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RESUMEN

Jonathan Valentin Reyes Fecha de graduacion: Agosto, 2018
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: MODELADO MATEMATICO DE LA PRODUCCION DE BIOHIDROGENO POR
Clostridium beijerinckii

Numero de paginas: 69 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias
con orientacion en Procesos Sustentables
Area de estudio: Procesos sustentables

Proposito y método de estudio: La actual demanda energética y el acelerado crecimiento
industrial ha permitido el desarrollo de un nuevo enfoque técnico y econdmico en el uso de
energias alternas renovables como nuevas fuentes sustentables al habitual consumo de
combustibles fdsiles. Los procesos biolégicos anaerobios son una opcién viable econémicamente
debido a la generacion de bioenergéticos, asimismo contribuye a la disminucién de emisién de
GEIl a la atmdsfera terrestre. Sin embargo, estos procesos presentan varias limitaciones que
impiden su implementacion entre las que destacan la complejidad de los procesos bioquimicos,
diversidad de microorganismos, asi como limitaciones operacionales. Estas limitaciones han
contribuido al desarrollo de modelos matematicos robustos que puedan representar los
multiples fendmenos involucrados en los procesos anaerobios y, de esta manera, ser usados
como una herramienta de disefio, operacidn y control de procesos. En los ultimos afios, el modelo
de digestiéon anaerobia No.1 (ADM1) ha sido el modelo mds estructurado y completo para
describir los procesos de digestidn anaerobia, y recientemente ha sido implementado para
describir los procesos bioldgicos de fermentacidn oscura para la produccidon de biohidrégeno. En
el presente proyecto, se realizé la modelacién matematica del proceso de fermentacién oscura
basada en el modelo ADM1, el modelo fue validado usando datos experimentales usando una
cepa pura de C. beijerinckii.

Contribucion y conclusiones: Se evalud la produccién de biohidrégeno por fermentacion
oscura utilizando Clostridium beijerinckii, el cual mostré un rendimiento de 3.58 mol Ha/mol de
sustrato y acido butirico, acido acético y etanol como subproductos de la fermentacion presentes
en la fase liquida. Los datos experimentales de las pruebas BHP fueron usados para validar el
modelo propuesto, mostrando una correlacién aceptable (R>>0.92) entre los datos
experimentales y los perfiles dindmicos de crecimiento microbiano, consumo de sustrato y
subproductos de la fermentacion.

Firma del asesor:

Dr. Refugio Bernardo Garcia Reyes




Indice General

Contenido Pagina
AUTORIZACION DE TESIS ...ovvvveeeeeeeteeeteeeeeeeeeeeeeeses st ss st st ssesssssssssstsssassssesesesessssssssssssssasasssnas ii
AGRADECIHMIENTOS . e s e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e eaesenasasanananenns iv
DEDICATORIA ...ttt ettt et sh e s a ettt e et e b e s bt e s bt e e ateeate e bt e sbeesaeesanesaneeabeeneennees v
RESUIMEN ...ttt sttt sttt ettt ettt st sttt e bt e s bt e sbe e sat e e st e et e e nbeesbeesanesmbesabeenneenes vi
LISTA DE TABLAS ...ttt ettt ettt ettt st sttt e b e s bt e s bt e s a e e et e e beesbeesbeesaeesmtesabeenneennes ix
LISTA DE FIGURAS ... e a e e e e e e e e e e e e X
NOMEN CLATUR A e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeens Xii
O 10N o Yo [V olol o T o U T PO PP PP TUPOR PP POTOPPPPRUPPTOPPINt 1
1.1 Bioenergéticos como fuente de energia renovable .........cccoeviivciiiiicciee e, 1
B Y o1 =Tol=T o [T o1 YOO OO PPV PUPPOPRRPPR 5
2.1 DigestiOn aNaerobia .....ccuiiiiiciiii e e e e e araee s 5
2.2 FErmentacion OSCUIMA.....cceeeueeeriieenieeeiteesteeesieeesiteesbeeesabeesabeesbaeesabeesbeeessseesasaeesnseenas 14
2.3 Simulacién de procesos bioldgicos anaerobios.........ccvecuveeeeiiieee e 15
2.3.1 Modelo de digestion anaerobia NO. 1 (ADM1) ....ccccvveeeiiiieeecieee e 16
2.3.2 Consideraciones y limitaciones de ADMI1..........cccoccvirieeiiieeeciieee e e e 23
2.3.3 Extensionesy aplicaciones de ADMI.........ccccociiieeiiiieeeciiiee et 27
2.3.4 Implementacion de ADM1 en la produccidn de hidrogeno.........cccccceeveecveeeennnen. 30
2.4 Acidificacién de procesos bioldgicos anaerobios........cccccveeeevcieeeiiciee e, 30
T & 1170 ] 1= [T URU U UTUP 31
VIO Y oYo) o= Yol o] ol =T a1 4 1 ot- [P 32
T @] Y T= a1V o IV £ 1= - SRR 32
5.1 OBJELIVO ENEIAl..uuiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nararaaeaaaean 32
5.2 ODbjetivos PArtiCUIAres ....cccuuveei ettt e e e e s ree e e s bae e e e abee e e eares 32
6. Metodologia eXPerimental........ccccuiii i e e e e arae s 34
6.1 Desarrollo de ADMI ......couiiiiiiiiiiieieeeeree ettt st st 34
6.1.1 Procesos de naturaleza bioQUIMICa ........cccueeeieiiiiiiciiee e 35
6.1.2 Procesos de naturaleza fisicoquUImMICa........cceeeecuiiiiiciiie e 38
6.1.3 Procesos de transferencia de masa ......ccoceecueriieieeiienienie e 39

vii



6.2 Modificacidon del ADM1 para fermentacion OSCUIa ......ccveveerciieeeiiiieeeesiiee e 40

6.2.1 Procesos de naturaleza bioquimiCa .......cccceeeiriiieiiiiiiee e 41

6.2.2 Procesos de naturaleza fisicoqUIMICa.........ccouveeieiiiiiiiiiee e e 44

6.2.3 Procesos de transferencia de Masa......ccoeeveereerieeiiesieeneenee e e 44

6.3 Condiciones de cultivo de Clostridium beijerinckii.............cccccovueeeeevveeeeciieeeeeiieeeennen 46

6.4 Cinéticas de crecimiento MIiCrobian0 ........c.cceceeiiiiinieiiiiieee e 47

6.5 Pruebas de potencial bioquimico de hidrogeno (BPH) ........ccceecvvevceeicieeviee e 47

6.6 MEt0dOS ANAIITICOS ...uviieiiieriii ettt st e e s e e sane e 47

6.7 DiSPOSICION AE rESIAUOS .....eeeeeiiiieeiiieeeecitee e eetee e e et e e e s e e e e e tae e e sesreeeeenbeeeeenreeeeennses 48

A =T V] = o [ TRV Ao [ Yol ] o I 49
7.1 Calibracion del modelo ADMI.......ccceoiiiiiinienieeieeseene ettt eee e 49

7.2 Cinéticas de crecimiento de Clostridium beijerinckii............c.ccooeevevveeinciieneeeiieeeeene 52

7.3 Simulacién del proceso de fermentacion OSCUra .......ccccvvvveeeeeeeeicciiiieeeeeeeecireeeee e 53

8. CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt ettt ettt e st e st e e s abe e sttt e sabeesabeesabbeesabeeebbeesaseesabeeenareesanes 61

9. Referencias bibliografiCas........couiiiiciiii e e e 63



Indice de tablas

Titulo

Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Encabezado de tabla

Etapas consideradas en la digestion anaerobia.

Compuestos inorganicos inhibitorios en el proceso de digestion
anaerobia.

Ventajas y desventajas de un tratamiento anaerobio comparado
con un proceso aerobio.

Reacciones de asociacion-disociacion involucradas en ADM1.

Valores de los pardametros de la transferencia liquido-gas.

Principales extensiones implementadas a ADML.

Principales extensiones implementadas a ADML.

Reacciones catabdlicas implicadas en el modelo bioquimico de
ADML.

Reacciones catabdlicas del modelo bioquimico de ADML1.
Reacciones catabolicas implicadas en el modelo bioquimico de
ADML.

Ecuaciones diferenciales de los procesos de transferencia de
masa.

Valores de los parametros estequiométricos modificados para

ADML1.

Pagina

13

20

23

28

29

36

41

42

45

53




Indice de figuras

Titulo

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Pie de figura
Esquema del proceso anaerobio de las etapas de hidrolisis,
fermentacion, y metanogénesis
Procesos de conversion en digestion anaerobia consideradas por el
ADML. Las reacciones bioquimicas son irreversibles, mientras que
las fisicoquimicas son reversibles. AA = Aminoécidos; MS =
Monosacaridos; AAc = Acido Acético; APr = Acido Propionico;
ABuU = Acido Butirico; AVa = Acido Valérico; AGCL = Acidos
Grasos de Cadena Larga; Ac® =Acetato; Pr = Propionato; Bu™ =
Butirato; Va = Valerato; AGCL™ = Base conjugada del AGCL.
Flujo de la demanda quimica de oxigeno (DQO) de materia organica
compuesta por 10% de material inerte y 30% de cada fraccion de
carbohidratos, proteinas y lipidos. EI APr (10%), ABu (12%) y
AVa(7%) son agrupados por simplicidad. AA = Aminoéacidos; MS =
Monosacaridos; AAc = Acido Acético; APr = Acido Propionico;
ABu = Acido Butirico; AVa = Acido Valérico.
Descripcion los términos implicitos en las tasas bioquimicos de
reaccion.
Evaluacion del factor de inhibicion por pH para bacterias
acidogénicas usando diferentes funciones matematicas: (®)

Discontinua, () Tangente hiperbolica, (®) Hill y (®) Siegrist.

Pagina

17

18

38

43



Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

a) Volumen acumulado de hidrégeno (mL), b) Consumo de
sustrato (g DQOJ/L) y c) perfil dinamico del pH en los
reactores en lotes (sin medio buffer). Los puntos representan
los datos experimentales reportados por Gadamshetty et al.
(experimento IPR22) y las lineas continuas son generadas por
el presente modelo.

Balance dindmico de masa del modelo de fermentacién oscura.
Cinética de crecimiento tipo Monod para la bacteria C. beijerinckii a
diferentes concentraciones de dextrosa.

(a) Cinética de crecimiento de la bacteria C. beijerinckii, los datos
experimentales son medidos como absorbancia (eje izquierdo) y los
simulados medidos en kg DQO/m? (eje derecho); (b) consumo de
dextrosa. Los datos experimentales son mostrados como puntos y las
lineas representan los datos simulados.

(@) Volumen acumulado de hidrogeno a condiciones estandar (0°C, 1
atm) y (b) subproductos de la fermentacion en la fase liquida:
(®@)alcohol etilico, (m) &cido butirico y (V) acido acético. Los datos
experimentales son mostrados como puntos y las lineas representan
los datos simulados.

Volumen acumulado de hidrogeno producido por C. beijerinckii: (@)
datos experimentales, modelo de Gompertz (lineas discontinuas) y el

modelo propuesto (linea continua).

50

52

52

54

57

59




Nomenclatura

GEl
DA
ADM1
DQO
Sv

ST
AGCL
AGV
SENER
RSU
TRS

R2
IWA
GC
RK4
DNS
FID
TCD

Gases de Efecto Invernadero
Digestion Anaerobia

Anaerobic Digestion Model No.1
Demanda Quimica de Oxigeno
Sélidos Volatiles

Sélidos Totales

Acidos Grasos de Cadena Larga
Acidos Grasos Volatiles
Secretaria de Energia

Residuos Sélidos Urbanos
Tiempo de Retencidn de Sélidos
Coeficiente de determinacién
International Water Association
Cromatografia de gases

Runge Kutta de cuarto orden
Acido dinitro salicilico

Detector de lonizacion de Flama

Detector de conductividad térmica




Capitulo 1

Introduccion

1.1 Bioenergéticos como fuente de energia renovable

El acelerado crecimiento industrial demanda una mayor cantidad de energia para cubrir sus
necesidades. Por esta razon, los temas de energia renovable y eficiencia energética a nivel
mundial han cobrado una mayor importancia. Estos temas son criticos no sélo para atender
los continuos efectos del cambio climético, sino para crear nuevas tecnologias en el sector

energeético y cubrir la demanda de energia de la poblacion e industrial de energia.

El desarrollo de nuevas politicas econdmicas y energéticas ha permitido el uso de tecnologias
alternas impulsando la baja de costos para la produccion energética. La implementacion de
energias renovables ha sido reconocida como una de las alternativas mas prometedoras que
permitirdn superar los problemas del presente sistema energético basado en consumo de

combustibles fosiles.

En el 2014, el gradual consumo de energia y el alza en los precios del petrdleo incrementaron
de manera sustancial la implementacion de energias renovables, en términos de capacidad
instalada y energia producida, superando las inversiones netas para plantas de energias de
combustibles fosiles. En la actualidad, las tecnologias verdes y renovables se han convertido
en las principales fuentes de energia proporcionando un estimado del 19.1% del consumo

total de energia a nivel mundial en el 2013.
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Aunqgue la incursion de diversas tecnologias sustentables de energia en el mercado ha
experimentado una rapida expansion aun se encuentra en investigacion y desarrollo el
término de eficiencia energética para cumplir con el objetivo de generar energia sostenible.
A pesar de que el consumo de energia continla en crecimiento, las emisiones mundiales se
han mantenido estables durante las Gltimas cuatro décadas, hecho que se ha atribuido

principalmente a la incursion de tecnologias renovables en el ambito energético,

En términos de reduccién de indices de contaminacién, el desarrollo de la bioenergia ha
contribuido a la diversificacion energética y al mismo tiempo la mitigacion de gases de efecto
invernadero (GEI). En México, se estima que para el afio 2030 la bioenergia podria abastecer
hasta un 16% del consumo total de energia y permitir una reduccién anual de emisiones de

110 megatoneladas de diéxido de carbono a la atmosfera? .

Los procesos biolégicos anaerobios han sido reconocidos como una tecnologia sustentable
y viable econémicamente debido a que estos procesos generan una gran variedad de
energéticos importantes como metanol, etanol, butanol, metano e hidrdgeno a partir de
biomasa y materiales de desecho®, ademas durante el proceso también se generan
subproductos liquidos y sélidos que pueden ser utilizados como fertilizantes organicos o

materiales de valor agregado.

Entre los distintos bioenergéticos producidos durante los procesos anaerobios, el biogas
(producto principal del proceso biolégico de digestion anaerobia) ha tenido aplicaciones
interesantes como combustible doméstico (poder calorifico de 4.5-5.6 Mcal/m?), generacion
de vapor y electricidad (poder de cogeneracion de 6 kwh/m?)* debido a que esta conformado

principalmente por CH4 (50%-70%) y CO2 (30%-50%).
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La secretaria de energia (SENER) considera que existe un potencial de 3,000 MW para
generacion de energia eléctrica con biogas proveniente de la recuperacion y aprovechamiento
del metano a partir de residuos animales, residuos sélidos urbanos (RSU) y tratamiento de

aguas negras°.

Por otra parte, el hidrégeno ha sido identificado como una fuente prometedora de energia,
alterna a los combustibles fosiles, el cual cuenta con una alta densidad energética (142 MJ/kg,
1 kg de hidrogeno equivale a 2.78 kg de gasolina) y eficiencias superiores al 80% para la co-
generacion de electricidad aunado al hecho de que el producto principal de su combustion
es agua®. No obstante, el hidrogeno comercial es producido principalmente a través del
reformado termocatalitico de compuestos organicos ricos en hidrogeno y de combustibles
fosiles (96%), asi como la electrolisis del agua, los cuales resultan ser procesos no

sustentables debido al intenso consumo de energia y de la constante produccion de GEI”.

En contraste, el hidrégeno puede ser producido a través de un proceso biolégico anaerobio
denominado fermentacion oscura, la cual presenta ventajas importantes sobre los métodos
convencionales entre las que destacan: disminucion de emisiones de GEI y residuos
organicos al ser usados como sustratos para mantener la actividad metabdlica de los

microorganismos generadores de hidrdgeno®.

La incursién de métodos bioldgicos anaerobios en los sistemas de tratamientos de aguas
permite disminuir la concentracion de carga organica de los efluentes generando beneficios

importantes como la produccion de bioenergéticos.
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Con relacion a problemas de contaminacion, el uso de biogés para generacion de energia
eléctrica mitiga emisiones GEI en un 80% con respecto a las emitidas por el uso de carbon y
un 20% respecto a las emisiones generadas por el uso de gas natural; por otro lado, el uso de
biogas para la generacion de energia térmica disminuye un 60% las emisiones GEI en
comparacion a las generadas por el consumo de gas natural y un 40% de las emitidas por el

uso de petrdleo®.

El presente trabajo se enfoca en la simulacion de los procesos involucrados en la
fermentacion oscura con el objetivo de simular y modelar la tasa de produccion de
bioenergéticos como iniciativa para el desarrollo de una herramienta digital en el analisis y

control de procesos al usar esta tecnologia alterna de energia renovable.
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Antecedentes

2.1 Digestion anaerobia

Los procesos de digestion anaerobia (DA) consisten en un conjunto de reacciones
bioquimicas complejas llevadas a cabo por diversos tipos de microorganismos que requieren

la ausencia de oxigeno para sobrevivir.

Durante este proceso anoxico, se produce un gas principalmente compuesto por metano y
dioxido de carbono, denominado biogas'®. La conversion global de la materia organica en
CHas y CO3 se divide en cuatro etapas fundamentales: hidrolisis, acidificacion, acetogénesis
y metanogenesis (Tabla 1). Cada una de las etapas de digestion anaerobia es mediada por
diversos grupos de microorganismos que a su vez producen compuestos que son asimilados
por consorcios diferentes siguiendo una compleja ruta metabdlica hasta su completa

degradacion en CHs y COs.

Las reacciones principales que participan en la metanogénesis incluyen:

Bacterias acetoclasticas

i)  CH,COOH CH, + CO,

Bacterias metano
hidrogenotréficas

i) €O, + 4H, ————""5 CH, + 3H,0

Hidrélisis
i) CO, + H,0 — H,CO0;

Reducciéon

H,CO; + 4H, —— CH,, + 3H,0
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Tabla 1. Etapas consideradas en la digestion anaerobia®®.

Caracteristicas del

Etapa Sustrato Producto
proceso
Macromoléculas -
tof Proceso lento, limita la
roteinas, .
(p . velocidad global de la ) .
polisacaridos, DA Moléculas pequenas
rasas ' . solubles en agua
Hidrolisis 9 ) Uso de enzimas g

-Compuestos que
componen la masa
celular de
microorganismos

microbianas
¢ Hidrolasas
¢ Liasas

(péptidos, sacaridos y
acidos grasos).

Acidificacion 6
acidogenesis

Moléculas
hidrolizadas
(productos de la
hidrolisis
enzimatica)

Participan bacterias
estrictamente anaerobias
que se envenenan por la
presencia de oxidantes
como oxigeno o nitratos.
pH <4

Moléculas simples de

bajo peso molecular

¢ Acidos grasos
volatiles (acético,
propionico, butirico)

¢ Alcoholes

¢ Aldehidos

¢ Gases (CO2, Ha,
NHs)

Acetogeénesis

Productos de la
acidificacion

Tercer etapa de la
fermentacion 4cida,
participan bacterias
acetogénicas

Acido acético,
hidrégeno y didxido de
carbono

Metanogenésis

Productos de la
fermentacion
acida

Ocurren tres reacciones
principales llevadas a
cabo por:

1) Bacterias formadoras
de metano
(acetoclésticas)

2) Bacterias metano
hidrogenotroficas

3) Proceso de hidrdlisis-
reduccion

6.5<pH<8.2

pH éptimo de 7.0

¢ Didxido de
carbono y metano

¢ Energia (usada
para la sintesis de
colonias anarobias)
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En la Figura 1 se muestra un esquema de las etapas tedricas del proceso de digestion
anaerobia. En la primera etapa (hidrélisis), las cuatro macromoléculas fundamentales son
hidrolizadas y llevadas a su forma monomérica para fungir como sustratos de la segunda
etapa de DA. Durante la etapa de acidogénesis los compuestos hidrolizados son convertidos
en moléculas simples de bajo peso molecular, los cuales comprenden &cidos grasos de
cadena corta (AGCC), alcoholes, aldehidos y gases. Los productos de la acidificacion son
mediados por consorcios acetoclasticos en la etapa de acetogénesis para obtener sustratos
importantes (&cido acético, hidrégeno y diéxido de carbono) de la ultima de etapa de
digestion. De manera general las primeras tres etapas de DA se engloban en un sélo proceso
denominado fermentacion acida. Finalmente, en la etapa de metanogénesis, el &cido acético
y el dioxido de carbono son mediados por bacterias metanogéno acetoclasticas y bacterias

hidrogenotrdficas para generar metano como producto final.

- Acidos
Lipidos Polisacaridos Proteinas nucleicos
Hidrolisis l l l l
Acidos grasos Monosacaridos Amino acidos Purinasy Aromaticos
N I\ pirimidinas simples
Fermentacidn = — Otros productos de fermentacion
{acidogénesis) {propionato, butirato, succionato,

lactato, etanol}

Sustratos metanogénicos
H,, CO,, formiato, metanol,
metilaminas, acetato

Metanogénesis

Metano + Didxidode carbono

Figura 1. Esquema del proceso anaerobio de las etapas de hidrdlisis, fermentacion, y

metanogénesis??.
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Todas las reacciones anteriores son exotérmicas y pueden utilizarse para generar ATP. En
general, los sustratos usados por varias Archaea metanogénicas son: i) sustratos tipo COg,
ii) metilicos, y iii) acetotréficos. Diversos grupos de microorganismos participan durante el
proceso de digestion anaerobia, este consorcio de microorganismos incluye bacterias
facultativas y otras estrictamente anaerobias. Los microorganismos que producen metano
como parte integral de su metabolismo se denominan metandgenos; la taxonomia de los
Archae productores de metano estd basado en caracteristicas fenotipicas y filogenéticas,
estructuralmente son células procariotas que poseen diversos tipos de paredes celulares que
incluyen la pseudomureina (Methanobacterium), la metanocondroita (Methanosarcina), y
las glicoproteinas (Methanococcus y Methanoplanus). Fisioldgicamente, los metandgenos
son anaerobios estrictos. La mayor parte de los metandgenos conocidos son mesdéfilos
aunque también se han descritos extremofilos para la temperatura y salinidad®. Entre las
bacterias méas comunes encontradas en los procesos de digestién anaerobia destacan las

siguientes?13,

a) Bacterias que participan en el proceso de fermentacion acida (facultativas)

e Clostridium spp e Escherichia coli

e Peptococcus anaerobus e Syntrophonomas wolfei
e Bifidobacterium spp e Syntrophobacter wolnii
e Desulfovibrio spp e Syntrophus gentiane

e Lactobacillus

b) Bacterias metanogénicas (anaerobias estrictas)
e Metanobacterium e Metanosarcina
e Metanobacillus

e Metanococus
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Los procesos de DA presentan algunas ventajas importantes en comparacién con otros

métodos de tratamientos bioldgicos. En los procesos anaerobios hay una reduccién de

alrededor de 6 a 8 veces el volumen del lodo producido en comparacion con un tratamiento

aerobio; por lo tanto, hay una reduccion significativa en el costo de procesamiento y

disposicion del lodo generado.

Debido a que el proceso de DA puede manejar altas cargas organicas, el volumen y tamarfio

del digestor requerido para el tratamiento es mucho menor que en un reactor aerobio; sin

embargo, una desventaja importante de la DA radica en los largos tiempos de inicio 0

arranque del proceso (meses para procesos anaerobios, dias para aerobios), ademas la

presencia de ciertas sustancias en altas concentraciones (Tabla 2) actia como compuestos

toxicos para los microrganismos anaerdbicos inhibiendo su actividad microbiana.

Tabla 2. Compuestos inorganicos inhibitorios en el proceso de digestion anaerobial.

Concentracion

Concentracion

Sustancia moderadamente fuertemente inhibitoria,
inhibitoria, mg/L mg/L
Na* 3,500-5,500 8,000
K* 2,500-4,500 12,000
Ca?* 2,500-4,500 8,000
Mg?* 1,000-1,500 3,000
NH4"* 1,500-3,000 3,000
s* 200 200
Crvi) ) 3.0 (soluble)
200-250 (total)
Ni* - 30.0 (total)
Zn?* - 1.0 (soluble)
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La presencia de compuestos que contienen azufre (sulfatos, sulfitos, tiosulfatos) provoca
efectos adversos sobre el proceso de DA. Bacterias sulfato-reductoras usan &cidos organicos
como fuente de carbono y compuestos con azufre como aceptores de electrones para producir
acido sulfhidrico. Los procesos de sulfato reduccion son, por lo general, llevadas a cabo por

dos grupos distintos de microorganismos de acuerdo a las siguientes reacciones:

Desulfovibrio

Grupo I: CO + SO, ———— > Acetato + H,S
Desulfobacter
Grupo II:  AGCL 4+ SO; ————— CO, + H,S

El &cido sulfhidrico presenta mal olor, es corrosivo y tiene efecto toxico inhibitorio en los
grupos de microorganismos (0.003-0.006 M S?7; 0.002-0.003 M H,S). Este producto acido
puede ser también generado en la degradacion de proteinas, obteniendo a la vez mercaptanos
como productos secundarios. La presencia de H»>S en altas concentraciones tiene un
importante efecto negativo en el tratamiento anaerobio, debido a que las bacterias sulfato-
reductoras (estos microorganismos requieren 0.67 g DQO /g SO, reducido) compiten con
las bacterias metanogénicas por la DQO, en la cual participan organismos hidrogenotroficos,
acidogénicos y acetoclasticos, obteniendo como resultado un decremento de hasta el 50% en
la cantidad de gas metano producido. Por otra parte, bajas concentraciones de sulfuro (< 20

mg/L) son requeridos para un 6ptimo de la actividad metanogénica®®.

La generacion de acido sulfhidrico no sélo repercute en el decremento de la actividad
metanogénica, exposiciones prolongadas del cuerpo humano a altas concentraciones de H2S

puede dafiar las glandulas del olfato, y en caso severo perder el sentido del olfato.

[ 10 L
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En procesos industriales, la presencia de este acido provoca corrosion generando el efecto
conocido como crown rot. La toxicidad por amoniaco es otro factor importante a considerar
durante la digestion anaerobia, especialmente en el tratamiento de aguas con concentraciones
altas de proteinas y/o aminoacidos, los cuales pueden ser degradados para producir el ion
amonio. La presencia de NHz en altas concentraciones (100 mg/L) es considerado toxico

para bacterias metanogénicas.

Por otra parte, dependiendo de las caracteristicas del sustrato y del valor del tiempo de
retencion de sélidos, los valores tipicos de requerimientos de nutrientes para mantener un
consorcio metabolicamente activo son: nitrdgeno (10-13 g/100 g biomasa), fésforo (2-2.6
9/100 g biomasa) y azufre (1-2 g/100 g biomasa). Ademas, el costo de adicion de nutrientes
es mucho menor para un proceso anaerdbico debido a la menor cantidad de biomasa
producida. También es necesaria la presencia de metales traza para estimular la actividad
metanogénica, los requerimientos sugeridos son hierro, cobalto, niquel y zinc en 0.02, 0.004,

0.003 y 0.02 mg/g de acetato producido, respectivamente.

El nitrégeno es un nutriente esencial para el crecimiento de microorganismos, si la cantidad
de nitrégeno es baja, habrd una menor cantidad de colonias microbianas resultando en una
menor tasa de conversion del carbdn disponible. Por el contrario, si la cantidad de nitrégeno
se encuentra en exceso provoca inhibicion de los microorganismos por toxicidad debido a la
formacion de amonio. Para una buena digestién se ha reportado que la proporcién C/N debe

ser alrededor de 25-30:1 en el sustrato™®,

[T —
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Las bacterias metanogénicas presentan una mayor eficiencia en un intervalo de pH entre 6.5-
8.2, con un 6ptimo metabdlico en pH 7.0; sin embargo, un mé&ximo rendimiento de
produccion de biogés oscilaen un pH de 6.5a 7.5. El pH del proceso anaerobio se ve afectado
por la concentracion de acidos grasos volatiles y bicarbonatos, asi como la presencia de CO..
Con frecuencia, para mantener un pH constante se agrega soluciones de NaHCO:s al inicio
del proceso de digestion, o se mantiene una relacién adecuada entre la concentracion de
acidos grasos volatiles y bicarbonatos. Un alto contenido de CO2 (30-50%) en el biogés
producido en tratamiento anaerobio, requiere una alcalinidad de 2000-4000 mg/L como
CaCOg3 para mantener un pH constante cerca de la neutralidad; no obstante, el nivel de
alcalinidad puede ser aportado por la degradacion de proteinas y aminoéacidos,

principalmente de efluentes de mataderos y carnicerias.

La temperatura presenta un efecto importante en la actividad metabdlica de la conversion de
acido acético a metano, equilibrio de ionizacidn, solubilidad de sustratos y grasas, asi como
biodisponibilidad de hierro. Un digestion anaerobia a altas temperaturas (condiciones
termofilicas) afecta la actividad de metanogénos hidrogenotroficos y enriquecen las colonias

de bacterias productoras de hidrogeno y esporas™®.

En contraste, un tratamiento anaerobio a bajas temperaturas requiere un mayor tiempo de
retencion de solidos, mayor volumen de digestor y bajas cargas organicas de DQO,
apareciendo como etapa limitante la degradacion acidos grasos de cadena larga (AGCL). En
la Tabla 3, se muestran resumidas las ventajas y desventajas que presentan los tratamientos

anaerobios en comparacion con los procesos aerobios.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de un tratamiento anaerobio comparado con un proceso
aerobio®3.

Ventajas

Desventajas

Menor consumo de energia requerido.

Menor produccion de lodos.

Menores requerimientos de nutrientes.

Produccion de metano (fuente de energia
potencial, produce alrededor de 4 veces la

energia requerida por un proceso aerobio).

Menor volumen de reactor requerido.

Con aclimatacion éptima, no presenta
efectos ante variaciones constantes en carga

organica.

Largos periodos de inicio para
desarrollar la biomasa necesaria.
Altos requerimientos de alcalinidad.
Requiere un tratamiento adicional
aerobio para cumplir con los

requerimientos de la descarga.

No es posible la remocién de nitrogeno y

fosforo.

Mas sensible al efecto adverso de la
temperatura (bajas temperaturas).
Muy susceptible al efecto toxico de

sustancias.

Produccion potencial de olores y gases

Corrosivos.

Generalmente, concentraciones de DQO mayores a 1500-2000 mg/L son necesarios para

producir suficientes cantidades de metano para calentar el agua residual sin una fuente

externa de combustible. Por otro lado, un tratamiento aerobio es preferido cuando la DQO

es menor a 1300 mg/L. Los valores comunes de tiempo de retencion de solidos (TRS) oscilan

alrededor de 20-50 dias para los tratamientos anaerobios a 30°C, y mucho mayor TRS para

temperaturas menores.
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Se pueden obtener relaciones de la produccion de metano en funcion de la demanda de
oxigeno degradada considerando presion atmosférica en el cabezal del digestor y por lo tanto
condiciones de idealidad en la fase gas ademas del consumo de DQO por mol de metano
estimando valores de 0.35 L/g DQO a 0°C, 0.40 L/g DQO a 35°C, valores que dependen de
la temperatura de operacion del reactor anaerobio. Es importante mencionar que un
tratamiento anaerobio puede ser seguido por uno aerobio con el objetivo de pulir el efluente

y utilizar los beneficios de ambos procesos.

2.2 Fermentacién oscura

El proceso biolégico de fermentacion oscura desarrolla todo el complejo metabdlico
involucrado durante la digestion anaerobia, la diferencia radica en la ausencia de consorcios
microbianos que son capaces asimilar los sustratos disponibles en el medio para llevar a cabo
la metanogeénesis, por lo que se obtienen sdlo alcoholes, acidos grasos volatiles e hidrégeno

como productos finales de la fermentacion.

Diversos tipos de microorganismos como bacterias fotosintéticas, cianobacterias, algas y
bacterias fermentadoras son comunmente utilizados para la produccién bioldgica de
hidrégeno. Las bacterias fermentadoras incluyen anaerobios estrictos (Clostridium,
metilotrofos, arqueobacterias), anaerobios facultativos (Escherichia coli, Enterobacter,

Citrobacter) e incluso microorganismos aerobios (Alcaligenes, Bacillus)®.

Las especies de Clostridium son las bacterias predominantes que se encuentran presentes
después del pretratamiento térmico de lodos activados, estos microorganismos son clasicos
productores de &cidos, usualmente fermentan glucosa hacia butirato, acetato, didxido de

carbono e hidrégeno molecular.
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Clostridium beijerinckii es un microorganismo cominmente usado en la produccion de
butanol, y recientemente ha sido reconocido como un productor eficiente de hidrogeno a
partir de glucosa y sucrosa asi como sustratos mas complejos provenientes de efluentes de
la industria alimentaria y quimica (farmacéutica y pesticidas); sin embargo, pocos estudios
han sido realizados con el objetivo de revelar el mecanismo y caracteristicas de estas

bacterias fermentadoras para mejorar el rendimiento y produccion de hidrégeno?®.

2.3 Simulacién de procesos bioldgicos anaerobios

Los estudios experimentales sobre procesos bioldgicos anaerobios presentan complicaciones
por distintas razones, entre las que destacan la complejidad y variedad de sustratos,
identificacion de consorcios de microorganismos, costos de seguimiento de productos de
degradacidn, asi como largos tiempos de inicio y de retencion de sélidos. El creciente uso
de las tecnologias avanzadas en procesos anaerobios requiere el desarrollo de modelos
robustos que puedan representar las variaciones de los parametros fisicoquimicos del sistema
sobre las especies quimicas y microbianas. En los ultimos afios los modelos matematicos
han sido una herramienta de disefio, operacion y control de procesos, los cuales han
permitido un ahorro significativo en tiempo y costos en la aplicacion de tecnologias
complejas como la digestion anaerobia y la fermentacion oscura, estimulando paralelamente

el aumento en la demanda de modelos matematicos’18.

Diversos modelos mecanisticos han sido desarrollados con el objetivo de elucidar la
produccién de bioenergéticos gaseosos, la naturaleza cientifica del proceso biolégico se
representa a través de ecuaciones matematicas, determinando parametros especificos que

pueden ayudar a optimizar el proceso anaerobio®.
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Una de las expresiones matematicas méas usados para representar la produccién de biometano
y biohidrogeno ha sido el modelo de tres parametros (tiempo de adaptacion, produccion
méaxima de hidrégeno y tasa de produccién de hidrégeno) de Gompertz, la cual es una
aproximacion empirica que ha mostrado altos coeficientes de correlacion (R? > 0.90) entre
el ajuste del modelo y los datos experimentales; no obstante, su naturaleza lo hace especifico
a las condiciones experimentales y, por esta razon, no puede ser usado como modelo
predictivo?®. Algunos otros estudios han utilizado expresiones cinéticas convencionales
como las ecuaciones de Monod y Luedeking-Piret, la comprension de dichas ecuaciones
toma importancia s6lo cuando son integradas en estructuras de modelos que incorporen

multiples procesos bioldgicos que representen el completo proceso anaerobio?.

2.3.1 Modelo de digestion anaerobia No. 1 (ADM1)

El grupo de trabajo de modelado matemético de procesos de DA de la Asociacion
Internacional del Agua (IWA), formado en 1997 para el desarrollo de modelos de aplicacion
general, desarroll6 el Modelo de Digestion Anaerobia No.1 (ADM1, por sus siglas en inglés).
Este modelo mecanistico representa procesos de naturaleza bioquimica (estructurado en
etapas de desintegracion, hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis), de
naturaleza fisicoquimica y de transferencia de masa entre las fases liquida y gaseosa. La
Figura 2 esquematiza la manera en que el ADM1 aborda los principales fendmenos

relacionados a la digestion anaerobia de la materia organica®®.
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Figura 2. Procesos de conversion en digestion anaerobia consideradas por el ADM1. Las reacciones
bioquimicas son irreversibles, mientras que las fisicoquimicas son reversibles.
AA = Aminoéacidos; MS = Monosacaridos; AAc = Acido acético; APr = Acido propidnico;
ABuU = Acido butirico; AVa = Acido valérico; AGCL = Acidos grasos de cadena larga;
Ac =Acetato; Pr = Propionato; Bu™ = Butirato; Va = Valerato; AGCL" = Base conjugada del
AGCL. (llustracion adaptada de Bastone et al.®)

2.3.1.1 Procesos de naturaleza bioquimica

Durante el proceso de digestion anaerobia, la materia organica es degradada a través de
multiples reacciones que son normalmente catalizados por enzimas intra o extracelulares. El
ADML1 involucra este conjunto complejo de reacciones bioquimicas, excluyendo balances

de energia y mecanismos de transporte.
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El medio liquido en donde se llevan a cabo los procesos bioquimicos es considerado como

una fase homogeénea, isotérmica y solucion ideal. La Figura 3 indica el flujo que la materia

orgénica sigue hasta su descomposicion en CHa.

principales que comprenden desde la desintegracion hasta la metanogénesis.

Materia orgdnica compleja particulada (100%)

Este proceso esta divido en 5 etapas

10%
) » 30%
Desintegracion Inertes (10%)
30% 30%
Carbohidratos (30%) Proteinas (30%) Lipidos (30%)
Hidrélisis 1% 29%
MS (31%) AA (30%) AGCL (29%)
Acidogénesis \ 13% 16%
12%
AVa, ABu, APr (29%)
9%
Acetogénesis 12%
AAC (64%) H,(26%)
Metanogénesis \ /

CH, (90%)

Figura 3. Flujo de la demanda quimica de oxigeno (DQO) de materia organica compuesta por 10%

de material inerte y 30% de cada fraccion de carbohidratos, proteinas y lipidos. EI APr
(10%), ABu (12%) y AVa(7%) son agrupados por simplicidad. AA = Aminoacidos; MS =

Monosacaridos; AAc = Acido acético; APr = Acido propidnico; ABu = Acido butirico;

AVa = Acido valérico. (Representacion adaptada de Bastone et al.)*
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La primera etapa propuesta en el ADM1 comprende una desintegracion (propiciada por
enzimas extracelulares) en la cual la materia organica compleja y la biomasa muerta son
disgregadas en macromoléculas (carbohidratos, proteinas, lipidos) y material inerte. En la
segunda etapa, estas macromoléculas son hidrolizadas en sus fracciones monoméricas de
aminoacidos, monosacaridos y AGCL, representados con las moléculas modelo de alanina
y glicina, glucosa y &cido palmitico, respectivamente; tales procesos son modelados
mediante cinéticas de primer orden. Las dos etapas anteriores (desintegracion e hidrolisis

enzimatica) son mediadas a través de procesos extracelulares.

Durante la etapa de acidogénesis, tres consorcios diferentes de microorganismos degradan
los mondmeros formados durante la hidrdlisis a acidos grasos volatiles (AGVs) usando &cido
valérico, butirico, propidnico y acético como los principales acidos formados durante esta
etapa de digestion, ademas de la produccion de CO2 e H,. A continuacion, en la etapa de
acetogénesis, distintos grupos de microorganismos utilizan como sustratos los AGVs y los
AGCL para generar como productos principales acido acético, CO; e H. Finalmente, el
acido acético es transformado por metandgenos acetoclasticos a CHs y CO3, y de forma
paralela el H2 y CO- diluidos en la fase liquida del digestor son consumidas por un conjunto

de metandgenos hidrogenotroficos para producir CH4 en menor proporcion.

Los consorcios de microorganismos presentes en la DA llevan a cabo diversos procesos
intracelulares para la asimilacion de compuestos solubles resultando en el crecimiento y

decaimiento de la biomasa.
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Cinéticas de consumo de sustrato de pseudo primero orden (tipo Monod) son usadas para
representar las reacciones intracelulares de la fermentacion acida y metanogénesis. Las
concentraciones de carbono y nitrégeno inorgdnico son modeladas mediante balances
dinamicos de masa en funcion del resto de las especies presentes en la fase liquida y gas del

digestor®.

Por otra parte, el ADM1 considera siete consorcios diferentes de microrganismos que
participan en la digestion de compuestos solubles y presenta efectos de inhibicion del
crecimiento de los diferentes consorcios al incluir funciones de inhibicion para los factores
de H2 y NH3z diluidos en la fase liquida, pH, nitrogeno limitante e inhibicion por competencia

de sustratos.

2.3.1.2 Procesos de naturaleza fisicoquimica

Los procesos fisicoquimicos son representados en el ADM1 como reacciones liquido-liquido
reversibles. En la Tabla 4, se muestran las reacciones de asociacion-disociacion de AGCL,

AGVs y gases solubles (CO2 y NHs) que son consideradas durante el proceso de DA.

Tabla 4. Reacciones de asociacion-disociacion involucradas en ADM1%°,

Reacciones de asociacion-disociacion pKa * AH°(J mol™?)
CH;3(CH,)3CO0H < CH5(CH,);C00~ + H* 4.86 -
CH;3(CH,),COOH « CH5(CH,),C00~ + H* 4.82 -

CH3CH,COOH & CH3;CH,CO00™ + H* 4.83 -
CH3;COOH < CH3CO00™ + H* 4.76 -

CO, + H,0 & HCO3 + H* 6.35 7646
NH} & NH; + H* 9.25 51965
H,0 & H* 4+ OH™ 14.00 55900

*Valores de pKa reportados a 298 K y 1 atm de presion
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El fundamento del modelo fisicoquimico del ADM1 est4 basado en un balance global de
cargas, partiendo de la condicién de electroneutralidad, el cual se complementa haciendo
uso de las relaciones de equilibrio de cada reaccién de disociacion y balances molares por
especie. Este modelo proporciona informacion para evaluar las concentraciones de todas las

especies ionizadas en solucidn, alcalinidad y pH durante el proceso de DA.

Cambios en la temperatura de operacion del digestor presenta una influencia fundamental
en el sistema fisicoquimico, principalmente debido a los cambios en las constantes de
equilibrio. El efecto global sobre el sistema debido a cambios en los pardmetros
fisicoquimicos con la temperatura es generalmente mas importante que el causado por
cambios en los parametros bioquimicos. El ADMI utiliza la ecuacion de van’t Hoff

(Ecuacidn 1) para describir la variacion de las constantes de equilibrio con la temperatura.

K, AH°/1 1
n—2 = (— _ —> (1)
K,~ R\, T,

Donde K; representa la constante de equilibrio conocida a la temperatura de referencia T1
(K); Kz es la constante de equilibrio a evaluar a la temperatura de operacion T2 (K); AH® es

el calor de reaccion a temperatura y presion estandar; R es la constante de los gases, 8.324 J

mol1K1,
2.3.1.3 Procesos de transferencia de masa

La diluciéon de los gases CO., CHs e Hz en la fase liquida son considerados como
intermediarios significantes de la digestion anaerobia que presentan un efecto adverso

importante sobre los procesos bioldgicos.
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Las fases liquido y gas del digestor estan en contacto hasta que un estado estable es alcanzado.
Cuando la fase liquida esta relativamente diluida, la ley de Henry puede usarse para describir

las relaciones de equilibrio.

La transferencia de masa en la interfase liquido-gas es modelada en base a la teoria de la
doble pelicula de Whitman?? (Ecuacion 2), la cual es funcion de los coeficientes dindmicos
de transferencia de masa gas-liquido, de las constantes de equilibrio de la ley de Henry y de

las concentraciones del gas en la interfase del liquido y en el seno del gas.

Pri = Kra(S; — KHpgas,i) )

Donde S; representa la concentracion del gas i en la fase liquida (M); pgas; €s la presion

parcial del gas i en el cabezal del digestor (bar); Ky es la constante de equilibrio de la ley de
Henry (M/bar); Ky a es el coeficiente global de transferencia de masa gas-liquido (d); pr;

es la tasa de transferencia de masa del gas i (M/d).

La pelicula liquida es la etapa que controla la transferencia de los gases, los cuales presentan
valores de difusividad muy similares (Tabla 5); por esta razon se asume que los gases deben
tener un valor de Kca similar en orden de magnitud, por lo que ADM1 recomienda usar el
mismo valor para los tres gases. La ecuacion de van’t Hoff (Ecuacionl) es usada para la
variacion de los parametros de transferencia con la temperatura. La transferencia de masa en
la interfase se da una vez que la concentracion de los gases diluidos en la fase liquida llega
al limite de saturacion, comenzando a formar burbujas en el seno del liquido, las cuales

migran hacia la fase gaseosa.
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Tabla 5. Valores de los parametros de la transferencia liquido-gas®®.

e OBy DG ESEG
Ha 0.00078 -4180 4.65
CHs 0.0014 -14240 1.57
CO; 0.035 -19400 1.98

El ADML1 es la estructura mayormente utilizada en la actualidad para la explicaciéon del
fenémeno de DA a partir del modelado matematico siendo implementado y validado en
diversos casos de estudio. El desarrollo de ADML1 estd respaldado por un amplio
conocimiento cientifico en el tema de DA, el cual reine un conjunto importante de
parametros cinéticos, estequiométricos y fisicoquimicos propuestos. No obstante, ha sufrido

modificaciones, para adaptarse a particularidades en diferentes aplicaciones.

2.3.2 Consideraciones y limitaciones de ADM1

Diversas limitaciones han sido identificadas en el modelado de procesos de digestion
anaerobia. Respecto a las bases fundamentales de ADM1, las principales limitaciones
involucran (i) simulacién y validacién de modelos que regulen la produccion AGVs a partir
de la glucosa; (ii) certeza en valores de parametros bioquimicos y de transferencia de masa;
y (iii) falta de informacion experimental y conocimiento teérico en procesos relacionados a

la digestion anaerobia (sulfato reduccion, precipitacion quimica, etc.)?.

La acidogénesis de la glucosa puede resultar en la generacion de productos alternos de la
fermentacidon ademas de los acidos organicos, los subproductos de mayor consideracion en

digestion anaerobia son lactato y etanol*?,
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El lactato presenta una estequiometria similar a la glucosa, por lo que su omision no presenta
problemas en la estructura bioguimica del ADM1, ademas el lactato es rapidamente
degradado durante la fermentacion acida. Sin embargo, el acido lactico tiene un bajo valor

de pKa (3.08), el cual exhibe efectos adversos sobre el pH?+%,

Por otra parte, el etanol es generado como producto alterno al acetato a bajos valores de pH
(pH<5.0), la ausencia del etanol en la estructura de ADM1 puede provocar una deficiente
prediccion en la concentracion de &cidos organicos y en el valor del pH; sin embargo,
reactores metanogénicos con baja carga organica no se ven afectados por la omisién de
lactato y etanol, debido a que son rapidamente degradados a &cidos organicos y acetato,
respectivamente®?, No obstantes, ambos compuestos deben ser considerados cuando se
empleen sistemas con un alto contenido de glucosa acidogénica, condiciones de

concentracion variable y en digestiones con pH menores a 5.

Por otra parte, durante la digestion de lodos activados de plantas de tratamientos de aguas
residuales domésticas, se requiere la consideracién del analisis del contenido de fésforo con
el fin de depurar los balances de masa, debido a la retencidn y liberacién de fosforo en la
biomasa. Sin embargo, la principal dificultad de la inclusion del fosforo en el ADM1, no es
solo la inclusién de procesos y reacciones individuales, sino también el amplio nimero de
procesos en los que este elemento participa (equilibrio acido-base, procesos biogquimicos,

formacion de complejos, precipitacion quimica, etc.)?"2.

Cuando compuestos oxidados que contienen azufre estdn presentes en los digestores
anaerobios, son cinética y termodinamicamente favorecidos a ser reducidos y formar

sulfuros, Hz y formiato.
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Las bacterias sulfato reductoras pueden obtener los electrones directamente de la oxidacion
de acidos organicos o H.. Ademas, los acidos organicos son usados como fuente de carbon,
y como resultado, los microorganismos reductores de compuestos de azufre compiten con la
mayoria de los otros consorcios de microorganismos presentes en la DA. La mayor
complicacion que presenta el azufre en procesos anaerobios es la formacion de H2S, el cual
resulta ser tdxico e inhibitorio para todos los consorcios microbianos a concentraciones de
0.002-0.003 M. EI ADM1 no incluye procesos de sulfato reduccion debido a la complejidad
de los mdltiples procesos en los que participan los compuestos de azufre. La modificacion
del modelo bioguimico, fisicoquimico y de transferencia de masa del ADM1 para incluir
sulfato reduccion debe realizarse a concentraciones de S?° > 0.002 M, asi como la
consideracién de las diversas fuentes de electrones y consorcios de microorganismos capaces

de reducir sulfatos?®20,

Otra limitacion importante fue reportada por Kleerebezem y van Loosdrecht® respecto a la
estequiometria basada sélo en las reacciones catabolicas. Las reacciones anabdlicas obtienen
DQO del sustrato, pero en los casos de carbén limitante, el consorcio microbiano obtiene
carbono del CO,. Este comportamiento no es realista para muchos microorganismos
(excepto bacterias hidrogenotroficas), especialmente aquellos que no producen bicarbonatos
(e.g. microorganismos capaces de oxidar butirato). En general, debido al bajo rendimiento
de la biomasa, y a que muchas de las reacciones producen CO2 durante el catabolismo, el
efecto global de la estequiometria es pequefio. Sin embargo, cuando ADM1 deba ser usado
como base para evaluar productos metabdlicos es importante la modificacion

estequiométrica para la inclusion del anabolismo.
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Una forma de respiracion anaerébica no considerada en ADM1 comprende la reduccién de
nitratos (NOgz") a 0xidos de nitrogeno tales como NO2", NO y N2. Debido a que la produccion
de compuestos gaseosos de nitrégeno permite el decremento de nitrégeno en la fase liquida,
el proceso es denominado denitrificacion. Los denitrificadores organotroficos (procariotas
facultativos) pueden usar una amplia variedad de sustratos organicos como fuentes de carbén

y electrones, e incluso degradar compuestos toxicos como benceno y fenol.

De forma general, la nitrato reduccidn presenta cuatros efectos importantes (i) el consumo
de electrones equivalentes durante los procesos de nitrato reduccidn provoca un decremento
global en la produccion de metano; (ii) decremento en la calidad de biogas debido a una
mayor produccién de N2 y CO; (iii) inhibicién competitiva por sustrato; y (iv) inhibicién de
metanogénesis por Oxidos de nitrdgeno®>®, Debido a las complejas interacciones
simbidticas y sintroficas de los organismos involucrados en la reduccion de nitratos, se ha

evitado su inclusién en el ADM1.

Por otro lado, los lipidos son uno de los principales constituyentes de la materia organica
presente en aguas domésticas residuales, efluentes de mataderos y molinos de aceite, asi
como en residuos agroindustriales. La importancia de este tipo de efluentes y residuos radica
principalmente en la hidrdlisis enzimatica de los lipidos generando AGCL, los cuales
presentan mecanismos de inhibicion del consorcio microbiano a través del ausente
crecimiento por inhibicion competitiva en la sintesis de AGCL en la estructura de nuevas
bacterias, minimo transporte de electrones involucrados en la regeneracién de ATP o en el
transporte esencial de nutrientes en la célula, asi como adhesion a la pared celular de la

bacterias restringiendo el paso de nutrientes esenciales.
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No obstante, asi como la inhibicion ocurre, surge la adaptacion del consorcio microbiano al
remover AGCL tan rapido como se produce en la hidrolisis. La inhibicion por AGCL
presenta un impacto importante cuando se usan como sustratos efluentes ricos en proteinas;
sin embargo, no es incluido en el ADM1 debido a su complejidad y su poca frecuencia en

digestores anaerobios 343°,

La formacion de una fase solida es un proceso complejo que depende en primera instancia
tanto de la cinética como la termodindmica. La precipitacion de solidos de importancia
potencial en digestores anaerobios incluye carbonato de calcio, fosfato de calcio, sulfuros
metalicos y complejos de manganeso y fosfato. De los cuales, el precipitado mas importante
es CaCOs debido a las cantidades de Ca?* presentes en efluentes de las industrias de pulpa y
papel. La razones principales por la que se excluyen cinéticas de precipitacion en ADM1
fueron la complejidad de los procesos, la amplia variedad de cationes precipitantes y, por lo
tanto, un amplio nimero de productos sélidos, ademas de que los sistemas con altos niveles

de Ca?* y Mg?* son relativamente limitados36-%8,

2.3.3 Extensiones y aplicaciones de ADM1

Desde su publicacion, la estructura de ADM1 ha sufrido diversas modificaciones con el fin
de definir extensiones matematicas a los modelos bioguimico, fisicoquimico y de
transferencia de masa que incluyan algunas de sus limitaciones mas representativas. Las
extensiones mas comunmente estudiadas e implementadas son sulfato reduccion,
descripcion del comportamiento del fésforo y precipitacion quimica®. En la Tablas 6y 7 se
muestran algunas de las innovaciones gque se han realizado a la estructura de ADM1 para su

empleo en efluentes industriales especificos.
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Tabla 6. Principales extensiones implementadas a ADML1.

Extension

Descripcion de la modificacion y resultados Autor

Precipitacion
de CaCOs

Extension realizada para la precipitacion de Ca?*. Se realizaron
simulaciones utilizando el software Aquasim 2.0 para analizar
el efecto de dosificar HCI como medida de control de pH y
evitar precipitacion de CaCOs en un reactor UASB alimentado Batstone &
con efluentes de la industria de pulpa y papel. Los resultados de Keller 3°
la simulacion indicaron gue la dosificacién de acido no resulta

econdmica en el control de pH, ni presenta un efecto real

importante en la precipitacién de CaCQOs.

Reduccioén
de sulfatos

Incorporacion de cuatro grupos de microorganismos que oxidan
butirato/valerato, propionato, acetato e hidrogeno usando
sulfatos como aceptores de electrones para producir H.S.
Ademas, se incluyen funciones de inhibicion, equilibrio &cido- .
Fedorovich
base y ecuaciones de remocidn para el gas producto. EI modelo etal?®
mostré simulaciones efectivas en el comportamiento de los
datos experimentales de un digestor UASB con concentraciones

de alimentacion de sulfatos menores a 6 g de azufre/L.

Estudios detallados del proceso de sulfato reduccién
involucrado en procesos de DA, ademas se fundamenta su
implementacion de modelos como ADML, asi como opciones Barrera
alternas a este modelo. Reportando que el modelo mas detallado etal. 40
para representar la reduccion de sulfatos en la digestion

anaerobia es el propuesto por Fedorovich et al.

Estudios de la reduccion de sulfatos en la digestion anaerobia
de vinaza de cafia. Los resultados de la simulacién muestran un
10-30% de precision con respecto a los datos experimentales, Barrera
mostrando desviaciones importantes en el comportamiento de et al. 30
la metanogénesis y sulfatogénesis a tiempos de retencion

mayores a 70 d.
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Tabla 7. Principales extensiones implementadas a ADML1.

Extension Descripcion de la modificacion y resultados Autor
Estudios del efecto de 6xidos de nitrégeno y azufre en la metanogénesis

con énfasis en el transporte de electrones y mecanismos de
denitrificacion. La estructura de ADM1 fue modificada con la inclusion
de ecuaciones que involucran la reduccién de nitratos a nitrito, 6xidos
de nitrégeno (NOy) y nitrégeno gas; ademas se incluyen grupos de

Reduccién ) ) . S .
de nitratos microorganismos denitrificadores e inhibicion no competitiva por la

Tugtas 32
concentracién de NOx. El andlisis de las simulaciones realizadas mostrd
gue los NOy inhiben las interacciones entre los procesos de
fermentacion, metanogénesis y denitrificacion, y tal efecto no puede ser

atribuido sélo a la estequiometria y cinéticas propuestas.

Analisis de la digestion anaerobia de compuestos fendlicos vy

homdlogos presentes en aguas residuales de la industria de la molienda

de oliva. ElI modelo ADM1 fue modificado con la incursion de tres

variables que representan la concentracion de fenol soluble, particulado

y microorganismos degradadores de compuestos fendlicos. Las

ecuaciones que representan procesos extracelulares son representadas

por cinéticas de primer orden, mientras que el crecimiento microbiano .
Compuestos Fezzani &
fendlicos fue adaptado a la ecuacion de Haldane. Ademas, se incluyen equilibrios  Cheikh 4*

acido-base que afectan al pH, asi como funcién de inhibicién por fenol

para los consorcios metanogénicos. Las simulaciones representaron con

precision los datos experimentales a concentraciones menores a 2-5 g

DQO/I (TRH <24 d) y 1-2 g DQO/I (TRH < 36 d), a concentraciones y

TRH mayores se observan discrepancias importantes principalmente en

la estimacion del pH y produccion de flujo volumétrico del biogas.

Estudio de la influencia de la comunidad microbiana en los procesos de
DA. El ADM1 fue modificado incluyendo 10 especies diferentes de
microorganismos por cada grupo degradador (7), generando 63
Diversidad variables de estado adicionales al modelo original (24 variables —Ramirez
microbiana dindmicas). Las simulaciones realizadas fueron validadas con datos etal. ©
experimentales obtenidos de la DA de efluentes de la destilacion del

vino en un reactor de flujo ascendente de manto fijo (UASB).
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Aplicaciones recientes de ADML1 involucran su uso en simulaciones para la estimacion de
biogéas producido en la digestion de residuos agroindustriales como maiz, remolacha de cafia,
hierba, algas, etc.2#*44, Por otra parte, ADM1 ha sido implementado como herramienta
innovadora en la produccién del biohidrégeno generado por procesos anaerobicos, dichas
implementaciones involucran el estudio de mecanismos bioquimicos alternos para la
produccidn selectiva de hidrogeno, en este &ambito, pocos estudios han sido realizados debido
a naturaleza compleja de los procesos bioquimicos asi como problemas de almacenamiento

del biohidrégeno producido?*447,
2.3.4 Implementacién de ADML en la produccion de hidrogeno

Recientemente, se ha demostrado la utilidad del ADM1 para describir el proceso de
fermentacion oscura para la produccion de biohidrégeno®. No obstante, la mayoria de las
modificaciones realizadas al ADM1 para representar este tipo de proceso se enfocan s6lo en
la parte bioguimica para representar la produccién de hidrdgeno, considerando algunos
efectos de inhibicion por pH, excluyendo su interaccion con los procesos fisicoquimicos y

de transferencia de masa®*°.

2.4 Acidificacidn de procesos bioldgicos anaerobios

Los procesos de digestion anaerobia y fermentacion oscura generan acidos grasos como
productos del metabolismo de algunos consorcios microbianos. La constante asimilacion de
los sustratos disponibles en el medio por los microorganimos anaerobios provoca la continua
formacion de acidos grasos, estos acidos son sustratos de otros grupos microbianos en la

digestion anaerobia y productos finales en la fermentacién oscura.
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El principal problema con la formacion de los &cidos grasos se encuentra relacionada con la
acumulacién de dichos acidos en la fase liquida provocando un decremento significativo en
el pH del medio. La acidificacion de procesos anaerobios es un efecto comdn que ya ha sido
reportado por diversos investigadores, principalmente cuando se usan carbohidratos como
principal fuente de carbono’?%*, La importancia de la acidificacion del medio repercute
principalmente a la inhibicidn de algunos consorcios microbianos en la digestion anaerobia
y la nula actividad metabolica en los procesos de fermentacion oscura, se ha reportado que
cuando la concentracion de acidos grasos se encuentra entre 2000 y 6000 mg/L se puede

referir al término toxicidad por acidos grasos®..

Diversos métodos han sido empleados con el fin de evitar de acidificacion en procesos
anaerobios entre los que destacan el uso de co-sustratos ricos en proteinas 0 compuestos
nitrogenados, adicion de sustancias alcalinas como hidréxido de sodio, hidroxido de calcio
y bicarbonato de sodio asi como modificacién del medio con compuestos amortiguadores
“buffer>>’. Sin embargo, escasa es la literatura acerca del aporte de alcalinidad en la

simulacion y modelado matemético de procesos anaerobios.

3. Hipotesis
El modelo matematico propuesto es capaz de predecir el volumen y la tasa de produccion
de hidrégeno generado en un proceso de fermentacion oscura utilizando Clostridium

beijerinckii como microorganismo anaerobio.

[ a1 L




Capitulo 2. Antecedentes _

4. Aportacion cientifica

Desarrollo de una nueva herramienta digital que describa los fenémenos involucrados en el
proceso de fermentacion oscura. Esta herramienta incluird las interacciones de los procesos
fisicoquimicos y de transferencia de masa con la etapa bioquimica del proceso de
fermentacion oscura con el objetivo de mejorar el entendimiento y analisis del proceso
anaerobio asimismo permitira la prediccion de la produccion biohidrégeno y subproductos

generados como parametros para el analisis, gestion y control de procesos.
5. Objetivos y metas

5.1 Objetivo general

Desarrollar el modelo de fermentacién oscura basado en ADM1 para la simular la
produccion biohidrégeno utilizando Clostridium beijerinckii como microorganismo

anaerobio.

5.2 Objetivos particulares

1) Desarrollar e implementar el modelo basado en ADM1 para el proceso anaerobio
de fermentacion oscura.

2) Calibrar el modelo propuesto para estimar la produccion de biohidrégeno usando
datos reportados en literatura.

3) Determinar las constantes biocinéticas del proceso de fermentacidén oscura para
mejorar la prediccion de la produccién de biohidrogeno por Clostridium

beijerinckii.
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4) Realizar experimentos de potencial de produccién de biohidrégeno (BHP) usando
un sustrato de facil asimilacion (hexosa).
5) Validar el modelo propuesto para estimar la produccién de biohidrégeno usando

datos experimentales obtenidos.
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Metodologia experimental

6.1 Desarrollo de ADM1

El desarrollo matematico de las ecuaciones que comprende el ADM1 se encuentra detallado
en el marco tedrico publicado por Rosen y Jeppsson®®; las multiples reacciones de proceso
bioquimico son representadas por ecuaciones diferenciales ordinarias que describen el
balance dindmico de cada una de las reacciones bioguimicas involucradas en el proceso de
DA; el modelo fisicoquimico puede ser definido por ecuaciones diferenciales ordinarias de
cada una de las especies disociadas o por una ecuacion algebraica no lineal derivada del uso
de las relaciones de equilibrio, por lo cual la solucién de las ecuaciones que describen el

modelo fisicoquimico depende del perfil de concentracion de los sustratos solubles.

No obstante, los factores de inhibicion de crecimiento de los microorganismos dependen de
la informacion proporcionada por el modelo fisicoquimico. Al mismo tiempo, el modelo de
transferencia de masa definido por ecuaciones diferenciales ordinarias representa la
concentracion de cada gas presente en el cabezal del digestor. Debido a esto, la solucién de
los modelos bioquimico, fisicoquimico, asi como de transferencia de masa debe ser

simultanea, lo cual aumenta el grado de complejidad numeérica de la solucion del ADM1.
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6.1.1 Procesos de naturaleza bioquimica

La representacion matematica del proceso bioquimico es generada en base a las reacciones
catabolicas (Tabla 8) que comprende la descomposicion de la materia organica dividido en
cinco etapas principales que involucran desde la desintegracion hasta la metanogénesis. La
fase liquida del digestor, donde suceden todos los procesos bioguimicos, es considerada

homogénea, isotérmica y como una solucion ideal.

El balance de masa para cada especie en el digestor (componentes particulados, compuestos
solubles y degradadores) en la fase liquida se representa con las ecuaciones 3y 4. Esta tltima
ecuacion es la forma matematica general para cada una de las ecuaciones diferenciales que
representan el comportamiento dinamico de las especies en el digestor, donde S; 0 X es la
concentracion de las especies (solubles o particulas, respectivamente) en la fase liquida a la
entrada (in) y salida (out) del digestor, g representa el flujo volumétrico de entrada y salida
al digestor debido a que no existe acumulacion de especies en el digestor, Viiq €s el volumen

de la fase liquida, p; son las diferentes tasas cinéticas especificas desarrolladas por

mecanismos biologicos los cuales son afectadas de manera diferente por factores de

inhibicion y v;; son los coeficientes estequiométricos de las reacciones de catabolismo y

anabolismo.

de la especie en de la especie de la especie
el digestor al digestor al digestor

+ de la especie

[Concentraci()n ] [Flujo de entrada] [Flujo de salida
en el digestor

Generaci()n/consumo]
(3)

d(So X)i _ Q(S 0 X)i,in q(S 0 X)i,out
- + PjVij

= 4
at Virg Vitg (4)
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Tabla 8. Reacciones catabdlicas implicadas en el modelo bioquimico de ADM18,

Reaccion de desintegracion

Materia organica — Carbohidratos + Proteinas + Lipidos + Inertes

Reacciones de hidrolisis
Carbohidratos = C¢H;,04
Proteinas - R — CH(NH,)COOH

Lipidos — CH,(CH,),COOH

Reacciones de acidogénesis
Glucosa

CeH;,04 + 2H,0 — 2CH;COOH + 2CO, + 4H, + 4ATP
3C¢H,,0, — 4CH;CH,COOH + 2CH;COOH + 2C0, + 2H,0 + 4/3ATP

CeH;,04 = CH3(CH,),COOH + 2C0, + 2H, + 4ATP
Aminoécidos

CH,CH(NH,)COOH + 2CH, (NH,)COOH + 2H,0 — 3CH;COOH + 2CO, + 3NH; + 1/3ATP

CH;CH(NH,)COOH + 2CH,(NH,)COOH + 0.61H,0 — 0.923CH;(CH,);COOH + 2.385C0, + 3NH,
Acido palmitico

CH,(CH,)1,COOH + 14H,0 — 8CH;COOH + 14H, + 14/6ATP
Acido valérico

CH,(CH,)3COOH + 2H,0 - CH;CH,COOH + CH;COOH + 2H, + 7/8ATP

Reacciones de acetogénesis

Acido butirico

CH5(CH,),COOH + 2H,0 - 2CH;COOH + 2H, + 3/4ATP
Acido propidnico

CH5CH,COOH + 2H,0 — CH;COOH + CO, + 2H, + 1/2ATP
Reacciones de metanogénesis

CH;COOH — CH, + CO, + 1/4ATP

4H, + CO, - CH, + 2H,0 + 1/4ATP
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La ecuacion 5 muestra un ejemplo de la ecuacion diferencial que modela el comportamiento
dindmico de hidrdgeno soluble para un sistema en lotes durante la DA. Como se observa en
las reacciones catabdlicas (Tabla 8), el hidrogeno es formado como producto de varias
reacciones durante la acidogénesis y acetogéenesis; no obstante, también es un sustrato para
bacterias hidrogenotréficas ademas de participar en los procesos de transferencia de masa

cuando la fase liquida ha alcanzado sus limites de saturacion.

H S S
FZ =1- Ysu)fhz,suKm,su ﬁxsulpﬂlm,lim + (- Yaa)sz,aaKm,aaﬁxaallelNJim (5)

0.30(1 — Yg,)K e XealouIvtimIn, + 0.15(1 — Y )K Sva Sva Iyl
+0. ( - fa) m,fam falpH'IN,lim‘H, +0. ( - C4) m,c4 KS,C4 + Sva c4 Sbu + Sva pH'IN,lim
+0.20(1 — Yo ) Ky s Sbu__y . Sou__| aliimli, + 0.43(1 = Yo )K _ Sy W

¢ e Ks,c4 + Sbu ¢ Sbu + Sva P T proJrm-pro Ks,pro + SPro proTpi e
—K SMa 1l — Kia(Su, — 16K
mh2 e S H, !pHLIN lim ra( H, H,Hngas,Hz)
s,Hy H,

En la Figura 4, se discute la naturaleza del primer término que conforma la ecuacion
dinamica del hidrégeno soluble (Ecuacién 5); la expresion matematica enmarcada con el
recuadro de menor tamafio representa la produccion de bacterias acidogénicas al usar
glucosa como sustrato, dichas bacterias son modeladas por cinéticas de crecimiento tipo
Monod, ademés su crecimiento esta limitado por funciones de inhibicion de pH, H2 y NH3
diluidos en la fase liquida, asi como nitrogeno limitante (lpn, Iy, , Inn, € I,
respectivamente). El término siguiente (1/Ys,) acota la ecuacion a la glucosa que debe ser
consumida para llevar a cabo las multiples reacciones catabolicas y de sintesis 0 anabolismo.
Posteriormente, se delimita la ecuacion sélo al consumo de glucosa que es convertida

(catabolismo) en multiples productos, para finalmente especificar con el término fy, g,

cuanta glucosa se convierte exclusivamente en hidrégeno.
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ds 1 S
= 1:H su (1 - Ysu: Pmax Jsu
dt Z Ysu Ks,su + Ssu

Xsulpn N jim [+ -+

Produccién de bacteriag
acidogénicas

Consumo de glucosa en
catabolismo y anabolismo

Glucosa consumida que se convierte a
productos quimicos (catabolismo)

Glucosa consumida que se convierte
exclusivamente en hidrégeno

Figura 4. Descripcion de los términos implicitos en las tasas bioquimicas de reaccion.

6.1.2 Procesos de naturaleza fisicoquimica
La implementacion de las ecuaciones que describen el comportamiento acido-base de los
procesos de naturaleza fisicoquimica que incluye el ADM1 depende de si es formulada y
resuelta como ecuaciones diferenciales 0 como un conjunto de ecuaciones algebraicas,
ambos planteamientos estdn basadas en un balance global de masa (Ecuacion 6) y la

condicion de electroneutralidad.

Zsc+—ZsA-=0 (6)

Donde }; Sq+ representa la concentracion total de cationes y Y, Sa- es la concentracion total
de aniones. Al efectuar el balance global de cargas en el catabolismo propuesto por ADM1
(Ecuacion 7) es necesario utilizar factores para los acidos organicos con el objetivo de
obtener dimensiones homogéneas en la ecuacion.

SAc‘ SPr‘ SB B SVa‘
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En el balance global se consideran los terminos Sc,+ Y San- que indican la concentracion
de iones como Na* y CI', dichos términos son incluidos para representar la concentracion de
los co-iones de las especies salinas de NHs* y HCOs', los cuales por lo general son
alimentados como NH4Cl y NaHCOs. Cuando un sistema de solucion algebraico es usado
para la ecuacion del balance global de cargas es necesario el uso de las relaciones de
equilibrio y de los balances molares por especie, dicho balance se transforma en una
ecuacion no lineal (Ecuacion 8) que permanece Unicamente en funcién de la concentracion
de protones (Sw+).

_Ka,SvaSVa,total 1 Ka,SBuSBu,total 1
Kas,, + Su+ 208 ' Kgg, + Sy+ 160

Su) = | N Su+ Sin Ka,SpmSPro,total 1 Ka,SACSAc,totali
f(Su+) = |Scart Konits + Siv Kaspro T Si+ 1127 Kas,, + Sy+ 64 (8)
K S K
a,CO0,°IC w + SAn‘

Ka,C02 + SH"' SH"’

6.1.3 Procesos de transferencia de masa
Gases solubles como CO2, CHs e H> presentan resistencia a la transferencia de masa
principalmente en la fase liquida, cuando la concentracion de estos gases supera los limites
de saturacion en la fase acuosa comienza la formacion de finas burbujas que emergen hacia
la fase gaseosa del digestor. La teoria de la doble pelicula de Whitman es usada para describir
este fenomeno. El balance de masa global en fase gaseosa (Ecuacion 9) estd determinado
por la diferencia entre el gas que emerge de la fase liquida (teoria de Whitman) y el gas que
abandona el digestor. Donde el gas que abandona el digestor esta en funcion del caudal de
gases que abandonan el digestor, representado por la Ecuacion 10, y se formula a partir de
la consideracion de que en el gas prevalece la condicion de idealidad, asi como temperatura

y volumen constante.
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De esta forma, la ecuacion diferencial que representa la concentracion dindmica de cada gas
en el digestor esta representada por la Ecuacién 11. Este modelo permite obtener informacion
de la concentracion de CO. para evaluar las ecuaciones del modelo fisicoquimico
involucradas en el equilibrio del carbonato, ademas la concentracion de H es usada para
calcular el término de inhibicion del crecimiento de los microorganismos. Asimismo, la

informacidn de este modelo sirve para cuantificar el caudal del biogas y su concentracion.

(Acumulaci(’)n ) _ ( Gas i proveniente > _ (Gas ique abandona) (9)
del gasi ~ \desde la fase liquida el digestor
RT
Jgas = —Vliq(pT,H2 +Prh, pT,HZ) (10)
Psist = Pu,0
d(gi) _ _ Vliq _ _qgas (11)

= pr, g
dt "Vaas 7' Vgas

6.2 Modificacion del ADML1 para fermentacion oscura
A continuacion se describe la adaptacion del ADM1 al proceso de fermentacién oscura
basada en el fundamento y marco teérico del modelo original que se encuentra publicado
por Batstone et al.'®, asi como también por Rosen y Jeppsson®®; las reacciones de proceso
bioguimico estan basadas en los productos reportados en diferentes publicaciones utilizando
Clostridium beijerenckii. Debido a esto, la solucion de los modelos bioguimicos,
fisicoquimico, asi como de transferencia de masa debe ser simultanea, lo cual aumenta el

grado de complejidad numerica de la solucion del ADM1.
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6.2.1 Procesos de naturaleza bioquimica
Las principales reacciones catabolicas que se llevan a cabo en el fermentador son mostradas
en la Tabla 9, donde se consideran desde la etapa de desintegracion a la acidogenesis. La
fase liquida del digestor, donde suceden todos los procesos bioquimicos, es considerada

homogénea, isotérmica y como una solucion ideal.

Tabla 9. Reacciones catabdlicas del modelo biogquimico de ADM184648,

Producto Reacciones de acidogénesis de la glucosa
Acetato C¢H;,04 + 2H,0 - 2CH,COOH + 2CO, + 4H, + 4ATP

Propionato  3¢,H,,04 — 4CH;CH,COOH + 2CH;COOH + 2CO, + 2H,0 + 4/3ATP

Butirato CeH1204 = CH3(CH,),COOH + 2CO, + 2H, + 4ATP
Lactato CeH12,04 = 2CH;CHOHCOOH + 2ATP
Etanol C¢H;,04 = 2C,H5OH + 2C0O, + 2ATP

El balance de masa para cada especie en el digestor (compuestos solubles y degradador) en
la fase liquida se representa con las ecuaciones 3 y 4. Esta Gltima ecuacion es la forma
matematica general para cada una de las ecuaciones diferenciales que representan el
comportamiento dindmico de las especies en el digestor, donde S; representa la concentracién
de las especies solubles en el digestor y Xsy es la concentracion de Clostridium beijerinckii,
las variables restantes mantienen la misma nomenclatura asignada en la seccion 5.1.1. Las
expresiones matematicas descritas en la Tabla 10, son las ecuaciones que representan la

concentracion de las especies del modelo bioguimico en la fase liquida.

T




Capitulo 3. Metodologia experimental _

Tabla 10. Reacciones catabolicas implicadas en el modelo bioguimico de ADM1.

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

7)

(18)

(19)

(20)

(21)

Glucosa
dSgy Ssu
=—K '—'X 'IH'IINI'
dt m,su KS,Su + Ssu su p ,i1m

Acido lactico
ds, S
== (1 - Ysu) 'flac,su ) Km,su ) >

" Xsu ” IpH ) IIN,lim

dt Kssu * Ssu
Etanol
dSeron _ Ssu

dt (1—Ysu)- fEtOH,su : Km,su ) Ks,su ¥ Sy “Xsu IPH ' IIN,lim
Acido butirico

dSpy
dt =1 —=Ysu)- fbu,su ’ Km,su )

Acido propidnico

SSU
Ks,su + Ssu

" Xsu ” IpH ) IIN,lim

dS S
pro
T =1 - Ysu)- fpro,su “Kmysu - ﬁ Xsu* IpH *IINjlim

Acido acético

SaC:(l_Y ) f, ‘K -L'X Loer * Tin e
dt su ac,su m,su Ks,su + Ssu su “‘pH !IN,]lim
Hidrdégeno
dS. Ssu

dt = (1 - Ysu) 'th,su ) Km,su ) m “Xsu IpH ) IIN,lim
Carbono inorgénico
dSIC _ Ssu

T = —Kmsu" W Ko [Csu + (1 — Ysu)fbu,su “Cpu
s,su su

+(1 - Ysu)fac,su *Cqc + (1 - Ysu)fbu,su “Cpy + (1 - Ysu)flac,su )

+(1 - Ysu)fEtOH,su Cgron + Ysu Cbac] ’ IpH ’ IIN,lim

—Kvia * (Sco, — Ku,c0,Pgas,co,)
Nitroégeno inorganico
dSin S
—— = —Ysu " Npac - Km,su P
dt Ks,su + Ssu

Clostridium beijerinckii
dXSU. SSll

T - Ysu Km,su m *Xsu " Ipn * IiNjlim

" Xsu ” IpH ) IIN,lim
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Donde las funciones I,y y Iin1im representan inhibicion por pH e inhibicion por nitrégeno
limitante, respectivamente. La funcién de inhibicidn basada en la concentracion de protones
(Ecuaciones 23-25) reportada por Siegrist et al. (2002)° fue seleccionada como la expresion
matematica que mejor describe el proceso inhibitorio por pH para bacterias acidogénicas tal

y como es mostrado en la Figura 5.

1
[iNJim =
’ 1+ Kssin/Sin (22)
Kn
Iy = % (23)
H+ + KpH
_pHpL+pHyL
Koy = 10 2.0 (24)
3.0
n=—————0—
pHyr — pHrL (25)
1.00
0.90 A
0.80 -
=
= 0.70 -
[ o
O 060 A
2
Q0
‘T 050 -
£
g 040 -
S
S 030 -
(8]
L
0.20 -
0.10 -
O-OO T T T T T
4.45 4.65 4.85 5.05 5.25 5.45

pH
Figura 5. Evaluacion del factor de inhibicién por pH para bacterias acidogénicas usando
diferentes funciones matematicas: (®) Discontinua, () Tangente hiperbdlica, (™) Hill y ()

Siegrist.

s L




Capitulo 3. Metodologia experimental _

6.2.2 Procesos de naturaleza fisicoquimica

La implementacién de las ecuaciones que describen el comportamiento acido-base de los
procesos de naturaleza fisicoquimica depende del balance global de masa (Ecuacion 6) y la
condicion de electroneutralidad. Al efectuar el balance global de cargas en de las especies
ionizadas (Ecuacidn 26) es necesario utilizar factores de conversion para los acidos organicos
con el objetivo de obtener dimensiones homogéneas en la ecuacion.

SAC_ SBu‘ _ SEtO‘ _ Slac‘

64 112 160 96 96

SPr‘

Scatt T Snut + Su+ — Sucoz — —Sou- —San- =0 (26)

La solucion de la ecuacion del balance global de cargas implementa el uso de las relaciones
de equilibrio y los balances molares por especie, dicho balance se transforma en una ecuacion
no lineal (Ecuacion 27) que permanece unicamente en funcion de la concentracion de

protones (Sh+).

Sy+ S
f(SH+) = |Scart + HOIN

Ka,NHI + SH+

" Ko Spion SEtoH, total 1
KarSEtOH + Sy+ 96

Ka,Spro SPro,total 1

Ka,SBu SBu,total 1

Kasg, T Su+ 160

Ka,SAC SAc,total 1

Karspro + SH+ 112

KarsAc + SH+ a

(27)

Ka,Slac Slac,total i Ka,COZ SIC ﬁ
| Ka'slac + SH+ 96 Ka,COZ + SH+ SH+

+ San-

6.2.3 Procesos de transferencia de masa
Hidrogeno y dioxido de carbono son los gases solubles considerados en el proceso de
fermentacion oscura. La teoria de la doble pelicula de Whitman es usada para describir la
migracion de burbujas de gases solubles de la fase liquida a la fase gaseosa del digestor. El
balance de masa global en fase gaseosa (Ecuacion 9) esta determinado por la diferencia entre

el gas que emerge de la fase liquida y el gas que abandona el digestor.
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De manera similar a lo establecido en los procesos de transferencia de masa en la digestion
anaerobia, las ecuaciones 9-11 representan la produccion de biohidrogeno y dioxido de
carbono durante la fermentacion oscura. En la Tabla 11 se muestran las ecuaciones
diferenciales que representan el comportamiento dinamico de los gases H2y COz, este ultimo
relacionado con el modelo fisicoquimico.

Tabla 11. Ecuaciones diferenciales de los procesos de transferencia de masa.
Dioxido de carbono

dS q V
gas,CO, gas LIQ
28 - o’ S 2 e
( ) It gas,CO, Vgas pT,COZ VG s

Pgas,co, = Sgas,COZ *RT
Prco, = Kpa- (Sco2 - KH,Congas,COZ)

Hidrogeno
dsgas,Hz _ qgas VLIQ

a _Sgas,Hz o — tPTH, T

(29)
Vaas

Vgas

RT
PgasH, = Sgas,Hz ’ E

Prn, = Kra- (SH2 - KH,Hngas,Hz)

RT

;!
(30) qgas = P ’ VLIQ ’ (pT,COZ + 162)

gas Pgas,Hz (0]

La solucidn de las ecuaciones diferenciales parciales generadas (en los procesos de digestion
anaerobia y fermentacién oscura) del modelo bioquimico y de transferencia de masa es
obtenida con la implementacion del método numérico de Runge-Kutta de cuarto orden (RK4)
con un tamafio de paso en el tiempo de 1x10°s; la ecuacion no lineal resultado del modelo
fisicoquimico fue resuelto mediante el método de biseccion. Ambos métodos numéricos
fueron empleados de forma simultdnea en un algoritmo de solucion programado en
FORTRAN. Los resultados de la simulacion fueron muestreados cada 0.5 dias y transferidos

a una hoja de célculo en Microsoft Excel®.
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6.3 Condiciones de cultivo de Clostridium beijerinckii

El cultivo de C. beijerinckii fue a través de la revitalizacion de esporas congeladas. Se
prepararon botellas serologicas que contenian un 60% del volumen de la botella de medio de
triptona (3 g/L), dextrosa (2 g/L) y extracto de levadura (1 g/L). Las botellas fueron cerradas
con un tapon de goma vy arillo de aluminio para posteriormente intercambiar la atmdsfera
interna de la botella con una mezcla de gases de N2/CO> (80% N) durante 5 min. Una vez
intercambiada la atmdsfera interna, las botellas seroldgicas fueron esterilizadas en una
autoclave a 121°C por 15 minutos y se dejaron enfriar a hasta alcanzar temperatura ambiente.
Se agregaron después esporas de C. beijerinckii en una relacién de 0.05 mL de esporas por
cada 6 mL de medio. Las botellas fueron puestas en una incubadora a 37°C con agitacién

orbital a 120 rpm durante 24 horas.

Después de la revitalizacién del microorganismo, una alicuota fue transferida bajo
condiciones asépticas a un medio P2 modificado basado en los trabajos publicados por Ye et
al.®%61 El medio P2 modificado fue preparado con la siguiente composicion (g/L): solucion
buffer (KH,PO, (2.5), K,HPO, (2.0), (NH,),SO, (2)), solucién de elementos traza (1
mL/Loufrer) la cual esta compuesta como se describe a continuacion: MgS0,(20), MnSO,4(1),
NaCl (1), FeS04(1). Por ultimo, se agrega 1 mL/Lyurer de solucion vitaminica (acido 4-
aminobenzoico (1), biotina (0.1), tiamina (1)). El pH inicial del medio fue 6.8. El medio fue
purgado con N2/CO2 por 10 minutos (fase liquida y cabezal de las botellas serologicas) para
mantener condiciones anoxicas estrictas y, posteriormente, llevado a autoclave a 121°C

durante 15 min.
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6.4 Cinéticas de crecimiento microbiano

Una alicuota de C. beijerinckii fue transferida a botellas serologicas que contenian medio P2
y dextrosa como fuente de carbono. La concentracion de dextrosa varidé de 1 a 5 g/L con el
objetivo de determinar los parametros de la ecuacion de Monod. Se realizaron muestreos a
intervalos de tiempos seleccionados, estas muestras fueron acidificadas con una solucion de
acido fosforico al 5% v/v y guardadas a 5°C para su posterior analisis. El crecimiento celular

fue monitoreado por densidad 6ptima a 600 nm.
6.5 Pruebas de potencial bioquimico de hidrogeno (BPH)

Colonias de C. beijerinckii revitalizadas fueron transferidas a reactores anaerobios de 1 L
(63% de volumen de trabajo) que contenian medio P2 y 3 g/L de dextrosa como fuente de
carbono. Los reactores anaerobios fueron sellados con tapon de goma y arillo metélico para
intercambiar la atmdsfera interna por una mezcla de gases de N./CO: durante 5 min.
Posteriormente, las botellas fueron esterilizadas en autoclave a 121°C por 15 min. Las
pruebas fueron realizadas a 37°C en una incubadora orbital con una velocidad de agitacion
de 120 rpm. Se tomaron alicuotas de la fase liquida y gaseosa a intervalos regulares de tiempo,
y fueron acidificadas con acido fosfdrico al 5% v/v en una proporcion de 1:6, considerando
el factor de dilucion, las muestras fueron guardadas a 4°C. Todos los experimentos se

Ilevaron de forma independiente por triplicado.
6.6 Métodos analiticos

Fase liquida. La concentracion de azucares reductores fue determinada
espectrofotométricamente a 575 nm usando el método de &cido di-nitro salicilico (DNS). La

concentracion de C. beijerinckii fue medida por densidad optica a 600 nm (UV-Vis, Thermo
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Scientific Genesis 10S). Los subproductos liquidos de la fermentacion fueron determinados
por cromatografia de gases (GC, Thermo Scientific Trace 1310) de acuerdo al siguiente
procedimiento: 5 uLL de una muestra acidificada fue inyectada al cromatografo, el puerto de
inyeccion fue establecido a 250°C, operado en modo “Split” con una relacioén de Split de 25
bajo un flujo constante de 1.5 mL/min de nitrégeno como gas acarreador, el horno fue
calentado en tres etapas; en la primer etapa, el horno se mantuvo a 120°C por un minuto,
posteriormente fue calentado a 20°C/min hasta alcanzar una temperatura de 140°C y
mantener esa temperatura por un minuto y , finalmente, el horno fue calentado a 40°C/min
hasta alcanzar 240°C y mantener esa temperatura por 30 segundos. El analisis se realiz6 con
un detector de ionizacion de flama (FID) a 250°C con un flujo de 175, 17.5 y 20 mL/min de
los gases aire, hidrogeno y nitrégeno, respectivamente.

Fase gas: El volumen de biogés e hidrégeno producido fue medido usando el método de
desplazamiento de agua con una trampa de NaOH 5 M para el diéxido de carbono. La
concentracion de hidrogeno fue analizada por cromatografia de gases a las siguientes
condiciones: la temperatura del horno se mantiene a 50°C durante 3 minutos, alimentando la
muestra a 150°C en modo split (relacion de split: 20) bajo un flujo constante de 1.5 mL/min
de nitrégeno como gas acarreador, y usando un detector de conductividad térmica a 150°C
(GC, Thermo Scientific Trace 1310). EI TCD fue operado con polaridad negativa usando 1.5

mL/min de gas acarreador como referencia.
6.7 Disposicion de residuos

Todos los residuos generados en este proyecto fueron dispuestos sera de acuerdo al manejo

integral de residuos y aspectos normativos de la Faculta de Ciencias Quimicas, UANL.

T




Capitulo 4

Resultados y discusion

7.1 Calibracion del modelo ADM1

Previo a realizar las pruebas de fermentacion oscura se realiz6 una etapa de calibracion del
modelo desarrollado con el fin de depurar errores en el algoritmo de programacion. Diversos
articulos cientificos fueron revisados y analizados con el objetivo de reunir la mayor cantidad
de informacién acerca de las reacciones quimicas y bioquimicas, rutas metabdlicas,
condiciones de operacion y variables de entrada a simulaciones, entre otras variables
involucradas en los procesos de fermentacién oscura. El articulo publicado por
Gadhamshetty et al.® fue seleccionado para realizar la calibracion del modelo propuesto
debido a que reporta la produccion de biohidrogeno usando tres consorcios microbianos
distintos ademas de variar dos fuentes de sustrato (glucosa y sucrosa) aunado a los datos
experimentales sobre la produccion de hidrégeno, consumo de sustrato y perfil de pH (Figura
6 ). Estos datos experimentales son de vital importancia para elucidar los tres procesos que
presenta el modelo (procesos bioguimicos, fisicoquimicos y de transferencia de masa) de
fermentacidn oscura. De acuerdo con la informacién reportada por Gadhamshetty et al.
solamente fueron simulada las condiciones de todos los reactores sin medio buffer debido a
las limitaciones del modelo acerca del efecto de sales amortiguadoras de pH en el modelo

fisicoquimico.
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Figura 6. A) Volumen acumulado de hidrogeno (mL), B) Consumo de sustrato (g DQO/L) y C)

perfil dindmico del pH en los reactores en lotes (sin medio buffer). Los puntos representan los datos

experimentales reportados por Gadamshetty et al. (experimento IPR22) y las lineas continuas son

generadas por el presente modelo.

T —




Capitulo 4. Resultados y discusion _

Los resultados obtenidos de las simulaciones realizadas muestran que el modelo es capaz de
describir el comportamiento de los datos experimentales (R>0.92) atin y cuando la mayoria
de los valores de las variables del modelo tienen valores tomados como estdndar o default
del modelo de Batstone et al. Durante la simulacion, s6lo algunos valores de ciertas variables
fueron cambiadas de acuerdo a lo reportado en el articulo, las cuales incluyen la constante
de la tasa de decaimiento (Kgec = 0.05 dt), rendimiento de sustrato en biomasa (Ys, = 0.1),
maxima tasa de consumo de Monod (kmsu = 2.2) y constante de saturacion media (kssu = 0.04
kg COD m3d?), variables relacionadas con el consumo de azlcar. Ademas, con el fin de
observar la consistencia del modelo, se muestra un balance dinamico (Figura 7) de masa

durante el tiempo de digestion anaerobia.
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Figura 7. Balance dinamico de masa del modelo de fermentacion oscura.
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7.2 Cinéticas de crecimiento de Clostridium beijerinckii

El crecimiento celular del microorganismo anaerobio seleccionado fue probado a diferentes
concentraciones de sustrato para obtener informacion acerca de su curva de crecimiento
(fases de adaptacion, crecimiento exponencial y decaimiento). Se determind la tasa de
crecimiento especifico a diferentes concentraciones de dextrosa, Figura 8, para obtener

algunos parametros cinéticos como el valor de la constante de saturacién media (Ks = 2.1 kg
DQO m?) y la maxima tasa de crecimiento especifico (umax = 3.2 d'l) de la ecuacion de

Monod. La bacteria C. beijerinckii mostré una fase de adaptacion o lag de 14 horas, seguido
de un crecimiento exponencial durante 10 h, alcanzando una fase estacionaria por 30 min y,
finalmente mostrar un lento decaimiento. Estos resultados acerca de los parametros
bioquimicos son similares a los reportados por Lin et al.*® en su investigacion acerca de la

produccion de hidrogeno con el género Clostridium usando glucosa como sustrato.
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Figura 8. Cinética de crecimiento tipo Monod para la bacteria C. beijerinckii a diferentes

concentraciones de dextrosa.
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7.3 Simulacién del proceso de fermentacion oscura

Posterior al proceso de calibracién del modelo propuesto, se realizaron pruebas de de
produccién potencial de biohidrogeno (BHP) para reunir informacion experimental acerca
de las variables que describen el modelo que representa la fermentacion oscura, ademas estos
datos experimentales fueron usados para validar el modelo. Las Figuras 9-11 muestran el
comportamiento de las variables monitoreadas durante las pruebas BHP vy las variables de

entrada al modelo son presentadas en la Tabla 12.

Tabla 12. Valores de los pardmetros estequiométricos modificados para ADML.

Especie Variable Concentracion Unidades
Dextrosa Ssu 2.6 kg m
Lactato Slac 0 kg m=
Etanol SEtoH 0 kg m=
Acido butirico Shu 0 kg m3
Acido propionico Spro 0 kg m
Acido acético Sac 0 kg m

C. beijerinckii Ksu 0.6 Abs

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, sin embargo, se omitieron las barras
de error en algunas graficas (Figuras 9B, 10 y 11) debido a que el error fue menor 0.5
desviaciones estandar, considerado como un error despreciable o no significante. La densidad
Optica mostro la mayor desviacion durante su determinacion experimental por lo cual sus
barras de error se muestran en el grafico correspondiente.

Los datos experimentales del crecimiento celular de C. beijerinckii (Figura 9A) son

reportados como absorbancia, mientras que los datos obtenidos por la simulacién fueron

graficados como kg DQO m™3 debido a la falta de un factor de conversién entre la absorbancia

y DQO.
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Figura 9. (A) Cinética de crecimiento de la bacteria C. beijerinckii, los datos experimentales son
medidos como absorbancia (eje izquierdo) y los simulados medidos en kg DQO/m? (eje derecho);
(B) consumo de dextrosa. Los datos experimentales son mostrados como puntos y las lineas

representan los datos simulados.
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Sin embargo, una concentracion inicial de 3 kg DQO m™ para el microorganismo anaerobio
fue seleccionado para alcanzar un comportamiento similar entre los datos experimentales y
los obtenidos por la simulacion de los perfiles del crecimiento celular, consumo de dextrosa,
tasa de produccién de hidrégeno y subproductos de fermentacion. Los valores de parametros
bioquimicos para bacterias acidogénicas fueron tomadas de lo reportado en el modelo

original (ADM1) para realizar las simulaciones de fermentacion oscura. Sin embargo, valores
de algunos parametros (p, Ks, pHuL and pHLL) fueron cambiados basados en los resultados

obtenidos en las cinéticas de crecimiento.

Durante la fase de adaptacion (Figura 9A) se observa un lento consumo de dextrosa (Figura
9B) debido a que el microorganismo regula sus actividades metabdlicas para adaptarse a las
condiciones del medio o fase liquida. Después de la adaptacion del microorganismo, la
bacteria empieza su crecimiento exponencial, fase en la cual se observa un rapido consumo
de dextrosa alcanzando un 95% de consumo a las 24 h, y un 98% a las 48 h. El lento consumo
de sustrato entre las 24 y 48 h es atribuido a las condiciones acidas (pH < 5.4) de la fase
liquida, asi como a la baja concentracion tanto de carbon inorganico como dextrosa. La

simulacion realizada con el modelo propuesto predice con resultados aceptables el perfil
dinamico del sustrato obteniendo un coeficiente de determinacién (R2) de 0.96 entre los datos

experimentales y los simulados. Se encontraron ligeras desviaciones con respecto a los datos
experimentales después de las 20 horas de fermentacion, este comportamiento podria sugerir
que las funciones de inhibicion tienen un efecto importante en el desempefio del
microorganismo, debido a que el valor de pH disminuye la capacidad de la bacteria para

continuar con sus actividades metabdlicas.
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En la Figura 10A se muestra el volumen acumulado de hidrégeno reportado en condiciones
estandar (0°C y 1 atm). Durante la fase de adaptacion de la curva de crecimiento (Figura 9A),
no se detectd produccion de hidrogeno. Despues de 14 h de iniciar las pruebas BHP, se
observo una produccién exponencial de hidrdgeno (Figura 10A) debido al rapido crecimiento
de la bacteria (9A) que asimila el 95% del sustrato disponible (9B) generando hidrogeno y
dioxido de carbono como los productos principales de la fase gaseosa. Resultados similares
sobre el perfil de consumo de sustrato y volumen acumulativo de hidrégeno fueron
reportados por Taguchi et al.? and Lo et al.® usando hexosas como sustrato para
microorganismos anaerobios.

La bacteria anaerobia del presente proyecto (C. beijerinckii) es una gran productora de
hidrégeno con un rendimiento de 3.58 mol de Hz/mol de sustrato, sin embargo, es muy
sensible a pH &cidos (pH < 5.0) y muestra baja produccion de hidrégeno (incluso ausencia
de actividad metabdlica) a pH menores a 4.5. La simulacién de la produccién de hidrégeno

por el modelo propuesto en el presente proyecto mostré una buena correlacion entre los datos
predichos y los experimentales (R2:0.97). Los resultados de la simulacion (curva de

crecimiento microbiano y produccién de hidrogeno) sugieren que el modelo esta bien
estructurado, y que puede predecir escenarios de fermentacién oscura una vez que las

variables de operacion son conocidas. Diferentes investigadores®*% han reportado un
rendimiento de hidrogeno en un intervalo de 1.1 a 3.4 mol de Hz/mol de substrato usando

residuos agroindustriales, hexosas y aguas residuales como sustrato para microorganismos

fermentativos.
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Figura 10. (A) Volumen acumulado de hidrégeno a condiciones estandar (0°C, 1 atm) y (B)
subproductos de la fermentacion en la fase liquida: (@)alcohol etilico, (m) &cido butirico y (V)
acido acético. Los datos experimentales son mostrados como puntos y las lineas representan los datos

simulados.
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Los principales subproductos de fermentacion generados por C. beijerinckii fueron &cido
butirico, etanol y acido acético (Figura 10B) en una relacion molar (mol de subproducto por
mol de dextrosa) de 1.21, 1.09 y 0.89, respectivamente. Estos resultados son consistentes con
algunos reportados en literatura® - sobre Clostridium sp. los cuales son productores de
butanol y acido acético. La bacteria anaerobia seleccionada para llevar acabo las pruebas
BHP no solo es una productora potencial de hidrégeno, sino que ademas genera subproductos
de fermentacion en la fase liquida que pueden ser usados como materia prima en procesos
quimicos, posterior de un proceso de separacion y purificacion de cada componente de la
mezcla liquida. Por otra parte, estos subproductos de fermentacion pueden ser usados como
sustratos en el proceso de digestion anaerobia para bacterias metanogénicas. La prediccion
de los subproductos de la fermentacidn es mostrada en la Figura 10B, el comportamiento de
los graficos muestras tendencias muy similares a los datos experimentales obtenidos en este

proyecto.

Algunos investigadores'®2% reportaron un buen ajuste (R>>0.95) entre los datos

experimentales y la simulacion de la produccién de hidrégeno; sin embargo, los modelos
matematicos expuestos estan basados en expresiones empiricas. Por ejemplo, la ecuacion de
Gompertz modificada relaciona tres parametros de ajuste a los datos experimentales lo cuales
son estimados mediante el método de minimos cuadrados. En la Figura 11 se muestra la
comparacion entre el modelo de Gompertz y el modelo propuesto en este proyecto basado en
ADML1 junto con los datos experimentales. Los parametros de la ecuacion de Gompertz
fueron el tiempo de adaptacion (15.98 h), potencial maximo de produccion (727 mL) y tasa

de produccién de hidrogeno (220 mL/h), este modelo mostré una buena correlacion con

respecto a los datos experimentales (R2:0.99).
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Aunque la ecuacion de Gompertz puede representar los datos experimentales con una mejor

correlacion que el modelo predictivo propuesto basado en ADM1 (R2:0.97), la ecuacion de

Gompertz es un modelo descriptivo y no considera los procesos de naturaleza bioquimica,
fisicoquimica y transferencia de masa del proceso de fermentacion oscura debido a que so6lo
es un modelo de ajuste. Por otro lado, la curva de crecimiento microbiano, consumo de
sustrato y subproductos de fermentacion no pueden ser descritos por la ecuacion de
Gompertz. Otros investigadores*®480 reportaron modelos mas estructurados los cuales
consideran procesos bioquimicos descritos por expresiones cinéticas de primer orden y

ecuaciones matematicas tipo Monod.
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Figura 11. Volumen acumulado de hidrégeno producido por C. beijerinckii: (@) datos

experimentales, modelo de Gompertz (lineas discontinuas) y el modelo propuesto (linea continua).
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Sin embargo, aunque sus publicaciones muestran resultados aceptables (asociados con el
consumo de sustrato y produccion de hidrdgeno), no hay evidencia acerca del analisis de
factores de inhibicion, procesos de transferencia de masa y subproductos de la fase liquida.

Por otra parte, aunque el modelo propuesto fue capaz de predecir la méxima
concentracion y comportamiento en la parte estacionaria del perfil de concentracion
de cada subproducto de fermentacion, hay importantes desviaciones durante la fase
exponencial (14 a 22 h) de la curva de crecimiento microbiano. Estas diferencias entre
los datos experimentales y los datos simulados pueden ser atribuidas a tres importantes
considera consideraciones. La primera consideracion incluye la ausencia del conjunto
de valores correctos de los pardmetros bioquimicos relacionados con el C. beijerinckii.
El segundo punto considera que las ecuaciones del perfil dinamico para el sustrato y
subproductos de fermentacion tienen la misma estructura matematica (ecuacion tipo
Monod), pero no la misma velocidad de asimilacion, por lo que es necesario un factor
adicional que relacione el concepto de velocidad con cada subproducto de
fermentacion. Y, por altimo, la tercera consideracion esta relacionada con el modelo
fisicoquimico y el efecto del medio buffer sobre el crecimiento celular y neutralizacion

de la fase acuosa.
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Capitulo 5

Conclusiones

El modelo propuesto en esta investigacion, basado en la estructura de ADM1 es capaz de
predecir el comportamiento dinamico de los procesos bioldgicos, fisicoquimicos y de

transferencia de masa de la fermentacién oscura.

El microorganismo C. beijerinckii es una bacteria anaerobia estricta que presenta una fase
de adaptacion al medio P2 de 14 horas, posteriormente mantiene un crecimiento exponencial
durante 10 h, alcanzando una fase estacionaria por un periodo de 30 min, y empezar un lento

decaimiento.

Las cinéticas de crecimiento de C. beijerinckii permitieron la obtencion de los pardmetros

de la ecuacion de Monod determinado el valor de la constante de saturacion media (Ks = 2.1

kg COD m'3) y la tasa de crecimiento méximo especifico (umax = 3.2 d'l), ademas de

mostrar un intervalo de pH adecuado (4.5<pH<6.5) para mantener sus funciones

metabolicas.

La bacteria anaerobia seleccionada es muy sensible a condiciones acidas del medio,
mostrando incluso ausencia de actividad metabolica a pH< 4.5, por lo que es necesario un
aporte adicional de alcalinidad para mantener condiciones de pH adecuados en el medio

liquido.
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Clostridium beijerinckii es capaz de producir hidrégeno con un rendimiento de 3.58 mol/mol
de sustrato, ademas de producir &cido butirico, etanol y acido acético en una relacién molar
(mol de producto/mol de dextrosa) de 1.21, 1.09 y 0.89, respectivamente.

Las pruebas de potencial bioquimico de produccion de hidrogeno facilitaron la validacion
del modelo propuesto para la fermentacion oscura. Los resultados de las simulaciones
realizadas predijeron satisfactoriamente, con un coeficiente de correlacion mayor que 0.92,

los perfiles de consumo de sustrato, crecimiento microbiano y produccién de biohidrogeno.

Las simulaciones realizadas muestran una buena correlacién entre los datos experimentales
y las tendencias de los perfiles de los subproductos de la fermentacion en la fase liquida; sin
embargo, aunque muestran similitudes en las magnitudes de las concentraciones maximas
de cada especie asi como tendencias de la fase estacionaria, se muestran ligereas
desviaciones durante la fase exponencial del crecimiento del microorganismo. Dichas
desviaciones pueden ser atribuidas a la falta de los valores de los parametros bioquimicos de
la bacteria estudiada, a la falta de un factor cinético especifico para cada especie de la fase
liquida adicional a la estructura de las ecuaciones tipo Monod, y de la inclusion del efecto

del medio buffer o aporte adicional con carbonatos en el modelo fisicoquimico.
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