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RESUMEN

La fermentacion oscura ha emergido desde hace cuatro décadas como una alternativa de
tratamiento para las vinazas tequileras, en la cual, a pH bajo (4.5-6.5), temperatura mesoéfila y
TRH corto (<24 h), es generado biogas rico en hidrégeno como subproducto. El hidrégeno, al tener
un poder calorifico mayor al del metano (2.4 veces), y no tener un impacto negativo en la
atmosfera, convierte a la fermentacidn oscura en una tecnologia innovadora y sustentable. Es por
ello que en la presente investigacion se evalud la opcién de modificar las condiciones de
operacion de digestidon anaerobia a condiciones de fermentacion oscura para la produccién de
hidrogeno a partir de vinaza tequilera en un Filtro Anaerobio de Flujo Ascendente (FAFA), ademds
de evaluar la viabilidad del arranque de un FAFA en condiciones de fermentacion oscura con y sin
pretratamiento del inéculo. Asi, con esta investigacion se obtendra informacién valiosa que podra
ser aplicada en PTAR (plantas de tratamiento de aguas residuales) generadoras de metano que
deseen innovar su proceso para la obtencién de hidrégeno.

Se evaluo las condiciones de arranque F1 (VC: Variacién de condiciones de digestion anaerobia a
fermentacién oscura), F2 (ISP: Inoculacién sin pretratamiento) y F3 (IPT: Inoculacién con
pretratamiento térmico); asi como el TRH tedrico (10 y 5 h) de tres FAFA para la produccion de
hidrégeno a partir de vinaza tequilera. Los resultados demostraron que la mejor condicién de
arranque para el contenido de hidrogeno en el biogas (CHB) y rendimiento de hidrégeno (RH) fue
F1, obteniendo valores experimentales promedio de 75% y 1,364 NmL H2:gDQOremovida™,
respectivamente, mientras que para la tasa de produccién de hidrégeno (TPH) fue F3, registrando
5.3 NL Hy-L'*-d%; todos los pardmetros obtenidos con TRH de 5 h. Los filtros alcanzaron altas
remociones de DQO comparadas con otros autores, reportando 43 (F1), 38 (F2) y 57% (F3) con
TRH de 10 h; y 29 (F1), 23 (F2) y 57% (F3) con TRH de 5 h.

Con un andlisis estadistico se demostré que el mejor TRH tedrico fue de 5 h, al obtener resultados
entre 28 y 67% mejores que con 10 h. La condicion de arranque F1 (VC) se eligié como la mejor,
obteniendo (con TRH 5 h) CHB y RH mayores en comparaciéon con F2 (ISP) y F3 (IPT). Esto
representé un gran aporte a la investigacion, ya que demostré la viabilidad de producir hidrégeno
a partir de un FAFA en condiciones de digestién anaerobia, Unicamente acidificando el influente
para propiciar condiciones de fermentacidon oscura; lo que se traduce en grandes beneficios
energéticos, econdmicos y ambientales para las PTAR inmersas.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El agua es un recurso natural sin el cual es imposible que exista la vida en la Tierra, ya que es
indispensable para que cualquier ser viviente sea capaz de realizar sus funciones metabdlicas. El
planeta Tierra estd conformado de un 75% de agua en su totalidad, sin embargo, de este volumen
total de agua, el 97.5% corresponde a agua salada; caracteristica que no la hace apta para los
seres vivos. El 2.5% restante es agua dulce, pero de esta fraccion, el 1.73% no esta disponible al
encontrarse en glaciares, nieve, hielo, permafrost y aguas subterraneas; dejando Unicamente el
0.77% del agua total en el mundo accesible para el ser humano como agua dulce en forma de
lagos, rios y humedales, misma que es aprovechada en las diferentes actividades y procesos
productivos antropogénicos (CONAGUA, 2018).

El agua que estd disponible para uso humano es empleada por los diferentes sectores de la
poblacién, ya sea en procesos productivos o simplemente en la realizacidon de sus actividades
diarias. Segun estimaciones de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura, por sus siglas en inglés), a nivel mundial y hasta el afio 2018 se determind que el
sector que mas agua utiliza es el agricola (70%), mientras que el sector industrial emplea solo un
19%. Para el mismo afio, especificamente en México, el sector que tuvo un mayor uso del agua
fue el agricola, con un 76%; seguido por el uso en abastecimiento publico con un 14.4%, el cual
incluye la totalidad del agua entregada a través de redes de agua potable, usuarios domésticos,
industrias y servicios conectados a dichas redes; y, por ultimo, el uso industrial con un 9.6%. Estos
porcentajes corresponden a los usos concesionados consuntivos, que son los que extraen el
recurso de su ubicacién natural, lo utilizan para sus fines (industrias, agricolas o domésticos) y
luego lo vierten en un sitio diferente, reducido en cantidad y con una calidad distinta (CONAGUA,
2018), dejando cada vez menos disponible este recurso. El problema del uso del agua radica no
solo en la explotacidn de este recurso, sino también en la falta de tecnologias o tratamientos
rentables para tratar el agua o purificarla, ya que después de ser empleada en las diversas
actividades o procesos de produccidn, adquiere una calidad distinta debido a los compuestos
presentes y, una vez descargada al alcantarillado o cuerpos receptores, se convierte en lo que se
denomina “agua residual”; la cual, dependiendo de la fuente de generacidn, se puede dividir en
dos: agua residual industrial (proveniente de las actividades y procesos industriales) y agua
residual doméstica o municipal (proveniente de las casas, oficinas, hoteles, etc.).

En el sector industrial existen diferentes rubros, tales como herramientas, materiales, farmacos,
alimentos, bebidas, etc. Especificamente dentro de la categoria de bebidas, se encuentran las
bebidas sin alcohol y las bebidas alcohdlicas, y dentro de estas ultimas, en el caso de México, uno
de los productos que mejor representa al pais, dentro y fuera del mismo, es el tequila (Macias,
2001). La producciéon del tequila ha tenido un constante crecimiento en las ultimas cuatro
décadas, logrando en el afo 2019 una produccidon total de 351.7 millones de litros y una
exportacion del 70.1% de la produccién total (CRT, 2020). Su alto posicionamiento en los
mercados internacionales trae como resultado un alto beneficio econdmico tanto para las




“Efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo ascendente en la produccién de hidrégeno a
partir de vinaza tequilera”

Introduccion

industrias como para los productores de agave. Sin embargo, la produccidn de tequila también
trae consigo una problematica ambiental a consecuencia de los residuos que se generan en las
diferentes etapas de produccion (jima, coccidn, extraccion de mieles, fermentacion y destilacién),
los cuales son principalmente el bagazo y la vinaza (Garcia, 2014).

1.2 Planteamiento del problema

Durante la elaboracién del tequila, en la etapa de destilacion del mosto fermentado para la
produccidon de etanol, se genera como subproducto un tipo de agua residual; la cual es
denominada como “vinaza tequilera”. Este residuo se produce en un orden de 12 a 15 litros de
vinaza por litro de alcohol destilado (Retes, 2014; Robles y Villalobos, 2009; Travieso et al., 2008)
y se caracteriza principalmente por su alto contenido de materia orgdnica (50-150 gDQO-L1), pH
acido (3-5 unidades) y altas temperaturas de descarga (70-90°C) (Becerra, 2014; Garcia, 2014;
Bernal et al., 2012).

En el ano 2019 se generaron entre 4,220 y 5,275 millones de litros de vinaza. Por otro lado, la
CONAGUA reportd que durante el 2018 solo el 39% de las aguas industriales generadas en México
recibieron un tratamiento antes de ser vertidas (CONAGUA, 2018), por lo que es bastante
probable que millones de litros de vinazas tequileras sean vertidas sin previo tratamiento a
cuerpos receptores, lo que presenta un incumplimiento a la NOM-001-SEMARNAT-1996 en
materia de limites maximos permisibles (LMP) de contaminantes presentes en el agua residual.
Cuando las vinazas son descargadas a cuerpos de agua, las altas concentraciones de materia
organica y el color oscuro que poseen reducen la penetracidon de luz solar, provocando el
decremento de la actividad fotosintética de organismos acudticos. Esto a su vez, hace que la
concentraciéon de oxigeno disuelto en el agua disminuya considerablemente, ocasionando
finalmente el deterioro de la calidad de la vida acuatica y con ello la muerte de especies acuaticas
(ifiguez y Hernandez, 2010).

Dada la problematica sobre este residuo, es imprescindible que antes de su vertido a cuerpos
receptores se apliquen metodologias eficientes de tratamiento para eliminar o reducir la
concentracién de los contaminantes, y que, a su vez, brinden un beneficio econdmico-energético
a las PTAR (Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales).

1.3 Justificacion

El tratamiento de vinazas tequileras ha sido tema importante de estudio durante las ultimas
cuatro décadas. Actualmente se cuenta con diversas tecnologias para su tratamiento, que van
desde los métodos fisicoquimicos hasta los métodos biolégicos. Aunque algunos métodos
fisicoquimicos han demostrado altas eficiencia en la remocidn de contaminantes, éstos presentan
altos costos de operacién debido a los reactivos y equipos que se emplean.

Hoy en dia, la digestién anaerobia es una de las tecnologias mdas probadas y usadas en el
tratamiento de vinazas tequileras, debido a las ventajas técnicas y econdmicas que presenta
(Houbron, Sandoval y Hernandez, 2016; Lorenzo-Acosta et al., 2015; Sosa, 2013; y Cabrera y Diaz,
2013). Este proceso resulta bastante atractivo, pues tiene la capacidad de tratar aguas residuales
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con altas concentraciones de materia organica como las de las vinazas, generando al mismo
tiempo bioproductos como el gas metanoy el gas hidrégeno; dos combustibles de gran relevancia
en el campo de las energias renovables.

Una variacién de la digestidén anaerobia estudiada a partir de hace algunos afios es la denominada
“digestion anaerobia interrumpida” o “fermentacién oscura”, cuyo objetivo es lograr la
produccidon de hidrégeno a través de la inhibicion de la metanogénesis (Ultima etapa de la
digestion anaerobia donde se produce metano) y la adecuacion de las condiciones para la
activacion y reproduccion de bacterias acetogénicas, que son las encargadas de la produccién
fermentativa de hidrégeno. Esta tecnologia suele tener una mayor complejidad en el monitoreo
de los pardmetros de campo y operacién, por lo que es estudiada con menor frecuencia, sin
embargo, el hidrégeno tiene un aporte calorifico (122-142 kJ-g) 2.4 veces mayor en comparacion
al del metano (50 kJ-g™!) (Buitrén y Carvajal, 2009; Blanco, 2013; y Guadarrama, 2017), ademas de
gue la emisién del hidrogeno a la atmdsfera no genera impactos nocivos al ambiente, caso
contrario del metano.

Es por ello que en la presente investigacion se evalud la opcidon de modificar las condiciones de
operacion de digestion anaerobia a condiciones de fermentacion oscura para la produccién de
hidrogeno a partir de vinaza tequilera en un Filtro Anaerobio de Flujo Ascendente (FAFA), ademas
de evaluar la viabilidad del arranque de un FAFA en condiciones de fermentacion oscura con y sin
pretratamiento del indculo.

El medio de empaque utilizado en los filtros consistié en cubos de poliuretano (PU), los cuales son
novedosos debido a su forma regular y a que poseen una mayor area superficial (900 m?-m3) en
comparacion con los empaques de geometria irregular (400 m2-m3), por lo cual, es importante su
estudio en la produccion de hidrégeno, ya que no se reportan estudios acerca de la produccion
de hidrégeno con este medio de empaque. Asimismo, en los trabajos ya publicados sobre
fermentacidn oscura aun no se reporta la optimizacion del proceso, por lo que todavia existe un
gran campo de estudio en este tema.

Con esta investigacidn se obtuvo informacién que permitira tomar decisiones en el caso de que
una PTAR generadora de metano requiera modificar su proceso hacia la produccién de hidrégeno
a partir de vinaza tequilera, o bien, para una PTAR nueva que también desee producir hidrégeno.
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1.3 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo
ascendente en la produccién de hidrégeno via fermentacidn oscura a partir de vinaza
tequilera.

1.4.2 Objetivos especificos

Evaluar diferentes condiciones de arranque (cambio de condiciones de digestion
anaerobia a fermentacidon oscura, inoculado sin pretratamiento e inoculado con
pretratamiento térmico) en los filtros para la remocién de materia organica en
régimen batch.

Evaluar diferentes condiciones de arranque en los filtros para la produccién de
hidrégeno en régimen continuo.

Evaluar el tiempo de retencidon hidraulico en dos niveles para la produccién de
hidrégeno en los filtros en régimen continuo.

Determinar el tiempo de retencién hidraulico y las condiciones de arranque dptimas
para maximizar la produccion de hidrégeno en un filtro anaerobio de flujo ascendente
a partir de vinaza tequilera.

Determinar los coeficientes cinéticos para la remocidon de materia orgéanica en los
filtros.

1.4 Hipotesis

El cambio de las condiciones de operacion de un filtro anaerobio de flujo ascendente
metanogénico para propiciar la fermentacion oscura permitira lograr una alta produccién de
hidrégeno, siendo al menos dos de los tres pardmetros de respuesta (contenido de hidrégeno en
el biogds, tasa de produccion de hidrégeno y rendimiento de hidrégeno) mas altos en
comparacion con los obtenidos aplicando otros métodos de arranque (inoculacién sin
pretratamiento e inoculacién con pretratamiento térmico).
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 El tequila

El tequila es un aguardiente originario y elaborado en el municipio de Tequila; una pequeia regién
ubicada en el estado de Jalisco, México. Esta bebida es producida a partir de la destilacién del
mosto fermentado obtenido del corazén de una planta conocida como “agave azul”. Dicho
corazén de la planta se asemeja a una pifia de gran tamano y se le conoce también por el nombre
de mezcal. La palabra tequila proviene del nahuatl, que quiere decir la casa de la luna (CRT, 2020).

Desde hace cientos de afios, en donde mito y realidad se funden en el tiempo para convertirse en
leyenda, han surgido diferentes relatos; en los que se explica el origen del tequila. Una de estas
leyendas narra que, una noche, el dios del viento Quetzalcdatl, viajé al cielo para visitar a una
joven virgen de nombre Mayahuel, y convencerla de bajar a la tierra para convertirse, juntos, en
un arbol de dos ramas. Cuando la abuela de Mayahuel despertd y vio que ella ya no estaba, viajo
a la tierra junto con un grupo de demonios para hallar a su nieta. Al encontrar el arbol donde se
habia unido la pareja, la abuela rompid las ramas y se las dio a los demonios para comer. Después
de que la abuela se marchd, Quetzalcdatl, quien sobrevivid; rescatd algunos de los restos del
cuerpo de Mayahuel, los quemd y los enterrd. De estos estolones, después de un tiempo, crecid
la primera planta de agave (lbarra et al., 2010). Un dia un grupo de indigenas, al refugiarse de una
tormenta, observaron cuando un rayo de gran fuerza cay6 con estrépito sobre una planta de
agave, desgajando la pifia y, debido al calor del rayo, ésta ardié por unos segundos. Al cesar la
lluvia, el viento llevé un asombroso aroma hacia los indigenas. Uno de ellos tomd un pedazo de
la pifia quemada y al probarlo, sintié un sabor dulce, por lo que lo compartié con el resto. Uno de
ellos, olvidd el pedazo de pifia por varios dias y, al volver a su choza, se percatd de que un nuevo
aroma envolvia el ambiente. El indigena observé que del jugo de la pifia brotaban pequeiias
burbujas que formaban una espuma blanca espesa, aparto la espuma del liquido y al probarlo, se
encontré con un sabor enriquecido y distinto. La bebida provocé cierta alegria en su cuerpo,
provocando en él un cambio de personalidad; por lo que se le consideré a esta bebida, la cual hoy
conocemos con el nombre de “tequila”, como un regalo de los dioses (La Ruta del Tequila, 2016;
Garcia, 2014).

De acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-006-SCFI-2012 se define al tequila como: “Bebida
alcohdlica regional obtenida por destilaciéon de mostos, preparados directa y originalmente del
material extraido, en las instalaciones de la fabrica de un productor autorizado, la cual debe estar
ubicada en el territorio comprendido en la declaraciéon, derivados de las cabezas de agave de la
especie tequilana weber variedad azul, previa o posteriormente hidrolizadas o cocidas, y
sometidos a fermentacién alcohdlica con levaduras, cultivadas o no, siendo susceptibles los
mostos de ser enriquecidos y mezclados conjuntamente en la formulacién con otros azucares
hasta en una proporcidn no mayor de 49% de azucares reductores totales expresados en unidades
de masa, en los términos establecidos en la presente norma y en la inteligencia que no estan
permitidas las mezclas en frio. El tequila es un liquido que puede tener color, cuando sea
madurado, abocado, o afadido de un color especifico.”
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2.2 Proceso de produccion del tequila

La produccion y comercializacién del tequila en el 2019 fue de 351.7 millones de litros, con una
exportacion del 70.1% y un incremento anual en la produccion del 12% (CRT, 2020). El proceso
de produccién del tequila dura entre siete y nueve afios y da comienzo con la siembra del agave
tequilana weber variedad azul (CRT, 2020). Después de aproximadamente siete afios, el agave
alcanza su madurez y se inicia con la cosecha, etapa nombrada como “jima”; en donde sus hojas
o pencas son cortadas dejando Unicamente el tallo, conocido como pifia. Las pifas son ingresadas
a hornos de mamposteria o autoclaves a una temperatura entre 100 y 110°C por cuatro dias (dos
dias con inyeccién de vapor y dos con inyeccién suspendida) para hidrolizar la inulina (polimero
de fructosa y glucosa), carbohidrato principal en el agave; y asi obtener azlcares simples
(principalmente fructuosa). Esta etapa ayuda a disminuir el pH de 5.2 a 4.5 unidades y a dar una
mejor consistencia a las pifias antes de pasar a la etapa de molienda y extraccion de jugo, que es
en donde, con una combinacién de desgarradoras y un tren de molinos de rodillos, los jugos o
mieles son separados y extraidos de las fibras de la pifia (Garcia, 2014). En la siguiente etapa
llamada “formulacién”, de acuerdo con la NOM-006-SCFI-2012, el fabricante puede elaborar dos
categorias de tequila; las cuales son: tequila 100% de agave y tequila, respectivamente. De
acuerdo con lo elegido, se procede al envio de las mieles a las tinas de fermentacion, la adicion
de las levaduras (Saccharomyces Cerevisiae) y el ajuste del pH (3.8-4 unidades) y temperatura (30-
38°C) optimos para las levaduras; el resultado de esta operacion es el mosto fresco, listo para
comenzar la fermentacion. En esta fase, que dura entre 22 y 24 horas, las levaduras transforman
los azlcares presentes en los mostos, en alcohol etilico y diéxido de carbono; asi como otros
compuestos que le brindan al tequila suaroma y sabor caracteristico. Posteriormente, se efectia
una doble destilacidn del mosto fermentado en alambiques o en torres continuas. La primera se
denomina destrozamiento, en donde se consigue una concentracién de alcohol entre el 25y 45%;
y en la segunda se enriquece el contenido alcohdlico hasta el 55%, de acuerdo a la norma del
tequila. La ultima etapa del proceso es la maduracidn, en la que, de acuerdo a la norma, se le
designa al tequila un tiempo de maduracién que va desde dos meses hasta tres afios en contacto
directo con la madera de recipientes de roble o encino, dependiendo del tipo de tequila al que se
quiera llegar; los cuales son reposado, afiejo o extra afejo (Ibarra et al., 2010).

2.3 Subproductos de la elaboracidon del tequila

En el 2014, segun cifras del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), la industria
tequilera generd 55,295 empleos directos, siendo la segunda industria de bebidas alcohdlicas en
generar el mayor nimero de empleos en el pais, solo por detras de la industria cervecera (México,
2015), por lo cual, representa un pilar fundamental en la economia del pais, no obstante, la
produccidn del tequila también trae consigo una problematica ambiental, ya que en el proceso
se generan distintos subproductos contaminantes; siendo el bagazo y las vinazas (Figura 1) los
gue cobran un mayor impacto al tener como destino final el suelo y los cuerpos de agua,
considerados como elementos basicos de todo ecosistema.
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Figura 1. Proceso de produccion del tequila

Se ha reportado que por cada litro de tequila que se produce se generan 1.4 Kg de bagazoy entre
12 y 15 L de vinazas (Ferral, 2015; Garcia, 2014; Robles y Villalobos, 2009). De acuerdo con la
produccidn de tequila registrada por el Consejo Regulador del Tequila (CRT) en 2018, se estima
gue se generaron alrededor de 432 millones de kilogramos de bagazo; y entre 3,709 y 4,636
millones de litros de vinaza. Estos subproductos poseen caracteristicas fisicoquimicas superiores
a los LMP establecidos en la normativa federal para la descarga de aguas residuales.

2.3.1 Bagazo de agave

El bagazo es la biomasa fibrosa que es desgarrada de las pifias de agave una vez que han pasado
por la etapa de coccidon y molienda para la extraccién de mieles, y equivale aproximadamente al
40% del peso total en base humeda de la pifia (Martinez et al., 2015). Este subproducto se
compone de un 43% de celulosa, 19% hemicelulosa, 15% lignina, 10% de azucares residuales, 3%
nitrogeno total, 1% pectina y el 9% restante de otros compuestos (Abreu, 2013). Estas
particularidades en su composicién hacen que el bagazo de agave tenga multiples aplicaciones y
aprovechamientos, desde la elaboracién de materiales de construccidn, alimento para ganado y
composta, hasta la elaboracién de biocombustibles, bioplasticos, materia prima en la elaboracién
de papel, cartdn y corcho, y obtencidn de enzimas; lo cual hace que su impacto ambiental se vea
reducido (CyD, 2017; El Universal, 2017; Arriaga, 2006).

2.3.2 Vinaza tequilera

La palabra “vinaza” proviene del latin “vinaceus”, que significa “residuos del vino”. Las vinazas
tequileras son el subproducto liquido que se genera en el destrozamiento (primera destilacién)
del mosto fermentado de agave. En la Figura 2 se muestra la generacién de vinazas en la etapa
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del destrozamiento para la obtencién del ordinario (producto principal de la primera destilacion),
el cual debe pasar posteriormente a la rectificacion (segunda destilacion).

(l Cabezas '
Mosto fermentado Destrozamiento Ordinario
25-45% Alc. vol.

\ 4

l VINAZAS TEQUILERAS '

Figura 2. Destrozamiento y generacion de vinazas

La composicién de las vinazas en general varia segun la materia prima utilizada para la produccion
del alcohol, ya sea cafia de azucar, remolacha, uva, piloncillo, o distintos tipos de agave. Para el
caso especifico de las vinazas tequileras, éstas se componen de pequefias fibras de agave,
fructuosa, glucosa, aldehidos y sustancias no volatiles que permanecen en el fondo de las
columnas o alambiques de destilacion (lbarra et al., 2010).

Las vinazas tequileras son de color café turbio y oscuro debido al elevado contenido de sélidos
suspendidos (SS) que van de 20 a 50 g-L; poseen un olor caracteristico a alcohol-caramelo,
similar al adquirido por el agave cocido; y se componen en promedio de 90% agua y 10% sdlidos
(CyD, 2017).

Las principales caracteristicas fisicoquimicas de las vinazas son: alta carga orgdnica medida como
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), cuyos valores se
encuentran en un rango de 50,000 a 150,000 y 35,000 a 60,000 mg-L?, respectivamente; alta
concentracién de sélidos suspendidos (SS) (20,000-50,000 mg-Lt); un pH &cido (3-5 unidades); y
alta temperatura de descarga que alcanza los 90°C (Estrada-Arriaga et al., 2021; CyD, 2017; Ferral,
2015). Las caracteristicas fisicoquimicas anteriormente mencionadas no cumplen con la NOM-
001-SEMARNAT-1996 que establece los LMP de contaminantes en aguas que son descargadas a
cuerpos receptores, y cuyos valores a cumplir son un rango de pH entre 6.5 a 8.5 unidades;
temperatura menor a 40°C; y DBO, al igual que SST, menor a 200 mg-L* (NOM-001-SEMARNAT-
1996, 2012; PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017, 2018). Debido a la normatividad y a la cantidad
de vinazas generadas anualmente, el tratamiento para este tipo de aguas residuales ha pasado a
ser tema de debate en la comunidad cientifica, ya que se ha convertido en un serio problema de
contaminacion ambiental en el pais.




“Produccién de hidrégeno a partir de vinaza tequilera mediante el uso de biorreactores anaerobios con diferente
biomasa”

Marco tedrico

Existen numerosos impactos ambientales provocados por la disposicion indebida de vinazas
tequileras, por ejemplo, al verter estas aguas residuales sin un previo tratamiento en el suelo se
favorece el crecimiento de organismos patdgenos en algunos cultivos, la presencia de grasas y
aceites en este liquido promueve la formacion de una pelicula capaz de impermeabilizar los suelos
e impedir la filtracion del agua afectando directamente a los cultivos (CyD, 2017). Por otra parte,
al ser descargadas en cuerpos de agua naturales provoca que las altas concentraciones de materia
organica y soélidos suspendidos disminuyan la actividad fotosintética de organismos acuaticos
debido a la escasa penetracién de luz solar impidiendo la concentracion de oxigeno disuelto,
impactando finalmente en el deterioro de la vida acuatica. Actualmente, la PROFEPA ha intentado
aminorar el impacto provocado por la industria tequilera, obligando a los responsables a tomar
medidas a fin de disminuir la contaminacién (CRT, 2020). Sin embargo, la CONAGUA estimd que,
hasta el ano 2018, solo el 39% de las aguas residuales industriales reciben un tratamiento para
cumplir con las normas ambientales de descarga.

Entre los tratamientos que generalmente se aplican a las vinazas el mas comun es el
pretratamiento, el cual consiste en neutralizar el pH y disminuir la temperatura a 40°C. Para llevar
a cabo este pretratamiento, la vinaza es almacenada en tanques que permiten su enfriamientoy,
ademas, en el mismo tanque es adicionado hidréxido de calcio Ca(OH); para neutralizar el pH. Sin
embargo, el pretratamiento no es suficiente para llevar a cabo la remocion de los contaminantes,
por lo que es necesario que las vinazas sean sometidas a un tratamiento posterior, ya sea
fisicoquimico, bioldgico; o bien, una combinacién de ambos (Garcia, 2014) para poder cumplir
con la normatividad vigente. En la actualidad, los tratamientos bioldgicos son los que se
implementan mayormente a escala industrial.

2.4 Métodos fisicoquimicos

En el caso de los tratamientos fisicoquimicos, uno de los mas utilizados son las lagunas de
sedimentacién con adicion de polimeros, catalogadas como sistemas de tratamiento primario
utilizadas como sistemas de almacenamiento y al mismo tiempo como sistema de remocién de
sélidos. Sin embargo, al alcanzar el 80% de remocién de sélidos sedimentables, una de las
desventajas es que la concentracidon de materia orgdnica permanecera mayor a 90%, ademas, si
las lagunas no estan técnicamente acondicionadas, existe el riesgo permanente de contaminacion
al suelo y subsuelo (Garcia, 2014). Otro método fisicoquimico que también es considerado como
tratamiento primario es el uso de Flotacién con Aire Disuelto (DAF, por sus siglas en inglés), el
cual consiste en la introduccidn de microburbujas de aire en un estanque con agua residual o
lodo. Al ascender las burbujas, las particulas presentes en el agua se adhieren a éstas,
separandose y formando una capa flotante de material concentrado. A pesar de que esta
tecnologia no es frecuentemente utilizada a escala industrial, se ha observado que con la adicién
de polimeros acelerara la separacion de los sélidos suspendidos (SS), promoviendo una remocion
del 80%; sin embargo, no se obtienen remociones significativas en cuanto a sélidos disueltos y
DBO®. Los altos costos hacen que la implementacidn a escala industrial de esta tecnologia sea
muy poco factible (Ferral, 2015).
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Uno de los sistemas mayormente empleados a nivel piloto e industrial es la coagulacién-
floculacién. La coagulacion consiste en la desestabilizacién de particulas coloidales que se
encuentran en aguas residuales por accidon de un compuesto quimico, mejor conocido como
coagulante. Una vez que este compuesto reacciona con los coloides, ocasiona la atraccién de
estos, generando coloides de un mayor tamaiio (fléculo). Posteriormente se procede a la
floculacién, donde por medio de polimeros (floculantes) se forman coagulos tridimensionales y
porosos que se unen para formar un coagulo de mayor tamano y peso, permitiéndole sedimentar
con facilidad (Garcia, 2014). Esta tecnologia remueve los sélidos solubles y sélidos coloidales de
las vinazas en un 20 y 30%, respectivamente, a nivel laboratorio se ha demostrado que se puede
remover aproximadamente un 70% de color y 37% de DQO. Otros estudios han demostrado (a
escala piloto) remociones de DQO hasta de un 100% utilizando polimeros catidnicos (Ferral,
2015), sin embargo, su implementacién a escala real eleva considerablemente los costos, debido
los polimeros empleados.

Otro método que ha sido estudiado y que se aplica actualmente a escala industrial, es la
evaporacion de vinazas. Dicho método consiste en concentrar las vinazas calentandolas en
evaporadores de efecto multiple (evaporadores en serie). La vinaza concentrada puede ser
empleada como biocombustible, incinerandolas en calderas para la produccién de vapor para el
proceso de evaporacion de mas vinazas; no obstante, dicho proceso no puede llevarse a cabo
completamente utilizando las vinazas como Unico combustible, pues no poseen caracteristicas
naturales de combustible, lo que hace necesario el uso de combustibles fdsiles u otro por el estilo,
tendiendo finalmente esta tecnologia beneficios ambientales muy bajos (Retes, 2014). Otro
aprovechamiento es en la produccién de composta como fertilizante liquido o como aditivo de
alimento para animales. Esta tecnologia reduce en volumen mas del 50% de las vinazas, pero
requiere de altos costos de inversidn, ademas, diversos estudios reportan que las vinazas
provocan impactos nocivos en el suelo (Retes, 2014).

En los ultimos afios han sido desarrollados diferentes métodos para el tratamiento de vinazas a
escala laboratorio, tales como electrocoagulacién y filtracion con membranas. La primer
tecnologia consiste en la induccion de corriente eléctrica en el agua residual a través de placas
metadlicas paralelas de distintos materiales como hierro o aluminio, con el fin de desestabilizar las
particulas de contaminantes que se encuentran suspendidas, emulsionadas o disueltas en el
medio acuoso (Garcia, 2014). La segunda tecnologia se basa en laimplementacion de membranas
de microfiltracién, ultrafiltracidon y nanofiltracion. Retes (2014) reporté remociones del 85% de
color y 93% de DQO en vinazas vinicolas empleando electrocoagulacién, mientras que da Silva et
al., (2020) y Lebron et al., (2020) reportaron remociones de color del 98 y 99 % respectivamente,
y DQO del 87 y 62% respectivamente, ambos empleando micro y nanofiltracion para el
tratamiento de vinazas de cafia de azucar.

Otras tecnologias que se han estudiado a nivel laboratorio son la integracidon de sistemas de
coagulacion-floculacidn, sistemas bioldgicos aerobios y sistemas de oxidacidn avanzada con
ozono, el cual es un potente oxidante altamente soluble en agua, rapidamente disponible y no
genera subproductos dafiinos. La adicién de radiacion ultravioleta (UV) y perdxido de hidrégeno
(H202) aumentan la eficiencia de esta tecnologia, lo cual se debe a la generacién de radicales
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organicos como el hidroxilo (OH") el cual es capaz de oxidar compuestos organicos e inorganicos
(Garcia, 2014). Esta tecnologia tiene una eficiencia de remocién de SS de 100% y un 85% en la
remocion de materia orgdnica, ademas de también remover el color de las vinazas. No obstante,
este tratamiento demanda elevados costos de operacion e infraestructura que no es accesible
para la mayoria de los productores que corresponden a pequefias y medianas empresas (Ferral,
2015; Retes, 2014; Lira, 2013).

Si bien, la mayoria de los tratamientos fisicoquimicos que se describieron presentan altas
eficiencias de remocién de contaminantes, también muestran dos grandes desventajas: sus
costos elevados y el empleo de electrolitos que pueden provocar interferencias con la matriz y
generar subproductos mas dafinos para el ambiente, incrementando los costos de operacién
(Garcia, 2014). Por ende, los industriales tequileros buscan métodos alternativos para el
tratamiento de las vinazas.

2.5 Métodos bioldgicos

Los tratamientos bioldgicos se basan en la implementaciéon de consorcios microbianos que a
través de reacciones bioquimicas logran una oxidacion o biodegradacion de los compuestos
contaminantes presentes en el agua residual (Sosa, 2013). Desde hace mas de tres décadas se
han empleado sistemas biolégicos para el tratamiento de las vinazas tequileras, tales como
sistemas anaerobios, aerobios y combinaciones en serie de ambos.

2.5.1 Digestion aerobia

El tratamiento biolégico aerobio consiste en la degradaciéon de materia orgdnica presente en el
agua residual por medio de microorganismos en presencia de oxigeno, lo que implica un largo
periodo de aireacidon. En este proceso a medida que se agota el sustrato los microorganismos
comienzan a consumir su propio protoplasma con el fin de obtener la energia necesaria para
realizar sus reacciones de mantenimiento celular. La digestiéon aerobia reduce la cantidad de
sélidos volatiles en el lodo, por lo que, a su vez, elimina olores desagradables y su potencial de
putrefaccion, facilitando su disposicion. Los subproductos que se generan en este tratamiento
son diéxido de carbono (COz), biomasa (lodo) y agua (CONAGUA, 2015). Para el tratamiento de
vinazas tequileras, la digestion aerobia no es cominmente empleada como Unico tratamiento,
sino que, por lo general, es afiadido a un tratamiento en serie después de la digestién anaerobia;
ya que, a diferencia de este ultimo, la microbiota que trabaja en presencia de oxigeno no soporta
las altas cargas orgdnicas de materia organica que poseen las vinazas.

2.5.2 Digestion anaerobia

La digestidn anaerobia, también llamada biometanizacidn, es un proceso biolégico natural en el
gue bacterias anaerdbicas estrictas, en ausencia de oxigeno molecular (0;), realizan una
fermentacion estable y autorregulada en la que la materia organica presente en las aguas
residuales es asimilada, degradada y mineralizada a una mezcla de gases llamada “biogas”, el cual
se compone principalmente de 35—-75% CHa, 15-60% CO, y 5-10% vapor de agua (Gabriel y Sierra,
2017).
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El tratamiento anaerobio es capaz de alcanzar eficiencias de degradacién entre 70 y 95% de la
materia organica contenida en las vinazas (Estrada-Arriaga et al., 2021; Houbron et al., 2016;
Ferral, 2015; Cabrera y Diaz, 2013), ademads, presenta otras ventajas significativas respecto al
tratamiento aerobio, por ejemplo, existe un ahorro econémico al no requerir de gran cantidad de
energia para el mezclado mecdnico; a diferencia de la digestion aerobia, que ocupa cantidades
significantes de energia para realizar la aireacién del proceso.

La mayoria de las aguas residuales industriales carecen de nutrientes para mantener un
crecimiento bioldgico, sin embargo, el costo por la adicién de nutrientes es significativamente
mas bajo para los procesos anaerobios en comparacion a los aerobios, debido a que en el proceso
anaerobio se produce un menor volumen de lodos (Sosa, 2013). De igual manera, esto también
beneficia en la disminucién de costos de operacion ya que el tratamiento y disposicion final de
los lodos representa casi el 50% del costo total de los sistemas de tratamiento de aguas residuales
(Garcia, 2014). Por otro lado, los procesos anaerobios soportan cargas organicas altas (3.2—32
gDQO - L*-d?) en comparacion con los procesos aerobios (0.5-3.2 gDQO - L -d™?), razén por la
cual el volumen de instalacién y el espacio pueden ser reducidos (Sosa, 2013). Otra ventaja que
hace a la digestion anaerobia tan atractiva es la generacién de energia mediante el
aprovechamiento de la produccion de biogas rico en metano. El uso de este bioproducto para la
generacion de energia en las plantas de digestion permite la conservacién de mas del 90% del
contenido caldrico de los sustratos organicos tratados (Garcia, 2014).

La investigacidn sobre la implementacion de esta tecnologia ha avanzado considerablemente en
las ultimas tres décadas y gracias a estas ventajas se ha consolidado como una opcién éptima
para el manejo de efluentes industriales (Sosa, 2013), ademas de que, en la actualidad, esta
ampliamente probado para la degradacién de la materia orgdnica y recuperacion de energia en
forma de biogas (Red Espafiola de Compostaje, 2012).

2.6 Fases de la digestion anaerobia

El proceso de digestion anaerobia se compone de cuatro etapas: hidrélisis, acidogénesis o
fermentacién, acetogénesis o 8-oxidacion y metanogénesis. Estas etapas se presentan en la
Figura 3y cada una de ellas se detalla a continuacion.
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Figura 3. Proceso de digestion anaerobia (Garcia, 2014)

2.6.1 Hidrdlisis

La hidrdlisis es la primera etapa del proceso de digestién anaerobia. Consiste en un proceso
extracelular en el que los microorganismos excretan enzimas para catalizar la hidrdlisis de
polimeros complejos (proteinas, carbohidratos y lipidos) y convertirlos en moléculas mas simples,
haciendo posible su disolucién en el medio acuoso que les rodea. Esas moléculas, debido a su
tamano y simplicidad estructural, son capaces de ser transportadas al interior de los
microorganismos a través de la membrana celular. Las bacterias presentes en esta etapa pueden
ser anaerobias obligadas o facultativas, como Clostridium, Bacillus y Pseudomonas, las cuales son
estables en un rango de pH de 5 a 11 unidades (CONAGUA, 2015). La importancia de esta etapa
radica en que, ademas de suministrar sustrato asimilable para los grupos microbianos posteriores
(bacterias acidogénicas, que no pueden absorber polimeros orgdnicos complejos), reducen el
oxigeno disuelto y gaseoso que pudiese estar presente en el sistema (Parra, 2014). La velocidad
de esta etapa depende de la cantidad de materia orgdnica, el area superficial, la concentracion
de biomasa, y, la produccién y absorcidén de enzimas.

2.6.2 Acidogénesis
Durante esta etapa, también conocida como fermentacidn, las bacterias acidogénicas o
fermentativas que, al igual que en la hidrdlisis, pueden ser obligadas o facultativas (como
Bifidobacterium spp. y Selenomonas spp.); utilizan los productos de la hidrélisis para formar
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compuestos intermedios. Los productos de la fermentaciéon constan de 51% acetato, 19%
hidrogeno y el resto se compone de productos mas reducidos como los AGV (acidos grasos
volatiles), entre los que se puede encontrar el dcido propidnico y el acido butirico, alcoholes,
lactatos y didxido de carbono (CONAGUA, 2015). En esta etapa se produce el dcido orgdnico mas
importante para la produccidon de metano, que es el acido acético (acetato); asi como el hidrégeno
y el didxido de carbono, que son el sustrato directo para las arqueas metanogénicas (Parra, 2014).
La generacion de subproductos en esta etapa depende de la presién parcial del hidrégeno; pues
al incrementar ésta, se producen menos compuestos reducidos, tales como el acetato. La
fermentacién es cominmente la etapa mas rapida, sin embargo, puede ser inhibida si se presenta
un pH menor a 4 unidades.

2.6.3 Acetogénesis

Durante |la acetogénesis o 8-oxidacion, las bacterias acetogénicas se encargan de oxidar algunos
compuestos que no pueden ser aprovechados directamente por las bacterias metanogénicas
como los AGV, los acidos grasos de cadena larga, acidos grasos aromaticos y alcoholes. De esta
manera, se producen nuevos compuestos como el acetato, hidrégeno y didxido de carbono, que
si pueden ser asimilados y aprovechados en la metanogénesis. El acetato, al igual que en la
acidogénesis, es el compuesto considerado mas importante que se genera en esta etapa, ya que
aproximadamente el 70% de las bacterias metanogénicas emplean acetato para la produccion de
metano. Al igual que en las etapas anteriores, en esta etapa participan bacterias anaerobias
obligadas y facultativas como Acetobacterium spp., Sporomusa spp. y Ruminococcus spp. Este
grupo de microorganismos puede soportar cambios en los valores de pH y temperatura.

2.6.4 Metanogénesis

Finalmente, en la metanogénesis, los principales productos de la acidogénesis y acetogénesis
(acetato, hidrégeno y didxido de carbono) son transformados en metano y diéxido de carbono
por accién de las arqueas metanogénicas, tales como Methanococci spp., Methanobacteria spp.
y Methanomicrobia spp. (Garcia, 2014).

Aproximadamente el 70% del metano proviene del acetato, el cual sufre un proceso de
descarboxilacién ocasionado por las arqueas metanogénicas acetocldsticas y, el 30%, tiene origen
en la reduccién del diéxido de carbono por el hidrégeno a metano, el cual es empleado por las
arqueas metanogénicas reductoras; a esta fase se le conoce como metanogénesis
hidrogenotréfica (Parra, 2014). Las bacterias participes en esta etapa son estrictamente
anaerobias, por lo que son altamente sensibles a la presencia de O, y a los cambios en los
parametros de operacion. Los microorganismos involucrados en la digestidon anaerobia (obligados
y facultativos) mantienen una relacion de simbiosis, por ejemplo, es de suma importancia contar
con una gran cantidad de bacterias facultativas, ya que pueden efectuar reacciones de oxidacion
a través de la via oxidativa y asi remover el O, del agua residual. Esto es la clave para asegurar un
proceso de digestidn sin problemas, pues las arqueas metanogénicas son anaerobias obligadas y,
si el 02 no es removido, el proceso de metanogénesis puede inhibirse (Sosa, 2013).

Sin embargo, desde hace aproximadamente cuatro décadas, se ha estudiado una variacién de la
digestidon anaerobia en la que, a través de la adecuacion de condiciones para la inhibicion de la
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ultima etapa (metanogénesis), es posible la obtencion de biogas rico en hidrégeno, el cudl
presenta diversas ventajas por encima del metano; a esta tecnologia se le conoce como
fermentacion oscura.

2.7 Fermentacion oscura

La fermentacidn oscura es el proceso bioldgico mas conveniente para la produccién de hidrégeno
(biohidrégeno), ya que permite obtener tasas de produccion mas altas en comparacién con otros
procesos biolégicos, ademds de que no necesita luz solar, tiene un método de operacion sencillo,
existe una nula quema de hidrocarburos y se realiza una reduccién de la descarga de nutrientes
al ambiente (Albarran, 2017).

La generacion de biohidrogeno a través de la fermentacidn oscura se logra principalmente por
bacterias estrictamente anaerobias o anaerobias facultativas, bajo condiciones anaerobias. En
general, son especies del género Clostridium formadoras de esporas, facultativas como
Enterobacter sp y Bacilos sp, algunas bacterias termofilicas, y acidogénicas anaerobias
provenientes de lodos (Blanco, 2013).

La principal fuente de carbono de los microorganismos en la fermentacion oscura son los
monosacaridos, especialmente la glucosa, seguido de la xilosa, almidon, celulosa y otras fuentes
gue pueden ser generadas a partir de la hidrdlisis de polisacaridos proteinas y lipidos; razén por
la cual, la reaccién de biotransformacion de glucosa a hidrégeno, didxido de carbono y acido
acético (Ecuacion 1) es la ecuacion mas aceptada para la estimacion de la produccion tedrica de
hidrégeno en la fermentacién oscura. Esta reaccidén indica que, por cada mol de glucosa
consumido por los microorganismos, se produciran un maximo de 4 moles de hidrégeno,
asumiendo que el Unico producto intermedio que se formara es el acido acético, es decir, en
condiciones ideales. El valor negativo de la energia libre de Gibbs indica que hay productos que
se forman de manera espontdnea, sin requerir energia (Blanco, 2013).

CeHy,04 + 2H,0 — 2CH;COOH + 4H, + 2C0, AG® = —206 kJmol™!

Ecuacion 1. Reaccion de biotransformacion de glucosa en la fermentacion (Blanco, 2013)

El hidrégeno obtenido se puede cuantificar en términos de tasa y rendimiento. La tasa de
produccién de hidrégeno (TPH) es la cantidad de hidrégeno (mL o L) producido por unidad de
tiempo y por unidad de volumen del reactor (tasa volumétrica), o por unidad de biomasa (tasa
especifica); mientras que el rendimiento de hidrégeno (RH) es la cantidad de hidrégeno (mol, mL
o L) producido por cantidad de sustrato consumido (mol o g de glucosa; DQO; o STV) (Blanco,
2013).

El RH depende de los productos intermedios o AGV que se forman durante la fermentacién. EI RH
mads alto (4 mol Hz-mol glucosa™) se alcanza cuando los Gnicos metabolitos formados son el dcido
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acético, por lo tanto, cuando se forman otros metabolitos, el RH disminuye. Los RH obtenidos en
los estudios reportados son menores al maximo teérico, debido a que la composicién de los
sustratos propicia la diversificacion de las rutas metabdlicas, dentro de las cuales se encuentran
algunas que no generan, o que incluso consumen hidrégeno (Albarran, 2017), como se puede
apreciar en la Figura 4.

Acido acético CcH,0,+ 2H,0 — 2CH,COOH + 2C0, + 4H,
Acetona CeH1,0 + H,O — CH;COCH5 + 3C0, + 4H,
Acido butirico CeH2,05 — CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H,
Acido propi6nico CcH206 + 2H, — 2CH3;CH,COOH + 2H,0
Etanol CcH5,0¢ — 2CH3;CH,OH + 2C0,

Acido Lactico CsH,,0, — 2CH;CHOHCOOH

Figura 4. Reacciones generales de la fermentacion oscura (Albarrdn, 2017)

2.8 Factores importantes en la fermentacién oscura

Ya que la fermentacién oscura es parte de la digestién anaerobia, es importante mantener las
condiciones que propicien la interrupcidn del proceso de digestiéon anaerobia justo en la etapa de
acidogénesis para obtener una produccion de hidrégeno. Existen diferentes factores y variables
dependientes que deben ser controlados bajo condiciones éptimas para mantener una operacion
eficiente de los reactores, ya que un cambio brusco en algun pardmetro podria desatar una
reaccién en cadena con efectos que pueden culminar en la inhibicién total del proceso. La
presencia de bacterias consumidoras de hidrégeno, tales como las metanogénicas,
homoacetogénicas, y reductoras de sulfatos y nitratos, representan un factor que afecta y reduce
la produccién de hidrégeno (Blanco, 2013). Existen otros factores importantes en la fermentacién
oscura que se relacionan con las condiciones de operacidn, los cuales se describen a continuacién.

2.8.1 Inoculo

Se han empleado cultivos puros y mixtos como indculos para la produccién de hidréogeno
fermentativo. Para los cultivos puros en su mayoria corresponden a especies del género
Clostridium, los cuales son bacilos gram-positivos, estrictamente anaerobios y formadores de
esporas; y el género Enterobacter, que son Bacilos gram-negativos y anaerobios facultativos
(Blanco, 2013). Los cultivos mixtos de bacterias anaerobias de lodos, composta y suelo resultan
ser mas practicos que los puros, ya que los cultivos mixtos son mads sencillos de manejar y
controlar, y pueden tener una fuente mas amplia de sustratos, ya sea complejos y no estériles;
ademas de presentar mayor resistencia a los cambios en las condiciones ambientales. Sin
embargo, se debe tomar en cuenta que, en los cultivos mixtos, al ser consorcios microbianos,
coexisten tanto bacterias productoras de hidrogeno como consumidoras, por lo cual, diversos
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autores han empleado pretratamientos del indculo con el objetivo de inactivar los
microorganismos consumidores de hidrégeno y preservar la actividad de los productores
(Albarran, 2017). Dentro de los métodos para la inactivacion de las bacterias consumidoras de
hidrégeno utilizados se encuentran los siguientes:

e Térmico: El cultivo se somete a altas temperaturas por tiempos largos.

e Choque 4cido-alcalino: Se crean condiciones de pH bajo y alto en periodos de tiempo
cortos.

e Aireacién: Suprime la actividad de las arqueas metanogénicas por el efecto toxico del
oxigeno sobre las bacterias anaerobias estrictas.

e Radiacion: Luz ultravioleta, ultrasonido, infrarrojo o rayos gamma.

e Adicidn de quimicos: Son compuestos inhibitorios de las arqueas metanogénicas como el
BESA, cloroformo, acetileno, etc.

e Presidn: Se crea una presion de seleccién continua dentro del reactor para controlar el
crecimiento de las arqueas metanogénicas.

2.8.2 Sustrato

Los sustratos mas utilizados son la glucosa, sacarosa y el almidon, debido a la facil asimilacién
para los microorganismos por sus estructuras simples. No es ideal emplear sustratos con
estructuras moleculares complejas, debido a que son dificiles de asimilar por los
microorganismos, principalmente si se utilizan cultivos microbianos puros; sin embargo, existen
pretratamientos aplicados a los sustratos complejos para hacerlos facilmente asimilables para las
bacterias productoras de hidrégeno, tales como la ultrasonificacién, acidificacién, congelamiento-
descongelamiento, esterilizacion y las microondas (Blanco, 2013). Por el contrario, cuando se
utilizan cultivos microbianos mixtos, el uso de estos pretratamientos no es necesario, ya que estos
consorcios microbianos suelen presentar una mayor resistencia a las estructuras moleculares del
sustrato, toxicidad, pH, contenido de materia organica, etc.

2.8.3 Temperatura

Los rangos en la operacion estan influenciados por las bacterias acidogénicas, las cuales son las
encargadas de la produccion de hidrégeno. El rango de temperatura al que estas bacterias son
capaces de producir hidrégeno esta entre 15y 85°C, pudiendo operar a temperaturas psicrofilicas
(15-25°C), mesofilicas (25-45°C), termofilicas (45-65°C) e hipertermofilicas (>65°C) (Blanco,
2013). La temperatura éptima del proceso que han reportado diversos autores se encuentra en
los rangos mesofilico y termofilico, especificamente entre 30 y 50°C. No obstante, también
existen estudios donde operan a temperatura ambiente, evitando gastos energéticos vy
obteniendo producciones de hidrégeno aceptables, alrededor de 11% menores a las obtenidas
con temperaturas mesofilicas (Sotelo, 2017). A temperaturas mayores se favorece al incremento
de la solubilidad de los compuestos organicos, aumentando su disponibilidad para los
microorganismos. Asimismo, es posible incrementar las tasas quimicas y biolédgicas de reaccién,
acelerando el proceso de conversion; por lo cual, el reactor puede ser de menor volumen y operar
con tiempos cortos de retencidén hidraulica. Sin embargo, el incremento en la temperatura
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también puede impactar negativamente, ya que al aumentar la temperatura se eleva la fraccién
de amoniaco (NHs), compuesto que inhibe la actividad microbiana (Buitron et al., 2014).

2.8.4 Potencial de hidrégeno (pH)

Los efectos del pH se reflejan en la actividad enzimatica de los microorganismos, pues cada
enzima es activa en un intervalo especifico de pH y posee una mdaxima actividad en su valor
6ptimo (Lorenzo y Obaya, 2005); por ende, cada grupo de microorganismos tiene valores o rangos
6ptimos de pH. Las bacterias productoras de hidrégeno exigen un pH entre 4 y 6.5 unidades, con
un rango 6ptimo de 4.5-6 unidades. Si se presenta un pH debajo de 4 unidades, los AGV pueden
provocar inhibicidn acida; por otra parte, si el pH se encuentra por encima de 6.5 unidades, se
pueden desarrollar las bacterias metanogénicas y tener una produccion de metano mayor a la de
hidrégeno (Espinoza et al., 2009). La acidogénesis, que es en donde se produce el hidrégeno, da
lugar al decremento del pH; por lo que, si el proceso global se encuentra equilibrado, el pH en el
efluente (producto digerido) es menor que en el influente (producto bruto) (San Miguel y
Gutiérrez, 2015).

2.8.5 Potencial de oxido-reduccion (ORP)

Es conveniente mantener el potencial redox (ORP) en un rango de -130 a -300 mV para asegurar
un ambiente reductor que las bacterias productoras de hidrogeno necesitan para su actividad
(Vongvichiankul, Deebao, y Khongnakorn, 2017). Sin embargo, valores muy por encima de estos
(incluso de 0 mV) pueden registrarse en los reactores sin suponer una baja en el rendimiento del
proceso, pues las bacterias anaerobias se reproducen en ambientes reductores con ORP <0 mV
(San Miguel y Gutiérrez, 2015).

2.8.6 Produccion de biogds

Es el parametro mdas comun para medir. Puede ser expresado en términos de tasa o de
produccién. La importancia de este parametro radica en que permite una visualizacién del
rendimiento global del proceso. Sin embargo, no puede ser empleado para detectar
desestabilizaciones en etapa temprana, puesto que el cambio en la tasa de produccidn de biogds
depende de las cargas orgdnica e hidraulica y de la composicion del sustrato, ademds, una
disminucion en la produccién de biogas ocurre una vez que el proceso ya presenta un grado de
inhibicion significativa, o bien, una falla total (Garcia, 2014).

2.9 Clasificacion de los reactores anaerobios

Un proceso de tratamiento anaerobio puede llevarse a cabo en diferentes sistemas o reactores
anaerobios. Los reactores anaerobios son unidades bien establecidas para la biodegradacién de
la materia organica del agua residual (Sosa, 2013).

La evolucién de los sistemas anaerobios ha permitido controlar la biomasa activa en el reactor y
desacoplar el tiempo de retencién de sélidos (TRS) del tiempo de retenciéon hidraulico (TRH), dado
gue la capacidad de tratamiento de los reactores bioldgicos esta dada por la cantidad de biomasa
activa que puede contener el sistema y por el contacto eficiente que se mantenga entre la
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biomasay el agua residual. Lo anterior ha llevado a que, con base en su evolucién tecnoldgica, se
cuente con tres generaciones de reactores (Tabla 1).

Tabla 1. Diferentes tipos de reactores anaerobios (Ferndndez-Polanco y Seghezzo, 2015)

1 GENERACION 292 GENERACION 32 GENERACION

Fosa séptica

FAFA
Tanque Imhoff Lecho fluidizado (LF)

Laguna anaerobia Reactor tubular de

pelicula fija

Digestor convencional

Reactor anaerobio de

lecho de lodos y flujo

ascendente (RALLFA,
RAFA o UASB)

Digestor completamente mezclado Lecho expandido

Contacto anaerobio

2.9.1 Reactores de primera generacion

Son aquellos en los cuales la biomasa se encuentra sedimentada con un minimo de contacto con
el sustrato, o bien, en suspensidn sin la recirculacién de sélidos; por lo que la relacién TRS/TRH es
igual a 1 (Moreno et al., 2007).

2.8.2 Reactores de segunda generacion

Se caracterizan porque los microorganismos son retenidos en el reactor, ya sea gracias a la
presencia de un soporte al que se adhieren, o bien, por su capacidad de sedimentacion. En estos
sistemas el TRS es mayor que el TRH (TRS>TRH) (Moreno et al., 2007).

2.8.3 Reactores de tercera generacion

Contienen microorganismos en forma de biopelicula, adherida al soporte que se expande o
fluidifica. Utilizan una corriente de recirculacién para incrementar la velocidad ascendente y
fluidificar el lecho de particulas de soporte; que puede ser arena, material plastico, ceramica, etc.
El material de soporte proporciona una gran area superficial sobre la que se adhiere la biopelicula
y mantiene una buena sedimentabilidad, asegurandose asi la retencion celular (Moreno et al.,
2007).

Por otro lado, los reactores anaerobios también pueden clasificarse de acuerdo con sus regimenes
de operacién: de tipo batch, semi-continuo y continuo; y se describen a continuacion.

2.8.4 Reactores de régimen batch

Estos reactores, también conocidos como reactores de alimentacién por lotes, consisten en
tanques herméticos con una salida de gas (Figura 5a) conectada a un gasémetro flotante donde
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se almacena el biogds producido. En estos sistemas se introduce el material a degradar (sustrato)
y se desarrolla la fermentacion hasta que el contenido de materia prima disminuye y cesa la
produccidn de biogds. Es un reactor muy sencillo en cuanto a su operacion, sin embargo, presenta
algunos inconvenientes, ya que la cantidad de biogas producido no es constante y su composicion
es variable. De igual manera, los primeros productos del proceso no son aptos para su
aprovechamiento, debido a que presentan un alto contenido de CO; y aire. Asimismo, pueden
presentarse problemas mecdnicos en la carga y descarga de la materia orgdnica (Garcia, 2014).
Aunque este sistema presenta todas estas desventajas, no suelen tener relevancia, ya que este
régimen de alimentacién se emplea en la etapa de arranque y estabilizacion de un digestor
anaerobio, donde el principal objetivo es lograr la aclimataciéon de los microorganismos al
sustrato.

2.8.5 Reactores de régimen semi—continuo y continuo

Los reactores semi-continuos son alimentados con materia orgdnica de manera intermitente,
donde el volumen del sustrato que ingresa desplaza una cantidad equivalente del efluente, por
lo que la produccion de biogas es relativamente continua. Este tipo de alimentacién suele ser
eficiente cuando las materias primas consisten en un suministro regular de subproductos
facilmente digeribles. En aplicaciones practicas, esta alimentacion suele dosificarse de una a tres
veces al dia.

En cambio, en los digestores de régimen continuo, la alimentacién al sistema es un proceso
ininterrumpido. El influente es equivalente al efluente descargado, con producciones de biogas
uniformes en el tiempo. Principalmente, estos reactores son empleados para el tratamiento de
aguas residuales industriales. Desde el punto de vista bioldgico, los sistemas en régimen continuo
pueden degradar mayor volumen de sustrato en comparaciéon con los semi-continuos (Garcia,
2014) (Figura 5b). Los disefios de ambos reactores pueden observarse en la Figura 5.

:/HICG /“”QG

it EEE e e e

=<7 E [><]]

N SR

G=gas, E=entrada, S=salida
a) b)

Figura 5. Reactores con régimen a) batch; b) semi-continuo y/o continuo.
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2.10 Clasificacion de la biomasa

Enla Figura 6 se presentan los diferentes tipos de biomasa que existen en los sistemas anaerobios,
los cuales se clasifican en tres tipos de agregacion o de formacion de la biomasa.

= Fijacion microbiana a soportes fijos se presentan en reactores de biodiscos y en los filtros
anaerobios de biopelicula fija de flujo ascendente o descendente.

= La adhesién microbiana sobre particulas en suspension (fléculos), como en los procesos
de los lechos expandidos y fluidificados (biomasa floculenta).

= La formacidn bacteriana sobre los granos o granulos en ausencia de soporte, que se
desarrolla en los RAFA (biomasa granular).

2.10.1 Biomasa floculenta

Es la biomasa o lodo que se presenta en forma de fléculo. Regularmente presenta bajos niveles
de sedimentabilidad, que se clasifica como regular (0.5 y 2 m-h) (Torres et al., 2007; Torres et
al., 2004). Los sistemas con este tipo de biomasa corren el riesgo de presentarse un lavado celular
cuando se emplean altas tasas de carga orgdanica, ademads, la biomasa generada es sensible a las
fluctuaciones del medio como pH y temperatura (Albarran, 2017).

2.10.2 Biomasa granular

Son la union de diferentes microorganismos con forma definida por adhesién con sustancias
poliméricas extracelulares. La estructura inicial sigue creciendo en una estructura compacta,
siempre y cuando se mantengan condiciones favorables para mantenerla- Asimismo, si las fuerzas
de corte o cizallamiento dentro del reactor no son favorables, se propicia su disgregacion
(Albarran, 2017). La biomasa granular se caracteriza por su forma esférica, con un diametro entre
0.5y 5 mm. Presenta niveles altos de sedimentabilidad, calificado como excelente (40 a 60 m-h"
1) (Moreno et al., 2007). Este tipo de agregacion de la biomasa ha sido ampliamente usado para
la produccién de hidrégeno en el tratamiento de aguas residuales en los RAFA, dentro de los
cuales, los granulos se mantienen suspendidos debido a la produccién de biogds y al flujo del
influente (Albarran, 2017).

2.10.3 Biomasa fija (biopelicula)

También conocida como biomasa inmovilizada. Casi cualquier superficie inmersa en un liquido
puede ser colonizada por células microbianas. Los organismos fijos a la superficie se reproducen
y segregan sustancias poliméricas extracelulares que forman una matriz estructural sobre la
célula y a su alrededor, la que eventualmente formara la biopelicula. De esta manera, las
biopeliculas estan constituidas por bacterias fijas a un soporte y, frecuentemente, inmersas en
una matriz polimérica orgdnica de origen microbiano y sustancias organicas e inorganicas unidas
por dicha matriz (Moreno et al., 2007). Los sistemas de biomasa fija pueden tratar sustratos con
alta carga orgdnica, ya que cuentan con una alta concentracion de biomasa, obteniendo mayor
estabilidad y resistencia a cambios en las condiciones ambientales como pH, temperatura,
concentracion de toxinas o inhibidores; ademas de permitir la recuperacién y reutilizacién de la
biomasa (Albarran, 2017).
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zrano o Pellst Eiopelicula

Figura 6. Formas de la biomasa anaerobia

En la Tabla 2 se mencionan diferentes tipos de reactores y la forma en que se presenta su biomasa
(Fernandez-Polanco y Seghezzo, 2015). Para esta investigacion, se hara énfasis en la biomasa
floculenta y granular.

Tabla 2. Formas de biomasa en los reactores anaerobios

SISTEMA DE RETENCION DE LA TIPO DE REACTOR
BIOMASA FORMA DE LA BIOMASA ANAEROBIO
Sedimentacion Fléculo Proceso de contacto
Sedimentacion Grano (pellet) RAFA
FAFA
Adsorcion en soporte inerte y no . , Discos bioldgicos rotatorios
Biopelicula .
poroso Lecho expandido
LF
Adsorciodn en soporte inerte poroso Biopelicula FAL:;A

2.11 Cinética de degradacion de materia organica

En la digestidn anaerobia, las bacterias se reproducen mediante el consumo de sustratos
organicos e inorganicos; a través de reacciones de éxido-reduccidon obtienen la energia potencial
almacenada en los enlaces y ésta se distribuye en la célula, ya sea canalizdndose por su
crecimiento o reproduccién. Partiendo de los conceptos bdsicos de los procesos bioldgicos de
degradacidon anaerobia, es posible comprender el comportamiento microbiano y por tanto
propiciar condiciones que favorezcan su reproduccion a fin de optimizar su desempefiio (Padilla,
2010).
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Generalmente, el andlisis cinético se realiza sobre el proceso global de fermentacién, sin
embargo, algunos estudios refieren Unicamente a la etapa de solubilizacion y formacién de AGV.
La velocidad a la que la materia orgdnica es transformada durante la digestion anaerobia depende
de la concentracion del sustrato, que funciona como donador de electrones y de la velocidad de
consumo del sustrato por el catalizador, en este caso, la biomasa activa (Padilla, 2010).

Entre los modelos cinéticos empleados con mayor frecuencia en sistemas anaerobios se
encuentran el modelo de primer orden, Grau-segundo orden y Stover-Kincannon. Los primeros
dos modelos se aplican comunmente a sistemas de biomasa suspendida, en especial a reactores
de mezcla completa; mientras que el modelo de Stover-Kincannon se aplica principalmente a
sistemas de biomasa fija (Padilla, 2010), como el de la presente investigacion, por lo que a
continuacion, Unicamente se describe este Ultimo modelo.

2.11.1 Modelo de Stover-Kincannon

En este modelo el consumo de sustrato se expresa como una funcién de la COV debido a la
cinética monomolecular de los reactores de biopelicula, tales como los FAFA. Debido a la
dificultad para medir el area superficial activa, la cual soporta el crecimiento de la  biopelicula,
este modelo emplea el volumen efectivo del reactor (Padilla, 2010). El modelo linealizado se
expresa como se muestra en la Ecuacion 2.

v _ K Vv 1
Q- (SO - Se) Unax Q@ °So  Unax

Ecuacion 2. Modelo cinético linealizado de Stover-Kincannon (Kumar, Bhunia y Roshan,
2014)

Donde:

V =Volumen efectivo del reactor (L)

Q = Caudal (L-d?)

So = Concentracidn del sustrato en el influente (g-L?)

Se = Concentracion del sustrato en el efluente (g-L?)

Umax = Constante de la tasa maxima de consumo de sustrato (g-Ld?)
Ks = Constante del valor de saturacion (g-L*d?)

Al graficar; (inverso de la tasa de remocidn de la COV) vs s (inverso de la tasa de la COV
Q- (So—Se) Q-So )
total), se produce una linea recta. La interseccién y la pendiente de esa linea estan dadas por
max
y UKB , respectivamente (Faekah, Fatihah y Samba, 2020)

max

El modelo de Stover-Kincannon ha sido aplicado a FAFA mesofilicos y termofilicos en régimen
continuo para el tratamiento de licores de pulpa de papel y aguas residuales de almiddn simulado,

—t'
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filtros anaerobios para el tratamiento de aguas residuales de soja, reactores anaerobios hibridos,
etc. (Karapinar, 2004).
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CAPITULO 3. ANTECEDENTES

Hace algunas décadas se ha observado que existe la posibilidad de emplear los procesos
anaerobios para la produccidn de hidrégeno sin llegar a la transformacion del sustrato a metano
(Lépez et al., 2010). El principal interés en el uso del hidrégeno es que este combustible no
contribuye a la generacién de gases de efecto invernadero, ya que como subproducto de su
combustion sélo se genera agua, ademds, tiene un alto poder calorifico (122-142 KJ-g*). Por
ejemplo, el valor energético de 1 Kg de hidrégeno es equivalente al de 2.4 Kg de metano 0 2.75
veces mas energia que la que aportan los hidrocarburos. Si bien es cierto que la materia orgdnica
procedente de aguas residuales es probablemente insuficiente para sostener una economia
global basada en el hidrégeno, esta forma de produccién de energia renovable podria ayudar a
compensar de forma sustancial los costos del tratamiento de las aguas residuales (sobre todo
aquéllas con muy altas concentraciones de materia organica), asi como contribuir al
aprovechamiento del hidrégeno como fuente de energia (Buitrén y Carvajal, 2009).

En los procesos anaerobios tradicionales, el hidrégeno se produce a través de la hidrdlisis de la
materia organica; sin embargo, éste se utiliza inmediatamente por los microorganismos
consumidores de hidrogeno, tales como los formadores de metano y las bacterias sulfato-
reductoras. Por lo tanto, la cantidad de hidrégeno presente en la fase gas es pequefia. No
obstante, en ausencia o debido a la inhibicion de las bacterias consumidoras de hidrégeno, la
cantidad de hidréogeno formada bajo condiciones apropiadas se puede incrementar
significativamente. Por ejemplo, Espinoza et al., (2009) estudiaron el efecto del pH, TRH y
temperatura en un biorreactor semicontinuo (de 1 L de volumen total) para el tratamiento de
vinazas tequileras por digestion anaerobia. La vinaza utilizada en el experimento tuvo una DQO
de 64 g-L'!, mientras que el indculo consistié en lodo digerido de un reactor mesofilico de una
planta cervecera. Ahadieron al reactor una mezcla de 90% vinaza y 10% indculo, utilizando un
volumen efectivo de 600 mL. De acuerdo con el estudio, en donde se realizé un diagrama de
superficie mediante un analisis ANOVA, la produccién de hidrégeno se vio optimizada bajo
condiciones especificas de temperatura (55°C), pH acido (5.5 unidades) y TRH largo (5 d);
alcanzando una TPH maxima de 2.77 L Ha-L'*d y RH maximo de 216 mL H,-gDQO™.

Por su parte, Buitron y Carvajal (2009) evaluaron la factibilidad de producir hidrégeno a partir de
vinaza tequilera, empleando un biorreactor que operé como un ASBR (Anaerobic Sequencing
Batch Reactor). El sistema consistié en un reactor de vidrio con volumen de 6 L, el cual operé a
un pH de 5.5 unidades. Como indculo utilizaron lodo procedente de un reactor anaerobio de una
PTAR de la industria cervecera. Durante la experimentacién evaluaron dos temperaturas (25 y
35°C) y dos TRH (6 y 12 h). Como resultado reportaron que la mayor TPH y RH obtenidos fueron
de 1.39 L Hy-L''d? y 348 mL H,-gDQO}, respectivamente, al operar con una temperatura de 35°C,
TRH de 6 hy concentracion del sustrato de 5 gDQO-L!. Ademas, reportaron una remocion de DQO
del 20% y contenido de hidrégeno en el biogas (CHB) entre 30y 47%. Reportaron que la reduccién
del TRH a 6 h fue favorable para la produccién de hidrégeno, inhibiendo el crecimiento de las
bacterias metanogénicas (consumidoras de hidrégeno). Los resultados demostraron que a menor
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TRH es mayor la TPH. Asimismo, concluyeron que a temperaturas mesofilicas (35°C) se obtiene
una mayor velocidad especifica de producciéon de hidrégeno (VEPH) que a temperatura ambiente
(25°C).

Un afio mas tarde, nuevamente Buitrén y Carvajal (2010) estudiaron el efecto de pardmetros
como la temperatura (25 y 35°C), el TRH (12 y 24 h) y la concentracion inicial del sustrato (0.25-5
gDQO:-L?) en la produccién de hidrégeno a partir de vinaza tequilera utilizando un ASBR. El lodo
empleado como inéculo provino de un reactor UASB que trataba efluentes de la industria
cervecera, y para la activacién de las bacterias acidogénicas, el lodo fue pretratado térmicamente
en un horno a 104°C por 24 h. Obtuvieron la maxima TPH de 1.21 L H,-L'd?, un RH mdximo de
202 mL H,-gDQO™, un CHB promedio y maximo del 29 y 40%, respectivamente, y una remocion
de DQO del 16% cuando el reactor operd a 35°C, con TRH de 12 h y alimentacién del sustrato 3
gDQO-L!. Aunque cuando el reactor fue alimentado con una concentracion del sustrato de 1
gDQO:-Ly ala misma temperatura y TRH, obtuvieron el valor maximo de RH de 296 mL H,-gDQO"
!, La formacidon de metano se observé cuando se aplicaron TRH largos.

Por otro lado, Blanco (2013) realizé una revision critica de estudios sobre la produccion de
hidrogeno via fermentacién oscura que fueron publicados de 1903 al 2012, esto para mostrar los
factores mas estudiados y los principales resultados en este tema para plantear retos y
perspectivas en futuras investigaciones. Reportd que los reactores mayormente empleados son
los tipo batch con indculos provenientes de cultivos puros (Clostridium y Enterobacter) y algunos
cultivos mixtos que provienen de lodos anaerobios de PTAR y compostaje. Los sustratos mas
empleados corresponden a glucosa, sacarosa y almiddn; siendo pocos los que trabajaron con
residuos orgdnicos. Ademas, mencioné los rangos éptimos de operacion de pardmetros como el
pH de 4.5-6 unidades, la temperatura de 26-37°C y el TRH 6-8 h. Por ultimo, la maxima TPH
reportada fue de 31.68 L H,-L'ld?, utilizando glucosa como sustrato. Con base en el estudio, se
encontrd no solo la necesidad de optimizar factores que influyeran en la produccién, sino también
la necesidad de incrementar los estudios para su implementacion.

Por su parte, Gonzalez-Ugalde y Duran-Herrera (2013) evaluaron la produccién de hidrégeno
mediante la fermentacidn anaerobia de vinaza de melaza de cafia de azucar. Utilizaron un reactor
UASB de 3 L. Para la inoculacién del reactor, emplearon lodo proveniente de un reactor UASB
industrial de la PTAR de una empresa de alimentos, el cual fue sometido a un pretratamiento
térmico en bafio Maria a 100°C durante 30 minutos para la inhibicién de bacterias metanogénicas.
Los granulos productores de hidrégeno fueron formados en un reactor CSTR y posteriormente
fueron transferidos al reactor UASB para iniciar su operacion, en donde se mantuvo un pH de 5.5
unidades, una temperatura de 37°C, una concentracion del sustrato de 20 gDQO-L?, y fueron
probados dos TRH (6 y 12 h). Los mejores resultados se obtuvieron al operar a un TRH de 6 h,
donde obtuvieron la maxima TPH de 0.32 L Hy-L'*d%, la remocion de DQO promedio de 20%, el
maximo CHB de 13% y el maximo RH de 8 mL H,-gDQO™. Tanto la produccién de hidrégeno como
la remocion de DQO presentaron una dependencia inversamente proporcional al TRH.

Arreola-Vargas et al., (2013) evaluaron la factibilidad de la producciéon de hidrégeno a partir de
hidrolizados acidos y enzimaticos de avenay paja, en un ASBR a 35°Cy concentracién del sustrato
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de 5 gDQO-L™. En un primer experimento, la produccién de hidrégeno fue reemplazada por la
produccidon de metano. Presiones selectivas aplicadas en un segundo experimento previnieron
exitosamente la produccién de metano. Durante este experimento, se promovié la granulacidn
de la biomasa alimentando con glucosa/xilosa como sustratos modelo. El RH maximo (313 mL
H,-g glucosa consumida™) y la TPH méxima (6.67 L H,-L''d?) los obtuvieron con estos sustratos
modelo. Una sustitucién gradual de glucosa/xilosa por hidrolizado acido propicié la disgregacion
de los granulos y disminucién del RH y TPH. Cuando los sustratos modelo fueron sustituidos
totalmente por el hidrolizado enzimatico, el RHy TPH fueron 127 mL H»-g glucosa consumida™y
0.71 L Ho-L*d%, respectivamente. El andlisis molecular reveld una pequefia diversidad bacteriana
en las etapas con alta produccién de hidrégeno y viceversa. Ademas, identificaron a Clostridium
pasteurianum como las especies mds abundantes en las etapas con mayor produccién de
hidrogeno. A pesar de que demostraron la factibilidad de la produccién de hidrégeno a partir de
hidrolizados, obtuvieron menor rendimiento de éstos que de los sustratos modelo.

Posteriormente, Bittencourt et al., (2014) evaluaron el potencial de la vinaza de cana de azucar
como sustrato para la produccidon de hidrégeno y AGV mediante un consorcio microbiano
anaerobio. Propusieron dos diferentes medios: de una muestra de excremento de murciélago de
fruta (LPBAH1) y de un lago de una granja lechera (LPBAH2). Utilizaron diferentes medios
anaerobios con vinaza y diferentes fuentes de carbono: (1) sacarosa + vinaza (blanco), (2) melaza
de cafa de azucar + vinaza y (3) jugo de cafia de azucar + vinaza. Los experimentos se |levaron a
cabo en un biorreactor de 1.5 L de volumen efectivo sin agitacion, a 37°C y TRH de 5 d.
Seleccionaron el consorcio LPBAH1 suplementado con jugo de cana de azucar (11.4 g
carbohidratos-L') como el mejor, ya que obtuvieron los valores maximos de RH, TPH y CHB de
179 mL H,-gDQO, 2.4 L Hy-L1d ! y 30%, respectivamente. Mientras que con el consorcio LPBAH2
suplementado con melaza (13 g carbohidratos-L?) obtuvieron valores maximos de RH, TPH y CHB
de 167 mL H,-gDQO™?, 0.43 L Hy-L1d? y 33%, respectivamente.

Por otro lado, Zampol et al., (2014) evaluaron la produccién de hidrégeno de un consorcio
microbiano usando diferentes concentraciones de vinaza de cafia de azucar (2-13 gDQO-L?), a pH
5.5 unidades y temperaturas de 37 y 55°C. Los experimentos fueron realizados por triplicado en
botellas de vidrio de 2 L de volumen efectivoy 1.2 L de volumen de trabajo, rellenando el volumen
restante con 0.8 L de nitrégeno (N2). El indculo empleado, proveniente de un reactor UASB de
una PTAR de un matadero avicola, fue tratado térmicamente en bafio Maria a 90°C por 10
minutos para seleccionar los microorganismos mas capaces para producir hidrégeno y para inhibir
el crecimiento de microorganismos metanogénicos consumidores de hidrégeno. En sus
resultados reportaron que, operando a una temperatura de 37°C, el incremento en la
concentracién del sustrato (2-13 gDQO-L?) no impactd significativamente el RH, presentando un
valor maximo de 63 mL H2-gDQO™ con una concentracién de sustrato de 7 gDQO-L; sin embargo,
tuvo un efecto positivo en la produccién potencial de hidrégeno (P) y en la TPH, con valores
maximos de 943 mL H, y 0.25 L Ha-L*d%, respectivamente. Por otro lado, operando a 55°C, el
incremento en la concentracién del sustrato provocé una caida del RH, reportando valores de 66
a 13 mL H,-gDQO™.
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En el mismo afio, Santos et al., (2014) operaron dos reactores anaerobios de LF bajo temperatura
termofilica (55°C) por 150 dias para investigar el efecto de vinaza de cafia de azlcar diluida y cruda
en la produccion de hidrégeno via fermentacidn oscura usando un cultivo bacteriano mixto (LGA,
Lodo Granular Anaerobio proveniente de un UASB generador de metano a partir de vinaza de
cana de azucar) como indculo, al cual le aplicaron un pretratamiento térmico a 90°C por 10 min.
Utilizaron un medio de soporte para la biomasa de arcilla expandida. Aunque observaron una
produccion de hidrégeno efectiva (CHB= 53%; TPH= 19.2 L H,-L''d"%; RH= 22 mL H,-gDQOafadido’
1) utilizando vinaza cruda (30 gDQO-L?), las condiciones operacionales éptimas fueron
encontradas con 10 gDQO-L?, alimentado con vinaza diluida (TRH 6 H; COV 40 gDQO-L*d?),
alcanzando un RH de 81 mL H,-gDQOafiadido™?, TPH de 10.32 L Hy-L*d, CHB de 52% y remocion
de DQO del 8.5%. La produccion de hidrogeno fue inhibida por la alta concentracién de acido
butirico (3.7 g-L?) y acético (3 g-L'!) en la vinaza cruda. El anélisis de electroforesis revelé cambios
en la poblacién bacteriana de la biopelicula de arcilla expandida como funcidn de la concentracién
del sustrato.

Unos meses mas tarde, Buitrén et al., (2014) estudiaron la factibilidad de producir hidrégeno a
partir de vinaza tequilera en un FAFA. Para la experimentacion emplearon un reactor con volumen
efectivo de 1.7 L, el cual fue empacado (0.8 L) con anillos de poliuretano de 963 m?-m3 de area
de contacto. El reactor operd a un pH de 4.7 unidades y temperatura de 35°C. Se inoculé con LGA
proveniente de un reactor UASB de la industria cervecera, el cual fue pretratado térmicamente
en un horno a 104°C por 24 horas para inhibir las bacterias consumidoras de hidrégeno. La
primera etapa de operacidn consistio en 7 ciclos de 24 h de TRH, en régimen batch, alimentandose
con 2.4 g glucosa-L. En la segunda etapa operaron en régimen continuo, conun TRHde4hy8g
glucosa-L! (COV= 51.6 gDQO-L1d?). Para la dltima etapa, operando con el mismo TRH (4 h), se
probaron diferentes diluciones de glucosa-vinaza (100, 80, 40 y 0% glucosa; y 0, 20, 60 y 100%
vinaza), siendo 8.5 g-L'! la DQO correspondiente al 100% en todos los casos. La maxima TPH y RH
reportada utilizando vinaza cruda fue de 1.73 L Hy-L''d? y 194 mL H,-gDQO™? respectivamente,
con 64% de CHB y una remociéon de DQO del 20%. Concluyeron que como la concentraciéon de
glucosa en la vinaza era de 1.2 g-L!, hubo una relacién inversamente proporcional entre la
dilucién de vinaza-glucosa con la TPH y el CHB.

En el 2015, Marques et al., evaluaron la produccion de hidrégeno y metano a partir de vinaza de
cana de azucar en un reactor de LF de 1.45 de volumen total y arcilla expandida como material
de soporte. El indculo utilizado fue tomado de un reactor UASB de una PTAR porcicola, el cual es
conocido por contener bacterias productoras de hidrégeno. Al inéculo se le dio un pretratamiento
térmico en bano Maria a 90°C por 15 minutos para activar las bacterias acidogénicas. Se probaron
dos concentraciones (5y 10 gDQO-L?) y tres TRH (4, 2 y 1 h). Cuando el reactor operé con un TRH
de 1 hy DQO de 5 g-L'%, los valores maximos de TPH, RH y CHB que ellos reportaron fueron 13.68
L H,-L'1dt, 517 mL H,-gDQO! y 34%, respectivamente.

Unos meses mds tarde, Nunes et al., (2015) evaluaron cuatro tipos de material de soporte: arcilla
expandida (EC), carbdn (Ch), ceramica porosa (PC) y polietileno de baja densidad (LDP); en cuatro
FAFA de 2.3 L para la produccion de hidrégeno a partir de vinaza de cafia de azucar. Los reactores
fueron inoculados con lodo del proceso natural de fermentacidn de aguas residuales y
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posteriormente operaron en paralelo, en régimen continuo, con un TRH de 24 h, COV de 36.2
gDQO-L1d?, temperatura de 25°C y pH entre 5.4 y 5.7 unidades. Los valores maximos de TPH de
509.5, 404, 81.4 y 10.3 mL Hy-L*d}; RH de 51, 40, 8 y 1 mL H-gDQO?; CHB de 37, 25,21y 3%; y
remocion de DQO de 50, 46, 45 y 44% fueron observados en los reactores empacados con LDP,
EC, Ch y PC, respectivamente. El estudio indicéd que LDP fue el material mas apropiado para la
produccidn de hidrogeno, atribuyéndolo principalmente a que fue el medio de soporte con mayor
area superficial especifica (9.4 cm?-g?) en comparacion al resto de los materiales, superandolos
por mas del 10%.

Albarran (2017), trabajando con vinazas vitivinicolas, propuso que, para mantener una
produccidn continua de hidrégeno, es necesario recircular el biogas producido dentro del reactor
para aumentar su velocidad de transferencia a |la fase gaseosa y asi evitar reacciones colaterales
gue comprometieran la estabilidad del sistema. El sistema consistié en un reactor UASB de 1.5 L
de volumen total y 1.4 L de volumen efectivo. El inéculo utilizado consistié en LGA proveniente
de un reactor UASB de la industria cervecera, el cual fue sometido a un pretratamiento térmico a
104°C por 24 h. Las condiciones de operacion durante las pruebas experimentales fueron pH de
5.3 unidades, temperatura de 37°C, TRH de 5.5 h, DQO de 50 gDQO-L* y COV de 218 gDQO-L*d"
1. La recirculacion del biogas producido dentro del reactor granular mostré ser una opcidn
adecuada para mejorar la produccién de hidrégeno por fermentacion oscura, ya que al emplear
una velocidad superficial del biogds de 17.8 m-d™* se propicié la maxima TPH (1.06 L H,-L*-d™?), el
maximo RH (47 mL H»-gDQO™) y el médximo CHB (48%), los cuales fueron 2.14 veces mayor a lo
obtenido sin recirculacion de biogas; este incremento es atribuible a la mejora en la velocidad de
transferencia del hidrégeno de la fase liquida a la gaseosa. Este trabajo de investigacidon demostré
gue es posible producir hidrégeno via fermentacion oscura empleando como sustrato vinazas
vitivinicolas, sin embargo, debe verse como una etapa de un tren de tratamiento y no como un
Unico tratamiento.

En el mismo afo, Garcia-Depraect et al., (2017) propusieron un proceso de co-digestion de vinaza
y nejayote (aguas residuales de maiz procesado) para la produccién de hidrégeno. Para esto,
evaluaron diferentes relaciones de vinaza/nejayote (100/0, 80/20, 60/40, 40/60, 20/80 y 0/100
peso/peso) en un reactor por lotes a temperatura de 35°C y pH de 5.5 unidades. Los resultados
mostraron que los valores maximos de TPH y RH fueron obtenidos con la relacion 80/20,
presentando valores de 2.57 NL Hy-L'*-h? y 115 NmL H2:gSTVadicionados *, respectivamente. La
mezcla de vinaza y el nejayote fueron complementarios en las concentraciones de nitrégeno,
hierro, fésforo, magnesio y alcalinidad. Los cambios en la comunidad microbiana fueron
analizados via secuenciacién Illumina MiSeq, donde se observd que Acetobacter orientalis
predominé en el indculo con presencia del 42.94%. Sin embargo, en la fase exponencial ésta fue
remplazada por Lactobacillus casei, Clostridium beijerinckii, Acetobacter lovaniensis y
Sporolactobacillus terrae con abundancias de 22.03%, 20.27%, 13.39% y 12.96%,
respectivamente. Se establecidé una sintrofia entre las bacterias de acido lactico y acético, y las
productoras de hidrégeno.

Por otra parte, Shan-Fei et al., (2017) evaluaron la produccién de hidrégeno mesofilico y metano
a partir de vinaza mediante la digestion anaerobia en dos etapas. El indculo que utilizaron fue LGA
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proveniente de una industria cervecera, el cual fue sometido a pretratamiento térmico (30
minutos en bafo Maria). Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado en botellas de 250
mL. Durante la etapa de produccién de hidrégeno de la fermentacidn en dos etapas vertieron en
cada botella una mezcla de 12.5 g de vinaza, 30 mL de indculo pretratado y agua desionizada para
completar un volumen efectivo de 150 mL. Utilizaron otras tres botellas como testigos, en las que
Unicamente anadieron el inéculo y agua desionizada. Durante la etapa de produccion de metano
las botellas después de la etapa de produccion de hidrégeno fueron reinoculadas con 50 mL de
LGA fresco. Para la fermentacién en una etapa mezclaron en cada botella 12.5 g de vinaza, 50 mL
de indculo y agua desionizada para completar un volumen efectivo de 200 mL. Colocaron las
botellas en un bafio de agua con agitacién 37°C con 120 rpm. Durante la digestién anaerobia en
dos etapas, el RH y rendimiento de metano fue 14.8 mL H»-gSTV?' y 274 mL CH4-gSTV™. El
rendimiento de metano de la digestion anaerobia en dos etapas fue 10.8% mayor que la de una
etapa. Durante el proceso de produccidon de metano, la fase lag de la digestién anaerobia en dos
etapas fue 9.1 dias menor que la de una etapa. Asimismo, la eficiencia de remocién de STV y la
recuperacion de energia de la digestidon anaerobia en dos etapas fue 104 y 12.9%
respectivamente mayor que en la de una etapa.

En el 2018, Albanez et al., estudiaron la factibilidad de producir hidrégeno mediante la co-
digestion de vinaza/melaza de cafia de azlcar en un AnSBBR (reactor anaerobio de biopelicula
por lotes secuenciados, por sus siglas en inglés) de 6 L de volumen total y 5.6 L de volumen
efectivo, operando a 30°C y con agitacidon mecanica de 200 rpm. Emplearon como inéculo lodo
proveniente de un reactor anaerobio de un matadero de aves de corral. A dicho indculo se le dio
un tratamiento térmico que consistié en calentar 50 mL de lodo a 90°C por 15 minutos, seguido
de su enfriamento en un bafio de hielo a 25°C. El medio de soporte para la biomasa que utilizaron
fue pellets de LDPE (poliuretano de baja densidad), obtenidos del reciclaje de residuos plasticos
El reactor se empaco con 2.1 L de la mezcla de biomasa-medio de soporte y 3.5 L de sustrato,
para el cual probaron diferentes relaciones de vinaza/sacarosa y vinaza/melaza. Evaluaron DQO
enelinfluentede 3y 4 g-L'Y, y TRH de 3y 4 h. La relacion de vinaza/melaza con la que obtuvieron
los mejores resultados fue 33% vinaza y 67% melaza, con un TRH de 3 h, DQO en el influente de
3 gL'ty COV de 7.3 gbQO:-L*-d!. Bajo estas condiciones, la TPH obtenida fue 0.11 L Hy-L%-d?, el
RH de 70 mL H,-gDQO™, con CHB de 16%, metano del 14%, y remocion de DQO de 19%.

Impulsados por las altas temperaturas de descarga de las vinazas (90-100 °C), Niz et al., (2019)
evaluaron el efecto de condiciones termofilicas extremas (70 °C) en la fermentacidén oscura de
vinaza de cafia de azucar en un Reactor Anaerobio de Lecho Estructurado (ASTBR, por sus siglas
en inglés). Evaluaron cuatro diferentes TRH (19, 15, 12 y 8 h). Largos TRH (19 h) resultaron en
altas TPH (0.63 L Hx-L*-d), altos RH (57 mL H,-gDQO™) y alta estabilidad; con una COV de 56
gDQO-Lt-d!. Descubrieron que la temperatura extrema inhibe la produccién de polimero
extracelular de los microorganismos, conduciendo a un crecimiento disperso y previniendo el
exceso de acumulaciéon de biomasa. Los altos valores del indice de vacio en los ASTBR, también
son responsables de la baja retencion de biomasa/sélidos. La via principal para la produccion de
hidrégeno fue mediante la ruta del acido lactico/acético, la cual depende mayormente del pH del
medio fermentativo. Los géneros principales involucrados en la produccion de hidrégeno a 70 °C
fueron Clostridium, Pectinatus, Megasphaera y Lactobacillus.
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Un poco mas tarde, Garcia-Becerra et al., (2019) compararon la produccion de hidrégeno
mediante fermentacién, usando vinaza tequilera cruda y desintoxicada. Ellos desintoxicaron la
vinaza con carbon activado granular, el cual absorbié los componentes que pueden inhibir la
produccidon de hidrégeno en la fermentacién oscura, como los compuestos celulosos, lignina,
fenoles o melanoidinas. En los cultivos en batch, la desintoxicaciéon de la vinaza produjo
velocidades méximas de produccion de hidrégeno 20% mayores, una reduccion de 5.4 h en la fase
lag y un RH 11% mayor, comparado con los resultados obtenidos con vinaza cruda. Las pérdidas
de azucares después de la desintoxicacién provocaron que el RH fuera 30-40% menor con 5y 15
gDQO:-L?, comparado con los valores obtenidos con vinaza cruda. Con 30 gDQO-L™ no observaron
diferencias significativas en la fermentacion en batch. Para el cultivo en continuo con vinaza cruda
obtuvieron TPH de 1.32-1.39 NL Hy-L'*-d? cuando afiadieron nutrientes extra, mientras que con
vinaza desintoxicada no pudo mantenerse una produccién estable a pesar de la adicidon de
nutrientes. También evaluaron la produccién de hidrégeno a partir de vinaza diluida con agua sin
nutrientes extra, en donde obtuvieron TPH cercanas a 0.42 NL Hy-L™*-d* y CHB cercano a 37%. De
acuerdo a los autores, la acumulacién de acido lactico y una produccién predominante de acido
butirico sobre acido acético, pudieron ser las causas de que la dindmica de fermentacién con
vinaza sin nutrientes extra fuera especialmente susceptible a las altas concentraciones del
sustrato y se prolongaran los TRH.

Por ultimo, en una serie de estudios liderados por Garcia-Depraect, realizados de 2018 a 2020,
(Garcia-Depraect y Ledn-Becerril, 2018; Garcia-Depraect et al., 2019; Garcia-Depraect et al.,
2020a; Garcia-Depraect et al., 2020b) evaluaron un novedoso proceso de tres etapas para la
produccion de lactato, hidrégeno y metano a partir de vinaza tequilera, enfocado en alcanzar una
alta y estable TPH, utilizando lactato como precursor de hidrégeno. En la primera etapa (ruta de
lactato-acetato), las condiciones de operacion adaptadas y aplicadas a un ASBR fueron efectivas
para mantener una concentracion de lactato de 12.4 g-L'%, correspondiendo al 89% del total de
los dcidos organicos producidos. En la segunda fase, la estimulacién de la fermentacién oscura
centrada en lactato, que implica el desacoplamiento de la produccién de hidrégeno a partir de
carbohidratos, fue un enfoque eficaz que permitioé la produccion estable de hidrégeno, teniendo
fluctuaciones de TPH menores al 10%, con un valor maximo de 12.3 L H-L''-d?, RH de 541 mL
H,-gDQO™?, CHB de 91% y remocién de DQO de 17%. Estos fueron los valores maximos que
obtuvieron al final de su investigacion, operando con TRH de 6 h y una COV de 169 gDQO-L*-d.
Finalmente, obtuvieron 1.6 L CHa:-L'*-d! y 6.5 L CHa4-L vinaza™® cuando alimentaron el efluente de
la fermentacidon de hidréogeno a una tercera etapa metanogénica, permitiendo una mayor
recuperacion energética global (267.5 kJ-L vinaza™), aunque la dltima etapa requirié de una mayor
optimizacién para aumentar la remocidén de materia organica y la eficiencia de recuperacion
energética.

En la Tabla 3 se presenta un resumen de los antecedentes investigados, donde se muestran los
datos mas relevantes para el presente estudio.
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Tabla 3. Resumen de antecedentes.
REM
AUTOR REACTOR VINAZA DQ_? TRH COV | TPH | RH C(I’-IB DQO
(g:L7) | (h) (%) (%
0)
Espinoza- .
Semi- .
Escalante et al., continuo Tequila 64 120 13 2.77 | 216 - -
(2009)
Buitrony Lotes .
T [ 2 1. 4 47 2
Carvajal (2009) | secuenc. equiia > 6 0 39 | 348 0
Buitrony Lotes .
T [ 3 12 6 1.21 | 202 29 16
Carvajal (2010) | secuenc. equiia
Gonzalez- Cafia de
Ugalde y Duran RAFA zticar 20 6 80 | 0.32 | 8 13 20
-Herrera (2013)
Zampol et al., Cafa de
L , 2 2 - -
(2014) otes azlicar 7 4 4 0.25 | 63
Buitrén et al., FAFA Tequila 85 | 4 | 51 |173|194| 64 | 20
(2014) d ' '
Bittencourt et Cafa de
al., (2014) Lotes zticar 30 24 30 24 | 179 | 30 -
Marques et al., Lecho Cana de
. 5 1 120 | 13.7 | 517 | 34 -
(2015) fluid. azucar
Nunes et al. Cafla de
! FAFA , 36 24 36 0.51 | 51 11 37
(2015) azucar
Albarran (2017) RAFA Vino 50 5.5 218 | 1.22 | 47 46 12
. Vinaza/
Albanez etal., | Filtro lotes melaza (Cafia 3 3 7 011 | 70 16 19
(2018) secuenc. .
de azucar)
Nizetal., Lecho Cafna de
(2019) estruct. azucar 44 19 6 1 0.63 | 57 32 i
Garcia- Agitacion
Depraectetal., cintinua Tequila 42 6 169 | 123 | 541 | 91 17
(2018-2020)

* COV (gDQO-L*-d?); TPH (L Ha-Lt-d); RH (mL H2-gDQOremovida™)
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

La investigacion se dividid en cinco etapas principales: (1) caracterizacion de la vinaza tequilera,
(2) instalacion del sistema experimental e inoculacién de los filtros, (3) estabilizacion de los
sistemas (en régimen batch), (4) pruebas experimentales (en régimen continuo) y (5) calculo de
parametros de respuesta y andlisis estadistico. A continuacion se describe la metodologia de cada
etapa.

4.1 Etapa 1: Caracterizacion de la vinaza y la biomasa de estudio

La vinaza empleada como sustrato en la presente investigacion provino de una industria tequilera
ubicada en el municipio de Atotonilco, Jalisco, México. Para la determinacion de las caracteristicas
fisicoquimicas presentes en dicha vinaza se analizaron los pardametros presentados en la Tabla 4,
los cuales fueron determinados a lo largo de la experimentacidn.

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos evaluados en la caracterizacion de la vinaza tequilera.

PARAMETRO TECNICA
pH
ORP
DQO APHA, 2012
DBOs
STy SS
Nitrégeno amoniacal HACH - Método Nessler (8038)
Sulfatos HACH - Método SulfaVer 4 (8051)
Sulfuros HACH- Método Azul de metileno (8196)
Carbohidratos Método de DuBois
[ 3]
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4.2 Etapa 2: Instalacion del sistema experimental e inoculacion de los filtros

Como caracteristicas generales, el sistema experimental estuvo constituido por tres columnas de
acrilico transparente de 1 m de altura, 8 cm de didmetro y 5 L de volumen total, las cuales
operaron como FAFA con recirculacién (120 mL-min™). El medio de soporte de la biomasa
empleado para los filtros fueron cubos de PU (Figura 8a) con un area superficial de contacto de
900 m2-m3, los cuales fueron empacados en los filtros a una altura/volumen de lecho del 70%
(3.5 L) del filtro (de acuerdo con Nunes et al., 2015; Marques et al., 2015; y Buitrén et al., 2014),
resultando un &rea superficial de contacto total (por filtro) de 3.12 m2. Se instalaron bombas
peristalticas a cada filtro para su alimentacion y recirculacion. Asimismo, cada filtro contd con una
cupula en la parte superior para la acumulacidn del biogas, una valvula que fue conectada a una
bolsa Tedlar (Figura 12a) de 5 L para la captacion del mismo. Los filtros fueron instalados en un
cuarto de incubaciéon con el objeto de mantener una temperatura meséfila de 35°C
aproximadamente. En la Figura 7 se muestra una imagen del sistema experimental de manera
individual, teniendo en cuenta que los tres filtros tuvieron el mismo disefio.

Captacién
de biogas |

Efluente |

Recirculacion

Influente

Figura 7. Disefio del sistema experimental de manera individual

—
| —
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El LGA (Figura 8b) empleado como indculo provino de un reactor UASB de una industria del
reciclaje de cartdn.

Como caracteristicas especificas, el primer filtro (F1-VC) consistié en un FAFA que fue utilizado en
un estudio previo para el tratamiento de vinaza tequilera y produccion de metano, por lo que el
filtro ya se encontraba inoculado con 1 L de LGA molido y 921 cubos de PU, aclimatado, y
operando bajo condiciones de digestiéon anaerobia. Con el objetivo de evaluar la posibilidad de
producir hidrégeno a partir de un filtro con estas caracteristicas iniciales, se propiciaron las
condiciones de fermentacidon oscura, lo cual consistié Unicamente en disminuir el pH en el
sustrato influente de pH 7 a 4 unidades.

El segundo y tercer filtro (F2-ISP y F3-IPT, respectivamente) fueron inoculados y empacados de
manera inicial para la presente investigacién. Para el F2, el LGA fue previamente molido y
tamizado, con el fin de obtener un didmetro menor de 0.5 mm. En el caso de F3, con el objetivo
de inhibir la actividad de las bacterias consumidoras de hidrogeno y propiciar la esporulacion de
las bacterias acidogénicas, el LGA fue sometido a un pretratamiento térmico en el horno a 105°C
durante 21 h, y posteriormente, el LGA pretratado fue molido y tamizado para obtener el mismo
didmetro (<0.5 mm). F2 y F3 también fueron empacados con 921 cubos de PUy 1 L LGA.

Figura 8. a) Cubo de poliuretano utilizado como medio de soporte para la biomasa en los
reactores; b) Biomasa empleado en la investigacion

Previo a la inoculacién y/o arranque de los filtros, se realizé una busqueda de diferentes técnicas
utilizadas por distintos autores, para determinar las condiciones del pretratamiento térmico de la
biomasa para inocular el F3. En la Tabla 5 se muestra un resumen de las fuentes consultadas, de
las cuales se eligieron las técnicas realizadas por Buitréon y Carvajal (2010), Buitrén et al., (2014) y

—
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Albarran (2017) (resaltadas en amarillo), debido a que en sus investigaciones obtuvieron RHy TPH
altos con cultivos mixtos (sin necesidad de realizar un aislamiento en un cultivo puro, como en el
estudio de Marques et al., 2015), ademas de la similitud con la presente investigacién, donde
también utilizaron filtros tipo FAFA para la produccion de hidrégeno a partir de vinaza tequilera.
El siguiente paso fue la aplicacidn del pretratamiento térmico a 1 L de LGA, con un tiempo de
reaccion de 21 h. Posteriormente, el LGA pretratado (Figura 9a) fue molido (Figura 9b) y tamizado
(Figura 9c) hasta obtener un diametro menor a 0.5 mm (Fernandez-Polanco y Seghezzo, 2015)
para garantizar que los floculos estuvieran en suspension y fuera mas facil la formacién de la
biopelicula. Para F2, de igual manera setomd 1 Lde LGA, se molid y se tamizé (al mismo didmetro)
en estado humedo. Una vez molidos y tamizados los indculos, fueron mezclados con 921 cubos
de poliuretano y agregados a cada filtro. Por ultimo, los tres filtros fueron alimentados con vinaza
tequilera diluida con agua de grifo a una COV de 1 gDQO-L'd? para que los microorganismos
asimilaran la materia organica poco a poco y no presentara una sobrecarga para los sistemas
(Albanez et al., 2018; Zampol et al., 2014; Buitrén y Carvajal, 2010); y un pH de 4 unidades (para
comenzar la aclimatacion). En la Figura 10 se muestra un resumen de la metodologia utilizada
para la inoculacion y arranque de los sistemas.

Tabla 5. Revision bibliogrdfica para seleccion del método de pretratamiento térmico de la biomasa

Temp TPH RH
Autor °C) " | Tiempo | Equipo Cultivo
(LH2:L:d?) | (mLH2-gDQOY)
SUHEm Y 104 24 h Horno 1.21 202 Mixto
Carvajal (2010) ’
Gonzalez-
Ugalde y 100 | 30min | B22M° 0.32 8 Mixto
Duran-Herrera Maria
(2013)
Zampol et al., . Bafo
(2014) 90 10 min Maria 0.25 63 Puro
Buitronetal., | 4, 24h | Horno 1.73 194 Mixto
(2014) ‘
Marques et al., . Bafo
(2015) 90 15 min Maria 13.68 517 Puro
Albarran (2017) 104 24 h Horno 1.22 47 Mixto
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Figura 9. a) LGA pretratado térmicamente; b) LGA molido después de pretratamiento; c)
Tamices utilizados para la reduccion de tamafio del LGA
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Seleccién de Seleccién de -
Revision volumen de tamices para Seleccion de
de LGA para reduccién de pretratamatento
literatura inoculacién de tamafio de Lermico para
los filtros LGA biomasa de F3

Se midié 1 L de LGA para]

cada filtro
Se alimentaron i

los filtros con
vinaza diluida

a una COV de [Se coloco en horno]

1 gDQO.L.d- a 105°C por 21 h

pistilo, y se tamizaron con
mallas 35 y 40 (<0.5 mm)

Se mezcld cada indculo
con 921 cubos de PU
(por separado) y se

afadieron a cada filtro

Figura 10. Metodologia implementada para la inoculacion y/o arranque de los filtros

\ 4
[Se molieron con mortero y

4.3 Etapa 3: Estabilizacion de los sistemas en régimen batch

Una vez inoculados los filtros, se comenzé con la operacidn en régimen batch (Figura 11) con el
fin de comenzar con el desarrollo de la biopelicula y su posterior estabilizacién (F2 y F3). En el
caso del F1, dnicamente fue operado para su estabilizacién. Se utilizd un TRH tedrico

(determinado mediante la férmula general TRH = g) de 70 h y se realizd un incremento
moderado de la COV desde 1 gDQO-L*-d? hasta alcanzar la aclimatacion de la biomasa en 9
gDQO-L1-d? (107 dias), basado en la estabilizacién de la remocién de DQO. Durante esta etapa se

monitorearon los parametros pH, ORP, DQO, biogas producido, nitrogeno amoniacal, sulfuros,
alcalinidad y AGV.

—
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Figura 11. Filtros inoculados en etapa de estabilizacion

4.4 Etapa 4: Pruebas experimentales en régimen continuo

Una vez que los filtros presentaron una estabilizacién con respecto a los parametros
monitoreados (principalmente la DQO), los sistemas se modificaron y comenzaron a operar en
régimen continuo, para posteriormente, llevar a cabo las dos fases experimentales. Durante esta
etapa, los filtros fueron sometidos a dos diferentes TRH tedricos (10 y 5 h), debido a que hasta el
2020 aun no se reportaron estudios con estos TRH; mientras que la COV se mantuvo en 14.5
gDQO-L1-d? (COV ajustada de acuerdo con las limitaciones de volumen disponible de vinaza).
Asimismo, se monitorearon los parametros mostrados en la Tabla 6 junto con la frecuencia de
medicion de estos y las técnicas empleadas. En la Tabla 7 se muestran los parametros
operacionales que se variaron durante la etapa de estabilizacién y la etapa de pruebas
experimentales.
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Tabla 6. Pardmetros monitoreados durante la etapa experimental.
L . FRECUENCIA DE
PARAMETRO TECNICA L
MEDICION
pH
OD (oxigeno disuelto) APHA, 2012 Cinco veces por
ORP semana
Biogas producido Desplazamiento de agua
DQO APHA, 2012 Tres veces por
Carbohidratos Método de DuBois sémana
Alcalinidad Titulacion — Método potenciométrico
AGV Método de Jenkins Dos veces por
semana
Composicién del biogas Cromatografia de gases
DBOs APHA, 2012
Nitrégeno amoniacal HACH - Método Nessler (8038) Una vez por semana
Sulfuros HACH — Método Azul de metileno (8196)

Tabla 7. Pardmetros operacionales evaluados.

ETAPA VARIABLE

ESTABILIZACION

TRH tedrico (70 h)

(régimen batch) COV (1-9 gDQO-L1-d")

EXPERIMENTACION

TRH tedrico (10y 5 h)

(régimen continuo) COV (14.5 gDQO-L1-d?)
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4.4.1 Analisis del biogas

El analisis de la composicion del biogds se realizé utilizando un cromatégrafo de gases SRI 8610
con detector de conductividad térmica (Figura 12), mediante la inyeccion de 1 mL de muestra. La
columna utilizada fue Molecular Sieve 13X de 2.1 mm de didmetro interno, 6 ft de largo y malla
80/100. Se uso helio (INFRA) como gas acarreador a una presién de 60-80 psi. La temperatura de
la columna, el horno y el inyector se mantuvo a 100°C. Previo a la medicién de las muestras, se
realizaron las curvas de calibracion (ANEXO 1) de hidrégeno, metano y diéxido de carbono, para
las cuales se inyectaron en el cromatdgrafo de gases diferentes volumenes (0.1-1 mL) de un
estandar de los gases con concentracién conocida.

b)

Figura 12. a) Bolsa Tedlar para la captura de biogds; b) Cromatdgrafo de gases SRI 8610

—
| —

41



“Efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo ascendente en la produccion de hidrégeno a
partir de vinaza tequilera”

Metodologia

4.5 Etapa 5: Calculo de parametros de respuesta y analisis estadistico

Tomando en cuenta la definicién de TPH, que es el volumen de hidrégeno producido por unidad
de tiempo y por unidad de volumen del reactor; y RH, que es el volumen de hidrégeno producido
por masa de sustrato consumido (Blanco, 2013); se emplearon la Ecuacién 3 (TPH) y Ecuacidon 4
(RH) para el célculo de dichos parametros.

CHB
_ 9% Gqpp)
-2

TPH

Ecuacion 3. Férmula para calcular la TPH

CHB
Q" Gpp) 1000

=5 =50

Ecuacion 4. Férmula para calcular el RH

Donde:

TPH = Tasa de produccidén de hidrégeno (L Hy-Lt-d?)
Qs = Biogas producido (L-d?)

CHB = Concentracién de hidrégeno en el biogds (%)

Vr = Volumen total del reactor (L)

RH = Rendimiento de hidrégeno (mL Hz:gDQOremovida™)
So=DQO en el influente (g-L?)

S$=DQO en el efluente (g-L?)

Q = Caudal de alimentacion (L-d?)

Debido a que el volumen de un gas es dependiente de la temperatura y presiéon en donde se
encuentra, una vez calculados los parametros de respuesta, se procedié a realizar la
normalizacién de éstos, es decir, a condiciones ambientales estandar (T=0°C 0 273.15°KyP =1
atm). Para esto, se empled la ecuacion de los gases ideales (Ecuacion 5), que, al despejarla para
determinar el nimero de moles, quedd de la siguiente manera:

42
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_ P-V(TPH o RH)
N R-T

n

Ecuacion 5. Férmula de los gases ideales

Donde:

n = Numero de moles del gas (mol)

P = Presion absoluta (1 atm)

V =Volumen del gas (TPH o RH en L)

R = Constante de los gases ideales (0.08206 atm-L-mol*-K?)
T =Temperatura absoluta (273.15°K)

Por ultimo, después de calcular el nimero de moles de hidrogeno a condiciones estandar para
cada parametro (TPH y RH), estos se convirtieron nuevamente en términos volumétricos,
utilizando la densidad y peso molecular del hidrégeno gas, asi como la Ecuacion 6.

n-PM
TPHoRH(N)zT

Ecuacion 6. Formula para normalizacion de la produccion de hidrégeno

Donde:

TPH o RH (N) = Valores normalizados (TPH = NL Ha-Lt-d}; RH = NmL H2:gDQOremovida™)
PM = Peso molecular del hidrégeno gas (2.0157 g-mol™)

p = Densidad del hidrégeno gas (0.071 g-L%)

Para las pruebas experimentales se realizé un disefio de experimentos que consistid en un disefio
3x2, donde se estudiaron las condiciones de arranque F1 (VC), F2 (ISP) y F3 (IPT); y la influencia
del TRH en dos niveles (10y 5 h), con el fin de evaluar sus efectos en la produccidn de hidrégeno.
Al tener dos factores con tres y dos niveles, respectivamente, y ocho mediciones por cada
combinacion, se obtuvo un total de 48 datos. Las variables no controladas fueron la concentracion
de carbohidratos, AGV, sulfuros y nitrégeno amoniacal en la vinaza de estudio. Se realizé un
analisis estadistico mediante Excel (ANEXO 2) para evaluar la mejor condicién de arranque y TRH
con respecto a los parametros de respuesta (CHB, TPH y RH). Dicho andlisis consistié
primeramente en un ANOVA para determinar si existian diferencias entre las medias
poblacionales de los datos, y posteriormente, un analisis LSD (Diferencia Minima Significativa, por
sus siglas en inglés) para determinar si las diferencias encontradas fueron o no significativas. Por
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ultimo, se realizé un analisis de regresion lineal multiple con el que se obtuvo el TRH y condicidn
de arranque éptimos para maximizar las respuestas.

44
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Caracterizacion de la vinaza

En la Tabla 8 se presentan los rangos de valores obtenidos de los parametros fisicoquimicos
analizados en la vinaza tequilera durante todo el periodo experimental. Como resultado se
comprueba el alto poder contaminante que posee la vinaza tequilera, ya que se obtuvo un pH
acido (3.63-3.64 unidades) y un alto contenido de materia organica (DQO de 21,768-45,894 mg-L
1y DBOs de 12,125-22,189 mg-L?), las cuales son similares a los valores reportados por Estrada-
Arriaga et al., (2021), Retes (2014), Lépez et al., (2010), ifiiguez y Hernandez (2010), y Robles y
Villalobos (2009). Estos valores no cumplen con los LMP establecidos en la NOM-001-SEMARNAT-
1996 que regula los contaminantes en las descargas de agua a cuerpos receptores, los cuales son
6.5-8.5 unidades para pHy 200 mg-L* para DBOs.

En cuanto a los valores de nitrégeno amoniacal (396-438 mg-L?) y sulfuros (3.08-4.78 mg-L?)
determinados en la vinaza, se demuestra que no presentan un riesgo de inhibicidén para el proceso
anaerobio, ya que la maxima concentracién aceptada de estos compuestos para un adecuado
funcionamiento sin inhibicion es de 1,500 y 200 mg-L?, respectivamente (Fernandez-Polanco y
Seghezzo, 2015).

La concecntracién de SST, SSV y SSF presente en la muestra de vinaza fue de 3,693-6,586; 3,392-
6,100; y 301-486 mg-L?, respectivamente, lo cual podria corresponder a la vinaza sélida no
triturada completamente y a complejos organicos producidos en la fermentacién de las pifias de
agave. A causa de la elevada concentracion de SS presente en las vinazas tequileras y a la
diversidad en su naturaleza quimica, se hace evidente el necesario tratamiento de sedimentacién
para la reduccién de las particulas suspendidas en el medio. Ademads, se puede apreciar cémo
solo una pequeia fraccidon de los SS corresponden a los SSF, lo cual se debe a que la mayor
fraccion de SS corresponde a productos orgdnicos, puesto que la materia prima para elaborar el
tequila es el agave.
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Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica de la vinaza tequilera empleada en la investigacion.

PARAMETRO VALOR PARAMETRO VALOR
. Nitréogeno amoniacal
pH (unidades) 3.63-3.64 1 396-438
(mg-L7)
ORP (mV) 142-186 Sulfuros (mg-L?) 3.08-4.78
DQO (mg-L™) 21,768-45,894 Sulfatos (mg-L?) 57-120

DBOs (mg-L?)

12,125-22,189

Carbohidratos
(mg glucosa-L?)

8,272-18,358

ST (mg-LY) 17,916-31,947 SST (mg-L?) 3,693-6,586
STV (mg-L?) 16,415-29,520 SSV (mg-L") 3,392-6,100
STF (mg-L") 2,427-3,693 SSF (mg-L?) 301-486

5.2 Operacion y monitoreo de los filtros durante la etapa de estabilizacion

A continuacidn, se presenta el comportamiento de los parametros monitoreados en los tres filtros
durante 107 dias de la etapa de estabilizacion.

5.2.1 Carga orgdanica volumétrica (COV)

En la Figura 13 se muestra el aumento de la COV durante la etapa de estabilizacién, partiendo
desde 1 (COV baja, para que los microorganismos asimilaran la materia organica poco a poco, y
no presentara una sobrecarga para los sistemas) hasta llegar a 9 gDQO-L*-d? (COV cercana a la
COV mantenida durante la experimentacion), de acuerdo con Albanez et al., (2018), Zampol et
al., (2014) y Buitrén y Carvajal, (2010). Estas COV fueron ajustadas realizando diluciones
vinaza/agua, partiendo de la DQO inicial medida en la vinaza cruda. El factor determinante para
aumentar las COV fue la obtencion de valores de remociéon de DQO superiores a 37% (Nunes et
al., 2015). La duracidn de esta etapa fue un total de 107 dias. Se presentd una disminucion de la
COV entre los dias 70 y 90, debido a un inconveniente con el cambio de lote de vinaza.
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Figura 13. COV utilizada en los filtros durante la etapa de estabilizacion

5.2.2 pH

La Figura 14 muestra el comportamiento del pH. Se observa que el filtro que presentd mayor
estabilizacidn a este parametro fue el F2, con una tendencia hacia el decremento bastante notoria
y con valores en un rango adecuado para la produccion de hidrégeno a partir del dia 36,
presentando valores entre 6.01 y 4.1 unidades. Esto puede atribuirse a que este filtro fue
alimentado con pH 4 unidades desde el inicio de su operacidn, sin ningun pretratamiento de la
biomasa. Se observé también que el F1 mostré gran variacién, presentando valores entre 8 y 5.7
unidades, los cuales permanecieron la mayor parte de esta etapa fuera del rango éptimo para la
fermentacidn oscura, encontrandose dentro del rango solamente entre los dias 48 y 96. Esto
puede ser atribuido principalmente a una alta alcalinidad dentro del filtro, generada por las
condiciones anteriores de digestién anaerobia en las cuales se encontraba el sistema y las cuales
pudieron estar aun presentes en el empaque del filtro, y por tanto, dichas condiciones pudieron
mantener una elevada alcalinidad debido a la produccidn mayoritaria de metano y diéxido de
carbono por las bacterias metanogénicas, lo cual debe comprobarse en el analisis de la
composicién biogas. En cuanto al F3, se notd un comportamiento estable a lo largo de casi toda
la etapa, mostrando valores entre 7.43 y 5.81 unidades, estando en el limite superior del rango
6ptimo necesario para la fermentacion. Esto pudo deberse a un aumento de pH ocasionado por
el proceso anammoyx, el cudl se explica en el apartado 5.2.5. En general, el comportamiento del
pH en los tres filtros indicd que la biomasa se aclimatd paulatinamente al sustrato, presentando
valores adecuados (4-6 unidades) para la acidogénesis y produccidn de hidrégeno (Bittencourt et
al., 2014; Arreola-Vargas et al., 2013; Espinoza-Escalante et al., 2009).

—
| —

47




“Efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo ascendente en la produccién de hidrégeno a
partir de vinaza tequilera”

Resultados y Discusiones

¢ Influente —@—F1(VC) —A—F2(ISP) —@—F3(IPT)

]
| |
| |
| |
5.5 | 1 1
| | 1
5 I (I |
’~ I (I |
45 & 1 o I
— 'N’Mﬂl I n ' 1 (o))
1 1l |II’ P ’ | 1
4 > > >V > > > >
0 'o 'oro g ! o '0 I 0
35 O 10 101 O 1O O 1 O 1 o
0 20 40 60 80 100

Tiempo, dias

*COV expresada en gDQO-L*-d*?
* VC = Variacién de condiciones; ISP = Inoculacidn sin pretratamiento; IPT = Inoculacion
con pretratamiento térmico

Figura 14. Comportamiento del pH en los filtros durante la etapa de estabilizacion

5.2.3 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La Figura 15 muestra el comportamiento de la DQO en los tres filtros durante la etapa de
estabilizacidn, de la cual se observa como la DQO en el influente fue en aumento (2,933-25,937
mg-L1) de acuerdo al incremento de la COV. La DQO en el efluente de los filtros también tuvo un
aumento conforme se aumentd la COV, pues esta se encuentra ligada a la remocién de DQO.
Durante los primeros 41 dias de operacién (COV de 1 a 4 gDQO-L*-d?), los efluentes de los filtros
presentaron valores de DQO mas bajos y similares entre si, en un rango de 177 a 3,631 mg-L1. A
partir del dia 48 y hasta finalizar esta etapa, con la COV de 5 a 9 gDQO-L'-d}, el efluente del F3
presentd valores menores de DQO (6,466-1,540 mg-L!) con respecto a los otros dos reactores
(F1=5,688-14,491 mg-L; F2=6,485-18,248 mg-L1), a pesar del aumento en la COV, lo cual puede
atribuirse a una baja produccién de AGV y alta conversion de acetato, ya que el pH de este reactor
presentd valores (6-7.5 unidades) cercanos a los establecidos para la ruta metabdlica de la
metanogénesis, dénde sucede esto (Espinoza-Escalante et al., 2009).
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Figura 15. Comportamiento de la DQO en los tres filtros durante la etapa de estabilizacion

En la Figura 16 se presentan las eficiencias de remocion de DQO en los filtros. El filtro que
presento los valores mas altos de remocion de DQO (94-84%) fue el F1 durante los primeros 40
dias de experimentacion, esto probablemente debido a que la biomasa ya operaba anteriormente
para la produccién de metano y por ende ya se encontraba aclimatada a esa COV. Sin embargo,
a partir del dia 48 de operacién, con COV de 5-9 gDQO-L*-d?, se hizo notoria una mayor estabildad
en laremocion de DQO y una mayor diferencia entre los tres filtros, siendo el F3 el que presentara
las mejores eficiencias de remocidn, con valores entre 72 y 91%, mientras que el F2 fue el que
presento los valores mds bajos de remocidén (19-52%), lo cual pudo deberse posiblemente a que
desde su inoculacién este reactor fue alimentado con sustrato a pH 4 unidades, lo que hizo que
entrara mas rapido en condiciones acidogénicas, las cuales interrumpen la ruta metabdlica de la
digestidon anaerobia y a su vez disminuyen la eliminacién de AGV, haciendo que la DQO en el
efluente no disminuyera considerablemente. De igual manera, a partir del dia 48 el F1 presenté
un comportamiento similar al F2, presentando valores ligeramente mayores (27-65%). Los valores
de remocién en los sistemas F1y F2 fueron similares a los reportados por Buitrén et al., (2014),
Albanez et al., (2018), Buitrén y Carvajal (2009), Nunes et al., (2015) y Gonzalez-Ugalde y Durdn-
Herrera (2013), que muestran remociones entre 19 y 37% durante la produccién de hidrégeno.
Sin embargo, los valores presentados por el F3 son casi dos veces mayor a los reportados. Esto,
en conjunto con los valores de pH registrados (5.81-7.43 unidades), indican que posiblemente
aun no fueron alcanzadas las condiciones acidogénicas, pues tanto el pH como la remocidén de
DQO son mayores a las reportadas en la bibliografia; dejando la posibilidad de que se estuvieran
completando algunas rutas metabdlicas de la metanogénesis, donde el pH y la remociéon de DQO
son similares a los obtenidos por este filtro. No obstante, al ser esta etapa Unicamente de
aclimatacioén (régimen batch) y, por ende, mas inestable, se debe esperar a observar los valores
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obtenidos en la etapa de experimentacion (régimen continuo), pues en estas condiciones es
cuando los sistemas presentan mayor estabilidad (Shan-Fei et al., 2017).
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Figura 16. Eficiencia de remocion de DQO en los filtros durante la etapa de estabilizacion

5.2.4 Produccion y composicion del biogas

En la Figura 17 se muestra la produccion de biogds en los tres filtros durante la etapa de
estabilizacidn, haciéndose notorio que el F3 fue el filtro con la mayor produccién en casi toda la
etapa, comparado a los otros dos filtros, presentando valores de hasta 5.7 L-L*-d"! durante la COV
de 9 gDQO-L*-d?; a diferencia del F1 y F2, con una produccidon maxima de 2.5y 1.3 L-L1.d?,
respectivamente. Esto puede atribuirse a que, como se explicé, los valores de pH y DQO
confirman que algunas rutas metabdlicas de la metanogénesis se estuvieron completando, por lo
cual la produccidn de biogds aumenté junto con la remocién de DQO, pues al haber una mayor
remocion de materia organica significé que existié una fraccion mayor disponible para la
conversion a biogas.
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Figura 17. Produccion de biogds en los filtros durante la etapa de estabilizacion

En el dia 7 de operacion se realizo el analisis de la composicion del biogas del F1 (Figura 18a) y F2
(18b). El F3 no produjo biogas hasta el dia 15. En esta figura se observd que, desde el dia 7 de
operacion, F1 y F2 ya producian hidrégeno en una mayor proporcién al metano y diéxido de
carbono.

El CHB que se determind en el andlisis cromatografico de las muestras de biogas del F1y F2 fue
de 67 y 51%, respectivamente; concordando con los valores reportados por Buitrén y Carvajal,
(2009); Buitrén et al., (2014); Marques et al., (2015); y Albarran, (2017), entre 34 y 64%. Estos
valores demostraron una buena eficiencia del proceso, ya que la mayoria de los productos
intermedios producidos en la fermentacién fueron convertidos en hidrégeno.

Durante el resto de la operacidon de los sistemas no se determind la composicion del biogas,
debido a problemas con el equipo de deteccién.
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5.2.5 Nitrogeno amoniacal (N-NH;3)

La concentracién de N-NH3 en los filtros se muestra en la Figura 19, asi como la comparacién con
el influente. Se observa como el N-NH;s en el influente aumentd conforme aumentdé la COV hasta
llegar a un maximo de 232 mg-L'. Los valores de N-NH; en el efluente de los filtros se
mantuvieron variado ligeramente, siendo a partir del dia 20 menores a la concentracion en el
influente, indicando una remocion u oxidaciéon del N-NHs. Este fendmeno es comun en los
procesos anaerobios, y se conoce como anammox (oxidacidn anaerobia del ion amonio (NH4*),
por su acronimo en inglés), en donde bacterias anaerobias oxidan los iones nitrito y amonio y los
convierten en nitrégeno gas y nitratos, traduciéndose en una remocion de nitrégeno. Ademas, se
sabe que el N-NHj3 cuando se encuentra en un medio acido permanece disuelto en el agua como
NH4* (Lopez, 2008), lo cual respalda la teoria de que se llevé a cabo el proceso anammox. La
energia que se obtiene de esta reaccion se utiliza para la fijacion de CO, que permite el
crecimiento de nuevas células. Al mismo tiempo, de acuerdo con la estequiometria de la reaccion,
se produce un consumo de protones que provoca un aunmento de pH debido a la actividad
microbiana anammox (Lépez, 2008). Esta podria ser una explicacién del constante incremento del
pH en el F1y F3 durante la etapa de estabilizacidn.

Los filtros reportaron valores maximos de 92 (F1), 116 (F2) y 111 (F3) mg-L?, lo cual no representé
una amenaza para el funcionamiento de los sistemas. CONAGUA, (2015) report6 que solo valores
superiores a 1,500 mg-L™ pueden ser tdxicos e inhibitorios para los procesos anaerobios.
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Figura 19. Nitrégeno amoniacal en el influente y efluente de los filtros en la etapa de
estabilizacion
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5.3 Operacion y monitoreo de los filtros durante la etapa de las pruebas experimentales

A continuacion, se presenta el comportamiento de los parametros monitoreados en los tres filtros
durante la etapa experimental, la cual durd 80 dias y fue dividida en dos fases de 40 dias cada
una, en donde se evalud el TRH tedrico (10 y 5 h). Durante ambas fases la COV se mantuvo en
14.5 gDQO-L1-d .

5.3.1 pH monitoreo en continuo

La Figura 20 muestra el comportamiento del pH en los sistemas durante las dos fases
experimentales. Se observé un comportamiento estable, especialmente con el TRH de 5 h. En
general, los valores registrados en los tres filtros se mantuvieron entre 4.5 y 6.5 unidades,
permaneciendo dentro del rango adecuado reportado en la literatura (Bittencourt et al., 2014;
Arreola-Vargas et al., 2013; Espinoza-Escalante et al., 2009). El F2 fue el que presenté mayor
estabilidad en toda la etapa, posiblemente debido a que su biomasa no recibié ningun
pretratamiento y a que desde su inicio fue alimentado con vinaza a pH bajo (4 unidades), por lo
cual no hubo grandes variaciones en sus condiciones. El F3 fue el que presentd valores de pH
mayores a los demas filtros, evidencidandose notoriamente en la Figura 22. Esto se atribuyé
principalmente a la composicion de biogas de este filtro (apartado 5.3.7), pues tuvo el mayor
contenido de metano, lo cual demuestra que algunas rutas metabdlicas de la metanogénesis se
llevaron a cabo, razén que explica el aumento de la alcalinidad por carbonatos (apartado 5.3.11)
y, por ende, el aumento en el pH. A pesar de esto, F3 también se mantuvo dentro del rango
aceptable para la fermentacién oscura.
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Figura 20. Comportamiento del pH en los filtros durante la etapa experimental en continuo
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5.3.2 ORP

En la Figura 21 se muestra el comportamiento del ORP en los sistemas durante la etapa
experimental. Se observan valores negativos, indicadores de un estado de reduccidon
(anaerobiosis) presente. Asimismo, se observan valores dentro del rango de -130 a -300 mV, el
cual es el 6ptimo en la etapa de acidogénesis para la produccién de hidrégeno, siendo el F3 el que
presentd los mejores valores, debido probablemente a que fue el reactor que se le dio
pretratamiento térmico, propiciando el crecimiento de las bacterias productoras de hidrégeno
(Vongvichiankul et al., 2017).
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Figura 21. Comportamiento del ORP en los filtros durante la etapa experimental en continuo

5.3.3 Oxigeno disuelto (OD)

El oxigeno disuelto es muy importante en los procesos anaerobios, ya que, al encontrarse
concentraciones muy altas dentro de los sistemas, es posible que exista una inhibicién de las
bacterias anaerobias. El valor adecuado de este pardmetro es cercano a 0 mg-L?, sin embargo, la
entrada de bajas concentraciones de oxigeno (<1 mg-L?) acompafiado a la alimentacidn (defectos
de bombeo, cierres defectuosos, etc.) no representa en general problemas, ya que los
microorganismos que comienzan la degradacién orgdnica son facultativos (Fernandez-Polanco y
Seghezzo, 2015). En la Figura 22 se puede apreciar que los valores de los reactores se mantuvieron
entre 0.16 y 0.63 mg-L?, los cuales no representaron problemas para el proceso fermentativo que
se llevé a cabo.
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Figura 22. Comportamiento del OD en los filtros durante |la etapa experimental en continuo

5.3.4 DQO monitoreo en continuo

La Figura 23 muestra la DQO tanto del influente como del efluente de los tres filtros durante la
etapa de experimentacion, en ella se puede apreciar que en toda la experimentacién, la DQO en
el efluente de F3 fue la que presentd valores mas bajos, y F1 y F2 presentaron valores similares
entre si. Asimismo, con TRH de 10 h se observa gran diferencia entre los valores de DQO de los
efluentes y los del influente, mientras que con TRH 5 h esa diferencia entre el influente y los
efluentes se acortd, lo cual quiere decir que la remociéon de DQO disminuyé. Esto se debe a que
cuando el TRH disminuyd, las rutas metabdlicas no tuvieron suficiente tiempo para realizarse
completamente, es decir, no se termind el ciclo; por lo tanto, no se llegé a los productos finales,
por lo que se generaron metabolitos que quedaron libres sin reaccionar, lo cudl se tradujo en una
menor remocién de DQO. A pesar de que la DQO en el influente disminuyd con el TRH, la cantidad
de materia organica disponible para los microorganismos fue la misma, pues tanto el TRH como
la DQO se redujeron a la mitad, sin embargo, la COV se mantuvo constante. Esto posiblemente
produciria un aumento en la produccidon volumétrica de biogds (apartado 5.3.7), ya que al
aumentar la velocidad de dosificacion del sustrato aumenta la tasa de reproduccién de las
bacterias, y, por ende, la tasa de produccidn de biogas.

—
| —

56




“Efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo ascendente en la produccién de hidrégeno a
partir de vinaza tequilera”

Resultados y Discusiones

—e—Influente —@—F1(VC) —A—F2(ISP) —@—F3 (IPT)
8,000 TRH=10h ! TRH=5h
7,000 I
6,000
i 5,000
oo
€ 4,000
3
J 3,000
2,000
1,000

0
135 145 155 165 175 185 195 205 215

Tiempo, dias

* VC = Variacién de condiciones; ISP = Inoculacidn sin pretratamiento; IPT = Inoculacion
con pretratamiento térmico

Figura 23. Comportamiento de la DQO durante la etapa de experimentacion en continuo

En la Figura 24 se presentan las eficiencias de remocion de DQO en los filtros. El filtro que
presentd los valores mas altos durante toda la etapa experimental fue el F3, con un valor
promedio de 57% (con ambos TRH) y valores maximos de hasta 76% (TRH 10 h) y 73% (TRH 5 h);
mientras que el F1y F2 presentaron valores muy similares entre si, siendo F1 ligeramente mayor,
con valores promedio de 43% (TRH 10 h) y 29% (TRH 5 h), y valores maximos de 60% y 42% para
TRH 10y 5 h, respectivamente. El F2 registré valores promedio de 38% (TRH 10 h) y 23% (TRH 5
h), y valores maximos de 49% (TRH 10 h) y 44% (TRH 5 h). La mayor estabilidad la presenté F3,
manteniendo constante la remociéon de DQO con ambos TRH, a diferencia de F1 y F2, donde la
remocion disminuyd al variar el TRH a 5 h. Esto se debid posiblemente a que el pretratamiento
térmico propicid una mayor resistencia de las bacterias a los cambios en los pardmetros
ambientales y permitiendo que se mantuviera constante la remocién de DQO.

Nunes et al., (2015) obtuvieron una remocion maxima de DQO del 37% en la produccién de
hidrogeno en un FAFA a partir de vinaza de cafia de azlcar, siendo similar a la presente
investigacién, con la diferencia de que ellos emplearon un TRH de 24 h y una COV de 36 gDQO-L
L.dl, Esta remocién de DQO reportada por ellos es menor a los obtenidos en la presente
investigacion con el F3 (en ambos TRH); y F1y F2 (TRH 10 h), lo cual presenta un gran aporte por
parte de esta investigacidn, demostrando que se pueden obtener remociones de DQO mayores a
50% en la fermentacion oscura.
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Figura 24. Eficiencia de remocion de DQO en los filtros durante la etapa de experimentacion en
continuo

5.3.5 Demanda Biolégica de Oxigeno (DBOs)

En la Figura 25a se muestra el comportamiento de la DBOs en el influente y en el efluente de los
filtros durante la etapa de experimentacion, de la cual cabe destacar que, de acuerdo a los valores
registrados, la DBOs representa entre el 50 y 60% de la DQO, lo cual se debe a que la vinaza
tequilera esta compuesta en su mayoria por materia biodegradable proveniente de las pifas de
agave. Asimismo, en la Figura 25b se presenta la eficiencia de remocién de DBOs en los filtros,
dénde puede apreciarse que la remocién de los filtros no varié considerablemente al cambiar el
TRH, con excepcion del F2, donde con TRH 5 h la remocién disminuyd, lo cual puede atribuirse a
que al dar un pretratamiento a la biomasa (F3) o modificar las condiciones para propiciar la
fermentacién oscura (F1), ademas de propiciar una mayor produccidon de biogds rico en
hidrégeno, es probable que también beneficie en la remocién de compuestos biodegradables, ya
gue los microorganismos pueden asimilar mas facilmente estos compuestos y convertirlos en
hidrogeno. El F3 fue el filtro que presentd los valores mas altos de remocién, con un maximo de
68% con ambos TRH. El F1 presenté mdaximos de 56 (TRH 10 h) y 50% (TRH 5 h), mientras que R2
presentd las remociones mas bajas con valores maximos de 44 (TRH 10 h) y 26% (TRH 5 h).
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Figura 25. Comportamiento de la a) DBOs en el influente y efluente de los filtros; b) Remocion
de DBOs en los filtros; durante la fase experimental

5.3.6 Carbohidratos

Los carbohidratos son un parametro importante a determinar en la fermentacién oscura, ya que
estos son el sustrato principal en la etapa de acidogénesis debido a su estructura sencilla de
asimilar para los microorganismos, por lo que la mayor parte del hidrégeno biolégico es producido
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a partir de estas macromoléculas en un orden de 2-4 moles de hidrégeno por mol de glucosa
(Albarran, 2017; Blanco, 2013), dependiendo la ruta metabdlica que se lleve a cabo. La Figura 26a
presenta el comportamiento de la concentracion de carbohidratos, medidos como mg glucosa-L
! durante la fase experimental en los sistemas, mientras que la Figura 26b muestra el consumo
de carbohidratos. Puede observarse que, tanto en la concentracién como en el consumo de
glucosa de los filtros, los valores entre si fueron bastante similares, presentando consumos
maximos de 87,90y 91% (TRH 10 h); y 89, 86y 92% (TRH 5 h); para F1, F2 y F3, respectivamente.
Estos altos valores en el consumo demuestran que la mayor parte de los carbohidratos estan
siendo transformados por los microorganismos para la produccién del biogds. El remanente
podria corresponder a los carbohidratos pertenecientes a los compuestos no biodegradables
como la celulosa, hemicelulosa, lignina, etc (Albarran, 2017).
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Figura 26. Comportamiento de la a) concentracion de glucosa en el influente y efluente de los
filtros; b) consumo de carbohidratos en los filtros; durante la fase experimental

5.3.7 Produccion y composicion del biogas en continuo

En la Figura 27 se muestra la produccion de biogas en los tres filtros durante la fase experimental,
haciéndose notorio que el F3 fue el filtro con la mayor produccién en toda la etapa, elevando su
produccion respecto a los demas filtros con TRH 5 h, lo que demuestra que a menor TRH, aumenta
la produccién de biogas cuando se trabaja con biomasa pretratada térmicamente. Se observo que
a pesar de que la remocion de DQO de F3 no aumentd con TRH 5 h, la produccion de biogas si
aumentd en un 33% en comparacién al TRH 10 h, lo cual puede explicarse al ver como la
concentracién de AGV (apartado 5.3.11) disminuyé con TRH 5 h, equilibrando el balance de
materia, ya que parte de los AGV fueron convertidos en biogas. Sin embargo, deben analizarse
los datos obtenidos de la composicidn de biogds para confirmar si el pretratamiento de la biomasa
fue efectivo o no. Los valores promedio y maximos para el F3 fueron 4.8y 5.3 L-L''-d* (TRH 10 h),
respectivamente; y 7.2 y 8.8 L-L'1-d? (TRH 5 h). Por otro lado, F1 y F2 presentaron valores muy
similares entre si. F1 obtuvo valores promedio de 3.5 (TRH 10 h) y 4.1 (TRH 5 h) L-L'*-d%, y valores
maximos de 4.6 (TRH 10) y 6.2 (TRH 5 h) L-L*-d"!; mientras que R2 obtuvo valores promedio y
maximos de 3.8 y 5.5 L-L2-d? (TRH 10 h), y 4.3 y 6.4 L-L'1-d? (TRH 5 h), respectivamente. Estos
valores son superiores a la mayoria de los reportados en la literatura y similares a los de Nunes et
al., (2015), Bittencourt et al., (2014) y Buitrén y Carvajal, (2010), que registraron producciones de
biogas de 4.6, 8 y 4.2 L-L'*-d?!, respectivamente, utilizando TRH de 24 y 12 h; y COV de 6-36
gDQO-L-d. Por otra parte, se mantienen por debajo de lo reportado por Garcia-Depraect et al.,
(2020) y Marques et al., (2015), que promedian 13.5y 40.2 L-L™*-d! al operar con TRHde 6y 1 h,
respectivamente; COV de 169 y 120 gDQO-L*-d%; y cultivos bacterianos puros, atribuyendo a este
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ultimo factor la discrepancia en la produccién de biogas en comparaciéon a lo obtenido en Ia
presente investigacion.
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Figura 27. Produccion de biogds de los filtros durante la etapa de experimentacion en continuo

La Figura 28 muestra las determinaciones de la composicion de biogds, por filtro, realizadas en
cromatografia de gases durante la fase experimental. En general, se observa que en los tres filtros,
a medida que avanzaron los dias de operacion, aumentd la concentracidon de hidréogeno y al
mismo tiempo disminuyeron las concentraciones tanto de metano como de diéxido de carbono,
siendo notorio que se obtuvieron mejores resultados con TRH 5 h. También se puede apreciar
que el F3, a pesar de ser el filtro con pretratamiento térmico de la biomasa (el cudl se realizo6 para
la inhibicion de la actividad de las bacterias metanogénicas), fue el que presenté mayores
concentraciones de metano en comparacion a los otros filtros, lo que, en conjunto con los datos
obtenidos de produccién de biogds (dénde se observa un notable aumento con el cambio de TRH
a5h), lleva ala conclusion de que el TRH adecuado para el F3 (tratamiento térmico) es de 5 h, ya
gue entre mas corto es el TRH existe mayor seguridad de que no se completen las rutas
metabdlicas de la metanogénesis (Blanco, 2013). Como segunda premisa, se plantea la idea de
gue posiblemente el pretratamiento térmico no fue del todo eficiente, atribuyéndose a causas
como un menor tiempo de calentamiento (21 h) en comparacion a otras investigaciones (24 h)
(Buitrén et al., 2014; Buitron y Carvajal, 2010; Albarran, 2017). O bien, como ultima hipétesis,
suponiendo que el pretratamiento térmico si fue eficiente, probablemente las condiciones de pH
presentes en la etapa de estabilizacion favorecieron la reproduccion de las bacterias
metanogénicas, y una vez que en la etapa de experimentacion se alcanzé la estabilidad de pH,
propicié el aumento en la concentracidn de hidrégeno, aunque en una proporcién menor a la de
F1y F2, como se puede apreciar en la Figura 29.
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Figura 28. Composicion del biogds producido durante la etapa experimental en continuo a) F1
(VC), b) F2 (ISP) y c) F3 (IPT)

En la Figura 29 se muestra el CHB en los filtros durante la etapa experimental. Los valores
obtenidos en las mediciones fueron muy similares entre si, siendo los de F1 ligeramente mayores
a los demds. Asimismo, en los tres casos se observa que el CHB fue mayor con TRH 5 h. Con TRH
10 h los filtros presentaron valores promedio y maximos de 49y 69% (F1), 42y 57% (F2),y 33y
45% (F3), respectivamente, mientras que con TRH 5 h registraron valores promedio y maximos
de 75y 80%, 58 y 69%, y 57 y 66%, respectivamente. Los valores maximos de los tres filtros
obtenidos con TRH 5 h son mayores a los reportados por Buitrén et al., (2014) (64%), quienes
estudiaron la produccién de hidrégeno en un FAFA a partir de vinaza tequilera, utilizando un TRH
de 4 h y una COV de 51 gDQO-L*-d!, demostrando que, aunque en la presente investigacion se
manejé una COV menor y un TRH ligeramente mayor, los resultados obtenidos en cuanto al CHB
muestran una alta eficiencia del proceso. Asimismo, el valor maximo obtenido (69%) con TRH 10
h en F1 rebasa lo reportado en gran parte de la literatura, mostrando que es posible obtener un
alto CHB, incluso mayor al obtenido con pretratamiento térmico, al variar las condiciones de
digestion anaerobia a fermentacidon oscura en un FAFA, Unicamente disminuyendo el pH en el
sustrato influente; abriendo una gran brecha de oportunidad para innovacién de las plantas
generadoras de metano. En una investigacion reciente de Garcia-Depraect et al., (2020),
trabajando con un CSTR en la produccion de hidrégeno a partir de vinaza tequilera,a TRHde 6 h
y COV de 169 gDQO-L*-d?, obtuvieron un contenido de hidrégeno del 91%, el cual representa el
valor maximo registrado en la literatura. Los valores obtenidos en el presente estudio, operando
con TRH similar (5 h) pero diferente COV (14.5 gDQO-L*-d!), en un FAFA; aun estan por debajo
de dicho estudio.
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Figura 29. CHB en los filtros durante la etapa experimental en continuo

5.3.8 Tasa de produccion de hidrégeno (TPH) y rendimiento de hidrégeno (RH)

A continuaciéon se muestra la TPH (Figura 30a) registrada por los filtros en la etapa de
experimentacién en continuo, asi como el RH (Figura 30b). Se obtuvieron valores mayores con
TRH 5 h que con 10 h, en los tres filtros, para los dos pardmetros. Con TRH 10 h, los valores
promedio de RH registrados fueron 541 (F1), 473 (F2) y 318 (F3) NmL H2:gDQOremovida*; con
maximos de 887, 749y 383 NmL H2-gDQOremovida 1, respectivamente. Mientras que con TRH 5 h se
alcanzaron RH promedios de 1,364 (F1), 1,328 (F2) y 958 (F3) NmL H2:gDQOremovida }; cON maximos
de 1,596, 1,611 y 1,291 NmL H2:gDQOremovida }, respectivamente. Altos valores de RH indicaron
que los filtros fueron capaces de aprovechar de mejor manera las moléculas de materia organica
(DQO), produciendo una mayor cantidad de hidrégeno a partir de esta, es decir, hubo menor
cantidad de pérdidas (Albarran, 2017). Esto demostré que, en esta investigacion, el
pretratamiento térmico (F3) no mejoré el RH, pues se obtuvieron los valores menores respecto a
los otros filtros. Por otra parte, aunque no hubo gran diferencia entre F1 y F2, se obtuvo un
promedio mayor con F1, demostrando que la variacidn de condiciones de digestion anaerobia a
fermentacion oscura es una opcion viable tanto para la produccion de hidrégeno como para el
tratamiento de la vinaza tequilera.

Los valores obtenidos de RH por los tres filtros con TRH 5 h en la presente investigacion,
sobrepasan por el doble a los maximos reportados en la literatura por Marques et al., (2015) y
Garcia-Depraect et al., (2020); donde utilizaron un reactor de lecho fluidizado y de agitacion
continua, trabajaron con vinaza tequilera y de caia de azlcar, emplearon cultivos bacterianos
puros, TRHde 1y 6 h,y COV 120y 169 gDQO-L*-d!, obteniendo valores de RH de 517 y 541 mL
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H2:gDQO0removida*, respectivamente, tomando en cuenta que aunque su TRH fue similar al de la
presente investigacion, su COV fue mdas de 8 veces mayor. Esto demuestra que con cultivos
bacterianos mixtos es posible obtener altos RH, sin necesidad de utilizar un cultivo puro, el cudl
demanda mayor tiempo y dinero debido a los analisis y pruebas microbiolégicas para el
aislamiento de las bacterias, deteccidn, purificacién, codificacion, etc.

Por otro lado, respecto a la TPH con TRH 10 h, se reportaron valores promedio de 2.3 (F1), 2.2
(F2) y 2.1 (F3) NL Hp-L't-d%; y maximos de 4, 3.7 y 2.8 NL Hy-L*-d}, respectivamente. Para TRH 5 h
se alcanzaron promedios de TPH de 4.1 (F1), 3.3 (F2) y 5.3 (F3) NL Hz-L'*-d"}; con maximos de 5,
4.4y 6.2 NL Ho-L1-d%, respectivamente. Los mejores valores se obtuvieron con F3 en TRH 5 h, lo
gue indicé que al menos en la TPH, el pretratamiento térmico tuvo un impacto positivo,
concordando con lo reportado por Albarrén, (2017), Marques et al., (2015) y Buitrén et al., (2014).
Este parametro de respuesta podria ser considerado como el mds importante, refiriéndose
Unicamente a la produccién de hidrégeno en cantidad, ya que es un indicador del volumen de
hidrégeno producido por unidad de volumen del reactor y por unidad de tiempo. Sin embargo,
cuando se refiere al tratamiento de agua, adquiere la misma importancia tanto el RH como el
CHB, ya que, aunque se tenga una alta TPH se puede tener un bajo RH y CHB. Los valores en
conjunto de estos tres parametros son los que llevaran a tomar la decision de cual método es el
adecuado para elevar la produccion de hidrogeno.

En cuanto a los valores promedio obtenidos de TPH con TRH 5 h en los tres filtros de esta
investigacion, son superiores por mas del 15% a la mayoria de los resultados reportados por otros
autores como Bittencourt et al., (2014), Buitrén et al., (2014), Buitrén y Carvajal, (2009) y
Espinoza-Escalante et al, (2009), que registran valores de 2.4, 1.7, 1.4 y 2.8 L HyL''-d?,
respectivamente. En cambio, nuevamente Garcia-Depraect et al, (2020) y Marques et al., (2015)
registraron valores de 12.3 y 13.7 L H,-L*-d? al operar con TRHde 6 y 1 h, y COV de 169 y 120
gDQO-L1-d?, respectivamente, ademds de emplear cultivos puros. Estos valores duplican a los
maximos obtenidos en la presente investigacion, sin embargo, es importante mencionar que en
esta investigacudn se operd con TRH similar (5 h), con una COV mds de 8 veces menor (14.5
gDQO-L*-d?), y se empled un cultivo bacteriano mixto.

—t'

66

—



“Efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo ascendente en la produccién de hidrégeno a
partir de vinaza tequilera”

Resultados y Discusiones

—8—F1(VC) —A—F2(ISP) —@—F3(IPT)

7 TRH=10h : TRH=5h

TPH, NLH,-L'1d?
w H (6]

N

135 145 155 165 175 185 195 205 215
Tiempo, dias

a)

—8—F1(VC) —A—F2(ISP) —@=—F3 (IPT)

1800 TRH=10h
~ 1600
2 1400
21200
1000
800
600
400
200 |
0 |
135 145 155 165 175 185 195 205 215
Tiempo, dias

TRH=5h

a

RH, NmL H,-gDQO0 ¢

b)

* VC = Variacién de condiciones; ISP = Inoculacién sin pretratamiento; IPT = Inoculacién
con pretratamiento térmico

Figura 30. a) TPH registrada; b) RH registrado; en los filtros durante la etapa experimental en
continuo

Al analizar los datos obtenidos de TPH y RH en la presente investigacién y compararlos con los
obtenidos por otros autores, se observé que las altas COV, TRH cortos y el uso de cultivos puros
en conjunto, favorecen al incremento en la TPH considerablemente, mientras que Unicamente
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con TRH cortos, COV bajas y cultivos mixtos es posible alcanzar altos valores de RH, superando a
los reportados en la literatura.

5.3.9 N-NH; monitoreo en continuo

La concentracion de N-NHj3 en los filtros se muestra en la Figura 31. El N-NH; dentro de los filtros
se mantuvo en valores similares entre si durante toda la etapa experimental en continuo, siendo
siempre menores a la concentracion en el influente, indicando de nuevo que se llevd a cabo el
proceso anammox, aunque en un menor grado en comparacién a la etapa de estabilizacién. La
concentracién maxima de N-NHz; medida en el influente fue de 95 mg-L. Los valores
determinados no representaron una amenaza para el funcionamiento de los sistemas, ya que
Ferndndez-Polanco y Seghezzo, (2015) reportan que solo valores superiores a 1,500 mg-L*
pueden ser toxicos e inhibitorios para los procesos anaerobios.
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Figura 31. Nitrégeno amoniacal en el influente y efluente de los filtros en la etapa de
experimentacion

5.3.10 Sulfuros

En la Figura 32 se muestra la concentracidn de sulfuros presente en el influente y efluente de los
filtros, la cual se mantuvo en constante fluctuacidn, presentando valores en los efluentes incluso
por encima del influente (un maximo de 5.76 mg-L?), debido a la actividad de las bacterias
sulfatoreductoras normalmente presentes en los procesos fermentativos, que reducen los
sulfatos a sulfuros en ausencia de oxigeno (Fernandez-Polanco y Seghezzo, 2015). No obstante,
los valores maximos medidos en los sistemas no significaron un riesgo de toxicidad para el
proceso anaerobio, ya que el limite maximo soportado, de acuerdo a Fernandez-Polanco y
Seghezzo, (2015), es 200 mg-L ™.
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Figura 32. Sulfuros en el influente y efluente de los filtros durante la etapa experimental en
continuo

5.3.11 Alcalinidad y AGV

Enla Figura 33 se muestra la alcalinidad total determinada en los filtros. Los sistemas presentaron
una notable variacién con TRH 10 h, mientras que con TRH 5 h se observé una alta estabilidad.
Los valores promedio de los sistemas con TRH 10 h fueron 398 (R1), 329 (R2) y 460 (R3)
mgCaCOs-Lt, mientras que con TRH 5 h fueron 137, 114 Y 248 mgCaCOs-L?, respectivamente.
Dichos valores indican una capacidad amortiguadora regular, ya que Fernandez-Polanco y
Seghezzo, (2015) reportan valores mayores a 1,000 mgCaCOs-L™! como necesarios para una buena
capacidad amortiguadora y entre 2,000 y 5,000 mgCaCOs-L! para un éptimo funcionamiento de
la digestidn anaerobia. Sin embargo, en el presente proyecto se llevé a cabo una fermentacién
oscura, en donde la alcalinidad debe ser menor a 1,000 mgCaCOs-L! para garantizar una ligera
acidificacién en el medio y pueda llevarse a cabo la acidogénesis. Por lo tanto, los valores de
alcalinidad determinados en los sistemas durante la etapa experimental fueron aceptables para
el proceso fermentativo que se llevd a cabo.
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Figura 33. Alcalinidad total en el efluente de los filtros durante la etapa de experimentacion

Los valores determinados de AGV se observan en la Figura 34a, donde se registraron promedios
de 547 (R1), 466 (R2) y 562 (R3) mg-L™* para TRH 10 h, mientras que con TRH 5 h se obtuvieron
valores promedio de 166 (R1), 145 (R2) y 276 (R3) mg-L. Los valores con TRH 10 h fueron
adecuados para la fermentacion oscura, debido a que la literatura reporta valores alrededor de
500 mg-L como necesarios para un buen funcionamiento de la fermentacién (Fernandez-Polanco
y Seghezzo, 2015). Por otro lado, los valores registrados con TRH 5 h muestran una alta
estabilidad, manteniéndose en un rango muy estrecho sin un alto margen de variabilidad.
Asimismo, se observa que cuando se reduce el TRH de 10a 5 h, los AGV disminuyen, lo cual puede
puede ser explicado con el CHB (apartado 5.3.7), pues su comportamiento fue inversamente
proporcional. Esto se debe a que con TRH de 5 h la mayor parte de los AGV fueron transformados
por los microorganismos en hidrégeno, por lo cual, los AGV disminuyeron mientras que el CHB
aumento (Figura 34b).
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Figura 34. a) AGV en el influente y efluente de los filtros en la etapa experimental; b)

comparacion de AGV vs CHB

En la Tabla 9 se presenta un resumen con los valores promedio y su desviacidn estandar de los
pardmetros monitoreados mas importantes durante la etapa de experimentacién, asi como de

los parametros de respuesta (CHB, TPH y RH).
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Tabla 9. Resumen de los pardmetros monitoreados y de respuesta durante la etapa de
experimentacion.

TRH10h TRH5h
AELESTHE F1(VC) F2 (ISP) F3 (IPT) F1 (VC) F2 (ISP) F3 (IPT)
P+D.E. P+D.E. P+D.E. P+D.E. P+D.E. P+D.E.
pH 5.2+0.3 4.9+0.1 5.6+0.4 4.84+0.2 4.7+0.2 5.6+0.4
Remocion DQO (%) 43+10 38+10 57+8 29+7 2348 57+9
Remocion DBOs (%) 37+20 37+6 58+11 34+15 17+9 57+9
Consumo 78+7 78+9 8246 71413 70+12 78+9
carbohidratos (%) - - - - - -
Biogas (L-L*-d?) 3.5+0.7 3.8+0.6 4.8+0.6 4.1+0.6 4.3+0.8 7.2+0.8
CHB (%) 49+11 4249 3316 7545 58+7 57+5
TPH 2.340.8 2.2+0.8 2.1+0.4 4.1+0.5 3.3+0.6 5.340.6
(NL Hp-L2-d?) - - - - - -
RH 5414216 473+171 318+69 1,364+170 1,328+200 958+193
(NmL H,-gDQOremovida ) - - - - - -

* VC = Variacién de condiciones; ISP = Inoculacién sin pretratamiento; IPT = Inoculacién con
pretratamiento térmico; P = Promedio; D.E. = Desviacion Estandar

5.3.12 Analisis estadistico

El andlisis estadistico realizado (ANEXO 1) para evaluar el efecto de las condiciones de arranque
(F1, F2y F3)y el TRH en el CHB, TPH y RH (pardmetros de respuesta), demostré que si existieron
diferencias significativas en el TRH en todos los filtros, obteniendo mejores respuestas con TRH 5
h. Por otra parte, con TRH 5 h, se demostré que para el CHB existieron diferencias significativas
entre todos los filtros, siendo mayor F1l, mientras que para la TPH existid una diferencia
significativa positiva entre F3 y los demas filtros. En cuanto al RH, se observd que con TRH 5 h
existié una diferencia significativa negativa entre F3 y el resto de los reactores, sin mostrar
diferencias significativas entre F1 y F2. Con TRH 10 h no hubo diferencias significativas entre los
reactores para la TPH; al contrario del CHB y RH, donde existieron diferencias significativas
Unicamente entre F1y F3 para los dos parametros. En la Tabla 10 se presenta un resumen de los
resultados de los andlisis estadisticos realizados, donde en color verde se muestran las diferencias
significativas, en color rojo las diferencias significativas negativas y en amarillo Unicamente donde
existen diferencias significativas.
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Tabla 10. Resumen de los andlisis estadisticos

VARIABLE PARAMETRO DE DIFERENCIA
ANALIZADA RESPUESTA POBLACIONAL SIGNIFICATIVA

CHB
F1(VC) TPH
RH
CHB

F2 (ISP) TPH TRH 10-TRH 5 Si
RH
CHB
F3 (IPT) TPH
RH

F1-F2 Si

CHB F1-F3 Si

F2-F3 No

F1-F2 Si

TRH 5 TPH F1-F3 Si

F2-F3 Si

F1-F2 No

RH F1-F3 Si

F2-F3 Si

F1-F2 No

CHB F1-F3 Si

F2-F3 No

F1-F2 No

TRH 10 TPH F1-F3 No

F2-F3 No

F1-F2 No

RH F1-F3 Si

F2-F3 No

* VC = Variacién de condiciones; ISP = Inoculacidn sin pretratamiento; IPT = Inoculacién con
pretratamiento térmico

En la Figura 35 se presentan los analisis de regresion lineal multiple realizados para cada
pardmetro de respuesta, donde se observd que entre menor sea el TRH, se obtendran mejores
valores en los pardmetros de respuesta, con un valor dptimo de 1 h. Mientras que para las
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condiciones de arranque se observd que con F3 (IPT) se maximiza la TPH, y con F1 (VC) se

maximiza el RH y el CHB.
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Figura 35. Andlisis de regresion lineal multiple para a) CHB, b) TPH y ¢) RH

5.3.13 Coeficientes cinéticos de degradacion de materia organica

En la Figura 36 se muestran las cinéticas de degradacion de materia orgdnica en los filtros
aplicando el modelo de Stover-Kincannon, donde se obtuvieron los mejores ajustes (0.32-0.65)
en cuanto al coeficiente de correlacidn (R?), comparado con otros modelos (ANEXO 3). Para TRH
5 h (Figura 36a), se obtuvieron parametros cinéticos Umax de 1.7 (F1), 0.8 (F2) y 5 g-L*d* (F3); y Ks
de 17.9(F1), 15.8 (F2) y 17.9 g-L'*d* (F3). Con TRH 10 h (Figura 36b) se obtuvo Umax de 10 (F1), 1.7
(F2)y 1.3 g-L*d* (F3); y Ke de 41.7 (F1), 16.3 (F2) y 14.7 g-L*d! (F3). Esta gran variacion entre los
valores de Umax Y Ks demuestran que los filtros adn no llegaron a su maxima capacidad de
remocion de materia organica, siendo la constante de saturacion (Kg) mayor a la constante de
tasa maxima de remocién (Umax) por alrededor de 10 veces en todos los casos. Esto indicé que los
filtros aun son capaces de soportar COV mayores y obtener buenos porcentajes de eficiencia de
remocion de materia organica (Faekah, Fatihah y Samba, 2020). Sin embargo, a pesar de que con
este modelo se obtuvieron los mejores valores de R?, no son lo suficientemente altos para explicar
que el consumo de sustrato se encuentra en funcién de la COV, siendo solamente un 32-65%
confiables. En la Tabla 11 se presenta un resumen de los coeficientes cinéticos obtenidos.
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Figura 36. Cinéticas de degradacion de materia orgdnica en los filtros para TRH de a) 5 h; y b)
10h
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Tabla 11. Coeficientes cinéticos determinados

TRH (h) FILTRO Umax (g-L1d?) Ks (g-Ld?) R?
F1 (VC) 1.67 17.91 0.445
5 F2 (ISP) 0.83 15.81 0.549
F3 (IPT) 5 17.91 0.649
F1 (VC) 10 41.73 0.468
10 F2 (ISP) 1.67 16.31 0.592
F3 (IPT) 1.25 14.67 0.324
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se logrd evaluar el efecto de las condiciones de arranque en un FAFA en la produccion de
hidrogeno a partir de vinaza tequilera.

Se evaluaron diferentes condiciones de arranque en los FAFA para la remocién de materia
organica en régimen batch (etapa de estabilizacién), obteniendo remociones promedio de DQO
de 65 (F1-VC), 47 (F2-ISP) y 68% (F3-IPT), siendo la condicién de arranque de inoculacion con
pretratamiento térmico la mejor para la remocidn de materia organica en la etapa de
estabilizacién, atribuyéndose principalmente a una resistencia de asimilacién al sustrato
generada por las bacterias al recibir el pretratamiento térmico, que propicid una mayor
biodegradacién de materia organica. Sin embargo, las condiciones que imperaron en el F3 fueron
principalmente metanogénicas, puesto que el pH obtenido se mantuvo en un rango de valores
entre 5.8y 7.4 unidades. Una vez que el sistema cambio a continuo el F3 comenzd a operar en un
rango de pH de 4.6-7.1 unidades.

Respecto a la etapa de experimentacion en régimen continuo, el analisis estadistico demostrd
gue la mejor condicion de arranque para el CHB y RH fue VC (F1), obteniendo valores
experimentales promedio de 75% y 1,364 NmL H2-gDQO emovida >, respectivamente, mientras que
para la TPH fue IPT (F3), registrando 5.3 NL H,-L-d"}; todos los pardmetros obtenidos con TRH de
5 h. Los filtros alcanzaron altas remociones de DQO comparadas con otros autores, reportando
43 (F1), 38 (F2) y 57% (F3) con TRH de 10 h; y 29 (F1), 23 (F2) y 57% (F3) con TRH de 5 h.

En cuanto al TRH, el analisis estadistico demostré que, con 5 h, mejoraron en comparaciéna 10 h
el CHB en un 35 (F1), 28 (F2) y 42% (F3); la TPH en un 44 (F1), 33 (F2) y 60% (F3); y el RH en un 60
(F1), 64 (F2) y 67% (F3).

Con el andlisis de regresion lineal se logré obtener un valor éptimo de TRH de 1 h, el cudl elevé
los tres parametros de respuesta en un 18 (CHB), 25 (TPH) y 36% (RH), obteniendo mejores
resultados con F1 (VC) para CHBy RH, y con F3 (IPT) para TPH.

Se acepté la hipdtesis planteada al obtener valores mas altos de CHB y RH con la condicién de
arranque VC (F1), demostrando que la opcién de producir hidrégeno a partir de vinaza tequilera
en un FAFA en condiciones de digestion anaerobia es viable, Unicamente disminuyendo el pH (de
7 a4 unidades) en el influente para propiciar el desarrollo de condiciones de fermentacion oscura.

Los resultados obtenidos en este proyecto representan una via para la conversidon de plantas
productoras de metano a plantas productoras de hidrégeno sin necesidad de dejar de operar.
Este cambio podria representar beneficios energéticos, econdmicos y ambientales para la
industria tequilera.

78

—
| —



“Efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo ascendente en la produccién de hidrégeno a
partir de vinaza tequilera”

Recomendaciones

CAPITULO 7. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la investigacidn antes de ser aplicado a escala real, para evaluar la
COV en niveles mas altos que el utilizado en este estudio, y asi, lograr la optimizacién de este
proceso innovador. Ademas, se recomienda realizar la evaluacién de los sistemas a largo plazo
para verificar que la produccién de hidrégeno se mantenga a través del tiempo.

Se propone determinar la concentracion de proteinas y lipidos presentes en la vinaza tanto cruda
como tratada, asi como sus porcentajes de remocién. Con esto se obtendrd mayor informacién
acerca de la direccién de las rutas metabdlicas y qué es lo que se estd produciendo
especificamente. De igual manera, determinar la concentracion de celulosa, hemicelulosa y
lignina, para verificar si el remanente de la DBOs corresponde a estos compuestos.
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ANEXO 1. Curvas de calibracion para la determinaciéon de composicion del biogas

CURVAS DE CALIBRACION

CURVADE CALIBRACION DE CH4
y =0.0041x + 0.0263

1.2 q R2 =0.9961
1 -
0.8
- 0.6 A
S
0.4 1
0.2 1
0 T T T T T )
0 50 100 150 200 250 300
area
CURVADE CALIBRACION DE CO2
1.2 q y = 0.0029x + 0.0948
Rz = 0.9644
1 -
0.8 A
— 0.6
0.4 A
0.2 A
0 T T T T T T ]
0 50 100 150 200 250 300 350
area
CURVADE CALIBRACION DE H2
12 - y = 0.0037x + 0.072
! R2 =0.9867
1A
0.8 A
— 0.6 1
S
0.4
0.2
0 T T T T T ]
0 50 100 150 200 250 300
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METANO
Volumen inyectado | T (°C) | T(°K)| Area Tiempo de
mL L Laboratorio residencia
0.1 0.0001 29 302| 18.5862857 2.266
0.2 0.0002 29 302[ 37.6665714 2.213
0.3 0.0003 29 302 75.153 2.153
0.4 0.0004 29 302| 91.9288571 2.150
0.5 0.0005 29 302| 108.284286 2.130
0.6 0.0006 29 302| 140.045429 2.113
0.7 0.0007 29 302| 157.406857 2.093
0.8 0.0008 29 302| 185.366286 2.090
0.9 0.0009 29 302| 209.601429 2.090
1 0.001 29 302| 238.603571 2.086
PROMEDIO 2.1384
Cc0o2
Volumen inyectado [T (°C) [ T (°K) Tiempo de
- Area ) .
mL L Laboratorio residencia
0.1 0.0001 29 302 0
0.2 0.0002 29 302| 47.1736667 4.736
0.3 0.0003 29 302| 95.5186667 4.666
0.4 0.0004 29 302| 118.550667 4.656
0.5 0.0005 29 302| 89.3516667 4.633
0.6 0.0006 29 302 173.568 4.646
0.7 0.0007 29 302 203.655 4.59
0.8 0.0008 29 302 240.433 4.573
0.9 0.0009 29 302[ 269.008333 4.576
1 0.001 29 302| 310.340667 4.573
PROMEDIO 4.627666667
HIDROGENO
Volumen inyectado | T (°C) | T (°K) Tiempo de
- Area . .
mL L Laboratorio residencia
0.1 0.0001 29 302 15.948 1.013
0.2 0.0002 29 302 39.919 1.000
0.3 0.0003 29 302 63.599 1.026
0.4 0.0004 29 302 88.212 1.010
0.5 0.0005 29 302 111.636 1.030
0.6 0.0006 29 302 130.014 1.006
0.7 0.0007 29 302 151.309 1.003
0.8 0.0008 29 302 193.078 0.943
0.9 0.0009 29 302 220.84 1.003
1 0.001 29 302 264.246 1.016
PROMEDIO 1.005
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ANEXO 2. Analisis estadistico
Evaluacion de TRH (10 h=pu1; 5 h =pu2) a = 0.05
CHB-F1
Tabla ANOVA
Fuente de Grados de ss MS f (exp) F tablas value
variacion libertad P (0.05; 1; 14) P
Tratamientos 1 2,630 2,630 34 5 0.0000
Error 14 1,097 78
Total 15 3,727

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipdtesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en el CHB

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
. . Diferencia
. Diferencia L
Hipdtesis ) muestral en ~ Valor LSD Decision
poblacional
valor absoluto
AO:ul=p2vs o 26 9 SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2
CHB-F2
Tabla ANOVA
Fuente de  Grados de F tablas
o . SS MS f (exp) p-value
variacion libertad (0.05; 1; 14)
Tratamientos 1 993 993 14 5 0.0021
Error 14 985 70
Total 15 1,979

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipdtesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en el CHB

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
L Diferencia muestral en
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor
absoluto
HO:ul=p2 ) 16 9 SIGNIFICATIVA
vs H1: ul#
( ]
L 81 )
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CHB-F3
Tabla ANOVA
Fuente de  Gradosde ss MS f (exp) F tablas o-value
variacion libertad (0.05; 1; 14)
Tratamientos 1 2,348 2,348 70 5 0.0000
Error 14 471 34
Total 15 2,819

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO
Como f >F, se rechaza la hipdtesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en el CHB

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
L Diferencia muestral en .
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor
absoluto
HO:pl=p2vs ) 24 6 SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2
TPH-F1
Tabla ANOVA
Fuente de Grados de 55 MS f (exp) F tablas o-value
variacion libertad (0.05; 1; 14)
Tratamientos 1 12 12 30 5 0.0001
Error 14 6 0.42
Total 15 18

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipotesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en la TPH

Como p-value < q, se rechaza HO

LSD
. . Diferencia
L Diferencia
Hipotesis : muestralen = Valor LSD Decisién
poblacional
valor absoluto
HO:pl=uavs ) o 1.76 0.69 SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2
(2]
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TPH-F2
Tabla ANOVA
Fuente de Grados de ss MS f (exp) F tablas o-value
variacion libertad (0.05; 1; 14)
Tratamientos 1 5 5 10 5 0.0080
Error 14 8 0.56
Total 15 13

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipdtesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en la TPH

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
oL Diferencia muestral en .
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor
absoluto
HO: pl1=p2
vs H1: 1 # pl-p2 1.15 0.80 SIGNIFICATIVA
u2
TPH-F3
Tabla ANOVA
Fuente de  Gradosde F tablas
o, . SS MS f (exp) p-value
variacion libertad (0.05; 1; 14)
Tratamientos 1 41 41 155 5 0.0000
Error 14 4 0.26
Total 15 45

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipétesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en la TPH

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
o Diferencia muestral en
Hipodtesis . Valor LSD Decision
poblacional valor
absoluto
HO:pl=p2vs 0 3.20 0.55 SIGNIFICATIVA
H1: ul# p2
[ &)
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RH-F1
Tabla ANOVA
Fuente de Grados de ss MS f (exp) F tablas o-value
variacion libertad (0.05; 1; 14)
Tratamientos 1 2,709,488 2,709,488 72 5 0.0000
Error 14 527,010 37,643.58
Total 15 3,236,499

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipétesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en el RH

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
. . Diferencia
L Diferencia .
Hipotesis : muestralen = Valor LSD Decisién
poblacional
valor absoluto
HO:pl=uavs ) o 823.03 208.07 SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2
RH-F2
Tabla ANOVA
Fuente de @ Grados de ss MS f (exp) F tablas value
variacion libertad P (0.05; 1; 14) P
Tratamientos 1 2,928,077 2,928,077 84 5 0.0000
Error 14 486,071 34,719.37
Total 15 3,414,148

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipétesis nula (HO). Si existe diferencia entre los TRH en el RH

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
L Diferencia muestral en s
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor

absoluto
HO: pl1=p2
vs H1: pl1# pl- pu2 855.58 199.82 SIGNIFICATIVA

u2

—
| —
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RH-F3
Tabla ANOVA
Fuente de  Gradosde ss MS f (exp) F tablas o-value
variacion libertad (0.05; 1; 14)
Tratamientos 1 1,641,048 1,641,048 78 5 0.0000
Error 14 294,948 21,067.73
Total 15 1,935,996

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO
Como f >F, se rechaza la hipdtesis nula (H0). Si existe diferencia entre los TRH en el RH

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
oL Diferencia muestral en
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor

absoluto
HO: pl1=p2
O:ul=p2vs 1 640.52 155.65 SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2

—
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Anexos
Evaluacion de las condiciones de arranque (F1 = p1; F2 = u2; F3 = u3) a = 0.05
CHB-10 h
Tabla ANOVA
Fuented Grados d F tabl
ue.n e. , © r'a osae SS MS f (exp) abias p-value
variacion libertad (a; glr; glE)
Tratamientos 2 1,068 534 6.15 3.47 0.0079
Error 21 1,823 86.83
Total 23 2,892

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipdtesis nula (HO). Si existen diferencias entre los filtros en el CHB

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
) _ Diferencia
L Diferencia
Hipotesis _ muestral en  Valor LSD Decision
poblacional
valor absoluto
HO: pl=p2vs ul- 2 6.99 9.69 NO SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2
HO: p1=p3vs ul- 3 16.29 9.69 SIGNIFICATIVA
H1: pl#p3
HO: p2=u3 vs u2- 13 9.29 9.69 NO SIGNIFICATIVA
H1: p2 #u3
(o )
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CHB-5 h
Tabla ANOVA
Fuente de Grados de F tablas
SS MS f -val
variacion libertad (exp) (a; glr; glE) p-value
Tratamientos 2 1,597 798 22.98 3.47 0.0000
Error 21 729 34.74
Total 23 2,326

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO
Como f >F, se rechaza la hipétesis nula (HO). Siexisten diferencias entre los filtros en el CHB

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
L Diferencia muestral en .
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor
absoluto
HO:ul=p2 ) 16.87 6.13 SIGNIFICATIVA
vs H1: ul#
HO:ul=ps ) 3 17.70 6.13 SIGNIFICATIVA
vs H1: ul#
TU2=
HO: 2= u3 M2 - u3 0.83 6.13 NO SIGNIFICATIVA
vs H1: u2 #

—
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TPH-10h
Tabla ANOVA
Fuente de Grados de F tablas
y L, . SS MS f (exp) p-value
variacion libertad (a; glr; glE)
Tratamientos 2 0 0 0.25 3.47 0.7793
Error 21 10 0.49
Total 23 11

SE ACEPTAHO SEACEPTAHO
Como f <F, se acepta la hipdtesis nula (HO). No existen diferencias entre los filtros en la TPH

Como p-value > q, se acepta HO

LSD
) , Diferencia
L Diferencia
Hipétesis ) muestral en  Valor LSD Decision
poblacional
valor absoluto
HO: pl=p2vs ul- 2 0.13 0.73 NO SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2
HO: pl=u3vs ul- 3 0.25 0.73 NO SIGNIFICATIVA
H1: pl#pu3
HO: p2=u3 vs u2 - u3 0.12 0.73 NO SIGNIFICATIVA
H1: p2 # 3
[ ]
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TPH-5h
Tabla ANOVA
Fuente de = Gradosde F tablas
SS MS f (ex -value
variacion libertad (exp) (a; glr; glE) P
Tratamientos 2 15 8 23.00 3.47 0.0000
Error 21 7 0.33
Total 23 22

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipétesis nula (HO). Siexisten diferencias entre los filtros en la TPH

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
oL Diferencia muestral en .
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor
absoluto
HO: pl1=p2
vs H1: pl# pul- p2 0.74 0.60 SIGNIFICATIVA
u2
HO: u1=p3
vs H1: ul# pMl-u3 1.19 0.60 SIGNIFICATIVA
u3
HO: p2 =p3
VSHL: 2%  p2-u3 1.93 0.60 SIGNIFICATIVA
u3

—
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RH-10h
Tabla ANOVA
Fuente de Grados de F tablas
y L, . SS MS f (exp) p-value
variacion libertad (a; glr; glE)
Tratamientos 2 209,620 104,810 3.90 3.47 0.0362
Error 21 563,795 26,847.36
Total 23 773,414

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO
Como f >F, se rechaza la hipdtesis nula (HO). Siexisten diferencias entre los filtros en el RH

Como p-value < q, se rechaza HO

LSD
. i Diferencia
L Diferencia
Hipotesis : muestralen = Valor LSD Decisién
poblacional
valor absoluto
HO:pl=p2vs ) o 68.39 170.37 NO SIGNIFICATIVA
H1: pl#p2
HO:pl=wsvs ) 13 223.39 170.37 SIGNIFICATIVA
H1: p1#pu3
HO: u2 =p3vs
2-u3 155.00 170.37 NO SIGNIFICATIVA
H1: 2 # 3 it
[ o)
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RH-5h
Tabla ANOVA
Fuente de = Gradosde F tablas
o . SS MS f (exp) p-value
variacion libertad (a; glr; glE)
Tratamientos 2 807,973 403,987 11.40 3.47 0.0004
Error 21 744,235 35,439.76
Total 23 1,552,208

SE RECHAZA HO SE RECHAZA HO

Como f >F, se rechaza la hipétesis nula (HO). Siexisten diferencias entre los filtros en el RH

Como p-value < a, se rechaza HO

LSD
Diferencia
oL Diferencia muestral en .
Hipotesis . Valor LSD Decision
poblacional valor
absoluto
HO: pl1=p2
vs H1: pl# pul- p2 35.84 195.75 NO SIGNIFICATIVA
u2
HO: u1=p3
vs H1: ul# pMl-u3 405.90 195.75 SIGNIFICATIVA
u3
HO: p2 =p3
vs H1: u2 # M2 -3 370.07 195.75 SIGNIFICATIVA
u3

—
| —

91



“Efecto de las condiciones de arranque de filtros anaerobios de flujo ascendente en la produccién de hidrégeno a
partir de vinaza tequilera”

ANEXO 3. Cinéticas de degradacion comparativas

Modelo de primer orden para TRH (a) 10 hy (b) 5 h

Anexos
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Modelo de Grau-segundo orden para TRH (a) 10 hy (b) 5 h

Anexos
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