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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Agencia Internacional de Energia IEA (2021) la innovacion en

materia tecnoldgica en el ambito energético es necesaria para alcanzar los objetivos de
mitigacion del cambio climatico, respaldando al mismo tiempo los objetivos del desarrollo
sostenible. Recientemente la produccion de biohidrogeno a partir de diferentes residuos

organicos se ha convertido en una alternativa de bajo costo y eco-amigable.

Segln Zhong et al., (2015), durante la primera conferencia mundial de hidrégeno realizada
en el afio 2006, indico que el gas hidrogeno es el primer portador de energia limpia del futuro,
no sélo por su alta densidad energética (143 MJ/Kg) la cual es 2,6 veces mas alta que el
metano y 3,3 veces mas alta que la gasolina, sino también porque su combustion solo genera
agua como subproducto. Estas caracteristicas lo han convertido en uno de los combustibles
alternativos ideales frente a los combustibles fosiles (Feng et al., 2020; Srisowmeya et al.,
2020).

Entre los métodos bioldgicos mas aceptados para producir biohidrégeno, la fermentacion
oscura es la mas viable principalmente debido a su sencillez y a la posibilidad de obtencion
a partir de una gran variedad de sustratos incluyendo hoy en dia a los lignoceluldsicos (Fuess
et al., 2017). No obstante, durante la fermentacion oscura de los residuos organicos, sélo
entre el 10 % y el 20 % de la energia contenida en el sustrato se convierte en hidrégeno y gas
carbdnico, mientras que el 80 % y 90 % de la demanda quimica de oxigeno inicial (DQO)
estd compuesta principalmente por productos metabolicos solubles, tales como los alcoholes
y acidos grasos volatiles (AGV) que permanecen en la fase liquida (Murakami, 2020; Rosa
etal., 2018).

Ademas, se resaltan las multiples ventaja del sistema de fermentacion oscura con respecto a
otros sistemas de fermentacion, entre ellos esta; el facil control de operacion, mayor

estabilidad y viabilidad en el uso de industrializado, menores costos operativos, mejores



condiciones de reaccién, degradacion de diversos sustratos orgédnicos y bajo consumo
energético (Boshagh, 2021). Actualmente, la produccion de hidrégeno en la fermentacion
oscura no se aplicado comercialmente, debido a las limitaciones de produccion vy
rendimientos de hidrégeno (J. Chen et al., 2021a). En este sentido, abordar mas sobre los
temas de optimizacién de hidrogeno mediante la fermentacion oscura es un tema interesante
debido a que amplia las estrategias de produccion de hidrogeno y potencializa esta

alternativa.

Investigaciones realizadas por Gomes et al. (2020), Liu et al. (2020), Silva-lllanes et al.
(2017),tienen como objetivo optimizar la produccion de hidrogeno. Para ello han utilizado
diversas configuraciones de reactores como, reactores anaerobios de lecho compacto
(APBR), reactores anaerobios de lecho fluidizado (AFBR), reactores continuos de mezcla
completa (CSTR), reactores de manto de lodo y flujo ascendente (UASB). Ademas de la
geometria y tipo de reactor las producciones de hidrogeno también pueden ser mejoradas por
medio de condiciones operacionales como es el caso de pH, Tiempo de detencion hidraulica

(TDH), carga organica volumétrica (COV), entre otros.

Los cambios de pH en la poblaciéon microbiana pueden afectar drasticamente las diferentes
especies que se encuentran dentro del reactor, generando cambios de las actividades
enzimaticas de los microorganismos que producen Hz y en los microorganismos que
consumen Hz (Shanmugam et al., 2014; Sivaramakrishnan et al., 2021). Esto también ocurre
con la influencia del TDH en el sistema, los TDH relativamente cortos pueden inhibir el
crecimiento de bacterias que consumen Ha debido a los diferentes tiempos metabolicos de
crecimiento de bacterias fermentativas productoras de hidrégeno y las bacterias que
consumen el hidroégeno (Feng et al., 2020; Ri et al., 2019). Lo que lleva a que el TDH siga
siendo uno de los principales parametros en la produccion de biohidrégeno.

Para este tipo de investigaciones se pueden aplicar diversos métodos de optimizacion , como
es el caso de “Una variable a la vez”, es decir la optimizacion de un solo parametro (S.
Kumari & Das, 2017). Sin embargo, utilizar un solo parametro no es una opcién muy clara,

debido a que no se podria explicar los efectos interactivos sobre la variable seleccionada y



determinar un punto éptimo. Por lo tanto, se ha considerado el uso minimo de dos variables
independientes, las cuales puede ser evaluadas mediante la metodologia de superficie de
respuesta (MSR) y disefiadas bajo un disefio compuesto central (DCC), herramientas que
son precisas bajo un programa de ejecucion y analisis y se acerca a los puntos éptimos de
produccion de hidrégeno , como variable de respuesta (Mahata et al., 2020a). EI MSR se ha
aplicado con éxito en estudios que buscan optimizar la produccién de hidrégeno , debido a
que es una herramienta poderosa de analisis estadistico que es adecuada para modelar
procesos multivariados complejos donde una respuesta esta influenciada por maultiples
variables (Sabrina et al., 2020).

Con base en lo anterior, utilizar un sistema de fermentacion oscura para la produccion de
hidrogeno y potencializar este proceso mediante la optimizacion con herramientas
computacionales es una alternativa prometedora. Debido a las tasas de produccion de
hidrédgeno que se podrian tener mediante la seleccion de un sustrato rico en carbohidratos y
altamente biodegradable, como es el caso de las aguas residuales de la industria de bebidas

no alcoholicas.

Las aguas residuales de bebidas no alcohdlicas son una fuente de materia organica atractiva
para la generacion de hidrogeno a partir de los tratamientos biol6gicos, debido
principalmente a las altas concentraciones de carbohidratos. Esta industria pertenece al sector
agro alimentos y es uno de los mayores productores a nivel mundial (Boguniewicz-Zabtocka
et al., 2017). El aumento observado en la produccion se asocia con mayores cantidades de
consumo de agua, lo que implica mayores volimenes de agua residuales descargados al
ambiente. Esta industria, utiliza entre el 20 y el 30 % del agua en la fabricacion de sus
productos como lo indica Ait Hsine et al., (2005a). El porcentaje del 60-80 % se vierte,
aproximadamente un tercio del agua residual proviene del lavado de filtros, equipos de
embotellamiento, aparatos de produccion, limpieza de maquinarias y tuberias (Ait Hsine et
al., 2005b; R. Ali et al., 2021). El porcentaje restante corresponde a las aguas residuales
efluentes de produccion. Adicionalmente, altas concentraciones de soda caustica y azUcar
residual se encuentran en estos tipos de efluentes (Street, 1992). Otras caracteristicas,
incluyen altos contenidos de sodio (320-397 mg/L), variaciones de pH, debido al tipo de linea



de produccién (Pulpas, gaseosas o imperfectos) y altas concentraciones de carga orgénica (C.
Y. Linetal., 2016).

Considerando que las industrias de bebidas no alcoholicas aumentan su produccién anual,
del mismo modo, también lo hacen las cantidades de aguas residuales a tratar, es por ello que
es necesario mejorar los sistemas de tratamientos para este tipo de afluente, adaptando
tratamientos mas eficientes y sostenibles (L. Liu et al., 2006). Las plantas de tratamiento de
aguas residuales industriales utilizadas actualmente en este sector se caracterizan por una
especificidad individual la cual radica directamente en la cantidad y calidad a tratar, asi como
las condiciones especificas de operacién. Por lo tanto, buscar un tratamiento adecuado para
este tipo de efluentes es una labor compleja. El principio basico consiste en determinar las
cantidades correctas de agua residual de entrada, asi como cargas contaminantes, para que la
planta no esté demasiado limitada o sobredimensionada con respecto a su extension (Garg,
2019).

En Colombia, el sector de las bebidas no alcohdlicas tiene amplia gama de productos en el
mercado, comprendida en gaseosas, jugos, tés, bebidas energizantes y diferentes variedades
de agua embotellada. EI consumo per cépita para las gaseosas se ubica en un 49-50 litros por
afio, los jugos tienen un consumo per capita de 5 litros por afio. Los altos volimenes de
produccidn reflejan las altas cantidades de agua residual que genera esta industria en el pais.
Los efluentes que se vierten por la industria de bebidas no alcohélicas también incluyen otra
serie de efluentes como es el caso de los desperfectos o desperdicios, aguas embotelladas,
lavado de botellas, detergentes y causticos, y trazas de lubricantes utilizados en las
maquinarias de produccion (Boguniewicz-Zabtocka et al., 2017). Los desperfectos son
productos que por su baja calidad en el proceso de fabricacion son desechados, asi como la
devolucién de los productos por parte del mercado cuando se encuentran préximos a su fecha
de vencimiento (Isla et al., 2013a; Parra et al., 2018). Una de las ventajas que ofrecen las
aguas residuales de la industria de bebidas no alcohdlicas es su porcentaje de sustancias
organicas que son facilmente biodegradables. Es por ello, que los tratamientos bioldgicos
generan un tratamiento eficiente y efectivo, el cual depende de muchos factores de operacion
(Boguniewicz-Zabtocka et al., 2017).



Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo consiste en optimizar la produccion
de hidrogeno de un reactor de fermentacion oscura con recirculacion interna, bajo un
experimento factorial 22, variando valores de pH en rangos acidos (3.0-5.5.) y TDH en
periodos de (4.0 — 8.0) horas. Adicionalmente también evaluar el desempefio del sistema y

comportamiento de los acidos grasos volatiles en la condicién 6ptima.

El andlisis de la optimizacion sera realizado por medio de una herramienta computacional
estadistica, utilizando la metodologia de superficie de respuesta (MSR). La cual permite la
exploracién de los efectos individuales que ejercen las variables independientes sobre la

respuesta deseada para determinar la condicion optima.



1.1.Planteamiento del problema

EI cuarto reporte de evaluacion del panel intergubernamental sobre el cambio climético

(The Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) destacé que el incremento
acelerado de la poblacién mundial y la demanda energética per capita estan llevando a un
rdpido aumento de las emisiones de gases efecto invernadero (GEI). En particular, en los
ultimos 10 afios, el sector transporte ha mostrado las tasas mas altas de crecimiento en
emisiones de GEI (IPCC), 2020). La principal fuente de energia para el transporte es el
petréleo. La Organizacion de Paises Exportadores de Petrdleo (OPEP) informd que en el
2021 la demanda mundial de crudo tendria un aumento de 6 millones de barriles por dia, para
un demanda global total de 96,6 millones de barriles por dia (Meetings, 2021). . Este
crecimiento fue impulsado principalmente por China, cuya demanda crecié un 4.4%, el valor
mas alto del mundo. La Agencia Internacional de Energia (IEA) en el 2020 informo que
desde el afio 2018 el uso de energias renovables se ha incrementado en un 55%, lo cual indica
que todas las medidas de los gobiernos y la investigacion en este campo han promovido una
cultura hacia energias mas sostenible y han comprometido a diferentes naciones por este
cambio. Entre este tipo de energias, la energia derivada de la biomasa es una de las mas
prometedoras, una vez que su materia prima puede ser un desecho proveniente de actividades
industriales o domésticas. A nivel nacional, regional y mundial, existen tres factores
principales para utilizar la biomasa como fuente de energia estos son: produccion de
bioenergia, produccién de biocombustibles y productos bioquimicos (Mahata et al., 2020b;
Sietal., 2016).

El biogas no solo se produce a partir de biomasa de primera generacién, comprendida
especialmente de cultivos agricolas como maiz, almidén entre otros, destinados a la
alimentacion humana (Deneyer et al., 2018). Sin embargo, cuando el biogas se deriva
principalmente de desechos y residuos se puede categorizar como biocombustible de segunda
generacion, ya que su materia prima no esta en competencia con la industria de alimentos.
La produccion de biogas es comdn en la mayoria de los paises del mundo, y en los Gltimos

afios se ha implementado con fuerza en paises con subsidios econémicos para la generacion



de electricidad a partir del biogas (especialmente en los paises europeos).

En los ultimos afios, los procesos de digestion anaerobia son cada vez mas importantes para
el tratamiento de aguas residuales industriales, dadas sus ventajas de tratamiento y
aprovechamiento de subproductos (Cuff et al., 2018). Es por ello, que los procesos de
tratamiento de aguas residuales de alta tasa se han estado utilizando desde el afio 1970, en
diversas configuraciones como es el caso de los filtros anaerobios, reactores de pelicula fija,
reactores anaerobios de lecho expandido. Los reactores de manta de lodo anaerobio de flujo
ascendente (UASB) y sus derivaciones se han establecido globalmente como el método mas
importante, sobre todo en sistemas de tratamiento de aguas residuales domésticas e

industriales.

Los reactores de alta tasa se han utilizado con éxito para el tratamiento de aguas residuales
ricas en carbohidratos, alcanzando eficiencias de eliminacion de DQO consistentes de mas
de 80% escala completa y mas del 90 % a escala reducidas (Petropoulos et al., 2016; Petta et
al., 2017). Diversos estudios han evaluado la puesta en marcha de los reactores de alta tasa,
encontrando una serie de desventajas que limitan su eficiencia en la fase de arranque. Los
factores que pueden retardar el inicio del reactor van desde las caracteristicas del agua
residual a tratar, los periodos de aclimatacion de la semilla, los valores de pH, las altas
concentraciones de carga organica volumétrica entre otras (P. T. Chen et al., 2020). Todos
estos factores hacen que el arranque de un reactor de alta tasa se realice de manera gradual,
lo que implica un gasto en los recursos hidricos y costos de funcionamiento (X. Li et al.,
2020; Z. Liu et al., 2018). Por lo anterior, se ha estado implementando una nueva
configuracién, que pretende solventar tales inconvenientes, con un sistema interno mas
sofisticado, como es el caso de los reactores de recirculacion Interna (RI), los cuales tienen

a ser una alternativa prometedora.

La estructura interna de los reactores (RI) es mucho mas sofisticada, por lo que se considera
que este sistema trabaja como dos reactores UASB en simultaneo, donde la parte superior
tiene una carga baja con respecto a la parte inferior del reactor. Gracias a su disefio los

reactores de RI pueden separar simultaneamente la fase gaseosa, la fase liquida y la biomasa



(Irizar et al., 2018). Por lo tanto, los reactores con caracteristicas de (RI) pueden funcionar
con COV (20 — 50 kg DQO m3.dia?), siendo de 2 — 3 veces mas altos a los valores tratados

por un reactor convencional UASB (Mao et al., 2015; Xing et al., 2020).

Los residuos generados por las industrias de bebidas no alcohdlicas son una fuente importante
de sustrato organico y un candidato potencial para la generacién de subproductos a partir del
tratamiento por digestion anaerobia (Wickham et al., 2018). Los desechos generados por la
produccién de bebidas azucaradas que incluye refrescos, jugos, aguas saborizadas, té, entre
otras, consisten principalmente en agua y aproximadamente de 10 —12 % p/v de carbono
disuelto, principalmente en forma de azucar (Isla et al., 2013b). Los volimenes de aguas
residuales de la industria de bebidas no alcohdlicas a nivel mundial anualmente son altos.
Alrededor de 4,5 millones de m%afios de residuos de bebidas azucaradas producen en
Argentina, en Reino Unidos la generacion de residuos de bebidas azucaradas se eleva a mas
200,000 millones de m*/afios (Isla et al., 2013a; Quested & Johnson, 2012). Los volimenes
de aguas residuales de bebidas no alcoholicas en Colombia también registran altos valores

de descarga 11,5 m®/afios.

En la actualidad, muchos tratamientos utilizados para tratar estos efluentes consisten
basicamente en procesos bioldgicos, en particular la digestion anaerobia seguida de los lodos
activados (Remya & Swain, 2019). Pero la mayoria de las empresas que tratan este tipo de
aguas residuales, no generan un aprovechamiento de este, puesto que la mayoria solo
priorizan el cumplimiento de vertimiento de aguas residuales industriales como lo solicita el
ministerio de ambiente de Colombia, bajo la normatividad el limite permisible de descarga

para efluentes de la industria de bebidas no alcoholicas se encuentra en 600 mg/L.

Adicionalmente, para el caso de las aguas residuales de la industria de bebidas no alcohdlicas
(IBNA), es vital conocer el manejo que tiene el agua en los procesos de produccion, esto con
el objetivo de poder estimar la cantidad de materia organica contribuyente en las aguas
residuales de la industria. Segln Matosi¢ et al., (2009) en 100 % del agua que entra a
produccion se divide en sub-lineas; la primera corresponde al uso del agua para la elaboracion

de bebidas, en esta etapa el agua es tratada nuevamente con el fin de eliminar



microorganismos y oxidar potencialmente la materia orgénica que aln se encuentre en ella.
Posteriormente, empieza la preparacion de las bebidas donde se le afiade sustancias
especificas saborizadas, altos porcentajes de azUcar, acidulantes y preservantes segun el tipo
de bebida que se esté en produccion, al finalizar las bebidas pasa al sistema carbonatado
donde se le agrega el anhidrido carbdnico (COy) el cual, les da la sensacién refrescante a las
gaseosas. La segunda linea de uso del agua corresponde al tratamiento de ablandamiento, en
esta el agua es usada para el lavado de envases, tuberias, equipos de produccion y tanques de
almacenamiento, cabe resaltar que en esta etapa el mayor porcentaje del agua usada se
convierte en agua residual con altos contenidos de alcalinidad. La tercera linea de uso de
agua es para, las aguas embotelladas y saborizadas que ofrece cada compafiia, en esta linea
el agua pasa por un nuevo sistema de tratamiento Osmosis Inversa con el objetivo de

garantizar un agua de consumo con todos los estandares de calidad.

De acuerdo con los anterior, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢Se podra
optimizar la produccion de hidrégeno en un reactor de fermentacion oscura con recirculacion
interna que trata agua residual de la industria de bebidas no alcoholicas, variando las
condiciones de pH y Tiempo de Detencion Hidraulica (TDH) hasta encontrar los valores
Optimos, utilizando las herramientas estadisticas de Disefio compuesto central (DCC) y
Metodologia de superficie de respuesta (MSR), y ademas analizar el desempefio y

comportamiento de &cidos grasos volatiles (AGV’s) en la condicion 6ptima?
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1.2.Objetivos

Objetivo General

Determinar las condiciones Optimas de operacion de pH y Tiempo de Detencién

Hidraulica de un reactor de fermentacion oscura con recirculacion interna, con el fin
de mejorar la produccién de hidrégeno mediante la aplicacion de la metodologia de

superficie de respuesta (MSR)

Obijetivos Especificos

e Realizar el disefio factorial de componente central para determinar las
condiciones experimentales de pH y TDH a evaluar mediante la metodologia de
superficie de respuesta (MSR).

e Analizar el desempefio y comportamiento de los acidos grasos volatiles (AGV’s)
en el reactor de fermentacion oscura con recirculacion interna, bajo la condicién

optima de produccién de hidrégeno.

1.3. Alcance

EI enfoque de esta investigacion es de manera cuantitativa a base de resultados y

procesos experimentales que se llevaran a cabo en el laboratorio, la investigacion tiene
el objetivo de analizar varios parametros de desempefio y produccion establecidos como
enfoque principal. El desarrollo de la investigacion se llevara a cabo por medio de unas

etapas previamente establecidas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Marco conceptual

- Digestiéon Anaerobia

La digestion anaerobia (DA) significa la descomposicion bacteriana de los materiales
orgénicos en ausencia de oxigeno. Este proceso bioguimico produce un gas, llamado biogas.
La digestion anaerdbica brinda posibilidades de producir energia renovable a partir de
desechos organicos en sitios descentralizados, produciendo un biogas rico en metano a partir
de estiércol (humano y animal), residuos de cultivos, aguas residuales domésticas e
industriales, como se observa en la (Figura 1). Ademas de suministrar energia renovable, las
plantas de DA tienen otros efectos positivos, incluido el fortalecimiento de los sistemas de
gestion de reciclaje de circuito cerrado, la reduccion de emisiones del almacenamiento de
lodo y la produccion de un valioso fertilizante organico. Actualmente, se esta utilizando
menos del uno por ciento de los beneficios potenciales de la AD Las razones para esto
incluyen los obstaculos, como el marco legislativo y la falta de incentivos econdmicos para
los posibles inversores. Paises como Dinamarca, Alemania, Austria y Suecia promueven
mecanismos efectivos para producir biogas a partir de desechos organicos mediante medidas

politicas (European Biomass Industry Association, 2020), (Eurostat, 2019).

A
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- Biogas
I®I i 8 Electricidad
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Residuos Fertilizantes
de

alimento

Figura 1. Representacion gréafica de la digestion anaerobia
(Fuente: Propia, 2020)
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La DA ha sido aplicada por mas de 20 afios en tratamiento de agua residual doméstica e
industrial, principalmente utilizando el UASB. Sin embargo, es conocido que el efluente de
esta tecnologia aun tiene una concentracion alta de materia organica (>100 mg DQOI/L),
presencia de metano disuelto (conocido por ser gas de efecto invernadero), poca remocion
de nutrientes lo que hace que en la mayoria de los paises no cumpla con las restricciones de
vertimiento. A pesar de esto en la DA es esencial en el sentido que cada uno de los
subproductos que se generan tienen un alto valor agregado y pueden ser facilmente

recuperados.

- Productos finales de la digestion anaerobia

El uso de la digestion anaerobia se debe a una serie de ventajas que ofrece, en particular a su
capacidad de degradacion de la materia organica, reduccion en la huella de carbono de los
residuos y su amplia gama de generacion de productos de valor agregado (Wainaina et al.,
2020). El biogas es el subproducto méas conocido de la DA, debido a sus altos porcentajes de
produccién, y la ventaja que se puede utilizar en pequefias y grandes escalas. Otro
subproducto que tiene relevancia en la DA es el fésforo, todos los desechos organicos
contienen concentraciones de fosforo de manera variable, el cual es liberado durante la
digestion, este puede ser recuperado en forma soluble en el licor de deshidratacion del lodo
que resulta del espesamiento (Korres, 2013). Cabe resaltar que investigaciones realizadas por
Wei et al., (2020), indican que para el 2050 existird una alta limitacion de fésforo en la tierra,
es por ello por lo que la idea de recuperar este compuesto por medio de la DA resulta
atractiva. Existe un gran esfuerzo de investigaciones a nivel global en la generacién de
productos mas novedosos. Este es el caso de los AGVs, comprendidos en etanol, butanol,

metanol entre otros.

- Configuraciones de sistemas de DA

Los digestores anaerobios estan disponibles en varias configuraciones, estas dependen del
tipo de materia prima, el numero de fases o etapas, la temperatura de funcionamiento y
método de alimentacion del sustrato (Nizami et al., 2017). Cada tipo de digestor tiene sus

propios méritos e inconvenientes con respeto a la operatividad, tipo de sustrato,
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concentraciones de carga organica, necesidades de pretratamiento. Los autores Rafieenia et

al., (2018), realizaron una detallada comparativa de las ventajas y desventajas de varios tipos

de sistema de DA, como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Diferencias entre diversas configuraciones de digestion anaerobia

Digestor Ventajas Desventajas Referencia
Disefio simole Formaciéon de espuma Mayor (Ahmed et al., 2015; Arashiro et
Una - fase Menos rokf)abilidad de fracaso tiempo de detencion al., 2019; Irizar et al., 2018;
P Kumar & Samadder, 2020).
Eglgjc;;dgﬁgradamon debido a la Sistema complejo y costoso de
Tasa de alimentacion constante a construir (Fuess et al., 2017; Lay et al.,
Dos - fases Las particulas sélidas deben ser 2019; Moreno Davila et al.,

etapa metanogénica
Mas robusto y menos susceptible al
fracaso

eliminadas de la materia primaen
la segunda etapa

2020; Rosa et al., 2018).

Digestor seco

Mayor detencion de biomasa
Alimentacién controlada
Tratamiento previo es simple

Complejo y costoso transporte y
manejo de residuos
La manipulacion y mezcla de
materiales es dificil

(Han etal., 2017; Si et al., 2016;
Xing et al., 2020).

Digestor himedo

Dilucion de inhibidores con agua
fresca

Alto consumo de agua y energia
Sensible a cargas de choque
Formacion de espuma durante el
cultivo

(Chaikitkaew et al., 2015; T. T.
Wang et al., 2017).

Digestor de alta
velocidad

Mayor detencion de biomasa
Alimentacién controlada

Menor costo de inversion

No se requiere material de apoyo

Tiempos de arranque mas largos
Canalizacién a bajas tasas de
alimentacion

(Kumar & Samadder, 2020;
Wainaina et al., 2020; Y. Wang
et al., 2020; Xing et al., 2020).

Etapas de la DA

La DA esta comprendida en cuatro etapas a lo largo de su proceso de tratamiento. Conocidas

como hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. La hidrolisis es la primera

etapa de DA involucra enzimas mediadoras de transformacién de materiales organicos

solubles. Para llevar a cabo la biodegradacion en esta fase, ciertos microorganismos secretan

diferentes tipos de enzimas, llamadas enzimas extracelulares, las cuales rompen las

moléculas mas grandes en pequefios pedazos para que los microorganismos entren en la

célula y la utilicen como fuente de energia y nutricién (Krishna & Kalamdhad, 2014; Parra

H., 2015), la segunda etapa es la acidogenesis, esta toma los monomeros que se generan de

la fase hidrolitica y los absorbe por diferentes bacterias facultativas, las cuales las degradan

en &cidos organicos de cadena corta como es el caso de del acido butirico, propionico, acetico,
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en gas hidrogeno y didxido de carbono. La concentracion de hidrégeno que es formado en
esta etapa influye en el resultado final del proceso de fermentacidn. Durante la acidogénesis
los azlcares simples, acidos grasos y amoniaco son convertidos en acidos organicos y
alcoholes (Murakami, 2020). La tercera etapa esta comprendida por la acetogénesis, los
productos obtenidos a partir de la acidogénesis son consumidos por los microorganismos y
convertidos a metano, pero aquellos que no son capaces digerir y convertir a metano se
vuelven sustrato metanogénico como acetato, hidrogeno, didxido de carbono, AGVs de
cadena larga. La ultima etapa es la metanogénesis, esta es la encargada del producto final de
metano y dioxido de carbono a partir de productos intermedios por bacterias metanogénicas
en condiciones anaerdbicas estrictas. La metanogénesis es la reaccion bioquimica mas lenta
del proceso de DA. El acetato, H2 y CO- son transformados en CHa4 por medio de dos tipos
de microorganismos: Metanogenos acetotroficos, los cuales utilizan el acetato como sustrato
y lo transforman aproximadamente en un 70 % a metano, y los metan6genos hidrogeno
tréficos, estos utilizan el CO2 y H2 como sustrato y los convierten también en CH4 (Martinez-
Burgos et al., 2021; Xu et al., 2020). Los procesos ocurren tal y como se observa en la Figura
2.

[ Materia Prima

l —
e 20 % f Compuestos organicos 5%
L complejos }
i HIDROLISIS
1

— (____Azucares |

! 35% Compuestos organicos A,Zucjﬂ,es 10 %
i 4‘ .
i simples :
i -
| ACIDOGENESISI
1
1
E [ Acidos grasos volatiles }
1
i 17 % l 13 %
1 -
! ACETANOGENESIS e ——
' | [ Acetato (2 Carbono) < CH:- 1 [ Gas hidrogeno y diéxido de }_
: (ele]e] carbono < H:+ CO:
1
Sulforogénesis 72 %, l 28 %

l Gas metano y diéxido de carbono - CH. +
HaS +CO2 COs»

Figura 2. Proceso de digestion anaerobia
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La DA suele presentar dificultades cuando todas las etapas se realizan en un solo sistema, tal
como lo indican Shi et al., (2020), el cual, resaltan que una de estas es la acumulacion de
AGVs, sumado a problemas operativos de la DA, especialmente cuando se enfrenta a cargas
volumétricas altas. Los AGVs son el proceso intermedio mas predominante durante la DAy
las altas concentraciones de estos pueden llegar a inhibir los metandgenos (Y. Jiang et al.,
2018). La acumulacion de AGVs es el resultado del desequilibrio entre la secuencia de las
etapas de la DA, esto ocurre cuando los metandgenos no pueden utilizar el hidrogenoy AGVs
producidos por la acidogénesis y acetanogénesis, creando una acumulacion en el sistema, lo
que puede conducir a una rapida disminucion en el pH y el deterioro constante del proceso
(Hashemi et al., 2019). Segun Gopalakrishnan et al., (2019); Khan et al., (2017), la presencia
de algunos de algunos acidos grasos volatiles, son indicadores de lo que sucede dentro del
reactor, por ejemplo; concentraciones de propinado y acido acético de aproximadamente 0.9

g/L y 1.5-2.5 g/L respectivamente, inhiben completamente la fase metanogénesis.

- Fermentacion oscura

Existen diversas rutas metabdlicas de produccion de hidrdgeno, pero la mas utilizada es la
fermentacidn oscura. En este proceso las bacterias anaerobias pueden producir hidrégeno a
partir de sustratos ricos en carbonos sin necesidad de luz (Sinharoy et al., 2020). Sin embargo,
la produccion de hidrogeno en un reactor de fermentacion oscura depende de las condiciones
del proceso, como el pH, TDH, presién parcial del gas, entre otros. Los subproductos que se
generan de la fermentacion oscura dependen inicialmente de la ruta metabdlica que el proceso

tome, tal como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Proceso de fermentacién oscura. (Fuente: Chavarro & Bahamon, 2019)

- Condiciones de operacidn en reactores de fermentacion oscura.

La fermentacion oscura, en comparacién con otros procesos es una opcion atractiva, debido
a que emplea la capacidad anaerobia estricta, para producir H. y acidos grasos volatiles (acido
acetico, acido butirico, &cido propionico, etc.), a partir de materia organica complejas (Rajesh
Banu et al., 2021). Es por ello, que lo vuelve una alternativa interesante para el mercado en
la valoracion de residuos organicos para la produccidon de hidrégeno y AGV'S. Los residuos
y las aguas residuales ricas en carbohidratos, tales como los efluentes de las industrias de
alimentos, industrias lacteas, fabricacion de azucar, arroz, bebidas azucaradas, cervezas,
entre otras, parecen ser las mas interesadas en adoptar este tipo de tratamientos (Barca et al.,
2015).

Varios estudios se han interesado en investigar el comportamiento de la fermentacion oscura
y la eficiencia en la produccion de hidrégeno, a traves de diferentes tipos de sustratos y la
interaccion de las diversas rutas metabolicas. Es por ello, que de acuerdo con el tipo de ruta
metabolica la produccion de hidrdégeno puede variar, es decir para la via de acetato la
produccion de biogas se encuentra 67 % Hz, y para la via del butirico la produccién se

encuentra aproximadamente en un 50 % de Hz (Murakami, 2020).
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Para lograr un sistema eficiente y productivo, es importante tener en cuenta diversos factores
que pueden ocasionar en algunos momentos desequilibrios en el reactor, como es el caso de
la inoculacién, sustratos, parametros operacionales y tratamientos previos. Por lo tanto, se

indican los pardmetros que mayor influencia sobre la fermentacion oscura.

I.  Tipo de inbéculo y pretratamiento.

Se han reportado pocas experiencias en el ambito investigativo donde la inoculacion de este
se realice con cultivos puros, tal fue el caso de Fritsch et al. (2008), Peintner et al. (2010), H.
Zhang et al., (2006), etc. Por lo general, la inoculacion se realiza con lodos provenientes de
plantas de tratamiento de aguas residuales ya existentes, es por ello, que seleccionar un buen
tipo de in6culo es importante para garantizar la eficiencia del sistema (Barca et al., 2015).
Los lodos de las plantas de tratamiento de aguas residuales dependiendo de su naturaleza,
contienen variedad de microorganismos, incluyendo productores y consumidores de Ho,
como es el caso de las arqueas metanogénicas(Naaz & Kumar, 2021). Por tal razén, es
importante realizar un proceso de pretratamiento al lodo con el objetivo de suprimir en mayor
medida los microorganismos consumidores de Ho. Existen diversos tipos de pretratamiento,
pero todos convergen en que las bacterias productoras de Hz son generalmente formadoras
de esporas y sobreviven en condiciones extremas de temperatura 'y pH en comparacion con
las bacterias consumidoras de Hy, las cuales no tienen esta capacidad de soportar estas
condiciones (Sivaramakrishnan et al., 2021).

Actualmente existen dos tipos de pretratamiento, el primero consiste en un pretratamiento
térmico, el cual tiene como objetivo llevar el indculo a una temperatura aproximada de (90 -
105 °C por 10 — 120 minutos), (Lay et al., 2019; Mockaitis et al., 2020a; Pu et al., 2019;
Rafieenia et al., 2018). El otro método de pretratamiento del in6culo es por la via &cida, el
cual consiste en llevar a inoculo a condiciones de pH muy bajos por un prolongado tiempo
(pH 3 - 4,5 por 18 -24 horas), (Gunes et al., 2021; Montoya-Rosales et al., 2020). Ambos
tratamientos son eficientes y cumplen con el objetivo que es inhibir las bacterias
consumidoras de Hz, aunque el pretratamiento con mas reportes en la literatura y mas usado

es el térmico.
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Il.  Temperatura

La temperatura juega un papel importante en los procesos de fermentacion oscura, por lo
general la mayoria de los experimentos se realizan con temperatura controlada, poca
experiencia se ha evidenciado donde coloques este tipo de sistemas a funcionar en
temperatura ambiente. La mayoria de los estudios han reportado que las condiciones de
temperatura ideales para el crecimiento y actividad de las bacterias productoras de H es en
condicion mesofilica (20-40°C), donde se producen las bacterias del género Clostridia y
Enterobacter (Cieciura-Wtoch et al., 2020; Lopez et al., 2020; Rao & Basak, 2021). Por otra
parte, pocos estudios se han realizado en condiciones termofilicas (55-70°C), la cual es la
condicion més ideal para la produccion de H> debido a la formacién de bacterias
Caldicellulosiruptor y Thermotoga, pero llevar a gran escala este tipo de temperatura es un
reto (Van Niel et al., 2002; Zhao et al., 2013).

1. pH

El pH operativo tiene una fuente de influencia en la produccion de Ho, ya que puede afectar
la composicion microbiana y la redireccién de las rutas metabdlicas. Los valores de pH
pueden variar de acuerdo con la naturaleza del agua residual a tratar, pero lo que si se sabe
es que este rango no puedo ser inferior o superior a (4,5 — 6,2) (Ozyurt et al., 2019; Silva-
Illanes et al., 2017).

A menudo en los reactores de fermentacidn oscura se pueden presentar fluctuaciones de pH,
es por ello por lo que se recomienda en cada sistema instalar una sonda de medicion de pH,
para ejercer un mejor control de este parametro, adicionalmente el uso de soluciones acidas
0 basicas con el objetivo de poder tener un control y ajuste de este en momentos que lo

requieran (Barca et al., 2015).

IV.  Tiempo de detencion hidraulica

El tiempo de detencidn hidraulica esta estrechamente relacionado con la cantidad de sustrato
que se puede manipular por unidad de tiempo. Un TDH corto produce mayor produccién de

hidrégeno en un reactor de fermentacion oscura. Sin embargo, si la seleccion del TDH es
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muy baja, esto ocasiona fallas en el sistema debido a que se generaria un lavado de bacterias
de crecimiento esenciales para la produccion del Hz (Kim et al., 2011).

De acuerdo con diversos estudios, los tiempos de detencion hidraulica en reactores FO
pueden variar en un amplio rango debido a la naturaleza del sustrato, encontrandose sistemas
con rangos en (4- 24 h) y/o ( 1- 6 dias), de detencion hidréaulica tal como es el caso de
Karapinar et al., (2020), Meky et al., (2021), Saleem et al., (2021).

- Ventajas de un reactor de fermentacion oscura o acidogénico

Los reactores acidogénicos pueden actuar como amortiguadores efectivos contra las caidas
repentinas de pH causadas por las altas acumulaciones de AGVs. Por lo tanto, se espera que
los sistemas de digestion anaerobia por separado tengan una mayor fiabilidad en el proceso,

resistencia, estabilidad y mayor conversién de sustratos (Murakami, 2020).

En los reactores acidogénicos se prioriza la produccion de hidrégeno y otros intermediarios
se dan a través del proceso de la fermentacion oscura. Las estrategias para asegurar una
efectiva produccién de hidrégeno y acidos organicos consisten en garantizar que en el sistema
tenga, esencialmente organismos productores de hidrogeno y optimizar las condiciones
operacionales para asegurar que esta produccion sea continua y estable (Rao & Basak, 2021).

- Desventajas de un reactor de fermentacion oscura

Los reactores de fermentacion oscura productores de hidrégeno presentan algunas
desventajas que afectan directa e indirectamente su desempefio, la méas frecuente es la
presencia de los agentes inhibidores de produccion de hidrégeno, los cuales se evidencian
por la falta de produccién y bajo rendimiento de gas. Estos factores pueden estar presentes
originalmente en el sustrato, o pueden generarse en el proceso de pretratamiento o en el
proceso de fermentacion. Los inhibidores son de tipo inorganico, organicos y biologicos (J.
Chen et al., 2021b).
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Los inhibidores inorganicos estan compuestos por iones de metales pesados, iones de metales
ligeros, sulfato, amoniaco entre otros. Estos componentes se encuentran principalmente en
sustratos de lodos activados, industria alimenticia, aguas residuales industriales y otros
sustratos complejos (Y. Wang et al., 2020). Los iones de metales pesado hacen referencia a
metales cuya concentracion es superior al 5 g/cm?, entre ellos esta; el cadmio (Cd), hierro
(Fe), cobre (Cu), Plomo (Pb), mercurio (Hg) y Zinc (Zn). Estos metales son encontrados
ampliamente en las aguas residuales industriales, lo que hace que el tratamiento de estas
aguas residuales por medio de un sistema de fermentacion oscura no sé muy recomendable,
debido a que las altas concentraciones de estos metales son toxicos e inhiben la produccion
de hidrégeno (D. Wang et al., 2021; Wei et al., 2020a).

Es importante resaltar, que existen umbrales de concentracion donde los metales pesados
resultan ser toxicos para el sistema de fermentacidn oscura, ocasionando el desequilibrio y
colapso de este. autores Mu et al., (2006), encontraron que Zinc (Zn) solo tenia efecto
inhibidor en el proceso de fermentacidn oscura en concentraciones superiores a 500 mg/L, el
cobre (Cu) es inhibidor sobre 200 mg/L, mientras que el plomo (Pb) y mercurio (Hg), afectan
negativamente la produccidn de hidrégeno en concentraciones de 0,5 mg/L. Esta afirmacion
fue respaldada por los investigadores Chen et al., (2021). Quienes indicaron que las
concentraciones variaron de acuerdo con el tipo de indculo, sustrato, agua residual a tratar,

factores ambientales, etc.

Existen otro tipo de metales, pero en este caso son denominados metales ligeros, compuesto
por calcio, sodio y magnesio. Estos en cambio juegan un papel importante en la fermentacion
oscura, ya que son elementos esenciales para algunas enzimas y microorganismos
productores de hidrégeno. Sin embargo, concentraciones altas de estos metales ligeros
pueden afectar el proceso de fermentacion y produccion de hidrogeno ( Chen et al., 2021).
Diversos estudios han encontrado los umbrales de inhibicion de hidrogeno para cada
compuesto, tales como; Jiang et al., (2020), indica que la concentracion maxima de calcio en
sustrato de sacarosa y glucosa es de 300 mg/L, para disminuir la produccién de hidrégeno en
un proceso de fermentacion oscura. Segun, Abdullah et al., (2020); Bao et al., (2013);

Srisowmeya et al., (2020), exponen que la concentracion maxima de magnesio no puede
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superar los 800 mg/L, en sustratos de Glucosa, almidon y sacarosa, debido a que afectaria la
produccion de hidrégeno . Del mismo modo, Li et al., (2013); Liu et al., (2021); Ma et al.,
(2021) afirman que las concentraciones permisibles de sodio en procesos de fermentacion
oscura son de rango de 3000 — 4000 mg/L, para aguas residuales industriales y sacarosa como

sustrato.
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2.2. Estado del arte

Antecedentes

La fermentacion oscura (FO) es una etapa de tratamiento de aguas residuales enfocada
en la generacion de energia y subproductos de valor agregado. Es por ello, que la comunidad
cientifica actualmente se encuentra altamente interesada en la aplicacién de esos sistemas de

tratamiento en efluentes industriales.

Prueba de esto es el aumento de las publicaciones cientificas encontradas en la base de datos
digital SCOPUS en los ultimos 10 afios (2010 -2020). La informacién consultada el dia
(15/04/2021). (Ver Figura 4, Figura 5, Figura 6).
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Figura 4. Resultados de busqueda en SCOPUS de los paises y nimero de documentos relacionados.
(Key words: Dark Fermentative: hydrogen: recirculation internal)
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Figura 5. Resultados de busqueda en SCOPUS del registro de los altimos (2010-2020) afios y humero
de documentos relacionados (key words: dark fermentative: hydrogen: recirculation internal).

De la Figura 2 se observa que en Colombia hay escasez de estudios sobre la produccion de
hidrogeno., a pesar de que es una de las tecnologias mas utilizadas en para el tratamiento de
aguas residuales domésticas e industriales. De hecho, de los trabajos encontrados en
SCOPUS solo uno trata sobre la produccién conjunta de hidrogeno y metano, los demas se
enfocan, bien sea en la produccion de solo hidrogeno con residuos de la actividad pecuaria o
en la optimizacion en la produccion de metano con aguas residuales de diversos origenes.
Finalmente se observo que en los paises asiaticos y europeos la produccion conjunta de Ho y
CHa y el establecimiento de sistemas productores secuenciales ya esta mas consolidado y hay
experiencias en escala real. Esto hace que la tematica propuesta en este proyecto realmente

tenga un impacto importante en la comunidad cientifica.
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Figura 6. Resultados de busqueda en SCOPUS de paises de América y nimero de documentos
relacionados en el periodo (2010-2020) (key words: dark fermentative: hydrogen: recirculation
internal)

En relacion con los paises de la regién, el continente americano cuenta con amplia
experiencia en investigacion referente a este tema, para el caso de Brasil y México gran parte
de sus estudios son realizados con residuos lignocelulésicos provenientes de los productos
de mayor representatividad en su sector econdmico (ie. Produccion de tequila y
bioalcoholes). Para el caso de Colombia los indices de crecimiento en investigacion cientifica
con respecto a la fermentacion oscura son cada vez mas prometedores, en el territorio
nacional se estan explorando nuevas oportunidades de produccién de energia limpia gracias
a la FO y el uso de residuos de bagazo de cafa, residuos con altos contenidos de

carbohidratos, bagazo de Palma de aceite entre otros.

Aplicacion de la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)

La aplicacion del método MSR (metodologia de superficie de respuesta) fue desarrollado por
Bruns and Scarminio, (2006); Liu etal., (2021) en los afios sesenta y mejorado con el tiempo.
La MSR se relaciona desde un punto de vista grafico, debido a que este método incluye un
conjunto de ecuaciones matematicas y analisis estadisticos, que se basan en hacer coincidir
los modelos experimentales ,con la informacion empirica adquirida en campo (Y. Ali et al.,
2021) El método de MSR utiliza funciones cuadradas polinomiales o lineales, con el objetivo

de alinear las condiciones empiricas a una condicion optima.
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Algunos pasos fundamentales para analizar una investigacion por medio del MSR, segun (Y.
Ali et al., 2021);

I.  Seleccion de las variables independientes que generan los principales impactos en la
seleccién de variables de acuerdo con cuél sea la investigacion, adicionalmente la
restriccion del area empirica en funcidn del objetivo de la investigacion.

Il.  Laseleccion del disefio experimental y la realizacién de los ensayos de acuerdo con
la matriz empirica elegida.
[1l.  El comportamiento matematico-estadistico de la informacion empirica adquirida
mediante el emparejamiento de la funcion polinomial
IV.  Evaluacion del modelo.
V.  Verificar las condiciones y si existe la posibilidad de direccionamiento hacia una
condicion optima.

VI.  Adquisicion de valores 6ptimos para cada variable investigada.

Cada investigacion realizada y analizada con MSR puede tener un tépico particular, todos
deben seguir las mismas pautas para obtener un resultado confiable a lo largo del estudio
(Tedfilo, 2006).

Es por ello, que se evidencia con mayor frecuencia el uso del MSR en investigaciones
referentes a la produccion de hidrégeno, mediante reactores de fermentacion oscura. Como
es el caso del estudio realizado por Mahata et al., (2020b), cuyo objetivo fue mejorar la
produccion de bioH2 en un sistema de fermentacion oscura, a partir de desechos organicos
utilizando la herramienta MSR. El experimento contemplaba la optimizacion de pardmetros
individuales como es el caso de pH (5,5 -7,5), DQO (5 -25 g/L), temperatura de reaccion (35
—41°C), etc. El estudio evalu6 dos niveles; Nivel bajo (-1) y Nivel alto (+1). El nivel ptimo
de las variables independientes fue evaluado por MSR, explorando la relacion entre las
variables independientes y la variable dependiente que en este caso fue Rendimiento de
hidrogeno (HY). Entre los resultados se encontro que la condicion de pH (6,5), DQO (15
g/L) y temperatura de (37 °C), fue la condicion con mejores rendimientos de hidrégeno HY
en (8,12 molH2/ KgDQO).
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Del mismo modo, los autores Rao and Basak, (2021), realizaron una investigacién cuyo
objetivo fue determinar la produccién de hidrégeno en valores de tasa de produccion de
hidrogeno volumétrico (VHPR), en reactores continuos y en reactores por lotes. Las variables
independientes fueron; Carbohidratos (CW), pH y temperatura (T). El disefio de
optimizacion utilizando la MSR, se llevo a cabo, mediante un disefio experimental, donde
los valores de las variables independientes fueron elegidos basados en resultados
preliminares e investigaciones previas, sobre produccion de hidrogeno. La variable de
respuesta fue VHPR, mientras las variables independientes se denominaron CW (X1), pH
(X2) y T(X3), los niveles de optimizacion se denominan Niveles bajos, centrales y altos. El
desarrollo de andlisis de datos gener6 una ecuacion polinomial de segundo orden, la cual fue
ajustada con los datos experimentales y modelos de regresion. Los resultados se analizaron
mediante la herramienta de MSR con ayuda del andlisis de varianza (ANOVA), y un valor
de significancia para cada variable inferior a p=0 0,05. Los resultados para esta investigacion
fueron los siguientes; para un sistema continuo la mejor VHPR fue de 23,2 mL/L.h, con un
pH de 6,5, Temperatura de 31 °C y concentracién de carbohidratos de 32,50 g/L, del mismo
modo para la condicion por lote los valores obtenidos estuvieron del rango de VHPR 24,4
mL/L.h, con un pH de 7,5, Temperatura de 33 °C y concentracion de carbohidratos de 31,3
g/L, estos resultados también concuerdan con los obtenidos en las investigaciones de Fe-
nanoparticl et al., (2015); Kumari and Singh, (2018); Mishra et al., (2018).

Paranhos and Silva, (2020). Evaluaron los efectos de individuales e interactivos de los
cambios de tiempo de detencion hidraulica (TDH) y concentracién de glicerol (G), de un
reactor anaerobio de lecho fluidizado (AFBR) continuo, mediante la MSR, para determinar

las condiciones dptimas de produccion de hidrégeno.

El disefio experimental y analisis de datos se realiz6 mediante un Disefio Compuesto Central
(DCC), bajo intervalos y niveles de variables independientes como fue el caso de G(X1) y
TDH(X>), y la variable de respuesta fue el porcentaje de hidrégeno producido %H. Los
resultados de esta investigacion arrojaron una ecuacion polinomial de segundo orden para la
superficie de respuesta, adicionalmente, se realiz6 un analisis de pardmetros con la prueba de

significancia y un ANOVA. Los resultados con valores de probabilidad inferiores a p =0,05
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se consideraron significativos. Los andlisis estadisticos arrojaron que el mayor porcentaje de
hidrégeno (0 — 84%), se obtuvo en la condicion de 10 g/L de Glicerol y un TDH de 5h. la
superficie de respuesta obtenida indicé que la produccion de hidrogeno aumentaba siempre

y cuando la concentracion de glicerol y el TDH también lo hacia, hasta cierto pico.

Con base en lo anterior, se observa que el uso de las herramientas estadisticas y de prediccion
para este tipo de investigaciones son beneficiosas, debido a que orienta mejor el
comportamiento de los resultados, de acuerdo con el objetivo propuesto en las

investigaciones.

Reactores de Recirculaciéon Interna (RI)

Los reactores de recirculacion interna es una alternativa prometedora, debido a las multiples
ventajas que se obtienen de este tipo de configuraciones. Los reactores (RI), actian como dos
reactores tipo UASB, lo que ha demostrado un excelente desempefio en los biorreactores
anaerobios de tercera generacién (Luo et al., 2016). Los RI, cuentan con la caracteristica de
tener una Unica estructura y un sistema de recirculaciéon interna impulsada por el gas
producido, adicionalmente, tienen una relacion altura-didmetro, la cual genera una efectiva
detencion de biomasa y una mezcla interna mejorada (Cui et al., 2011). Es importante
resaltar, que los reactores (RI) no solo retienen la biomasa como lo hacen los UASB, sino
que también genera la recirculacion interna del lodo debido a la fuerza del biogas producido,
sin una fuerza impulsora externa, esta fuerza expande y fluidifica el lecho de lodo. Lo que
mejora en gran medida el contacto de la biomasa y los contaminantes organicos. En
consecuencia, esta caracteristica mejora la eficiencia de transferencia de masa entre la fase

liquida y sélida dentro del reactor (Huang et al., 2019).

Con base en lo anterior, los reactores (RI) se han convertido en una opcién de tratamiento
sobre todo en aguas residuales industriales, siendo esta una alternativa disponible para el
tratamiento de aguas residuales organicas que contengan una serie de contaminantes

complejos de remover, como es el caso se sulfatos, nitratos, lixiviados, aguas de la industria
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farmacéutica, cervecera, de bebidas no alcohélicas entre otras (Cai et al., 2021; Ouyang et
al., 2019; Zhuang et al., 2020).

La investigacion realizada por Huang et al. (2019), tuvo como objetivo simular de manera
efectiva el desempefio de un reactor anaerobio con recirculacion interna en condiciones
estacionarias y de sobrecarga, comparandolos paralelamente con los resultados
experimentales. EI montaje del reactor se llevé a cabo por medio de la inoculacién de lodo
granular metanogenico de un reactor Rl de gran escala que trataba agua residual de
fabricacion de pulpa y papel en China. Las caracteristicas de operacion fueron las siguientes:
Volumen de trabajo fue de 26 L, Temperatura de operacion 37 + 2 °C, volumen de lodo 8 L,
agua residual de trabajo; Sintética, tiempo de detencion hidraulica 24 h. Los datos empezaron
a ser significativos, una vez el reactor habia alcanzado una tasa de degradacion de DQO
constante. Los resultados de la investigacion arrojaron que, el reactor RI fue sensible a las
fluctuaciones de carga organica en el afluente, presentdndose choques de carga organica,
choques hidraulicos e incluso choques de desechos toxicos. Adicionalmente, descubrieron
que este tipo de fluctuaciones internas dentro del reactor generan afectaciones a la calidad
del efluente. El resultado de la investigacion indico que el reactor se comportd de manera
estable cuando la concentracion de DQO fue de 3 g/L y un TDH de 24 h, y que los choques
se presentaron cuando ambos parametros iniciales se variaron, es decir DQO 18 g/L y el TDH
8h. Este choque se presentd en un pequefio lapso, pasado este periodo el reactor durd
aproximadamente 8 -6 h en estabilizarse. Es por ello, que en la investigacidn se concluye que
este tipo de configuraciones son apropiadas para el tratamiento de aguas residuales

industriales debido a la naturaleza de sus efluentes.

Por otra parte, los autores Luo et al., (2016), examinaron el impacto de los reactores Rl con
diferentes concentraciones de sustrato, en la produccion de biogas y acidos grasos volatiles
(AGV'S). El experimento con el reactor de recirculacion interna se llevé durante 158 dias,
de los cuales 30 dias corresponden a la inoculacién del sistema y 128 dias a la operacién
estable del reactor. La temperatura de operacion se mantuvo en (35 £ 1,0 °C).
Adicionalmente, se mantuvo una relacion sustrato/inoculo de 3:1. La determinacion de la

composicion de biogas se realizd por medio de cromatografia de gases, los AGV" S se
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determinaron mediante el método de STM 5560C. en este estudio los resultados mas
importantes fueron, que el reactor RI logra estabilizarse en un periodo de 1 -19 dias, la
produccidn periodica de metano se situd entre 50 -58 %, se presento una liberacion irregular
de AGV'S esto como resultado de una leve acidificacion dentro del sistema, el pH varié en
valores de (6,9-7,6), en la zona liquida del reactor, lo que indicd una alta capacidad tampdn
durante todo el proceso de digestion anaerobia. Se concluyo que, los reactores RI pueden ser
utilizados para tratar aguas residuales complejas, y que los parametros operacionales para
cada tipo de sustrato deben seguir siendo estudiados, debido a que estos reactores se adaptan

de acuerdo con el tipo de efluente y su comportamiento es variado.
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3. METODOLOGIA

Agua residual industrial

El agua residual de este estudio se obtuvo de una planta de tratamiento de aguas residuales
de la industria de bebidas no alcoholicas, ubicada en la Ciudad de Bogota — Colombia. Las
muestras se tomaron de forma puntual, en la canaleta Parshall ubicada en la entrada de la
planta de agua residual de la fabrica, las muestras se almacenaron en envases plésticos color
ambar, con el fin de preservar y almacenar las muestras en condiciones dptimas, como lo
recomienda las guias del Instituto de Hidrologia Meteorologia y Estudios Ambientales -
(IDEAM, 2007).

La caracterizacion del agua residual se realizé en las instalaciones de la Universidad Militar
Nueva Granada, en el laboratorio de Saneamiento ambiental, mediantelos ensayos de,
demanda quimica de oxigeno (DQO- 5220D, Nitrégeno (N) — 4500N, Fosforo (P -PO4+) -
4500P, Sélidos Suspendidos Totales (SST), Sélidos Volatiles (SV) y Sélidos Totales (ST) —
2540D, pH — 4500H+, Potencial Redox 2580D, Conductividad Eléctrica — 2510D, Turbidez
— 2130D, Color Real y Color Aparente — 2120D, siguiendo los lineamientos de la APHA
(American Public Health Association, 2012). EI muestreo y caracterizacion de las muestras
de agua se realizaron por aproximadamente 30 dias, con una frecuencia de recoleccion y

caracterizacion de 2 veces por semana, dando como resultado 18 muestras

Montaje del reactor

Para este estudio se utiliz6 un reactor construido en PVC rigido, de altura y didmetro de 74
mm y 960 mm y volumen 0til de 4.1 L. Internamente el reactor tenia dos campanas, cuyas
dimensiones son de 54 mm de diametro, ubicadas a diferentes distancias desde la tapa
superior del reactor, cuya finalidad era la recolecciéon de biogas a lo largo del sistema.
Ademas, el reactor contd con un sistema de recirculacion interna, como se observa en la
Figura 5. Lo que permitia que el reactor trabajara con concentraciones de cargas organicas
de 2 — 3 veces mayores, a diferencia de un reactor UASB convencional (Irizar et al., 2018).
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Figura 7. Esquema del reactor de fermentacion oscura

En la Figura 5 se observa un esquema del reactor de fermentacion oscura con recirculacion

interna.

Inoculacion.

La inoculacion del reactor de fermentacion oscura se realizé con lodo granular proveniente
de un reactor UASB de la propia fabrica de la cual se obtuvo el agua residual objeto de
estudio. Para inhibir la actividad metanogénica el lodos se sometié a un pretratamiento
térmico a una temperatura de 95°C por 1 hora, tal y como lo indica Lay et al. (2019). La
temperatura de operacion del sistema se mantuvo en 35°C y el pH del afluente se ajust6 con
HCI - 10M o NaOH - 5N.



32

Disefno experimental.

La investigacion se realizd por mediante un disefio compuesto central (DCC) de proporcion
22, que permitié determinar las posibles combinaciones de operacion de las variables
independientes (pH y TDH). Los valores de variacion para estas variables se establecieron,
de acuerdo con, las indicaciones de Castell6 et al. (2020), Kovalev et al. (2020),
seleccionando un valor de pH ( 3.0 -5.5) y TDH (4.0 — 8.0). Los resultados de la variable
dependiente (Produccion de Hz) se analizaron estadisticamente con la metodologia de
superficie de respuesta (MSR), utilizando es software Statistica 10.0.

Los niveles del disefio factorial se definieron en un rango bajo y un rango alto, tal como se

indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Niveles del disefio factorial (DCC)

Variable Nivel bajo (-1) Nivel alto (+1)
pH 3.0 5.5
TDH 4.0 8.0

Operacion.
El reactor fue operado en régimen continuo, por aproximadamente 120 dias. El control de la

temperatura se realiz6 mediante una manta térmica que recubria la parte externa del reactor
y proporcionaba una temperatura uniforme y constante de 35°C, controlada por un
dispositivo electrénico de marca Watlow. El flujo de afluente se llev6 a cabo por medio de
una bomba peristéltica de la marca Masterflex L / S con capacidad para regular los caudales
desde 0,0006 a 3400 mL / min.

Para evaluar el desempefio del reactor, se realizaron una serie de analisis fisicoquimicos y
cromatograficos, con el objetivo de determinar el comportamiento del reactor. Los ensayos
se realizaron con una frecuencia de dos veces por semana, tal como se muestra en la Tabla
3.
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Tabla 3. Frecuencia de andlisis y métodos analiticos empleados para evaluar el desempefio del reactor.

Parémetro Unidad Método/APHA (2012) Frecuencia
Semanal

Caudal ml/min Volumétrico Diariamente
Solidos suspendidos Volatiles mg/L 2540D 2
pH - 4500H+ 2
Alcalinidad total, parcial e intermedia mg/L 2320 2
AGVs mg/L cromatografia gaseosa 1
Acidos volatiles totales mg/L Ripley el tal 1986 2
Carbohidratos mg/L Dubois (1956) 2
Composicioén de biogas -- cromatografia gaseosa 1

Flujo de H» mL/h Diariamente

Flujo de CH4 mL/h Diariamente

Los analisis de la composicién del biogas y de los AGV se realizaron utilizando un
cromatdgrafo Agilent 78902, Los métodos tanto para el biogas como para los AGVs han sido
desarrollados por el grupo de Investigacion Aguay Energia en el Laboratorio de Saneamiento
Ambiental -UMNG.

a. Composicion del biogas

Se utiliz6 una Columna Carbonplot 1010 para el detector TCD, de (30 m x 25 mm x 25 pum).
El inyector y el detector operaron a una temperatura de 200 y 250 °C, respectivamente. Se
utilizé nitrégeno como gas portador y el volumen de inyeccién fue de 0.5 ml. El flujo de

corrida (N2) fue del.5 mL/min, la temperatura del horno fue de 200°C.

b. Acidos grasos volatiles y alcoholes

El anélisis de AGV se realiz6 en el mismo equipo de cromatografia siguiendo las siguientes
condiciones: columna: HP-INNOWAX, 40 -260°C, flujo del gas carrier (N2): 2 mL/min,
temperatura del horno: 100°C (2min), 110°C (5°C/min-3 min), 160 °C /5°C/min), post-run
de 3 min a 210°C. la inyeccion de muestra se realizé por medio de un auto muestreador

HEADSPACE, con volumenes de muestra de 5 mL en fase liquida.
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El volumen de biogés producido se cuantifico utilizando el medidor de gas Caudalis G

desarrollado en el Laboratorio de Saneamiento Ambiental. Este medidor ofrecié el valor del

caudal tanto de hidrégeno como de metano, por medio de una aplicacion en el software

LabVIEW online.

Analisis de Resultados

Para evaluar el desempefio del reactor, se cuantifico la

produccion de hidrogeno,

composicion de alcoholes y de AGV se proponen las siguientes ecuaciones:

- Caudal del biogés (Qg):

Vm

Qg (mL./h) = —

i
Donde:
e tes el tiempo de medida.

e Vnes el volumen del gas marcado en el medidor

- Composicion del biogas

Distribucion en porcentaje de hidrégeno (%H.), dioxido de
(%CHy.) en el biogas.

%H2 =”T”2.100

%CO02 = ”Cn"z .100
%CH4 = 2 100
Donde:

Ecuacién 1

carbono (%CO2) y metano

Ecuacién 2

Ecuacion 3

Ecuacioén 4

e nH2, nCO,, nCHys, corresponden al nimero de moles de cada uno de los gases

presentes en el biogas. Hidrdgeno, dioxido de carbono y metano, respectivamente.

e El valor de n corresponde al nimero de moles totales en la muestra del gas inyectado.



- Tasa de produccion volumétrica de hidrogeno (VHPR)

obg(F)(53) etz

Vr (L)

VHPR (%) -

Donde:
e Qbg es el flujo de Hoen mL.

e Vres el volumen de trabajo del reactor Rl en L
e % H:es el contenido porcentual de hidrégeno en el biogas.

- Rendimiento de hidrégeno (YH>)

i (358) = S
o (%) =s (1)
Donde:
e Qbgesel flujo de Hen mL.
e 9% Hzes el contenido porcentual de hidrogeno en el biogas.
e Q caudal de entrada en el Reactor RI

e So Remocién de DQO (g/L)
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Ecuacion 5

Ecuacion 6



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion del agua residual de la industria de bebidas no alcohdlicas.
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La composicion y caracteristicas del agua residual de la industria de bebidas no alcohdlicas

es muy variable de una empresa a otra, los métodos de produccion, equipos utilizados,

productos y subproductos, son algunas de las diferencias que pueden existir. Por lo tanto, es

importante conocer el origen y componentes de estos tipos de efluentes para posteriormente

aplicar un correcto sistema de tratamiento.

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del agua en

estudio. Como se puede observar hay tres lineas de produccién, jugos, gaseosas e

imperfectos. Estos tres tipos de efluente son vertidos a la entrada de la planta de tratamiento,

particularmente en la Canaleta Parshall, en diferentes dias, sin orden establecido; lo que hace

que la carga tanto organica como inorganica que llega a la PTAR sea muy variable.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoguimicas del agua residual de bebidas no alcohdlicas.

Parametros Und Jugos Gaseosas Imperfectos
Min Max Min Max Min Max
pH - 11.80 9.32 2.77 6.05 3.50 3.10
Temperatura °C 25 28 22 27 27 32
Conductividad eléctrica pS-cmt 650 920 165 530 350 400
Color CPU 95 120 95 350 690 1050
Turbiedad NTU 12 16 10 21 1250 2800
Sélidos suspendidos totales mg-L* 40 45 30 35 4800 6000
DQOt mg-L*! 2850 5500 4009 13600 65000 250000
coT mg-L* 1699 2000 450 2888 3500 4067
Carbohidratos mg-L* 2417 650 1600 500 1500 3700
Fésforo, Total mg-L1P 0.30 0.50 0.50 2.00 2.80 8.50
Nitrégeno, Total mg-LtN 32 37 4.21 7.06 28.3 35.9
Sulfatos mg-L1SO.* 3 10 7 35 10 40
UV 254 cm? 0.50 0.60 0.50 1.30 5.50 10.9

Total de muestras: 18

Los valores muestran que la linea de productos rechazados por el consumidor es la que mas

aporta en color, solidos y material organica medida como DQO, compuestos organicos

medidos como UV2s4, nitrdgeno total, fosforo total y sulfato seguida de la linea de gaseosas

y por ultimo la de jugos. Es importante mencionar que los productos rechazados, en particular
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incluyen: residuos de cerveza, botellas con fecha de vencimiento expirada, mala calidad por
problemas de embotellamiento, entre otros, que son devueltos por los supermercados. Isla et
al., (2013a), indican que este tipo de vertimiento se genera en grandes cantidades en la
mayoria de las industrias de bebidas no alcoholicas, sin embargo, también sefialan que esta
linea de produccion es la que mas aporta en contenido de azucares. En relacion con el valor
de pH y la conductividad eléctrica, la linea de jugos presenta los valores mas altos,
probablemente por la adicion de quimicos en la preparacion, tales como el acido nitrico, el

acido fosforico, sales minerales y algunos estabilizadores de pH.

Con base en estos resultados, el agua residual de la industria se puede clasificar como un
agua residual fuerte con alto contenido de compuestos organicos, nutrientes, una importante
concentracion de compuestos aromaticos y solidos. Estos resultados son similares a los
encontrados en una amplia revisién llevaba a cabo por diversos autores, tales como Remya
and Swain, (2019), quien investigo la eficiencia de eliminacion de contaminantes de las aguas
residuales provenientes de industrias de bebidas, mediante procesos fotoliticos, para ello,
realizo un agua sintética de la industria y la comparo con lo observado en campo, dandole
como resultado un agua residual con altas concentraciones organicas, similares a las de este
estudio, sus concentraciones estuvieron en el rango de; pH: 3,5 -11; Solidos suspendidos
totales 26 -90 mg/L; DQO 600 — 4500 mg/L; Nitrégeno total 150 -300 mg/L. Las aguas
residuales en esta investigacion no contemplaron la generacién de una linea de imperfecto,

es por ellos que los valores que ellos reportan son concordantes con nuestro estudio.

Peixoto et al., (2011) evalud la posibilidad de generar hidrdgeno a partir de aguas residuales
de la industria de bebidas no alcohdlicas en reactores anaerobios, para ello, realizo una
caracterizacion exhaustiva de la calidad de este efluente, encontrando que las
concentraciones de los parametros se situaban en rangos de, pH 8,0 -12,3; DQO 940 -1335
mg/L; Nitrégeno total 22 — 49 mg/L; Fosforo total 4,0 -13 mg/L.

De lo anterior expuesto se puede decir que el agua residual proveniente de la industria de

bebidas no alcohdlicas se caracteriza por tener las altas concentraciones de compuestos
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orgénicos facilmente biodegradables siendo esto una fuente atractiva para la generacion de
hidrdgeno bajo procesos de digestion anaerobia.

4.2. Optimizacion de produccion de Hidrdgeno utilizando la metodologia de

superficie de respuesta (MSR)

El proceso de fermentacidn oscura podria mejorarse con el objetivo de aumentar su eficiencia
técnica, es decir, la productividad en términos de generacion de producto por unidad de
volumen y tiempo (Silva-Illanes et al., 2017). Los parametros operacionales de pH y TDH,
juntos o en combinacidn, son criterios que juegan un rol importante en la produccion de
hidrogeno. Los rangos optimos de pH en la produccion de hidrogeno esta entre 5.0 -6.0 Segun
Algapani et al., (2019) el desequilibrio en los valores de pH, puede afectar la composicion y
redireccion en las vias metabdlicas, afectado directamente la produccién de H». EI TDH
también es un factor de cuidado, debido a que bajos valores, pueden causar excesivas
cantidades de CO> (Saleem et al., 2021). La Tabla 5, indica las condiciones experimentales
evaluadas en este estudio, durante los 120 dias de funcionamiento del reactor. Los valores

fueron tomados teniendo en cuenta los rangos mencionados por la literatura.

Tabla 5. Matriz DCC de variables independientes para la produccién de hidrégeno

Experimento pH TDH % H:
I 3.0 4.0 1.62
1 3.0 8.0 14.75
" 55 4.0 14.37
v 55 8.0 30.35

Los resultados del ajuste del modelo de superficie de respuesta en forma de analisis ANOVA
se muestran en la Tabla 6. La prueba F del modelo de regresion arrojo un valor P bajo,

refiriéndose a un modelo con significancia estadistica.

Tabla 6. Prueba ANOVA para la funcion de respuesta

Variable Coeficientes  Error tipico  Probabilidad
- Intercepcion -31,75 9,44 0,0027
X1 pH 6,68 1,53 0,0002

X2 TDH 2,34 0,96 0,0225
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La Tabla 6, muestra que la variable con mayor influencia estadisticamente en la produccion
de hidrogeno fue el pH, con una significancia de P= 0.0002, siendo mucho menor a la del
TDH con significancia de P= 0.0225. Ademas, la probabilidad del modelo fue de P=0,0027,
lo que quiere decir, que todos los pardmetros se encuentran dentro del intervalo de confianza
del 95%. Con base en lo anterior, la ecuacion (1), presenta el modelo de la regresion lineal
de primer orden que se obtuvo a partir de las variables codificadas dependientes e

independientes de la siguiente manera:

Y = —31.75 + 6.68 x, + 2.34 x, [1]

Donde Y es el %H; producido y X1y Xz son las variables codificadas, siendo pH y TDH,

respectivamente.

La Figura 6, muestra la variacién de la produccion de hidrogeno con respecto a los cambios
de pHy TDH en el reactor. Se observa que la condicion 6ptima de produccion de hidrégeno
se encuentra en un pH de 5.5y un TDH de 8.0 h, con un valor aproximado de produccion de
hidrogeno de 28 - 30 % Ho. Para las demas condiciones pH/TDH la produccion de hidrégeno
fue: 5.5/4.0h de 14.37% H>, 3.0/8.0h de 14.75% H, y 3.0/4.0h de 1.63 % H>.

Bl > 20
< 20
<15
C1<10
B <5

<5
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| B2 %H,
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TRH Bl <1 %H,

Figura 8. Metodologia de superficie de respuesta y grafica de contorno, para la produccién de
hidrégeno: Efecto del pH'y TDH

De acuerdo con los resultados, se observa que el pH operativo juega un papel importante en
la produccién de hidrogeno. EI pH 6ptimo, puede variar segun el tipo de sustrato. Para C. Lin
& Cheng, (2006); Mockaitis et al., (2020b); Oliveira et al., (2020) el pH 6ptimo de la Xilosa,
se encuentra en 6.5.Segun Akhlaghi & Najafpour-darzi, (2020); Ufrgs, (2020) el pH 6ptimo
para la producciéon de AGV's con sustrato de sacarosa fue entre 5.5a 5.7 y para T. Zhang
et al., (2003) el pH del almidon fue de 6.0. En este estudio, se observo que los valores bajos
de pH limitan la produccién de hidrégeno debido a que se aumenta la generacion de acidos
grasos volatiles. Este resultado es similar con lo expuesto por Rao and Basak, (2021), el cual
indica que a valores bajos de pH, la tasa de produccion de hidrégeno disminuye debido a la
inhibicién de la actividad bioldgica de los microorganismos productores de Hz. Del mismo
modo, Khanal et al., (2004) también encontré que pH inferiores de 4.5 no generan Hz, debido
a que la via metabdlica se redirige hacia la produccion de AGV como acido lactico y etanol,

en lugar de producir Ho.

Segun Mazareli et al., (2021), el pH 6ptimo debe ser un valor superior a 4.5, pero que se
encuentre en un rango de 5.0-5,7 segun el tipo de sustrato, ademas sugiere que el aumento
de pH puede ayudar a prevenir la inhibicion de los AGV’s en la actividad enzimética
bacteriana. Entonces un pH superior a 4.5 proporciona un efecto de amortiguador para la
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comunidad bacteriana encargada de producir AGV’s. Ademas, seguin Fonseca et al., (2020),
un pH alto favorece la formacion de butirato o acetato en lugar de la butirico o acético, lo

que refleja alta produccidn de hidrogeno en el proceso interno del reactor.

Algapani et al. (2016), Algapani et al. (2019), realizaron un estudio donde el objetivo era
producir hidrégeno a partir del tratamiento de aguas residuales de produccion de alimentos,
mediante un reactor de agitacion continua (CSTR). Los autores encontraron que el pH 6ptimo
estuvo alrededor de 5.5. Ademas, indicaron que este valor de pH fue benéfico para inactivar
la metanogénesis al proporcionar un entorno menos adecuado para los metandgenos
hidrégenos troficos. Con este valor obtuvieron concentraciones de hidrdgeno en el biogas de
59 a 61 % H>. Concluyendo que el pH optimo para la produccion de hidrogeno era 5.5

tratando este tipo de aguas residuales.

En relacion con el TDH, Moreno Davila et al. (2020) indico que valores bajos de TDH causan
desequilibrios en el reactor y disminuyen la produccion de hidrogeno . Esto debido
principalmente a los altos valores de caudal que se generan internamente, lo que produce un
arrastre de biomasa. Del mismo modo Wang et al. (2015), observaron que disminuir los
tiempos de detencidn hidraulica dentro del reactor de 8.0 a 4.0 h, influye en la produccion de
hidrogeno puesto que, el paso de una produccién del 30 % al 11 %, cuando realizo este
cambio. Este resultado lo atribuyo a que los TDH mas altos promueven un caudal de
alimentacion mas bajo y un tiempo mas largo para que el sustrato permanezca en el sistema,
lo que resulta en una mayor interaccion de sustrato y microorganismo, generando en si
mayores producciones de hidrogeno. En particular, el TDH 6ptimo de nuestro estudio fue de

8.0h, donde se presento la mayor produccion de hidrogeno a diferencia del TDH de 4.0h.

La investigacion de Hernandez et al. (2018), encontro que el TDH de 6 — 8h, proporcionaba
una tasa de produccion de hidrogeno de 4.12 LH»/L/d, demostrando asi que las bacterias
productoras de hidrogeno tenian mejor desempefio en este rango. Del mismo modo, Wang
etal., (2013), disminuyo el TDH de 12h a 4h, para determinar el comportamiento del reactor,

lo que produjo que se generara un lavado de biomasa severo, concluyendo que bajos TDH
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no son 6ptimos para el proceso de produccion de hidrdgeno , debido a que se deben garantizar

las condiciones adecuadas para que este proceso se realice satisfactoriamente.

4.3. Desempefio del reactor de fermentacion oscura

El desempefio del reactor de fermentacidon oscura se evalud con respecto a la condicion
optima encontrada anteriormente. El estudio tuvo un periodo de 120 dias, divididos en cuatro

experimentos diferentes, cada experimento tuvo una duracion de 30 dias continuos.

en la Figura 7, se muestra la relacion de entrada y salida de la DQO en el reactor de

fermentacién oscura.
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Figura 9. Variacion temporal de la concentracion de la DQO en el sistema.

En la Figura 7, se observa la remocion de la DQO para todas las condiciones de operacion.
El valor medio de remocion para el experimento I, I1, 111y 1V fue de 5.58 %, 4.13 %, 5.90 %
y 7.69 %, respectivamente. Segun Lu et al., (2019), la remocién de DQO en la etapa
acidogénica es baja, debido a que el sustrato en esta fase se convierte principalmente en

acidos grasos volatiles (AGV’S) y alcoholes. Del mismo modo, Sivaramakrishnan et al.,
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(2021) indica, que la Unica pérdida de DQO en esta etapa se debe a la transformacion de

gases como Hz y CO2 o en formacion de nueva biomasa.

Mishra et al., (2018), estudiaron la produccion de hidrégeno y la remocion de DQO en el
proceso de fermentacion oscura y de foto fermentacion en dos etapas. En la etapa de
fermentacion oscura, la remocion de la DQO y el rendimiento maximo de hidrégeno fue de
5,7 %y 0,787 ml Ho/mL, respectivamente, concluyendo que la baja eficiencia de remocion
de la DQO también es un indicativo de la presencia de compuestos organicos complejos en
el sustrato. La eficiencia de remocion de DQO empez6 a disminuir cada vez mas cuando las

concentraciones del sustrato variaban con mayor frecuencia.

La Figura 8, muestra el consumo de carbohidratos dentro del reactor de fermentacion oscura.
El valor medio de remocion para el experimento I, I1, 111y IV fue de 14.37 %, 31.28 %, 52.34
% y 77.27 % Lo que indica, que un responsable de la produccion de hidrogeno en esta
condicion es el consumo de carbohidratos. Cabe resaltar, que entre los experimentos

evaluados esta condicién fue la que mejor respuesta de eliminacidn de carbohidratos obtuvo.
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La Figura 8, también indica las amplias variaciones de concentracion de carbohidratos en el
agua residual de la industria de bebidas no alcohdlicas. EI consumo de carbohidratos esta
relacionado con la produccion de H> y AGV's, de acuerdo con las rutas metabdlicas que
existan dentro del reactor.

Andrew et al. (2019), encontro que la degradacion de carbohidratos estaba en el rango de 42
a 46 %, indicando que la tasa de degradacion de carbohidratos tenia relacion directa con la
concentracion del sustrato; es decir, que tasas mas altas de sustrato proporcionaban mayor
conversion de carbohidratos. Ademas, que aproximadamente entre el 30 al 40 % de esta
conversion correspondia a la produccion de hidrégeno, el otro porcentaje era redirigido a la

formacién de AGV's,

Segun Rao and Basak (2021), se puede producir hidrégeno a partir de los carbohidratos,
siempre y cuando se proporciones las condiciones 6ptimas. Estos autores observaron que las
celulas bacterianas comienzan a acelerar su crecimiento a un TDH de 8h y que la conversion
de carbohidratos a hidrégeno depende en gran medida del pH de fermentacion. Esta
afirmacion se refiere a que las células E. aerogenes utilizan el azGcar presente en los

carbohidratos para producir Hz en lugar de AGV'S.

Paranhos and Silva (2020), reportaron en su estudio valores maximos de contenido de Ha,
YH2 y tasa de produccion volumétrica de hidrogeno, utilizando glicerol como unica fuente
de carbono, valores de 87.4 %, 0,30 (molH2/KgDQO) y 9,7 (mmol Hz/L. d), respectivamente.
Estos autores observaron que la produccion porcentual de hidrégeno y la tasa de produccion
volumetria de hidrdgeno fueron altas, con respecto a otros experimentos observados, sin
embargo, el rendimiento de hidrogeno (YHz), es mucho més bajo con otros valores
reportados. Esta inconsistencia puede atribuirse a la flexibilidad metabdlica del consorcio
microbiano y la consecuente generacion de productos acuosos. Esta novedad también se
puede presentar de forma inversa, es decir, que él % H>y VHPR sean bajos y el YH: sea alto,

COMO €es en nuestro caso.
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Para la condicion optima de este estudio, también se evaluo la tasa de produccion volumétrica
y el rendimiento de hidrégeno, resultando en un valor aproximado de 1,54ml H2 /L. d y de
0,54 mol H2/gDQO, para VHPR y YHz, respectivamente. Estos resultados son contrarios a
los expuestos anteriormente por (Paranhos & Silva, 2020), una posible explicacion, puede
deberse a las altas concentraciones de carbohidratos y materia organica contenida en el agua
residual. Esta afirmacion es concordante con la de Rao and Basak (2021), quien indican que
VHPR disminuye con el aumento de la concentracion de carbohidratos al igual que la
produccién de hidrégeno , esto se debe a que una mayor concentracion de materia prima,
genera mayor cantidad de carbono disponible para las células bacterianas, lo que puede

ocasionar un efecto de inhibicidn por sustratos en las bacterias productoras de Ha.

Paranhos and Silva (2020), reportaron rendimientos maximos de hidrégeno de 0,31 molH2/g
DQO aplicado, bajo las condiciones de TDH de 7.72 h y concentracién de glicerol como materia
prima de 18 g/L. Indicando que YH: est4 fuertemente correlacionado con la generacion de
diferentes metabolitos solubles durante la fermentacion ya que puede cogenerarse 0
consumirse durante su produccion. Ademas, exponen que los valores de YH; se pueden ver
afectados al favorecer diferentes rutas metabdlicas, generando a menudo productos que
requieren el consumo de hidrégeno durante la fermentacion y que no es un parametro que

indigue el desempefio o parametrice la produccion de hidrégeno dentro del reactor.

4.4, Comportamiento de los Acidos Grasos Volatiles (AGV’S) en la condicion éptima.

Se cree gue las vias de formacion de metabolitos solubles durante el proceso de fermentacion
oscura, tiene relacion significativa la produccion de hidrégeno (Sunyoto et al., 2019). Los
metabolitos producidos en este proceso son biosintéticos o intermedios y sirven como
precursores en la produccion de biogas. En este sentido, diverso autores han establecido
algunas caracteristicas en el proceso de FO para optimizar la produccién de hidrogeno o
AGV’s(Wainaina et al., 2020).

En la Figura 9, se presenta la distribucion porcentual de AGV’s en la condicion dptima de
operacion encontrada pH:5.5 y TDH:8.0h, en la cual se observa que el AGV con mayor

produccién fue o fue el acido acético (HAc), seguido del acido propidénico (HPr) y acido
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butirico (HBut). Segun Tarelho et al. (2021), las vias metabdlicas del acetato y el butirato
son las formas tipicas de la produccion de hidrégeno en el proceso de fermentacion oscura.

Pero en este caso, se observa que el &cido propidnico predomina sobre el acido butirico.

Meky et al. (2020), encontraron resultados similares a los nuestros, en donde las principales
fracciones de AGV’s correspondian a (HAc y HPr, indicando que estos &cidos tuvieron
mayor produccion en un rango de 6.0 a 8.0h de TDH. Ademas, expresaron que las
concentraciones de HPr eran inferiores a las de HAc y por lo tanto no hubo problema para

inhibir el proceso de produccion de hidrégeno.

Hval HCap
HI Val 6% 0%
HBut 1%
HI But 7%

1%

HAc
52%

HPr
33%

Figura 11. Distribucion porcentual de AGV’S en la condicién éptima. (HAc: &cido acético, HPr: acido
propionico, HI But: &cido isobutirico, HBut: acido butirico, HI Val: &cido isovalérico, HVal: acido
valerico, HCap: acido caproico)

Las concentraciones de los AGV'S se calcularon mediante intervalos de confianza del 95%,
resultando en: Acido acético (168.14 -661.18 mg/L), acido propionico (23 - 505 mg/L), acido
butirico (0 — 140.26 mg/L), acido valérico (0 — 145 mg/L). El 4cido caproico se establecio
como patron estandar del método de determinacion de AGV's,
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Taylor et al., (2007), exponen que el &cido butirico y acético son los dos productos principales
en la produccion de hidrogeno , pero que a valores bajos de pH se favorece la produccion del
acido butirico por encima del acido acético, del mismo modo Fang et al., (2011), afirma que
el acido butirico predomina hasta en un 45,6% en pH de 5.0 0 menos, mientras que el acido
acético tiene mayor produccion en pH de 5.5 — 6.5. Adicionalmente, Zhang et al., (2019)
indica que la produccion de propionato se da en mayor proporcion a pH de 7.0 y superiores.
Es importante mencionar que las condiciones operacionales juegan un papel importante en
la produccién de los AGV'S en el proceso de la fermentacion oscura, como es el caso del
pH. Este pardmetro puede afectar las vias del metabolismo en la produccion de hidrégeno

como Visto anteriormente.

Cristina et al. (2020), observaron que en un proceso de optimizacién de hidrégeno tratando
residuos alimenticios, el &cido con mayor produccion fue el HAc (0.3 — 0.5 g/L), seguido del
HPr (0.1 - 0.2 g/L) y HBut (0.05 — 0.1 g/L). Estos autores sefialaron que la produccion de
HAc fue un buen indicador en la produccion de H», debido a que la ruta metabolica de la
glucosa en el é&cido acético da el rendimiento de hidrégeno mas alto con 4
molHz/molGlucosa, 3 moles de HPr y 2 moles de H.. Sin embargo, HAc también es un
producto de homoacetogenos lo que se refiere a que se puede limitar la produccion de
hidrogeno en altas cantidades de HAc. Esta afirmacion es respaldada por Tarelho et al.,
(2021) quienes en su estudio, encontraron concentraciones de HAc en términos de DQO de
200 — 250 mgDQO/L y baja produccion de hidrégeno , indicando que altas concentraciones
de HAc no siempre indican alta produccion de H», debido a que HAc no solo conduce a la

formacion de Hz sino tambien que consume el Hz producido durante el proceso de FO.

A diferencia del HAc, aun no se ha informado que la via de consumo de hidrégeno esté
relacionada con la produccion del HBut. Segun Mazareli et al., (2021) afirman que la
disminucion de la concentracion del HBut asociada al aumento del HAc en la condicion
optimizada, se refiere a que el HBut juega un doble papel en las vias metabdlicas de

produccion de Ha, tal como se observa en la ecuacion (2)
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(CH3CH2CH2COOH + 2H,0 - 2CH3COOH + 2H2 Y CH3COOH + 2CH3CH(OH)COOH
- Hz + 3/2 CH3CH2CH2.COOH + 2CO; + H20). [2]

Del mismo modo, Li et al. (2020) informo que el &cido butirico estd asociado, principalmente,
a las vias productoras de Hzy que existe una pequefia interaccion con el &cido lactico a bajas
concentraciones, lo que surgiere que estos dos metabolitos desempefian un papel clave en el

consorcio de bacterias productoras de Hz en la fermentacion oscura.

Con respecto a las concentraciones del HPr, los autores Chen et al., (2012), encontraron
valores de HAc (0.45—-0.52 g/L) y HPr (0.17 -0.44 g/L), adicionalmente, observaron que en
las primera horas de fermentacion (5h), el HPr disminuia notablemente, lo que surgiere que
la reduccion de la concentracion de HPr en las primeras horas de fermentacion se debia a la
produccion de HAc a partir de HPr (CH3CH.COOH2H,0O - CH3COOH + 3H, + COy).
Contrario a esto Atasoy et al., (2019), mostrd que el HPr se produjo en el nivel méas alto en
las primeras horas de fermentacion ( 5 — 10h), bajo un pH de operacion que oscilaba entre 5
-5.5, lo que surgiere que el pH en este rango beneficia la produccion de la via propiénica en

la fermentacion oscura, tratando aguas residuales industriales.
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5. CONCLUSIONES

Se operd un reactor de fermentacion oscura con recirculacion interna, bajo diferentes valores
de pH y TDH. La metodologia de superficie de respuesta se utilizd para determinar la
condicion optima de produccion hidrégeno, la cual mostro que la condicion que promueve
una mayor produccién de hidrégeno es pH: 5.5y TDH: 8.0 h, con un valor de produccién de
produccion de hidrogeno de 30.34% H,. Ademas, se identificd que los efectos lineales del
pH y TDH fueron significativos y el grado de importancia de las variables segin su

significancia se establecid asi: pH>TDH.

La produccidn de hidrogeno se gener6 por la degradacion de los carbohidratos que contenia
el agua residual proveniente de la industria de bebidas alcoholicas. El valor promedio de la
conversion fue de 74.46 + 13.58 %. Es importante mencionar que, la mayor remocion de

carbohidratos se produjo en la condicion de operacion de pH 5.5y TDH 8h.

En relacion con la produccion de AGVs, se encontrd que el acido acético fue el &cido
predominante, seguido del acido propidnico y butirico con concentraciones de 168.14 -
661.18 mg/L, 23 - 505 mg/L, 0 — 140.26 mg/L, respectivamente. Ademas, se observo que las
concentraciones de &cido propidnico no fueron suficientes para inhibir la produccion de
hidrégeno en la condicién optima encontrada, siendo esta la condicion donde mayor

concentracion se genero.
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6. RECOMENDACIONES

Extender los resultados expuestos en esta tesis, en la operacion de un nuevo reactor con el
objetivo de evaluar la produccion de hidrogeno y validar las condiciones Optimas

encontradas.

Se sugiere completar el sistema de tratamiento con un reactor metanogenico y evaluar el
desempefio conjunto de la digestion anaerobia en dos fases, con el objetivo de cumplir con
una eficiencia de remocién de materia organica y recuperacion de subproductos de valor

agregado del sistema.

Se recomienda en futuros estudio seguir explorando el uso de reactores de recirculacion
interna, debido a que es un sistema que ha mostrado eficiencia y buen desempefio en el

tratamiento de aguas residuales con altas concentraciones de materia organica

Analizar las posibilidades de recuperar los AGVs en los procesos de fermentacion oscura
debido a que es una alternativa atractiva que puede ser explorada y aplicada en reactores de

gran escala.
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Abstract

This ztudy evaluated an anaercbic digestiom (A, process in two-stage for both removal of
oIganic matter and energy production treating wastewaters from the beverage industry. The
experimental studies wers carried out in a continuous mode in an acidogenic reactor (B)
followed by a methanogenic reactor (R, ;) with a Hydraulic Retention Time (HET) of 8h and
16 h, respectively, for 107 dawvs. During thiz pericd, the geometric mean value of pH in the
effluent of the system (R, +E. ) was 7.3 and did not show a clear response to crganic load
rate (OLE) that were in a rangs of 14.66 — 30.13 kgCOD'm’-d. The buffer capacity
indicators, intermediate'partial alkalinity (IAPA) ratio and FOS/ TAC were verv effective n
monitoring the process stability, showing that an TAPA of 0.34 and a FOSTAC of 0.18



