeccion previo al gaseo; ny,', moles de hidrogeno en 1 mL de
inyeccion después del gaseo.

6.3.4. Métodos y procedimientos

6.3.4.1. Montaje y manejo de unidades FASSH-VI

Las unidades experimentales o minirreactores FASSH-VI consistieron en frascos de vidrio
(250 mL volumen nominal) cerrados herméticamente con un tapon de hule y arnés

metalico. Todos los reactores se montaron con una relacion 1:5 de inéculo y sustrato en
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base peso. Como indculo se utilizaron 12 g de purgas de biorreactores metanogénicos
(mesofilicos o termofilicos) pretratados con choque térmico (93 °C/90 min) como
estrategia de seleccidon de microorganismos productores de hidrégeno. El in6culo
pretratado se mezclé con 48 g de FORSU al 20.9% ST como sustrato (Tabla 20) y con
lodos activados o sales de fosfato segun fuera el caso (Tabla 21). Las unidades con
adicion de lodos y/o de adicion de sales, fueron montadas con 9.6 g de lodos activados
(11.5 %ST) y/o 1.2 g de sales de fosfato. La caracterizacion de los constituyentes bioticos
de los reactores FASSH-VI se muestra en la Tabla 22.

Tabla 20. Constitucion de reactores FASSH-VI

Parametro Masa (g)
Masa sustrato + indculo 60
FORSU (20.9% ST) 48
Indculo 12
Adicion de lodos (C/N= 30) 9.6

Sales de fosfato (y=0.06) g

1.2
CaCOg/g sustrato seco)

Tabla 21. Caracteristicas de los ensayos FASSH-VI a tiempo inicial

Ensayos Factor L ST SV

(condi?:/ién) A B C pHiinicial - mr (@) (g (%) N
1(MOO) 35 00 0.0 8.16 60.0 209 15.7 495
2 (MNO) 35 96 0.0 7.89 69.6 19.6 14.9 29.3
3 (MOA) 35 00 1.2 7.41 61.2 20.5 15.4 49.5
4 (MNA) 35 96 1.2 7.36 70.8 19.3 14.7 29.3
5 (TOO) 55 00 0.0 7.82 60 19.6 15.7 49.3
6 (TNO) 55 96 0.0 7.72 69.6 18.5 14.9 29.0
7 (TOA) 55 00 1.2 7.41 61.2 19.2 15.3 49.3
8 (TNA) 55 96 1.2 7.25 70.8 18.2 14.6 29.0
Control A 35 - 8.20 9.6 115 86 6.7
Control B 35 ; 8.16 60.0 20.9 15.7 49.5
Control C 35 ; 7.89 57.6 19.3 16.9 257
Control D 55 ; 8.55 9.6 11.5 86 6.7
Control E 55 ; 7.82 60.0 19.6 15.7 49.3
Control F 55 ; 7.72 57.6 19.3 16.9 34.6

Notas: M, metanogénico; T, termofilico; N, adicion de nitrégeno; A, adicion de sales; O sin adicion de
nitrégeno/adicion de sales.
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El disefio experimental de esta actividad estuvo constituido por ocho ensayos y
seis controles a tres condiciones distintas y a 35 0 55 °C (Tabla 17). Un par de controles
contenia solo lodos (Controles A y D), otro par contenia in6culo y FORSU tindalizados
como controles abidticos (Controles B y E), y un par mas contenia lodos y FORSU
(Controles C y F). Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Tabla 22. Constitucién de componentes del FASSH- VI

Parametro FORSU Lodos Indculo In6culo
mesofilico termofilico
Solidos totales (%) 20.9+0.2 11.5+£0.3 21.2+0.2 14.4+£0.2
SV (Yobs) 87.5+0.5 86.0+£0.4 26.4+£0.3 35.6+£0.5
pH 6.66 + 0.2 6.91+0.1 8.20+0.2 8.55+0.1
g N/g SVis 0.012 £ 0.001 0.087 £ 0.001 0.027 £ 0.002 0.030 £ 0.001
C/N 55.3 6.7 21.5 19.3
cenizas (Y%ops) 12.4 £ 0.3 15.7 £ 02 64.1+0.3 73.6+0.3

Alcalinidad parcial

(mg CaCOx/kgen) 625 625 9400 7550

6.3.4.2. Montaje de unidades FASSH-VI del experimento complementarios

Con objeto de determinar la influencia de lodos activados pretratados térmicamente (93
°C/90 min), se realizaron experimentos complementarios utilizando seis condiciones de
operacion de las ocho probadas originalmente en la Actividad 1b. Las combinaciones de
las condiciones de operacién fueron régimen mesofilico y termofilico, sin adicion de lodos
ni alcalinidad, con adicion de lodos, y con adicion de lodos y alcalinidad (Tabla 23 y 24).
La numeracion de los ensayos de esta actividad es una continuacion de los ensayos

anteriores (Tabla 21).

Tabla 23. Condiciones de operacién para ensayos FASSH-VI complementarios

Ensayos Condiciones

(codigo) Temperatura C/N Alcalinidad
9 (MOO) 35 Basal Basal
10 (MNO) 35 Basal + LA Basal

11 (MNA) 35 Basal + LA Basal + SP
12 (TOO) 55 Basal Basal
13 (TNO) 55 Basal + LA Basal
14 (TNA) 55 Basal + LA Basal + SP

Notas: M, metanogénico; T, termofilico; N, adicion de nitrégeno; A, adicion de sales; O sin adicion de
nitrégeno/adicion de sales; LA, lodos activados; SP, sales de fosfato.
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Tabla 24. Caracteristicas de los ensayos FASSH-VI complementarios a tiempo inicial
Factor ini
Ensayos I mr ST SVbn Alcalinidad
(codigo) 20) (Bg) é) pHinicial v @) %) N parcial
9 (MOO) 35 0.0 0.0 6.93 60.0 21.4 15.6 35.1 277
10 (MNO) 35 75 0.0 7.35 67.5 19.2 14.2 28.0 370
11 (MNA) 35 75 1.2 6.98 68.7 21.0 141 27.2 831
12 (TOO) 55 0.0 0.0 7.02 60.0 211 15.4 36.0 277
13 (TNO) 55 75 0.0 7.01 67.5 19.7 14.5 27.6 300
14 (TNA) 55 75 1.2 7.05 68.7 20.2 13.8 26.8 831

Notas: M, metanogénico; T, termofilico; N, adicion de nitrégeno; A, adicion de sales; O sin adicion de
nitrégeno/adicion de sales.
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6.4. Actividad 2. Produccion de metano a partir de sélidos fermentados

6.4.1. Propdsito

Producir metano por medio de un proceso semi-continuo de digestion anaerobia en
sustrato solido (DASS-M) utilizando como sustrato los sdélidos fermentados (SF) de la
Etapa H.

6.4.2. Disefio experimental
Se evaluo la productividad de metano a partir de los SF de la Etapa H bajo un disefno
experimental 22 (Tabla 25). Los factores evaluados fueron el régimen térmico (35 y 55 °C)
y el origen de la alimentacién (TRM de los SF de la Etapa H). Todos los biorreactores
metanogénicos operaron a 28 d TRM. En la Fig. 12 se muestra un esquema de la
alimentacion en el proceso compuesto por las etapas Hy M (H-M).

El analisis estadistico se realizé con el software Design-Expert v7.1.6 (Stat-Ease

Inc., Mineapolis).

Tabla 25. Disefio experimental de la Etapa M

No.de  Valores codificados Valores reales

Reactor X1 X2 Temperatura Alimentacion
1 + + 55 °C SF de EtapaHa 21 d TRM y 55 °C (21-H)
2 + - 55 °C SF de Etapa Ha 14 d TRM y 55 °C (14-H)
3 - + 35°C SF de Etapa H a 21 d TRMy 35 °C (21-H)
4 - - 35°C SF de EtapaHa 14 d TRM y 35 °C (14-H)

Se montaron en paralelo biorreactores control alimentados con FORSU como
sustrato a 4 TRM: 28, 32,42 y 49 d.
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35°C 6 55°Cc 35°Co655°C

Control
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tados

Sélidos
fermen-
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Fig. 12. Diseiio de operacion de los digestores H-M y de sus controles

6.4.3. Programa de seguimiento y analisis

Se realizaron analisis convencionales de composicion de solidos, pH, alcalinidad, y
analisis de cromatografia para cuantificar acidos organicos, hidrégeno y metano (Tabla
26). Las principales variables de respuesta fueron las productividades y rendimientos de
metano, asi como las eficiencias de remocion de SV (Tabla 27).
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Tabla 26. Analisis y seguimiento experimental de digestores mesofilicos

Parametro Alimentacién Purga Biogas Ref
Sdlidos totales 1/lote 1/sem NA 1
Sdlidos volatiles 1/lote 1/sem NA 1
pH 1/lote 2/sem NA 1
Alcalinidad 1/lote 1/sem NA 2
Acidos orgéanicos volatiles 1/sem 1/sem NA 3
Nitrogeno Kjeldahl 1/lote 1/lote NA 1
Fosforo total 1/lote 1/lote NA 4
Celulosa 1/lote 1/lote NA 5
Hemicelulosa 1/lote 1/lote NA 5
Lignina 1/lote 1/lote NA 5
Produccion de biogas (m°) NA NA 1/dia 3
[H2] NA NA 2/sem 6
[CH,] NA NA 2/sem 6
Diéxido de carbono NA NA 2/sem 6

NA: no aplica.

Referencias: 1, Poggi-Varaldo et al. (1999); 2, Poggi-Varaldo & Oleszkiewics (1992); 3, Valdez-Vazquez et
al. (2005); 4, APHA-AWWA-WPCF (1985); > AOAC (1984); 6, Escamilla-Alvarado (2009).

Tabla 27. Variables de respuesta para evaluar el desempeio de la Etapa M

Variables de

Unidades Férmula Ecuacion
respuesta
. P bg
biogas |\/|r
| _ QCH4
Productividad de CH, NL CHa/kg react/d Y 11
;
Rendimiento de NL CH./g SVrem Y. = Qcs 12
metano cha SViem
SV, -SV
Eficiencia de %SVrem Nrermsy = alim P99 x100 13
remocion de SV rem SV,
mSV
Carga organica g SV/kg react/d Bm = M 14
r

Notas: lpg, Icha: productividad de biogas o metano; Qug, Qcha: produccion de biogas o metano; Mr : masa del
reactor; Ycus : rendimiento de metano; SVrem: remocion de sélidos volatiles; nremsy : eficiencia de remocion
de SV; Bm: carga organica especifica; mg, : flujo masico de soélidos volatiles.
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6.4.4. Métodos y procedimientos
6.4.4.1. Inoculacion y arranque
Se siguio el procedimiento de inoculacién y arranque descrito en la seccion 6.2.4.2.

6.4.4.2. Operacion metanogénica (DASS-M)

Los digestores se operaron a 35y 55 °C, y 28 d TRM de acuerdo a lo planteado en el
disefio experimental (Tabla 25). Se alimentaron en forma semi-continua dos veces por
semana con los solidos fermentados de la Etapa H.

6.4.4.3. Produccion de metano en DASS-M a partir de FORSU (control)

El proceso H-M se compard contra biorreactores DASS-M operados a 28, 32, 42, 49 d
TRM, alimentados con FORSU como sustrato. Se realiz6 el seguimiento de productividad
de metano (lchs), eficiencia de remocidn de materia organica, soélidos volatiles y acidos

organicos.

6.4.4.4. Potencial y flujo energético del sistema H-M

El analisis energético del sistema H-M se efectué sumando el potencial energético del
proceso hidrogenogénico mas el del metanogénico (Ec. 15 y 16) y comparandolo con la
produccion del proceso control (Ec. 17) con base en el flujo masico de solidos totales del
proceso. El potencial energético (Ec. 18) es directamente proporcional a la produccion de
hidrégeno (Qn2) 0 metano (Qchs) durante un tiempo t de operacion, por la entalpia de
combustion (AHc). Se contempld que todos los SF producidos en la Etapa H durante el
tiempo t fueron alimentados a la Etapa M. Experimentalmente no fue posible realizar esto
por la diferencia de TRM y en consecuencia las diferentes cargas organicas de
alimentacion entre ambas etapas, por lo que fue necesario un ajuste teorico del potencial
energeético de la Etapa M (Echaajust) cOn respecto al flujo masico total de SF de la Etapa H
mediante la Ec. 19. También el potencial energético del control metanogénico se ajusté al
flujo masico tedrico de FORSU equivalente al flujo masico de FORSU alimentado a la
Etapa H (Ec. 20).
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Donde:

Enm = potencial energético del proceso H-M (J)

Enw = potencial energético del proceso H-M (J/gps)

Econtrolch4 = potencial energético del proceso metanogénico control (J/gps)
En2 = potencial energético del proceso H (J)

Echaajust = potencial energético ajustado del proceso M (J)

Econtroicha = potencial energético ajustado del proceso metanogénico control (J)
m; 1 = flujo masico de alimentacion al DASS-A (gpn/d)

m;m = flujo masico de alimentacion al DASS-M (gpn/d)

Mpurga,H = flujo masico de salida de purgas del DASS-A (gun/d)

Mi control = flUjO Masico de alimentacion al DASS-M control (gpr/d)

STin = porciento de soélidos totales en alimentacion del proceso H (%)
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Q2 = produccioén de hidrégeno (NL/d)

Qcra = produccion de metano (NL/d)

QcontroicHa = produccion de metano en proceso control (NL/d)
AHch2 = entalpia de combustion del hidrogeno (J/mol)

AHccha = entalpia de combustién del metano (J/mol)

En la Fig. 13 se muestra un diagrama de flujo con las lineas de entrada y salida

para el proceso H-M y para el proceso control, en relacion con los términos usados en las
Ec. 15 - 20.

Proceso H-M Proceso control
QHQ QCH4
> > I QcontroICH4
rﬁi I I -
' | M control
TS
M | Tsi.control
' I me,oontrol
ST }
& MI v Se,control
. control
¥ mpurgas

2]

XS,
e

i,

Fig. 13. Diagrama de flujo del proceso de alimentacién del proceso H-M y control

Adicionalmente se introdujo el concepto de flujo energético Er. El flujo energético
representd la energia generada por unidad de masa del biorreactor por dia,
correspondiente a la energia térmica de la productividad del hidrégeno y del metano.

1mol
EF,H2= IH2.ﬂ. AHCHz [21]

1mol | AHe [22]

F.CH4 c»—m‘ﬂ CH4
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Donde:

Er 12 = flujo energético de la Etapa H (kJ/kg,/d)

Er cha = flujo energético de la Etapa M (kJ/kg./d)

lu2 = productividad de hidrégeno (NL/kg./d)

IcHa = productividad de metano (NL/kg./d)

AHch2 = entalpia de combustion del hidrogeno (kJ/mol)
AHccha = entalpia de combustion del metano (kJ/mol)

Aunque el E y el Er se relacionan matematicamente, éstos se asocian a diferentes
conceptos. El E representa la cantidad de energia que se puede obtener a partir de todo
el sustrato seco alimentado al proceso durante un lapso de tiempo determinado, mientras
que el Er representa la intensidad de energia obtenida como biocombustible en cualquier

momento de la operacion.

6.4.4.5. Observacion de la interaccibn microorganismos-sustrato por medio de
microscopia de barrido electronico (SEM).
Se tomaron muestras selectas de los digestores para analizar la interaccion
microorganismos-sustrato. Se siguio el siguiente procedimiento:
1. Resuspension de los sélidos en solucion isotonica NaCl 0.85% p/v en una relacion
1:5.
2. Centrifugacion 10 000 rpm, 5 min. Decantar liquido.
3. Resuspender en solucion amortiguadora de fosfatos 15 mM, pH 7.4 (8.2 g/L NacCl,
0.43 g/L NaH,PO4 2H,0, 1.74 g/L NasHPO,).
4. Adicionar glutaraldehido 2.5% v/v como fijador y con el objetivo de preservar la
estructura del tejido vivo sin alteraciones a su estado. El glutaraldehido reacciona
con las proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos. Dejar reposar 1 h.
5. Postfijacion adicionando tetradxido de osmio 1 %v/v con el objeto de aumentar la
densidad y contraste del tejido biologico. El tetradéxido de osmio oxida los enlaces
insaturados de los acidos grasos. Ademas tiene un efecto mordiente. Las particulas

correctamente fijadas con este compuesto tendran una coloracion negra. Dejar
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9.

reposar 1 h.

Desechar liquido y lavar tres veces 5 min con la solucidn amortiguadora de
fosfatos.

Dejar reposar a 4 °C durante la noche.

Realizar lavados con etanol (50, 60, 70 , 80, 90, 100% v/v) cada 15 min bajo
agitacion suave para deshidratar la muestra y a la vez remover las sales del
amortiguador.

Secar la muestra con CO; en el equipo de secado al punto critico (Samdri-780A,
Tousimis Research Corp., Rockwille, Maryland, EUA). Este procedimiento se
efectua para remover cualquier particula de liquido sin colapsar la estructura del

material.

10.La muestra se recubre con oro durante 2 min en el equipo sombreador Desk I

SEM coating unit (Denton Vaccum, Cherry Hill, New Jersey, EUA) para dar
conductividad a la muestra. Previo al sombreado se remueve la atmdsfera por

vacio (0.1 Pa) y se reemplaza con Argon (6-7 Pa).

11.Analizar la muestra en el microscopio electronico de barrido (JSM-6510LV, JEOL

Ltd., Tokio, Japon).
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6.5. Actividad 3. Produccién enzimatica con T. reesei MCG 80

6.5.1. Propdsito

El propdsito fue producir enzimas con los solidos del proceso H-M y con FORSU (Etapa
Z).

6.5.2. Disefio experimental

Se utilizaron los so6lidos de la Etapa H (solidos fermentados, SF) y de la Etapa M (sdlidos
digeridos, SD) y FORSU para la produccion enzimatica con Trichoderma reesei MCG 80.
Los experimentos se realizaron en el siguiente orden: (i) fermentacion en sustrato sélido
(FSS) contra fermentacion en cultivo sumergido (FCS), (ii) fermentaciones sumergidas
con diferentes concentraciones de FORSU y controles, (iii) produccion enzimatica usando
sélidos del proceso H-M, y (iv) produccion enzimatica a nivel fermentador.

Los experimentos (i) fueron de caracter exploratorio. Se siguid una estrategia
experimental de un factor a la vez, siendo los factores el contenido de sustrato, tipo de
mezclado, pH inicial y adicion de nitrégeno (Tabla 28). El sustrato fue FORSU a 25, 20,
15, 2 y 1 %ST. Las primeras tres concentraciones corresponden a la FSS, mientras que
las de 1y 2 %SV corresponden a las concentraciones usadas para la FCS.

Tabla 28. Condiciones de operacion para los experimentos (i)

Ensayo [FORSU]? C/N°  Control de Reactor pH{ Agit /
humedad mezclado

1 20 % 40 Glicerol 10% Petri 6.4 Volteo

2 20 % 40 No Petri 6.4 Volteo

3 20 % 40 No Matraz 5.0 Volteo

4 20 % 40 No Matraz 5.0 No

5 25 % 40 No Matraz 5.0 No

6 15 % 40 No Matraz 5.0 No

7 20 % 40 No Matraz 4.7 No

8 20 % 30 No Matraz 4.7 No

9 20 % 20 No Matraz 4.7 No

10 20 % 13 No Matraz 4.7 No

11 1% 8 NA Matraz 4.8 300 rpm

12 2% 14 NA Matraz 4.8 300 rpm

Notas: # Concentracién de sustrato FORSU en ST, ° relacién carbono/nitrégeno, ° pH inicial



Cinvestav 87
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

En los experimentos (i) se compararon las producciones enzimaticas a partir de
FORSU vy de sustratos celulosicos refinados como Solka floc y papel filtro (controles). Los
experimentos (iij) utilizaron como sustrato los solidos fermentados o solidos digeridos
provenientes de las etapas H y M respectivamente. Por ultimo, los experimentos (iv)
utilizaron solidos fermentados para la produccidén enzimatica a escala fermentador Sixfors
(Infors HT, Suiza) de 500 mL.

Las condiciones de operacion para los experimentos en FSS, en FCS y a nivel
fermentador se muestran en la Tabla 29.

El analisis de significancia entre ensayos se realiz6 mediante la prueba t ocupando
el software SigmaPlot v11.0 (Systat Software, Inc., Germany).

Tabla 29. Condiciones de ensayos de produccién enzimatica

Parametro FSS FCS nivel matraz FCS nivel
fermentador

Temperatura (°C) 30 30 30
pH del cultivo 6.4-4.7 4.8 4.8
N (rpm) Volteo - ninguna 250 300
Aireacion Conveccion Conveccion > 20
[O2] - - >20
Tiempo de incubacion 6 -9 6-8 6-8
(d)
Sustratos y FORSU: 75 — 85 %ST FORSU 1, 2, 3 %SV SF 1.5 %SV
concentracion SD 1 %SV

SF 1 %SV

Solka floc 2 %SV
Papel filtro 1 %SV
C/N 14 - 40 8-13.7 8-13.7
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6.5.3. Programa de seguimiento y analisis
Los analisis para los experimentos con T. reesei MCG 80 se enlistan en la Tabla 30.

Tabla 30. Analisis y seguimiento de la produccion enzimatica

Parametro T. reesei MCG 80
Proteina soluble’ Por muestra
Xilanasas? Por muestra

CMCx? Por muestra

FPx® Por muestra
B-glucosidasa* Muestras selectas

SV, ceniza Al final del experimento
Lignina® Al final del experimento
Hemicelulosa® Al final del experimento
Celulosa® Al final del experimento

Notas: ' Lowry et al. (1951);  Método Miller (1959); ® Mandels et al. (1974); Wang et al. (2010) °
AOAC, 1984; N/A, no aplica

6.5.4. Métodos y procedimientos
6.5.4.1. Sustratos
A los sustratos provenientes del proceso H-M se les realizé un lavado para eliminar acidos
organicos y otros productos de la fermentacion/digestion anaerobia. El lavado se realiz6
en matraz Erlenmeyer, primero utilizando etanol grado industrial en una relacion 10%
Psslidos secos/Vetanol CON agitacion a 120 rpm durante 10 min. Se filtraron los solidos y se
realiz6 otro lavado con agua destilada en ebullicion en una relacion 10% pPsciidos secos/Vag ebull
con agitacion a 120 rpm durante 10 min. Posteriormente se filtraron los sdlidos y se
secaron a 60 °C, 24 h para eliminar toda humedad. En la Tabla 31 se enlistan las
caracteristicas de los sustratos.

El FORSU fresco también usado como sustrato en los experimentos no recibid
pretratamiento. Tanto los sélidos lavados como el FORSU se esterilizaron a 121 °C, 15
min en el medio mineral, adicionando el extracto de levadura en la ultima esterilizacion.

Se realizaron pruebas de esterilidad en cajas Petri con medio BHI y agar al 1.5 %p/v.
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Tabla 31. Caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos

Parametro FORSU SF* SD®
Sélidos volatilesys (%) 85.8+0.24 81.6+0.33 30.3+0.20
Cenizaps (%) 14.2+0.24 18.4+0.24 69.7 £ 0.24
Celulosaps (%) 46.6 + 0.96 66.2 £ 0.24 14.8 + 0.81
Celulosapsy (%) 54.3 £ 0.96 81.1+0.24 48.8 + 0.81
Holocelulosays (%) 77.7+£0.24 71.6 £ 0.24 16.9+0.24
Ligninaps (%) 8.1+0.98 9.9+0.24 13.5+0.51
pH 6.41 +0.05 7.43£0.04 10.48 £ 0.05
Nitrogeno Kjeldahl (%) 0.69+0.1 0.84 £ 0.11 1.10 £ 0.09
Faésforo (mg/kg bh) 1848 + 203 43+3.8 132+ 18
Alcalinidad (mgCaCOy/kg bh) 2956 + 750 2309 £ 45 3595 + 323

Notas: 2 sélidos fermentados lavados, ° sélidos digeridos lavados

6.5.4.2. Reactivacion y propagacion la cepa T. reesei MCG 80

Para reactivar la cepa de T. reesei MCG 80, se tomd 1 mL de una suspension de esporas
almacenada a -80 °C y se inoculé en un matraz Erlenmeyer conteniendo 50 mL de medio
Mandels y metales traza (Tabla 32) al 1 % p/v de dextrosa. La incubacion se realiz6 a 30
°C y 100 rpm por 6 d. Tras los 6 d de incubacion, se tomaron alicuotas de 0.1 mL del
cultivo y fueron plaqueadas en cajas Petri con agar papa-dextrosa (Bioxon, Becton
Dickinson, México). Tras 9 dias de incubacion a 30 °C se recolectaron las esporas, o en
su defecto las placas se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C no mas de tres meses,
tiempo después del cual fueron reactivadas y reinoculadas en caja Petri.

Para la recuperacion de las esporas de las cajas Petri, se adicionaron 4 mL de
solucion salina estéril de NaCl 0.85 % y Tween 80 al 0.1 %v/v sobre la superficie de la
caja, frotandola con una varilla estéril de vidrio. Después se filtré la solucién de esporas a
través de un tubo Falcon de 15 mL adaptado con fibra de vidrio, con el fin de remover
micelio que pudo haber sido desprendido por el frote con la varilla de vidrio. Se enjuago la
fibra de vidrio con 1 mL de la misma solucion salina estéril para desprender las esporas
que se hayan quedado adheridas, y se remueve la fibra del tubo Falcon. El filtrado se
centrifugé a 10 000 rpm, 10 min, 4 °C y se decantd el liquido. Se agregaron 5 mL de la
misma solucion salina para lavar las esporas repitiéndose la centrifugacion y decantacion.

Finalmente se resuspendieron las esporas en 5 mL de la solucion salina con 0.1% Tween
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80. La suspensidén con esporas se almacend a 4 °C para la inoculacion de unidades

experimentales o cultivos madre, segun fuera requerido.

Tabla 32. Composicion del medio mineral para el crecimiento de T. reesei en medio liquido y en
sustrato sélido

Compuesto Medio liquido (g/L) Sustrato solido (g/L)
Urea 0.3 2
(NH4)2804 1.4 1.4
KH,PO, 2 5
CaCl,2H,0 0.3 0.3
MgSOQO,-7H,0 0.3 0.3
FeSO,4 7H,0 0.005 0.005
MnSO,4-4H,0 0.001 0.00156
ZnS04-7H,0 0.001 0.00167
CoCl, 0.002 0.002
Peptona 1 5, 25, 65
Tween-80 1 1

El conteo de esporas se realizé tomando una alicuota de la suspension lavada de
esporas, que a continuacion se diluyd 1:100 con solucién de glicerol al 1 %p/v. Con 10 pL
de esta dilucion se lleno la camara de Neubauer. Se contaron cuatro cuadriculas (25
cuadros por cuadricula) observando al microscopio con objetivo 10X. El promedio de
esporas se multiplico por 10 000 y por la dilucidon, obteniendo asi el numero de esporas
por mililitro. Con base en este numero se determind la dilucidn necesaria para obtener un

indculo de 1 x 10%7 esporas/mL.

6.5.4.3. Produccion enzimatica con T. reesei MCG 80

Para la FSS, las unidades experimentales se inocularon con 1 x 10° — 10’
esporas/mL de T. reesei MCG 80 por cada 5 g de sustrato base seca (Kumar et al., 2008,
Xin & Geng, 2010) y se ajusto la humedad con medio Mandels descrito en la Tabla 28. De
acuerdo al disefio experimental de un factor a la vez, en este tipo de fermentacién se
evaluo el control de humedad, mezclado, tipo de biorreactor, contenido de ST, pH inicial y
contenido de nitrégeno. Los ensayos de control de humedad se realizaron utilizando un
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arreglo de cajas Petri concéntricas, una de 10 cm de diametro dentro de la otra de 15 cm
de diametro (ensayos 1y 2, Tabla 28). El control de humedad se realiz6 adicionando una
solucioén de glicerol al 10% en el espacio entre la caja Petri interior y la exterior (ensayo 2).

Para la FCS de T. reesei MCG 80, la propagacion de la cepa se inicié en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio Mandels (Tabla 32) y 1 % p/v Solka floc, que
se inocularon con 1 mL de una suspension 2 - 4 x 10° esporas/mL de T. reesei MCG 80
(Kumar et al., 2008, Xin & Geng, 2010). Posteriormente la propagacion se continudé en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con volumen de operacién de 50 mL con la misma
composicion del medio Mandels (Tabla 32), que fueron inoculados en una relacion 1:10
v/v con suspension micelial de 6 d de crecimiento, equivalente a 45 mg SSV y a 2 mg
NKT (Tabla 33). Aunque en los matraces problema se variara la fuente de carbono, la
composiciéon de medio mineral e inoculacién era la misma que para los matraces de
propagacion.

El crecimiento en fermentadores se realizé utilizando como sustrato los SF a 1.5
%SV, inoculados a una relacién 1:10 v/v con suspension micelial de 6 d de crecimiento
(Tabla 29). Los reactores tipo Sixfors (Infors HT, Suiza) tuvieron un volumen de trabajo de
450 mL, con agitacion proporcionada por dos propelas Rushton de 6 paletas cada una. El
pH se midié con electrodo Fermprobe (Broadly-James Corp., EUA).

A todas las fermentaciones se les realizé prueba de pureza en PDA y/o BHI en los
tiempos iniciales y finales. Se les realiz6 seguimiento por visualizacidn en microscopio,
vertiendo 20 uyL de micelio en suspension en un portaobjetos, dejandolo secar a
temperatura ambiente, fijando con acido acético 40%, secando nuevamente vy tifiendo con

una gota de azul de lactofenol.

Tabla 33. Caracterizacion tipica del iné6culo madre

Parametro
Sustrato Solka floc
Tiempo de incubacién 6d
SST (mg/mL) 9.73+£0.85
SSV (mg/mL) 9.35+0.63

Nitrogeno (mgN/gbs) 425+ 57




Cinvestav 92
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

6.5.4.4. Analisis

En las muestras solidas provenientes de la FSS, se recuperaron las enzimas por

extraccion diluyendo el sustrato fermentado en una relacion 1:20 con una solucion
amortiguadora 0.05 M de citratos (pH 4.8), agitando a 250 rpm, 1 h 30 min, 30 °C. Se
centrifugdé a 10 000 rpm, 10 min, para separar extracto enzimatico de la biomasa (Kumar
et al., 2008; Xin & Geng, 2010).

Las muestras liquidas provenientes de la FCS se centrifugaron a 10 000 rpm y 10
min para recuperar el sobrenadante que se utilizoé para las determinaciones enzimaticas y
de proteina extracelular.

Las determinaciones enzimaticas de xilanasas (Xx), endocelulasas (CMCx) y
celulasas (FPx) se realizaron midiendo los azucares reductores liberados por el método
del acido dinitrosalicilico (Miller, 1959), de acuerdo a Mandels et al. (1974). Las
actividades se expresaron en Unidades Internacionales (Ul), definidas como micromoles
de D-xilosa o glucosa (determinados como azucares reductores) liberados por minuto bajo
condiciones estandar de ensayo (Tabla 34). La cuantificacion de azucares reductores se
realizd6 midiendo la absorbancia a 550 nm, y comparandolo contra curvas estandar del
correspondiente azucar.

La Xx se determind por medio de la reaccion de la solucion enzimatica diluida en
amortiguador citratos-fosfatos 0.05 M (Na,HPO4 dodecahidratado: 25.43 g /L; acido citrico
monohidratado: 3.04 g/L, pH 6.5) sobre 1 % de xilana de abedul incubada a 40 °C por 10
min (Ghose & Bisaria, 1987).

La actividad enzimatica de las endoglucanasas (CMCx) se midio por la reaccién de
la solucién enzimatica diluida en amortiguador citratos 0.05 M (acido citrico
monohidratado: 4.388 g/L; citrato de sodio dihidratado: 8.562 g/L, pH 4.8) sobre 1 % de
carboximetilcelulosa a 50 °C, 30 min (Ghose, 1987).

La actividad en papel filtro (FPx) cuantifico la hidrolisis del sustrato por la accion
sinérgica de las celulasas en amortiguador citratos 0.05 M pH 4.8, y se expresa como los
micromoles de glucosa liberada por minuto de la hidrolisis de 50 mg de papel filtro
Whatman No. 1 por 0.5 mL del extracto enzimatico diluido, durante 1 h a 50 °C (Duff &
Murray, 1960; Mandels et al., 1976; Eveleigh et al., 2009).
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La actividad de B-glucosidasa se determiné con la liberacién de nitrofenol a partir
de la hidrolisis de 0.95 mL de solucion 1mM de p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (p-NPG)
como sustrato. La reaccion se llevo a cabo a 50 °C, 30 min en amortiguador de citratos pH
4.8. La reaccion se detuvo por la adicion de 1 mL de solucion 1 M de NayCOs;, la
absorbancia se ley6 a 405 nm y se comparé contra una curva estandar de nitrofenol. Una
unidad de actividad se defini6 como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de nitrofenol
por min (Wang et al., 2010).

Todas las actividades enzimaticas volumétricas se determinaron ocupando la

siguiente ecuacion general:

Az= Mystato 1000 [23]
PM *V *t

sustrato alicuota reaccion

donde Az es la actividad enzimatica ensayada (U/mL), mgustrato €S la cantidad de sustrato
liberado (pg) calculado a partir de la comparacion de la absorbancia del ensayo contra su
respectiva curva estandar, PMsystrato €S €l peso molecular del sustrato (180 pg/umol para
glucosa, 150.14 ug/umol para xilosa, 138 pg/umol para nitrofenol), Vajicuota €S €l volumen
de alicuota del extracto enzimatico (UL), Y treaccion €S €l tiempo durante el cual se llevo a

cabo la reaccion enzimatica (min).

Tabla 34. Condiciones de ensayo para las determinaciones enzimaticas

Actividad Sustrato Tr® Vr® tr® Amortiguador Ref
enzimatica (°C) (mL) (min)

FPx Papel filtro 50 1.5 60 0.05 M citratos pH 4.8 1
CMCx CMC 50 05 30 0.05 M citratos pH 4.8 2
XX Xilana de abedul 40 1 10 0.05 M citratos-fosfatos pH 6.5 3
B-glucosidasa p-NPG 50 05 15 0.05 M citratos pH 4.8 4

Notas: ® temperatura de reaccién, ° volumen de reaccién, ° tiempo de reaccion.

Referencias: 1, Mandels et al. (1974); 2,Ghose (1987); 3, Ghose & Bisaria (1987); 4, Wang ef al. (2010).

La proteina extracelular se determiné por el método de Lowry et al. (1951). Una
alicuota de la muestra enzimatica se mezclé con 0.5 mL de NaOH 1N y se sometio a
bafio Maria por 5 min. Tras su enfriamiento a temperatura ambiente, se adicionaron 2.5
mL del reactivo C (preparado con 50 mL Na;COs al 5 %, 1 mL de CuSO, al 1% y tartrato
de sodio y potasio al 2 %), dejando reposar 10 min y agregando finalmente 0.5 mL de
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reactivo de Folin 1N (Sigma-Aldrich, EUA) agitando vigorosamente. Se dejoé reposar por
30 min para desarrollar el color y leer absorbancia a 750 nm. La absorbancia registrada
se compard contra una curva estandar realizada con albumina de suero bovino en el
intervalo de 0 a 500 pg (Sigma-Aldrich, E.U.A).

Los analisis de composicién de ST, SV, celulosa, hemicelulosa, lignina y NKT, se

realizaron de acuerdo a lo descrito en las secciones 6.2.4.5y 6.2.4.6.

6.5.4.5. Recuperacion y concentracion del extracto enzimatico

Después de los 6 d de incubacion para T. reesei MCG 80 crecida en SF en reactores tipo
Sixfors (Infors HT, Suiza) se realizo la separacion y concentracion del extracto enzimatico
de holocelulasas. Primero se separo la biomasa del extracto enzimatico por centrifugacion
a 8 000 rpm, 25 min y 4 °C (Beckman J2-21, Beckman Coulter, EUA). A continuacién se
recupero el extracto enzimatico por decantacion y se centrifugé nuevamente a las mismas
condiciones. Nuevamente se recuperd el extracto enzimatico por decantacion y se
concentré a un volumen final aproximadamente diez veces menor del inicial, con una
celda de ultrafiltracion Amicon 8400 (Amicon Inc, EUA) y una membrana PM-10 (10 kDa).
Este concentrado enzimatico (Extracto Tr) se almacend a 4 °C hasta su uso en la
Actividad 4 o Etapa S.
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6.6. Actividad 4. Sacarificacion de biomasa usando el extracto enzimatico de T.
reesei MCG 80
6.6.1. Propdsito
Evaluar el potencial de sacarificacion de los materiales lignoceluldsicos involucrados en
las Etapas H y M del modelo de biorrefineria usando los extractos enzimaticos de la Etapa

Z y enzima comercial.

6.6.2. Disefio experimental
Esta actividad comprendi6 dos sub-actividades de sacarificacion. La primera sub-actividad
(SS-1) siguid un disefio experimental 3x2, que tuvo como propdsito evaluar dos factores:
tipo de sustrato y tipo de enzimas holoceluloliticas (Tabla 35). Los sustratos utilizados
fueron FORSU, SF y papel filtro Whatman No. 1. Como enzimas holocelul6sicas se
utilizaron el extracto enzimatico de la Etapa Z (Extracto Tr, ver seccidon 6.5.4.5.) y celulasa
comercial Celluclast (Sigma-Aldrich, EUA). No se utilizaron los SD de la Etapa M por su
bajo contenido de holocelulosa y por el mal desempefio demostrado como sustrato de la
Etapa Z.

Como segunda sub-actividad (SS-2), el material lignocelulésico con mayor
potencial de sacarificacidn se sometié a ensayos a diferentes relaciones enzima:sustrato
(40, 60, 80, 100 y 120 FPU/gSV). Después de la sacarificacion, se midio actividad

enzimatica residual en el medio liquido de cada ensayo.

Tabla 35. Disefio experimental de la sub-actividad de sacarificacion de diferentes sustratos (SS-1)

Ensayo Sustrato Enzima
1 Extracto Tr
FORSU
2 Celluclast
3 Solidos Extracto Tr
fermentados
4 de la etapa H Celluclast
5 Papel filtro Extracto Tr
6 (Control) Celluclast

Notas: Extracto Tr, es el extracto enzimatico concentrado proveniente de la Etapa Z; Celluclast, enzima
comercial (Sigma-Aldrich, EUA).
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El analisis estadistico se realizé con el software Design-Expert v7.1.6 (Stat-
Ease Inc., Mineapolis). El analisis de significancia entre ensayos se realiz6 mediante la
prueba t ocupando el software SigmaPlot v11.0 (Systat Software, Inc., Germany).

6.6.3. Programa de seguimiento y analisis
Se realizaron los analisis mostrados en la Tabla 36 a los sustratos pretratados y a
muestras de las cinéticas de sacarificacion. Los resultados se transformaron en las

variables de respuesta mostradas en la Tabla 37.

Tabla 36. Analisis y seguimiento de pretramiento y sacarificacion

Parametro Pretratamiento Sacarificacién
FPx residual NA Tiempo final

Azucares reductores 1 vez al lote Tiempo inicial y final
pH 1 vez al lote Tiempo inicial y final
Glucosa 1 vez al lote 4,16,24,48y 72 h
Xilosa 1 vez al lote 4,16,24,48y 72 h
Lignina 1 vez al lote Al final del experimento
Hemicelulosa 1 vez al lote Al final del experimento
Celulosa 1 vez al lote Al final del experimento

Tabla 37. Variables de respuesta para evaluar el desempeio de la Etapa S

Variables de Unidades Férmula Ecuacién
respuesta
Concentracion de glL [GX]=[qucosa]+[xi|osa] 24
glucosa mas xilosa
Relacion - :—[xnosa] 25
xilosa/glucosa [glucosa]
Eficiencia de o _ [GX] 100 -
sacarificacion en obsv Nssv™
base SV [Sv]suslrafo [SUSffafO:I
Eficiencia de . _ [GX]
sacarificacion en obhlocs sn™ [Holocelulosa] [susfrafo] *100 27
base holocelulosa sustrato

- GX|*r
Rendimiento de g azlcares/FPU Y, LX) 100 28
sacarificacion EL*m

SV

Notas: [glucosa], concentracién de glucosa (g/L); [xilosal, concentracion de xilosa (g/L); [SVlsustrato,
concentracién de solidos volatiles en el sustrato (%); [sustrato], concentracién de sustrato (g/L);
[Holocelulosalsustrato, cONcentracion de holocelulosa en el sustrato (%); Vr, volumen de reaccién (L); EL,
carga enzimatica (FPU/g SV); mgy, cantidad de SV (g SV).
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6.6.4. Métodos y procedimientos

6.6.4.1. Sacarificacion

En la SS-1, se sacarificaron SF, FORSU y papel filtro de acuerdo a la metodologia de la
NREL (Selig et al., 2008) como se describe a continuacion. Las reacciones de
sacarificacion se realizaron a 50 °C, 150 rpm por 72 h. La concentracion de los sustratos
fue 2 %SV. Para este fin se utilizaron matraces de 125 mL a un volumen de reaccion de
25 mL con amortiguador citratos 0.05 M (acido citrico monohidratado: 4.388 g/L; citrato de
sodio dihidratado: 8.562 g/L, pH 5.0). La carga del extracto enzimatico y de la celulasa
comercial Celluclast (Sigma-Aldrich, EUA) se realiz6 en una relacion de 60 FPU/g SV de
sustrato.

Para la SS-2, los experimentos se realizaron en tubos de ensaye con 10 mL de
volumen de operacion a 50 °C, 150 rpm por 72 h. Como sustrato se utilizé SF a 2 %SV.
Se evaluaron las relaciones enzima:sustrato de 40, 60, 80, 100 y 120 FPU/g SV, teniendo
como sustrato los SF y como enzima el Extracto Tr. Como control se utilizé celulasa
comercial Celluclast en una relacion de 60 FPU por gramo de SV. Al finalizar la
sacarificacion se tomdé una alicuota de los sacarificados centrifugados y se les registro
actividad de FPx, la cual se consideré como la actividad enzimatica residual.

6.6.4.2. Analisis

Los analisis de celulosa, hemicelulosa y lignina se realizaron de acuerdo a lo reportado en
la seccidn 6.2.4. Los azucares reductores y las determinaciones de actividad enzimatica y
actividad enzimatica residual se efectuaron de acuerdo a la seccidén 6.5.4.4. Se determiné
el porcentaje de recuperacion enzimatica (FPx,r) dividiendo la actividad enzimatica
residual en los sacarificados (FPx,f) sobre la actividad enzimatica inicial (FPx,i):

FPx.r [%] = %f IFPUMLL 44, [29]
FPx,i [FPU/mL]

Los analisis de los productos de sacarificacion medidos como glucosa y xilosa se
realizaron usando un analizador bioquimico YSI 2700 Select (YSI Inc., OH, EUA).
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6.7. Actividad 5. Evaluacion de sistemas: Recursos-Energia-Productos-Desechos
6.7.1. Propdsito

Realizar una evaluacion de sistemas sobre el modelo de biorrefineria H-M-Z-S, bajo un
enfoque de los recursos utilizados, energia generada, productos obtenidos y desechos

producidos.

6.7.2. Disefio experimental
Basado en la metodologia LCA (ISO 14044, 2007), en los programas especializados
SimaPro v7.1.8 (PRé Consultants, Paises Bajos) y EASEWASTE (DTU, Dinamarca), y el
método CML 2001 (Center of Environmental Science of Leiden University, Paises Bajos),
se realizo6 la evaluacion de sistemas Recursos-Energia-Productos-Desechos (ES-
Reprode). El ES-Reprode cumplié los siguientes pasos:
1. Definicion de objetivo y alcance
1.1. Objetivo
1.2. Seleccion de unidad funcional
1.3. Limites del sistema
2. Inventarios del ciclo de vida (LCI)
2.1. Seleccién de datos experimentales de la biorrefineria H-M-Z-S
2.2. Balances de masa
2.3. Balances de energia
3. Evaluacién de impactos de ciclo de vida

4. Analisis de resultados

6.7.3. Definicion de objetivo y alcance

6.7.3.1. Objetivo

El objetivo fue realizar una evaluacion de sistemas para el modelo de biorrefineria H-M-Z-
S, que permita determinar la factibilidad ambiental y energética del proceso, e identificar
areas de oportunidad. La evaluacion se abord6 desde un punto de vista de produccion y
consumo de energia, y generacion o ahorro de gases de efecto invernadero (GEl), a partir
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de tres etapas iterativas: balance de masa, balance de energia y evaluacion de impactos
de ciclo de vida.

6.7.3.2. Unidad funcional

La unidad funcional fue 1 ton de FORSU con 20 % de sélidos totales preparada conforme

a lo descrito en la seccion 6.2.4.1.

6.7.3.3 Limites del sistema
A continuacion se describen los limites para cada seccion del ES-Reprode.

6.7.3.3.1. Recursos
El recurso principal del sistema fue la FORSU al 20 % ST. Al ser la FORSU un residuo de
las actividades humanas, no se consideraron emisiones directas ni indirectas de GEI ni
consumo de energia debido a su generacion. Como se supone que la biorrefineria se
encontrara lo mas cerca del punto de generacion de la FORSU, el transporte se
considerara al minimo (100 m). Se tomaran en cuenta estas emisiones de GEIl, asi como
el acondicionamiento y tratamiento del FORSU.

Como recursos secundarios se consideraron agua (para el acondicionamiento del
FORSU, para absorcion de CO,, para el lavado de los SF, para amortiguadores y para el
medio de cultivo de T. reesei), sales y compuestos (para amortiguadores y medio de

cultivo de T. reesei).

6.7.3.3.2. Energia

Se calculd la generacidn de energia a partir de celdas de combustible para el hidrégeno
producido en la Etapa H (Neictrica = 80 %), y de una planta de ciclo combinado para el
metano producido en la Etapa M (Neigctrica = 55 %, Ncaigrica = 20 %). Los consumos de
electricidad y energia por transporte y operacién de los procesos, se obtuvieron de las
librerias de SimaPro, calculos a partir de los datos experimentales de la biorrefineria H-M-
Z-S, y de los reportes en literatura.
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6.7.3.3.3. Productos
Como productos se consideraron:

* Etapa M: SD como mejorador de suelos en tierras de cultivo.

* Lavado de SF: lixiviados como insumos industriales.

» Etapa Z: solidos re-fermentados (SRF) y biomasa como alimento para ganado,
concentrado enzimatico como insumo para procesos de sacarificacion y los
filtrados como suplemento en medios de cultivo.

* Etapa S: solidos hidrolizados (SH) como suplemento de sustrato para procesos

bioldgicos, sacarificados como sustrato para la obtencion de etanol.

6.7.3.3.4. Desecho

Se consideraron las emisiones directas e indirectas de GEI de origen fosil por abasto
adicional de energia, cuando la energia (calorica y/o eléctrica) proporcionada por las
etapas H y M no fue suficiente para abastecer los requerimientos de la biorrefineria.
Ademas se tomaron en cuenta las emisiones fugitivas de metano y generacion de NOx y

SOx por efecto de los procesos de combustion.

6.7.4. Analisis de inventarios de ciclo de vida

Como parte del analisis de inventarios de ciclo de vida, se seleccionaron los resultados
mas significativos de las actividades experimentales del proceso H-M-Z-S (Tabla 38). Con
base en estos datos se realizaron los correspondientes balances de masa (Tabla 39) y
energia (Tabla 40).

El inventario de emisiones se realizd a partir de los datos de procesos
seleccionados de las librerias del programa SimaPro v7.1.8 (PRé Consultants, 2008),
elegidos de acuerdo a su similitud con los procesos propuestos para el modelo
biorrefineria H-M-Z-S a escala industrial.
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Tabla 38. Condiciones experimentales y resultados seleccionados de la biorrefineria H-M-Z-S

FORSU H — semi-continuo M — semi-continuo
Papel 40 %p/p y RSO 60 Alimentacion: FORSU 20 Alimentacion: SF 18.4 %
%p/p %ST ST
20 %ST T=55°C T=55°C
TRM=21d TRM =28d
| =250 NmL Hy/kg,/d | =2 200 NmL CHy/kg,/d
[H2]=30% [CH4]=65%
Ep = 256 kJ/Kgps Ep = 11 800 kJ/KQps
FS lavados Z - fermentador S - lote
T=60°C Alimentacion: SF 1.5 %SV Alimentacién: SF 8.6° %SV
N =120 rpm N =450 rpm Carga enzimatica: Ext Tr
t=10 min T=30°C N =150 rpm
80 %ST tp=4d T=50°C
FPx: 1611 FPU/L top =48 h

CMCx: 1 067 IU/L
Xilanasas: 3 113 IU/L

Nsn = 74.6 %

Notas: RSO, residuos sélidos organicos;

holocelulosa.

a

valor extrapolado;

° eficiencia de sacarificacion en base

Tabla 39. Descripcion de entradas y salidas del balance de masa

Etapa Entradas Salidas

H FORSU 20 %ST, amortiguador de SF, pérdidas por evaporacion, H,, CO,,
acondicionamiento (fosfatos), solucion de monoetanolamina.
solucion de monoetanolamina.

M SF, solucién de monoetanolamina. SD, pérdidas por evaporacién, CH,4, CO,,

solucion de monoetanolamina.

4 SF, agua de lavado, inéculo, medio  Lixiviados, sdlidos re-fermentados,
Mandels. concentrado enzimatico, filtrados.

S SF, agua de lavado, concentrado Lixiviados, sdlidos hidrolizados,

enzimatico, amortiguador de citratos.

concentrado enzimatico reciclado,

sacarificados.
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Tabla 40. Descripciéon de consumos y produccién de energia

Etapa Consumo Produccién/recuperacion
Recoleccién/ Transporte de FORSU, molienda, mezclado, NA
acondicionamiento bombeo del FORSU al almacenamiento.
H Transporte de FORSU al reactor, intercambiador Conversion del H; a
de calor, calentamiento del reactor, purificaciéon y electricidad en celda de
compresion del hidrogeno. combustible.
Lavado de sélidos Transporte de SF, 2 filtro prensa, 2 mezclador, Recuperacién de calor de

filtro rotatorio, calentamiento del agua de lavado, lixiviados.
transporte de SF| al almacenamiento.

M Transporte de SF al reactor, intercambiador de Combustién del CH,4 en
calor, calentamiento del reactor, compresion y planta de ciclo combinado
purificacién del metano, bombeo de SD para produccion de

electricidad y vapor.
Recuperacion de calor de

SD.
Z Transporte de SF| al reactor, bombeo del NA
indculo, bombeo del medio, calentamiento del
reactor, bombeo a centrifuga, operacion de
centrifuga, bombeo del extracto enzimatico,
ultrafiltracion, bombeo de sdlidos refermentados
S Transporte de SF| al reactor, bombeo de Recuperacién de calor de

extracto enzimatico, bombeo del amortiguador, hidrolizados
intercambiadores de calor, calentamiento del

reactor, bombeo a centrifuga, operacion de

centrifuga, bombeo del hidrolizado,

ultrafiltracion, bombeo de soélidos hidrolizados

Notas: SD, sélidos digeridos; SF, solidos fermentados; SF, sélidos fermentados lavados

6.7.5. Evaluacion de impactos de ciclo de vida
La evaluacion de impactos de ciclo de vida se desarroll6 conforme a los requerimientos
para un estudio corto (ISO 14044, 2007). Debido a que las librerias de este programa
estan realizadas en su mayor parte a partir de datos europeos y por el alcance de este
proyecto, no se contempl6 la recopilacion de tecnologias nacionales, los resultados
obtenidos en esta evaluacion de sistemas son considerados una aproximacion y un punto
de partida para futuros estudios.

La categorizacion de impactos se realizo utilizando el método CML 2001 (PRé
Consultants, 1998). Se evaluaron seis categorias:
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Agotamiento abiotico de recursos (kg Sb-eq.). Se determind la extraccion de
recursos no renovables, como combustibles fosiles y minerales, medidos en
equivalentes de antimonio.

Acidificacion (kg SO-eq.). Determin6 los impactos en suelo, mantos freaticos,
cuerpos acuiferos, organismos, ecosistemas y materiales (edificios). Los
compuestos involucrados son acido nitrico, acido sulfurico, trioxido de azufre, acido
clorhidrico, acido fluorhidrico, acido fosforico, acido sulfhidrico, 6xidos nitrosos y
amoniaco.

Eutroficacion (kg POs-eq.). Relacionado con niveles excesivos de macronutrientes
por emisiones en aire, aguas y suelos.

Calentamiento global (kg CO»-eq.). Basado en el modelo desarrollado por el Panel
Intergubernamental en Cambio Climatico (IPCC). Se selecciond el potencial de
calentamiento global para un horizonte de 100 afos.

Agotamiento de la capa de ozono (kg CFC44-eq.). Se considerd el potencial de
diferentes gases, principalmente hidrocarburos con Br, F y CI (clorofluorocarbonos,
6 CFC), en el agotamiento de la capa de ozono, que tiene como consecuencias
efectos dafinos en la salud humana y animal, asi como dafos a ecosistemas
terrestres y acuaticos.

Oxidacidon fotoquimica (kg CsHs-eq.). Es la capacidad sustancias organicas
volatiles para la formacidén de sustancias reactivas, principalmente ozono, que son
dafiinas para la salud humana, ecosistemas e incluso a cultivos agricolas. Se

consideraron alcoholes, cetonas, aldehidos y varios grupos de hidrocarburos.

6.7.5.1. Escenario de comparacion

Se realizé la comparacién a nivel de impactos ambientales de la biorrefineria contra un

modelo de relleno sanitario utilizando la misma unidad funcional de 1 ton FORSU 20

%ST.

Las consideraciones iniciales del relleno sanitario fueron:

Tecnologia ubicada en Suiza en el afio 2000.

Considerando materiales organicos e inorganicos, la degradabilidad a lo largo de
100 afos es del 18.73 %.
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- Se incluyo sistema de recoleccién de lixiviados, y su respectivo tratamiento en
planta tratadora de aguas residuales con recoleccion de gas.

- Se consideraron emisiones a la atmosfera a corto plazo por la quema del biogas y
por los lixiviados. También se consideraron las cargas del tratamiento de los
lixiviados a corto plazo (0 — 100 afios) en la planta tratadora de aguas (incluyendo
la disposicion de sus lodos en incinerador municipal). Se incluyeron las emisiones a

mantos freaticos a largo plazo debido al rompimiento de la geomembrana.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Actividad 1a. Produccion de hidrégeno en sustrato sélido en régimen semi-
continuo

7.1.1. Caracterizacion del sustrato y arranque

La produccidn de hidrégeno se realizd por digestion anaerobia en sustrato sélido
acidogénico (DASS-A), utilizando FORSU como sustrato. El FORSU es un sustrato con
un alto contenido de material biodegradable (Tabla 41). La celulosa y la hemicelulosa
constituyen aproximadamente el 60 - 70 % del peso en base seca de este material, y el
contenido de solidos volatiles en base seca también es alto, cercano al 90 %.

La FORSU presenta valores adecuados de contenido de nitrégeno y de fosforo
para permitir el crecimiento de los microorganismos. Aunque el contenido de nitrégeno en
las células anaerobias microbianas es del 11 %ps (considerando que la férmula empirica
de estas células es CsH;O3N), el requerimiento de nitrogeno con base en la demanda
quimica de oxigeno (DQO) es de solo 6 kg N/1000 kg O2. A su vez, el requerimiento de
fésforo es unicamente el 14 % del nitrégeno requerido (Speece, 1987). Si consideramos
que la DQO de una célula anaerobia es 200 g O»/mol célula, y el peso molecular de dicha
célula es 129 g/mol, entonces la relacion carbono/nitrogeno (C/N) en un sustrato que
cumpliria el requerimiento minimo de nitrégeno seria de 50 en base celular, o de 67 en

base hexosa (peso molecular de la hexosa 180 g/mol, DQO 192 g Oz/mol).

Tabla 41. Caracterizacion del sustrato

Parametro FORSU

Solidos totales (%) 93.4+0.2
SV (Yobs) 87.5+0.5
pH 6.87 £ 0.2
Celulosa (Y%obs) 412+7.0
Lignina (Yobs) 92+46
Hemicelulosa (%) 21.7+3.6
NKT (Yobs) 0.98 £ 0.1
C/N 50.0+1.5
Fosforo (mg/kgos) 1848 + 203

cenizas (Yops) 11.9+0.3
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De acuerdo al procedimiento de arranque (seccion 6.2.4.2), los biorreactores recién
inoculados fueron alimentados progresivamente con FORSU desde 100 hasta 35 d de
tiempo de residencia masico (TRM). Los biorreactores se mantuvieron bajo estas
condiciones de operacion hasta el momento en que se realizdé el cambio de régimen de
operacion metanogénica a operacién hidrogenogénica. En la Tabla 42 se muestra la

caracterizacion operativa de los biorreactores de arranque.

Tabla 42. Caracterizacion de los biorreactores de arranque

Mesofilico Termofilico
Parametro

Biorreactor A Biorreactor B Biorreactor C Biorreactor D
TRM 2 (d) 32 32 32 32
lcha ° (NmL CHy/kgr/d) 875 + 87 860 + 153 1200 %24 1 300 £ 449
Y%ch4 €n biogas 56.2+5.1 64 + 13.6 58 + 3.3 60.5+2.8
Solidos totales (%) 23.5+4.6 208+ 2.7 214 +3.5 21.7+0.4
SV (Y%opn) 66+1.2 6.0+0.1 80+0.2 79+0.0
pH 8.40 £ 0.02 8.35+0.12 7.50 £ 0.01 7.70 £ 0.02
Alcalinidad

5950 + 306 6 050 + 259 3600 + 636 4 450 + 1567

(mg CaCOs/Kgpn)

Notas: * tiempo de residencia masico, ° productividad de metano.

7.1.2. Operacion de la Etapa H

Se evaluaron los efectos del TRM vy la temperatura de operacion sobre la produccion de
hidrégeno bajo un disefio experimental 22 (seccién 6.2.2). En la Fig. 14 se observa que se
presentaron efectos estadisticamente significativos entre los diferentes niveles de los
factores TRM y temperatura (p < 0.06, Anexo Tabla A1). Los niveles que presentaron la
mayor Iy fueron 21 d TRM y el régimen termofilico.

Las dinamicas de operacion en el régimen mesofilico (Fig. 15) mostraron
oscilaciones en la productividad de hidrégeno. Este comportamiento se pudo deber a
ciclos de acumulacion y consumo de acidos organicos, e incluso al régimen de
alimentacion semi-continua. En el caso de los primeros dias de operacion

hidrogenogénica (< 15 d) estas variaciones se pudieron deber por efecto de aclimatacion
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al TRM. Las variaciones en la productividad de hidrogeno posteriores al arranque del
régimen hidrogenogénico se pudieron asociar principalmente a variaciones en la
produccion de AOVs, las cuales influyeron a su vez en la variabilidad del pH, y a la
produccion de acido lactico. Hacia los dias finales de la operacion (> 60 d), en ambos
TRM se observaron incrementos y decrementos subitos en la productividad de hidrégeno,

que pudieron estar asociados a un desbalance metabdlico.

200 200
a I b

5 150 1 J 5 150 | I
~ 100 I L 100 | I
£ | £ |
£ 50 :‘/f 50 |

0 ‘ ‘ 0 : :

14 21 35 55
TRM (d) Temperatura (°C)

Fig. 14. Efecto del (a) TRM y de la (b) temperatura sobre la productividad de hidrégeno

En el caso de la operacién a régimen termofilico (Fig. 16) también se observaron
variaciones en la productividad de hidrégeno. A 21 d TRM en termofilia (Fig. 16a), la
produccion de hidrogeno fue incrementandose con el tiempo de operacion y presento una
alta variabilidad en los dias finales (20 — 40). A 14 d TRM en termofilia la
hidrogenogénesis se mantuvo con escasa variacion en los primeros dias de operacion,
pero se observo la inhibicion de la produccion de hidrogeno a partir del dia 23 (Fig. 16b).

Debido a las variaciones de productividad exhibidas en todos los
experimentos, se seleccionaron sélo los periodos de operacién pseudo-estable para
obtener los resultados promedio de operacion (Tabla 43). En el caso del régimen
mesofilico se discriminaron los primeros 9 dias de operacién para ambos TRM. Para el
régimen termofilico a 21 d TRM se discriminaron los primeros 9 dias, mientras que a 14 d
TRM el periodo pseudo-estable se considerd del dia 4 al 23. En general, el régimen
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mesofilico tuvo un mayor periodo de operacion pseudo-estable (69 d) que el régimen

termofilico (20-31 d).
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Fig. 15. Dinamicas de produccién de biogas, productividad de hidrégeno y pH en régimen mesofilico
para (a) 21 d TRM y (b) 14 d TRM; ¢ Produccidn de biogas, O productividad de hidréogeno, ¢ pH.
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En el régimen mesofilico, a 14 y 21 d TRM se obtuvieron bajas variaciones en los
valores de la productividad de hidrégeno, asi como en las demas variables de respuesta
(Tabla 43). En contraste, en el régimen termofilico si existieron diferencias importantes en
la productividad de hidrégeno entre ambos TRM, pues a 21 d la Iy2 fue el doble de la
obtenida a 14 d TRM. También el contenido de hidrogeno en el biogas fue el doble a 21 d

TRM, siendo ademas el mayor promedio para todas las operaciones (42 % H>).

Tabla 43. Resultados promedio de la operacion hidrogenogénica mesofilica y termofilica

Tiempo de residencia masico

Parametro Unidades - 21 - - 14 -
Mesofilico Termofilico Mesofilico Termofilico
Dias en operacion d 69 31 69 20
pseudoestable
Hidréogeno en biogas % 27.2 42.2 23.9 20.0
+0.1 +54 +8.3 +4.1
Produccién de NmL/d 198 212 187 286
biogas diaria (Qug) +27 + 69 +10 +4
Productividad de NmL Hy/kg./d 109 202 91 89
hidrégeno (I1) +12 + 69 + 29 + 24
pH promedio - 6.43 6.29 6.27 6.74
+0.02 +0.12 +0.23 +0.15
DQO debida a acidos  mg DQO/kgpn 16 372 7 647 15713 9013
organicos ° + 374 +515 +2 546 +1713
DQO debida a mg DQO/kgpn 1403 371 1324 453
solventes + 157 +18 + 280 + 114
Relacién - 11.7 20.6 11.9 19.9
AOV/solventes
Alcalinidad ° mg CaCOs/kgpn 2063 1070 1634 1638
+ 209 +14.1 + 686 + 371
Relacién - 0.75 0.89 0.75 0.85
acetico/butirico (A/B) +0.18 +0.06 +0.04 +0.01
Lactico mg DQO/kgpn 4972 2924 8443 5390
+ 181 + 987 + 3655 + 669

Notas: “no se incluye en el célculo la DQO debida a acido lactico; ° Total de alcalinidad adicionada en
alimentacion e intervenciones de pH sobre total de masa alimentada. Los resultados corresponden al
promedio de la media de los duplicados en el tiempo de operacion. La desviacion corresponde a la variaciéon
del promedio con los valores de los duplicados.

La mejor productividad promedio de hidrégeno que se logro fue 202 NmL Hy/kg/d a
21 d TRMy 55 °C. La operacion a régimen termofilico ademas de proporcionar una mayor

productividad de hidrogeno, puede presentar otras ventajas como una fermentacion mas
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facilmente establecida y una proteccion a la contaminacion involuntaria por
microorganismos que inhiban o alteren la produccion de hidrégeno (Ueno et al., 2007; O-
Thong et al., 2009). Ademas se ha sugerido que a temperaturas termofilicas, los
microorganismos hidrogenotroficos, que son perjudiciales para el sistema, tienen
crecimiento limitado; mientras que en los microorganismos productores de hidrégeno el
metabolismo de se acelera, pero reducen su formacion de biomasa (Karadag, 2011).

La distribucion de metabolitos para ambos regimenes se muestra en la Fig. 17. Se
observé que el principal metabolito producido fue el acido lactico para todas las
condiciones de operacion.

En el régimen mesofilico se obtuvieron mayores concentraciones de metabolitos,
principalmente AOVs, que en el régimen termofilico. Se observd que estas
concentraciones fueron muy variables durante la operacidon mesofilica, probablemente
reflejo de la mayor pseudo-estabilidad del proceso a esta temperatura.

En el caso del régimen termofilico y con excepcion del acido lactico, la
concentracion de los metabolitos no excedio los 5 000 mg/kgen. El acido lactico presento
unos despuntes en su produccion alrededor de los 40 d de operacion, sin reflejar alguna
relacion con el desempeno de productividad. La produccion de solventes en ambos
regimenes térmicos fue considerablemente baja en comparacién con la produccion de
AOVs. En contraste, otros experimentos de produccion de hidrogeno reportan que otro de
los metabolitos producidos mas abundantes es el etanol, aunque su presencia esta
relacionada con una pérdida de la hidrogenogénesis (Wu et al., 2005; Karadag et al.,
2009).

En trabajos previos utilizando un contenido de ST mayor (35 %ST)a 35°Cy 21d
TRM (Escamilla-Alvarado, 2009), se obtuvo una muy baja productividad promedio de
hidrégeno (i.e. 12 NmL Hy/kg,/d). En dicho caso se observé una fuerte correspondencia
entre altas concentraciones de acido lactico (< 37 000 mg DQO/kgmm) Yy bajas
productividades de hidrogeno (< 70 NmL Hy/kgmm/d). Resultados previos del grupo de
trabajo de trabajo indican que se pueden alcanzar productividades promedio de 580 NmL
Ho/kg/d (Valdez-Vazquez et al., 2005) en fermentacion semi-continua de FORSU (35
%ST) a régimen termofilico. En dicho trabajo no se reportd presencia de acido lactico. Por

otro lado, Mufioz-Paez (2008) report6 altas concentraciones de acido lactico (>100 mg
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DQO/g SV) e inhibicion de la produccion de hidrogeno en diferentes ensayos de
fermentaciones de FORSU en lote con venteo intermitente (FASSH-VI) a pH constantes
5.5, 6.0 y 6.5. En dichos experimentos, se obtuvieron producciones acumuladas de
hidrogeno de hasta 950 ymol Hyx/g SV. Chu et al. (2008) realizaron la operacién continua
de un proceso de dos etapas para la produccién de hidrogeno y metano a partir de
FORSU (11.7 %ST), reportando que la presencia de las bacterias productoras de acido
lactico dependia del pH y la temperatura. En sus experimentos a pH 5.0, las temperaturas
por arriba de 50 °C previnieron la inhibicién de acido lactico. Este reporte es contrario a lo
que sucedi6é para la Etapa H, pues tanto los reactores a temperaturas mesofilicas y

termofilicas y pH promedio 6.2 — 6.7 presentaron acido lactico.
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Fig. 17. Distribucién de metabolitos en Etapa H. a) mesofilia a 14 d TRM, b) mesofilia a 21 d TRM, c)
termofilia a 14 d TRM, d) termofilia a 21 d TRM. Simbolos: H, acetona; VvV, metanol; ¥, etanol; A,
butanol; O, acido acético; [1, acido propidénico; A, acido butirico; @, acido lactico.
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Las causas de las diferentes productividades de hidrogeno que presentaron las
condiciones de operacién ensayadas de la Etapa H siguen sin estar completamente
claras. Escamilla-Alvarado et al. (2012) abundaron sobre la fuerte influencia de la
produccion de acido lactico con la baja produccién de hidrogeno. Esto se observa
parcialmente en nuestro caso, pues para 21 d TRM a régimen termofilico, donde la Iy, fue
dos veces mayor que la obtenida a régimen mesofilico, hubo una mucho menor
concentracion de acido lactico que en régimen mesofilico. Sin embargo, a 14 d TRM
donde no hubo diferencia significativa en la |42 entre ambos regimenes térmicos, el
réegimen termofilico presentd mayor contenido de acido lactico. Se observdé que un
aumento en la concentracion de acido lactico correspondié a menores productividades de
hidrégeno (Tabla 43). De esta forma, el biorreactor termofilico a 21 d TRM que presenté la
mayor Iy también presentd la menor concentracion de acido lactico, mientras que el
biorreactor mesofilico a 14 d TRM con la menor |42 presentd el mayor contenido de acido
lactico. A 14 d TRM la carga organica fue mayor que a 21 d TRM, lo que pudo haber
ocasionado un desbalance en la produccion de AOV vy solventes. De hecho, la
concentracion de acido lactico en estos biorreactores fue muy alta comparada con la
reportada en trabajos utilizando FCS. Wang & Zhao (2009) encontraron que el incremento
de carga organica de alimentacién a sus reactores era congruente con la disminucion de
produccion de hidrogeno y de altos contenidos de acido lactico (2 345 — 4 425 mg/L).

La presencia del acido lactico en los biorreactores hidrogenogénicos sugiere la
presencia de bacterias del acido lactico (tales como Bifidobacterium sp. Enterococcus sp.
y Lactobacillus sp.), que por un lado ocasionan una desviacion lactica por el consumo de
iones H* para lograr la reduccién del piruvato a acido lactico, asi como compiten por el
sustrato que las bacterias hidrogenogénicas ocupan para la hidrogenogénesis. Aunado a
esto, se debe considerar que las bacterias del acido lactico pueden producir
bacteriocinas, como la nisina y la pediocina, que son proteinas con actividad bactericida
dirigida hacia varias bacterias Gram (+), incluidas las del género Clostridium.

Al utilizar residuos organicos como sustrato, especialmente los residuos
agroindustriales, se debe cuidar la relacion C/N y el contenido de fosforo en el sustrato
para evitar una posible limitacion por sustrato. El nitrogeno es necesario para generar

biomasa bacteriana, pero un exceso puede ocasionar la formacion de amoniaco e
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incrementar el pH del medio (Hartmann & Ahring, 2006). En cuanto a los desechos
vegetales, éstos contienen altas relaciones carbono/nitrégeno en el intervalo 60 — 90.
Para el caso de los residuos sélidos municipales la relacion C/N usual es de 76 (Speece,
1987). Sin embargo se ha sugerido que la relacion adecuada para la digestion anaerobia
es de 25 a 35 (Hills & Roberts, 1981). Por esto, para mejorar la digestién anaerobia de los
residuos agricolas puede ser necesario adicionar nitrogeno en forma de amonio o en
forma organica, como excreta, urea, desechos de comida, o incluso utilizando
microorganismos fijadores de nitrogeno (Lin & Lay, 2004; Hafner 2007). En nuestro caso
la relacion C/N para el FORSU fue 50 y el contenido de fosforo fue 1 848 (mg/kgps).
Speece (1987) reporta que los biorreactores que promuevan TRM mas cortos tienen
mayor sintesis celular y por lo tanto mayores requerimientos nutricionales y energéticos.
La evaluacion del efecto de la adicidn de nitrogeno para reducir la relacion C/N sobre la
produccion de hidrogeno se evalud en la siguiente actividad.

Adicionalmente, en la Tabla 44 se muestra la caracterizacion del acopio de los
sélidos fermentados (SF) producidos en la Etapa H, de acuerdo al TRM y temperatura a
los cuales se generaron. Las principales diferencias entre los sdélidos provenientes de los
biorreactores de 21 d TRM comparados con los de 14 d TRM, fueron una mayor
alcalinidad y un menor contenido de metabolitos medidos como DQO, concretamente
menor contenido de DQO debido a acidos organicos y menor concentracion de acido
lactico. Debido a estas diferencias, muy probablemente se presenten distintos
comportamientos en la produccion de metano para los biorreactores de la Etapa M

alimentados con estos SF.
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Tabla 44. Caracterizacion de los solidos fermentados de la Etapa H

Mesofilico Termofilico
Parametro 21d TRM 14 d TRM 21d TRM 14 d TRM
(21-H,M) (14-H,M) (21-H,T) (14-H,T)

Solidos totales (%) 16.9+ 0.6 18.3+0.1 18.9+0.2 19.8+0.9
SV (%on) 10.6 £ 0.3 13.0+0.5 11.9+0.9 14.0+0.5
pH 7.32+0.02  6.61+£0.12 6.91 £ 0.23 6.65 £ 0.15
NKT (%bn) 0.33 % 0.01 0.27 + 0.01 0.30 £ 0.01 0.28 + 0.02
CIN 186+055  27.9+0.98 23.0+0.88 29.0 = 1.10
Alcalinidad 2300150 110097 2400 + 114 1300 + 84
(mg CaCOs/kgpn)
DQO debida a acidos 19999+ 530014675 98624345 13230 + 421
organicos 580
DQO debida a solventes ® 5974 + 253 3354 +187 1646 + 95 5046 + 174
Acido lactico 2 961 + 55 3300 £ 120 2534 + 81 9 004 + 292
>metabolitos 2 26 934 29 855 14 042 27 280

Notas: * mg DQO/Kgpn

7.1.3. Biologia molecular

El analisis de la comunidad microbiana se efectud solo hasta la visualizacién de bandas
por TGGE 6 DGGE. Con estas técnicas se asume que cada banda pertenece a un
microorganismo diferente, pero para poder asegurarlo se necesita hacer secuenciacion de
cada una de éstas y su posterior comparacion en una busqueda BLAST.

En la Fig. 18 se muestran geles de agarosa de la marcha de obtencion de producto
de PCR purificado que amplifica un fragmento de la region conservada del 16S rDNA.
Como molde se ocup6é el DNA gendmico recién extraido de lodos provenientes de
reactores DASS. El producto de la extraccion por lo general puede contener impurezas
como los fosfolipidos (Fig. 18a) que afecten la consecuente PCR. Por esto, se realizé un
procedimiento de limpieza a los extractos de DNA con la técnica de fenol:cloroformo (Fig.
18b). Posterior a la obtencion de un DNA gendmico de aceptable pureza (A260/280 >
1.3), se procedio a realizar la PCR bajo las condiciones descritas en la Tabla 14. Una vez
confirmada la amplificacion de un tamano aproximado de 465 pb (Fig. 18c, carriles 1 — 3),

se purificé este fragmento por corte y extraccion del gel de agarosa. Tras recuperar y
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limpiar el fragmento, este se corrié de nueva cuenta en gel de agarosa para visualizar su

presencia (Fig. 18c, carril 4).
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Fig. 18. Geles de agarosa al 1.3 %. Cada gel muestra en el primer carril un marcador de peso
molecular y el triplicado del ensayo realizado, con excepcién del carril 4 de la figura c. a) DNA
gendémico recién extraido, b) DNA genémico purificado, ¢), comparativo del producto de PCR de 465
pb (carriles 1 — 3) y producto de PCR purificado de 465 pb (carril 4).

En la Fig. 19 se muestran geles de poliacrilamida de la marcha de estandarizacion
de la técnica de TGGE. En la Fig. 19a se corrio un producto de PCR sin purificar. El
resultado es que las muestras mas concentradas presentaron un barrido que se pudo
deber a impurezas en el producto de PCR. Ademas en el gel no se observaron bandas
completamente definidas. En la Fig. 19b se observaron productos de PCR purificados,
donde se observaron al menos dos bandas definidas pero sin la separacion adecuada. La
Fig. 19c es un gel de TGGE perpendicular que tuvo por objetivo determinar el intervalo de
temperatura 6ptimo para mejorar la separacion de las bandas. En este gel, que se cargo
con producto de PCR en un solo carril de todo el ancho del peine recorriendo un intervalo
de temperatura de 30 — 60 °C, se observd que la banda visible se separ6 en dos partes
con una apariencia de ‘S’. Es justamente donde se separdé la banda que se encuentra el

intervalo optimo de separacion para esa muestra o tipo de muestras. El intervalo 6ptimo
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determinado fue 41 — 52 °C, al cual se corrieron mas productos de PCR, mostrados en la
Fig. 19d. En éste gel se observaron las bandas con una separacion adecuada. Se intento
mejorar la definicion de éstas bandas con una variacion de la composicion del gel, donde
se redujo el contenido de poliacrilamida al 6 % y se adicioné formamida al 20%. Los
resultados no fueron los esperados pues, aunque se aprecia una separaciéon de las

bandas, el corrimiento fue bajo y la definicion de las bandas fue pobre.

Fig. 19. Geles de poliacrilamida. A) productos de PCR sin purificar, B) productos de PCR purificados,
C) TGGE para encontrar el intervalo de temperatura 6ptimo, D) productos de PCR purificados a
gradiente de temperatura éptimo, E) productos de PCR purificados en gel con variante de contenido
de poliacrilamida y formamida.

En la Fig. 20 se muestra un gel de poliacrilamida al 8 % con gradiente de
desnaturalizante (DGGE) donde fue visible la migracion de productos de PCR de
eubacterias. En este gel se observo una migracion homogénea de las bandas en la region
media del gel, pero no en la regiéon baja que pudo deberse a un tiempo de corrida
insuficiente o al gradiente desnaturalizante mas cerrad (58 %). Aunque se tratdé de
amplificados de diferentes muestras (excreta de vaca, lodos activados e indculo
metanogénico) y no obstante que la resolucién no fue la mejor, se pudieron observar

algunas bandas comunes a todos los carriles.
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Fig. 20. Gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante 48-58% para amplificados del 16S rDNA
de eubacterias. Carriles: 1, excreta de vaca; 2, lodos activados; 3, inéculo metanogénico de
arranque; 4, control E. coli.

En el gel de la Fig. 21 se cargaron las mismas muestras que en el gel de la Fig. 20,
pero se expandio el gradiente desnaturalizante a 35 — 58 %. Se observo una buena
definicion de las bandas y un patrén diferente entre cada muestra. Nuevamente se
observaron algunas bandas comunes a los carriles con los amplificados de la excreta de
vaca, lodos activados y el in6culo metanogénico de arranque. El carril 1 con amplificado
de excreta de vaca mostré aparentemente la mayor cantidad de bandas tenues en las
zonas alta y baja del gel; mientras que el carril 2 con el amplificado de lodos activados
mostré menos bandas, pero si mas definidas que el carril 1. La muestra que se amplificd
del in6culo metanogénico se tomo al tiempo cero, justo cuando fue constituido por los
lodos activados, la excreta de vaca y la tierra de jardin (Seccion 6.2.4.4.). Extrafiamente
en el carril 3 con el amplificado del in6culo metanogénico de arranque recién formulado (t
= 0) no se presentaron bandas tan definidas como las del carril 2, ni tantas bandas tenues
como en el carril 1. Esto se pudo deber a una “dilucion” del material gendmico presente
en el inéculo metanogénico, ya que al ser biomasa tan compleja en su composicion
microbiana algunas bandas pudieran ser tan tenues que dejan de ser visibles. El hecho
de que algunas bandas no se observen, no significa necesariamente que el
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microorganismo haya desaparecido o sea inexistente; puede indicar solamente una
relativamente baja abundancia en comparacién con los otros microorganismos cuyos

amplificados si hayan sido visibles.

3 4 S
HER

8

Fig. 21. Gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante 35 - 58% para amplificados del 16S
rDNA de eubacterias. Carriles: 1, excreta de vaca; 2, lodos activados; 3, iné6culo metanogénico de
arranque; 4, muestra de reactor metanogénico en operacion; 5, control E. coli.

Valdez-Vazquez (2007) reporté una diferencia notable en la cantidad de bandas
encontradas entre arqueas y bacterias en reactores semi-continuos productores de
hidrogeno alimentados con FORSU. Con los iniciadores para arqueas solo pudo detectar
a Methanoculleus thermophilus, mientras que con los iniciadores de bacterias observo
gran variedad de bandas en los geles de DGGE. Los géneros de bacterias con los que
encontro afiliacion en determinadas bandas fueron Acinetobacter sp., Sphingomonas sp.,

Bacillus sp., y las especies Lactobacillus casei y L. fermentum. Si bien de entre las
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bandas analizadas no encontré ninguna con similitud con el género Clostridium, dentro
del género Bacillus si se conocen especies productoras de hidrégeno.

Mufoz-Paez (2008) analizé la comunidad microbiana en reactores productores de
hidrogeno en lote alimentados con FORSU. Las especies con las que encontro afiliacion
fueron Enterococcus faecalis, Tetragenococcus doogicus, Actinomycetes lignae y
Enterococcus munditti.

El conocer lo mejor posible quienes son los microorganismos integrantes de las
comunidades microbianas de los procesos biotecnoldgicos como la digestion anaerobia,
puede ser importante para lograr su mejora o al menos para alcanzar una comprension
mas profunda de los procesos metabdlicos e interacciones que se llevan a cabo. Sin
embargo, existe la posibilidad de que no todos los microorganismos presentes en esas
comunidades sean de importancia para el proceso en general (Sanz & Kochling, 2007).

La posibilidad de encontrar microorganismos no cultivables con interacciones
significativas en el proceso, evita la implementacion de técnicas como la bioaumentacion,
aunque si se relacionan los cambios en las condiciones de operacion con el perfil de las
comunidades microbianas se podrian lograr mejoras o evitar problemas en la operacion
(Sanz & Kaochling, 2007; Nettmann et al., 2010).

A menudo los analisis de las comunidades microbianas arrojan resultados con una
amplia variedad de microorganismos identificados. Fang et al. (2002) usaron iniciadores
universales en extracciones de ADN gendmico provenientes de reactores productores de
hidrégeno alimentados con glucosa. Encontraron que el 64.6 % de las clonas se afiliaron
a las Clostridiaceae, 18.8 % a las Enterobacteriaceae, y sélo 3.1 % a Streptococcus bovis;
el 13.5 % restante pertenecié a ocho unidades taxondmicas operaciones (OTU, por sus
siglas en inglés) cuyas afiliaciones no fueron identificadas.

En otros casos, en lugar de discernir a todos los microorganismos de la comunidad,
se buscan solo determinadas especies de las cuales se tiene ya conocimiento de sus
efectos. Hung et al. (2008) disefiaron iniciadores especificos para Clostridium con los
cuales fue posible distinguir especies que no eran detectadas usando iniciadores
universales en lodos productores de hidrégeno de reactores alimentados con xilosa. Sin
embargo cuando se usan iniciadores especificos se pueden ignorar otras especies con

relevancia para el proceso.
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También es posible hacer seguimiento no de los microorganismos, sino de enzimas
o compuestos metabdlicos involucrados en el proceso (Sanz & Kochling, 2007). Nettman
et al. (2008) utilizaron iniciadores dirigidos al gen de la metil coenzima M reductasa (mcr)
para identificar especies metanogénicas en un reactor alimentado con excreta liquida de
ganado y ensilado de maiz, encontrando que el 70 % de todas las OTUs de arqueas

pertenecieron al orden los Methanomicrobiales.
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7.2 Actividad 1b. Produccién de hidrégeno en sustrato sélido por lote con adicion
de fuente de nitrégeno

La operacién de los minirreactores FASSH-VI se realizé por hasta 1 320 h. Para efectos
comparativos, en la Fig. 22 se muestra la operacion hasta 250 h para los minirreactores a
regimen mesofilico, y hasta 450 h para los de régimen termofilico. Durante este tiempo
observamos que la produccién acumulada de hidrégeno (Px2) fue mayor en termofilia que
en mesofilia. Lo mismo ocurrié con la productividad inicial de hidrogeno (Ruz2).

El analisis de varianza muestra que la temperatura, la adicion de nitrogeno y la
adicion de sales tuvieron efectos significativos sobre la P2 (p < 0.05, Anexo Tabla A2).
No se observo diferencia significativa en las interacciones de los factores, con excepcion
de la interaccion de la temperatura y la adicidn de sales (p = 0.089). Con respecto a la
Ru2, el unico factor que presento diferencias significativas fue la temperatura (p = 0.0025,
Anexo Tabla A3), aunque si se registraron interacciones significativas entre la
temperatura y la adicion de nitrégeno (p = 0.067) y la interaccion de los tres factores (p =
0.015).

Las mayores P2 se obtuvieron en el régimen termofilico sin adicion de lodos (1983
y 1 785 ymolno/g SV para ensayos 5 y 7 respectivamente). El analisis de efectos muestra
que la P2 (Fig. 23a) y la Ru2 (Fig. 23d) se vieron beneficiadas por el régimen termofilico
(p =0.0004 y p = 0.0025 respectivamente, Anexo Tablas A2 y A3).

No se registro fase de latencia considerable pues a las 14 h de operacion la
mayoria de los minirreactores ya presentaban un contenido de hidrogeno (%H2) superior
al 30%. En reportes de Valdez-Vazquez et al. (2006a, 2006b) se presentaron tiempos de
latencia de hasta 350 h para experimentos donde el inéculo fue tratado con choque
térmico como método selectivo de bacterias hidrogenogénicas. En el mismo estudio, y
utilizando acetileno en una concentracion 1% v/v del espacio gaseoso para inhibir a las
arqueas metanogénicas, se reportaron tiempos de latencia de 180 h. Por esto, Valdez-
Vazquez et al. (2006a, 2006b) propusieron como mejor pretratamiento al acetileno. Con
nuestros resultados el pretratamiento térmico se vuelve a situar como una alternativa
adecuada para la seleccion de microorganismos hidrogenogénicos basados en la
inapreciable fase de latencia.
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Fig. 22. Produccioén de hidrégeno, a) acumulada en mesofilia, b) por ciclo en mesofilia, ¢c) acumulada
en termofilia, d) por ciclo en termofilia. ®, sin adicion de lodos ni sales; V, sélo adiciéon de lodos; H,
so6lo adicion de sales; <, adicion de lodos y sales.

La operacion en régimen mesofilico mostréd produccion exponencial de hidrogeno
hasta las 50 h (Fig. 22a). Una vez que se detuvo la P2 se realizo la técnica de gaseo con
nitrdgeno para sobreponerse a la inhibicion por presidén parcial de hidrégeno e iniciar un
segundo ciclo de produccion (Valdez-Vazquez et al., 2006), sin embargo ésta no surtio
efecto (Fig. 22b). Se ha utilizado esta técnica con otros sustratos (Tabla 46) y se han
obtenido desde 2 (Munoz-Paez, 2008) hasta 5 ciclos de produccion de hidrégeno
(Robledo-Narvaez et al., 2010). En contraste, en termofilia después de la produccion
exponencial de hidrégeno (t = 48 h), se obtuvieron Py, constantemente crecientes (Fig.
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22c) y si se produjo un segundo ciclo de produccion de hidrogeno a las 330 h (Fig. 22d).
La P2 en este segundo ciclo fue en promedio el 10% de la obtenida en el primer ciclo
para la mejor condiciéon (Ensayo 5, TOO). Por su parte, Valdez-Vazquez et al. (2006)
obtuvieron tres ciclos adicionales en su proceso en lote con FORSU al 25 %ST como
sustrato, duplicando asi la produccion de hidrogeno obtenida en su primer ciclo.

Tabla 45. Resultados de FASSH-VI

Ensayos Pu2° acum Pu2” acum Rp2” max PHina  ApH CIN
(codigo) (umol Hy/g SV) (umol Hy/reactor)  (umol Hy/g SV/h)

1 (MOO) 912 + 83 14 311 £ 791 27.6+3.8 5.66 2.50 445+27
2 (MNO) 304 £ 35 5253 + 365 266+24 5.87 2.02 29.3+2.0
3 (MOA) 812+ 179 12742 + 1698 36.0+9.2 6.07 1.34 448 +3.2
4 (MNA) 333174 5752+ 773 149+ 2.0 6.25 1.11 31.4+27
5(TOO) 198317 30931+ 274 68.3+10.4 6.20 1.62 47.2 £5.0
6 (TNO) 1488 + 369 25554 + 6 337 442 + 4.2 6.41 1.32 36.8+6.0
7 (TOA) 1785+ 124 27 840 + 1 948 16.0+2.0 6.39 1.02 53.2 +3.6
8 (TNA) 1238 £ 130 21265 + 656 62.4+59 6.86 0.39 389+29
Control C 0.0+£0.0 0.0+£0.0 NA 5.71 25720
Control F 3.2+0.2 50.4+4.6 NA 5.38 346+22

Notas: ® Produccién acumulada de hidrégeno base solidos volatiles; ° produccién acumulada de hidrégeno
por reactor; © productividad inicial de hidrogeno; M, metanogénico; T, termofilico; N, adicion de nitrégeno; A,
adicion de sales; O sin adicion de nitrégeno/adicion de sales; NA, no aplica.

Tabla 46. Resultados de hidrogenogénesis en lote en otros trabajos del grupo

Condiciones de Py2 acumulada Ry2 maxima C/N pPHinicial pHfinal Ref
operacion (Mmol /g SV) (umol Hy/g SV/h)

FORSU 25% TS,55 1363 2.69 18.3 9.0° NR 1
°C (4 ciclos)

FORSU 24.5 % TS, 1346 7.19 18.3 7.342 NR 2
55°C

FORSU245% TS, 186 1.55 - 6.3° NR 3
35 °C (2 ciclos)

FORSA 18.0 %TS, 3220 NR 19.0 6.65" NR 4
35 °C (5 ciclos)

FORSU 20.9% TS 1983 68.3 55.3 7.82° 6.20 5

Notas:  pH inicial, ° pH ajustado; NR, no reportado.

Referencias: 1, Valdez-Vazquez et al. (2006); 2, Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo (2009); 3, Mufioz-Paez et
al. (2011); 4, Robledo-Narvaez et al. (2010); 5, este trabajo.
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Los controles utilizados en esta actividad, no presentaron produccion significativa
de hidrogeno.

El pHrina €n los ensayos mesofilicos se ubico en el intervalo 5.5 — 6.3 (Tabla 45). El
Ensayo 1 (MOO) presentd los mayores Puy y Ruz, y también presentd el pHrnat mas bajo
de todos los ensayos mesofilicos. Para cada régimen térmico, el pHsna mas bajo fue afin
a una mayor Pa.

El objetivo de la adicion de lodos fue contribuir con nitrégeno para ajustar la
relacion C/N a 30 y asi favorecer el proceso fermentativo. Aparentemente la adicion de los
lodos activados tuvo un efecto significativamente negativo (p = 0.0008, Anexo Tabla A2)
en la productividad acumulada de hidrogeno para ambos regimenes térmicos. En
contraste, Zhu et al. (2008) atribuyeron una mejora de ca. 2 veces en la produccion de
hidrégeno debido a la combinacion que realizaron de residuos de comida con lodos
primarios y lodos activados. Ellos atribuyeron este efecto a una mejor relacion C/N, mas
que a una conversion de la fraccion proteica a hidrogeno, esto por que los carbohidratos
son considerados un mejor sustrato para la produccion de hidrégeno que las proteinas y
las grasas (Mata-Alvarez et al., 2000).

Al comparar fuentes de nitrogeno inorganico, como NH4sNO3; o NaNOs;, contra las
fuentes de nitrdgeno organico, como el extracto de levadura o peptona, Pan et al. (2008)
reportaron que las fuentes de nitrégeno organico son mas benéficas para la produccion
de hidrégeno con Clostridium beijerenckii FanP3, con excepcion de la urea. Lo atribuyen a
que las fuentes de nitrégeno organico no sélo proporcionan nitrégeno, sino que ademas
suministran factores de crecimiento, a-amino acidos y sales, los cuales pueden ser
benéficos para los microorganismos y para la generacién del hidrogeno. Hallenbeck
(2005), también concuerda que la produccidn de hidrogeno se ve afectada por la relacion
C/N, aunque situan la mayor produccion de hidrégeno a valores moderados de C/N igual
a 47. Se debe considerar que la fuente de nitrdgeno en exceso, inorganico u organico,
puede ser perjudicial para la produccion de hidrégeno (Pan et al., 2008).

La adicion de lodos sélo tuvo un efecto negativo para la Py2 (Fig. 23b), mientras
que no hubo diferencia significativa para la Ru2 (p = 0.8, Anexo Tabla A3; Fig. 23e). La
adicién de sales tuvo un efecto negativo ligeramente significativo (p = 0.1, Anexo Tabla

A3) para ambas variables (Fig. 23c y f).
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Fig. 23. Efectos sobre la produccion acumulada de hidrégeno Py, de (a) temperatura, (b) adicion de
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Se han propuesto tres explicaciones para los resultados negativos de la adicion de
lodos sobre la Pu2: (i) alcalinizacion del pH por arriba del éptimo para la fermentacion
oscura debido a la liberacion de cationes amonio, (ii) efecto toxico de los iones amonio
producidos sobre los microorganismos hidrogenogeénicos, y (iii) contaminacion del cultivo
por microorganismos hidrogenotroficos presentes en los lodos.

La adicion de nitrogeno en exceso puede favorecer la produccion del iobn amonio en
la fermentacidn de aminoacidos (Ec. 30). Cuando el nitrégeno es liberado de la materia
organica, éste se convierte en amonio, que es soluble en agua. A continuacion se
muestra el balance estequiométrico de la hidrdlisis del aminoacido glutamato, generando

acetato, ibn amonio, dioxido de carbono e hidrogeno (Lay et al., 2010).

H2NC(C3H502)COO" + 2H,0 - 2CH3COO™ + NH4" + CO2 + %4 Hy [30]

Sin embargo, el ibn amonio tiene la capacidad de subir el pH del medio por su
caracter basico, lo que puede ser negativo para los bioprocesos que sean muy sensibles
a los cambios de pH. En nuestro caso, los minirreactores adicionados con lodos (ensayos
2, 4,6y 8) tuvieron un pH superior y una ApH menor a la de los minirreactores sin adicion
(ensayos 1y 5). De hecho los reactores con adicion de lodos y adicion de sales tuvieron
el pH mas elevado para cada régimen térmico (ensayos 4 y 8). En los lodos activados
adicionados pudieron estar presentes algunas bacterias que realizaran reacciones
similares a las de la Ec. 30.

El ibn amonio y el amoniaco son toxicos para cultivos metanogénicos (Poggi-
Varaldo et al., 1997) y en fermentaciones hidrogenogénicas no se ha observado efecto
favorable por su adicion (Salerno et al., 2006).

Con respecto a la tercera explicacion sobre el fracaso de la adicion de lodos, a las
72 h de operacion se observo una reduccion en la Py, (hidrogenotrofia) en los ensayos 2
y 4 (MNO y MNA), muy probablemente debido a la presencia de bacterias
hidrogenotroficas y de arqueas metanogénicas hidrogenotroficas en los lodos. Dicha
hidrogenotrofia fue acompafada con la aparicion de metano en el biogas en
concentraciones de hasta el 9 %v/v a las 144 h. Para contrarrestar este efecto y
esperando que la produccion de hidrogeno mejorara, los ensayos 2 y 4 (MNO y MNA)
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fueron sometidos a un nuevo choque térmico por 1 h a 93 °C. A partir de esto la
produccion de hidrogeno no mejoro pero se anulé la produccion de metano. Es de hacer
notar que la produccion de metano a pH tan bajo no es de esperarse, pues a la par de la
inhibicion por choque térmico se espera una inhibicion por pH bajo. Taconi et al. (2008)
trabajaron con digestores anaerobios alimentados con acido acético y reportaron
metanogénesis aclimatada a pH bajos. Ellos obtuvieron ciclos de produccién de metano
mientras el pH oscilaba entre 4.0 y 5.3 después de 173 d de operacién. Mencionan que la
inhibicion por pH estuvo relacionada a altas concentraciones de acidos organicos no
disociados, especialmente propidnico. Los autores imputaron que la metanogénesis a
esos pH se debid a la simplicidad de su alimentacién, constituida solamente por acido
acético como sustrato. Sin embargo, no descartan la posibilidad de existencia de
microambientes a pH neutro (de Beer et al., 1992) ya que la agitacion de su reactor fue
baja y esporadica (100 rpm sélo durante alimentacion).

En nuestro caso, la aparicion de la metanogénesis a las 144 h pudo deberse a la
existencia de nichos aislados con pH mas alto debido a zonas del sustrato solido con
mezclado deficiente. Los minirreactores termofilicos no presentaron este comportamiento,
salvo por una réplica del ensayo 8 (TNA) a las 216 h. A las 264 h este reactor se sometio
a choque térmico y la produccién de hidrogeno volvio a sus valores anteriores a la
aparicion de metano. De alguna forma, la alta temperatura en los reactores termofilicos
pudo servir como barrera para impedir la proliferacion de bacterias hidrogenotroficas.

La adicién de sales tampoco favoreci6 la Py, aunque fue menos perjudicial para la
produccion de hidrogeno que la adicion de lodos. La Ry fue mayor en régimen termofilico
y en los reactores sin adicion de sales (Fig. 23; p = 0.0025 y p = 0.1047 respectivamente,
Anexo Tabla A3). Reportes previos de nuestro grupo de trabajo sefialan que una adicion
de 0.11 g CaCOseq/gws en FSS semi-continua de FORSU a 20.9 %ST, tuvo una influencia
positiva sobre una mayor productividad de hidrogeno (Valdez-Vazquez et al., 2009). La
adicién de alcalinidad en nuestro estudio fue de 0.06 g CaCOseq/gps para atenuar en
cierta medida las posibles variaciones de pH. Adicionalmente a esta alcalinidad, existe
una contribucion al nitrégeno amoniacal producto del metabolismo microbiano, que
probablemente contribuyo a la alcalinidad total de los reactores. Por un lado, las menores

Px2 en los minirreactores adicionados con alcalinidad se pudieron deber a un incremento
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en la presion osmatica. Por otro lado, la amortiguacion del pH a valores alejados del pH
optimo también pudo haber contribuido al menor desempefio. Los pH iniciales para los
regimenes mesofilicos y termofilicos se encontraron en el rango 7.36 — 8.16y 7.25 — 7.82,
respectivamente (datos no mostrados). La biomasa se acidifico naturalmente a valores
mas bajos de pH por efecto de la fermentacion libre de la que fue objeto. Los
minirreactores adicionados con las sales de fosfato tuvieron una menor variacion de pH
(ApH), segun lo esperado, que aquellos sin adicion sales (Tabla 45). Justamente, en los
reactores con mayor ApH el pH final pudo haberse encontrado mas cercano del 6ptimo,
mismo que pudo haber sido diferente para cada régimen térmico.

Entre las 30 y 50 h de operacion los minirreactores cambiaron el ritmo de
produccion exponencial a produccion constante (Fig. 22). Tomando como base la
produccion acumulada del minirreactor del ensayo 5 (TOO) a las 50 h, se pudo observar
que al doble de tiempo (100 h) la produccién acumulada habia aumentado en 5 %, a las
150 h en 16 %, a las 400 h en 37 %, y a las 1000 h en 63 %. Esto introduce dudas sobre
la factibilidad energética de mantener un proceso en lote por mas de 50 h. Al respecto,
Maintinguer et al. (2008) sugieren tiempos energéticamente rentables de 2 — 24 h para la

produccion de hidrégeno a partir de sacarosa utilizando cultivos mixtos.
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7.2.1. Experimentos complementarios

Estos experimentos complementarios consistieron en adicionar lodos activados
pretratados térmicamente a los minirreactores FASSH-VI (Tabla 47, Fig. 24). La operacion
se realizdé por 500 — 600 h, periodo durante el cual no se observd fase de latencia
apreciable en ningun ensayo.

Debido a que el disefio experimental no fue simétrico, los resultados de P2 ¥y Ruz
se evaluaron en dos partes bajo un factorial 22. En la primera evaluacion se analizaron los
efectos de la temperatura y la adicion de nitrogeno (Tabla 47, ensayos 9, 10, 12y 13). En
la segunda evaluacion se analizaron los efectos de adicion de sales a los ensayos con
nitrogeno para cada régimen térmico (Tabla 47, ensayos 10, 11, 13 y 14). La primera
evaluacion demostré que la temperatura fue significativa sobre la Py y la Rz (p = 0.0841
y p = 0.0269 respectivamente, Anexo Tablas A4 y A5). La adicion de nitrdgeno no mostro
diferencias significativas para ninguna variable de respuesta. En la segunda evaluacion
ambos factores tuvieron significancia sobre los resultados (p < 0.1, Anexo Tablas A6 y
AT7).

Tabla 47. Resultados de FASSH-VI complementario

Ensayos Py, acum Pu2” acum Ri2° max pHia  ApH CIN
(codigo)  (umolH,/g SV)  (ymolHy/reactor)  (umol H,/g SV/h)

9 (MOO) 1503+118 14 397 £ 800 56.2+1.9 5.72 1.21 31121
10 (MNO) 1427 +30 14777 £102 64.1+1.8 5.79 156 28.3+34
11 (MNA) 1 381 £+ 205 14 306 £ 1 500 53.3+114 6.2 0.78 271 +1.1
12 (TOO) 1695+80 14 482 £ 750 21.7+61 6.33 0.87 381+28
13 (TNO) 1709+65 17 799 £ 544 63.7 £ 23.2 6.35 0.67 30.5x1.0
14 (TNA) 1435+20 14 944 £ 100 64.0+1.0 6.36 0.69 304+05

Notas: ® Produccién acumulada de hidrégeno base solidos volatiles; ° produccién acumulada de hidrégeno
por reactor; © productividad inicial de hidrogeno; M, metanogénico; T, termofilico; N, adicion de nitrégeno; A,
adicién de sales; O sin adicion de nitrégeno/adicion de sales.

El analisis de efectos demostr6 que para la Pu2 el régimen termofilico fue
significativamente superior al mesofilico, y que la adicion de sales fue significativamente
perjudicial (Anexo Fig. A1 y A2). En el caso de la Ru2, ésta se vio significativamente
favorecida por el régimen mesofilico y afectada por la adicion de sales.
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Fig. 24. Produccion de hidrégeno, a) acumulada en mesofilia, b) por ciclo en mesofilia, c) acumulada
en termofilia, d) por ciclo en termofilia. ®, sin adicion de lodos ni sales; V, s6lo adicién de lodos; [1,
adicion de lodos y sales

Para el régimen mesofilico, el Ensayo 9 (MOO) sin adicion de lodos ni alcalinidad
dio la Py, mas alta, aunque entre los tres ensayos no hubo diferencia significativa (p =
0.951). En contraste con los ensayos que utilizaron lodos activados sin choque térmico
como pretratamiento (Actividad 7.2, Fig. 22), no se observdo consumo del hidrégeno
acumulado y se obtuvieron al menos dos ciclos de produccion observable de hidrégeno
(Fig. 24). Ademas la produccion de hidrogeno mejoré considerablemente con respecto a
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los ensayos anteriores, pues se obtuvieron incrementos de la Py, hasta 4.7 veces
superiores. Con esto se refuerza la idea de que en los ensayos con lodos sin pretratar
ocurrié consumo de hidrégeno por parte de microorganismos mesofilicos presentes en los
lodos activados.

En el caso del régimen termofilico, la Pn2 del Ensayo 13 (TNO) con lodos
pretratados fue ligeramente superior que la del Ensayo 14 sin adicion de lodos, aunque
sin diferencia significativa (p = 0.262). En este régimen se lograron 4 ciclos de produccion
de hidrogeno hasta las 600 h de operacion (Fig. 24d). Durante el primer ciclo la Py2 mas
alta correspondié al Ensayo 13 (TNO) con adicion de lodos, sin embargo en los ciclos
posteriores el Ensayo 12 (TOO) sin adicion de lodos presento las mas altas Py, logrando
casi alcanzar la del Ensayo 13 (TNO) a las 600 h. En experimentos de produccion
termofilica de hidrogeno en lote utilizando glucosa como sustrato (9 g/L) y variando la
fuente de nitrogeno, Karadag (2011) reporté que la adiciébn de peptona o amonio no
mejoraba la produccion de hidrogeno, e incluso la adicion de estos compuestos reducian
la concentracion de acido butirico e incrementaban la de acido lactico. Aparentemente el
contenido de nitrégeno del in6culo junto con el del sustrato, fue suficiente para suplir los
requerimientos para el crecimiento microbiano.

Aunque no se pudo obtener una Py, similar a la de los ensayos de la Actividad 7.1
(1 983 umol Ha/g SV), si se observé coincidencia en que los ensayos con adicion de lodos
y sales dieron la menor Py,. También existié coincidencia en que para los ensayos con
adiciéon de alcalinidad la ApH fue la mas baja, por lo que se corrobora el efecto
amortiguador de las sales de fosfato, que resulto perjudicial para la hidrogenogénesis.

La fase exponencial para esta ronda de ensayos se registro hasta las 18 h en
ambos regimenes, mientras que la fase estacionaria empezé a las 55 y 126.5 h para
mesofilia y termofilia, respectivamente.

En la Tabla 48 se muestra el perfil de metabolitos organicos para los ensayos de
esta actividad. El acido acético fue el metabolito mas abundante seguido del acido
butirico. El contenido de solventes fue bajo, lo que en general concuerda con una buena

hidrogenogénesis.
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Tabla 48. Perfil de metabolitos organicos

Ensayos Compuestos volatiles (mg DQO/kgpn) Relacion
(c6digo)  acetona metanol etanol butanol Zsolv  A.acético A.prop A.butiico ZAOV  A. lactico A/B®

9 (MOO) 17 34 47 99 198 2550 1072 1942 5564 ND 1.31
10 (MNO) 19 0 79 110 208 3404 1842 2646 7893 ND 1.29

11 (MNA) 16 0 6 153 175 4386 1910 3210 9506 ND 1.37
12 (TOO) 9 33 217 271 529 2860 895 2557 6311 ND 1.12
13 (TNO) 17 28 102 306 452 3880 1348 4068 9297 ND 0.95
14 (TNA) 9 0 73 453 535 3986 1262 3832 9080 ND 1.04

Notas: ND, no determinado; ® Relacién de acido acético sobre acido butirico acumulados en base mg
DQO/kgbh
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7.3 Actividad 2. Produccion de metano a partir de sélidos fermentados

7.3.1 Arranque de digestores

Para la puesta en marcha de la Etapa M se realiz6 el arranque de digestores anaerobios
en sustrato solido metanogénicos (DASS-M) a régimen mesofilico y termofilico (35 y 55
°C, respectivamente). Los biorreactores metanogénicos se arrancaron de acuerdo al
procedimiento descrito en materiales y métodos (seccion 6.2.4.2.). Se operaron durante
59 dias bajo el régimen de alimentacion con FORSU a TRM decreciente, desde 100 d
hasta 28 d TRM. Cuando se alcanzaron los 28 d TRM, los biorreactores se operaron
durante 20 dias (dias 67 al 87) y su caracterizacion se muestra en la Tabla 49. A partir del
dia 87 se cambi6 la FORSU como alimentacion por SF de la Etapa H de acuerdo a los
establecido en la Metodologia (Tabla 25 y Fig. 12), con el fin de evaluar el potencial de los
SF para la produccion de metano a 35y 55 °C a 28 d TRM. La composicién de los SF se

mostrd en la Tabla 44 (seccion 7.1.2).

Tabla 49. Caracterizacion de arranque de biorreactores metanogénicos

Pars Mesofilico Termofilico

arametro Biorreactor 5 Biorreactor 6 Biorreactor 7 Biorreactor 8
TRM ?(d) 28 28 28 28
loha ° (NmL CHy4/kg,/d) 935 + 87 812 £ 153 104024 1 006 £ 449
Y%ch4 €N biogas 59.7 £ 5.1 54.6 £ 13.6 72.7+3.3 735128
nSV ° (%rem) 69.7 £ 6.7 67.8+0.8 725+1.2 72.8+0.0
ST (%) 16.1 4.6 177227 144 +35 122+04
SV (Y%opn) 55+£1.2 58+0.1 50£0.2 49+0.0
pH 8.11£0.02 8.08 £0.12 8.20 £ 0.01 8.21£0.02
DQO debida a acidos g o5 4 435 6271+388  8139+501 14312+ 732
organicos
DQO deblga a 0 0 0 0
solventes
Alcalinidad

* * * +1 567
(Mg CaCOykga) 10417+306  10550+259  8350+636 9058+ 156

Notas: ° tiempo de residencia masico, ° productividad de metano, ° eficiencia de remocién de sélidos
volatiles, “ mg DQO/Kgyn.
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7.3.2 Operacion de Etapa M con sdlidos fermentados de la Etapa H como sustrato

Los biorreactores metanogénicos correspondientes a la Etapa M se operaron por ca. 50
dias bajo alimentacion de SF. En la Tabla 50 se muestran los resultados promedio
globales para las condiciones ensayadas por duplicado. El contenido de metano fue 63 —
69 %. La mejor operacion metanogénica en términos de productividad (2 023 NmL
CHu/kg,/d) correspondio a la realizada a 55 °C con alimentacion de solidos fermentados
provenientes de la Etapa H a 14 d TRM (14-H). Para el régimen mesofilico, también la
alimentacion con solidos fermentados provenientes de la Etapa H a 14 d TRM (14-H) dio
mejores resultados de productividad de metano que con los solidos fermentados de 21 d
TRM (21-H). Este comportamiento se pudo deber a la carga de metabolitos presente en
las distintas alimentaciones (14-H, 21-H) que variaron entre 14 000 y 29 000 mg
DQO/kgph. Los SF de 14 d TRM tuvieron una mayor carga organica que los SF de 21 d
TRM en cada régimen térmico (Tabla 44). Por lo tanto era de esperarse que la biomasa
con alto contenido de metabolitos fuera mas facilmente convertida a metano. Los SF de
menor TRM tuvieron mayor contenido de metabolitos debido a que en condiciones
acidogénicas (Etapa H) una mayor carga organica produce una mayor cantidad de
metabolitos (Bertin et al., 2010).

Se debe cuidar de no proveer metabolitos en exceso en la alimentacion para evitar
posibles efectos negativos para la metanogénesis, como caidas de pH por acumulacion
de AQOV (James et al., 1998; Lee et al., 2010; Escamilla-Alvarado et al., 2012). Por otro
lado, se debe tomar en cuenta que la microbiologia de cada régimen térmico pudiera ser
determinante en la metanogénesis, ya que aunque los SF provenientes de biorreactores
mesofilicos tuvieron mayores cargas organicas que los termofilicos, los mesofilicos no
presentaron mayores productividades de metano.

La alcalinidad alcanzada en los biorreactores fue adecuada, pues se considera que
una alcalinidad por encima de 2 500 mg/L es necesaria para mantener un proceso
metanogénico estable (Fannin, 1987). Ademas, a pH 6 — 8 el sistema CO, — bicarbonato
es el principal sistema quimico controlando la alcalinidad. A estas condiciones la
alcalinidad del bicarbonato es el principal componente de la alcalinidad total (Fannin,
1987).

Las dinamicas de operacion en funcion del Qug, IcHs Yy pH para cada condicion de
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operacion se muestran en la Fig. 25. En esta figura se observa que todos los
biorreactores presentaron en los primeros 15 dias una productividad de metano con
tendencia decreciente, que se pudo deber a un periodo de aclimatacién al sustrato.
Posteriormente las dinamicas se estabilizaron sin variaciones notables para los reactores
mesofilicos (Fig. 25a y 25b) y con variaciones ligeramente mas evidentes para los
termofilicos (Fig. 25c y 25d). Esto fue congruente con una razén alpha menor para los
biorreactores mesofilicos (Tabla 50), pues este parametro esta estrechamente
relacionado con la estabilidad de los sistemas metanogénicos. Con motivo de hacer una
comparaciéon mas sencilla, en la Fig. 26 se incluyen las dinamicas de operacion en
funcion del Icns para réegimen mesofilico y termofilico, para la alimentacion 21-H (Fig. 26a)
y 14-H (Fig. 26b).

Tabla 50. Resultados promedio de la Etapa M

Parametro Unidades 35°C 55 °C
21-H 14-H 21-H 14-H
Dias en operacion d 50 50 50 50
Metano en biogas % 64.9 63.2 69.2 68.9
+3.7 +34 +94 7.7
Produccion de biogas diaria  NmL/d 1093 1205 1190 1445
(Qog) +78 +13 + 52 + 21
Productividad de metano NmL CHy4/kg,/d 1423 1565 1688 2023
(Icha) +17 + 26 +30 +34
Rendimiento de metano NmL CH4/g SViem 700 654 755 694
(Y’cHa) +7 +20 +32 +10
pH promedio (-) 7.88 7.86 8.16 8.11
+0.14 +0.14 +0.21 +0.20
ST % 15.2 15.5 13.1 11.7
+1.9 +24 +1.2 +0.7
SV % 5.0 5.21 493 4.83
+0.6 *+0.53 +0.1 +0.1
Alcalinidad mg CaCOs/kgpn 10 367 10 183 11 396 10 875
+ 660 + 684 + 265 + 825
Alpha (-) 0.22 0.23 0.40 0.44
+0.03 +0.04 +0.18 +0.16
Eficiencia de remocion de %SV em 52.7 60.0 58.6 65.5
SV +57 +4.0 +1.0 +0.6

Notas. Los resultados corresponden al promedio de la media de los duplicados en el tiempo de operacion.
La desviacién corresponde a la variacion del promedio con los valores de los duplicados.
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Fig. 25. Dinamicas de operacion promedio para duplicados de la Etapa M. Condiciones: a) mesofilico alimentado con sélidos fermentados
de 21 d TRM, b) mesofilico alimentado con sélidos fermentados de 14 d TRM, c) termofilico alimentado con sélidos fermentados de 21 d
TRM, d) termofilico alimentado con sélidos fermentados de 14 d TRM; (*) Qu4: produccién de biogas; (O), Icus: productividad de metano;

(0) pH.
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Fig. 26. Dinamicas de operacién de la Etapa M comparando la operacion mesofilica (claras) con la
termofilica (negras) con alimentacion proveniente de sélidos fermentados de a) 21-H y b) 14-H.

Se realizaron ANDEVAs para determinar la significancia del régimen térmico y del
origen de la alimentacion sobre las variables de respuesta Qug, IcHs, Ycra ¥ Y'cHa (Tabla
51, Anexos A8 — A11). Se observod que el origen de la alimentacidn y el régimen térmico
tuvieron influencia significativa en la mayoria de las variables (p < 0.1). Para Y'cus la
temperatura fue el unico factor con influencia significativa. Las interacciones entre

factores solo tuvieron influencia para Ichs y 1a Qug.

Tabla 51. Seleccion de variables de respuesta de la Etapa M para evaluar el disefio experimental 2?

Temperatura Alimentacion® lcha® Ycha® Ycma® Qpg”
(°C) (d) (NmL CHy/kgr/d)  (NmL CH4/g SV) (NmL CH4/g SViem)  (NmL/d)
35 21-H 1427 366 700 1098
35 21-H 1419 356 701 1089
55 21-H 1731 386 782 1220
55 21-H 1646 359 728 1160
35 14-H 1558 336 679 1228
35 14-H 1492 308 629 1182
55 14-H 2045 395 702 1455
55 14-H 2002 385 685 1434

Notas: ° Sélidos fermentados de la Etapa H; ° productividad de metano; ° rendimiento de metano; °

produccion de biogas

Con respecto a la Qug, los SF 14-H lograron un incremento del 16% de produccion
de biogas sobre los SF 21-H (Fig. 27a) y el régimen termofilico logré incrementar un 14%
la Qpg comparado con el régimen mesofilico (Fig. 27b).
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El analisis de la Icns Nos mostré que los SF 14-H mostraron un incremento del 14%
sobre los SF 21-H (Fig. 27c) y el régimen termofilico logré incrementar un 26% la lcna
comparado con el régimen mesofilico (Fig. 27d). El Y'chsa sOlo se vio ligeramente
incrementado en un 11% por el efecto de la temperatura (Fig. 27f). Con base en el
sustrato removido, la alimentacion 21-H fue mas eficientemente convertida a metano, y de
ambos regimenes, el termofilico fue el mas eficiente (Fig. 27g y 27h, respectivamente).

De acuerdo a los mostrado en la Tabla 50, en los biorreactores metanogénicos
hubo remociones de SV del (50 — 60 %), lo que es sefial de una eficiente degradacion
anaerobia del sustrato. Esto también indica que aun existe sustrato remanente que podria
ser utilizado por otras tecnologias para obtener subproductos y productos derivados como
las enzimas.

Si se toma en cuenta la productividad de metano, resulta evidente que el mejor
sustrato fueron los SF 14-H muy posiblemente debido al mayor contenido de acidos
organicos. En contraste, los SF 21-H provinieron de los digestores de la Etapa H que
dieron los mejores resultados de produccion de hidrogeno (ver seccion 7.1.2). Esto resulta
paraddjico, pues para poder obtener una mayor productividad de metano aparenta ser
necesario reducir la productividad de hidrogeno. Cuetos et al. (2007) realizaron una
fermentacion hidrogenogénica alimentada con residuos organicos y sangre de pollerias, y
los resultados obtenidos los introdujeron a un modelo matematico para calcular la
produccion de metano a partir de los contenidos de acidos organicos presentes en las
purgas de la fermentacidn. Reportaron que para tener las condiciones Optimas de
produccion de metano era necesario maximizar los metabolitos intermediarios (i.e. AOV
como acidos aceético, propionico, butirico, caproico) producidos durante la etapa de
acidogénesis y produccion de hidrégeno. Sin embargo y como se discutio con
anterioridad, una alta produccion de AOV puede incluso llevar a la completa inhibicion de
la produccion de hidrogeno (Han & Shin, 2004). Para Cuetos et al. (2007) las mejores
condiciones de produccion de metano conllevaron a una reduccion en la produccion de
hidrogeno en alrededor de una cuarta parte de la producida en condiciones Optimas
hidrogenogénicas. Por otro lado, también se debe considerar que un exceso en el
contenido de los AOV puede afectar la metanogénesis (Poggi-Varaldo & Oleszkiewicz,
1992).
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Aunque la eleccion de un régimen térmico definitivo no ha alcanzado un consenso
en la comunidad cientifica, la mayor productividad del régimen termofilico en la Etapa M
esta en acuerdo con lo reportado por otros investigadores (Poggi-Varaldo & Oleszkiewicz,
1992; De Baere, 2000; Hartmann & Ahring, 2006; Ueno et al., 2007). En contraste, al
menos el 60 % de las plantas de digestion anaerobia son mesofilicas (De Baere, 2000;
Mata-Alvarez et al., 2000). Se considera que los procesos de digestion anaerobia con
temperaturas mas altas incrementan las velocidades de conversion pero también
disminuyen la estabilidad del proceso (Fannin, 1987). A mayor temperatura el amoniaco
se presenta en forma libre en una mayor proporcion que a temperaturas moderadas,
siendo por consiguiente mas téxico a menores concentraciones (Ahring, 1995).
Guardando las debidas precauciones, los procesos termofilicos pueden ser tan estables
como los mesofilicos (Hartmann & Ahring, 2006). Por ejemplo, una estrategia para reducir
el efecto inhibitorio del amoniaco es la adicion de bentonita en aceite a los reactores
(Ahring, 1995). Otras ventajas del uso de condiciones termofilicas son el incremento de la
eficiencia de destruccidon de los compuestos organicos, mejores caracteristicas de
‘desague’ y la destruccion de organismos patdégenos (Ahring, 1995; Hartmann & Ahring,
2006). De hecho, a menudo el destino final de los lodos anaerobios es como fertilizador
de suelos.

Los rendimientos maximos de metano reportados en la literatura pueden alcanzar
ca. 500 mL CH4/gSVadicionado (Xing et al., 2008). EI maximo tedrico a partir de un mol de
hexosa es 373 mL CH4/gSV. Valores por arriba de este maximo se pueden deber a
variaciones en la composicion del sustrato, como un mayor contenido de lipidos u otros
compuestos menos oxidados, como alcoholes (metanol, propanol, butanol) y AOVs de
cadena larga (Ahring, 1995). En este sentido los SF provenientes de la Etapa H tuvieron
un alto contenido de dichos compuestos. Ademas, la comparacién de sustratos como los
desechos de jardineria o papel de baja calidad, contra los residuos de comida, indica que
los residuos de comida dan los mayores rendimientos de biogas (Hartmann & Ahring,
2006). Conjuntamente, la adicion de papel a los residuos organicos beneficia la
produccion de biogas y reduce la concentracion de amoniaco.

Como se mostrara mas adelante, los SD producidos en esta etapa no encontraron

un nicho de uso en las otras etapas de biorrefineria probadas (i.e. produccion enzimatica,
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sacarificacion). Una estrategia adicional para lograr mayores productividades de metano
se podria lograr cambiando la configuracion del reactor, permitiendo un mayor tiempo de
retencidn para los microorganismos, y uno menor para el sustrato. En este sentido, los
iones de calcio (2+) tienen la capacidad de formar granulos de biomasa, haciendo
relativamente sencillo la separacion de éstos del los SD (Yu et al., 2001; Xing et al.,
2008). Se ha propuesto que este efecto se debe a que el calcio forma parte de los
polisacaridos y/o proteinas involucrados como agentes de union.

Otro aspecto que se debe tomar en cuenta son los requerimientos nutricionales.
Cuando los residuos organicos carecen de éstos, a menudo los requerimientos se
satisfacen con lodos municipales (Hartmann & Ahring, 2006). Los nutrientes en orden de
importancia son nitrégeno, azufre, foésforo, hierro, cobalto, niquel, molibdeno, selenio,
riboflavina y vitamina B12. La fermentaciéon de metano ocurrira sin todos los nutrientes,

pero las velocidades de produccion se veran disminuidas (Speece, 1987).

7.3.3 Operacion de digestores control

Se evalué la productividad de metano en biorreactores control alimentados con FORSU
20.9% ST (Tabla 52), para comparar sus productividades con las de la Etapa M
alimentada con SF. Se evaluaron 28, 32, 42 y 49 d TRM a régimen térmico mesofilico (35
°C) y termofilico (55 °C).

La productividad y rendimiento de metano fueron superiores en el régimen
termofilico comparado con el mesofilico. Las mejores productividades de metano para el
régimen mesofilico y termofilico fueron 1 220 y 1 560 NmL CH4/kg,/d, respectivamente
(Tabla 52). Estos valores fueron inferiores a los obtenidos por los digestores de la Etapa
M alimentados con SF de la Etapa H (Tabla 50). Comparando los resultados de las
secciones 7.3.2 y 7.3.3 se pudo observar que en régimen mesofilico de la Etapa M y en
funcién del origen de los SF (21-H o 14-H), se logré una mejora de la productividad de
metano de entre 16 y 28 % con respecto al digestor control de 28 d TRM también a
réegimen mesofilico. En el régimen termofilico de la Etapa M, e igualmente en funcion del
origen de los SF, la mejora de productividad de metano fue entre 8 y 30 % con respecto al
digestor control de 28 d al mismo régimen térmico. Esto demuestra que la alimentacion
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con SF influy6 positivamente en la obtencion de mayores productividades de la Etapa M
con respecto a los controles alimentados con FORSU.

Se observd que al aumentar el TRM de 28 a 49 d se perjudico la produccion de
biogas y la productividad de metano en ambos regimenes térmicos. El aumento del TRM

aparentemente también influencié en el aumento del pH y alcalinidad de los reactores.

Tabla 52. Resultados promedio de la operacion metanogénica control

Parametro Unidades 35°C 95 °C
28d 32d 42 d 49d 28d 32d 42 d 49d
Dias en d 21 72 21 72 21 72 21 72
operacion
Metano en % 62.7 62.7 57.2 63.2 65.1 70.9 69.1 69.4
biogas +95 +0.1 +0.6 +2.39 +25 +0.5 +0.9 +0.6
Produccion NmL/d 991 766 670 472 1198 1036 904 818
de biogas +30 +30 +76 + 34 +41 +125 +49 +47
diaria
lcha NmL 1220 942 771 583 1560 1462 1254 1126
CHa/kg: /d +112 +10 +93 +17 | £107  +182 + 51 +53
Y’ cha NmL CHa4/ 321 283 305 269 411 440 496 519
gsv +29 +10 + 36 +8 +28 +55 + 20 + 24
pH promedio - 7.86 8.11 7.91 8.19 8.27 8.49 8.40 8.59
+0.02 +0.01 +0.01 +0.04 +0.02 +0.05 +0.02 +0.02
ST % 13.4 14.6 15.0 15.6 115 12.9 13.8 14.8
+0.8 +1.1 +0.8 +0.3 +04 +0.3 +0.3 +0.2
SV % 7.28 7.24 7.22 7.21 5.80 5.90 6.1 6.30
+0.50 +0.43 +0.30 +0.16 +0.20 +0.13 +0.15 +0.18
Alcalinidad mg 6 804 7197 7 844 8 893 6 143 7 321 6 804 8 325
iaCOS/ + 267 +25 +134 +70 + 401 + 841 +10 + 87
Jbh
Alpha - 0.24 0.51 0.21 0.30 0.26 0.38 0.31 0.40
+0.03 +0.01 +0.02 +0.03 +0.01 +0.09 +0.04 +0.02
Eficiencia de %SVrem 58.7 59.9 60.3 59.8 64.2 65.0 66.7 67.2
remocion de +1.0 +£0.9 +0.5 +24 +1.1 +1.0 +0.8 +0.7
SV

Notas. Los resultados corresponden al promedio de la media de los duplicados en el tiempo de operacion.
La desviacién corresponde a la variacion del promedio con los valores de los duplicados.

Para el régimen mesofilico el rendimiento de metano disminuyd con el aumento del
TRM, lo que se puede visualizar como un metabolismo mas lento con una ligeramente
mayor remociéon de SV pero sin una mayor produccion de metano. Para el régimen

termofilico el Ycna aumentd junto con el TRM, lo que pudo estar relacionada con una mas
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eficiente conversion del sustrato a metano por efecto de un mayor tiempo de contacto
entre los microorganismos y el sustrato.

Previamente se ha sugerido que la temperatura puede ser un factor determinante
en el desempenfo de la digestion anaerobia, ya que por un lado influye en la factibilidad
termodinamica (AG) de las reacciones bioldgicas involucradas (Escamilla-Alvarado et al.,
2012) y por otro lado juega un papel muy importante en la seleccibn de los

microorganismos presentes (Ahring, 1995; Karadag et al., 2011).
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7.3.4. Potencial energético del sistema H-M

La hidrogenogénesis en lote FASSH-VI y la semi-continua de la Etapa H mostraron
potenciales energéticos (Epn2) muy similares (Tabla 53). Esto puede indicar que la
hidrogenogénesis a 20.9 % ST con las actuales condiciones de operacion, podria estar
alcanzando un maximo de hidrogeno extraible del FORSU en fermentacion en sustrato
sélido. En contraste, la FASSH-VI tuvo un flujo energético (Er n2) casi diez veces mayor
que la Etapa H semi-continua. Analizando la literatura (Tabla 54), observamos que Chu et
al. (2008) alcanzaron los mas altos Epnz (786 kJ/kgps) ¥ Ernz (70.7 kJ/kg/d). Nuestros
Ep 12 se encontraron dentro del intervalo reportado para sustratos similares. El Ef 1, de la
Etapa H se situé en la parte baja del intervalo, mientras que la de la FASSH-VI mostré
valores aceptables muy cercanos a los de un proceso semi-continuo como el de Ueno et
al. (2007).

Tabla 53. Parametros de operacion y principales resultados de las etapas H, M y FASSH-VI

Parametros Unidades FASSH-VI @ HP®55°C M € 55°C
top ¢ d 25d 21d 28 d

Q°© NmL/d 114 89.5 996

o | NmL Hy/kg,/d 1910 202 NA?

lcha " NmL CH./kg./d NA NA 2023
Yo' mmol H,/kg SV 1200 1485 NA

Yers' ! mmol CHy/kg SV NA NA 15 800
R* mmol/kg SV/h 68.3 NA NA

Ep' kJ/Kgbs 271 256 11 889
EF™ kJ/kg,/d 24 .11 2.55 80.25

Notas: ? produccion de hidrogeno en lote, ° Etapa H semi-continua, ¢ Etapa M, ° tiempo de operacion, °©
produccion de biogas, f productividad de hidrégeno, °no aplica, h productividad de metano, ' rendimiento de
hidrégeno, ’ rendimiento de metano, K productividad inicial de hidroégeno, ' potencial energético, ™ flujo
energético.

Los Ep y Er obtenidos para la combustién tedrica del metano producida para todo
el sustrato alimentado fueron de 11 889 kJ/kgps ¥ 80.25 kJ/kg/d, respectivamente. De
hecho, el acoplamiento de la Etapa M a la Etapa H incrementd los Ep y Er del sistema en
46 y 31 veces, respectivamente. Por otro lado, un acoplamiento de FASSH-VI y Etapa M
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incrementarian 43 y 3.5 veces los Ep y Ef, respectivamente. Estos resultados demuestran
una ventaja clara del acoplamiento de la produccién de metano a la produccion de
hidrogeno a partir de FORSU.

Tabla 54. Desempeiios energéticos

Sustrato Iz, lcna® Eppo® EpcHa® Er ¢ Erca®  Ref
(kd/kgps)  (kJ/kgps) (kJ/kg,/d) (kJ/kg,/d)

Residuos de comida y 2.4 L Hy/Ld 303 11 475 30.3 175 1

papel (68.3 g/L) 4.4 L CHy/L/

Residuos de comida 1.05 L Hy/L/d 259 16 309 13.3 95 2

(100 g/L) 2.4 L CHy/L/d

Residuos de comida 1.47 L Hy/L/d 701 18 872 18.6 100 3

(170 g/L) 2.52 L CHy4/L/d

Desecho modelo de 1.28 L Hy/L/d 41 1303 16.2 26 4

papa (10 g/L) 0.67 L CH,4/L/d

Agua residual sintética 0.19 L Hy/L/d 684 3094 25 7 5

y glucosa (3 g/L) 0.189 L CH,/L/d

FORSU (11.7% TS) 5.6 L Ho/L/d 786 13 859 70.7 119 6
3L CHy/LMd

Residuo organico (2.9 0.054 L Hy/L/d 29 35235 0.69 81 7

%TS) 2.051 L CHg4/L/d

Excreta de vaca y 0.125 L Hy/L/d 281 7 847 1.58 16 8

comida de perro (2.25 0.4 L CH./L/d

%TS)

FORSU (20.9% TS) 0.20 L Hy/kg,/d 256 12 145 2.55 80 9

€n procesos 2.02 L CHy/kg,/d

semi-continuo

FORSU (20.9% TS) 1.798 L Hy/kg,/d 271 12 160 24 1 80 9

en procesos en lote y
semi-continuo

2.02 L CHy/kg/d

Notas: ® productividades hidrégeno o metano, ° potencial energético especifico neto debido a la produccion
de hidrégeno, © potencial energético especifico neto debido a la produccion de metano, d flujo energético de
la produccion de hidrogeno, ° flujo energético de la produccion de metano.

Referencias: 1, Ueno et al. (2007); 2, Liu et al. (2006); 3, Wang & Zhao (2009); 4, Zhu et al. (2008); 5,
Venkata-Mohan et al. (2008); 6, Chu et al. (2008); 7, Cavinato ef al. (2011); 8, Yokoyama et al. (2010); 9,
este trabajo.

En algunos trabajos de produccion de hidrogeno y metano acoplados se ha
sefialado que energéticamente la fermentacion hidrogenogénica no es competitiva con la
digestion metanogénica (Zhu et al., 2008). Sin embargo, dicho acoplamiento puede

considerarse como una relacion sinérgica, pues la fermentacion hidrogenogénica (en
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nuestro caso Etapa H), aunque de menor Ep y Er que la digestion metanogénica (Etapa
M), proporciona dos ventajas muy importantes. Una ventaja es que favorece un mayor Ep
y Er en la digestion metanogénica debido a que proporciona un sustrato pre hidrolizado
(Escamilla-Alvarado et al., 2014); y la otra ventaja es que una fraccion importante de
energia es obtenida como combustible limpio, ya sea por el potencial uso del hidrégeno

como combustible en maquinas de combustién interna o en celdas de combustible.

7.3.5. Observacion de la interaccion microorganismos-sustrato por medio de microscopia
de barrido electronico (SEM).

En la Fig. 28 se muestran micrografias de muestras de los solidos digeridos de la Etapa
M. Las principales morfologias observadas fueron cocos (Fig. 28a y 28b), bacilos cortos y
largos (Fig. 28c), y bifidobacterias (Fig. 28d).

En la metanogénesis cabe esperar una amplia diversidad microbiana que
desemperie todas las relaciones sintroficas necesarias para hidrolizar la biomasa vegetal
y fermentarla en acidos organicos y acetato, hasta su digestion final a metano y CO»
(Madigan et al., 2009). Como bacterias hidroliticas y fermentativas cabe esperar la
presencia de microorganismos del género Clostridium, Bacillus y Enterobacter, entre otros
(Duangmanee et al., 2007; Sumiko-Hirasawa et al., 2008; O-thong et al., 2009). Algunas
bacterias del acido lactico (LAB) pueden tener la apariencia de bifidobacterias
(Duangmanee et al., 2007; Bertin et al., 2010). Por otro lado algunas arqueas como los
Methanobacteriales se alimentan de Hy/CO, o formato y presentan apariencia tubular
(Song et al., 2010).

Existe un debate en torno a la preponderancia de los érdenes de las arqueas en la
metanogénesis (Tabla 2). Algunos autores sefalan que son las arqueas acetoclastas
(Methanosarcinales) las que predominan en los reactores metanogénicos (Ahring, 1995;
Gomec et al., 2009), mientras que otros sefalan que son las hidrogenoclastas, que
incluyen tres de los cuatro ordenes de arqueas metanogénicas, las predominantes
(Nettmann et al., 2008; Krakat et al., 2010; Cardinali-Rezende et al., 2012). Se ha
seflalado que en presencia de amonio, las arqueas del orden Metanosarcinales se ven
afectadas y su abundancia disminuye, esto debido a su mayor sensibilidad a la inhibicion
por este compuesto que los demas érdenes (Demirel & Scherer, 2008).
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Fig. 28. Micrografias de soélidos digeridos
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7.4. Actividad 3. Produccién enzimatica con T. reesei MCG 80

Los experimentos de produccion de celulasas con Trichoderma reesei MCG 80 se
realizaron en el siguiente orden: (i) fermentacion en sustrato sdélido (FSS) contra
fermentacion en cultivo sumergido (FCS), (i) fermentaciones sumergidas con diferentes
concentraciones de FORSU vy controles, (iii) produccion enzimatica usando solidos del

proceso H-M, y (iv) produccion enzimatica en fermentador Sixfors®.

7.4.1. Fermentacion en sustrato solido contra fermentacion en cultivo sumergido.

La induccion enzimatica en FCS fue superior a la de FSS (Tabla 55). Los mejores
resultados de actividad enzimatica en papel filtro (FPx) en FSS (Ensayo 10, 0.29 FPU/mL)
fueron de aproximadamente la mitad de la FPx obtenida para la FCS de 1 % FORSU
(Ensayo 11, 0.64 FPU/mL). La FPx obtenida en el Ensayo 11 se logré duplicar al utilizar el
doble de sustrato (2 %ST) en el Ensayo 12 (FPx = 1.3 FPU/mL). Aun asi, el Ensayo 10 al
ser comparado con los resultados reportados en la literatura, presentaron un rendimiento
enzimatico superior (Y’z = 48 FPU/g holocelulosa) a los obtenidos por Kumar et al. (2008)
y Xing & Geng (2010), quienes trabajaron con T. reesei RUT C30 crecida en bagazo de
cana (25.6 FPU/gyws) y en desecho de horticultura (15.2 FPU/gys), respectivamente. El
titulo enzimatico se podria incrementar si en la recuperacidn/extraccion de enzima se
utilizan volumenes de dilucion menores al recuperar las enzimas (Chahal et al. 1985), sin
embargo esto no incrementaria el rendimiento.

Evaluando la FSS bajo el disefio de un factor a la vez en los ensayos 1 a 10, se
observaron diferentes comportamientos. En los ensayos de control de humedad (ensayos
1y 2) no se presentaron diferencias notables. No hubo evaporacion apreciable del medio
liquido pues la humedad residual en los solidos al final de la fermentacion fue ligeramente
menor, en alrededor de 2%, con respecto a la humedad inicial (datos no mostrados).
Cabe sefalar que en estos ensayos cada vez que se tomd muestra, los solidos fueron
mezclados por volteo utilizando una espatula estéril con el fin de homogenizar el medio.

En los ensayos 3 y 4 se realizo la produccion enzimatica en matraz Erlenmeyer, en
contraste con los ensayos 1 y 2 que se realizaron en cajas Petri concéntricas. En el
Ensayo 3, utilizando la misma agitacion por volteo de los ensayos 1 y 2, no se onservo
mejora ni en actividad enzimatica en carboximetilcelulosa (CMCx) ni en FPx. En contraste
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el Ensayo 4 realizado en matraz sin mezclado presentdé CMCx superior en 10%
comparado con el de caja Petri, mientras que para FPx no se observd diferencia
apreciable con respecto al Ensayo 2. Posiblemente la humedad y el pH afectaron el

sistema.

Tabla 55. Condiciones de operaciéon y resultados para los experimentos de fermentacién en sustrato
sdlido y fermentacién en cultivo sumergido

Ensayo [FORSUJ? C/N®  Controlde Cultivo pHS  Agit/ CMCx® FPx®
humedad mezclado Az°/Y'Z Az®/Y'Z
1 20 % 40 Glicerol Petri 6.4 Volteo 0.37/60.9 0.25/41
10%
2 20 % 40 No Petri 6.4 Volteo 0.38/63.7 0.24/40.8
3 20 % 40 No Matraz 5.0 Volteo 0.37/615 0.13/21.1
4 20 % 40 No Matraz 50 No 0.42/70.7 0.23/38.6
5 25 % 40 No Matraz 50 No 0.45/59.3 0.19/25.3
6 15 % 40 No Matraz 50 No 0.21/457 0.16/36.2
7 20 % 40 No Matraz 4.7 No 0.47/786 0.23/38.5
8 20 % 30 No Matraz 47 No 0.49/81.1 0.21/34.7
9 20 % 20 No Matraz 47 No 0.55/90.8 0.28/46.0
10 20 % 13 No Matraz 47 No 0.54/90.4 0.29/48.3
11 1% 8 NA Matraz 48 300rpm 0.99/89.1 0.64/67
12 2% 14 NA Matraz 48 300rpm 1.21/60.0 1.3/84

Notas: ® Concentracion del sustrato FORSU en ST, ° relacién carbono/nitrégeno, ° pH inicial, ¢ actividad de
carboximetilcelulasas, ° actividad enzimatica volumétrica (Ul/ml para CMCx y FPU/mL para FPXx), f
rendimiento enzimatico (Ul/g holocelulosa para CMCx o FPU/g holocelulosa para FPx), ¢ actividad
enzimatica en papel filtro.

El Ensayo 5 (a 25 %ST) y el Ensayo 6 (a 15 % ST) se realizaron para evaluar la
variacién del contenido de sdlidos totales en FSS con respecto a la concentracién que se
venia utilizando desde el Ensayo 1 hasta el Ensayo 4 (20 %ST). Las menores actividades
enzimaticas volumétricas correspondieron al Ensayo 6 con 15 %ST. El Ensayo 4 tuvo los
mayores rendimientos enzimaticos comparado con los ensayos 5 y 6. Comparando
unicamente las actividades enzimaticas del Ensayo 5 (25 %ST) contra las del Ensayo 4
(20 %ST), observamos que si bien la CMCx fue mayor a 25 %ST ( 0.45 Ul/mL, Ensayo 5),
la FPx resulté mayor que a 20 %ST (0.23 FPU/mL, Ensayo 4). Si se hace la comparacion
en términos de rendimiento enzimatico, entonces fue evidente que a 20 %ST (Ensayo 4)
se obtuvieron los mejores resultados (70.7 Ul/g holocelulosa y 38.6 FPU/g holocelulosa
para CMCx y FPx, respectivamente). Aunque hasta cierto punto una mayor concentracion

de sustrato permite una mayor induccién enzimatica, existe evidencia de que a bajas
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concentraciones se tiene una mayor utilizacion de la celulosa (Reczey et al., 1996).
Utilizar altas concentraciones de sustrato también puede implicar un probable incremento
en la resistencia de la transferencia de masa debido a que se tiene una reduccion en la
humedad que funciona como fase para el intercambio de materiales entre el
microorganismo y el medio (Reczey et al., 1996, Mitchell et al., 2006). Adicionalmente,
bajos contenidos de humedad (alto contenido de ST) causan la reduccion en la solubilidad
de nutrientes, bajo grado de hidratacién y alta tension de agua o presién osmaética (Brown,
1976). Por otro lado, contenidos de humedad muy altos pueden originar una reduccién en
el rendimiento enzimatico debido a obstaculos estéricos para el crecimiento celular como
resultado de la reduccion de la porosidad de la matriz s6lida o espacios interparticula (Xin
& Geng, 2010). Se considera que una menor porosidad interfiere con la trasferencia de
oxigeno y a su vez influye negativamente en el crecimiento celular.

Xin & Geng (2010), al trabajar con T. reesei RUT C30 crecida en desechos de
horticultura pretratados con NaOH, reportaron que para un intervalo del contenido de
humedad del 50 — 87.5 %, fue el de 80 % (20 %ST) con el que se obtuvieron los mejores
resultados para FPx (14.5 FPU/g sustrato) y CMCx (80 U/g sustrato). A este contenido de
humedad T. reesei también secretd6 mas proteina soluble. Ellos observaron que cuando
se incrementaba el contenido de humedad del 55 al 80 %, la FPx y la CMCx también se
incrementaban. Sin embargo, el incremento de la humedad por arriba del 80 % afecto
negativamente ambas actividades. Por otro lado, también reportaron que contenidos de
humedad del 85 — 87.5 % fueron necesarios para obtener maximas producciones de
xilanasa, B-glucosidasa y [-xilosidasa. Como explicacion a estos comportamientos,
mencionan que la diferencia del contenido 6ptimo de humedad para cada enzima podria
deberse a su dependencia por las caracteristicas de fijacion al agua de los sustratos, asi
como a los microorganismos utilizados.

Durante los ensayos 1 — 6 en FSS se observo que el pH del cultivo en sustrato
sélido se incrementaba durante las cinéticas, llegando en algunos casos hasta 8, valor
muy alejado del pH 5 6ptimo para el crecimiento de T. reesei. Mantener un control del pH
en un proceso en lote de FSS es complicado, por lo que es comun operar la fermentacion
a pH libre si ésta no implica una variacion muy alta entre el pH inicial y el final. La

fermentacion a pH libre consiste en comenzar la fermentacidn a un pH ligeramente
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alejado del optimo sin que se afecte sustancialmente el proceso, de manera que al
modificarse el pH durante la fermentacién se logre la operacién en un pH cercano al
optimo durante el mayor tiempo posible. En otras palabras, el término libre se debe a la
ausencia de control con las variaciones propias del metabolismo.

Oftra alternativa para disminuir las variaciones de pH puede ser complementar el
medio Mandels con un amortiguador adecuado. Juhasz et al. (2005) adicionaron
amortiguador Tris-maleato pH 6 (acido maleico, Tris-hidroxi-metil-amino-metano e
hidréxido de sodio) a un cultivo de T. reesei RUT C30 crecida en una variedad de fuentes
de carbono que incluian, celulosa delignificada, rastrojo de maiz y astillas de abeto.
También el KH,PO4 al 1.5 % esta reportado como un buen amortiguador para FCS de T.
reesei MCG 77 crecida en una variedad de sustratos lignoceluldsicos (Doppelbauer et al.,
1987), ya que permitio la variacion del pH en 0.5 unidades.

En el Ensayo 7, al igual que en los ensayos 1 — 6, también se ocup6 fermentacion
libre, pero comenzando la fermentacion con 0.3 unidades por debajo del pH 5.0 que se
venia utilizando en los ensayos anteriores. Los resultados mostraron que se logro
incrementar en casi 5% el maximo obtenido para endoglucanasas con el Ensayo 5,
mientras que para FPx se obtuvieron valores cercanos a las mayores actividades
registradas hasta el momento (ensayos 1, 2 y 4). En general, los hongos filamentosos
tienen un buen crecimiento en un amplio intervalo de pH 2 — 9, teniendo el éptimo entre
3.8 — 6.0. Xin & Geng (2010) evaluaron las producciones enzimaticas a pH inicial desde
4.5 a 8.0, con intervalos cada 0.5, para T. reesei RUT C30 crecida en desechos de
horticultura. Ellos determinaron que no existe un efecto significativo sobre la produccion
enzimatica entre cada intervalo de pH inicial utilizado (ApH = 0.5). Sin embargo entre
intervalos mas amplios de pH si se pudieron observar diferencias significativas. De hecho,
los minimos y maximos de actividad enzimatica en tal experimento fueron para FPx de 9 -
15 FPU/g y para CMCx de 70 — 80 Ul/g. A pH bajos (4.5 — 5.5) se favorecié la produccion
enzimatica, siendo pH 5.0 el 6ptimo para las CMCx, xilanasas (Xilx) y B-xilosidasas.
Cuando el pH fue mayor a 6.0, las actividades enzimaticas se vieron disminuidas, asi
como la proteina extracelular, con excepcion de las B-xilosidasas cuya actividad se

mantuvo casi constante.
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Con respecto al efecto del pH en la actividad del extracto enzimatico de T. reesei
MCG 80, se realizé un ensayo que mostré que las maximas hidrélisis se obtienen en el
intervalo 4.8 — 5.22 (Anexo Fig. A3).

Los ensayos con 20 %ST de FORSU tuvieron una relacién C/N de 40 (Tabla 55).
Este valor se ubicd por encima del valor al que trabajaron diferentes autores con otros
sustratos lignocelulésicos. Por ejemplo, Xin et al. (2010) utilizaron desechos de
horticultura con C/N 16.8, y Kumar et al. (2008) bagazo de cana con C/N 15.7. Se sabe
que la disponibilidad del nitrégeno influye directamente en los procesos bioldgicos al ser
un elemento esencial tanto de los aminoacidos relacionados con el crecimiento celular,
como para la sintesis de los aminoacidos que constituyen las enzimas que utilizan los
organismos para facilitar la asimilacion de nutrientes, como en nuestro caso de las
enzimas holoceluloliticas.

Por esto se decidio realizar tres corridas con diferentes relaciones C/N, de 30, 20 y
13 (ensayos 8, 9 y 10 respectivamente), para observar sus efectos en los titulos
enzimaticos. La modificacion de las relaciones C/N se logré6 aumentando las
concentraciones de urea (a 2 g/L para los tres ensayos) y de peptona de soya (a 5, 25y
65 g/L, para los ensayos 8, 9 y 10, respectivamente). Se observé que todas las relaciones
C/N probadas en los ensayos 8, 9 y 10 presentaron valores tan altos o incluso superiores
para la CMCx y la FPx con respecto a los obtenidos en las corridas anteriores. Para los
ensayos 9 y 10, que presentaron los mayores titulos enzimaticos (CMCx: 0.54 — 0.55
Ul/ml, FPx: 0.28 — 0.29 Ul/ml) y con relaciones C/N de 20 y 13 respectivamente, no se
encontraron diferencias apreciables entre sus resultados (p > 0.1). Esto sugiere que en
términos de actividad enzimatica, es indistinto trabajar con la relacion C/N de 20 o 13, sin
embargo se puede considerar que utilizar una relacion C/N de 20 representa un ahorro
del 60% de la peptona utilizada para la C/N de 13.

Los ultimos ensayos 11 y 12 se realizaron en FCS en matraz con 1y 2 %ST de
FORSU. Los resultados se ubicaron debajo de los 2 — 3 FPU/mL esperados para
concentraciones de 2 %ST de una variedad de sustratos, de acuerdo a lo reportado por
Esterbauer et al. (1991). En FCS, se ha observado que los titulos enzimaticas se
incrementan casi proporcionalmente con el incremento de concentracion del sustrato,

existiendo una concentracion limite después de la cual los titulos disminuyen. Dicha
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concentracion limite es distinta para cada sustrato y microorganismo (Linko, 1977;
Doppelbauer et al., 1987; Esterbauer et al., 1991; Wen et al., 2005). Este efecto se pudo
observar en la FPx, cuyo valor se duplicé al trabajar con 2 %ST comparado con 1 %ST.
Sin embargo no sucedié lo mismo con la CMCx, pues para el Ensayo 12 ésta solo se
incrementé en un 21 %.

La FCS, con una menor cantidad de sustrato que la FSS, present6é los mayores
titulos enzimaticos volumétricos y holoceluldsicos. Esto pudo deberse principalmente a la
agitacion intensiva (300 rpm) que a su vez favorecid mejores procesos de transferencia
de masa solido-liquido, oxigenacién del medio y un pH mas homogéneo. De la misma
forma también las relaciones C/N fueron lo suficientemente bajas como para proveer

suficiente nitrogeno al cultivo.

7.4.2. Fermentaciones sumergidas con diferentes concentraciones de FORSU y con
sustratos celulosicos refinados (controles).

Se probaron las concentraciones de FORSU al 1, 2y 3 %SV. En la Fig. 29 se muestran
las cinéticas tipo de fermentaciones a estas concentraciones, mientras que en la Tabla 56
se muestran las maximas actividades obtenidas para los ensayos realizados, que

contindan con la numeraciéon de la Tabla 55.

Tabla 56. Condiciones de operacién y resultados para los experimentos fermentaciones en cultivo
sumergido a pHinicial 4.8 y 250 rpm

Ensayo Sustrato pH? pHf Agitacion  CMCx’ FPx®
(rpm) AZ°IYZ® ALY
13 FORSU 1 %SV 48 810 250 1.01/100 0.68/67
14 FORSU 2 %SV 48 801 250 1.23/61  1.20/59
15 FORSU 3 %SV 48 7.88 250 1.30/43 1.01/33
16 PF 1 %SV 48 439 250 16/127 2.5/198
17 PF 1 %SV +L 48 440 250 1.8/143  2.9/230
18 Solka floc 2 %SV 48 430 250 17165 2.1/80
19 Solkafloc2 %SV +L 4.8 444 250 17165 1.9/74
20 FORSU 1 %SV 48 6.66 250 1.25/128 1.4/149
21 FORSU 1 %SV + L 48 6.36 250 1.19/126 1.3/136

Notas: ? pH final, ® actividad de carboximetilcelulasas, ° actividad enzimatica volumétrica (Ul/ml para CMCx y
FPU/mL para FPx), ¢ rendimiento enzimatico (Ul/g holocelulosa para CMCx o FPU/g holocelulosa para
FPx), © actividad enzimatica en papel filtro.
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Fig. 29. Cinéticas de produccion enzimatica utilizando FORSU como sustrato: a) actividad de papel
filtro; b) rendimiento enzimatico de actividad de papel filtro; c) actividad de carboximetilcelulasas;
d) rendimiento enzimatico de carboximetilcelulasas. Circulos vacios, 1 %SV; circulos rellenos 2
%SV; triangulos, 3%SV.

Con FORSU como sustrato (ensayos 13, 14 y 15), al 2 %SV se obtuvo la mayor
FPx volumétrica (1.2 FPU/mL) y al 3 %SV la mayor CMCx volumétrica (1.3 Ul/mL), sin
embargo en términos de actividad en base holocelulosa, o rendimiento enzimatico, los
mejores resultados se obtuvieron al 1 %SV (100 Ul/g holocelulosa y 67 FPU/g
holocelulosa). Este efecto se pudo deber a que el incremento de la concentracion del
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sustrato haya limitado los procesos de transferencia de materia y oxigeno, teniendo por
consecuencia un detrimento en el rendimiento enzimatico. Existe la posibilidad de que
una mayor concentracion de sustrato también pudiera liberar una mayor cantidad de
inhibidores por efecto de la degradacién vegetal, la cual puede generar furaldehidos,
acidos débiles y compuestos fenolicos que resulten téxicos o inhibidores de algunos
procesos metabdlicos (Parawira & Tekere, 2011). Sin embargo en el caso de T. reesei no
se tienen reportes de una inhibiciéon de produccion de celulasas por estas causas. Incluso,
este microorganismo ha sido utilizado para dar tratamiento biolégico a hidrolizados de
sauce, logrando la disminucion de furfural, acido acético y derivados de acido benzoico
(Palmqvist et al., 1997).

Por la simplicidad y los buenos resultados obtenidos a 1 % SV, se determiné seguir
trabajando con esta concentracion.

En los ensayos control donde se usaron papel filtro Whatman No. 1 o Solka floc
como sustratos (Tabla 56), se observé que T. reesei MCG 80 tuvo buen crecimiento y
produccion enzimatica en estos sustratos. Adicionalmente se intenté la estrategia de
adicionar lactosa 0.1 % p/v para incrementar la induccién enzimatica (Fang et al., 2008).
Los mejores resultados (1.8 Ul/mL y 2.9 FPU/mL) se obtuvieron con papel filtro
adicionado con lactosa (Ensayo 17). Sin embargo, al adicionar lactosa 0.1 % p/v a
ensayos con Solka floc o FORSU los resultados no mostraron mejora alguna (Fig. 30).

La lactosa no es utilizada por todas la cepas de T. reesei y aunque la cepa MCG 80
si puede crecer en lactosa por medio del metabolismo alterno de la D-galactosa (Menon &
Rao, 2012), la induccién del complejo celulolitico es deébil (Warzywoda et al., 1992; Fang
et al., 2008). La razon principal de su uso es que resulta mas econdmica que otros
inductores, mejores pero mucho mas caros, como la soforosa. De hecho, en cultivos
continuos el sustrato mas utilizado es lactosa o suero de leche (Esterbauer et al., 1991).
Para las fermentaciones con FORSU se determin6 que la lactosa es prescindible ya que

no mejoro las actividades enzimaticas.
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Fig. 30. Comparacion de actividades enzimaticas de diferentes sustratos con y sin adicién de
lactosa. a) FPx, b) CMCx. (S) Solka floc 2%, (S+L) Solka floc 2% adicionada con lactosa, (FP) papel
filtro, (FP + L) papel filtro adicionado con lactosa como sustratos, (O) FORSU, (O+L) FORSU
adicionado con lactosa.

7.4.3. Produccion enzimatica usando solidos de las etapas H y M.

Se realizaron cinéticas de produccién enzimatica con FORSU, sdlidos fermentados SF de
la Etapa H y solidos digeridos SD de la Etapa M como sustratos. En la Tabla 57 se
muestran las maximas actividades y rendimientos enzimaticos para los ensayos que
continuan con la numeracién de las Tablas 55 y 56. Los mejores titulos se obtuvieron con
los SF (0.88 Ul/mL y 2.14 FPU/mL) y los menores con los SD (0.68 Ul/mL y 0.66
FPU/mL). Incluso para rendimientos enzimaticos el mejor sustrato fueron SF. Varios

ensayos confirmatorios demostraron que los SD fueron el sustrato con menor induccion
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enzimatica, por lo que se dejo de considerar como sustrato para experimentos posteriores
y se eligieron los SF para los ensayos a nivel fermentador. La FPx obtenida con SF fue
superior en 46 % a la obtenida con FORSU, sin embargo la CMCx sélo mejord en un 5%.

Tabla 57. Condiciones de operacién y resultados para experimentos de produccion enzimatica
usando soélidos de las etapas H-M

Ensayo  Sustrato pH? pHP Agitacion CMCx® FPX'
(rpm) AZ'IY'Z° AZ'IY'Z°
22 FORSU1 %SV 4.8 8.10 250 0.84 /74 1.47 /121
23 SF 1 %SV 48 740 250 0.88/77 2.14 /178
24 SD 1 %SV 48 713 250 0.68 /132 0.66 /123

Notas: ®pH inicial, ® pH final, ® actividad de carboximetilcelulasas, © actividad enzimatica volumétrica (Ul/ml
para CMCx y FPU/mL para FPx), ° rendimiento enzimatico (Ul/g holocelulosa para CMCx o FPU/g
holocelulosa para FPx), " actividad enzimatica en papel filtro.

En la Fig. 31 se observan las dinamicas de produccion enzimatica para FPx y
CMCx. En términos de FPx, a partir de las 65 h los SF presentaron un mayor titulo
enzimatico que el FORSU vy los SD. Los SF presentaron brevemente un comportamiento
exponencial; en contraste, la tendencia del FORSU y de los SD fue de incremento
moderado constante.

Para la CMCx llama la atencion que las tendencias fueron similares entre los tres
sustratos ensayados, pero diferentes de las observadas para FPx, pues no se observo ni
la trayectoria tipo exponencial ni un aumento constante de actividad enzimatica. El
maximo de actividad enzimatica se presento a las 72 h, y a los tiempos siguientes ocurrié
una disminucion ligeramente constante. Ademas, las CMCx a tiempo cero fueron
relativamente altas (0.45 — 0.60 Ul/mL) con respecto a las maximas actividades
alcanzadas (> 1.01 Ul/mL). Este fenobmeno se pudo deber tanto a la baja induccion de
este tipo de enzimas, como a los fendmenos de adsorcion. Se debe considerar que en el
inoculo, ademas de micelio y sustrato, debe existir enzima libre en el medio liquido y
enzima adsorbida al sustrato. Por esto, el titulo enzimatico registrado a tiempo cero se
pudo deber tanto a la enzima presente en el medio liquido como a la enzima adsorbida
que se liberé al encontrarse en un nuevo medio. Por otro lado, a altos tiempos de
incubacion (> 80 h) la disminucion del titulo enzimatico se pudo deber a que la enzima se

readsorbiera en el sustrato o por la degradacion de las enzimas celuloliticas por proteasas
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liberadas al medio en condiciones de bajas concentraciones de sustrato (Whelan &
Pembroke, 1989; Dosoretz et al., 1990). Estos fenbmenos también pueden observarse en
la FPx, pero pudieran ser menos notables debido a que esta actividad es consecuencia
de la interaccion sinérgica de varios tipos de celulasas, en lugar de una sola clase como
es el caso de la CMCx. Se ha determinado que se puede absorber en los residuos
organicos alrededor del 33 % de endoglucanasas, 43.6 % de FPx y 15 % de B-
glucosidasas (Hogan & Mes-Hartree, 1990).
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Fig. 31. Dinamicas de actividad enzimatica para la evaluacion de diferentes sustratos. a) actividad de
papel filtro, b) rendimiento enzimatico de actividad de papel filtro, c¢) actividad de
carboximetilcelulasas. Simbolos: cuadros, FORSU 1 %SV; triAngulos, SF 1 %SV; circulos, SD 1 %SV.
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Se esperaba que con el FORSU, al tratarse de un sustrato sin una degradacion
previa y con el mayor contenido de holocelulosa de los tres sustratos probados, se
obtuvieran los mejores titulos enzimaticos. Sin embargo fueron los SF como sustrato con
los que se obtuvieron los mejores resultados. Una explicacion pudiera ser que durante la
Etapa H la actividad microbiana sobre los SF contribuyé a exponer celulosa amorfa o
incluso a alterar algunas zonas cristalinas, lo que tendria como consecuencia un sustrato
mas facilmente degradable y que a su vez actuara como inductor. Analogamente, Singh
et al. (1991) obtuvieron actividades de FPx y CMCx ligeramente mayores con T. reesei
Rut C30 crecida en pulpa gastada de papa proveniente de un proceso de sacarificacion
enzimatica, que con las obtenidas cuando se crecid6 en pulpa de papa fresca. Sin
embargo, ellos atribuyeron este fendmeno a una mayor recalcitrancia de la pulpa gastada
que la pulpa fresca que pudo haber influenciado una mayor induccion de la enzima.

En el caso de Hogan & Mes-Hartree (1990) encontraron que los residuos de alamo
de una hidrolisis enzimatica fueron una fuente adecuada de carbono para Trichoderma
harzianum. Sin embargo, sélo pudieron usar este sustrato hasta una concentracion de 1
%, ya que a mayores concentraciones hubo una reduccion de la induccién de celulasas.

Para Chen & Wayman (1991) el uso de papel periddico parcialmente hidrolizado
con celulasas también resultd benéfico para la produccion de enzimas a partir de T. reesei
RUT C30, incluso mejor que usando papel periddico pretratado con NaOH. El hecho de
que los SF hayan sido un mejor inductor holocelulasas que el FORSU, pudo estar
relacionado con lo observado en el proceso H-M, donde la generacion de metano fue
mayor con las purgas de la Etapa H (i.e. SF) que cuando se ocupaba solamente FORSU
como sustrato.

Con respecto a los resultados inesperadamente bajos obtenidos con los SD,
existen varias explicaciones posibles. Una pudo ser la presencia de compuestos
inhibitorios que no se removieron adecuadamente en los lavados del sustrato. No se ha
reportado informacién concluyente que califique a la lignina como un inhibidor de la
actividad enzimatica de T. reesei (Doppelbauer et al., 1987, Reczey et al., 1996). En
experimentos realizados con hasta 4 %ST de sauce pretratado con vapor, Reczey et al.
(1996) descubrieron que el rendimiento enzimatico aumentaba con el contenido de lignina

de tal forma que incluso no recomiendan el uso de sauce delignificado. Sin embargo,
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dejaron abierta la posibilidad de que a concentraciones mayores de solidos la lignina si
pudiera demostrar un efecto inhibitorio.

Una forma en que la lignina es considerada indirectamente como un inhibidor es
mediante su hidrdlisis, ya que forma compuestos aromaticos de bajo peso molecular
como el siringaldehido, 4 hidroxibenzaldehido y la vainillina (Parawira & Tekere, 2011).
Otros inhibidores para la formacion de celulasas son los acidos organicos como el
acetato, formato, propionato y butirato (Mandels & Reese, 1960). Aun asi, es poco
probable que esta haya sido la causa, ya que ambos sustratos fueron sometidos al mismo
procedimiento de lavado.

Otra posible causa para la baja produccion enzimatica con SD se pudo deber a una
baja disponibilidad de celulosa degradable. Aunque el contenido de SV fue el mismo para
todos los experimentos, la fraccion amorfa o degradable de celulosa, que propiciara un
crecimiento del microorganismo y una consecuente produccion enzimatica, pudo haber
sido mucho menor debido a su consumo durante la Etapa M. Esto pudo haber traido
como consecuencia un incremento en la proporcion de celulosa cristalina y de lignina. Sin
embargo, el mayor contenido de celulosa cristalina o recalcitrante no se siempre se
considera como una desventaja para un sustrato, sino que al contrario se ha reportado
que en algunos casos incrementa los titulos enzimaticos comparados contra sustratos con
mayor contenido de celulosa amorfa (Hogan & Mes-Hartree, 1990; Singh et al., 1991).

Otra causa pudo ser al mayor contenido de cenizas en este sustrato comparado
con los otros. El contenido de cenizas alcanzé los 69.7 %ps, comparado con 14.2 y 18.4
%ps del FORSU y de los SF, respectivamente. Doppelbauer et al. (1987) no encontraron
una relacién entre el contenido de ceniza (0.4 — 17 %) para sustratos como paja de trigo,
papel periodico y pulpa, entre otros, con la actividad enzimatica de T. reesei MCG 77. Por
el contrario, Wang et al. (2010) reportaron que los altos contenidos de ceniza (36 %ps) en
los lodos provenientes de la molienda del papel Kraft, alimentados para la produccién
enzimatica de T. reesei RUT C30, fueron perjudiciales para el crecimiento de este
microorganismo y un fuerte inhibidor de la produccién de celulasas. Los autores lograron
duplicar la produccién enzimatica al remover el contenido de cenizas de lodos a menos
del 4 % por medio de un tratamiento con acido sulfurico que transformé el carbonato de

calcio en la ceniza a sulfato de calcio. Ya en esta forma, el sulfato de calcio fue removido
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con agua y el sustrato tratado con NaOH 1 N para regresar el pH a la neutralidad. Cabe
sefalar que su mejora también pudo haber estado influenciada positivamente por una
hidrdlisis acida como consecuencia del uso del acido sulfurico.

Tras analizar las posibles causas del bajo desempefo de los SD como sustrato
para la induccién enzimatica en T. reesei MCG 80, la mas factible parece ser la de la
afectacion por el alto contenido de cenizas (ca. 70%).

Un experimento presuntivo adicional tuvo por objetivo determinar si el volumen de
in6culo tendria un efecto sobre los titulos enzimaticos. Se utilizaron porcentajes de
inoculacion de 6 y 10% v/v para matraces conteniendo SF al 1 %SV (Anexo Fig. A4). Los
comportamientos para ambos porcentajes de inoculacion fueron casi idénticos y a las 96
h no se encontraron diferencias significativas para CMCx (p = 0.625) ni para FPx (p =
0.781). Los maximos titulos enzimaticos concuerdan con los resultados previamente
obtenidos (CMCasa = 1.0 Ul/mL y FPasa = 2.0 Ul/mL). Es probable que utilizar
porcentajes de inoculacién fuera del intervalo probado si presenten efectos en la
produccion enzimatica. Uno de estos efectos puede ser la formacién de esférulas de
micelio debido a una deficiente aireacion o por una baja agitacion (Lo, 2008). También la
composicion del medio puede influir en la formacién de esférulas, que se han relacionado
con una disminucion en la produccion enzimatica (Domingues et al., 2000; Lo, 2008). En
este sentido el Tween 80 juega un papel muy importante pues es indispensable para
evitar la formacion de éstas (Domingues et al., 2000).

7.4.4. Produccion enzimatica en fermentadores Sixfors®.

Los ensayos 25 a 31 de la Tabla 58 muestran los resultados utilizando fermentadores con
volumen de operacion de 450 mL en lugar de matraces Erlenmeyer, en fermentacion libre
o con control de pH y con cambio de régimen de lote a lote alimentado.

Los ensayos 25 a 28 muestran resultados muy similares entre si. El Ensayo 27 con
control de pH 4.8 mostro la mayor CMCx (1.07 Ul/mL), sin embargo la fermentacion libre
empezando a pH 4.8 y finalizando en 6.15 tuvo la mayor FPx (1.76 FPU/mL).

Los ensayos 27 y 28 con pH controlado tuvieron sus maximos rendimientos y
actividades enzimaticas entre las 132 y 156 h de operacion. Posterior a este tiempo, se

cambié su régimen de operacion de lote a lote alimentado, cuyos resultados finales
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corresponden a los ensayos 29 y 30. La conversidn de la operacion en lote a lote
alimentado mediante pulsos de alimentacion a un ritmo de 1.5 g SV/L/d (sefialado con
flechas en la Fig. 30), remontd las actividades enzimaticas hasta la cuarta adicion,
después de la cual las actividades disminuyeron hasta valores de 1.6 y 1.5 FPU/mL a las
252 h. Tanto en lote como en lote alimentado, los mejores resultados se obtuvieron a pH
4.8, aunque ambas cinéticas mostraron un perfil muy similar en cuanto a fases de latencia

y productividades.

Tabla 58. Condiciones de operacién y resultados para experimentos de producciéon enzimatica en
fermentadores Sixfors, usando como sustrato SF 1.5 %SV

Ensayo Operacion pH; pHs Agitacion CMCx FPx

(rpm) AZ Y2 AZ Y2
25 Lote 4.8 6.15 350 — 450 1.05/80.1 1.76 / 126
26 Lote 4.2 4.2 350 — 450 0.98/60.9 1.46/914
27 Lote 4.8 4.8 350 — 450 1.07 /65.8 1.61/101
28 Lote 5.8 5.8 350 — 450 0.95/53.2 1.29/74.2
29 Lote alimentado °© 4.8 4.8 350 — 450 1.13/80.0 2.06 /146
30 Lote alimentado °© 5.8 5.8 350 — 450 1.01/64.9 1.76 / 111
31 Lote 3.8 3.8 350 — 450 1.10/80.0 1.59/116

Notas: @ Actividad enzimatica volumétrica (Ul/ml para CMCx y FPU/mL para FPx), "Rendimiento
enzimatico (Ul/g holocelulosa para CMCx o FPU/g holocelulosa para FPx), °‘Resultados para el
cambio de régimen de lote a lote alimentado del ensayo 28.

Si bien el cambio de régimen a lote alimentado logro el incremento de la actividad
enzimatica, la productividad enzimatica en términos de FPU/L/h fue menor en este
régimen. Omitiendo las fases de latencia, de las 24 a las 108 h la productividad para
ambos ensayos en lote (ensayos 27 y 28) fue 11.3 FPU/L/h, mientras que en lote
alimentado de las 156 a las 228 h, las productividades fueron 7.0 y 6.7 FPU/L/h para el
Ensayo 29 (pH 4.8) y para el Ensayo 30 (pH 5.8) respectivamente. Tal vez seria posible
incrementar las productividades en el lote alimentado o al menos igualarla a las
productividades en lote, si la carga organica se duplicara o ftriplicara. La produccion
enzimatica por lote alimentado a menudo es considerada una buena opcion para
incrementar las producciones y rendimientos enzimaticos. Kim et al. (1997) lograron el

incremento de mas del doble de FPx al cambiar el modo de produccién de lote a lote
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alimentado en un fermentador de tanque agitado de 3 L para la produccion de
holocelulasas a partir de Aspergillus niger KKS crecida en paja de trigo.

Aunque los resultados de fermentacion por lote alimentado en reactores Sixfors
tipo tanque agitado fueron prometedores, tal vez el escalamiento a un volumen de
operacion mayor podria ser realizado en fermentadores diferentes a los agitados por
aspas. Estos provocan efectos de corte que lesionan el micelio y que pueden desactivar
las enzimas, por lo que los biorreactores tipo air-lift o columna de burbujas podrian ser
usados en su lugar (Howard et al., 2003). Para Kim et al. (1997) el uso de biorreactores
tipo air-lift y columna de burbujas dieron ligeramente mayores rendimientos y
productividades enzimaticas que un reactor de tanque agitado con Aspergillus niger KKS
crecida en paja de trigo al 1 — 2 %pl/v.
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Fig. 32. Cinética de actividad enzimatica. Ensayos en lote: () Ensayo 27 pH 4.8, (®) Ensayo 28 y 30
pH 5.8. Las flechas indican los pulsos de alimentacion.

El Ensayo 31 muestra un experimento presuntivo donde se ocup6 un pH controlado
3.8. Comparandolo contra un control interno a pH controlado 4.8 se obtuvieron resultados
prometedores (Anexo Fig. A5), sin embargo éstos necesitan ser confirmados.
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7.5. Actividad 4. Sacarificacion de biomasa usando el extracto enzimatico de T.
reesei MCG 80

7.5.1 Sacarificacion de sustratos celulésicos

Se realizaron ensayos de sacarificacion de FORSU, papel filtro (PF) y SF de la Etapa H
con los extractos enzimaticos de T. reesei MCG 80 (Extracto Tr) y con la enzima
comercial Celluclast (Novozymes) bajo un disefio experimental 3x2 (Tabla 59). Ambas
preparaciones enzimaticas de Extracto Tr y Celluclast se cargaron en la misma proporcion
de FPasa (1.2 FPU/mL o 60 FPU/g SV de sustrato). Cuando se us6 el Extracto Tr, todas
las sacarificaciones fueron mayores que las obtenidas con Celluclast para todos los
sustratos (Fig. 33a); mientras que el papel filtro fue el sustrato que mas sacarificados
produjo (Fig. 33b). Los sustratos produjeron mas sacarificados en el orden papel filtro >
SF > FORSU. Se observo que tanto el sustrato como el tipo de enzima tuvieron influencia
significativa en la sacarificacion (p < 0.0012 y p < 0.0402, Anexo Tabla A13), sin embargo
no se observo interaccion entre ambos factores. Por otro lado, el comportamiento de la
sacarificacion en todos los casos fue asintotico (Fig. 34).

Tabla 59. Resultados de sacarificacion a 60 FPU/g SV de sustrato a las 86 h

Sustrato [GX] ? X/GP® Ns. sv © Ns.h°
(g/L) (-) (Yobsv) (Yobholocel)
FORSU + extr Tr 9.77 £+ 0.63 0.30 +0.011 489 +3.2 543 +35
FORSU + Celluclast 7.99 £ 0.52 0.28 £ 0.010 399+26 444 +29
PF + extr Tr 18.32 + 0.56 0.13 +£0.002 916+21 964 +24
PF + Celluclast 15.51 +0.22 0.09 + 0.025 776 +2.6 83.3+29
SF + Ext Tr 13.09 £ 0.79 0.18 + 0.009 654 + 3.8 727 +4.2
SF + Celluclast 10.34 + 2.61 0.24 + 0.029 517 +12.6 57.4 +14 1

Notas: ? concentracién de glucosa y xilosa (ver Ec. 24), ° relacién xilosa/glucosa (ver Ec. 25), °©
eficiencia de sacarificacion en base SV (ver Ec. 26), ¢ eficiencia de sacarificacién en base
holocelulosa (ver Ec. 27).
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Fig. 33. Efectos de la sacarificaciéon sobre (a) sustratos, (b) enzimas.
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Fig. 34. Cinéticas de sacarificacion. Simbolos negros, extracto enzimatico; simbolos blancos,
Celluclast™; Triangulos, papel filtro; Cuadros, SF; Circulos, FORSU.

La razon por la cual los SF presentaron mayor sacarificacion que la FORSU puede
ser analoga a lo ocurrido en la metanogénesis a partir de SF (Etapa M), donde con este
sustrato se obtuvieron mejores productividades de CH4 que ocupando la FORSU. En su
momento se explicd que era probable que los SF presentaran zonas mas accesibles a la
degradacion por efecto de la hidrolisis parcial sucedida en la Etapa H. Esto también fue
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similar a lo observado en la Etapa Z, donde los SF indujeron mayor produccion de
celulasas que la FORSU (seccién 7.4.3).

Se alcanzaron eficiencias de sacarificacion en base solidos volatiles (nssv)
cercanas al 50 % para la FORSU, y de hasta 65 % para los SF. La mayor ns sy se obtuvo
con PF como sustrato, algo completamente esperable al tratarse de un sustrato refinado y
sin presencia de probables inhibidores (Singh et al., 1991; Parawira & Tekere, 2011).
Comparado con otros procesos de sacarificacion reportados en literatura, los resultados
obtenidos en esta actividad se encuentran en el intervalo superior de ns. La mayoria de
los estudios de sacarificacion ocupan pretratamientos quimicos, térmicos 0 mecanicos,
entre los que se encuentran los de hidrélisis acida diluida, explosion de vapor, molido de
bolas y ozonacion (Tabla 7). Por ejemplo, Ballesteros et al. (2010) ocuparon un
pretratamiento térmico (160 °C por 30 min) aplicado a RSM al 20 %ST, para obtener 35 g
glucosal/L (nssv = 41.6 %) con celulasas Celluclast 1.5 L (NS 50013) y R-glucosidasas
Novozyme 188 (NS 50010). Clanet et al. (1988) también sacarificaron RSM pero a una
concentracion menor (6 %ST). Utilizaron extracto enzimatico de T. reesei CL847 y
lograron una nssv de 48 %. A una concentracion aun menor de RSM (1 %ST), Li et al.
(2007) obtuvieron una alta sacarificacion (Nspcel = 72.8 %) con una carga enzimatica de T.
viride (60 FPU/g) aplicada al sustrato pretratado con acido diluido (H2SO4 al 1% vl/v, 3 h,
60 °C) seguido de pretratamiento térmico (120 °C, 15 min). Esta combinacion fue la mejor
para una serie de ensayos que incluyeron pretratamientos de acido diluido, térmico,
microondas, y sus combinaciones. Con un pretratamiento aun mas agresivo (H2SO4 al
0.4% viv, 3 h'y 60 °C, seguido de explosién de vapor a 210 °C, 3 min), Nguyen et al.
(1999) lograron una nspcel = 80 % para desechos solidos mixtos a 2.7 %ST sacarificados
con celulasas a 66 FPU/g celulosa. Por otro lado, Vavouraki et al. (2013) ocuparon
unicamente tratamiento termoquimico (1.5% HCI, 120 °C, 120 min) aplicado a residuos de
cocina al 1 %ST, sin ningun sistema enzimatico, alcanzando asi una ns sy = 57.3 %.

Los pretratamiento incrementan la sacarificacion de un sustrato lignocelulosico, sin
embargo se debe considerar su agresividad al ambiente y costos involucrados. Al
respecto, se considera que el costo del pretratamiento de acido diluido es menor que los
tratamientos térmicos de corta duracion, y que el efecto del tratamiento térmico sobre la

sacarificacion es menor comparado con el efecto que tiene la carga enzimatica (Li et al.,
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2007). Algunos pretratamientos generan inhibidores, principalmente furaldehidos, acidos
organicos y compuestos fendlicos derivados de la hidrolisis de la lignina (Parawira &
Tekere, 2011).

En la Tabla 60 se muestran las caracteristicas enzimaticas de Celluclast y del
Extracto Tr. Las actividades especificas normalizadas en base FPx, muestran que el
Extracto Tr tuvo mayor concentracion de Xilx y CMCx comparado con Celluclast. Tal vez
debido a esta mayor carga de Xilx y CMCx en relacion a la FPx fue que se obtuvieron
mayores sacarificados con el Extracto Tr que con Celluclast, aun a pesar de que la [3-

glucosidasa normalizada fuera menor en el Extracto Tr.

Tabla 60. Caracteristicas enzimaticas de Celluclast y del Extracto Tr

Parametro Celluclast *
Volumétrico Especifico Especifica normalizada®
FPx 98.5+ 2.7 FPU/mL 0.80 + FPU/mg 1 FPU/FPU
CMCx 65.1 + Ul/mL 0.53 + Ul/mg 0.66 UI/FPU
Xilx 156.3 + U/mL 1.26+ U/mg 1.58 U/FPU
B-glucosidasa 14.0 £ ymol/min/mL  0.11 £ ymol/min/mg 0.14 ymol/min/FPU
Proteina 123.6 = mg/mL NA NA
Parametro Extracto Tr °
Volumeétrico Especifico Especifica normalizada®
FPx 37.01 £ 3.0 FPU/mL 0.87 £ 0.07 FPU/mg 1 FPU/FPU
CMCx 35.25 £ 0.01 Ul/mL 0.83 + 2.3E-4 Ul/mg 0.95 UI/FPU
Xilx 87.6 £0.42 U/mg 2.07 £ 0.01 U/mg 2.4 U/FPU
B-glucosidasa 1.63 £ ymol/min/mL 0.04 + ymol/min/mg 0.04 ymol/min/FPU
Proteina 42.3 £+ 1.2 mg/mL NA NA

Notas:  enzima comercial concentrada Celluclast (Sigma-Aldrich); ° actividad especifica normalizada en
base 1 FPU/mL; NA, no aplica; extracto de T. reesei concentrado.

7.5.2. Sacarificacion utilizando diferentes relaciones enzima:sustrato

Se realizaron experimentos para probar 5 niveles de relaciones enzima:sustrato. El
sustrato utilizado fueron los SF y la enzima fue el Extracto Tr. En la Tabla 61 y en la Fig.
35 se muestran los resultados en funcion de la glucosa liberada, la eficiencia y el
rendimiento de sacarificacion. Se determind que el experimento fue significativo (p <
0.0038, Anexo Tabla A14) para la produccion de glucosa y para el rendimiento de

sacarificacion (p < 0.0001, Anexo Tabla A15).
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Como era de esperarse, con el incremento de la relacidon enzima:sustrato la
sacarificacion también fue mayor, obteniéndose la maxima sacarificacion (GX = 11.59 g/L)
a 120 FPU/g SV. Sin embargo, el maximo rendimiento de sacarificacion no se observé a
120 FPU/g SV sino a 40 FPU/g SV (Ys = 11.06 mg azucares/FPU). Esto se debi6 a que el
incremento de la sacarificacion del sustrato no siguid la proporcionalidad del incremento
de la relacién enzima:sustrato. Ballesteros et al. (2010) también ensayaron el efecto de
diferentes cargas enzimaticas sobre los RSM (20 %ST). Como era de esperarse, con la
carga enzimatica mas baja de 20 FPU/g celulosa sus sacarificaciones fueron las mas
bajas (30 g glucosal/L), y aunque con cargas mayores de 40 y 60 FPU/g celulosa las
sacarificaciones fueron mayores (34.8 y 35 g glucosal/L), éstas no mostraron un
incremento proporcional al incremento de las cargas enzimaticas. De aqui se aprecia que
un incremento del doble de la carga enzimatica, sélo logré un incremento del 20 % de la
glucosa liberada, lo que puede comprometer la factibilidad econdmica del proceso. En
general, considerando el alto costo de las enzimas, para cada proceso se debe encontrar
la relacion enzima:sustrato que satisfaga las necesidades de eficiencia, rendimiento y

costo del proceso.

Tabla 61. Resultados de sacarificacion para ensayos de relacion enzima:sustrato

Relacién enzima: [GX]® Ns v’ Ns,h° Ys©
sustrato (FPU/g SV) (g/L) (Yopsv) (Yobholocel) (mg azucares/FPU)
40 10.02 £ 0.26 50.1+£1.0 55.7 £ 1.33 11.06

60 9.60 + 0.29 48.0+1.9 53.3+2.2 6.80

80 9.65+0.40 48.2 £ 3.6 53.6 £ 3.9 5.43

100 10.49 + 0.29 525+34 58.3+3.7 4.59

120 11.59+0.13 58.0+£1.5 64.4+19 4.31

Control Celluclast 7.13+£0.23 356+14 39.6+£1.8 5.34

60 FPU/g SV

Notas: ? concentracion de glucosa + xilosa (ver Ec. 24), ° eficiencia de sacarificacion en base SV
(ver Ec. 26), ° eficiencia de sacarificacion en base holocelulosa (ver Ec. 27), ¢ rendimiento de
sacarificacion (ver Ec. 28).

Los solidos remanentes del proceso de sacarificacidon pueden incluso utilizarse
como sustrato de otros procesos. Por ejemplo, como se discutié con anterioridad, Singh et
al. (1991) utilizaron la pulpa sacarificada de papa para inducir una produccion enzimatica
de T. reesei Rut C30 ligeramente mayor, comparada con la produccion enzimatica a partir
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de pulpa fresca de papa.
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Fig. 35. Comparativo de los experimentos de relaciéon enzima:sustrato y el control
Celluclast a 60 FPU/g SV, a) concentracion final de glucosa, b) eficiencia de sacarificacién
en base holocelulosa, c) rendimiento de sacarificacion. Las barras de error representan la
desviacion estandar de cada experimento. Los errores del disefio fueron 0.246 y 0.165 para la
produccién de glucosa y para el rendimiento de sacarificacion, respectivamente (Anexo, Tabla A14 y
A15).

Se realizaron los ensayos confirmatorios de los resultados obtenidos con 40 y 60
FPU/g SV en los experimentos de relacién enzima:sustrato (Tabla 62). En estos ensayos
no se presentaron diferencias significativas (p > 0.1) para la sacarificacion de los SF, por
lo que se propone que un posible escalado pudiera realizarse con la carga enzimatica de
40 FPU/g SV para ahorrar costes.

El tiempo de sacarificacion podria reducirse a menos de las 72 h con el fin de

reducir los gastos energéticos de operacion, justo hasta el tiempo necesario para alcanzar
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el 80 % de la sacarificacion experimental maxima, o hasta algun otro tiempo lo
suficientemente rentable. Por ejemplo con FORSU como sustrato se alcanzo el 80 % de la
sacarificacion experimental maxima alrededor de las 22.5 — 29 h, y para PF como
sustrato, el mismo porcentaje se alcanzoé entre las 29 — 40 h (Fig. 34). Ballesteros et al.
(2010) observaron que para cargas enzimaticas de 40 y 60 FPU/g de celulosa, la maxima
sacarificacion casi se alcanzé a las 48 h de reaccion. Kaur et al. (2012) también
reportaron las maximas sacarificaciones a las 48 h para tallos de algodon pretratados con
alcali (4 %pl/v) y con ozono (42 g/L y 23 g/L, respectivamente).

Tabla 62. Resultados de sacarificaciéon confirmatoria para ensayos de relacion enzima:sustrato

Relacion enzima: [GX]? Ns.sv Ne.h© Y, ©

sustrato (FPU/g SV) (g/L) (%bSV) (%bholocel) (mgazucares/FPU)
40 7.86 £0.34 46.1+2.0 51.3+1.3 8.68

60 9.60 £ 0.29 445 +0.2 495+2.2 6.15

Control Celluclast 7.13+0.23 36.3+5.1 40.3+1.8 4.84

60 FPU/g SV

Notas: ? concentracion de glucosa y xilosa (ver Ec. 24), ° eficiencia de sacarificacién en base SV
(ver Ec. 26), ° eficiencia de sacarificacion en base holocelulosa (ver Ec. 27), ¢ rendimiento de
sacarificacion (ver Ec. 28).

La Tabla 63 muestra las caracteristicas composicionales de los diferentes solidos
utilizados y/o generados en la experimentacion del modelo de biorrefineria H-M-Z-S. Se
observa que el principal componente agotado de la holocelulosa fue la hemicelulosa, pues
de constituir hasta un 40 % del total de la holocelulosa en el FORSU, pasé a representar
entre el 7y 12 % en los SF y SD respectivamente. Mas aun, en los sdélidos re-fermentados
(SRF) de la Etapa Z y en los sodlidos hidrolizados (SH) de la presente Etapa S, su
contenido fue menor al 5 % del total de holocelulosa. Debido a la recalcitrancia de la
lignina, su concentracion en los solidos totales aumenta conforme la holocelulosa se
degrada. Los SRF presentan una concentracion de celulosa tan baja como la de los SD.
En el caso de los SH, la celulosa se encuentra en una proporcion elevada,
presumiblemente en forma de celulosa cristalina (Hogan & Mes-Hartree, 1990).

Para lograr un uso integral de los sacarificados es importante que éstos no sean
inhibitorios para otros procesos microbiologicos. Por ejemplo, Clanet et al. (1988)

obtuvieron sacarificados a partir de RSM hidrolizados con extracto enzimatico de T. reesei
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CL847, los cuales fueron utilizados exitosamente como sustrato por bacterias, levaduras y
hongos, con crecimientos comparables a los obtenidos con glucosa como fuente de
carbono. Por su parte, Ballesteros et al. (2010) utilizaron también sacarificados de RSM
para la produccion de etanol (30 g/L) utilizando sacarificacion y fermentacion simultaneas
en lote alimentado. Para Nguyen et al. (1999), quienes obtuvieron sus sacarificados a
partir de una mezcla de diferentes residuos, fue necesaria una aclimatacion a este
sustrato para su cepa de Saccharomyces cerevisiae. Esto se debid principalmente a una
ligera generacion de compuestos toxicos como consecuencia de las condiciones drasticas
de su pretratamiento, conformado por una hidrélisis acida con explosion de vapor (0.4 %
H2SOy4, 210 °C, 3 min). Cuando la presencia de compuestos toxicos (e.g. furaldehidos,
compuestos fendlicos) es muy alta, una de las estrategias para removerlos es por
métodos biolégicos, como la adicion de lacasas o por el uso de cultivos de T. reesei
(Parawira & Tekere, 2011).

Tabla 63. Caracteristicas composicionales de sdlidos utilizados/generados

Parametro FORSU SF SD SRF SH

Sdlidos volatiles (Yobs) 85.8+0.24 8161033 30.3+020 67.5+0.06 80.7+1.78
Ceniza (%bs) 142+035 184+024 69.7+054 3221050 19.3+0.95
Celulosa (%bs) 46.6+140 66.2+0.75 14.8+0.35 19.7+0.81 52.8+0.44
Celulosa (%bsv) 543+154 8111088 4881131 29.2+1.20 654+0.74
Hemicelulosa (Ybs) 31.1+160 540+£0.79 210+0.28 0.60+0.55 0.20+0.18
Holocelulosa (%us) 777+180 716+0.83 16.9+0.21 20.3+045 53.0+1.01
Lignina (Yobs) 811098 991054 1351068 21.0+£0.02 28.7+0.40

Notas: FORSU, fraccidon organica de residuos solidos urbanos; SF, sdlidos fermentados; SD, sodlidos
digeridos; SRF, solidos re-fermentados; SF, sélidos hidrolizados.

7.5.3. Ensayos de actividad enzimatica residual
Se constato el potencial de reutilizar las enzimas después de la sacarificacién de los SF a
5 niveles de relacion enzima:sustrato (Tabla 64). Al finalizar las 72 h de sacarificacion, los
sobrenadantes fueron recuperados y se les determin¢ actividad de FPasas (p < 0.0001,
Anexo Tabla A16).

En general se obtuvieron muy buenas recuperaciones de actividad enzimatica

(FPx,r > 70 %). Los resultados fueron significativos, sefialando que la FPx,r fue mayor a
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menores cargas enzimaticas (Tabla 64).

La sacarificacion con la carga de 40 FPU/g SV present6 la mayor FPx,r de 86 %.
Esto se pudo deber a una mayor adsorcion de la enzima al sustrato en los ensayos que
tuvieron las relaciones enzima:sustrato mas altas, puesto que se ha reportado que la
proporcion de enzima adsorbida al sustrato residual es dependiente de la relacién
enzima:sustrato, de la eficiencia de la hidrdlisis y del contenido de lignina del sustrato
(Hogan & Mes-Hartree, 1990). Se debe lograr una mejor compresion de los fendmenos de
adsorcion y desorcion para mejorar tanto la hidrélisis de los sustratos, como la
recuperacion enzimatica. Las exoglucanasas se pueden unir al sustrato insoluble por
medio de dos elementos: el dominio catalitico y el dominio de unidn a celulosa. La
adsorcion solo del dominio de union a celulosa no permite la hidrélisis del sustrato; para
esto también es necesaria la union del dominio catalitico (Duff & Murray, 1996). Se
considera que una adsorcion mas fuerte lleva a una mayor hidrdlisis del sustrato (Hogan
& Mes-Hartree, 1990). Consecuentemente cuando existe una fuerte adsorcion de las
endo y exoglucanasas al sustrato celuldsico, la desorcién no se realiza a menos que el

sustrato se haya degradado (Duff & Murray, 1996).

Tabla 64. Recuperacion de actividad enzimatica

Experimento FPx,i ° FPx,f° FPx,r °
(FPU/g SV) (FPU/mL) (FPU/mL) (%)
40 1.00 0.86 86
60 1.31 1.08 82
80 1.68 1.28 76
100 2.03 1.57 77
120 2.45 1.77 72
Control Celluclast 1.34 1.00 75
60 FPU/g SV

Notas: ° FPx inicial at = 0 h, ® FPx final a t = 72 h, ° Recuperacion de la FPx (FPx,r = FPx,f/FPx,i * 100). Las
actividades enzimaticas de los concentrados del extracto Tr y de Celluclast fueron 17.55 y 111.2 FPU/mL
respectivamente. Error del disefio = 0.

Las FPx,r del 70 — 86 % observadas, abren la posibilidad de recuperar y reciclar el
extracto enzimatico para nuevas sacarificaciones. El reciclaje de enzimas es visto como
una excelente alternativa para disminuir los costos de la hidrolisis enzimatica, ya que se
considera que el costo de la enzimas es aproximadamente el 60 % del costo total del
proceso (Singh et al., 1991, Nguyen et al., 1999). Algunas de las técnicas de reciclaje o
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de reutilizacidon de las enzimas incluyen la inmovilizacion de éstas en soportes, la
ultrafiltracién del hidrolizado para separar las enzimas de los sacarificados, recuperacion
por desorcion del residuo no hidrolizado utilizando amortiguador fosfatos pH 7, o por
contacto del mismo hidrolizado con sustrato fresco (Singh et al., 1991).

Singh et al. (1991) adsorbieron las enzimas del hidrolizado de pulpa de papa de 24
h a un sustrato fresco mediante 10 min de agitacion a temperatura ambiente. A
continuacion centrifugaron esta mezcla y el sustrato con las enzimas adsorbidas fue
hidrolizado en un nuevo matraz a 50 °C por 24 h, con lo que alcanzaron 32 % de
sacarificacion. Ademas, en otro experimento los mismo autores incubaron el residuo no
hidrolizado de una sacarificacion junto con sustrato fresco y amortiguador, a una
concentracion del sustrato de 60 g/L. En esta ocasién en 24 h se logré el 18 % de
sacarificacion del sustrato mixto. Después de remover los hidrolizados, se utilizé nuevo
amortiguador y tras 24 h a 50 °C se logro un 38 % de hidrolisis de los polisacaridos.

Por otro lado, Nguyen et al. (1999) recuperaron por ultrafiltracion las celulasas
provenientes de un reactor en lote alimentado para la sacarificacion de desechos solidos
mixtos, y las reutilizaron en el mismo. De esta forma hidrolizaron entre 80 y 90 % de la
celulosa contenida en el sustrato mixto compuesto por aserrin, podas de almendro, paja
de trigo, papel de oficina de desecho y papel periddico. La carga enzimatica neta fue 10
FPU/g celulosa. Mas aun, posteriormente ocuparon los hidrolizados para la produccion de
etanol con una cepa de Saccharomyces cerevisiae.

Los solidos hidrolizados pueden incluso tener aun algun valor biotecnolégico. Una
aplicacion es su reuso en combinacién con sustrato fresco para incrementar la produccion
enzimatica. Hogan & Mes-Hartree (1990) combinaron residuo de alamo hidrolizado con
madera de alamo tratada por explosién de vapor y obtuvieron altos niveles de celulasas
(0.72 — 0.85 FPU/mL) comparados con sustrato sin hidrolizar (0.55 — 0.67 FPU/mL).
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7.6. Actividad 5. Evaluacion de sistemas: Recursos-Energia-Productos-Desechos
(ES-Reprode)

La hipdtesis general de esta Tesis consideraba el supuesto que el modelo de biorrefineria
se constituiria por un proceso de cuatro etapas en serie: H (producciéon de hidrogeno), M
(produccién de metano), Z (produccion de enzimas) y S (produccion de sacarificados);
logrando asi el aprovechamiento maximo de la FORSU. Sin embargo, a partir de los
resultados obtenidos experimentalmente en las etapas H, M, Z y S, se establecio que la
configuracion del modelo de biorrefineria que daba los mejores resultados correspondia a
un proceso serie-paralelo.

El proceso serie-paralelo (Fig. 36) planteado inicia con la alimentacién de FORSU a
la Etapa H para la produccion de hidrogeno y solidos fermentados (SF). Una porcion de
los SF generados en esta etapa es alimentada tal cual a la Etapa M para la produccion de
metano y generacion de solidos diferidos (SD). Los SD serian usados potencialmente
como acondicionador de suelos.

La porcion de SF que no se alimentd a la Etapa M, fue sometida a un tratamiento
de lavado para extraer los lixiviados (Lx), principalmente constituidos por AOVs vy
solventes. Estos SF lavados (SF.) son alimentados a la Etapa Zy a la Etapa S.

En la Etapa Z se realiza la produccién de enzimas usando el hongo T. reesei MCG
80 alimentado con SF,. Las enzimas producidas son recuperadas en forma de extracto
concentrado (Ez) tras un proceso de centrifugacion (C) y ultrafiltracion (UF). El Ez puede
ser comercializado para otros procesos (e.g. sacarificacion, deslavado de mezclilla,
clarificacion de jugos, etc.). El sedimento de la centrifugacion fueron los solidos re-
fermentados (SRF), constituidos por sustrato residual y biomasa de T. reesei, que pueden
ser utilizados como alimento de ganado. El filtrado (F) del proceso de ultrafiltracion esta
conformado por sales y compuestos de bajo peso molecular (< 10 kDa). Estos pueden ser
utilizados como suplemento para medios de cultivo de otros procesos biotecnoldgicos.

La Etapa S utiliza SF_ y extracto enzimatico Ez para la obtencién de sacarificados.
Tras la sacarificacion se realiza una centrifugacion (C) para separar los sodlidos
hidrolizados (SH) del medio liquido que contiene los licores sacarificados (LS) y la enzima

residual (Ez,r). Estos dos ultimos componentes se separan mas adelante por
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ultrafiltracion (UF). La Ez,r es reutilizada en la misma Etapa S para reducir el consumo de
extracto concentrado Ez de la Etapa Z. Los licores sacarificados LS se pueden utilizar en
procesos de produccion de bioetanol o como sustrato de otros procesos biotecnoldgicos,
mientras que los SH podrian utilizarse como suplemento de sustrato para otros procesos

bioldgicos.
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Fig. 36. Diagrama de bloques de operacion serie-paralelo del modelo de biorrefineria H-M-Z-S.
FORSU, fraccion organica de residuos soélidos urbanos; SF, sélidos fermentados; SD sélidos
digeridos; TL, tratamiento de lavado; Lx, lixiviados; SFL, soélidos fermentados lavados; C,
centrifugacion; UF, ultrafiltracién; SRF, solidos re-fermentados; B, biomasa; Ez, extracto enzimatico
concentrado; F, filtrados; LS, licores sacarificados; Ez,r, enzima residual; SH, sélidos hidrolizados.

La Fig. 37 muestra el diagrama de flujo de procesos del modelo de biorrefineria.
Esta figura es una ampliacién de la Fig. 36, ya que ademas de contener las principales
operaciones unitarias, recursos y productos, también muestra otros procesos auxiliares
(procesos de produccion de energia a partir del Hy y del CH,), el destino de algunas
corrientes de salida, y nuevas corrientes de entrada. Los insumos y los productos
aparecen de acuerdo a lo descrito en la seccion 6.7.3.3.
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Fig. 37. Diagrama del flujo de procesos del modelo de biorrefineria H-M-Z-S.
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El FORSU es constituido por los residuos solidos organicos (RSO) y papel, que
tienen que ser transportados hasta la biorrefineria. Estos son mezclados y molidos, para
posteriormente ser acondicionados con la humedad y sales necesarios para su
fermentacion. El biogas generado, conformado por hidrogeno, CO, y H2S principalmente,
es purificado con una solucion de monoetanolamina (MEA) para aumentar la
concentracion de H, removiendo el CO, y para evitar la corrosion por las trazas de H,S
presente. El H, purificado puede ser utilizado entonces para generar electricidad en una
celda de combustible con membrana de intercambio protonico (PEM).

Los sdlidos fermentados (SF) producidos por la fermentacién de la FORSU son
alimentados a la digestién anaerobia. El biogas producido compuesto por CHs, CO, y
trazas de H,S es purificado por una absorcion con solucion de MEA. El CH,4 purificado
puede ser entonces usado para producir electricidad y vapor de baja presion en una
planta de ciclo combinado. Los solidos digeridos generados pueden ser utilizados como
acondicionadores de suelos.

Una porcion de los SF que no se alimentaron a la digestion anaerobia, son
procesados a través de un filtro prensa para extraer lixiviados, a continuacién son lavados
con lixiviados de recirculacion y nuevamente prensados para extraer lixiviados mas
concentrados. Finalmente se lavan con agua y se prensan nuevamente, extrayendo
lixiviados para recirculacion y los solidos fermentados lavados (SF.).

Los SF. se alimentan a un reactor de fermentacion que se inocula con micelio de T.
reesei MCG 80 para la obtencién de un extracto enzimatico que se tiene que separar por
centrifugacion de los sdlidos re-fermentados (SRF) y de la biomasa, y posteriormente
concentrarse por un proceso de ultrafiltracion. Este extracto enzimatico concentrado
puede utilizarse para procesos de sacarificacion.

Nuestro proceso de sacarificacion utiliza una porcidon de los SF_, extracto
enzimatico concentrado y extracto enzimatico recirculado proveniente de la ultrafiltracion
del extracto sacarificado, previamente centrifugado para remover los sélidos hidrolizados.
Los licores sacarificados filtrados del proceso de ultrafiltracion, pueden utilizarse en otros
procesos fermentativos para la produccion, por ejemplo, de bioetanol.

De las librerias de SimaPro v7.1.8 se seleccionaron los procesos similares a los

propuestos en la biorrefineria H-M-Z-S. Los flujos de las corrientes principales de



Cinvestav 179
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

reactivos y productos se ajustaron con los datos del balance global de masa mientras que
los flujos de corrientes secundarias o complementarios se ajustaron con los datos de las
librerias.

La Tabla 65 contiene las principales tecnologias que se ocuparon en la evaluacion
de sistemas ES-Reprode. Los pasos uno y dos corresponden a la actividad de recoleccion
de los residuos solidos organicos (RSO) y el papel, y su acondicionamiento con sales de
fosfato para proveer amortiguamiento del pH. En el paso 1 se considerd el consumo de
CO;, del aire para la constitucidon de los RSO y del papel. Se consideraron también cargas
ambientales por transporte de los RSO y del papel en vehiculo de 3.5 ton dentro de la
biorrefineria.

La Etapa H incluye los pasos de produccién de biogas a partir de FORSU
acondicionada (paso 3), la purificacion del hidrogeno (paso 4) y la generacion de
electricidad en celda de combustible PEM (paso 5). En el paso 3 se emiti6 CO, como
producto de la fermentacion. Tanto el calor como la electricidad requeridas en la Etapa 3
se consideraron abastecidas por la generacion de las mismas en la biorrefineria.

En la Etapa M se considerd la produccion de biogas a partir de SF (paso 6), la
purificacion del metano al 96 % (paso 7) y la conversion de éste en calor y electricidad en
una planta de ciclo combinado (paso 8). En el paso 6 se generaron soélidos digeridos (SD)
y COz de origen biogénico por la digestion anaerobia.

La actividad de lavado de los SF para su posterior alimentacién a las etapas Zy S
se baso en una tecnologia de trituracién de piedras y su lavado con agua. Se considero
agua de lavado adicional para la constitucion de los lixiviados. La electricidad fue
abastecida por la biorrefineria, pero el calor se genero a partir de la quema de gas natural
en caldera.

La Etapa Z consider6 el consumo SF lavados, agua y calor para la produccion del
extracto enzimatico concentrado. Se generaron también solidos refermentados (SRF) y
CO, de origen biogénico por la fermentacion.

En la Etapa S se consideré el consumo de SF lavados, agua, enzimas
concentradas y calor para la produccion de sacarificados y solidos hidrolizados (SH).
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Paso Produccion DdC? Consumo Tecnologia (en  Observaciones de la tecnologia
(%) inglés)
Recoleccién/acondicionamiento
1 RSO 25 %ST + papel 1 kg 100 COy, en el aire 0.5663 kg Biowaste at
99 %ST collection point
Transporte dentrode  0.0001 t*km Transport van 220 000 t*km/vehiculo, Suiza/Europa
biorrefineria <3.5t
2 FORSU acondicionada 1 kg 100 RSO 25 %TS + papel 0.5610 kg Biowaste at
20 %ST 99 %TS collection point
Agua de 0.4392 kg Tap water Suiza.
acondicionamiento
Fosfatos en roca 0.0362 kg ° Dry rock or dried Promedio de mezcla de tecnologias,
wet rock EUA.
processing
Etapa H
3 Biogas de FORSU 1m° 20 FORSU 57.1429 kg Biogas from Planta de digestion anaerobia de
acondicionada acondicionada 20 biowaste desechos organicos, 10 000t/afio, 25
%ST afos, termofilica, digestion en una
etapa, con post-composteo, Suiza.
SF 16.2 %ST 55.7381 kg 80 COg, biogénico 1.3750 kg
CO,, biogénico 1.3750 kg - Calor (sustituido) 9.6674 MJ Biogas burned Eficiencia electr. 0.32, Eficiencia
in cogen calorifica 0.55, Suiza.
Electricidad 0.3737 kWh Electricity, low Voltaje medio a bajo, Suiza e
(sustituida) voltage importaciones.
4 Hidrégeno al 99% de 1m° 100 Biogas de FORSU 3.3333m’° Methane 96% Instalaciones para produccion de
biogas acondicionada purification quimicos. Composicion de una planta
quimica basada en una unidad de
destilacion, Suiza.
Electricidad 1.1100 kWh °© Electricity, Voltaje alto a medio, Suiza e
(sustituida) medium voltage  importaciones.
5 Electricidad de H; al 1 kWh 100 Hidrégeno al 99% de 0.3564 m® Electricity, Celda de combustible PEM, 2 kW
99% en celda PEM biogas biogas, alloc. salida eléctrica,15 afnos o 80 000 h de
exergy, PEM operacion. Eficiencia eléctrica 32 %,
future eficiencia total 87%, Europa central.
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Paso Produccion DdC? Consumo Nombre de Observaciones de la tecnologia
(%) tecnologia
Etapa M
6 Biogas de SF 16.2 1m? 90 SF 16.2 %ST 10.5519 kg Biogas from Planta de digestion anaerobia de
%ST biowaste desechos organicos, 10 000t/afio, 25
afos, termofilica, digestion en una
etapa, con post-composteo, Suiza.
SD 11.2 %ST 8.8726 kg 10 COg, biogénico 0.6875 kg
CO,, biogénico 0.6875 kg - Calor (sustituido) 0.3982 MJ Natural gas Modulacién condensada >100kW,
burned in boiler  Suiza a Europa.
Electricidad 0.0905 kWh Electricity, low Voltaje medio a bajo, Suiza e
(sustituida) voltage importaciones.
7 Metano al 96% de 1m° 100 Biogas de SF 16.2 1.5385 m3 Methane 96% Instalaciones para produccion de
biogas de SF %ST purification quimicos. Composicion de una planta
quimica basada en una unidad de
destilacion, Suiza.
Electricidad 0.5000 kWh ° Electricity, Voltaje alto a medio, Suiza e
(sustituida) medium voltage  importaciones.
8 Energia del metano al 1MJ 100 Metano al 96% de 0.0336 m3 Electricity cogen Planta de gas de ciclo combinado,
96% biogas de SF biogas 400 MWe: turbina de gas 265 MWe,
turbina de vapor 140 MWe.
CO,, biogénico 0.0659 kg
Lavado SF
9 SF lavados 80 %ST 1 kg 90 SF 16.2 %ST 5.4812 kg Limestone Maquina industrial, pesada.
crushed, Trituradora de rocas, 195 000 t/afio,
washed. 25 afo, Suiza.
Lixiviados de SF 12.8180kg 10 Agua de lavado 8.3368 kg Tap water Suiza.
Calor 0.6978 MJ Natural gas Modulacién condensada >100kW,
burned in boiler  Suiza a Europa.
Electricidad 0.00072 kWh Electricity, Voltaje alto a medio, Suiza e

(sustituida)

medium voltage

importaciones.
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Paso Produccion DdC? Consumo Nombre de Observaciones de la tecnologia
(%) tecnologia
Etapa Z
10 Enzimas concentradas 1 kg 80 SF lavados 80 %ST 0.2080 kg Proteins from Planta de fermentacion para etanol,
10 veces grass/Syrup 90 000 t etanol/afo, 20 anos, EUA,
from sugar beet  trigo como recurso.
molasses
Filtrados de SRF 9 kg 15 Agua para 8.9737 kg Tap water Suiza.
fermentacién
SRF 90 %ST 0.2019 kg 5 Agua para in6culo 1.0202 kg Tap water Suiza.
CO,, biogénico 0.0567 kg - Calor 0.2183 MJ ¢ Natural gas Modulacion condensada >100kW,
burned in boiler ~ Suiza a Europa.
Electricidad 0.2000 kWh ° Electricity, Voltaje alto a medio, Suiza e
(sustituida) medium voltage  importaciones.
Etapa S
11 Sacarificados al 6.19% 1 kg 90 SF lavados 80 %ST 0.1355 kg Proteins from Planta de fermentacion para etanol,
grass/Syrup 90 000 t etanol/afo, 20 anos, EUA,
from sugar beet  trigo como recurso.
molasses
SH 90 %TS 0.0480 kg 10 Agua para 0.8663 kg Tap water Suiza
sacarificacion
Enzimas 0.0462 kg
concentradas 10
veces
Calor 0.0488 MJ ¢ Natural gas Modulacién condensada >100kW,
burned in boiler ~ Suiza a Europa.
Electricidad 0.0800 kWh ° Electricity, Modulacion condensada >100kW,

(sustituida)

medium voltage

Suiza a Europa.

Notas: ? distribucién de cargas contaminantes, ° valor sujeto a verificacion, © valor probablemente sobrestimado, ¢ valor probablemente subestimado;
RSO, residuos sodlidos organicos; ST, solidos totales; FORSU, fraccién organica de residuos solidos urbanos; SF sélidos fermentados; PEM,
membrana de intercambio de protones; SD, sdlidos digeridos; SRF, sdlidos refermentados; SH, sdlidos hidrolizados
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7.6.1. Balance de masa

En la Tabla 66 se muestra el balance de masa considerando los elementos descritos en la
Tabla 39 (seccion 6.7.4). De acuerdo a la unidad funcional, la corriente de entrada del
sustrato fue 1 ton,n, de FORSU. Como los SF fueron el sustrato de las etapas M, Zy S, su
distribucion fue discrecional. Se repartieron 40 % a la Etapa M, 40 % a la Etapa Z, y 20 %
a la Etapa S.

Tabla 66. Balance de masa del modelo de biorrefineria

Etapa Corriente de entrara Tongy Corriente de salida Tongy
H RSO 0.480 SF 0.975
Papel 0.081 Pérdidas por evaporacion 0.0001
Agua 0.439 H, 0.0005
Solucion MEA 1.660 CO, 0.024
Solucion MEA 1.660
Total 2.660 Total 2.660
M SF 0.390 SD 0.328
Solucién MEA 1.753 Pérdidas por evaporacion 0.020
CH, 0.017
CO, 0.025
Solucion MEA 1.753
Total 2.143 Total 2.143
Z SF 0.390 Lixiviados 0.912
Agua de lavado 0.593 SRF 0.050
In6culo 0.349 Concentrado enzimatico 0.342
Medio Mandels 3.071 Filtrado 3.080
CO, 0.006
Total 4.404 Total 4.404
S SF 0.195 Lixiviados 0.456
Agua de lavado 0.297 SH 0.013
Enzima fresca 0.012 Enzima reciclada 0.029
Enzima reciclada 0.029 LS 0.263
Amortiguador citratos 0.228
Total 0.761 Total 0.761

Notas: LS, licores sacarificados; MEA, monoetanolamina; RSO, residuos soélidos organicos; SF, sélidos
fermentados; SRF, solidos re-fermentados; SH, sélidos hidrolizados.

El balance de masa contempla algunas sustancias auxiliares en la operacion de la
biorrefineria. Tal es el caso de la solucién de monoetanolamina (MEA) que se utilizé para
purificar el hidrogeno y metano del biogas en las etapas H y M. La produccién de los
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lixiviados extraidos de los SF en el tratamiento de lavado, se distribuy6 en las corrientes
de salida de las etapas Z y S proporcionalmente a la cantidad de SF que se consumieron
en cada etapa. Se muestran las cantidades de CO, biogénico producido por las
fermentaciones y digestion de las etapas H, My Z.

7.6.2. Balance de energia

En la Tabla 67 se muestra el balance de energia en términos de produccién y consumo
de calor y electricidad. El balance de energia se realizO a partir de calculos,
aproximaciones y estimaciones haciendo uso de los datos de diferentes procesos

disponibles en las librerias de SimaPro v7.1.8 (Tabla 65).

Tabla 67. Balance de energia del modelo de biorrefineria

Produccién Consumo Neto
Etapa Calor Electricidad Calor Electricidad Calor Electricidad
(MJ) (kWh) (MJ) (kWh) (MJ) (kWh)
H 0 14.73 169.18 12.37 -169.18 2.36
M 190.97 145.88 14.72 15.36 176.25 130.52
Z - - 124.36 68.49 -124.36 -68.49
- - 37.65 21.04 -37.65 -21.04
Total 190.97 160.61 345.92 117.26 -154.95 43.35

En la Etapa H la produccién de energia eléctrica se realizd6 usando celdas de
combustible de membrana de intercambio protonico (PEM) con una eficiencia
coulombimétrica del 80 %. La electricidad desarrollada por esta tecnologia fue suficiente
para contrarrestar los consumos eléctricos de esta etapa (operacién de digestores,
purificacion del hidrégeno). El consumo de energia calorica fue el mayor de todas las
etapas. Esto se debi6 a que la Etapa H presenté un flujo de entrada de 1 ton de FORSU
que tuvo que ser calentado desde 20 hasta 55 °C.

La Etapa M presentd autosuficiencia energética (eléctrica y cal6rica) al quemar
metano al 96 % de pureza en una planta de ciclo combinado con eficiencias eléctrica y
calorica de 55 y 20 % respectivamente. El consumo calorico se debid principalmente a
pérdidas de calor en el digestor y por la recuperacion de la temperatura en la
transferencia de 0.39 ton de SF de la Etapa H a la M (Tabla 66).
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La electricidad producida en la planta de ciclo combinado fue suficiente para
abastecer el consumo de las etapas M, Z y S, pero no asi el calor, que se utilizd
unicamente para la operacion de las etapas Hy M.

El calor necesario en las Etapas Z y S fue suplido por medio gas natural quemado
en caldera.

Se observo que la Etapa Z presento altos consumos cal6ricos, principalmente por
el tratamiento de lavado con agua a 60 °C que se realiz6 a la alimentacion de 0.39 ton de
SF (Tabla 66).

En la Etapa S, al usar un relativamente alto contenido de sdlidos volatiles en el
reactor (8 %SV), se disminuyeron los requerimientos de agua de dilucidon y con esto
también los requerimientos energéticos para calentarla a los 50 °C de temperatura de
sacarificacion.

En general, se tuvo un superavit eléctrico del 37 % de la electricidad requerida para
la operacion de la biorrefineria (Tabla 67). El déficit calérico fue del 45 % del requerido
para la operacion de la misma, el cual tuvo que ser suplido con un combustible fosil, i.e.
gas natural. Cherubini & Ulgiati (2010) analizaron una biorrefineria de rastrojo de maiz
para la obtencién de metano, bioetanol, electricidad, calor y fenoles; reportando que la
biorrefineria requirid el 77 % de la electricidad y el 99 % del calor generado a través de
cogeneracion. Ocuparon un pretratamiento térmico para hidrolizar la biomasa, ocupando
los azucares C6 y C5 para la fermentacion alcohdlica, los aceites piroliticos de la lignina
para producir fenoles, y los residuos de lignina y de la fermentacién para la produccion de
energia.

En términos de energia neta, sumando calor y electricidad, la biorrefineria tuvo un
balance de cero; es decir, no hubo ganancia ni pérdida energética. La ventaja de haber
obtenido sobreproduccidén eléctrica, es que este tipo de energia tiene mayor valor
agregado que la energia cal6rica. Este postulado podria ser demostrado realizando un
balance de exergia, o energia aprovechable en forma de trabajo, ya que la energia
eléctrica tiene un mayor valor exergético que la energia calérica de temperatura menor a
100 °C (Goedkoop et al., 2009; Schubert et al., 2009; Anexo 9.1.6.1).



Cinvestav 186
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

7.6.3. Evaluacion ambiental
Como primer paso para comparar la sustentabilidad ambiental de la biorrefineria se
realizé un balance de CO; siguiendo la siguiente férmula:

COZ,neto = zCOZ,biogenico + zCOZ,fésiI - z(-\l(:)Z,biomasa [31]

la cual considera el CO; producido en la biorrefineria H-M-Z-S por procesos biologicos
(116.1 kg COy), el CO, de origen fosil por efectos de la quema de combustibles fosiles
(8.01 kg CO,) y el consumo de CO, de la atmésfera consecuencia de su integracion a la
biomasa vegetal (317.6 kg CO,). El resultado del balance fue — 193.5 kg CO,/ton FORSU;
lo que indica que se tienen ahorros de CO, al utilizar la biomasa de la FORSU en la
produccion de biocombustibles y bioproductos. EI CO, biogénico que no fue liberado en
los procesos de biorrefineria, se asume que se encuentra aun fijado en los SD, SRF, SH,
enzimas, lixiviados y LS que se produjeron en las etapas M, Z y S. El destino final de
estos productos se plante6 en la seccion 6.7.3.3.3. (Fig. 36 y 37), pero su analisis de
sistemas requiere mayor informacion sobre las tecnologias que los usarian para evaluar
correctamente sus cargas ambientales.

A continuacion se evaluaron seis categorias de impactos ambientales: agotamiento
abiodtico, acidificacion, eutroficacion, calentamiento global, agotamiento de capa de ozono
y oxidacion fotoquimica.

El proceso que tuvo la mayor aportacion en los impactos ambientales fue la
produccion de energia en planta de ciclo combinado de la Etapa M, pues tuvo el mayor
impacto en acidificacidon y en calentamiento global (Fig. 38a y 38c).

Los principales compuestos con impacto en la acidificacion fueron el dioxido de
azufre, acido sulfhidrico, amoniaco y Oxidos de nitrogeno por ser productos de la
combustion del metano al 96 % de pureza o como subproductos de la digestion
anaerobia. Justamente el proceso con mayor impacto (Fig. 38a) fue la produccion de
energia en la planta de ciclo combinado. Le siguieron la digestion de SF en la Etapa M y
la fermentaciéon de la FORSU en la Etapa H.

En eutroficacion, los principales compuestos con mayor impacto fueron el

amoniaco, oxidos de nitrogeno, fosforos y compuestos organicos. En esta categoria, la
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produccion y uso de los fosfatos aparece como el tercer proceso con mayor impacto (Fig.
38b). En cuarto lugar aparece la fermentacidon de la FORSU, ya que en este proceso se
produjeron los SF que se ocuparon como sustrato en las demas etapas, y las cargas
ambientales de su uso recayeron justamente en su proceso de produccion (Tabla 65).

Fermentacion de FORSU, Etapa H 1

Digestion de SF, Etapa M

Ciclo combinado, Etapa M -

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
kg SO2-eq

Fermentacion de FORSU, Etapa H - b

Fosfatos para acondicionamiento de FORSU + ‘

Ciclo combinado, Etapa M - ‘

Digestion de SF, Etapa M |

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

kg POg-eq
RSO + papel { | C
Quema de gas natural en boiler, etapas Sy Z 1 D
Produccién de enzimas, Etapa Z I:]
Fermentacién de FORSU, Etapa H - I:]
Digestion de SF, Etapa M -
Ciclo combinado, Etapa M -
-275 -250 -50 0 50
kg CO2-eq

Fig. 38. Principales impactos de la biorrefineria en (a) acidificacién (punto de corte 6 %), (b)
eutroficacién (punto de corte 5 %) y (c) calentamiento global (punto de corte 5 %).
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En el calentamiento global, los principales impactos se debieron al dioxido de
carbono biogénico, dioxido de carbono fosil, emisiones fugitivas de metano y monéxido de
dinitrogeno. El principal proceso contribuyente a este impacto fue la produccion de
energia en la Etapa M, siguiéndole la digestion de SF y la fermentacion de FORSU (Fig.
38c). Las etapas S y Z tuvieron impactos ligeramente menores que las demas etapas
principalmente debidos a la quema de gas natural para abastecer su calentamiento. La
FORSU, constituida por RSO y papel, proveyo los impactos negativos en forma de CO;
fijado de la atmosfera.

En la Tabla 68 se muestran los impactos ambientales mas significativos para la
biorrefineria en base 1 ton de FORSU como unidad funcional, y para la disposicién directa
de la misma cantidad de FORSU en relleno sanitario como proceso comparativo.

Tabla 68. Impactos totales de la biorrefineria.

Categoria de impacto Biorrefineria Relleno sanitario
Agotamiento abidtico (kg Sb-eq.) 0.140 0.082
Acidificacion (kg SO»-eq.) 0.202 0.160
Eutroficacion (kg POs-eq.) 0.019 1.43
Calentamiento global 100a (kg CO2-eq.) -128 50.7
Agotamiento de la capa de ozono 40a 2.96 E-06 1.70 E-06
(kg CFC+4-eq.)

Oxidacion fotoquimica (kg CoHa4-eq.) 0.009 0.075

La biorrefineria presentd6 mayores impactos en el agotamiento abidtico,
acidificacion y agotamiento de la capa de ozono que el relleno sanitario. El agotamiento
abidtico fue mayor en la biorrefineria por el uso de gas natural en los procesos de
calentamiento de las etapas Z y S, mientras que la acidificacién y la eutroficacion se
vieron influenciadas por los procesos de produccion de energia en la planta de ciclo
combinado y de digestion anaerobia de la Etapa M (Fig. 38).

En las categorias de eutroficacidon y calentamiento global, la disposicion en relleno
sanitario tuvo mayores impactos que la biorrefineria. Esto se pudo deber a que la
tecnologia de relleno sanitario considerd las emisiones de filtraciones de lixiviados,
emisiones a la atmdsfera por la incineracion del biogas y emisiones fugitivas de gases de

efecto invernadero. En el caso de la eutroficacion, los compuestos organicos como el
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amoniaco, nitratos y 6xidos de nitrogeno (reportados en base DQO), fueron los principales
contribuyentes a este impacto por la via aire y agua, mientras que el fésforo fue el
principal contribuyente a la eutroficacion via suelo.

En la categoria de calentamiento global la biorrefineria demostré un impacto
negativo (ahorro de cargas ambientales), mientras que el relleno sanitario tuvo un impacto
positivo (dafio al ambiente). Este impacto positivo en el relleno sanitario se debid a las
considerables emisiones fugitivas de metano biogénico que no pueden ser
adecuadamente retenidas para ser quemadas y reducir su impacto ambiental en forma de
CO..

Con el objetivo de hacer una comparacion mas sencilla entre la biorrefineria y el
relleno sanitario, los impactos se normalizaron al multiplicarse por sus respectivos
factores de referencia, de acuerdo al método CML 2001 (V2.04 / World, 1995; Anexo
Tabla A17). El resultado nos da un valor normalizado adimensional que puede sumarse
entre todos los valores de los impactos evaluados, y asi comparar el “impacto” total de
una tecnologia con respecto a otra. La suma de los impactos normalizados en la
biorrefineria fue negativa -1.32 x 1072, mientras que la del relleno sanitario fue 1.38 x 10"’
(Fig. 39). Esto sefala que esta tecnologia es mas favorables para el ambiente que el
relleno sanitario. La categoria de calentamiento global fue la causante del ahorro de
impactos normalizados en la biorrefineria, mientras que la principal categoria con
impactos en el relleno sanitario fue la eutroficacién seguida del calentamiento global.

En el analisis de ciclo de vida de tres opciones de manejo de bagazo con
recuperacion de energia usando el método EDIP/UMIP 97, Kiatkittpong et al. (2009)
determinaron que la digestion anaerobia superaba al relleno sanitario y a la incineracion
en todos los aspectos ambientales. En el caso de los rellenos sanitarios, su beneficio
ambiental depende significativamente de la eficiencia de recoleccion del biogas y de los
lixiviados (Manfredi & Christensen, 2009). Una baja recoleccion de biogas permite
mayores emisiones de metano, el cual tiene un potencial de calentamiento global al
menos 25 veces superior al del CO». Si bien con la incineracion Kiatkittpong et al. (2009)
obtuvieron mejor desempefio ambiental que con el relleno sanitario con baja eficiencia de
recoleccion de biogas, éstos no mejoraron el desempefio ambiental de la digestion

anaerobia principalmente debido a los mayores impactos en oxidaciéon fotoquimica por
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parte de la incineracion. Una forma de hacer ambientalmente favorables a los rellenos
sanitarios es dotandolos de tecnologias adicionales, como la recirculacion intensiva de
lixiviados o la aireacion convectiva después de la extraccion exhaustiva de metano tras
los primeros 10 afios de operacion (Manfredi & Christensen, 2009).

Por lo general, se considera que la digestibn anaerobia es una mejor opcion
comparada con el compostaje y la incineracion, principalmente por las mayores
cantidades de generacion de electricidad y los créditos ambientales por emisiones
evitadas debido a la sustitucion de los combustibles fosiles como energéticos (Hanandeh
& El-Zein, 2010). Para poder considerar a la digestion anaerobia ademas como un
sumidero de carbono, los biosdlidos producidos deben aplicarse a suelos con material
huamico microbiolégicamente estable (Peters & Rowley, 2009).
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Fig. 39. Impactos normalizados para los escenarios de biorrefineria y relleno sanitario.

Los procesos biolégicos de tratamiento de residuos organicos pueden tener
considerables impactos ambientales de eutroficacion o acidificacion, sin embargo las
principales ventajas se observan en la recuperacion de energia en términos de emisiones

de calentamiento global evitadas al sustituir la generacion de energia mediante
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combustibles fosiles (Boldrin et al., 2011). En el caso de la biorrefineria H-M-Z-S, ademas
de darle tratamiento a la FORSU, se tuvo superavit de energia eléctrica y se generaron
bioproductos (enzimas y sacarificados). Justamente, se ha sefialado que la obtencién de
bioproductos proveeria de beneficios economicos a la biorrefineria (Fahd et al., 2012).
Ademas la biorrefineria tiene la ventaja adicional de ser ambientalmente favorable en

comparacién con la tecnologia de relleno sanitario.
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8. CONCLUSION
8.1. Actividad 1a. Produccion de hidrégeno por fermentacion en sustrato sélido en

régimen semi-continuo

La temperatura y el TRM, tuvieron un efecto significativo sobre la productividad de
hidrogeno. La productividad de hidrogeno se vio beneficiada por el TRM mas alto
(21 d TRM) y por el régimen termofilico (55 °C). A estas condiciones la mayor
productividad promedio fue 202 NmL Hay/kg,/d.

El proceso mesofilico, aunque tuvo menor produccion de hidrégeno que el
termofilico, pudo ser operado en forma pseudoestable durante mayor tiempo.

El principal metabolito producido fue el acido lactico (> 2 924 mg DQO/kgph)-

8.2. Actividad 1b. Produccién de hidrogeno en sustrato solido por lote con adicion

de fuente de nitrégeno

El régimen termofilico sin adicion de lodos ni sales presentd las mejores
producciones de hidrogeno en el sistema FASSH-VI (Pu2 = 1 983 pmol Hy/g SV,
Rz = 68. 3 ymol Hyx/g SV/h).

Usando pretratamiento de choque térmico como método de seleccidn de
microorganismos hidrogenogénicos se obtuvieron fases de latencia inapreciables
(<14 h).

La adicion de lodos activados sin choque térmico tuvo un efecto negativo de
inhibicion en la produccion de hidrogeno en ambos regimenes térmicos. En
régimen mesofilico, la adicion de lodos activados presumiblemente permitio el
consumo de hidrogeno a partir de las 72 h de operacion. Con choque térmico se
detuvo este consumo pero no hubo repunte en la produccion de hidrégeno.

Con lodos pretratados térmicamente no se observé inhibicion de la producciéon de
hidrégeno en ninguno de los regimenes térmicos. Sin embargo, tampoco se
observo un efecto significativo sobre la produccion de hidrégeno en comparacion
con los reactores sin adicion de lodos.

La adicion de sales tuvo un efecto negativo para la produccion de hidrégeno en

ambos regimenes térmicos.
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8.3. Actividad 2. Produccion de metano a partir de sélidos fermentados

El régimen termofilico (55 °C) influyd positivamente en la productividad de metano,
en el rendimiento de metano y en la produccion de biogas.

Los solidos fermentados SF con el mayor contenido de acidos organicos fueron los
provenientes de la Etapa H con el menor TRM de 14 d. Estos tuvieron un efecto
positivo en la productividad de metano y en la produccién de biogas.

La mejor productividad promedio fue 2 023 NmL CHa/kg,/d obtenida en régimen
termofilico con alimentacién de SF provenientes de la hidrogenogénesis a 14 d
TRM.

La alimentacion con SF influyé positivamente en la obtencion de mayores
productividades de la Etapa M con respecto a los controles alimentados con
FORSU.

En el proceso control, el aumento del TRM de 28 a 49 d dio menores
productividades de metano pero una mayor eficiencia de remocién de SV. En el
caso del régimen termofilico se lograron mayores rendimientos de metano y
mejores eficiencias de remocion conforme aument6 el TRM. Esto corrobora una
mayor eficiencia metanogénica en régimen termofilico en comparacion con el
mesofilico.

El acoplamiento de las etapas de produccion de hidrogeno y de produccion de
metano demostrd ser provechosa pues permitid un mayor potencial energético
comparado contra un proceso metanogénico de una sola etapa alimentado con
FORSU. Ademas, una fraccion importante del Ep y Er del sistema acoplado se

obtuvo como combustible limpio (biohidrégeno).

8.4. Actividad 3. Produccion enzimatica con T. reesei MCG 80

La fermentacion en cultivo sumergido mostré mayores actividades enzimaticas que

la fermentacion en sustrato sélido.

En fermentacion en sustrato solido (20 %ST), las maximas actividades enzimaticas
fueron FPx = 0.25 FPU/mL y CMCx = 0.38 Ul/mL.

Los SF presentaron mayor induccion enzimatica que la FORSU y que los SD.
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El control de 1 %SV de papel filtro suplementado con lactosa dio actividades de
hasta FPx = 2.9 FPU/mL y CMCx = 1.8 Ul/mL.

En los ensayos en fermentadores, el cambio de régimen de lote a lote alimentado
increment6 en 28 — 40 % la FPx. Las maximas actividades enzimaticas alcanzadas
fueron FPx = 2.06 FPU/mL y CMCx = 1.23 Ul/mL.

8.6. Actividad 4. Sacarificacion de biomasa usando el extracto enzimatico de T.
reesei MCG 80

El extracto enzimatico de T. reesei MCG 80 obtenido en la Actividad 3 fue efectivo
en la sacarificacion de SF y FORSU. En general, mejoré las sacarificaciones en un
13 — 16 % comparado con el extracto comercial Celluclast.

Se alcanzaron eficiencias de sacarificacion (ns) cercanas al 50 %psy para el
FORSU, y de hasta 65 %psv para los SF.

La sacarificacion fue directamente proporcional al incremento de la relacidon
enzima:sustrato o carga enzimatica; mientras que el rendimiento de sacarificacion
fue inversamente proporcional al incremento de la relacién enzima:sustrato.

El maximo rendimiento de sacarificacion se observo a 40 FPU/g SV (11.06 mg
azucares/FPU).

Tras las 72 h de sacarificacion, se observaron actividades enzimaticas remanentes
del 70 — 86 % de la actividad enzimatica al tiempo cero. Esto abre la posibilidad de

recuperar y reciclar el extracto enzimatico.

8.7. Actividad 5. Evaluacion de sistemas: Recursos-Energia-Productos-Desechos

De los resultados obtenidos experimentalmente en las etapas H, M, Z y S, se
establecio que la mejor configuracién del modelo de biorrefineria correspondia a un
proceso serie-paralelo, donde con FORSU se producian H, y SF, y a partir de este
ultimo los demas productos (metano, enzimas, sacarificados).

Las tecnologias de produccion de energia seleccionados fueron la celda de
combustible de hidrogeno en la Etapa H, y la planta de ciclo combinado en la Etapa
M.
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Tomando como unidad funcional 1 ton de FORSU al 20 % ST como alimentacion
de la biorrefineria, se tuvo un superavit eléctrico del 37 % de la electricidad
requerida para la operacion de la biorrefineria.

Hubo déficit de energia calorica del 45 % de la requerida para la operacion de la
biorrefineria, que fue suplido con quema de gas natural.

El balance de energia neto considerando la electricidad y calor producidos menos
los consumidos fue de cero.

La biorrefineria presentd impactos negativos (ahorros) en el calentamiento global
debido a la fijacién de CO, atmosférico en la biomasa.

Por medio de una evaluacion de ciclo de vida se compararon las cargas
ambientales de la biorrefineria contra las de un relleno sanitario hipotético. Se
determiné que el relleno sanitario present6 los mayores impactos, principalmente
por efecto del calentamiento global debido a emisiones fugitivas de metano y en la
eutroficacion del ambiente por los lixiviados.

La biorrefineria representa una alternativa eléctrica, economica y ambientalmente

favorable en comparacion con la disposicion de FORSU en relleno sanitario.



Cinvestav 196
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

9. PERSPECTIVAS

1. Considerar a la fermentacion hidrogenogénica en sustrato sélido en lote como una
posiblemente mejor alternativa a la fermentacion semi-continua, en funcién al
mayor flujo energético obtenido en dicho sistema.

2. Realizar el escalado a semi-piloto del sistema H-M para tratar al menos 1 kg, de
FORSU al dia.

Probar a los solidos digeridos como mejorador de suelos.
Examinar las comunidades microbianas del sistema H-M mas afondo durante la
operacion variable de los biorreactores.

5. Evaluar el potencial de reuso de los sodlidos refermentados, de los solidos
hidrolizados y de los filtrados de la Etapa Z en alguna de las etapas de la
biorrefineria H-M-Z-S, o incluso en nuevos procesos.

Utilizar el extracto enzimatico de T. reesei para hidrolizar otros sustratos.

Ensayar los licores sacarificados como sustrato de otros microorganismos.
Profundizar la Evaluacion de sistemas: recursos, energia, productos, desechos;
con el objetivo de utilizar en lo posible informacion de las tecnologias regionales.
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11. ANEXOS
11.1. Tablas y figuras
11.1.1. Actividad 1a. Produccion de hidrogeno en sustrato sélido en régimen semi-

continuo

Tabla A1. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y TRM sobre la productividad de
hidrégeno

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 101917 5 20383 4.09 0.0581
modelo
A-Temperatura 39790 1 39790 7.98 0.0302
B-Origen de alim. 45031 2 22515 4.51 0.0636
AB 17096 2 8548 1.71 0.2578
Error 29927 6 4987
Corr Total 131844 "

10.1.2. Actividad 1b. Producciéon de hidrogeno en sustrato solido por lote con adicion de

fuente de nitrégeno

Tabla A2. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura, nitrégeno adicionado y sales de
fosfato adicionadas sobre la produccion acumulada de hidrégeno

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 2473557 7 353365 10.16 0.0020
modelo
A-Temperatura 1172185 1 1172185 33.71 0.0004
B-Nitrégeno 957609 1 957609 27.54 0.0008
adcionado.
C-Sales de fosfato 187034 1 187034 5.38 0.0490
adicionadas
AB 11777 1 11777 0.33 0.5766
AC 130519 1 130519 3.75 0.0887
BC 14346 1 14346 0.41 0.5386
ABC 85 1 85 0.002 0.9618
Error 278115 8 34764

Corr Total 2751672 15
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Tabla A3. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura, nitrégeno adicionado y sales de
fosfato adicionadas sobre la productividad inicial de hidrégeno

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 5731 7 818 5.79 0.0122
modelo
A-Temperatura 2647 1 2647 18.73 0.0025
B-Nitrégeno 9 1 9 0.06 0.8009
adcionado.
C-Sales de fosfato 473 1 473 3.34 0.1047
adicionadas
AB 635 1 635 4.49 0.0668
AC 336 1 336 2.38 0.1613
BC 275 1 275 1.94 0.2001
ABC 1354 1 1354 9.58 0.0148
Error 1130 8 141
Corr Total 6861 15

11.1.2.1. Experimentos complementarios

Tabla A4. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y adicion de nitrégeno sobre la
produccion acumulada de hidrégeno

Suma de GL Media de F Prob>F

cuadrados cuadrados
Significancia del 88106 3 29369 3.88 0.1116
modelo
A-Temperatura 39608 1 39608 5.23 0.0841
B-Adicion de 8603 1 8603 1.14 0.3465
nitrogeno
AB 39895 1 39895 5.27 0.0833
Error 30280 4 7570

118386 7

Corr Total
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Tabla A5. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y adicion de nitrégeno sobre la
productividad inicial de hidrégeno

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 525.3 3 175.1 4.44 0.0920
modelo
A-Temperatura 460.5 1 460.5 11.68 0.0269
B- Adicién de 3.4 1 3.4 0.09 0.7829
nitrégeno
AB 61.4 1 61.4 1.56 0.2802
Error 157.8 4 394
Corr Total 683.1 7

Tabla A6. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y adiciéon de sales sobre la
produccion acumulada de hidrégeno

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 133429 3 44476 3.74 0.1177
modelo
A-Temperatura 56219 1 56219 4.72 0.0955
B-Adicion de sales 51080 1 51080 4.29 0.1070
AB 26130 1 26130 2.20 0.2126
Error 47613 4 11903
Corr Total 181042 7

Tabla A7. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y adicidon de sales sobre la
productividad inicial de hidrégeno

Suma de GL Media de F Prob>F

cuadrados cuadrados
Significancia del 436.7128 3 145.5709 4.54283 0.0889
modelo
A-Temperatura 185.0484 1 185.0484 5.77480 0.0741
B- Adicién de sales 251.6639 1 251.6639 7.85367 0.0487
AB 0.0004 1 0.0004 0.00001 0.9972
Error 128.1765 4 32.0441

564.8894 7

Corr Total
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Fig. A1. Efectos de la temperatura sobre la (a) produccion acumulada de hidrégeno y (b)
productividad inicial de hidrégeno. Efectos de la adicion de nitrégeno sobre la (¢) produccion
acumulada de hidrégeno y (d) productividad inicial de hidrégeno.
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Fig. A2. Efectos de la temperatura sobre la (a) produccion acumulada de hidrégeno y (b)
productividad inicial de hidréogeno. Efectos de la adiciéon de sales sobre la (¢) produccién acumulada

de hidrégeno y (d) productividad inicial de hidrégeno.
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11.1.3. Actividad 2. Produccion de metano a partir de solidos fermentados

Tabla A8. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y TRM sobre la produccion de biogas

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
a'ggg:ganc'a del 133650.5 3 44550 57.1 0.0010
A-Temperatura 56448 1 56448 72.4 0.0010
B-Origen de alim. 66978 1 66978 85.9 0.0008
AB 10224 .5 1 10225 13.1 0.0223
Error 3119 4 780
Corr Total 136769.5 7

Tabla A9. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y TRM sobre la productividad de
metano

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 414477 3 138159.00 81.91 0.0005
A-Temperatura 291848 1 291848.00 173.02 0.0002
B-Origen de alim. 95484.5 1 95484.50 56.61 0.0017
AB 27144 .5 1 27144.50 16.09 0.0160
Error 6747 4 1686.75
Corr Total 421224 7

Tabla A10. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y TRM sobre el rendimiento de
metano por sustrato alimentado

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 3811.375 3 1270 5.6 0.0644
A-Temperatura 2080.125 1 2080 9.2 0.0387
B-Origen de alim. 300.125 1 300 1.3 0.3135
AB 1431.125 1 1431 6.3 0.0657
Error 904.5 4 226
Corr Total 4715.875 7
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Tabla A11. Analisis de varianza de los efectos de la temperatura y TRM sobre el rendimiento de
metano por sustrato removido
Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 10362.5 3 3454 48 0.0808
modelo
A-Temperatura 4418 1 4418 6.2 0.0676
B- Origen de alim. 5832 1 5832 8.2 0.0460
AB 112.5 1 113 0.2 0.7115
Error 2853 4 713
Corr Total 13215.5 7

11.1.4. Actividad 3. Produccion enzimatica con T. reesei MCG 80
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Fig. A3. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica del extracto enzimatico de T. reesei MCG 80.
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Fig. A4. Cinética de actividad enzimatica. (a) actividad de carboximetilcelulasas, (b) actividad de
celulasas en papel filtro. (®) Ensayo con inoculaciéon de micelio al 6 % v/v, (O) Ensayo con

inoculacion de micelio al 10 % v/v.
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Fig. A5. Cinética de actividad enzimatica. (®) Ensayo pH 3.8, () Ensayo control pH 4.8.



Cinvestav 216
“Integracion de un proceso modelo de biorrefineria para la obtencion de hidrégeno, metano, enzimas y
sacarificados a partir de la fraccion orgdnica de residuos sdlidos urbanos”- Escamilla-Alvarado, C.

11.1.5. Actividad 4. Sacarificacion de biomasa usando el extracto enzimatico de T. reesei
MCG 80

Tabla A13. Analisis de varianza de los efectos del tipo de sustrato y tipo de enzima sobre la
produccién de sacarificados

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del
modelo 151.7 5 30.34 11.42 0.005
A- Sustrato 132.95 2 66.47 25.03 0.0012
B- Enzima 18.08 1 18.08 6.81 0.0402
AB 0.67 2 0.34 0.13 0.8832
Error 15.94 6 2.66
Corr Total 167.64 11

Tabla A14. Analisis de varianza del efecto de la relacion enzima sustrato sobre la produccion de
glucosa

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 5.792 4 1.448 7.949 0.0038
modelo
Relacion enzima 5.792 4 1.448 7.949 0.0038
sustrato
Error 1.822 10 0.182
Corr Total 7.614 14

Tabla A15. Analisis de varianza del efecto de la relacion enzima sustrato sobre el rendimiento de
sacarificacion

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 91.508 4 22.877 280.448 < 0.0001
modelo
Relacion enzima 91.508 4 22.877 280.448 < 0.0001
sustrato
Error 0.816 10 0.082

Corr Total 92.324 14
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Tabla A16. Analisis de varianza del efecto de la relaciéon enzima sustrato sobre la actividad
enzimatica residual después de 72 h de sacarificaciéon de SF

Suma de GL Media de F Prob>F
cuadrados cuadrados
Significancia del 1.589 4 0.397 60.352 < 0.0001
modelo
Relacion enzima 1.589 4 0.397 60.352 < 0.0001
sustrato
Error 0.066 10 0.007
Corr Total 1.654 14

11.1.6. Actividad 5. Evaluacion de sistemas: Recursos-Energia-Productos-Desechos
11.1.6.1. Exergia

Al momento de analizar la generacion de energia, una comparacion directa de energia
térmica con energia eléctrica o0 mecanica puede ocasionar conclusiones erroneas. Aun en
condiciones reversibles y sin pérdidas, la energia térmica sélo puede ser parcialmente
convertida en energia mecanica o eléctrica, que se pueden generalizar como trabajo. La
porcion de la energia térmica que puede ser convertida a trabajo es dependiente de la
temperatura disponible, y recibe el nombre de exergia (Schubert et al., 2009). Se puede

representar mediante la eficiencia térmica del ciclo de Carnot:

* [ Ta
Eex =Etérmica hCarnot _Etérmica (1 - T_) [32]

H

donde Ex es la fraccion exergética de la energia térmica Eimica, Th €S la temperatura del
calor en Kelvin y T, es la temperatura ambiente en Kelvin.

La exergia en una forma de expresar la calidad de la energia de una forma
diferente al contenido energético. La energia y la exergia se expresan en MJ, pero la
exergia es una medida del trabajo util que puede ofrecer un portador de energia. Por
ejemplo, el gas natural tiene un alto valor de exergia, pues puede ser usado para generar
altas temperaturas y vapor de alta presion. Si el gas natural se usa para calentar una casa
con una caldera altamente eficiente, muy poco contenido de energia se pierde, pero el
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contenido de exergia se pierde casi completamente, ya que hay muy poco trabajo que se

puede realizar con agua a 50 — 80 °C (Goedkoop et al., 2009).

11.1.6.2. Tablas

Tabla A17. Factores de normalizacion para impactos ambientales seleccionados, de acuerdo con el

método CML 2001

Categoria de impacto Factor
Agotamiento abiotico 6.39E-12
Acidificacién 3.11E-11
Eutroficacion 7.56E-12
Calentamiento global 100a 2.41E-14
Agotamiento de la capa de ozono 40a 2.22E-09
Oxidacion fotoquimica 1.04E-11
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ABSTRACT: The organic fraction of municipal solid waste (OFMSW) was fed to a two-
stage solid substrate anaerobic digestion (2S-SSAD) process evaluated at 54 and 35°C on
bioreactors running at 21, 14, and 10 d mass retention time (MRT). The fermented solids
from these operational units were fed to corresponding individual methanogenic bio-
reactors at 28 d MRT. The spent solids from the 2S-SSAD process were evaluated as
substrates for cellulase and )\ylanase production using the mutant eubacterium strain
Cellulomonas flavigena PR-22 in submerged cultures in flask experiments. Hydrogen
productivity in mesophilic bioreactors almost doubled that in thermophilic ones (p <
0.05). On the other hand, the effect of MRT of the hydrogenogenic stage (levels 10, 14,
21 d) was not significant (p = 0.103). The best performance was at 35°C and 10 d MRT
(hydrogen productivity = 13.2 NmLzy/kg./d). In the second (methanogenic) stage, the
methanogenic productivity was significantly superior in thermophilic regime. Maximum
methane productivity was 341 NmLCHykg,/d that corresponded to the thermophilic
process operated at 42 d total MRT (total MRT defined as hydrogenogenic MRT plus
methanogenic MRT). Xylanolytic and cellulolytic activities with spent solids as sole
substrate reached up to 5000 and 980 IU/L, respectively. We conclude that integration of
enzyme production as an additional stage using spent solids from bioenergy processes is
possible, attractive, and properly fits in the biorefinery concept, towards which environ-
mental and process biotechnology is focusing. The scale-up from Erlenmeyer flasks to
fermenters is strongly suggested to evaluate the possible increase and feasibility of en-
zyme production.

INTRODUCTION

The generation of solid wastes amounts to thousands of tons per day in megalopolis
of developed and underdeveloped countries. In Mexico, 102,000 ton/day are produced
(INEGI, 2009) where the organic fraction (OFMSW, paper. and organic wastes) repre-
sents up to 60% of the total. The OFMSW is a potential raw material for the production
of biofuels, intermediary chemicals. proteins, enzymes, as well as other added-value
products (Holtzapple et al., 1992: Silva et al., 1995, Lay et al., 1999, Poggi-Varaldo et al..
2005; Valdez-Vazquez et al.. 2005). Bioproducts are actually obtained through biotech-
nology. but few works have dealt with the problem of highly organic-loaded effluents
from these processes. On a biorefinery perspective such problems are to be solved by the
maximization of end products (Zeikus, 1980; Kamm and Kamm, 2004).

* Author for correspondence
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Arocle history: The objectiveof this work was toevaluate the performanceof atwo-stage hy ic-me
Recaived 31 jamary 2011

Received in revisad form

17 November 2011

Accepted 12 December 2011
Available online 19 December 2011

(H-M) semi-continuous Process in terms of mass retention time (MRT) for hydrogenogenic stage (H-
stage), feed source for methanogenic stage ( M-stage) and thermal regime (35 and 55°C) for both stages,
The substrate was a model organic fraction of municipal solid wastes (OFMSW) at 35% total solids.

In H-stage, mesophilic temperature had a positive significant effact on higher hydrogen productivitics
and lower amounts of hydrogen sinks comparad to thermophilic operation, Cakulations based on mass

prom— balances and biechemical stoichi yo that acid fer ion was linked to low
p mm!" biohydrogen yields, The M-stage performance was influenced by both the temperature and feed source,
Biceefinery Bioreactors in thermophilic regime better than ilic ones. Maximum methane produc-
Methane tivity was 341 NmL CHyj( ks, d) that corresponded to the thermophilic bioreactor fed with fermented
salid substrate fermentation solids from H stage at 14d MRT. The two-stage process showed higher gress energetic potential when
Two-stage anaerchic digestion compared toan onty gENic Process of q MRT(control); thiswas dve to ahigher

methane productivity in the M-stage of the series process, The main contribution of H-stage seemad to
be associated to hydrolysis of th2 complex substrate thus generating metabolites for the M-stage rather
than the hydrogen production itself,

© 2012 Elsevier Ltd, All rights reserved,

1. Introduction

In the last 15 years there has been an intensive research
in order to improve and foster biohydrogen and methane tech-
nologies for biofuel production, From dark fermentation to
cyanobacteria and purple non-sulphur bacteria, studies have
focused on better hydrogen yields that can compete with
H; costs from traditional non-renewable fuels [1]. As for
biomethane, its exploitation has become an accepted/commercial
technology [2-4].

Recently, interest on two-stage processes, hydrogenogenic fol-
lowed by a methanogenic stage (H-M), has resurrected in the
perspective of reclaiming bioenergy from organic wastes [5-9].
Two-stage process has been previously investigated in the way
of an acidogenic coupled to a methanogenic bioreactor for waste
sludge processing (two-phase anaerobic digestion), particularly
during the seventies and eighties decades [10-12], aiming to
enhance the methanogenic stage of sludge digestion. The main

* Correspending author. Tal.: +52 55 5747 3800x4324; fax: +52 555747 3315,
E-mudl address: hactorpoggi2001@gmail.com (HM. Poggi-Varaldo)

1358-5113/5- see front matter © 2012 Elsavier Ltd. All rights reserved.
deiz 10.1016/j.procbin 2011.12.006

objective of such an array was to separate the major microbial
populations in different bioreactors according to its biochemical
characteristics, Hydrolysis of the organic matter and its conver-
sion to short-chain organic acids would occur in the acidogenic
bioreactor, and so, microorganisms in the coupled methanogenic
reactor would profit from this and further degrade the substrate
and organic metabolites to methane and CO,, Thus, methaneyields
have been improved when compared to one-phase process [13).

However, since hydrogen is produced along with organic acids
such as acetate or butyrate, the opportunity to obtain biohydrogen
as a fuel was then considered [2]. By means of the two-stage pro-
cess itis possible, in principle, to attain a more thorough use of the
substrate associated to the depletion of the organic load (as COD
or VS), as well as increased yields of bi rgy and other valuabl
by-products [5,14-16],

So far, there has been a predominance of studies dealing with
hydrogen and methane production using model substrates as
sucrose, starch, or liquid wastes in submerged culture [17-19],
Yet, real application is not feasible for pure, expensive substrates,
Therefore process success and scale up depends on processing
inexpensive and almost inexhaustible substrates, such as organic
wastes [20],
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This werk focused on the hydrogen preduction from the organic fraction of municipal solid
waste (OFMSW) in solid substrate fermentation {SSF) with a double purpose: ({) to evaluate
the effect of the total solids content (209 and 35% TS), temperature (35and 55°C)and mass
retention time MRT, 21 and 14 d) on semi-continuous fermentation, and (i) to test the
supplementation of OFMSW with nutrient nitrogen in the farm of waste activated sludge in
batch mini-reactors.

Firstly, in the semi-continuous fermentation, it was found that factors had significant
influence on hydrogen productivity in the order: total solids » MRT > temperature. Sig-
nificant interactions amidst factors were only observed between TS x temperature and
TS » MRT. Indeed, best hydrogen productivity ged up to 123 NmL Hykgwee/d in re-
actors fed with 20 9%TS feedstock. In general, variations and inhibition of hydrogen pro-
duction were related to low pH and lactic acid and solvent deviation of the fermentation.
Therefore these parameters should be followed with particular attention in order to
implement correction and recovery technigques.

Secondly, in the batch fermentation, supplementation with nitrogen (adjusted C/N to
30) did not show a significant effect. Highest results were cumulative hydrogen
production = 1641 pmolyn/g VS and initial hydrogen proeduction = 683 ymolye/g VS/h inthe
mini-reactors without addition of alkalinity or sludge. No significant lag phase was
observed in all the experimental units. Higher specific energetic potential (due to bio-
hydrogen) were obtained forbateh fermentation units compared with the semi-continuous
process (3-fold higher).

Copyright @ 2013, Hydrogen Energy Publicati LIC. Published by Elsevier Ltd. All rights
reserved.

* Correspording author. Tel: 452 55 5747 3800x4324.
E-mail addresses: hectorpoggi2001@gmail com, Meepe@yahoo.com (HM. Poggi-Varalde).
0360-3199'% — see front matter Copyright @ 2013, Hydrogen Energy Publicati LLC. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx deierg/10.1016/ ijhydens 2013.02.124
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of added-value holocellulases with S ok amicire
Cellulomonas flavigena PR-22 and iyt
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Carlos Escamilla-Alvarado', Héctor M Poggi-Varaldo' and
M Teresa Ponce-Noyolaz

Abstract

‘We evaluated the production of holocellulases from the celluloly tic microorganisms Celiulomonas flavigena PR-22 and Trichoderma
reesei MCG 80 using as substrates the organic fraction of municipal solid waste (OFMSW) and digestates from a hydrogenogenic-
methanogenic bioenergy production process. The first set of experiments (E1) used the mutant actinobacteria C. favigena PR-
22 whereas another set (E2) used the mutant filamentous fungi 7. reesei MCG 0. In El1 with OFMSW as substrate, xy lanolytic
activities ranged from 1800 to 3900 international units g, ..~ (IU g, 1), whereas the cellulolytic activities ranged from 220 to
420 IU g ', The variation of agitation speed did not have a significant effect on enzyme activity, whereas the increase of substrate
concentration had a significant negative effect on both xylanolytic and cellulolytic activities on a holocellulose foed basis. Regarding
E2, the OFMSW was evaluated at 1, 2 and 3 % volatile solids (VS). At 2 % VS the best filter paper activities were 1200 filter paper
units (FPU) 17); however, in a holocellulase basis the best result was 67 FPU g, ', corresponding to 1 % VS. Next, OFMSW was
compared with OFMSW supplemented with lactose, digested solids from hydrogenogenic fermentation (D1) and digested solids from
a two-stage process (D2). Against expectations, no positive effect was found in OFMSW due to lactose. The best enzymatic titres
were in the order D1 = OFMSW = OFMSW + lactose > D2. The use of digestates from hydrogenogenic fermentation for enzyme
production holds promise for waste management. It promotes energy and added-value bioproduct generation—a green alternative to
common practice of management and disposal of organic wastes.

Keywords

Biorefinery, cellulases, Cellulomonas flavigena, digestates, organic waste, Trichodermaz reesei, xylanases

Introduction

Massive amounts of municipal waste are generated every day, and
their collection, handling and disposal is of great concern. When
dumped to irregular sites and poorly engineered landfills the waste
can contribute to global warming by generating methane (CHy)
from naturally occurring digestion, as well as health and a2sthetic
nuisances. Municipal solid waste (MSW) is constitutad by up to
50-60 % of biodegradable materials (Gentil et al., 2009). Thesa
components are known as the organic fraction of MSW (OFMSW).
In order to reduce waste, improve management and, at the same
time, obtain added-value commercial products, OFMSW, as well
as other wastes, can be used in fermentation/digestion processes
for biohydrogen and CH4 generation (Escamilla-A lvarado, 2013;
Escamilla-A lvarado et al,, 2012). Indeed, anasrobic fermentation
of wastes is a biological process considered to have a great poten-
tial for producing biofuels and bioproducts (Poggi-Varaldo, 1999;
Poggi-Varaldo et al., 1999; Reith et al., 2003; Valdez-Vézquez
et al., 2005). A hydrogen (H,) production stage followed by a
methanogenic stage (H-M), is basically an acidogenic stage cou-
pled to a methanogenic bioreactor. By adjusting the pH and organic

loading rates, different microbial communities are favoured, thus
enabling H, and CH, harvesting in separate bioreactors.

The H-M process seems to be an appropriate alternative to
biological treatment and biofuel generation from wastes. On the
one hand, anaerobic reatment is characterised by the generation
of lower amounts of sludge than aerobic processes, as approx i-
mately two parts of sludge are produced for every 10 parts of
substrate. On the other hand, valuable H, and CH, are obtained.
Although the waste is reduced, the digestate generated must still
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Abstract

Biohydrogen is a sustainable form of energy as it can be produced from organic waste through fermentation processes involving dark
fermentation and photofermentation. Very often bichydrogen is included as a part of biorefinery approaches, which reclaim organic
wastes that are abundant sources of renewable and low cost substrate that can be efficiently fermented by microorganisms. The aim
of this work was to critically assess selected bioenergy alternatives from organic solid waste, such as biohydrogen and bicelectricity,
to evaluate their relative advantages and disadvantages in the context of biorefineries, and finally to indicate the trends for future
research and development. Biorefining is the sustainable processing of biomass into a spectrum of marketable products, w hich means:
energy, materials, chemicals, food and feed. Dark fermentation of organic wastes could be the beach-head of complete biorefineries
that generate biohydrogen as a first step and could significantly influence the future of solid waste management. Series systems
show a better efficiency than one-stage process regarding substrate conversion to hydrogen and bioenergy. The dark fermentation
also produces fermented by-products (fatty acids and solvents), so there is an opportunity for further combining with other processes
that yield more bioenergy. Photoheterotrophic fermentation is one of them: photosynthetic heterotrophs, such as non-sulfur purple
bacteria, can thrive on the simple organic substances produced in dark fermentation and light, to give more H;. Effluents from
photoheterotrophic fermentation and digestates can be processad in microbial fuel cells for bioelectricity production and methanogenic
digestion for methane generation, thus integrating a diverse block of bicenergies. Several digestates from bicenergies could be used
for bioproducts generation, such as cellulolytic enzymes and saccharification processes, leading to ethanol fermentation (another
bicenergy ), thus completing the inverse cascade. Finally, biohydrogen, biomethane and bioelectricity could contribute to significant
improvements for solid organic waste management in agricultural regions, as well as in urban areas.

Keywords
Agricultural wastes, batch dark fermentation, bicelectricity, biohydrogen, biorefinery, biomethane, municipal wastes, microbial fuel
call

Introduction

In the last 15 years, research interest on bioH, has resurrected, archaea to cite one of the most important groups. A variety of
particularly from the dark fermentation (DF) of solid wastes methanogenesis inhibitors have been reported: acetylene,
(Kovics et al., 2006; Mufloz-Péez et al., 2012) as a way to con-
tribute to solve the crisis of fossil fuels occurring since the late

'CINVESTAV-IPN, DF., México

20th and early 21st centuries. From DF to the use of cyanobacte-
ria and purple non-sulfur bacteria (PNSB), studies have focused
on achieving higher bioH, yields that can compete with H, costs
from traditional non-renewable fuels (Das and Veziroglu, 2008).
In bioH, production by DF of organic wastes, several microbial
groups that consume bioH; coexist with the Hy-producing
microbes (Valdez-Vazquez and Poggi-Varaldo, 2009a). So, it is
paramount to process feasibility to find techniques to inhibit the
H,-consuming microorganisms, suwch as the methanogenic
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ABSTRACT

Keywords: Bichydrogen production has been coupled in some cases to other energy preduction
Bichydrogen technologies in order to overcome its modest energy gains. Anaerobic digestion, whenused
Energetic analysis for methane recovery, has long been regarded as an energy recovery technology. We
Methane determined the energy potential from the coupling of either semi-continuous or batch

Municipal erganic solid wastes

hydrogen lab-scale bioreactors to a methanogenic stage. All processes were performed in
solid substrate fermentation mode using the erganic fraction of municipal solid wastes as
first fed.

Serni-conti ctors for hyd production, operated at 209% total solids, 21 dmass
retention time and 55 °C, averaged Mle. Hy/kgper/d. In the batch hydrogen stage at 209%
total solids, S0h fermentation time and 55 °C, the hydrogen yield was 1200 mmol Hykg,. and
initial hydrogenogenesis rate was 633 mmoly, kg, /h. The methanogenic stage in semi-
continuous perfarmance at 18 4% total solids, 28 d mass retention time and 55 °C preduced
2023 NmL CHy kgow=/d.

Resultant energetic potentials (f.';) were caleulated from the theoretical combustion
of the total hydrogen or methane produced by all the substrate fed to the process. E, for
semi-continuous and batch hydrogenogenesis were 256 and 271 K/kg,,, whereas for
the methanogenic stage was 11,839 kl/kg,, . Correspondingly, energetic fluxes (E;) were
caleulated from the theoretical combustion of the hydrogen or methane productivities.
The E; for semi-continuous and batch hydrogenogenesis were 255 and 24.1 K/kgewen/d,
whereas for the methanogenic stage was 803 kJ/kgown/d. Indeed, coupling of the
methanogenic stage to either semi-continuous or batch hydrogenogenesis increased
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