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1. INTRODUCCIÓN 

De acuerdo con la Agencia Internacional de Energía IEA (2021) la innovación en 

materia tecnológica en el ámbito energético es necesaria para alcanzar los objetivos de 

mitigación del cambio climático, respaldando al mismo tiempo los objetivos del desarrollo 

sostenible. Recientemente la producción de biohidrógeno a partir de diferentes residuos 

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

 

Según Zhong et al., (2015), durante la primera conferencia mundial de hidrógeno realizada 

en el año 2006, indicó que el gas hidrógeno es el primer portador de energía limpia del futuro, 

no sólo por su alta densidad energética (143 MJ/Kg) la cual es 2,6 veces más alta que el 

metano y 3,3 veces más alta que la gasolina, sino también porque su combustión solo genera 

agua como subproducto. Estas características lo han convertido en uno de los combustibles 

alternativos ideales frente a los combustibles fósiles (Feng et al., 2020; Srisowmeya et al., 

2020). 

 

Entre los métodos biológicos más aceptados para producir biohidrógeno, la fermentación 

oscura es la más viable principalmente debido a su sencillez y a la posibilidad de obtención 

a partir de una gran variedad de sustratos incluyendo hoy en día a los lignocelulósicos (Fuess 

et al., 2017). No obstante, durante la fermentación oscura de los residuos orgánicos, sólo 

entre el 10 % y el 20 % de la energía contenida en el sustrato se convierte en hidrógeno y gas 

carbónico, mientras que el 80 % y 90 % de la demanda química de oxígeno inicial (DQO) 

está compuesta principalmente por productos metabólicos solubles, tales como los alcoholes 

y ácidos grasos volátiles (AGV) que permanecen en la fase líquida (Murakami, 2020; Rosa 

et al., 2018).  

 

Además, se resaltan las múltiples ventaja del sistema de fermentación oscura con respecto a 

otros sistemas de fermentación, entre ellos está; el fácil control de operación, mayor 

estabilidad y viabilidad en el uso de industrializado, menores costos operativos, mejores 
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condiciones de reacción, degradación de diversos sustratos orgánicos y bajo consumo 

energético (Boshagh, 2021). Actualmente, la producción de hidrógeno en la fermentación 

oscura no se aplicado comercialmente, debido a las limitaciones de producción y 

rendimientos de hidrógeno (J. Chen et al., 2021a). En este sentido, abordar más sobre los 

temas de optimización de hidrógeno mediante la fermentación oscura es un tema interesante 

debido a que amplía las estrategias de producción de hidrógeno y potencializa esta 

alternativa. 

 

Investigaciones realizadas por Gomes et al. (2020), Liu et al. (2020), Silva-Illanes et al. 

(2017),tienen como objetivo optimizar la producción de hidrógeno. 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). Además de la 

geometría y tipo de reactor las producciones de hidrógeno también pueden ser mejoradas por 

medio de condiciones operacionales como es el caso de pH, Tiempo de detención hidráulica 

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

 

Los cambios de pH en la población microbiana pueden afectar drásticamente las diferentes 

especies que se encuentran dentro del reactor, generando cambios de las actividades 

enzimáticas de los microorganismos que producen H2 y en los microorganismos que 

consumen H2 (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 H2 debido a los diferentes tiempos metabólicos de 

crecimiento de bacterias fermentativas productoras de hidrógeno y las bacterias que 

consumen el hidrógeno (Feng et al., 2020; Ri et al., 2019). Lo que lleva a que el TDH siga 

siendo uno de los principales parámetros en la producción de biohidrógeno. 

 

Para este tipo de investigaciones se pueden aplicar diversos métodos de optimización , como 

es el caso de “Una variable a la vez”, es decir la optimización de un solo parámetro (S. 

Kumari & Das, 2017). Sin embargo, utilizar un solo parámetro no es una opción muy clara, 

debido a que no se podría explicar los efectos interactivos sobre la variable seleccionada y 
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determinar un punto óptimo. Por lo tanto, se ha considerado el uso mínimo de dos variables 

independientes, las cuales puede ser evaluadas mediante la metodología de superficie de 

respuesta  (MSR) y diseñadas bajo un diseño compuesto central (DCC), herramientas que 

son precisas bajo un programa de ejecución y análisis y se acerca a los puntos óptimos de 

producción de hidrógeno , como variable de respuesta (Mahata et al., 2020a). El MSR se ha 

aplicado con éxito en estudios que buscan optimizar la producción de hidrógeno , debido a 

que es una herramienta poderosa de análisis estadístico que es adecuada para modelar 

procesos multivariados complejos donde una respuesta está influenciada por múltiples 

variables (Sabrina et al., 2020). 

 

Con base en lo anterior, utilizar un sistema de fermentación oscura para la producción de 

hidrógeno y potencializar este proceso mediante la optimización con herramientas 

computacionales es una alternativa prometedora. Debido a las tasas de producción de 

hidrógeno que se podrían tener mediante la selección de un sustrato rico en carbohidratos y 

altamente biodegradable, como es el caso de las aguas residuales de la industria de bebidas 

no alcohólicas.  

 

Las aguas residuales de bebidas no alcohólicas son una fuente de materia orgánica atractiva 

para la generación de hidrógeno a partir de los tratamientos biológicos, 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-Zabłocka 

et al., 2017). El aumento observado en la producción se asocia con mayores cantidades de 

consumo de agua, lo que implica mayores volúmenes de agua residuales descargados al 

ambiente. Esta industria, utiliza entre el 20 y el 30 % del agua en la fabricación 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 producción, limpieza de maquinarias y tuberías (Ait Hsine et 

al., 2005b; R. Ali et al., 2021). El porcentaje restante corresponde a las aguas residuales 

efluentes de producción. Adicionalmente, altas concentraciones de soda cáustica y azúcar 

residual se encuentran en estos tipos de efluentes (Street, 1992). Otras características, 

incluyen altos contenidos de sodio (320-397 mg/L), variaciones de pH, debido al tipo de línea 
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de producción (Pulpas, gaseosas o imperfectos) y altas concentraciones de carga orgánica (C. 

Y. Lin et al., 2016).  

 

Considerando que las industrias de bebidas no alcohólicas aumentan su producción 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 más 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, así como 

las condiciones específicas de operación. Por lo tanto, buscar un tratamiento adecuado para 

este tipo de efluentes es una labor compleja. El principio básico consiste en determinar las 

cantidades correctas de agua residual de entrada, así como cargas contaminantes, para que la 

planta no esté demasiado limitada o sobredimensionada con respecto a su extensión (Garg, 

2019). 

 

En Colombia, el sector de las bebidas no alcohólicas tiene amplia gama de productos en el 

mercado, comprendida en gaseosas, jugos, tés, bebidas energizantes y diferentes variedades 

de agua embotellada. El consumo per cápita para las gaseosas se ubica en un 49-50 litros por 

año, los jugos tienen un consumo per cápita de 5 litros por año. Los altos volúmenes de 

producción reflejan las altas cantidades de agua residual que genera esta industria en el país. 

Los efluentes que se vierten por la industria de bebidas no alcohólicas también incluyen otra 

serie de efluentes como es el caso de los desperfectos o desperdicios, aguas embotelladas, 

lavado de botellas, detergentes y cáusticos, y trazas de lubricantes utilizados en las 

maquinarias de producción (Boguniewicz-Zabłocka et al., 2017). Los desperfectos son 

productos que por su baja calidad en el proceso de fabricación son desechados, así como la 

devolución de los productos por parte del mercado cuando se encuentran próximos 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 alcohólicas es su porcentaje de sustancias 

orgánicas que son fácilmente biodegradables. Es por ello, que los tratamientos biológicos 

generan un tratamiento eficiente y efectivo, el cual depende de muchos factores de operación 

(Boguniewicz-Zabłocka et al., 2017). 
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Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo consiste en optimizar la producción 

de hidrógeno de un reactor de fermentación oscura con recirculación interna, bajo un 

experimento factorial 22, variando valores de pH en rangos ácidos (3.0-5.5.) y TDH en 

periodos de (4.0 – 8.0) horas. Adicionalmente también evaluar el desempeño del sistema y 

comportamiento de los ácidos grasos volátiles en la condición óptima. 

 

El análisis de la optimización será realizado por medio de una herramienta computacional 

estadística, utilizando la metodología de superficie de respuesta (MSR). La cual permite la 

exploración de los efectos individuales que ejercen las variables independientes sobre la 

respuesta deseada para determinar la condición óptima.  
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1.1. Planteamiento del problema 

El cuarto reporte de evaluación del panel intergubernamental sobre el cambio climático 

(The Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) destacó que el incremento 

acelerado de la población mundial y la demanda energética per cápita están llevando a un 

rápido aumento de las emisiones de gases efecto invernadero (GEI). En particular, en los 

últimos 10 años, el sector transporte ha mostrado las tasas más altas de crecimiento en 

emisiones de GEI (IPCC), 2020). La principal fuente de energía para el transporte es el 

petróleo. La Organización de Países Exportadores de Petróleo (OPEP) informó que en el 

2021 la demanda mundial de crudo tendría un aumento de 6 millones de barriles por día, para 

un demanda global total de 96,6 millones de barriles por día (Meetings, 2021). . Este 

crecimiento fue impulsado principalmente por China, cuya demanda creció un 4.4%, el valor 

más alto del mundo. La Agencia Internacional de Energía (IEA) en el 2020 informó que 

desde el año 2018 el uso de energías renovables se ha incrementado en un 55%, lo cual indica 

que todas las medidas de los gobiernos y la investigación en este campo han promovido una 

cultura hacia energías más sostenible y han comprometido a diferentes naciones por este 

cambio. Entre este tipo de energías, la energía derivada de la biomasa es una de las más 

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 energía estos son: producción de 

bioenergía, producción de biocombustibles y productos bioquímicos (Mahata et al., 2020b; 

Si et al., 2016). 

 

El biogás no solo se produce a partir de biomasa de primera generación, comprendida 

especialmente de cultivos agrícolas como maíz, almidón entre otros, destinados a la 

alimentación humana (Deneyer et al., 2018). Sin embargo, cuando el biogás se deriva 

principalmente de desechos y residuos se puede categorizar como biocombustible de segunda 

generación, ya que su materia prima no está en competencia con la industria de alimentos. 

La producción de biogás es común en la mayoría de los países del mundo, y en los últimos 

años se ha implementado con fuerza en países con subsidios económicos para la generación 
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de electricidad a partir del biogás (especialmente en los países europeos).  

 

En los últimos años, los procesos de digestión anaerobia son cada vez más 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 año 1970, en 

diversas configuraciones como es el caso de los filtros anaerobios, reactores de película 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 más 

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 eliminación de DQO consistentes de más 

de 80% escala completa y más 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 características del agua 

residual a tratar, los periodos de aclimatación de la semilla, los valores de pH, las altas 

concentraciones de carga orgánica 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 hídricos y costos de funcionamiento (X. Li et al., 

2020; Z. Liu et al., 2018). Por lo anterior, se ha estado implementando una nueva 

configuración, que pretende solventar tales inconvenientes, con un sistema interno más 

sofisticado, como es el caso de los reactores de recirculación Interna (RI), los cuales tienen 

a ser una alternativa prometedora.  

 

La estructura interna de los reactores (RI) es mucho más sofisticada, por lo que se considera 

que este sistema trabaja como dos reactores UASB en simultáneo, donde la parte superior 

tiene una carga baja con respecto a la parte inferior del reactor. Gracias a su diseño los 

reactores de RI pueden separar simultáneamente la fase gaseosa, la fase líquida y la biomasa 
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(Irizar et al., 2018). Por lo tanto, los reactores con características de (RI) pueden funcionar 

con COV (20 – 50 kg DQO m3.dia-1), siendo de 2 – 3 veces más 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 alcohólicas son una fuente importante 

de sustrato orgánico y un candidato potencial para la generación de subproductos a partir del 

tratamiento por digestión anaerobia (Wickham et al., 2018). Los desechos generados por la 

producción 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 azúcar (Isla et al., 2013b). Los volúmenes de aguas 

residuales de la industria de bebidas no alcohólicas a nivel mundial anualmente son altos. 

Alrededor de 4,5 millones de m3/años de residuos de bebidas azucaradas producen en 

Argentina, en Reino Unidos la generación de residuos de bebidas azucaradas se eleva a más 

200,000 millones de m3/años (Isla et al., 2013a; Quested & Johnson, 2012). Los volúmenes 

de aguas residuales de bebidas no alcohólicas en Colombia también registran altos valores 

de descarga 11,5 m3/años.  

 

En la actualidad, muchos tratamientos utilizados para tratar estos efluentes consisten 

básicamente en procesos biológicos, en particular la digestión anaerobia seguida de los lodos 

activados (Remya & Swain, 2019).  Pero la mayoría de las empresas que tratan este tipo de 

aguas residuales, no generan un aprovechamiento de este, puesto que la mayoría solo 

priorizan el cumplimiento de vertimiento de aguas residuales industriales como lo solicita el 

ministerio de ambiente de Colombia, bajo la normatividad el límite permisible de descarga 

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

 

Adicionalmente, para el caso de las aguas residuales de la industria de bebidas no alcohólicas 

(IBNA), es vital conocer el manejo que tiene el agua en los procesos de producción, esto con 

el objetivo de poder estimar la cantidad de materia orgánica contribuyente en las aguas 

residuales de la industria.  Según Matošić et al., (2009) en 100 % del agua que entra a 

producción se divide en sub-líneas; la primera corresponde al uso del agua para la elaboración 

de bebidas, en esta etapa el agua es tratada nuevamente con el fin de eliminar 
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microorganismos y oxidar potencialmente la materia orgánica que aún se encuentre en ella. 

Posteriormente, empieza la preparación de las bebidas donde se le añade sustancias 

específicas saborizadas, altos porcentajes de azúcar, acidulantes y preservantes según el tipo 

de bebida que se esté en producción, al finalizar las bebidas pasa al sistema carbonatado 

donde se le agrega el anhídrido carbónico (CO2) el cual, les da la sensación refrescante a las 

gaseosas.  La segunda línea de uso del agua corresponde al tratamiento de ablandamiento, en 

esta el agua es usada para el lavado de envases, tuberías, equipos de producción 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 línea de uso de 

agua es para, las aguas embotelladas y saborizadas que ofrece cada compañía, en esta línea 

el agua pasa por un nuevo sistema de tratamiento Osmosis Inversa con el objetivo de 

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

 

 De acuerdo con los anterior, se plantea la siguiente pregunta de investigación: ¿Se podrá 

optimizar la producción de hidrógeno en un reactor de fermentación oscura con recirculación 

interna que trata agua residual de la industria de bebidas no alcohólicas, variando las 

condiciones de pH y Tiempo de Detención Hidráulica (TDH) hasta encontrar los valores 

óptimos, utilizando las herramientas estadísticas de Diseño compuesto central (DCC) y 

Metodología de superficie de respuesta (MSR), y además analizar el desempeño y 

comportamiento de ácidos grasos volátiles (AGV´s) en la condición óptima? 
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1.2. Objetivos 

 

 

Objetivo General 

 

Determinar las condiciones óptimas de operación de pH y Tiempo de Detención 

Hidráulica de un reactor de fermentación oscura con recirculación interna, con el fin 

de mejorar la producción de hidrógeno mediante la aplicación de la metodología de 

superficie de respuesta (MSR) 

 

Objetivos Específicos 

 

• Realizar el diseño factorial de componente central para determinar las 

condiciones experimentales de pH y TDH a evaluar mediante la metodología de 

superficie de respuesta (MSR). 

• Analizar el desempeño y comportamiento de los ácidos grasos volátiles (AGV´S) 

en el reactor de fermentación oscura con recirculación interna, bajo la condición 

optima de producción de hidrógeno.  

1.3.  Alcance 

El enfoque de esta investigación es de manera cuantitativa a base de resultados y 

procesos experimentales que se llevarán a cabo en el laboratorio, la investigación tiene 

el objetivo de analizar varios parámetros de desempeño y producción establecidos como 

enfoque principal. El desarrollo de la investigación se llevará a cabo por medio de unas 

etapas previamente establecidas. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1.  Marco conceptual  

- Digestión Anaerobia 

La digestión anaerobia (DA) significa la descomposición bacteriana de los materiales 

orgánicos en ausencia de oxígeno. Este proceso bioquímico produce un gas, llamado biogás. 

La digestión anaeróbica brinda posibilidades de producir energía renovable a partir de 

desechos orgánicos en sitios descentralizados, produciendo un biogás 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). Además de suministrar energía renovable, las 

plantas de DA tienen otros efectos positivos, incluido el fortalecimiento de los sistemas de 

gestión de reciclaje de circuito cerrado, la reducción de emisiones del almacenamiento de 

lodo y la producción de un valioso fertilizante orgánico. Actualmente, se está utilizando 

menos del uno por ciento de los beneficios potenciales de la AD Las razones para esto 

incluyen los obstáculos, como el marco legislativo y la falta de incentivos económicos para 

los posibles inversores. Países como Dinamarca, Alemania, Austria y Suecia promueven 

mecanismos efectivos para producir biogás a partir de desechos orgánicos mediante medidas 

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

 
Figura  1. Representación gráfica de la digestión anaerobia 

(Fuente: Propia, 2020) 
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La DA ha sido aplicada por más de 20 años en tratamiento de agua residual doméstica e 

industrial, principalmente utilizando el UASB. Sin embargo, es conocido que el efluente de 

esta tecnología aún tiene una concentración alta de materia orgánica (>100 mg DQO/L), 

presencia de metano disuelto (conocido por ser gas de efecto invernadero), poca remoción 

de nutrientes lo que hace que en la mayoría de los países 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 fácilmente 

recuperados. 

 

- Productos finales de la digestión anaerobia  

El uso de la digestión anaerobia se debe a una serie de ventajas que ofrece, en particular a su 

capacidad de degradación de la materia orgánica, reducción en la huella de carbono de los 

residuos y su amplia gama de generación de productos de valor agregado (Wainaina et al., 

2020). El biogás es el subproducto más conocido de la DA, debido a sus altos porcentajes de 

producción, y la ventaja que se puede utilizar en pequeñas y grandes escalas. Otro 

subproducto que tiene relevancia en la DA es el fósforo, todos los desechos orgánicos 

contienen concentraciones de fósforo de manera variable, el cual es liberado durante la 

digestión, este puede ser recuperado en forma soluble en el licor de deshidratación del lodo 

que resulta del espesamiento (Korres, 2013). Cabe resaltar que investigaciones realizadas por 

Wei et al., (2020), indican que para el 2050 existirá una alta limitación de fósforo 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 generación de 

productos más novedosos. Este es el caso de los AGVs, comprendidos en etanol, butanol, 

metanol entre otros.  

 

- Configuraciones de sistemas de DA  

Los digestores anaerobios están disponibles en varias configuraciones, estas dependen del 

tipo de materia prima, el número de fases o etapas, la temperatura de funcionamiento y 

método de alimentación 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 orgánica, 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 digestión anaerobia 

Digestor Ventajas Desventajas Referencia  

Una - fase 
Diseño simple 

Menos probabilidad de fracaso 

Formación de espuma Mayor 

tiempo de detención 

 

(Ahmed et al., 2015; Arashiro et 

al., 2019; Irizar et al., 2018; 

Kumar & Samadder, 2020). 

Dos - fases 

Mayor degradación debido a la 

circulación 

Tasa de alimentación constante a 

etapa metanogénica 

Más robusto y menos susceptible al 

fracaso 

Sistema complejo y costoso de 

construir 

Las partículas sólidas deben ser 

eliminadas de la materia prima en 

la segunda etapa 

(Fuess et al., 2017; Lay et al., 

2019; Moreno Dávila et al., 

2020; Rosa et al., 2018). 

Digestor seco 

Mayor detención de biomasa 

Alimentación controlada 

Tratamiento previo es simple 

Complejo y costoso transporte y 

manejo de residuos 

La manipulación y mezcla de 

materiales es difícil 

 (Han et al., 2017; Si et al., 2016; 

Xing et al., 2020). 

Digestor húmedo 
Dilución de inhibidores con agua 

fresca 

Alto consumo de agua y energía 

Sensible a cargas de choque 

Formación de espuma durante el 

cultivo 

(Chaikitkaew et al., 2015; T. T. 

Wang et al., 2017). 

Digestor de alta 

velocidad 

Mayor detención de biomasa 

Alimentación controlada 

Menor costo de inversión 

No se requiere material de apoyo 

Tiempos de arranque más largos 

Canalización a bajas tasas de 

alimentación 

(Kumar & Samadder, 2020; 

Wainaina et al., 2020; Y. Wang 

et al., 2020; Xing et al., 2020). 

 

 

- Etapas de la DA  

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

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

etapa de DA involucra enzimas mediadoras de transformación de materiales orgánicos 

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

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

moléculas más grandes en pequeños pedazos para que los microorganismos entren en la 

célula y la utilicen como fuente de energía y nutrición (Krishna & Kalamdhad, 2014; Parra 

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

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

en ácidos orgánicos de cadena corta como es el caso de del ácido butírico, propiónico, acético, 
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en gas hidrógeno y dióxido de carbono. La concentración de hidrógeno que es formado en 

esta etapa influye en el resultado final del proceso de fermentación. Durante la acidogénesis 

los azúcares simples, ácidos grasos y amoniaco son convertidos en ácidos orgánicos y 

alcoholes (Murakami, 2020). La tercera etapa está 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, hidrógeno, dióxido de carbono, AGVs de 

cadena larga. La última etapa es la metanogénesis, esta es la encargada del producto final de 

metano y dióxido de carbono a partir de productos intermedios por bacterias metanogénicas 

en condiciones anaeróbicas estrictas. La metanogénesis es la reacción bioquímica más lenta 

del proceso de DA. El acetato, H2 y CO2 son transformados en CH4 por medio de dos tipos 

de microorganismos: Metanógenos acetotróficos, los cuales utilizan el acetato como sustrato 

y lo transforman aproximadamente en un 70 % a metano, y los metanógenos hidrógeno 

tróficos, 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. 

  

 

Figura  2. Proceso de digestión 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 acumulación de 

AGVs, sumado a problemas operativos de la DA, especialmente cuando se enfrenta a cargas 

volumétricas altas. Los AGVs son el proceso intermedio más predominante durante la DA y 

las altas concentraciones de estos pueden llegar a inhibir los metanógenos (Y. Jiang et al., 

2018). La acumulación de AGVs es el resultado del desequilibrio entre la secuencia de las 

etapas de la DA, esto ocurre cuando los metanógenos no pueden utilizar el hidrógeno y AGVs 

producidos por la acidogénesis y acetanogénesis, creando una acumulación en el sistema, lo 

que puede conducir a una rápida disminución en el pH y el deterioro constante del proceso 

(Hashemi et al., 2019). Según Gopalakrishnan et al., (2019); Khan et al., (2017), la presencia 

de algunos de algunos ácidos grasos volátiles, son indicadores de lo que sucede dentro del 

reactor, por ejemplo; concentraciones de propinado y ácido acético de aproximadamente 0.9 

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

 

- Fermentación oscura  

Existen diversas rutas metabólicas de producción de hidrógeno, pero la más utilizada es la 

fermentación oscura. En este proceso las bacterias anaerobias pueden producir hidrógeno  a 

partir de sustratos ricos en carbonos sin necesidad de luz (Sinharoy et al., 2020). Sin embargo, 

la producción de hidrógeno en un reactor de fermentación oscura depende de las condiciones 

del proceso, como el pH, TDH, presión parcial del gas, entre otros.  Los subproductos que se 

generan de la fermentación oscura dependen inicialmente de la ruta metabólica que el proceso 

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

 

- Condiciones de operación en reactores de fermentación oscura.  

La fermentación oscura, en comparación con otros procesos es una opción atractiva, debido 

a que emplea la capacidad anaerobia estricta, para producir H2 y ácidos grasos volátiles (ácido 

acético, ácido butírico, ácido propiónico, etc.), a partir de materia orgánica complejas (Rajesh 

Banu et al., 2021). Es por ello, que lo vuelve una alternativa interesante para el mercado en 

la valoración de residuos orgánicos para la producción de hidrógeno y AGV´S. Los residuos 

y las aguas residuales ricas en carbohidratos, tales como los efluentes de las industrias de 

alimentos, industrias lácteas, fabricación de azúcar, arroz, bebidas azucaradas, cervezas, 

entre otras, parecen ser las más interesadas en adoptar este tipo de tratamientos (Barca et al., 

2015).  

 

Varios estudios se han interesado en investigar el comportamiento de la fermentación oscura 

y la eficiencia en la producción de hidrógeno, a través de diferentes tipos de sustratos y la 

interacción de las diversas rutas metabólicas. Es por ello, que de acuerdo con el tipo de ruta 

metabólica la producción de hidrógeno puede variar, es decir para la vía de acetato la 

producción de biogás se encuentra 67 % H2, y para la vía del butírico la producción se 

encuentra aproximadamente en un 50 % de H2  (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 inoculación, sustratos, parámetros operacionales y tratamientos previos. Por lo tanto, se 

indican los parámetros que mayor influencia sobre la fermentación oscura.   

 

I. Tipo de inóculo y pretratamiento.  

Se han reportado pocas experiencias en el ámbito investigativo donde la inoculación 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 inoculación se realiza con lodos provenientes de 

plantas de tratamiento de aguas residuales ya existentes, es por ello, que seleccionar un buen 

tipo de inóculo 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 H2, 

como es el caso de las arqueas metanogénicas(Naaz & Kumar, 2021). Por tal razón, es 

importante realizar un proceso de pretratamiento al lodo con el objetivo de suprimir en mayor 

medida los microorganismos consumidores de H2. Existen diversos tipos de pretratamiento, 

pero todos convergen en que las bacterias productoras de H2 son generalmente formadoras 

de esporas y sobreviven en condiciones extremas de temperatura y pH en comparación con 

las bacterias consumidoras de H2, 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 inóculo 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 inóculo es por la vía ácida, 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 H2, aunque el pretratamiento con más reportes en la literatura y más usado 

es el térmico.  
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II. Temperatura  

La temperatura juega un papel importante en los procesos de fermentación oscura, por lo 

general la mayoría 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 mayoría de los estudios han reportado que las condiciones de 

temperatura ideales para el crecimiento y actividad de las bacterias productoras de H2 es en 

condición mesofílica (20-40°C), donde se producen las bacterias del género Clostridia y 

Enterobacter (Cieciura-Włoch et al., 2020; Lopez et al., 2020; Rao & Basak, 2021). Por otra 

parte, pocos estudios se han realizado en condiciones termofílicas (55-70°C), la cual es la 

condición más ideal para la producción de H2 debido a la formación 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). 

III. pH  

El pH operativo tiene una fuente de influencia en la producción de H2, ya que puede afectar 

la composición microbiana y la redirección de las rutas metabólicas. Los valores de pH 

pueden variar de acuerdo con la naturaleza del agua residual a tratar, pero lo que sí 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 fermentación oscura se pueden presentar fluctuaciones de pH, 

es por ello por lo que se recomienda en cada sistema instalar una sonda de medición de pH, 

para ejercer un mejor control de este parámetro, adicionalmente el uso de soluciones ácidas 

o básicas con el objetivo de poder tener un control y ajuste de este en momentos que lo 

requieran (Barca et al., 2015). 

 

IV. Tiempo de detención hidráulica  

El tiempo de detención hidráulica está estrechamente relacionado con la cantidad de sustrato 

que se puede manipular por unidad de tiempo. Un TDH corto produce mayor producción de 

hidrógeno en un reactor de fermentación oscura. Sin embargo, si la selección del TDH es 
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muy baja, esto ocasiona fallas en el sistema debido a que se generaría un lavado de bacterias 

de crecimiento esenciales para la producción del H2 (Kim et al., 2011).  

 

De acuerdo con diversos estudios, los tiempos de detención hidráulica en reactores FO 

pueden variar en un amplio rango debido a la naturaleza del sustrato, encontrándose sistemas 

con rangos en  (4- 24 h) y/o ( 1- 6 días), de detención hidráulica tal como es el caso de 

Karapinar et al., (2020), Meky et al., (2021), Saleem et al., (2021). 

 

- Ventajas de un reactor de fermentación oscura o acidogénico  

Los reactores acidogénicos pueden actuar como amortiguadores efectivos contra las caídas 

repentinas de pH causadas por las altas acumulaciones de AGVs. Por lo tanto, se espera que 

los sistemas de digestión anaerobia por separado tengan una mayor fiabilidad en el proceso, 

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

 

En los reactores acidogénicos se prioriza la producción de hidrógeno y otros intermediarios 

se dan a través del proceso de la fermentación oscura. Las estrategias para asegurar una 

efectiva producción de hidrógeno y ácidos orgánicos consisten en garantizar que en el sistema 

tenga, esencialmente organismos productores de hidrógeno y optimizar las condiciones 

operacionales para asegurar que esta producción sea continua y estable (Rao & Basak, 2021). 

 

- Desventajas de un reactor de fermentación oscura 

Los reactores de fermentación oscura productores de hidrógeno presentan algunas 

desventajas que afectan directa e indirectamente su desempeño, la más frecuente es la 

presencia de los agentes inhibidores de producción de hidrógeno, los cuales se evidencian 

por la falta de producción 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 fermentación. Los inhibidores son de tipo inorgánico, orgánicos y biológicos (J. 

Chen et al., 2021b). 
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Los inhibidores inorgánicos están 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 concentración es superior al 5 g/cm3, 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 fermentación oscura no sé muy recomendable, 

debido a que las altas concentraciones de estos metales son tóxicos e inhiben la producción 

de hidrógeno (D. Wang et al., 2021; Wei et al., 2020a). 

 

Es importante resaltar, que existen umbrales de concentración donde los metales pesados 

resultan ser tóxicos para el sistema de fermentación oscura, ocasionando el desequilibrio y 

colapso de este. autores Mu et al., (2006), encontraron que Zinc (Zn) solo tenía efecto 

inhibidor en el proceso de fermentación 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 producción de hidrógeno en concentraciones de 0,5 mg/L. Esta afirmación 

fue respaldada por los investigadores Chen et al., (2021). Quienes indicaron que las 

concentraciones variaron de acuerdo con el tipo de inóculo, 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 fermentación 

oscura, ya que son elementos esenciales para algunas enzimas y microorganismos 

productores de hidrógeno. Sin embargo, concentraciones altas de estos metales ligeros 

pueden afectar el proceso de fermentación y producción de hidrógeno ( Chen et al., 2021). 

Diversos estudios han encontrado los umbrales de inhibición de hidrógeno para cada 

compuesto, tales como; Jiang et al., (2020), indica que la concentración máxima de calcio en 

sustrato de sacarosa y glucosa es de 300 mg/L, para disminuir la producción de hidrógeno en 

un proceso de fermentación oscura. Según, Abdullah et al., (2020); Bao et al., (2013); 

Srisowmeya et al., (2020), exponen que la concentración máxima de magnesio no puede 
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superar los 800 mg/L, en sustratos de Glucosa, almidón y sacarosa, debido a que afectaría la 

producción de hidrógeno . 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 fermentación 

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 fermentación oscura (FO) es una etapa de tratamiento de aguas residuales enfocada 

en la generación de energía y subproductos de valor agregado. Es por ello, que la comunidad 

científica actualmente se encuentra altamente interesada en la aplicación de esos sistemas de 

tratamiento en efluentes industriales.  

 

Prueba de esto es el aumento de las publicaciones científicas encontradas en la base de datos 

digital SCOPUS en los últimos 10 años (2010 -2020). La información consultada el día 

(15/04/2021). (Ver Figura 4, Figura 5, Figura 6).  

 

 
Figura  4. Resultados de búsqueda en SCOPUS de los países y número de documentos relacionados. 

(Key words:  Dark Fermentative: hydrogen: recirculation internal) 
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Figura  5.  Resultados de búsqueda en SCOPUS del registró de los últimos (2010-2020) años y número 

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 producción de 

hidrógeno., a pesar de que es una de las tecnologías más utilizadas en para el tratamiento de 

aguas residuales domésticas e industriales. De hecho, de los trabajos encontrados en 

SCOPUS solo uno trata sobre la producción conjunta de hidrógeno y metano, los demás se 

enfocan, bien sea en la producción de solo hidrógeno con residuos de la actividad pecuaria o 

en la optimización en la producción de metano con aguas residuales de diversos orígenes. 

Finalmente se observó que en los países asiáticos y europeos la producción conjunta de H2 y 

CH4 y el establecimiento de sistemas productores secuenciales ya está más consolidado y hay 

experiencias en escala real. Esto hace que la temática propuesta en este proyecto realmente 

tenga un impacto importante en la comunidad científica.  
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Figura  6. Resultados de búsqueda en SCOPUS de países de América y número de documentos 

relacionados en el periodo (2010-2020) (key words: dark fermentative: hydrogen: recirculation 

internal) 

 

En relación con los países de la región, el continente americano cuenta con amplia 

experiencia en investigación referente a este tema, para el caso de Brasil y México gran parte 

de sus estudios son realizados con residuos lignocelulósicos provenientes de los productos 

de mayor representatividad en su sector económico (ie. Producción de tequila y 

bioalcoholes). Para el caso de Colombia los índices de crecimiento en investigación científica 

con respecto a la fermentación oscura son cada vez más prometedores, en el territorio 

nacional se están explorando nuevas oportunidades de producción de energía limpia gracias 

a la FO y el uso de residuos de bagazo de caña, residuos con altos contenidos de 

carbohidratos, bagazo de Palma de aceite entre otros.   

 

Aplicación de la Metodología de Superficie de Respuesta (MSR)  

 

La aplicación del método MSR (metodología de superficie de respuesta) fue desarrollado por 

Bruns and Scarminio, (2006); Liu et al., (2021) en los años sesenta y mejorado con el tiempo. 

La MSR se relaciona desde un punto de vista gráfico, debido a que este método incluye un 

conjunto de ecuaciones matemáticas y análisis estadísticos, que se basan en hacer coincidir 

los modelos experimentales ,con la información empírica 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 empíricas a una condición óptima.  
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Algunos pasos fundamentales para analizar una investigación por medio del MSR, según  (Y. 

Ali et al., 2021);  

 

I. Selección de las variables independientes que generan los principales impactos en la 

selección de variables de acuerdo con cuál sea la investigación, adicionalmente la 

restricción del área empírica en función del objetivo de la investigación.  

II. La selección del diseño experimental y la realización de los ensayos de acuerdo con 

la matriz empírica elegida.  

III. El comportamiento matemático-estadístico de la información empírica adquirida 

mediante el emparejamiento de la función polinomial 

IV. Evaluación del modelo. 

V. Verificar las condiciones y si existe la posibilidad de direccionamiento hacia una 

condición óptima.  

VI. Adquisición de valores óptimos para cada variable investigada.  

Cada investigación realizada y analizada con MSR puede tener un tópico particular, todos 

deben seguir las mismas pautas para obtener un resultado confiable a lo largo del estudio 

(Teófilo, 2006). 

 

Es por ello, que se evidencia con mayor frecuencia el uso del MSR en investigaciones 

referentes a la producción de hidrógeno, mediante reactores de fermentación oscura. Como 

es el caso del estudio realizado por Mahata et al., (2020b), cuyo objetivo fue mejorar la 

producción de bioH2 en un sistema de fermentación oscura, a partir de desechos orgánicos 

utilizando la herramienta MSR. El experimento contemplaba la optimización de parámetros 

individuales como es el caso de pH (5,5 -7,5), DQO (5 -25 g/L), temperatura de reacción (35 

– 41°C), etc. El estudio evaluó dos niveles; Nivel bajo (-1) y Nivel alto (+1).  El nivel óptimo 

de las variables independientes fue evaluado por MSR, explorando la relación entre las 

variables independientes y la variable dependiente que en este caso fue Rendimiento de 

hidrógeno (HY). Entre los resultados se encontró que la condición de pH (6,5), DQO (15 

g/L) y temperatura de (37 °C), fue la condición con mejores rendimientos de hidrógeno HY 

en (8,12 molH2/ KgDQO).  
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Del mismo modo, los autores Rao and Basak, (2021), realizaron una investigación cuyo 

objetivo fue determinar la producción de hidrógeno en valores de tasa de producción de 

hidrógeno volumétrico (VHPR), en reactores continuos y en reactores por lotes. Las variables 

independientes fueron; Carbohidratos (CW), pH y temperatura (T). El diseño de 

optimización utilizando la MSR, se llevó a cabo, mediante un diseño experimental, donde 

los valores de las variables independientes fueron elegidos basados en resultados 

preliminares e investigaciones previas, sobre producción de hidrógeno.  La variable de 

respuesta fue VHPR, mientras las variables independientes se denominaron CW (X1), pH 

(X2) y T(X3), los niveles de optimización se denominan Niveles bajos, centrales y altos. El 

desarrollo de análisis de datos generó una ecuación polinomial de segundo orden, la cual fue 

ajustada con los datos experimentales y modelos de regresión. Los resultados se analizaron 

mediante la herramienta de MSR con ayuda del análisis de varianza (ANOVA), y un valor 

de significancia para cada variable inferior a p=0 0,05. Los resultados para esta investigación 

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 concentración de carbohidratos de 32,50 g/L, del mismo 

modo para la condición 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 concentración 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 detención hidráulica (TDH) y concentración de glicerol (G), de un 

reactor anaerobio de lecho fluidizado (AFBR) continuo, mediante la MSR, para determinar 

las condiciones óptimas de producción de hidrógeno.  

 

El diseño experimental y análisis de datos se realizó mediante un Diseño Compuesto Central 

(DCC), bajo intervalos y niveles de variables independientes como fue el caso de G(X1) y 

TDH(X2), y la variable de respuesta fue el porcentaje de hidrógeno producido %H2. Los 

resultados de esta investigación arrojaron una ecuación polinomial de segundo orden para la 

superficie de respuesta, adicionalmente, se realizó un análisis de parámetros 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 análisis estadísticos arrojaron que el mayor porcentaje de 

hidrógeno (0 – 84%), se obtuvo en la condición de 10 g/L de Glicerol y un TDH de 5h. la 

superficie de respuesta obtenida indicó que la producción de hidrógeno aumentaba siempre 

y cuando la concentración de glicerol y el TDH también lo hacía, hasta cierto pico.  

 

Con base en lo anterior, se observa que el uso de las herramientas estadísticas y de predicción 

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 Recirculación Interna (RI)  

 

Los reactores de recirculación interna es una alternativa prometedora, debido a las múltiples 

ventajas que se obtienen de este tipo de configuraciones. Los reactores (RI), actúan como dos 

reactores tipo UASB, lo que ha demostrado un excelente desempeño en los biorreactores 

anaerobios de tercera generación (Luo et al., 2016). Los RI, cuentan con la característica de 

tener una única estructura y un sistema de recirculación interna impulsada por el gas 

producido, adicionalmente, tienen una relación altura-diámetro, la cual genera una efectiva 

detención 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 recirculación interna del lodo debido a la fuerza del biogás 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 orgánicos. En 

consecuencia, esta característica mejora la eficiencia de transferencia de masa entre la fase 

líquida y sólida dentro del reactor (Huang et al., 2019). 

 

Con base en lo anterior, los reactores (RI) se han convertido en una opción de tratamiento 

sobre todo en aguas residuales industriales, siendo esta una alternativa disponible para el 

tratamiento de aguas residuales orgánicas que contengan una serie de contaminantes 

complejos de remover, como es el caso se sulfatos, nitratos, lixiviados, aguas de la industria 



28 

 

   

farmacéutica, cervecera, de bebidas no alcohólicas entre otras (Cai et al., 2021; Ouyang et 

al., 2019; Zhuang et al., 2020).  

 

La investigación realizada por Huang et al. (2019), tuvo como objetivo  simular de manera 

efectiva el desempeño de un reactor anaerobio con recirculación interna en condiciones 

estacionarias y de sobrecarga, comparándolos paralelamente con los resultados 

experimentales. El montaje del reactor se llevó a cabo por medio de la inoculación de lodo 

granular metanogénico de un reactor RI de gran escala que trataba agua residual de 

fabricación de pulpa y papel en China. Las características de operación fueron las siguientes: 

Volumen de trabajo fue de 26 L, Temperatura de operación 37 ± 2 °C, volumen de lodo 8 L, 

agua residual de trabajo; Sintética, tiempo de detención hidráulica 24 h. Los datos empezaron 

a ser significativos, una vez el reactor había alcanzado una tasa de degradación de DQO 

constante. Los resultados de la investigación arrojaron que, el reactor RI fue sensible a las 

fluctuaciones de carga orgánica en el afluente, presentándose choques de carga orgánica, 

choques hidráulicos e incluso choques de desechos tóxicos. Adicionalmente, descubrieron 

que este tipo de fluctuaciones internas dentro del reactor generan afectaciones a la calidad 

del efluente. El resultado de la investigación indicó que el reactor se comportó de manera 

estable cuando la concentración de DQO fue de 3 g/L y un TDH de 24 h, y que los choques 

se presentaron cuando ambos parámetros iniciales se variaron, es decir DQO 18 g/L y el TDH 

8h. Este choque se presentó en un pequeño lapso, pasado este periodo el reactor duró 

aproximadamente 8 -6 h en estabilizarse. Es por ello, que en la investigación 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 RI con 

diferentes concentraciones de sustrato, en la producción de biogás y ácidos grasos volátiles 

(AGV ́S). El experimento con el reactor de recirculación interna se llevó durante 158 días, 

de los cuales 30 días corresponden a la inoculación del sistema y 128 días a la operación 

estable del reactor. La temperatura de operación se mantuvo en (35 ± 1,0 °C).  

Adicionalmente, se mantuvo una relación sustrato/inóculo de 3:1. La determinación de la 

composición de biogás se realizó por medio de cromatografía de gases, los AGV ́ S se 
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determinaron mediante el método de STM 5560C. en este estudio los resultados más 

importantes fueron, que el reactor RI logra estabilizarse en un periodo de 1 -19 días, la 

producción periódica de metano se situó entre 50 -58 %, se presentó una liberación irregular 

de AGV ́S esto como resultado de una leve acidificación dentro del sistema, el pH varió en 

valores de (6,9-7,6), en la zona líquida del reactor, lo que indicó una alta capacidad tampón 

durante todo el proceso de digestión anaerobia. Se concluyo que, los reactores RI pueden ser 

utilizados para tratar aguas residuales complejas, y que los parámetros 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. METODOLOGÍA 

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 alcohólicas, ubicada en la Ciudad de Bogotá – Colombia. Las 

muestras se tomaron de forma puntual, en la canaleta Parshall ubicada en la entrada de la 

planta de agua residual de la fábrica, las muestras se almacenaron en envases plásticos color 

ámbar, con el fin de preservar y almacenar las muestras en condiciones óptimas, como lo 

recomienda las guías del Instituto de Hidrología Meteorología y Estudios Ambientales - 

(IDEAM, 2007). 

 

La caracterización del agua residual se realizó en las instalaciones de la Universidad Militar 

Nueva Granada, en el laboratorio de Saneamiento ambiental, mediantelos ensayos de, 

demanda química de oxígeno (DQO- 5220D, Nitrógeno (N) – 4500N, Fósforo (P -PO4+) - 

4500P, Sólidos Suspendidos Totales (SST), Sólidos Volátiles (SV) y Sólidos 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). El muestreo y caracterización de las muestras 

de agua se realizaron por aproximadamente 30 días, con una frecuencia de recolección y 

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

 

Montaje del reactor 

Para este estudio se utilizó un reactor construido en PVC rígido, de altura y diámetro de 74 

mm y 960 mm y volumen útil de 4.1 L. Internamente el reactor tenía dos campanas, cuyas 

dimensiones son de 54 mm de diámetro, ubicadas a diferentes distancias desde la tapa 

superior del reactor, cuya finalidad era la recolección de biogás a lo largo del sistema. 

Además, el reactor contó con un sistema de recirculación interna, como se observa en la 

Figura 5. Lo que permitía que el reactor trabajara con concentraciones de cargas orgánicas 

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 fermentación oscura 

 

En la Figura 5 se observa un esquema del reactor de fermentación oscura con recirculación 

interna.  

 

Inoculación. 

La inoculación del reactor de fermentación oscura se realizó con lodo granular proveniente 

de un reactor UASB de la propia fábrica de la cual se obtuvo el agua residual objeto de 

estudio. Para inhibir la actividad metanogénica el lodos se sometió a un pretratamiento 

térmico a una temperatura de 95ºC por 1 hora, tal y como lo indica Lay et al. (2019). La 

temperatura de operación del sistema se mantuvo en 35ºC y el pH del afluente se ajustó con 

HCl - 10M o NaOH - 5N. 
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Diseño experimental. 

La investigación se realizó por mediante un diseño compuesto central (DCC) de proporción 

22, que permitió determinar las posibles combinaciones de operación de las variables 

independientes (pH y TDH). Los valores de variación para estas variables se establecieron, 

de acuerdo con, las indicaciones de Castelló 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 (Producción de H2) se analizaron estadísticamente con la metodología de 

superficie de respuesta (MSR), utilizando es software Statistica 10.0. 

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

indica en la Tabla 2.  

 

Tabla 2. Niveles del diseño factorial (DCC) 

Variable Nivel bajo (-1) Nivel alto (+1) 

pH 3.0 5.5 

TDH 4.0 8.0 

 

Operación. 

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

temperatura se realizó mediante una manta térmica que recubría la parte externa del reactor 

y proporcionaba una temperatura uniforme y constante de 35°C, controlada por un 

dispositivo electrónico de marca Watlow.  El flujo de afluente se llevó a cabo por medio de 

una bomba peristáltica de la marca Masterflex L / S con capacidad para regular los caudales 

desde 0,0006 a 3400 mL / min.  

  

Para evaluar el desempeño del reactor, se realizaron una serie de análisis fisicoquímicos y 

cromatográficos, 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 análisis y métodos analíticos empleados para evaluar el desempeño del reactor. 

Parámetro Unidad Método/APHA (2012) 
Frecuencia 

Semanal 

Caudal ml/min Volumétrico Diariamente 

Solidos suspendidos Volátiles mg/L 2540D 2 

pH -- 4500H+ 2 

Alcalinidad total, parcial e intermedia mg/L 2320 2 

AGVs mg/L cromatografía gaseosa 1 

Ácidos volátiles totales mg/L Ripley el tal 1986 2 

Carbohidratos mg/L Dubois (1956) 2 

Composición de biogás -- cromatografía gaseosa 1 

Flujo de H2 mL/h ---- Diariamente 

Flujo de CH4 mL/h ---- Diariamente 

 

Los análisis de la composición del biogás y de los AGV se realizaron utilizando un 

cromatógrafo Agilent 7890ª. Los métodos tanto para el biogás como para los AGVs han sido 

desarrollados por el grupo de Investigación Agua y Energía en el Laboratorio de Saneamiento 

Ambiental –UMNG. 

 

a. Composición del biogás 

 

Se utilizó una Columna Carbonplot 1010 para el detector TCD, de (30 m x 25 mm x 25 µm). 

El inyector y el detector operaron a una temperatura de 200 y 250 °C, respectivamente. Se 

utilizó nitrógeno como gas portador y el volumen de inyección fue de 0.5 ml. El flujo de 

corrida (N2) fue de1.5 mL/min, la temperatura del horno fue de 200°C. 

 

b. Ácidos grasos volátiles y alcoholes  

El análisis de AGV se realizó en el mismo equipo de cromatografía 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 inyección de muestra se realizó por medio de un auto muestreador 

HEADSPACE, con volúmenes de muestra de 5 mL en fase líquida.  
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c. Medición del caudal de biogás 

El volumen de biogás producido se cuantificó utilizando el medidor de gas Caudalis G 

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

caudal tanto de hidrógeno como de metano, por medio de una aplicación en el software 

LabVIEW online. 

 

Análisis de Resultados  

 

Para evaluar el desempeño del reactor, se cuantificó la producción de hidrógeno, 

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

 

- Caudal del biogás (Qg):  

𝑄𝑔 (𝑚𝐿./ℎ) =  
𝑉𝑚.

𝑡
                                                                                   Ecuación 1  

 

Donde: 

● t es el tiempo de medida.  

● Vm es el volumen del gas marcado en el medidor 

 

- Composición del biogás 

Distribución en porcentaje de hidrógeno (%H2), dióxido de carbono (%CO2) y metano 

(%CH4) en el biogás. 

 

%𝐻2 =
𝑛𝐻2

𝑛
. 100                                                                                          Ecuación 2  

 

%𝐶𝑂2 =
𝑛𝐶𝑂2

𝑛
. 100                                                                                     Ecuación 3 

 

%𝐶𝐻4 =
𝑛𝐶𝐻4

𝑛
. 100                                                                                     Ecuación 4 

 

Donde: 

● nH2, nCO2, nCH4, corresponden al número de moles de cada uno de los gases 

presentes en el biogás. Hidrógeno, dióxido de carbono y metano, respectivamente.  

● El valor de n corresponde al número de moles totales en la muestra del gas inyectado. 
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- Tasa de producción volumétrica de hidrógeno (VHPR) 

𝑉𝐻𝑃𝑅 (
𝑚𝐿

𝐿·𝑑
) =

𝑄𝑏𝑔(
𝑚𝐿

ℎ
)∗(

24 ℎ

1 𝑑
)∗%𝐻2

𝑉𝑟 (𝐿) 
                                                                           Ecuación 5 

  

Donde: 

● Qbg es el flujo de H2 en mL.  

● Vr es el volumen de trabajo del reactor RI en L 

● % H2 es el contenido porcentual de hidrógeno en el biogas. 

 

- Rendimiento de hidrógeno (YH2) 

 

 𝑌𝐻2 (
𝑚𝑜𝑙𝐻2

𝑔𝐷𝑄𝑂
) =

𝑄𝑏𝑔(
𝑚𝐿

ℎ
) ∗ %𝐻2

𝑄 (
𝑚𝐿

ℎ
) ∗𝑆𝑜 (

𝑔

𝐿
) 

                                                                               Ecuación 6 

Donde: 

• Qbg es el flujo de H2 en mL.  

• % H2 es el contenido porcentual de hidrógeno en el biogás. 

• Q caudal de entrada en el Reactor RI 

• So Remoción de DQO (g/L) 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Caracterización del agua residual de la industria de bebidas no alcohólicas.  

La composición y características del agua residual de la industria de bebidas no alcohólicas 

es muy variable de una empresa a otra, los métodos de producción, 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 caracterización fisicoquímica del agua en 

estudio. Como se puede observar hay tres líneas de producción, 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 días, sin orden establecido; lo que hace 

que la carga tanto orgánica como inorgánica que llega a la PTAR sea muy variable. 

 
Tabla 4. Características fisicoquímicas del agua residual de bebidas no alcohólicas. 

Parámetros Und 
Jugos Gaseosas  Imperfectos 

Min Max Min Max Min Max 

pH - 11.80 9.32 2.77 6.05 3.50 3.10 

Temperatura ºC 25 28 22 27 27 32 

Conductividad eléctrica µS·cm-1 650 920 165 530 350 400 

Color CPU 95 120 95 350 690 1050 

Turbiedad NTU 12 16 10 21 1250 2800 

Sólidos suspendidos totales mg·L-1 40 45 30 35 4800 6000 

DQOt mg·L-1 2850 5500 4009 13600 65000 250000 

COT mg·L-1 1699 2000 450 2888 3500 4067 

Carbohidratos mg·L-1 2417 650 1600 500 1500 3700 

Fósforo, Total mg·L-1 P 0.30 0.50 0.50 2.00 2.80 8.50 

Nitrógeno, Total mg·L-1 N 32 37 4.21 7.06 28.3 35.9 

Sulfatos mg·L-1SO4
3- 3 10 7 35 10 40 

UV 254 cm-1 0.50 0.60 0.50 1.30 5.50 10.9 

Total de muestras: 18 

 

Los valores muestran que la línea de productos rechazados por el consumidor es la que más 

aporta en color, sólidos y material orgánica medida como DQO, compuestos orgánicos 

medidos como UV254, nitrógeno total, fósforo total y sulfato seguida de la línea de gaseosas 

y por último 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 

mayoría de las industrias de bebidas no alcohólicas, sin embargo, también señalan que esta 

línea de producción es la que más aporta en contenido de azúcares. En relación con el valor 

de pH y la conductividad eléctrica, la línea de jugos presenta los valores más altos, 

probablemente por la adición de químicos en la preparación, tales como el ácido nítrico, el 

ácido fosfórico, 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 orgánicos, nutrientes, una importante 

concentración de compuestos aromáticos y sólidos. Estos resultados son similares a los 

encontrados en una amplia revisión llevaba a cabo por diversos autores, tales como Remya 

and Swain, (2019), quien investigo la eficiencia de eliminación de contaminantes de las aguas 

residuales provenientes de industrias de bebidas, mediante procesos fotolíticos, para ello, 

realizo un agua sintética de la industria y la comparo con lo observado en campo, dándole 

como resultado un agua residual con altas concentraciones orgánicas, 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; Nitrógeno total 150 -300 mg/L. Las aguas 

residuales en esta investigación no contemplaron la generación de una línea de imperfecto, 

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

 

Peixoto et al., (2011) evaluó la posibilidad de generar hidrógeno a partir de aguas residuales 

de la industria de bebidas no alcohólicas en reactores anaerobios, para ello, realizo una 

caracterización exhaustiva de la calidad de este efluente, encontrando que las 

concentraciones de los parámetros se situaban en rangos de, pH 8,0 -12,3; DQO 940 -1335 

mg/L; Nitrógeno total 22 – 49 mg/L; Fósforo total 4,0 -13 mg/L.  

 

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

bebidas no alcohólicas se caracteriza por tener las altas concentraciones de compuestos 
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orgánicos fácilmente biodegradables siendo esto una fuente atractiva para la generación de 

hidrógeno bajo procesos de digestión anaerobia.  

4.2. Optimización de producción de Hidrógeno utilizando la metodología de 

superficie de respuesta (MSR)  

El proceso de fermentación oscura podría mejorarse con el objetivo de aumentar su eficiencia 

técnica, es decir, la productividad en términos de generación de producto por unidad de 

volumen y tiempo (Silva-Illanes et al., 2017). Los parámetros operacionales de pH y TDH, 

juntos o en combinación, son criterios que juegan un rol importante en la producción de 

hidrógeno. Los rangos óptimos de pH en la producción de hidrógeno está entre 5.0 -6.0 Según 

Algapani et al., (2019) el desequilibrio en los valores de pH, puede afectar la composición y 

redirección en las vías metabólicas, afectado directamente la producción de H2. El TDH 

también es un factor de cuidado, debido a que bajos valores, pueden causar excesivas 

cantidades de CO2 (Saleem et al., 2021). La Tabla 5, indica las condiciones experimentales 

evaluadas en este estudio, durante los 120 días 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 producción de hidrógeno  

Experimento pH TDH % H2 

I 3.0 4.0 1.62 

II 3.0 8.0 14.75 

III 5.5 4.0 14.37 

IV 5.5 8.0 30.35 

 

 

 Los resultados del ajuste del modelo de superficie de respuesta en forma de análisis ANOVA 

se muestran en la Tabla 6. La prueba F del modelo de regresión arrojó un valor P bajo, 

refiriéndose a un modelo con significancia estadística.  

 

 
 

Tabla 6. Prueba ANOVA para la función de respuesta 

Variable   Coeficientes Error típico Probabilidad 

- Intercepción -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 estadísticamente en la producción 

de hidrógeno fue el pH, con una significancia de P= 0.0002, siendo mucho menor a la del 

TDH con significancia de P= 0.0225. Además, la probabilidad del modelo fue de P=0,0027, 

lo que quiere decir, que todos los parámetros se encuentran dentro del intervalo de confianza 

del 95%. Con base en lo anterior, la ecuación (1), presenta el modelo de la regresión 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 𝑥1 + 2.34 𝑥2                                                                                     [1] 

 

 

Donde Y es el %H2 producido y X1 y X2 son las variables codificadas, siendo pH y TDH, 

respectivamente. 

 

La Figura 6, muestra la variación de la producción de hidrógeno con respecto a los cambios 

de pH y TDH en el reactor. Se observa que la condición óptima de producción de hidrógeno 

se encuentra en un pH de 5.5 y un TDH de 8.0 h, con un valor aproximado de producción de 

hidrógeno de 28 - 30 % H2. Para las demás condiciones pH/TDH la producción de hidrógeno 

fue: 5.5/4.0h de 14.37% H2, 3.0/8.0h de 14.75% H2 y 3.0/4.0h de 1.63 % H2. 
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Figura  8. Metodología de superficie de respuesta y grafica de contorno, para la producción de 

hidrógeno: Efecto del pH y TDH 

 

 

De acuerdo con los resultados, se observa que el pH operativo juega un papel importante en 

la producción de hidrógeno. El pH óptimo, puede variar según el tipo de sustrato. Para C. Lin 

& Cheng, (2006); Mockaitis et al., (2020b); Oliveira et al., (2020) el pH óptimo de la Xilosa, 

se encuentra en 6.5.Según Akhlaghi & Najafpour-darzi, (2020); Ufrgs, (2020) el pH óptimo 

para la producción de AGV´s con sustrato de sacarosa  fue entre 5.5 a 5.7  y para T. Zhang 

et al., (2003) el pH del almidón fue de 6.0.   En este estudio, se observó que los valores bajos 

de pH limitan la producción de hidrógeno debido a que se aumenta la generación de ácidos 

grasos volátiles. Este resultado es similar con lo expuesto por Rao and Basak, (2021), el cual 

indica que a valores bajos de pH, la tasa de producción de hidrógeno  disminuye debido a la 

inhibición de la actividad biológica de los microorganismos productores de H2. Del mismo 

modo, Khanal et al., (2004) también encontró que pH inferiores de 4.5 no generan H2, debido 

a  que la vía metabólica se redirige hacia la producción de AGV como ácido láctico y etanol, 

en lugar de producir H2.  

 

Según Mazareli et al., (2021), el pH óptimo debe ser un valor superior a 4.5, pero que se 

encuentre en un rango de 5.0-5,7 según el tipo de sustrato, además sugiere que  el aumento 

de pH puede ayudar a prevenir la inhibición de los AGV´s en la actividad enzimática 

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. Además, según Fonseca et al., (2020), 

un pH alto favorece la formación de butirato o acetato en lugar de la butírico o acético, lo 

que refleja alta producción de hidrógeno  en el proceso interno del reactor.  

 

Algapani et al. (2016), Algapani et al. (2019), realizaron un estudio donde el objetivo era 

producir hidrógeno  a partir del tratamiento de aguas residuales de producción de alimentos, 

mediante un reactor de agitación continua (CSTR). Los autores encontraron que el pH óptimo 

estuvo alrededor de 5.5. Además, indicaron que este valor de pH fue benéfico para inactivar 

la metanogénesis al proporcionar un entorno menos adecuado para los metanógenos 

hidrógenos tróficos. Con este valor obtuvieron concentraciones de hidrógeno en el biogás de 

59 a 61 % H2. Concluyendo que el pH óptimo para la producción de hidrógeno era 5.5 

tratando este tipo de aguas residuales.  

 

En relación con el TDH, Moreno Dávila et al. (2020) indico que valores bajos de TDH causan 

desequilibrios en el reactor y disminuyen la producción de hidrógeno . 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 detención hidráulica dentro del reactor de 8.0 a 4.0 h, influye en la producción de 

hidrógeno  puesto que,  el paso de una producción del 30 % al 11 %, cuando realizo este 

cambio. Este resultado lo atribuyo a que los TDH más altos promueven un caudal de 

alimentación más bajo y un tiempo más largo para que el sustrato permanezca en el sistema, 

lo que resulta en una mayor interacción de sustrato y microorganismo, generando en si 

mayores producciones de hidrógeno. En particular, el TDH óptimo de nuestro estudio fue de 

8.0h, donde se presentó la mayor producción de hidrógeno a diferencia del TDH de 4.0h.   

 

La investigación de Hernández et al. (2018), encontró que el TDH  de 6 – 8h, proporcionaba 

una tasa de producción de hidrógeno  de 4.12 LH2 /L/d, demostrando así que las bacterias 

productoras de hidrógeno  tenían mejor desempeño en este rango. Del mismo modo, Wang 

et al., (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 óptimos para el proceso de producción de hidrógeno , debido a que se deben garantizar 

las condiciones adecuadas para que este proceso se realice satisfactoriamente.  

4.3. Desempeño del reactor de fermentación oscura   

El desempeño del reactor de fermentación oscura se evaluó con respecto a la condición 

optima encontrada anteriormente. El estudio tuvo un periodo de 120 días, divididos en cuatro 

experimentos diferentes, cada experimento tuvo una duración de 30 días continuos.  

 

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

fermentación oscura.  

 
Figura  9. Variación temporal de la concentración de la DQO en el sistema.  

 

 

En la Figura 7, se observa la remoción de la DQO para todas las condiciones de operación. 

El valor medio de remoción para el experimento I, II, III y IV fue de 5.58 %, 4.13 %, 5.90 % 

y 7.69 %, respectivamente. Según Lu et al., (2019), la remoción de DQO en la etapa 

acidogénica es baja, debido a que el sustrato en esta fase se convierte principalmente en 

ácidos grasos volátiles (AGV´S) y alcoholes. Del mismo modo, Sivaramakrishnan et al., 
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(2021) indica, que la única pérdida de DQO en esta etapa se debe a la transformación de 

gases como H2 y CO2 o en formación de nueva biomasa.  

 

Mishra et al., (2018), estudiaron la producción de hidrógeno y la remoción de DQO en el 

proceso de fermentación oscura y de foto fermentación en dos etapas. En la etapa de 

fermentación oscura, la remoción de la DQO y el rendimiento máximo de hidrógeno fue de 

5,7 % y 0,787 ml H2/mL, respectivamente, concluyendo que la baja eficiencia de remoción 

de la DQO también es un indicativo de la presencia de compuestos orgánicos complejos en 

el sustrato. La eficiencia de remoción de DQO empezó a disminuir cada vez más cuando las 

concentraciones del sustrato variaban con mayor frecuencia.  

 

La Figura 8, muestra el consumo de carbohidratos dentro del reactor de fermentación oscura. 

El valor medio de remoción para el experimento I, II, III y IV fue de 14.37 %, 31.28 %, 52.34 

% y 77.27 % Lo que indica, que un responsable de la producción de hidrógeno en esta 

condición es el consumo de carbohidratos. Cabe resaltar, que entre los experimentos 

evaluados esta condición fue la que mejor respuesta de eliminación de carbohidratos obtuvo.  

 

 

Figura  10. Variación temporal de los carbohidratos en el sistema.  
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La Figura 8, también indica las amplias variaciones de concentración de carbohidratos en el 

agua residual de la industria de bebidas no alcohólicas. El consumo de carbohidratos está 

relacionado con la producción de H2 y AGV´S. de acuerdo con las rutas metabólicas que 

existan dentro del reactor.  

 

Andrew et al. (2019), encontró que la degradación de carbohidratos estaba en el rango de 42 

a 46 %, indicando que la tasa de degradación de carbohidratos tenía relación directa con la 

concentración del sustrato; es decir, que tasas más altas de sustrato proporcionaban mayor 

conversión de carbohidratos. Además, que aproximadamente entre el 30 al 40 % de esta 

conversión correspondía a la producción de hidrógeno, el otro porcentaje era redirigido a la 

formación de AGV´S.  

 

Según Rao and Basak (2021), se puede producir hidrógeno  a partir de los carbohidratos, 

siempre y cuando se proporciones las condiciones óptimas. Estos autores observaron que las 

células bacterianas comienzan a acelerar su crecimiento a un TDH de 8h y que la conversión 

de carbohidratos a hidrógeno depende en gran medida del pH de fermentación. Esta 

afirmación se refiere a que las células E. aerogenes utilizan el azúcar presente en los 

carbohidratos para producir H2 en lugar de AGV´S.  

 

 

Paranhos and Silva (2020), reportaron en su estudio valores máximos de contenido de H2, 

YH2 y tasa de producción volumétrica de hidrógeno, utilizando glicerol como única fuente 

de carbono, valores de 87.4 %, 0,30 (molH2/KgDQO) y 9,7 (mmol H2/L. d), respectivamente. 

Estos autores observaron que la producción porcentual de hidrógeno y la tasa de producción 

volumetría de hidrógeno fueron altas, con respecto a otros experimentos observados, sin 

embargo, el rendimiento de hidrógeno (YH2), es mucho más bajo con otros valores 

reportados. Esta inconsistencia puede atribuirse a la flexibilidad metabólica del consorcio 

microbiano y la consecuente generación de productos acuosos. Esta novedad también se 

puede presentar de forma inversa, es decir, que él % H2 y VHPR sean bajos y el YH2 sea alto, 

como es en nuestro caso.  
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Para la condición optima de este estudio, también se evaluó la tasa de producción volumétrica 

y el rendimiento de hidrógeno, resultando en un valor aproximado de 1,54ml H2 /L. d y de 

0,54 mol H2/gDQO, para VHPR y YH2, respectivamente.  Estos resultados son contrarios a 

los expuestos anteriormente por (Paranhos & Silva, 2020), una posible explicación, puede 

deberse a las altas concentraciones de carbohidratos y materia orgánica contenida en el agua 

residual. Esta afirmación es concordante con la de Rao and Basak (2021), quien indican que 

VHPR disminuye con el aumento de la concentración de carbohidratos al igual que la 

producción de hidrógeno , esto se debe a que una mayor concentración de materia prima, 

genera mayor cantidad de carbono disponible para las células bacterianas, lo que puede 

ocasionar un efecto de inhibición por sustratos en las bacterias productoras de H2.  

 

Paranhos and Silva (2020), reportaron rendimientos máximos de hidrógeno de 0,31 molH2/g 

DQO aplicado, bajo las condiciones de TDH de 7.72 h y concentración de glicerol como materia 

prima de 18 g/L. Indicando que YH2 está fuertemente correlacionado con la generación de 

diferentes metabolitos solubles durante la fermentación ya que puede cogenerarse o 

consumirse durante su producción. Además, exponen que los valores de YH2 se pueden ver 

afectados al favorecer diferentes rutas metabólicas, generando a menudo productos que 

requieren el consumo de hidrógeno durante la fermentación y que no es un parámetro que 

indique el desempeño o parametrice la producción de hidrógeno dentro del reactor.  

4.4. Comportamiento de los Ácidos Grasos Volátiles (AGV´S) en la condición óptima.   

Se cree que las vías de formación de metabolitos solubles durante el proceso de fermentación 

oscura, tiene relación significativa la producción de hidrógeno  (Sunyoto et al., 2019). Los 

metabolitos producidos en este proceso son biosintéticos o intermedios y sirven como 

precursores en la producción de biogás. En este sentido, diverso autores han establecido 

algunas características en el proceso de FO para optimizar la producción de hidrógeno  o 

AGV´S (Wainaina et al., 2020).  

 

 En la Figura 9, se presenta la distribución porcentual de AGV´s en la condición óptima de 

operación encontrada pH:5.5 y TDH:8.0h, en la cual se observa que el AGV con mayor 

producción fue o fue el ácido acético (HAc), seguido del ácido propiónico (HPr) y ácido 
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butírico (HBut). Según Tarelho et al. (2021), las vías metabólicas del acetato y el butirato 

son las formas típicas de la producción de hidrógeno  en el proceso de fermentación oscura. 

Pero en este caso, se observa que el ácido propiónico predomina sobre el ácido butírico.  

 

Meky et al. (2020), encontraron resultados similares a los nuestros, en donde las principales 

fracciones de AGV´S correspondían a (HAc y HPr, indicando que estos ácidos tuvieron 

mayor producción en un rango de 6.0 a 8.0h de TDH. Además, expresaron que las 

concentraciones de HPr eran inferiores a las de HAc y por lo tanto no hubo problema para 

inhibir el proceso de producción de hidrógeno.  

0%6%
1%

7%

1%

33%

52%

HAc

HPr

HI But

HBut
HI Val

HVal HCap

 

Figura  11. Distribución porcentual de AGV´S en la condición óptima. (HAc: ácido acético, HPr: ácido 

propiónico, HI But: ácido isobutirico, HBut: ácido butírico, HI Val: ácido isovalérico, HVal: ácido 

valerico, HCap: ácido caproico) 

 

Las concentraciones de los AGV´S se calcularon mediante intervalos de confianza del 95%, 

resultando en: Ácido acético (168.14 -661.18 mg/L), ácido propiónico (23 - 505 mg/L), ácido 

butírico (0 – 140.26 mg/L), ácido valérico (0 – 145 mg/L). El ácido caproico se estableció 

como patrón estándar del método de determinación de AGV´S.  
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Taylor et al., (2007), exponen que el ácido butírico y acético son los dos productos principales 

en la producción de hidrógeno , pero que a valores bajos de pH se favorece la producción del 

ácido butírico por encima del ácido acético, del mismo modo Fang et al., (2011), afirma que 

el ácido butírico predomina hasta en un 45,6% en pH de 5.0 o menos, mientras que el ácido 

acético tiene mayor producción en pH de 5.5 – 6.5. Adicionalmente, Zhang et al., (2019) 

indica que la producción de propionato se da en mayor proporción a pH de 7.0 y superiores. 

Es importante mencionar que las condiciones operacionales juegan un papel importante en 

la producción de los AGV´S en el proceso de la fermentación oscura, como es el caso del 

pH.  Este parámetro puede afectar las vías del metabolismo en la producción de hidrógeno 

como visto anteriormente.  

 

Cristina et al. (2020),  observaron que en un proceso de optimización de hidrógeno tratando 

residuos alimenticios, el ácido con mayor producción 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 señalaron que la producción de 

HAc fue un buen indicador en la producción de H2, debido a que la ruta metabólica de la 

glucosa en el ácido acético da el rendimiento de hidrógeno más alto con 4 

molH2/molGlucosa, 3 moles de HPr y 2 moles de H2. Sin embargo, HAc también es un 

producto de homoacetogenos lo que se refiere a que se puede limitar la producción de 

hidrógeno en altas cantidades de HAc. Esta afirmación 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 producción de hidrógeno , indicando que altas concentraciones 

de HAc no siempre indican alta producción de H2, debido a que HAc no solo conduce a la 

formación de H2 sino también que consume el H2 producido durante el proceso de FO.  

 

A diferencia del HAc, aún no se ha informado que la vía de consumo de hidrógeno esté 

relacionada con la producción del HBut.  Según Mazareli et al., (2021) afirman que la 

disminución de la concentración del HBut asociada al aumento del HAc en la condición 

optimizada, se refiere a que el HBut juega un doble papel en las vías metabólicas de 

producción de H2, tal como se observa en la ecuación (2)   

 



48 

 

   

(CH3CH2CH2COOH + 2H2O → 2CH3COOH + 2H2 Y CH3COOH + 2CH3CH(OH)COOH 

→ H2 + 3/2 CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + H2O).                                                             [2] 

 

Del mismo modo, Li et al. (2020) informo que el ácido butírico está asociado, principalmente, 

a las vías productoras de H2 y que existe una pequeña interacción con el ácido láctico a bajas 

concentraciones, lo que surgiere que estos dos metabolitos desempeñan un papel clave en el 

consorcio de bacterias productoras de H2 en la fermentación 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 fermentación (5h), el HPr disminuía notablemente, lo que surgiere que 

la reducción de la concentración de HPr en las primeras horas de fermentación se debía a la 

producción de HAc a partir de HPr (CH3CH2COOH2H2O → CH3COOH + 3H2 + CO2). 

Contrario a esto Atasoy et al., (2019), mostró que el HPr se produjo en el nivel más alto en 

las primeras horas de fermentación ( 5 – 10h), bajo un pH de operación que oscilaba entre 5 

-5.5, lo que surgiere que el pH en este rango beneficia la producción de la vía propiónica en 

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

Se operó un reactor de fermentación oscura con recirculación interna, bajo diferentes valores 

de pH y TDH. La metodología de superficie de respuesta se utilizó para determinar la 

condición optima de producción hidrógeno, la cual mostro que la condición que promueve 

una mayor producción de hidrógeno es pH: 5.5 y TDH: 8.0 h, con un valor de producción de 

producción de hidrógeno de 30.34% H2. Además, se identificó que los efectos lineales del 

pH y TDH fueron significativos y el grado de importancia de las variables según su 

significancia se estableció así: pH>TDH. 

 

 

La producción de hidrógeno se generó por la degradación de los carbohidratos que contenía 

el agua residual proveniente de la industria de bebidas alcohólicas. El valor promedio de la 

conversión fue de 74.46 ± 13.58 %. Es importante mencionar que, la mayor remoción de 

carbohidratos se produjo en la condición de operación de pH 5.5 y TDH 8h.  

 

 

En relación con la producción de AGVs, se encontró que el ácido acético fue el ácido  

predominante, seguido del ácido propiónico y butírico con concentraciones de 168.14 -

661.18 mg/L, 23 - 505 mg/L, 0 – 140.26 mg/L, respectivamente. Además, se observó que las 

concentraciones de ácido propiónico no fueron suficientes para inhibir la producción de 

hidrógeno en la condición optima encontrada, siendo esta la condición donde mayor 

concentración se generó.   
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6. RECOMENDACIONES 

 

Extender los resultados expuestos en esta tesis, en la operación de un nuevo reactor con el 

objetivo de evaluar la producción de hidrógeno y validar las condiciones óptimas 

encontradas.  

 

Se sugiere completar el sistema de tratamiento con un reactor metanogénico y evaluar el 

desempeño conjunto de la digestión anaerobia en dos fases, con el objetivo de cumplir con 

una eficiencia de remoción de materia orgánica y recuperación de subproductos de valor 

agregado del sistema.  

 

Se recomienda en futuros estudio seguir explorando el uso de reactores de recirculación 

interna, debido a que es un sistema que ha mostrado eficiencia y buen desempeño en el 

tratamiento de aguas residuales con altas concentraciones de materia orgánica  

 

Analizar las posibilidades de recuperar los AGVs en los procesos de fermentación oscura 

debido a que es una alternativa atractiva que puede ser explorada y aplicada en reactores de 

gran escala.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

   

7. AGRADECIMIENTOS  

Los autores agradecen a la Universidad Militar Nueva Granada y al grupo de investigación 

de Agua y Energía AyE, por el apoyo y la asesoría durante tiempo de la investigación, del 

mismo modo al proyecto ING INV 3186.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 

 

   

8. REFERENCIAS 

(IPCC), T. I. P. on C. C. (2020). Emissions Gap Emissions Gap Report 2020. 

Abdullah, M. F., Md Jahim, J., Abdul, P. M., & Mahmod, S. S. (2020). Effect of 

carbon/nitrogen ratio and ferric ion on the production of biohydrogen from palm oil 

mill effluent (POME). Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 23(September 

2019), 101445. https://doi.org/10.1016/j.bcab.2019.101445 

Ahmed, Y., Yaakob, Z., Akhtar, P., & Sopian, K. (2015). Production of biogas and 

performance evaluation of existing treatment processes in palm oil mill effluent 

(POME). Renewable and Sustainable Energy Reviews, 42, 1260–1278. 

https://doi.org/10.1016/j.rser.2014.10.073 

Ait Hsine, E., Benhammou, A., & Pons, M. N. (2005a). Water resources management in 

soft drink industry-water use and wastewater generation. Environmental Technology, 

26(12), 1309–1316. https://doi.org/10.1080/09593332608618605 

Ait Hsine, E., Benhammou, A., & Pons, M. N. (2005b). Water resources management in 

soft drink industry-water use and wastewater generation. Environmental Technology, 

26(12), 1309–1316. https://doi.org/10.1080/09593332608618605 

Akhlaghi, N., & Najafpour-darzi, G. (2020). ScienceDirect A comprehensive review on 

biological hydrogen production. International Journal of Hydrogen Energy, 45(43), 

22492–22512. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.06.182 

Algapani, D. E., Qiao, W., Ricci, M., Bianchi, D., M. Wandera, S., Adani, F., & Dong, R. 

(2019). Bio-hydrogen and bio-methane production from food waste in a two-stage 

anaerobic digestion process with digestate recirculation. Renewable Energy, 130, 

1108–1115. https://doi.org/10.1016/j.renene.2018.08.079 

Algapani, D. E., Qiao, W., Su, M., di Pumpo, F., Wandera, S. M., Adani, F., & Dong, R. 

(2016). Bio-hydrolysis and bio-hydrogen production from food waste by thermophilic 

and hyperthermophilic anaerobic process. Bioresource Technology, 216(June), 768–

777. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.06.016 

Ali, R., Saravia, F., Hille-Reichel, A., Gescher, J., & Horn, H. (2021). Propionic acid 

production from food waste in batch reactors: Effect of pH, types of inoculum, and 

thermal pre-treatment. Bioresource Technology, 319(July 2020), 124166. 



53 

 

   

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.124166 

Ali, Y., Fraidoon, F., Issakhov, A., Selim, M. M., & Li, Z. (2021). Optimization analysis of 

hydrogen production using ammonia decomposition. 335. 

https://doi.org/10.1016/j.molliq.2021.116190 

Andrew, E., Nakhla, G., & Haroun, B. M. (2019). ScienceDirect Co-fermentation of 

carbohydrates and proteins for biohydrogen production : Statistical optimization using 

Response Surface Methodology. International Journal of Hydrogen Energy, 45(4), 

2640–2654. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.11.160 

APHA (American Public Health Association). (2012). Standard Methods for examination 

of water and wastewater,” 22nd ed. Washington: American Public Health Association 

(22th ed.). 

Arashiro, L. T., Ferrer, I., Rousseau, D. P. L., Van Hulle, S. W. H., & Garfí, M. (2019). 

The effect of primary treatment of wastewater in high rate algal pond systems: 

Biomass and bioenergy recovery. Bioresource Technology, 280(January), 27–36. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.01.096 

Atasoy, M., Eyice, O., Schnürer, A., & Cetecioglu, Z. (2019). Bioresource Technology 

Volatile fatty acids production via mixed culture fermentation : Revealing the link 

between pH , inoculum type and bacterial composition. Bioresource Technology, 

292(July), 121889. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.121889 

Bao, M. D., Su, H. J., & Tan, T. W. (2013). Dark fermentative bio-hydrogen production: 

Effects of substrate pre-treatment and addition of metal ions or L-cysteine. Fuel, 112, 

38–44. https://doi.org/10.1016/j.fuel.2013.04.063 

Barca, C., Soric, A., Ranava, D., Giudici-orticoni, M., & Ferrasse, J. (2015). Bioresource 

Technology Anaerobic biofilm reactors for dark fermentative hydrogen production 

from wastewater : A review. Bioresource Technology, 185, 386–398. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.02.063 

Boguniewicz-Zabłocka, J., Capodaglio, A. G., & Vogel, D. (2017). Analysis of Wastewater 

Treatment Efficiency in a Soft Drinks Industry. E3S Web of Conferences, 19. 

https://doi.org/10.1051/e3sconf/20171902014 

Boshagh, F. (2021). ScienceDirect Measurement methods of carbohydrates in dark 

fermentative hydrogen production- A review. International Journal of Hydrogen 



54 

 

   

Energy, 46(47), 24028–24050. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2021.04.204 

Bruns, R. E., & Scarminio, I. S. (2006). Statistical design — Chemometrics (S. Rutan & W. 

B (eds.); Volume 25). Data Handling in Science and Techonology. 

Cai, M., Luo, G., Li, J., Li, W., Li, Y., & Li, A. (2021). Chemosphere Substrate 

competition and microbial function in sulfate-reducing internal circulation anaerobic 

reactor in the presence of nitrate. Chemosphere, 280(April), 130937. 

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.130937 

Castelló, E., Nunes Ferraz-Junior, A. D., Andreani, C., Anzola-Rojas, M. del P., 

Borzacconi, L., Buitrón, G., Carrillo-Reyes, J., Gomes, S. D., Maintinguer, S. I., 

Moreno-Andrade, I., Palomo-Briones, R., Razo-Flores, E., Schiappacasse-Dasati, M., 

Tapia-Venegas, E., Valdez-Vázquez, I., Vesga-Baron, A., Zaiat, M., & Etchebehere, 

C. (2020). Stability problems in the hydrogen production by dark fermentation: 

Possible causes and solutions. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 119(May). 

https://doi.org/10.1016/j.rser.2019.109602 

Chaikitkaew, S., Kongjan, P., & O-Thong, S. (2015). Biogas Production from Biomass 

Residues of Palm Oil Mill by Solid State Anaerobic Digestion. In Energy Procedia 

(Vol. 79). Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.egypro.2015.11.575 

Chen, J., Liu, Y., Liu, K., Hu, L., Yang, J., Wang, X., Song, Z. ling, Yang, Y., Tang, M., & 

Wang, R. (2021a). Bacterial community composition of internal circulation reactor at 

different heights for large-scale brewery wastewater treatment. Bioresource 

Technology, 331(February), 125027. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.125027 

Chen, J., Liu, Y., Liu, K., Hu, L., Yang, J., Wang, X., Song, Z. ling, Yang, Y., Tang, M., & 

Wang, R. (2021b). Bacterial community composition of internal circulation reactor at 

different heights for large-scale brewery wastewater treatment. Bioresource 

Technology, 331(March), 125027. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.125027 

Chen, P. T., Hong, Z. S., Cheng, C. L., Ng, I. S., Lo, Y. C., Nagarajan, D., & Chang, J. S. 

(2020). Exploring fermentation strategies for enhanced lactic acid production with 

polyvinyl alcohol-immobilized Lactobacillus plantarum 23 using microalgae as 

feedstock. Bioresource Technology, 308(March), 123266. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123266 

Chen, Yang, Yin, Y., & Wang, J. (2021). Recent advance in inhibition of dark fermentative 



55 

 

   

hydrogen production. International Journal of Hydrogen Energy, 46(7), 5053–5073. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.11.096 

Chen, Yinguang, Li, X., Zheng, X., & Wang, D. (2012). Enhancement of propionic acid 

fraction in volatile fatty acids produced from sludge fermentation by the use of food 

waste and Propionibacterium acidipropionici. Water Research, 47(2), 615–622. 

https://doi.org/10.1016/j.watres.2012.10.035 

Cieciura-Włoch, W., Borowski, S., & Domański, J. (2020). Dark fermentative hydrogen 

production from hydrolyzed sugar beet pulp improved by iron addition. Bioresource 

Technology, 314(April). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123713 

Cristina, R., Carolina, A., Montoya, V., Palladino, T., Borin, V., Oliveira, D., & Luiz, E. 

(2020). ScienceDirect Enzymatic routes to hydrogen and organic acids production 

from banana waste fermentation by autochthonous bacteria : Optimization of pH and 

temperature. 6. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.12.063 

Cuff, G., Turcios, A. E., Mohammad-pajooh, E., Kujawski, O., Weichgrebe, D., & 

Rosenwinkel, K. H. (2018). High-rate anaerobic treatment of wastewater from soft 

drink industry: Methods, performance and experiences. Journal of Environmental 

Management, 220(January), 8–15. https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2018.05.015 

Cui, P., Zhou, X., & Zhang, Y. (2011). Procedia Environmental Sciences The Feasibility 

Study of Cotton Pulp Wastewater Treatment with IC Anaerobic Reactor. Procedia 

Environmental Sciences, 11, 686–692. https://doi.org/10.1016/j.proenv.2011.12.107 

Deneyer, A., Ennaert, T., & Sels, B. F. (2018). Straightforward sustainability assessment of 

sugar-derived molecules from first-generation biomass. Current Opinion in Green and 

Sustainable Chemistry, 10, 11–20. https://doi.org/10.1016/j.cogsc.2018.02.003 

Eurostat. (2019). Sustainable development in the European Union - Monitoring report on 

progress towards the SDGs in an EU context. In Greener Management International. 

https://doi.org/10.9774/gleaf.3062.2001.wi.00007 

Fang, C., Boe, K., & Angelidaki, I. (2011). Biogas production from potato-juice, a by-

product from potato-starch processing, in upflow anaerobic sludge blanket (UASB) 

and expanded granular sludge bed (EGSB) reactors. Bioresource Technology, 102(10), 

5734–5741. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.03.013 

Fe-nanoparticl, E. N.-, Dolly, S., Pandey, A., Kumar, B., & Gopal, R. (2015). Process 



56 

 

   

parameter optimization and enhancement of photo-biohydrogen production by mixed 

culture of Rhodobacter sphaeroides NMBL-02 and ScienceDirect Process parameter 

optimization and enhancement of photo-biohydrogen production by mixed culture of 

Rhodoba. November. https://doi.org/10.13140/RG.2.1.2565.5761 

Feng, K., Wang, Q., Li, H., Zhang, Y., Deng, Z., Liu, J., & Du, X. (2020). Effect of 

fermentation type regulation using alkaline addition on two-phase anaerobic digestion 

of food waste at different organic load rates. Renewable Energy, 154, 385–393. 

https://doi.org/10.1016/j.renene.2020.03.051 

Fonseca, B. C., Bortolucci, J., Marques, T., Fabiano, V., Gouvêa, P. F. De, Dinamarco, T. 

M., & Reginatto, V. (2020). Bioresource Technology Reports Butyric acid as sole 

product from xylose fermentation by a non- solventogenic Clostridium beijerinckii 

strain under controlled pH and nutritional conditions. Bioresource Technology 

Reports, 10(April), 100426. https://doi.org/10.1016/j.biteb.2020.100426 

Fritsch, M., Hartmeier, W., & Chang, J. S. (2008). Enhancing hydrogen production of 

Clostridium butyricum using a column reactor with square-structured ceramic fittings. 

International Journal of Hydrogen Energy, 33(22), 6549–6557. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2008.07.070 

Fuess, L. T., Kiyuna, L. S. M., Ferraz, A. D. N., Persinoti, G. F., Squina, F. M., Garcia, M. 

L., & Zaiat, M. (2017). Thermophilic two-phase anaerobic digestion using an 

innovative fixed-bed reactor for enhanced organic matter removal and bioenergy 

recovery from sugarcane vinasse. Applied Energy, 189, 480–491. 

https://doi.org/10.1016/j.apenergy.2016.12.071 

Garg, M. (2019). Advances in Biological Treatment of Industrial Waste Water and their 

Recycling for a Sustainable Future. 91–115. https://doi.org/10.1007/978-981-13-1468-

1 

Gomes, A., Paranhos, D. O., & Silva, E. L. (2020). Biomass and Bioenergy Statistical 

optimization of H 2 , 1 , 3-propanediol and propionic acid production from crude 

glycerol using an anaerobic fluidized bed reactor : Interaction effects of substrate 

concentration and hydraulic retention time. Biomass and Bioenergy, 138(April 2019), 

105575. https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2020.105575 

Gopalakrishnan, B., Khanna, N., & Das, D. (2019). Dark-Fermentative Biohydrogen 



57 

 

   

Production. In Biohydrogen. https://doi.org/10.1016/b978-0-444-64203-5.00004-6 

Gunes, B., Stokes, J., Davis, P., Connolly, C., & Lawler, J. (2021). Optimisation of 

anaerobic digestion of pot ale after thermochemical pre-treatment through Response 

Surface Methodology. Biomass and Bioenergy, 144(November 2020), 105902. 

https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2020.105902 

Han, G., Shin, S. G., Lee, J., Shin, J., & Hwang, S. (2017). A comparative study on the 

process efficiencies and microbial community structures of six full-scale wet and 

semi-dry anaerobic digesters treating food wastes. Bioresource Technology, 

245(June), 869–875. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.08.167 

Hashemi, S. E., Sarker, S., Lien, K. M., Schnell, S. K., & Austbø, B. (2019). Cryogenic vs. 

absorption biogas upgrading in liquefied biomethane production – An energy 

efficiency analysis. Fuel, 245(January), 294–304. 

https://doi.org/10.1016/j.fuel.2019.01.172 

Hernández, D. M., Andrea, L., & Rodríguez-chaparro, A. T. (2018). Hydrogen production 

in a novel configuration of UASB reactor under different hydraulic retention time • 

Producción de hidrógeno utilizando una nueva configuración de reactor anaerobio 

UASB bajo diferentes tiempos de retención hidráulica. 85(205), 157–162. 

Huang, Y., Ma, Y., Wan, J., & Wang, Y. (2019). Mathematical modelling of the internal 

circulation anaerobic reactor by Anaerobic Digestion Model No . 1 , simultaneously 

combined with hydrodynamics. Scientific Reports, July 2018, 1–13. 

https://doi.org/10.1038/s41598-019-42755-0 

Instituto de Hidrología Meteorología y Estudios Ambientales - IDEAM. (2007). Protocolo 

para el monitoreo y seguimiento del agua. 

Irizar, I., Roche, E., Beltrán, S., Aymerich, E., & Esteban-Gutiérrez, M. (2018). Model-

based design of a software sensor for real-time diagnosis of the stability conditions in 

high-rate anaerobic reactors – Full-scale application to Internal Circulation 

technology. Water Research, 143, 479–491. 

https://doi.org/10.1016/j.watres.2018.06.055 

Isla, M. A., Comelli, R. N., & Seluy, L. G. (2013a). Wastewater from the soft drinks 

industry as a source for bioethanol production. Bioresource Technology, 136, 140–

147. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.02.089 



58 

 

   

Isla, M. A., Comelli, R. N., & Seluy, L. G. (2013b). Wastewater from the soft drinks 

industry as a source for bioethanol production. Bioresource Technology, 136, 140–

147. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.02.089 

Jiang, D., Ge, X., Zhang, T., Chen, Z., Zhang, Z., He, C., Zhang, Q., & Li, Y. (2020). 

Effect of alkaline pretreatment on photo-fermentative hydrogen production from giant 

reed: Comparison of NaOH and Ca(OH)2. Bioresource Technology, 304(December 

2019), 123001. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123001 

Jiang, Y., Dennehy, C., Lawlor, P. G., Hu, Z., McCabe, M., Cormican, P., Zhan, X., & 

Gardiner, G. E. (2018). Inhibition of volatile fatty acids on methane production 

kinetics during dry co-digestion of food waste and pig manure. Waste Management, 

79, 302–311. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2018.07.049 

Karapinar, I., Gokfiliz Yildiz, P., Pamuk, R. T., & Karaosmanoglu Gorgec, F. (2020). The 

effect of hydraulic retention time on thermophilic dark fermentative biohydrogen 

production in the continuously operated packed bed bioreactor. International Journal 

of Hydrogen Energy, 45(5), 3524–3531. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2018.12.195 

Khan, M. A., Ngo, H. H., Guo, W., Liu, Y., Zhang, X., Guo, J., Chang, S. W., Nguyen, D. 

D., & Wang, J. (2017). Biohydrogen production from anaerobic digestion and its 

potential as renewable energy. Renewable Energy, 129. 

https://doi.org/10.1016/j.renene.2017.04.029 

Khanal, S. K., Chen, W., Li, L., & Sung, S. (2004). Biological hydrogen production : e ects 

of pH and intermediate products. 29, 1123–1131. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2003.11.002 

Kim, D. H., Kim, S. H., Jung, K. W., Kim, M. S., & Shin, H. S. (2011). Effect of initial pH 

independent of operational pH on hydrogen fermentation of food waste. Bioresource 

Technology, 102(18), 8646–8652. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.03.030 

Korres, N. (2013). Bioenergy Production by Anaerobic Digestion. In Bioenergy Production 

by Anaerobic Digestion. https://doi.org/10.4324/9780203137697 

Kovalev, A. A., Kovalev, D. A., Litti, Y. V., & Katraeva, I. V. (2020). Biohydrogen 

production in the two-stage process of anaerobic bioconversion of organic matter of 

liquid organic waste with recirculation of digister effluent. International Journal of 



59 

 

   

Hydrogen Energy, 45(51), 26831–26839. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.07.124 

Krishna, D., & Kalamdhad, A. S. (2014). Pre-treatment and anaerobic digestion of food 

waste for high rate methane production - A review. Journal of Environmental 

Chemical Engineering, 2(3), 1821–1830. https://doi.org/10.1016/j.jece.2014.07.024 

Kumar, A., & Samadder, S. R. (2020). Performance evaluation of anaerobic digestion 

technology for energy recovery from organic fraction of municipal solid waste: A 

review. Energy, 197(117253), 117253. https://doi.org/10.1016/j.energy.2020.117253 

Kumari, D., & Singh, R. (2018). Pretreatment of lignocellulosic wastes for biofuel 

production: A critical review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 90(April), 

877–891. https://doi.org/10.1016/j.rser.2018.03.111 

Kumari, S., & Das, D. (2017). Improvement of biohydrogen production using acidogenic 

culture. International Journal of Hydrogen Energy. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2016.09.021 

Lay, C. H., Vo, T. P., Lin, P. Y., Abdul, P. M., Liu, C. M., & Lin, C. Y. (2019). Anaerobic 

hydrogen and methane production from low-strength beverage wastewater. 

International Journal of Hydrogen Energy, 44(28), 14351–14361. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.03.165 

Li, H., Zhang, Y., Yang, M., & Kamagata, Y. (2013). Effects of hydraulic retention time on 

nitrification activities and population dynamics of a conventional activated sludge 

system. Frontiers of Environmental Science and Engineering in China, 7(1), 43–48. 

https://doi.org/10.1007/s11783-012-0397-8 

Li, X., Guo, L., Liu, Y., Wang, Y., She, Z., Gao, M., & Zhao, Y. (2020). Effect of salinity 

and pH on dark fermentation with thermophilic bacteria pretreated swine wastewater. 

Journal of Environmental Management, 271(January), 111023. 

https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2020.111023 

Lin, C., & Cheng, C. (2006). Fermentative hydrogen production from xylose using 

anaerobic mixed microflora. 31, 832–840. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2005.08.010 

Lin, C. Y., Leu, H. J., & Lee, K. H. (2016). Hydrogen production from beverage 

wastewater via dark fermentation and room-temperature methane reforming. 



60 

 

   

International Journal of Hydrogen Energy, 41(46), 21736–21746. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2016.07.028 

Liu, J., Wang, C., Wu, K., Huang, L., Tang, Z., Zhang, C., Wang, C., Zhao, X., Yin, F., 

Yang, B., Liu, J., Yang, H., & Zhang, W. (2020). Novel start-up process for the 

efficient degradation of high COD wastewater with up-flow anaerobic sludge blanket 

technology and a modified internal circulation reactor. Bioresource Technology, 

308(February), 123300. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123300 

Liu, L., Hong, Z. Y., & Wong, C. H. (2006). Convergent glycopeptide synthesis by 

traceless staudinger ligation and enzymatic coupling. ChemBioChem, 7(3), 429–432. 

https://doi.org/10.1002/cbic.200500437 

Liu, M., Li, C., Cao, C., Wang, L., Li, X., Che, J., & Yang, H. (2021). Walnut Fruit 

Processing Equipment : Academic Insights and Perspectives. In Food Engineering 

Reviews (Issue 0123456789). Springer US. https://doi.org/10.1007/s12393-020-09273-

6 

Liu, Z., Si, B., Li, J., He, J., Zhang, C., Lu, Y., Zhang, Y., & Xing, X. H. (2018). 

Bioprocess engineering for biohythane production from low-grade waste biomass: 

technical challenges towards scale up. In Current Opinion in Biotechnology. 

https://doi.org/10.1016/j.copbio.2017.08.014 

Lopez, C. A., McNeely, T. P., Nurmakova, K., Beavers, W. N., & Skaar, E. P. (2020). 

Clostridioides difficile proline fermentation in response to commensal clostridia. 

Anaerobe, 63, 102210. https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2020.102210 

Lu, J. Y., Wang, X. M., Liu, H. Q., Yu, H. Q., & Li, W. W. (2019). Optimizing operation 

of municipal wastewater treatment plants in China: The remaining barriers and future 

implications. Environment International, 129(May), 273–278. 

https://doi.org/10.1016/j.envint.2019.05.057 

Luo, G., Li, J., Li, Y., Wang, Z., Li, W., & Li, A. (2016). Bioresource Technology 

Performance , kinetics behaviors and microbial community of internal circulation 

anaerobic reactor treating wastewater with high organic loading rate : Role of external 

hydraulic circulation. Bioresource Technology, 222, 470–477. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.10.023 

Ma, H., Yang, H., Zheng, X., Lie, T., & Yan, W. (2021). Promoting photo-fermentative 



61 

 

   

hydrogen production performance by substituting the rnf promoter in Rhodobacter 

capsulatus. International Journal of Hydrogen Energy, 46(5), 3742–3752. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.10.270 

Mahata, C., Ray, S., & Das, D. (2020a). Optimization of dark fermentative hydrogen 

production from organic wastes using acidogenic mixed consortia. Energy Conversion 

and Management, 219(June), 113047. 

https://doi.org/10.1016/j.enconman.2020.113047 

Mahata, C., Ray, S., & Das, D. (2020b). Optimization of dark fermentative hydrogen 

production from organic wastes using acidogenic mixed consortia. Energy Conversion 

and Management, 219(April), 113047. 

https://doi.org/10.1016/j.enconman.2020.113047 

Mao, C., Feng, Y., Wang, X., & Ren, G. (2015). Review on research achievements of 

biogas from anaerobic digestion. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 45, 

540–555. https://doi.org/10.1016/j.rser.2015.02.032 

Martinez-Burgos, W. J., Sydney, E. B., de Paula, D. R., Medeiros, A. B. P., de Carvalho, J. 

C., Molina, D., & Soccol, C. R. (2021). Hydrogen production by dark fermentation 

using a new low-cost culture medium composed of corn steep liquor and cassava 

processing water: Process optimization and scale-up. Bioresource Technology, 

320(October 2020). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.124370 

Matošić, M., Prstec, I., Jakopović, H. K., & Mijatović, I. (2009). Treatment of beverage 

production wastewater by membrane bioreactor. Desalination, 246(1–3), 285–293. 

https://doi.org/10.1016/j.desal.2008.04.051 

Mazareli, R. C. da S., Villa Montoya, A. C., Delforno, T. P., Centurion, V. B., de Oliveira, 

V. M., Silva, E. L., & Varesche, M. B. A. (2021). Enzymatic routes to hydrogen and 

organic acids production from banana waste fermentation by autochthonous bacteria: 

Optimization of pH and temperature. International Journal of Hydrogen Energy, xxxx. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.12.063 

Meetings, M. (2021). OPEC. OPEC Bulletin, 15th and 1, 78. 

Meky, N., Elreedy, A., Ibrahim, M. G., Fujii, M., & Tawfik, A. (2021). Intermittent versus 

sequential dark-photo fermentative hydrogen production as an alternative for 

bioenergy recovery from protein-rich effluents. Energy, 217. 



62 

 

   

https://doi.org/10.1016/j.energy.2020.119326 

Meky, N., Ibrahim, M. G., Fujii, M., Elreedy, A., & Tawfik, A. (2020). Integrated dark-

photo fermentative hydrogen production from synthetic gelatinaceous wastewater via 

cost-effective hybrid reactor at ambient temperature. Energy Conversion and 

Management, 203(August 2019), 112250. 

https://doi.org/10.1016/j.enconman.2019.112250 

Mishra, P., Singh, L., Ab, Z., Krishnan, S., Rana, S., Islam, M. A., Sakinah, M., Ameen, F., 

& Syed, A. (2018). Photohydrogen production from dark-fermented palm oil mill ef fl 

uent ( DPOME ) and statistical optimization : Renewable substrate for hydrogen. 

Journal of Cleaner Production, 199, 11–17. 

https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2018.07.028 

Mockaitis, G., Bruant, G., Guiot, S. R., Peixoto, G., Foresti, E., & Zaiat, M. (2020a). 

Acidic and thermal pre-treatments for anaerobic digestion inoculum to improve 

hydrogen and volatile fatty acid production using xylose as the substrate. Renewable 

Energy, 145, 1388–1398. https://doi.org/10.1016/j.renene.2019.06.134 

Mockaitis, G., Bruant, G., Guiot, S. R., Peixoto, G., Foresti, E., & Zaiat, M. (2020b). 

Acidic and thermal pre-treatments for anaerobic digestion inoculum to improve 

hydrogen and volatile fatty acid production using xylose as the substrate. Renewable 

Energy, 145, 1388–1398. https://doi.org/10.1016/j.renene.2019.06.134 

Montoya-Rosales, J. J., Peces, M., González-Rodríguez, L. M., Alatriste-Mondragón, F., & 

Villa-Gómez, D. K. (2020). A broad overview comparing a fungal, thermal and acid 

pre-treatment of bean straw in terms of substrate and anaerobic digestion effect. 

Biomass and Bioenergy, 142(May 2019), 1–8. 

https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2020.105775 

Moreno Dávila, I. M. M., Tamayo Ordoñez, M. C., Morales Martínez, T. K., Soria Ortiz, 

A. I., Gutiérrez Rodríguez, B., Rodríguez de la Garza, J. A., & Ríos González, L. J. 

(2020). Effect of fermentation time/hydraulic retention time in a UASB reactor for 

hydrogen production using surface response methodology. International Journal of 

Hydrogen Energy, 45(26), 13702–13706. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.12.137 

Mu, Y., Zheng, X. J., Yu, H. Q., & Zhu, R. F. (2006). Biological hydrogen production by 



63 

 

   

anaerobic sludge at various temperatures. International Journal of Hydrogen Energy, 

31(6), 780–785. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2005.06.016 

Murakami, K. (2020). Time-space network model and MILP formulation of the conflict-

free routing problem of a capacitated AGV system. Computers and Industrial 

Engineering, 141(January 2019), 106270. https://doi.org/10.1016/j.cie.2020.106270 

Naaz, S., & Kumar, S. (2021). ScienceDirect Enhancement effect of zero-valent iron 

nanoparticle and iron oxide nanoparticles on dark fermentative hydrogen production 

from molasses- based distillery wastewater. International Journal of Hydrogen 

Energy, xxxx. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2021.06.125 

Nizami, A. S., Rehan, M., Waqas, M., Naqvi, M., Ouda, O. K. M., Shahzad, K., Miandad, 

R., Khan, M. Z., Syamsiro, M., Ismail, I. M. I., & Pant, D. (2017). Waste 

biorefineries: Enabling circular economies in developing countries. Bioresource 

Technology, 241, 1101–1117. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.05.097 

Oliveira, M. De, Christe, M., & Sant, A. (2020). Biohydrogen production using xylose or 

xylooligosaccharides derived from sugarcane bagasse obtained by hydrothermal and 

acid pretreatments. 146, 2408–2415. https://doi.org/10.1016/j.renene.2019.08.089 

Ouyang, E., Lu, Y., Ouyang, J., Wang, L., & Wang, X. (2019). Performance and dynamic 

characteristics of microbial communities in multi-stage anaerobic reactors treating 

gibberellin wastewater. Journal of Bioscience and Bioengineering, 127(3), 318–325. 

https://doi.org/10.1016/j.jbiosc.2018.05.017 

Ozyurt, B., Soysal, F., Hitit, Z. Y., Camcioglu, S., Akay, B., & Ertunc, S. (2019). An 

efficient dark fermentative hydrogen production by GMV control of pH. International 

Journal of Hydrogen Energy, 44(36), 19709–19718. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.06.048 

Paranhos, A. G. de O., & Silva, E. L. (2020). Statistical optimization of H2, 1,3-

propanediol and propionic acid production from crude glycerol using an anaerobic 

fluidized bed reactor: Interaction effects of substrate concentration and hydraulic 

retention time. Biomass and Bioenergy, 138(April), 105575. 

https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2020.105575 

Parra, C. A. M., Castillo, P. D. M., Rojas, V. J., Puerto, G. C., & Villalba, H. N. A. (2018). 

Estudio Sectorial de los servicios públicos domiciliarios de Acueducto y 



64 

 

   

Alcantarillado 2014 - 2017. Superintendencia de Servicios Públicos Domiciliarios, 7. 

https://www.superservicios.gov.co/sites/default/archivos/Publicaciones/Publicaciones/

2019/Ene/informe_sectorial-cuatrienio_2014-2017_.pdf 

Parra H., R. A. (2015). Anaerobic digestión: biotechnological mechanisms in waste water 

treatments and their application in food industry. Producción + Limpia, 10(2), 142–

159. http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S1909-

04552015000200014 

Peintner, C., Zeidan, A. A., & Schnitzhofer, W. (2010). Bioreactor systems for 

thermophilic fermentative hydrogen production: Evaluation and comparison of 

appropriate systems. Journal of Cleaner Production, 18(SUPPL. 1), S15–S22. 

https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2010.06.013 

Peixoto, G., Saavedra, N. K., Varesche, M. B. A., & Zaiat, M. (2011). Hydrogen 

production from soft-drink wastewater in an upflow anaerobic packed-bed reactor. 

International Journal of Hydrogen Energy, 36(15), 8953–8966. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2011.05.014 

Petropoulos, E., Cuff, G., Huete, E., Garcia, G., Wade, M., Spera, D., Aloisio, L., Rochard, 

J., Torres, A., & Weichgrebe, D. (2016). Investigating the feasibility and the limits of 

high rate anaerobic winery wastewater treatment using a hybrid-EGSB bio-reactor. 

Process Safety and Environmental Protection, 102, 107–118. 

https://doi.org/10.1016/j.psep.2016.02.015 

Petta, L., De Gisi, S., Casella, P., Farina, R., & Notarnicola, M. (2017). Evaluation of the 

treatability of a winery distillery (vinasse) wastewater by UASB, anoxic-aerobic UF-

MBR and chemical precipitation/adsorption. Journal of Environmental Management, 

201, 177–189. https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2017.06.042 

Pu, Y., Tang, J., Wang, X. C., Hu, Y., Huang, J., Zeng, Y., Ngo, H. H., & Li, Y. (2019). 

Hydrogen production from acidogenic food waste fermentation using untreated 

inoculum: Effect of substrate concentrations. International Journal of Hydrogen 

Energy, 44(50), 27272–27284. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.08.230 

Quested, T., & Johnson, H. (2012). Household Food and Drink Waste in the UK. In 

October (Issue November). https://doi.org/10.1111/j.1467-3010.2011.01924.x 

Rafieenia, R., Pivato, A., & Lavagnolo, M. C. (2018). Effect of inoculum pre-treatment on 



65 

 

   

mesophilic hydrogen and methane production from food waste using two-stage 

anaerobic digestion. International Journal of Hydrogen Energy, 43(27), 12013–12022. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2018.04.170 

Rajesh Banu, J., Ginni, G., Kavitha, S., Yukesh Kannah, R., Adish Kumar, S., Bhatia, S. 

K., & Kumar, G. (2021). Integrated biorefinery routes of biohydrogen: Possible 

utilization of acidogenic fermentative effluent. Bioresource Technology, 319(October 

2020), 124241. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.124241 

Rao, R., & Basak, N. (2021). Optimization and modelling of dark fermentative hydrogen 

production from cheese whey by Enterobacter aerogenes 2822. International Journal 

of Hydrogen Energy, 46(2), 1777–1800. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.10.142 

Remya, N., & Swain, A. (2019). Soft drink industry wastewater treatment in microwave 

photocatalytic system – Exploration of removal efficiency and degradation 

mechanism. Separation and Purification Technology, 210(August 2018), 600–607. 

https://doi.org/10.1016/j.seppur.2018.08.051 

Ri, P. C., Kim, J. S., Kim, T. R., Pang, C. H., Mun, H. G., Pak, G. C., & Ren, N. Q. (2019). 

Effect of hydraulic retention time on the hydrogen production in a horizontal and 

vertical continuous stirred-tank reactor. International Journal of Hydrogen Energy, 

44(33), 17742–17749. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.05.136 

Rosa, A. P., Chernicharo, C. A. L., Lobato, L. C. S., Silva, R. V., Padilha, R. F., & Borges, 

J. M. (2018). Assessing the potential of renewable energy sources (biogas and sludge) 

in a full-scale UASB-based treatment plant. Renewable Energy, 124, 21–26. 

https://doi.org/10.1016/j.renene.2017.09.025 

Sabrina, H., Yahya, M., Abbas, T., Aishah, N., & Amin, S. (2020). ScienceDirect 

Optimization of hydrogen production via toluene steam reforming over Ni e Co 

supported modified- activated carbon using ANN coupled GA and RSM. International 

Journal of Hydrogen Energy, 46(48), 24632–24651. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.05.033 

Saleem, M., Rafieenia, R., Uddin, J., & Lavagnolo, M. C. (2021). Evaluation of hidden H2-

consuming pathways using metabolic flux-based analysis for a fermentative side-

stream dynamic membrane bioreactor using untreated seed sludge. International 



66 

 

   

Journal of Hydrogen Energy, 46(40), 20871–20881. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2021.03.251 

Shanmugam, S. R., Chaganti, S. R., Lalman, J. A., & Heath, D. D. (2014). Statistical 

optimization of conditions for minimum H2 consumption in mixed anaerobic cultures: 

Effect on homoacetogenesis and methanogenesis. International Journal of Hydrogen 

Energy, 39(28), 15433–15445. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2014.07.143 

Shi, X., Zuo, J., Li, B., & Yu, H. (2020). Two-stage anaerobic digestion of food waste 

coupled with in situ ammonia recovery using gas membrane absorption: Performance 

and microbial community. Bioresource Technology, 297(September 2019), 122458. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.122458 

Si, B., Liu, Z., Zhang, Y., Li, J., Shen, R., Zhu, Z., & Xing, X. (2016). Towards biohythane 

production from biomass: Influence of operational stage on anaerobic fermentation 

and microbial community. International Journal of Hydrogen Energy, 41(7), 4429–

4438. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2015.06.045 

Silva-Illanes, F., Tapia-Venegas, E., Schiappacasse, M. C., Trably, E., & Ruiz-Filippi, G. 

(2017). Impact of hydraulic retention time (HRT) and pH on dark fermentative 

hydrogen production from glycerol. Energy, 141, 358–367. 

https://doi.org/10.1016/j.energy.2017.09.073 

Sinharoy, A., Kumar, M., & Pakshirajan, K. (2020). An overview of bioreactor 

configurations and operational strategies for dark fermentative biohydrogen 

production. In Bioreactors (Issue x). INC. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-821264-

6.00014-0 

Sivaramakrishnan, R., Shanmugam, S., Sekar, M., Mathimani, T., Incharoensakdi, A., Kim, 

S. H., Parthiban, A., Edwin Geo, V., Brindhadevi, K., & Pugazhendhi, A. (2021). 

Insights on biological hydrogen production routes and potential microorganisms for 

high hydrogen yield. Fuel, 291(December 2020), 120136. 

https://doi.org/10.1016/j.fuel.2021.120136 

Srisowmeya, G., Chakravarthy, M., & Nandhini Devi, G. (2020). Critical considerations in 

two-stage anaerobic digestion of food waste – A review. Renewable and Sustainable 

Energy Reviews, 119(November 2019). https://doi.org/10.1016/j.rser.2019.109587 

Street, E. (1992). SOFT DRINKS INDUSTRY W ASTEWA TER TREATMENT Larbi Tebai 



67 

 

   

* and Ioannis Hadjivassilis **. 25(I), 45–51. 

Sunyoto, N. M. S., Sugiarto, Y., & Zhu, M. (2019). ScienceDirect Transient performance 

during start-up of a two- phase anaerobic digestion process demonstration unit treating 

carbohydrate-rich waste with biochar addition. International Journal of Hydrogen 

Energy, 44(28), 14341–14350. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2019.04.037 

Tarelho, C., Alavi-borazjani, S. A., & Capela, M. I. (2021). ScienceDirect Parametric 

optimization of the dark fermentation process for enhanced biohydrogen production 

from the organic fraction of municipal solid waste using Taguchi method. 6, 2–12. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2021.04.017 

Taylor, P., Li, C., & Fang, H. H. P. (2007). Critical Reviews in Environmental Science and 

Technology Fermentative Hydrogen Production From Wastewater and Solid Wastes 

by Mixed Cultures Fermentative Hydrogen Production From Wastewater and Solid 

Wastes by Mixed Cultures. August 2013, 37–41. 

https://doi.org/10.1080/10643380600729071 

Teófilo, R. F. (2006). Quimiometria ii: planilhas eletrônicas para cálculos de 

planejamentos experimentais, um tutorial Reinaldo F. Teófilo e Márcia M. C. 

Ferreira*. 29(2), 338–350. 

Ufrgs, I. P. H. (2020). Hydrogen production potential comparison of sucrose and crude 

glycerol using different inoculums sources Maria Cristina de Almeida Silva * and. 

25(4), 395–408. 

Van Niel, E. W. J., Budde, M. A. W., De Haas, G., Van der Wal, F. J., Claassen, P. A. M., 

& Stams, A. J. M. (2002). Distinctive properties of high hydrogen producing extreme 

thermophiles, Caldicellulosiruptor saccharolyticus and Thermotoga elfii. International 

Journal of Hydrogen Energy, 27(11–12), 1391–1398. https://doi.org/10.1016/S0360-

3199(02)00115-5 

Wainaina, S., Awasthi, M. K., Horváth, I. S., & Taherzadeh, M. J. (2020). Anaerobic 

digestion of food waste to volatile fatty acids and hydrogen at high organic loading 

rates in immersed membrane bioreactors. Renewable Energy, 152, 1140–1148. 

https://doi.org/10.1016/j.renene.2020.01.138 

Wang, B., Li, Y., & Ren, N. (2013). Biohydrogen from molasses with ethanol-type 

fermentation : Effect of hydraulic retention time. International Journal of Hydrogen 



68 

 

   

Energy, 38(11), 4361–4367. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2013.01.120 

Wang, D., Yi, N., Wang, Y., Yang, J., Fu, Q., Liu, X., Yang, Q., Cai, Z., Ye, J., Liu, Y., 

Wang, Q., & Ni, B. J. (2021). Triclosan degradation in sludge anaerobic fermentation 

and its impact on hydrogen production. Chemical Engineering Journal, 421(P1), 

129948. https://doi.org/10.1016/j.cej.2021.129948 

Wang, J., Yan, J., & Xu, W. (2015). Treatment of dyeing wastewater by MIC anaerobic 

reactor. Biochemical Engineering Journal, 101, 179–184. 

https://doi.org/10.1016/j.bej.2015.06.001 

Wang, T. T., Wang, S. P., Zhong, X. Z., Sun, Z. Y., Huang, Y. L., Tan, L., Tang, Y. Q., & 

Kida, K. (2017). Converting digested residue eluted from dry anaerobic digestion of 

distilled grain waste into value-added fertilizer by aerobic composting. Journal of 

Cleaner Production, 166, 530–536. https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2017.08.075 

Wang, Y., Wang, Z., Zhang, Q., Li, G., & Xia, C. (2020). Comparison of bio-hydrogen and 

bio-methane production performance in continuous two-phase anaerobic fermentation 

system between co-digestion and digestate recirculation. Bioresource Technology, 

318(October), 124269. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.124269 

Wei, W., Wu, L., Liu, X., Chen, Z., Hao, Q., Wang, D., Liu, Y., Peng, L., & Ni, B.-J. 

(2020a). How does synthetic musks affect methane production from the anaerobic 

digestion of waste activated sludge? Science of The Total Environment, 713, 136594. 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.136594 

Wei, W., Wu, L., Liu, X., Chen, Z., Hao, Q., Wang, D., Liu, Y., Peng, L., & Ni, B. J. 

(2020b). How does synthetic musks affect methane production from the anaerobic 

digestion of waste activated sludge? Science of the Total Environment, 713, 136594. 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.136594 

Wickham, R., Xie, S., Galway, B., Bustamante, H., & Nghiem, L. D. (2018). Anaerobic 

digestion of soft drink beverage waste and sewage sludge. Bioresource Technology, 

262(March), 141–147. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.04.046 

Xing, B. S., Cao, S., Han, Y., Wen, J., Zhang, K., & Wang, X. C. (2020). Stable and high-

rate anaerobic co-digestion of food waste and cow manure: Optimisation of start-up 

conditions. Bioresource Technology, 307(January), 123195. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123195 



69 

 

   

Xu, H., Li, Y., Hua, D., Zhao, Y., Mu, H., Chen, H., & Chen, G. (2020). Enhancing the 

anaerobic digestion of corn stover by chemical pretreatment with the black liquor from 

the paper industry. Bioresource Technology, 306(December 2019), 123090. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123090 

Zhang, H., Bruns, M. A., & Logan, B. E. (2006). Biological hydrogen production by 

Clostridium acetobutylicum in an unsaturated flow reactor. Water Research, 40(4), 

728–734. https://doi.org/10.1016/j.watres.2005.11.041 

Zhang, L., Ban, Q., Li, J., & Wan, C. (2019). Functional bacterial and archaeal dynamics 

dictated by pH stress during sugar refinery wastewater in a UASB. Bioresource 

Technology, 288(May), 121464. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.121464 

Zhang, T., Liu, H., & Fang, H. H. P. (2003). Biohydrogen production from starch in 

wastewater under thermophilic condition. 69, 149–156. 

https://doi.org/10.1016/S0301-4797(03)00141-5 

Zhao, C., Lu, W., & Wang, H. (2013). Simultaneous hydrogen and ethanol production from 

a mixture of glucose and xylose using extreme thermophiles II: Effect of hydraulic 

retention time. International Journal of Hydrogen Energy, 38(22), 9131–9136. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2013.05.077 

Zhong, J., Stevens, D. K., & Hansen, C. L. (2015). Optimization of anaerobic hydrogen and 

methane production from dairy processing waste using a two-stage digestion in 

induced bed reactors (IBR). International Journal of Hydrogen Energy, 40(45), 

15470–15476. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2015.09.085 

Zhuang, H., Cheng, Z., Shan, S., Shen, H., & Zhao, B. (2020). Demonstration on the 

treatment of paper-making wastewater by a full-scale IC-A / O-membrane reactor 

system for reclamation. https://doi.org/10.1002/jctb.6494 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

   

9. ANEXOS  

PRODUCTOS DERIVADOS DEL TRABAJO DE GRADO DE GRADO. 

 

1. Presentación en el DAAL. Realizado en ciudad de México los días 22, 23, 24 y 25 octubre 

del 2020. (pantallazo de las memorias, resumen enviado y pantallazo de la presentación).  

 

Resumen de envió y aceptación  

  

 

Pantallazo de la presentación  

 

 



71 

 

   

 

Pantallazo de las memorias de presentación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 

 

   

2. Articulo sometido en revista Bioresource Technology el 10 agosto de 2021, de 

calificación Q1. (portada del articulo y comprobante de envió) 

 

Portada del articulo  

 

 

Comprobante de envío  

 



73 

 

   

3. Articulo sometido en revista Biomass and Bioenergy, el 10 mayo de 2021, con 

calificación Q1. El artículo se encuentra en segunda ronda de evaluación (portada del articulo 

y comprobante de envió). 

Comprobante de envío  

 
 

Portada del articulo 

 


