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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion propone un modelo de biorrefineria para la valorizacion
integral del bagazo y cascara de naranja (OPW, por sus siglas en inglés), un residuo agroindustrial
abundante en México, mediante la produccion secuencial de biocompuestos, aceites esenciales (AE) y
pectina, y bioenergéticos (biohidrégeno y biometano), complementado con una evaluacion ambiental a
través del andlisis de ciclo de vida (ACV). Esta propuesta se enmarca en los principios de la economia
circular y el aprovechamiento en cascada de la biomasa.

El modelo de biorrefineria se desarrolldo en cinco actividades principales. En primer lugar, se
disefiaron y evaluaron diferentes rutas de procesamiento del OPW (OPW;), incorporando secuencial o
parcialmente operaciones unitarias como secado, molienda, hidrodestilacion (HD), precipitacion,
fermentacion oscura (FO), fotofermentacion (FF) y digestion anaerobia (DA). La segunda actividad
evaluo el efecto del procesamiento sobre la produccion de biohidrogeno en FO, identificando la mejor
relacion inoculo-sustrato (RIS) de 0.6, y a OPW,, con el mayor rendimiento (108.1 mL H. g'SV).

Posteriormente, los efluentes liquidos de FO (EFO;) fueron empleados como sustratos para FF,
observandose que concentraciones de EFO del 25% maximizaban el rendimiento (hasta 126.5 mL H> g
'AGV), mientras que concentraciones mayores afectaban negativamente la produccién por
oscurecimiento del medio. En la cuarta actividad, se evaluo la produccion de biometano a partir de las
fracciones solidas residuales de FO (SFO;) y OPWj, demostrando que estas tltimas generan rendimientos
superiores (hasta 134.0 mL CHa4 g!' SV). Estos resultados vislumbran el efecto del proceso de FO sobre
los rendimientos posteriores en DA, demostrando la importancia del OPW; en procesos de produccion
de biometano. Finalmente, se desarrolld un ACV comparativo de 15 escenarios de valorizacion y un
escenario base (BAU) de disposicion final. Los escenarios con menor impacto ambiental fueron aquellos
que emplearon Unicamente procesos de FO o DA (e.g., OPW.4 y OPW,5), registrando GWI inferiores al
BAU (1.84 kg CO2eq UF ). En contraste, los escenarios que incorporan FF mostraron mayores impactos
debido al consumo energético del proceso, aunque representan un avance significativo en la integracion
de procesos reales para la produccion de biohidrogeno.

Los hallazgos de este estudio evidencian la viabilidad técnica y ambiental de esquemas de
biorrefineria aplicados al OPW. Ademads, demuestran que una adecuada seleccion de la ruta de
procesamiento y la integracion sinérgica de procesos fermentativos puede maximizar la recuperacion de
valor de residuos agroindustriales, contribuyendo a la transicion hacia modelos de produccion

sostenibles.
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1. Introduccion

El aumento significativo de la produccion agricola a nivel mundial ha generado enormes
volumenes de residuos agroindustriales, representando desafios ambientales y econdmicos debido a su
gestion (Quintero-Herrera et al., 2023; Valenti et al., 2020). Entre estos residuos, el bagazo y la cascara
de naranja (OPW, por sus siglas en inglés) representan una fraccion considerable debido al alto consumo
y procesamiento de este fruto. La naranja es el citrico de mayor consumo mundialmente, representando
aproximadamente el 60% de la produccion total de citricos (Hilali et al., 2019). En 2023, la produccion
mundial de naranjas alcanzo los 69.8 millones de toneladas, con Brasil como el principal productor,
seguido de China, México, India y Egipto (FAO, 2025). Se estima que alrededor del 70% de la
produccion de naranja se destina a la elaboracion de productos comestibles, siendo el jugo de naranja el
principal derivado, seguido de productos como jaleas, mermeladas y aceites esenciales (AE) (Martin et
al., 2010; Santiago et al., 2020b).

Alrededor del 50-60% del peso total de la naranja resulta ser residuo organico: OPW (Martin et
al., 2010; Santiago et al., 2020b). En paises en desarrollo, la gestion convencional de este residuo se basa
en su disposicion en vertederos o en practicas insostenibles, lo que contribuye a la generacion de gases
de efecto invernadero (GEI) y la produccion de lixiviados que contaminan los suelos y recursos hidricos
(Albalate-Ramirez et al., 2024; Rueda-Avellaneda et al., 2021). Para mitigar estos problemas, la
Directiva 2008/98/CE de la Union Europea establece la prohibicion de la disposicion directa de residuos
organicos en vertederos sin un proceso previo de valorizacion, promoviendo estrategias de
aprovechamiento mas eficientes para reducir los costos de gestion y el impacto ambiental de estos
residuos (Directive 2008/98/EC of the European Parliament and of the Council of 19 November 2008 on
Waste and Repealing Certain Directives, 2008).

El OPW es una biomasa rica en compuestos de alto valor agregado, como la pectina y los AE. La
pectina, un polimero de acidos poligalacturonicos metoxilados, es ampliamente utilizada en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética debido a sus propiedades gelificantes y estabilizadoras (Freitas et
al., 2021; Pourbafrani et al., 2010). Por otro lado, los terpenos presentes en los AE de los citricos tienen
aplicaciones como solventes, fragancias y agentes de limpieza (Anandakumar et al., 2021; Ruiz et al.,
2016).

Debido a su composicion quimica, el OPW representa una materia prima con alto potencial para
ser incorporada en esquemas de biorrefineria, donde se pueden obtener multiples productos de valor

agregado (Siles Lopez et al., 2010). Hilali et al. (2019) y Boukroufa et al. (2015 propusieron modelos de
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biorrefineria enfocados en la extraccion de AE, pectina y polifenoles a partir del OPW. Sin embargo,
después de la extraccion de estos compuestos, ain queda una fraccion organica residual significativa en
la biomasa, la cual puede ser utilizada para la produccion bioenergética, fortaleciendo el concepto de
biorrefineria. Vaez et al. (2021) demostraron la viabilidad de este enfoque mediante la produccion de
biometano por DA del OPW tras la extraccion de pectina. Por su parte, Pourbafrani et al. (2010)
desarrollaron un esquema de biorrefineria para la obtencion de biometano y etanol a partir de residuos
citricos después de la extracciéon de d-limoneno y pectina. Estos estudios validan la posibilidad de
integrar procesos bioenergéticos después de la extraccion de biocompuestos, aunque aun persiste una
brecha de conocimiento respecto al impacto de la extraccion de pectina y AE sobre la eficiencia en la
produccion de otros biocombustibles de interés global como el hidrogeno. En este sentido, el desarrollo
de modelos de biorrefineria que integren la extraccion de compuestos de alto valor con procesos
biotecnoldgicos representa una alternativa prometedora para la valorizacion de estos residuos bajo un
enfoque de economia circular.

La biorrefineria de OPW propuesta en este estudio incorpora tres estrategias principales: la
extraccion de compuestos de alto valor agregado, la produccion de hidrogeno mediante fermentacion
oscura (FO) y fotofermentacion (FF), y la generacion de biometano a través de DA. La FO es un proceso
biologico en el que bacterias fermentativas degradan la materia orgdnica en ausencia de oxigeno,
generando hidrogeno y 4cidos grasos volatiles (AGV) (Escamilla-Alvarado et al., 2015). Estos tltimos
pueden ser aprovechados en una etapa posterior de FF, donde bacterias fotosintéticas metabolizan los
AGV utilizando la energia luminica para producir biohidrogeno (Keskin et al., 2011). Finalmente, la
biomasa residual resultante de estos procesos puede ser sometida a DA, en la cual microorganismos
metanogénicos convierten los residuos en biogas, compuesto principalmente por biometano y diéxido de
carbono (Martin et al., 2010; Tsegaye et al., 2021). Este esquema de aprovechamiento en cascada permite
maximizar la valorizacion del residuo, sin embargo, ain es necesario evaluar los impactos ambientales
asociados a cada una de las etapas de transformacion y conversion de la biomasa. En este contexto, el
analisis de ciclo de vida (ACV) permite cuantificar los efectos ambientales derivados del consumo de
energia y materiales, asi como de las emisiones generadas en cada proceso, proporcionando una
herramienta clave para la optimizacion del sistema y la toma de decisiones orientadas a su escalabilidad
(Escamilla-Alvarado et al., 2017). En particular, la evaluaciéon ambiental de este modelo permitird
identificar las rutas de procesamiento de OPW mas eficientes y fortalecer la viabilidad de la biorrefineria

como un esquema de aprovechamiento sustentable.
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El objetivo de este estudio es evaluar la valorizacion del bagazo y céscara de naranja utilizando un
modelo de biorrefineria que incorpore procesos fermentativos y la extraccion de compuestos de valor
agregado, a través de un enfoque de ACV. La integracion de estos procesos en un mismo esquema de
aprovechamiento permitird desarrollar estrategias mas eficientes para la gestion del OPW, promoviendo
el uso sostenible de los recursos y contribuyendo a la transicion hacia un modelo de produccion basado

en los principios de economia circular.
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2. Antecedentes

2.1. Industria productora de naranja en México
2.1.1. Naranjo dulce (Citrus sinensis)

Citrus sinensis, o naranjo dulce, es un arbol de hoja perenne de origen asiatico. Actualmente su
cultivo estd extendido por el Pacifico y las regiones calidas del planeta, ya que crece en climas tropicales,
semitropicales y templados célidos (Dongre et al., 2023; Favela-Hernandez et al., 2016). C. sinensis
consiste en una copa espesa con ramas espinosas. Esta especie tiene una altura habitual de 7.5 m, pero
en ocasiones puede alcanzar hasta 15 m de alto. Sus hojas son lisas, de color verde oscuro (3-5 mm de
ancho, 6.5-15 cm de largo), conectadas al tallo por peciolos. Su forma puede ser eliptica, oblonga u
ovalada, y producen un fuerte olor citrico debido a la presencia de aceite esencial (AE) (Dongre et al.,
2023). Las flores, de color blanco ceroso, pequenas y fragantes, crecen de manera axilar en verticilos de
6, con 5 pétalos blancos y de 20 a 25 estambres amarillos.

La naranja dulce (C. sinensis) es el fruto de este arbol, variado en su forma (redondos u ovalados)
y tamafio (de 4 a 12 cm de didmetro). Luce un color verdoso que se transforma a naranja o amarillo al
madurar. La superficie exterior de la naranja se denomina flavedo, y la estructura interior blanca y
esponjosa se llama albedo. El flavedo contiene vesiculas de AE, compuesto en su mayor parte por d-
limoneno. El albedo tiene una estructura esponjosa rica en pectina. El fruto esta cubierto por una capa de
tejido denominado endocarpio, que consiste en las membranas que contienen la pulpa en segmentos

llenos de jugo (Figura 1) (Dongre et al., 2023; Favela-Hernandez et al., 2016).
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Figura 1. Secciones de la naranja. Elaboracion propia.
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2.1.2. Produccion de naranja en México vs. el resto del mundo

La naranja es el fruto citrico mas consumido en el mundo, al cual le corresponde alrededor del
60% de la produccion mundial de citricos (Hilali et al., 2019). En 2023 se produjeron 69.8 millones de
toneladas de naranja a nivel mundial (FAO, 2024). Brasil es el principal productor, seguido por China,

México, India y Egipto (Figura 2) de acuerdo con datos de la FAO (2025).

Brasil
China
Mexico
India
Egipto
Indonesia
Espafia
Turquia
EUA

Iran

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Produccion de naranja (Mt)

Figura 2. Principales paises productores de naranja en 2023. (Elaborado a partir de datos de FAO (2025).

Meéxico es el sexto productor de frutos a nivel mundial (SIAP & SAGARPA, 2018).
Particularmente en 2021, la naranja fue el cultivo frutal de mayor produccion en el pais con
aproximadamente 4.6 Mt, correspondientes al 20.35% del total de la produccion nacional de frutos (FAO,
2024; SIAP, 2020). Ademas, dentro del contexto nacional, los principales productores de este citrico
incluyen a los estados de Veracruz (49.4%), Tamaulipas (14.9%), San Luis Potosi (8.2%), Puebla (6.7%)
y Nuevo Ledn (5.1%) (SIAP, 2020; SIAP & SAGARPA, 2018).
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Figura 3. Mapa de produccion de naranja en México 2021. (Elaborado a partir de datos del SIAP 2022).

2.1.3. Naranja en la industria agroalimentaria

Se estima que el 70% de la naranja producida es destinada para la fabricacion de productos que en
su mayoria son comestibles (Martin et al., 2010). El jugo de naranja es el producto principal del
procesamiento de este citrico, no obstante, también se elaboran jaleas, mermeladas, aceites, entre otros
(Santi et al., 2014; Santiago et al., 2020a).

Es importante destacar que alrededor del 50-60% de este citrico procesado es residuo, constituido
por cascaras (albedo y flavedo), pulpa (vesiculas), nucleo, membrana y semillas (Satari & Karimi, 2018;
Zema et al., 2018). Estos residuos citricos se pueden denominar genéricamente como bagazo y cascara

de naranja (OPW).

2.1.4. Gestion de los residuos de naranja

Los residuos citricos son problematicos debido a su abundancia y su caracter perecedero. Las
cascaras de citricos se pudren rapidamente, lo cual beneficia un ambiente ideal para el crecimiento de
microbios, mohos, moscas y produccion de micotoxinas (Berk, 2016). La gestion apropiada de los
residuos citricos necesita una inversion significativa, debido a que el manejo inadecuado provoca la
contaminacion del agua y del suelo (a causa de la toxicidad del AE en la microflora del suelo) (Zema et

al., 2018).
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La gestion convencional del OPW incluye su disposicion en rellenos sanitarios, compostaje,
alimentacion animal y extraccion de pectina. No obstante, estas alternativas no son viables
economicamente debido a los inconvenientes que presentan (Yoo et al., 2011). En particular, el
compostaje es una solucion costosa de poco interés en el mercado. Por otra parte, el OPW como alimento
animal exhibe diversas desventajas, tal como el alto requerimiento energético para su deshidratacion, su
bajo valor nutricional y su amargura (Negro et al., 2017). La disposicion final de residuos orgédnicos en
rellenos sanitarios no es permitida de acuerdo con las regulaciones europeas (Directive 2008/98/EC of
the European Parliament and of the Council of 19 November 2008 on Waste and Repealing Certain
Directives, 2008), debido a que todavia cuenta con potencial de valorizacion en procesos de recuperacion
de energia. La Directiva 2008/98/CE de la Uniéon Europea establece que los residuos organicos de
alimentos no pueden disponerse en un relleno sanitario sin pasar por un proceso de valorizacion previa,
con el fin de evitar los problemas econdmicos y ambientales, debido a su tendencia a fermentarse, el
poco espacio en sitios de disposicion, los costos de transporte y la acumulacion de residuos organicos a
largo plazo (Negro et al., 2016).

El OPW se puede valorizar por medio de procesos enfocados en la recuperacion de recursos y
energia, como lo exhortan las regulaciones europeas (Negro et al., 2017). Por ejemplo, los procesos de
conversion de biorrefinerias para la obtencion de una amplia variedad de productos que incluyen
energéticos, compuestos y energia (Zema et al., 2018).

Negro et al. (2017) estudiaron el desempeiio ambiental de la gestion de residuos de OPW. El
estudio comprendié escenarios de mono-tratamiento (pirdlisis, incineracion y mono- DA) y co-
tratamiento (cuatro estrategias de co- DA con estiércol animal y algas) destinados a la recuperacion de
energia y recursos. Estos fueron comparados contra tres estrategias de tratamiento tradicionales (relleno
sanitario, compostaje y alimentacioén animal). Los autores concluyeron que la co- DA con estiércol para
la produccion de biogas y nutrientes es el mejor escenario de gestion del OPW, en términos de mitigar
los efectos sobre el calentamiento global y el agotamiento de los recursos. Sin embargo, este estudio solo
se enfoca en la aplicacion de procesos individuales para la gestion del OPW y no contempla esquemas

de procesos integrados para la generacion de diversos productos de valor agregado.

2.2. Bagazoy cascara de naranja (OPW) como fuente de biocompuestos.

E1 OPW es un residuo organico de pH 4cido (3—5) con alto contenido de agua (75-85 % mm™)y

de materia organica (mono y disacaridos como glucosa, fructuosa y sacarosa, 6—8 % m m™'; polisacaridos
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como pectina, celulosa y hemicelulosa, 1.5-3 % m m™) (Calabro et al., 2015). Particularmente la cdscara
contiene AE, constituido principalmente por d-limoneno (83-97 % m m™') (Bicas et al., 2008). Debido a
sus caracteristicas fisicoquimicas y bromatoldgicas, al igual que a la preocupacion por la valorizacion de
los residuos organicos, actualmente se han estudiado diversos usos del OPW con el objetivo de disminuir
el dafo al medio ambiente a consecuencia de su mala gestion (Suri et al., 2022).

Existe una variedad de estudios que han explorado diferentes opciones para valorizar el OPW, por
ejemplo, en produccion de biocombustibles, fertilizantes, pectina, aceite esencial (d-limoneno), pienso
para ganado, acidos organicos, entre otros (Calabro et al., 2015; Martin et al., 2010; Satari & Karimi,
2018). También se han explorado alternativas de valorizacion para la industria alimentaria, como la
generacion de esencias o como fuente de pectinas para la panaderia y reposteria (P. Sharma & Melkania,

2017). En la industria cosmética los AE del OPW han sido utilizados incorporandolos como aromas.

2.3. Biocompuestos del OPW (aceites esenciales, pectina) y métodos de extraccion
(hidrodestilacion, hidrolisis acida)

2.3.1. Aceites esenciales

Los AE esenciales del OPW se constituyen principalmente por d-limoneno, un monoterpeno
ciclico, el cual representa aproximadamente el 90% del AE y se encuentra en una proporcion cercana al
1.5% m m™! del OPW (Calabro et al., 2015). Los AE de OPW han sido ampliamente valorizados por sus
propiedades antimicrobianas, asi como por su aplicacion versatil en las industrias cosmética,
farmacéutica y alimentaria, lo que le confiere un alto valor agregado. Su relevancia econdmica es tal que
ha sido incluido por la Comision Europea (Spekreijse et al., 2019) dentro del grupo de los 50
biocompuestos de mayor valor comercial, y su precio de mercado alcanza los 61 USD por 5 mL
(www.sigmaaldrich.com), lo cual refuerza su atractivo como producto estratégico dentro de esquemas

de biorrefineria orientados al aprovechamiento integral de residuos citricos.
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Figura 4. Estructura quimica del d-limoneno.
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Es necesaria la extraccion cuando se trata de valorizar el OPW en un esquema de biorrefineria que
implica el uso de este residuo organico en bioprocesos, como lo pretende este proyecto de investigacion.
El d-limoneno presente en los AE del OPW muestra un efecto inhibidor sobre las bacterias en procesos
fermentativos. Forgacs et al., (2012) demostraron que la presencia de AE en la DA tiene un efecto
inhibidor en la produccion de biogés. Los autores reportaron una concentracion inhibitoria de 400 uL L
! bajo régimen mesofilico, mientras que una DA termofilica muestra inhibicién en un intervalo de
concentracion de 450 — 900 uL L.

La extraccion de AE del OPW ha sido uno de los principales objetivos de diversos estudios de
investigacion en los que se han desarrollado técnicas como la extraccion por prensado en frio, extraccion

por solvente, la HD, entre otras (Martin et al., 2010; Zema et al., 2018).

2.3.1.1.  Hidrodestilacion para la extraccion de aceites esenciales del OPW.

Existen diversos métodos para la extraccion de d-limoneno, sin embargo, el proceso que presenta
los mayores rendimientos en su extraccion es el proceso de HD. Este proceso se lleva a cabo colocando
el residuo organico directamente en una mezcla acuosa para destilar los AE (David Duran-Aranguren et
al., 2022). Este proceso tiene la bondad de no requerir la adicion de compuestos quimicos ni solventes,
haciéndolo més amigable con el medio ambiente. Sin embargo, es necesario cuantificar el consumo
energético.

Bustamante et al. (2016) realizaron la extraccion de AE de OPW a partir de un proceso de HD,
bajo condiciones de 100 °C por 240 min. Los autores lograron obtener un rendimiento de 1.7 %bs de d-
limoneno. Ademas, los autores realizaron una comparacion de este proceso cambiando la fuente de calor
de energia eléctrica a microondas; sin embargo, los autores solamente obtuvieron un aumento del 0.01
%obs.

Diversos estudios han evaluado la extraccion de AE a partir de diferentes esquemas de
recuperacion. Ruiz et al. (2016) llevaron a cabo la extraccion de AE de OPW a partir de una destilacion
a vapor, obteniendo un rendimiento de 1.27 %bs. Por otra parte, Battista et al. (2020) llevaron a cabo la
extraccion utilizando el método soxhlet con n-hexano, obteniendo un rendimiento de 1.20 %bs. La
evidencia es contundente y sobrepone al método de HD como la mejor alternativa para la extraccion de

d-limoneno a partir de OPW.

2.3.2. Pectina
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La pectina es polimero compuesto por acidos poligalacturonicos metoxilados (Figura 5). De
manera natural, la pectina se encuentra presente en los frutos. En el caso de las naranjas, la pectina
constituye entre el 15 — 40 %bs. La pectina es un producto de valor agregado en la industria procesadora
de alimentos, ya que es ampliamente utilizado como agente gelificante en mermeladas y como

estabilizador de textura en alimentos (Pourbafrani et al., 2010).
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Figura 5. Estructura quimica de la pectina.

Mundialmente se producen alrededor de 40,000 a 50,000 toneladas de pectina anualmente y se
estiman tasas de crecimiento del 4 % anual. Alrededor del 85% de la pectina a nivel mundial se produce
a partir de residuos citricos posicionandose como un mercado emergente de gran potencial econémico
(Berk, 2016).

A escala industrial, el esquema principal para la extraccion de pectinas a partir de residuos citricos,
como el OPW, es por medio de una hidrélisis térmica haciendo uso de soluciones acidas como agentes

hidroliticos.

2.3.2.1.  Hidrdlisis acida para la extraccion de pectina del OPW.

Diversos estudios han evaluado diferentes esquemas para la recuperacion y extraccion de pectinas
a partir de la hidrdlisis dcida (HA) del OPW. Vaez et al. (2021) llevaron a cabo una HA utilizando una
solucion de 4cido sulfiirico al 1 % m v'!, a una temperatura de 94 °C y por un periodo de 60 min. Los
autores encontraron que bajo estas condiciones de operacion se recupera un 24.5 %bs de pectina. Por
otra parte, Pourbafrani et al. (2010) también llevaron a cabo la hidrolisis con &cido sulftirico, sin embargo,
utilizando una solucion al 0.5 % m v!' a una temperatura de 150 °C. Los autores obtuvieron un
rendimiento del 19.4 %bs.

El esquema de HA que se ha reportado que presenta los mayores rendimientos de pectina es por

medio del uso de acido fosforico como agente hidrolitico. Tovar et al. (2019) realizaron una HA con una
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solucion de acido fosforico al 0.6 M a una temperatura de 95 °C por un periodo de 120 min. Los autores
obtuvieron un rendimiento de pectina del 29.4 %bs, siendo este el esquema con un mayor rendimiento.
Es importante sefialar que los procesos de recuperacion de biocompuestos no son las unicas
alternativas para la valorizacion del OPW. La incorporacion integral de las estrategias de recuperacion
de biocompuestos con otro tipo de estrategias, como las del &mbito energético, debe tomarse en cuenta

para un correcto disefio de un proceso de valorizacion.

2.4. Bioprocesos productores de bioenergéticos a partir de biomasa
2.4.1. Digestion anaerobia (DA)

El proceso de DA es el bioproceso mas utilizado para la conversion de residuos a energia. La
bondad principal de este proceso es que, ademas de funcionar como sistema de gestion de residuos, este
proceso produce biogas (60 % CHa 'y 40 % CO3) y digestato, que pueden utilizarse para producir energia
limpia y biofertilizantes, respectivamente (Al Seadi & Lukehurst, 2012). En la Figura 6 se presenta un
diagrama del proceso de DA resumido, el cual esta dividido en 3 etapas: hidrolisis, acidogénesis y

metanogénesis, y presenta las reacciones globales involucradas en cada una de las etapas.

Hidrolisis
Carbohidratos complejos =======ssrreranes » AzUcares simples
Lipidos complejos ==sreeerrereeenes » Acidos grasos
Proteinas complejas ========r=x=ss=2- » Aminodcidos
Produccion de acido
Azlcares simples + Acidos grasos + Aminoacidos ««=s==s=sssee » Acidos organicos + Alcoholes

Acetogénesis (produccion de acetato)

Acidos grasos + Alcoholes sssssssssssesinas » Acetato

Produccidn de metano (Metanogénesis acetoclastica)

Acetato s=reseererearens > CH4 + COZ

Produccion de metano (Metanogénesis hidrogenotroéfica)

Produccion de metano (Metanogénesis metilotréfica)

Metan0| ................. » CH4+ Hzo

Figura 6. Reacciones generales del metabolismo del proceso de digestion anaerobia.
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Debido a los diferentes factores que pueden comprometer el rendimiento del proceso de DA, en la
literatura se han propuestos diversos parametros de operacion que se consideran optimos para el correcto
funcionamiento del reactor. En la Tabla 1 se presenta un resumen de los diferentes intervalos propuestos

en la literatura para el proceso.

Tabla 1. Condiciones 6ptimas de operacion.

Parametro Intervalos optimos
Alcalinidad (mg L) 1500 — 3000
biometano (%v) 65—-70

Dioxido de carbono (%v) 30-35

Tiempo de retencion (d) 10-15

pH 6.8-72
Temperatura mesofilica (°C) 30-35
Temperatura termofilica (°C) 50-55

Acidos grasos volatiles (mg L") 50-500

Un proceso de conversion de residuos en energia por medio de DA puede jugar un papel
fundamental en el logro de la estrategia nacional de cambio climatico (SEMARNAT, 2013),
minimizando el impacto ambiental de la generacion de residuos alimenticios en México. La DA de OPW
ha sido estudiada como estrategia para plantear estrategias sustentables de gestion para estos residuos.
Sin embargo, la gran mayoria de los estudios enfocan sus esfuerzos en optimizar el proceso por medio
de estrategias de remocioén de d-limoneno, el cual es un potencial inhibidor de las fermentaciones.
Calabro et al. (2019) llevaron a cabo una optimizacién del proceso de DA de OPW a partir de diferentes
pretratamientos, todo con el objetivo de incrementar la produccion de biogas por medio de la reduccion
de d-limoneno. Zema et al. (2018) llevaron a cabo un estudio para evaluar la estabilidad de un proceso
semi-continuo de produccion de biogas a partir de OPW. Los autores indujeron un fallo en el sistema a
partir del aumento de la taza de carga organica y AE. Ambos estudios llegan a la conclusion de que la
produccion de biogéas a partir de OPW es factible, siempre y cuando los pardmetros de operacién no

repercutan en una inhibicion por acumulacion de AE.

2.4.2. Fermentacion oscura (FO)
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La FO es un proceso biologico que permite la produccion de hidrogeno utilizando bacterias
fermentativas y una gran variedad de biomasa rica en carbohidratos como fuente de alimentacion (Das
& Basak, 2021). La FO se realiza mediante la DA de los residuos organicos, sin embargo, este proceso
varia en las condiciones de operacion y grupos de microorganismos activos, lo que genera que no exista
una etapa de metanogénesis.

Durante la FO, las bacterias fermentativas convierten la biomasa en hidrogeno, acidos grasos
volatiles (AGV) y dioxido de carbono. Algunos tipos de bacterias que tienen esta capacidad incluyen
Clostridium, Ethanoligenens, Desulfovibrio, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Bacillus y
Escherichia coli. La cantidad de hidrégeno producido en el proceso de FO varia segtn el tipo de biomasa
utilizada, el tipo de bacterias presentes y los parametros del proceso, como el pH y la temperatura (Mishra
et al., 2019). Se ha observado que el pH 6ptimo para este proceso se encuentra en el rango de 5.5 a 8.0,
y la temperatura ideal oscila entre 25 y 40 °C (Argun & Kargi, 2011; Hay et al., 2013).

En la produccion de hidrégeno por FO a partir de biomasa como fuente de carbono resulta ser
predominante la generacion de acido acético (rxn.1) y butirico (rxn.2) en conjunto con otros AGV e
biohidrégeno (Rai & Singh, 2016).

C¢H1,06 + 2H,0 - 2CH3;CO0H + 2C0, + 4H, (rxn.1)
C¢H1,06 + 2H,0 - CH;CH,COOH + 2C0, + 2H, (rxn. 2)

2.4.3. Fotofermentacion (FF)

La FF utiliza bacterias fotosintéticas, principalmente las bacterias purpuras no del azufre (BPNA),
para generar hidrogeno a partir de biomasa en condiciones sin oxigeno y en presencia de luz, produciendo
dioxido de carbono como subproducto. Entre las BPNA mas comunes utilizadas en FF se incluyen
Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter sulfidophilus, Rhodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum
y Rhodopseudomonas palustris. Se ha observado que el pH optimo para la FF se encuentra en un rango
de 6.8 a 7.5, mientras que la temperatura ideal varia de 30 a 36°C, y la longitud de onda adecuada se
situa entre 400 y 1000 nm (Sharma et al., 2020).

El proceso metabolico de las BPNA en la FF comienza con la incorporacion de AGV en el ciclo
de Krebs, donde se oxidan y se generan dioxido de carbono y electrones. Para llevar a cabo este proceso
en condiciones anoxicas, se necesita una considerable cantidad de energia en forma de ATP, obtenida a
través de una fotofosforilacion ciclica. La luz es capturada y dirigida hacia la reaccion mediante

complejos, iniciando un flujo ciclico de electrones en el proceso de fotosintesis. Esto crea un gradiente
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de protones, que es utilizado por la enzima ATP-sintasa para producir ATP. En condiciones anaerobias,
los electrones de los AGV se transfieren a la ferredoxina (forma oxidada) a través de moléculas
transportadoras de electrones. Luego, la ferredoxina (forma reducida) se emplea para reducir el N2 a NH3
mediante la enzima nitrogenasa. Sin embargo, esta reaccion no es deseable en el entorno reactivo, ya que
el interés estd en la reduccion de protones para producir biohidrogeno mediante la nitrogenasa, esto se
logra al limitar el N> en el medio. Mientras tanto, las enzimas hidrogenasas oxidan el biohidrégeno para
reciclar electrones, protones y ATP en el metabolismo. Por lo tanto, la cantidad neta de hidroégeno
producido es la cantidad generada por la nitrogenasa menos la consumida por la hidrogenasa (Hay et al.,

2013; Koku et al., 2002; Oh et al., 2011). La Figura 7 ilustra este proceso.

p H*, e

o Energia luminica
Exterior de la ——»

membrana Membrana
fotosintética
Y
PR,
e ATP-S@C—&TP—» Hidrogenasa
Sustrato —‘—p Ciclo TCA |—H* Nitrogenasa HZJ—@

Productos de biosintesis
> y crecimiento

Figura 7. Proceso metabolico de la Fotofermentacion. Basado de Koku et al. (2002).

2.5. Biorrefinerias de residuos

El uso de los residuos organicos de manera integral para obtener diferentes productos de valor
agregado puede asociarse al concepto de biorrefineria. Las biorrefinerias son industrias que incluyen en
su proceso diversas tecnologias para la generacion de productos a partir de residuos orgénicos (Moncada
et al., 2016). El concepto de biorrefineria se basa en los principios de sustentabilidad y el principio de
cascada. El principio de cascada se basa en la valorizacion secuencial de la biomasa en la generacion de

productos de valor agregado, buscando siempre los mayores rendimientos (Poggi-Varaldo et al., 2014).
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El principio de sustentabilidad se relaciona directamente con el cuidado al medio ambiente, siendo el
pilar del desarrollo de los procesos actuales. En la literatura se han propuesto diferentes esquemas de
biorrefinerias, los cuales, deben acoplarse a las caracteristicas de los residuos para disefiar las operaciones
unitarias pertinentes para obtener la mayor cantidad de productos con la minima generacion de residuos
(Moncada et al., 2016).

Debido a su composicion, el OPW tiene un gran potencial como materia prima en un esquema de
biorrefineria para obtener diversos productos de valor agregado. Vaez et al. (2021) llevaron a cabo un
esquema de biorrefineria a partir de OPW para producir pectina, etanol y biogés. Los autores encontraron
que, bajo las mejores condiciones de operacion, 1 tonelada de OPW tiene el potencial de producir 244
kg de pectina, 26.5 L de etanol y 36 m® de biometano. De manera similar, Hilali et al. (2019) llevaron a
cabo un estudio para disefiar una biorrefineria a partir de OPW para la extraccion de AE, pectina y
polifenoles.

Ambos estudios convergen en la conclusion de que la generacion de productos de alto valor
agregado es factible a partir del aprovechamiento del OPW mediante un esquema con enfoque de
biorrefineria. Sin embargo, la alta demanda de recursos hace que las tecnologias con enfoque de
valorizacion de residuos tengan el reto principal de ser ambientalmente competitivos, ya que muchas
veces los balances de energia son negativos (Albalate-Ramirez et al., 2022). Por esto, es imperativa la
aplicacion de herramientas de cuantificacion de impactos ambientales en las etapas de disefio de los

esquemas de biorrefinerias.

2.6. Analisis de ciclo de vida (ACYV)

El ACV es una metodologia cientifica ampliamente utilizada para evaluar los impactos
ambientales asociados a un producto, proceso o servicio a lo largo de toda su cadena de valor. Esta
evaluacion considera todas las entradas (materia prima, energia, agua, etc.) y salidas (productos,
subproductos, emisiones, residuos, etc.), permitiendo cuantificar de manera integral su desempeio
ambiental (Tian et al., 2019). E1 ACV es una herramienta clave en la toma de decisiones orientadas a la
optimizaciéon de procesos productivos y el disefio de estrategias sostenibles, ya que facilita la
identificaciéon de los puntos criticos o "hotspots" dentro del sistema analizado, posibilitando la
implementacion de mejoras ambientales.

El ACV esté estandarizado por la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) a través de

las normas ISO 14040:2006 (ISO 14040:2006 Environmental Management. Life Cycle Assessment.
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Principles and Framework, 2006) e ISO 14044:2006 (ISO 14044:2006 Environmental Management. Life

Cycle Assessment. Requirements and Guidelines, 2006), las cuales establecen los principios y el marco

metodologico para su aplicacion. Estas normas garantizan la transparencia, coherencia y reproducibilidad

del analisis, permitiendo su comparacion con otros estudios similares.

1.

El ACV se desarrolla en cuatro fases interrelacionadas:
Definicion del objetivo y alcance: Se establece el proposito del estudio, los limites del sistema,
la unidad funcional y los supuestos metodologicos. Esta fase es crucial, ya que determina la
validez y aplicabilidad de los resultados obtenidos.
Analisis del Inventario del Ciclo de Vida (ICV): Se recopilan y cuantifican los flujos de entrada
y salida del sistema, incluyendo consumo de recursos, emisiones atmosféricas, efluentes liquidos
y residuos solidos. La precision del ICV influye directamente en la calidad del andlisis de
impacto.
Evaluacion del Impacto del Ciclo de Vida (EICV): Se interpretan los datos del inventario
mediante metodologias especificas que permiten la caracterizacion de los impactos ambientales.
Esta evaluacion puede realizarse a nivel de categorias de impacto de punto medio (por ejemplo,
calentamiento global, eutrofizacion, acidificacion) o categorias de punto final (afectacion a la
salud humana, biodiversidad y agotamiento de recursos).
Interpretacion de resultados: Se analizan y contextualizan los resultados obtenidos, identificando
posibles mejoras y estrategias para la reduccion de impactos ambientales. Esta fase debe
considerar la incertidumbre de los datos y las limitaciones del estudio, con el fin de garantizar
conclusiones fundamentadas y aplicables en la toma de decisiones.

La determinacion de impactos ambientales en un ACV puede realizarse a través de diferentes

metodologias estandarizadas. Estas metodologias permiten traducir los flujos de entrada y salida del

sistema en impactos ambientales cuantificables. Algunas de las mas utilizadas incluyen:

Eco-Indicator 99: Desarrollada por PR¢é Consultants en los Paises Bajos, esta metodologia emplea
11 categorias de impacto de punto medio, las cuales se agrupan en tres categorias de punto final:
salud humana, calidad de los ecosistemas y agotamiento de recursos fosiles.

CML 2001: Creada por el Instituto de Ciencias Ambientales de la Universidad de Leiden, Paises
Bajos, este método se basa en categorias de punto intermedio y clasifica los indicadores en

obligatorios, adicionales y otros, dependiendo de su aplicabilidad en los estudios de ACV.
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EDIP 2003: Variante mejorada de EDIP 1996, desarrollada por la Universidad Técnica Danesa.
Se enfoca en categorias de impacto de punto medio con normalizacion, pero sin ponderacion,
facilitando comparaciones entre sistemas.

IMPACT 2002+: Esta metodologia fue desarrollada por la Escuela Politécnica Federal de
Lausana (EPFL) y el Instituto Federal Suizo de Tecnologia. Es una evolucion de IMPACT 2002,
integrando 14 categorias de impacto de punto medio y 4 de punto final, con factores de
caracterizacion adaptados de otras metodologias como CML y Eco-Indicator 99.

ReCiPe 2016: Una de las metodologias mas avanzadas, desarrollada por el Instituto Nacional
Holandés de Salud Publica y Medio Ambiente (RIVM), la Universidad Radboud Nijmegen, la
Universidad Noruega de Ciencia y Tecnologia y PRé Consultants. ReCiPe 2016 permite la
conversion de los inventarios de ciclo de vida en impactos ambientales cuantificables a nivel de
punto medio (18 categorias de impacto) y punto final (dafio a la salud humana, dafio a la
diversidad de los ecosistemas y dafio a la disponibilidad de recursos). Esta metodologia integra
los enfoques de CML 2001 y Eco-Indicator 99, ofreciendo un balance entre complejidad y

precision en la evaluacion ambiental (Huijbregts et al., 2017).
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3. Justificacion

La creciente generacion de residuos agroindustriales, como el OPW, plantea desafios importantes
en materia de gestion ambiental y aprovechamiento eficiente de recursos. Estos residuos, ricos en
compuestos organicos de alto valor, representan una fuente subutilizada de biomasa que, bajo esquemas
convencionales, es dispuesta en rellenos sanitarios o sitios de disposicion final, generando emisiones de
gases de efecto invernadero y desaprovechando su potencial como insumo para procesos industriales y
energéticos.

Este estudio se justifica por la necesidad de disenar, validar y evaluar un modelo de biorrefineria
secuencial que permita valorizar integralmente el OPW a través de la extraccion de AE y pectina, y la
posterior produccion de biohidrégeno y biometano mediante procesos fermentativos. Se otorga especial
prioridad a los aceites esenciales, particularmente al d-limoneno, principal componente de estos
extractos, que posee alto valor comercial y amplia demanda en las industrias alimentaria, cosmética y
farmacéutica. Su recuperacion temprana dentro del esquema de biorrefineria no solo agrega valor desde
las primeras etapas, sino que ademads posiciona al proceso como una alternativa econémicamente
competitiva frente a otras formas de valorizacion de residuos.

Adicionalmente, la integracién secuencial de FO, FF y DA constituye un aporte innovador, al
evaluar por primera vez en condiciones experimentales reales el impacto que tienen las etapas de
extraccion de biocompuestos sobre la composicion del sustrato y su desempefio en cada proceso
bioenergético. Este enfoque permite identificar sinergias o antagonismos entre etapas y genera
conocimiento cientifico original sobre los efectos que la secuencia de tratamiento tiene en el balance
energético y la eficiencia global del sistema.

Desde la perspectiva ambiental, la evaluacion comparativa de diferentes escenarios de
valorizacion mediante ACV permitiria determinar cudles esquemas representan beneficios netos en
términos de emisiones de gases de efecto invernadero respecto al escenario convencional de disposicion.
Esta informacion es esencial para promover tecnologias que contribuyan a la mitigacion del cambio
climatico mediante la sustitucion de fuentes fosiles por bioenergia generada a partir de residuos.

En conjunto, los resultados esperados de este estudio son pertinentes tanto desde el punto de vista
cientifico como practico. Por un lado, contribuyen al avance del conocimiento en el disefio de
biorrefinerias aplicadas a residuos agroindustriales; por otro, ofrecen evidencia 1til para orientar politicas
publicas, decisiones tecnologicas e inversiones en el marco de la transicion hacia una economia circular

y baja en carbono.
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4. Aportacion cientifica y tecnologica

Generar conocimiento en el area de gestion y aprovechamiento sustentable del bagazo y céscara
de naranja, a partir de un modelo de biorrefineria que considere:

v’ Evaluar el efecto de la extraccion de aceites esenciales y pectina en la cadena de bioprocesos del
modelo de biorrefineria.

v Un proceso secuencial fermentacion oscura-fotofermentacion para la produccion de
biohidrégeno.

v Incorporacion de digestion anaerobia para la produccion de biometano.

v' La evaluacion de impactos ambientales del modelo de biorrefineria, por medio de la metodologia

de analisis de ciclo de vida.

5. Hipotesis

La integracion de procesos de extraccion y conversion bioenergética en un modelo de biorrefineria
para el bagazo y cascara de naranja reducira significativamente los impactos ambientales asociados a su
disposicion tradicional, al promover la valorizacién de compuestos de alto valor agregado y la generacion
de biocombustibles, contribuyendo a la transicion hacia un sistema de economia circular mas eficiente y

sostenible.
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6. Objetivos y metas

6.1. Objetivo general

Evaluar la valorizacién bagazo y céascara de naranja, utilizando un modelo de biorrefineria que
incorpore procesos fermentativos y la extraccion de compuestos de valor agregado, a través de un

enfoque de andlisis de ciclo de vida.

6.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la extraccion de compuestos valorizables (aceites esenciales y pectina) sobre
el potencial de biohidrégeno en un proceso de fermentacion oscura.

2. Aprovechar los efluentes de fermentacion oscura para la produccion de biohidrogeno y biometano
mediante procesos de fotofermentacion y digestion anaerobia.

3. Evaluar la factibilidad ambiental del modelo de biorrefineria a través de un anélisis de ciclo de

vida.
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7. Metodologia

En la Figura 8 se presenta el esquema del plan de trabajo del proyecto, estructurado en tres etapas
principales. La primera etapa consistio en la preparacion del OPW mediante diferentes rutas de
procesamiento, que incluyeron la extraccion de AE y pectina. En la segunda etapa, se llevo a cabo la
produccion de biocombustibles a través de tres bioprocesos complementarios. Esta fase se dividio en tres
actividades especificas: 1) evaluacion del potencial de produccion de biohidrogeno mediante FO); ii)
produccion de biohidrégeno por FF, utilizando los efluentes liquidos generados en FO como sustrato; y
ii1) produccion de biometano mediante DA, empleando la fraccion solida residual de FO como materia
prima. Finalmente, en la tercera etapa, se realiz6 la evaluacion de los impactos ambientales del modelo
de biorrefineria, aplicando la metodologia de ACV para cuantificar su desempefio ambiental y determinar

su viabilidad en un contexto de economia circular.

PREPARACION OPW BIOCOMBUSTIBLES ANALISIS AMBIENTAL
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
2 L L 4

Evaluacion de impacto ambiental

Preparacion del OPW: extracciéon Evaluacion del potencial bioH,
Al A2 A5 a través de ACV

de biocompuestos por FO modo lote
A4

A3 Produccion de bioH, por FF de
efluentes liquidos de FO

A4

Ad Produccion de bioCH, por DA de
la fraccion solida residual de FO

Figura 8. Esquema de plan de trabajo. ACV, analisis de ciclo de vida; bioCHa, biometano; bioH,, biohidrogeno; DA,
digestion anaerobia; FF, fotofermentacion; FO, fermentacion oscura; OPW, orange peel waste.
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7.1. Actividad 1. Preparacion del bagazo y cascara de naranja (OPW): extraccion
de biocompuestos.

7.1.1. Proposito

Someter el sustrato OPW a cinco diferentes rutas de procesamiento que incluyan la extraccion de
AE y pectina.
7.1.2. Disenio experimental

El OPW paso por cinco rutas de procesamiento diferentes que incluyen la extraccion de AE por
HD y pectina por HA e HD (Tabla 2). Mas adelante, en la seccion 7.1.4.1. se describe con mayor detalle
la metodologia de procesamiento para la obtencion de cada OPW; en la Figura 7.

Tabla 2. Matriz resumen de métodos de procesamiento de extraccion de biocompuestos del OPW.

Sustrato Extraccion de AE Extraccion de pectina
OPW, - -
OPW, HD -
OPW, - HA
OPWjy HD HD
OPW, HD HA

AE, aceites esenciales; HA, hidrolisis acida; HD, hidrodestilacion; OPW,, bagazo y céascara de naranja sin
extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de AE por hidrodestilacion; OPW., bagazo
y céascara de naranja tras la extraccion de pectina por hidrolisis acida; OPW g, bagazo y cascara de naranja tras
la extraccion de AE y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; OPW., bagazo y cascara de naranja
después de la extraccion de AE por hidrodestilacion y de pectina por hidrélisis acida.

7.1.3. Programa de seguimiento y andalisis

La Tabla 3 muestra los analisis de caracterizacion realizados a los sustratos OPWi.

Tabla 3. Parametros de caracterizacion de los sustratos OPW;.

Parametro Frecuencia Método Ref.
pH Lote Potenciométrico 1
Solidos totales, humedad, .
‘1 - . Lote Gravimétrico 2
solidos volatiles, ceniza
Alcalinidad, acidos grasos . .y
. & Lote Titulacion 3
volatiles
Celulosa, hemicelulosa Lote Gravimétrico 4
Referencias: 1, NMX-AA-25-1984; 2, APHA/AWWA/WEF (2005); 3, Anderson y Yang (1992); 4, AOAC

(1992).
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7.1.4. Meétodos y procedimientos

7.1.4.1.  Recoleccion del OPW y rutas de procesamiento.

El OPW utilizado en este estudio fue obtenido tras la extraccion manual del jugo de naranja (Citrus
sinensis var. Valencia), adquiridas en establecimientos comerciales del area metropolitana de Monterrey,
Nuevo Leon, México. Posteriormente, el material fresco fue almacenado a una temperatura de -20 °C
hasta su procesamiento.

La preparacion del OPW para su incorporacion en el modelo de biorrefineria consistio en la
obtencion de distintos sustratos mediante rutas de procesamiento especificas, incluyendo la extraccion
AE y pectina (Figura 9). El procesamiento del OPW incluy6 las siguientes etapas: secado, molienda, HA,
HD y precipitacion de pectina.

En primer lugar, el secado se llevé a cabo en un horno a 50 °C durante 48 h, reduciendo la humedad
del material y facilitando su manejo. Posteriormente, se molié el OPW seco hasta alcanzar un tamafio de
particula de 210 pum, asegurando una mayor superficie de contacto para las etapas de extraccion
posteriores.

Para la extraccion de pectina, se empled HA con acido fosférico (0.6 M) en una proporcion de 1:9
(m v'') OPW:H3PO4 a 95 °C durante 120 min. Posteriormente, la muestra fue sometida a centrifugacion
a 10,000 rpm durante 10 min, obteniendo dos fracciones: una liquida (fiiq) y una sélida (fso1). La fraccion
liquida fue tratada con etanol al 80% (v v'') en una proporcién 1:1 (v v'!) fii:etanol, permitiendo la
precipitacion de la pectina, la cual se separ6 por decantacion.

La extraccién de AE se realiz6 mediante HD en una proporcién de 1:1.5 (m v'') OPW:H:0, a
temperatura de ebullicion durante 90 min. Este proceso generd dos fracciones: una fraccion superior
(fop), que contenia los AE, y una fraccion inferior (foottom), conformada por una suspension acuosa del
OPW.

A partir de estos tratamientos se obtuvieron cinco variantes procesadas de OPW (OPW,, OPWy,
OPW., OPWq4 y OPW.), cada una con diferente ruta de extraccion y procesamiento. OPW. y OPW:. se
obtuvieron tras el secado y la molienda del fso1, que se recupero tras la HA. OPWy se obtuvo a partir del
fso de la HD, seguida de su secado y molienda. Finalmente, todas las muestras procesadas fueron
almacenadas en condiciones de vacio y en un ambiente seco a 28 °C hasta su empleo en las etapas de

produccion bioenergética.
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Figura 9. Rutas de procesamiento de OPW para la obtencion de OPW;, pectina y AE procesados. OPW,, bagazo y cascara
de naranja sin extracciones; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de AE por hidrodestilacion; OPW,,
bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de pectina por hidrolisis acida; OPWg, bagazo y cascara de naranja tras la
extraccion de AE y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; OPW., bagazo y cascara de naranja después de la
extraccion de AE por hidrodestilacion y de pectina por hidrolisis acida.

7.1.4.2.  Determinacion de perfil de solidos, pH, alcalinidad y AGV.

La caracterizacion de los sustratos procesados (OPW;) incluy¢ la determinacion del contenido de
humedad, sélidos totales, s6lidos volatiles y cenizas, siguiendo los métodos estandar establecidos por la
American Public Health Association.

El pH de cada sustrato seco en polvo se determin6 mediante la suspension del OPW; seco en agua
destilada con una proporcion 1:10 (m v'') OPW;:H>O y se dejé reposar durante 60 min. Posteriormente,
el sobrenadante se separd por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min y su pH fue medido con un
potenciometro digital (Conductronic PC45, México) de acuerdo con la NMX-AA-25-1984.

Para la cuantificacion de la alcalinidad y los AGV presentes en los sustratos, se tom6 una alicuota

de 5 mL del sobrenadante obtenido. La alcalinidad se determiné mediante titulaciéon con HCI 0.1 N,
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mientras que los AGV se cuantificaron mediante titulacion con NaOH 0.1 N, siguiendo la metodologia

de Anderson y Yang (1992).

7.1.4.3.  Determinacion de contenido de celulosa y hemicelulosa.

El contenido de celulosa se determin6 por el método gravimétrico descrito por la AOAC (1992).
Para ello, se llevé a cabo un tratamiento quimico utilizando 4cido nitrico (99% v v!) y 4cido acético
(70% v v'') con el propdsito de eliminar la lignina y la hemicelulosa presentes en la muestra.
Posteriormente, la muestra fue sometida a calcinacion, y el contenido de celulosa se estimo por diferencia
de masa antes y después del tratamiento.

La hemicelulosa se determind de manera indirecta como la diferencia entre la holocelulosa y la
celulosa, dado que la holocelulosa representa la fraccion combinada de celulosa y hemicelulosa en la
biomasa. Para ello, se realizé el analisis de holocelulosa siguiendo el método gravimétrico de la AOAC
(1992), el cual incluy6 una cloracion de las muestras con NaClO para la oxidacion de la lignina. Tras la
filtracion de la muestra, el contenido de holocelulosa se estimo a partir de la diferencia entre el peso

inicial y el peso final después del proceso de cloracion.

37



7.2. Actividad 2. Evaluacion del potencial de biohidrogeno por fermentacion
oscura modo lote.

7.2.1. Proposito

Evaluar como la extraccion de AE y pectina aguas arriba influye en el potencial de biohidrogeno

aguas abajo por FO y el efecto de variar la relacién indculo-sustrato (RIS).

7.2.2. Diseno experimental

Se realizaron dos disefios experimentales para evaluar el potencial de produccion de biohidrogeno
mediante FO de OPW; procesado segun la Figura 9. Los disefios experimentales se describen a

continuacion.

7.2.2.1.  Evaluacion del potencial de biohidrégeno por FO de cinco OPW; procesados.

En el primer disefio, se llevo a cabo una configuracion experimental de un solo factor para evaluar
el efecto de OPWap ¢ d,c Obtenidos de diferentes rutas de procesamiento (Figura 9) sobre el potencial de
biohidrégeno a una RIS tnica de 0.6. Los ensayos se realizaron por triplicado. En la Tabla 4 se resumen

las condiciones a las que se llevo a cabo este experimento.

Tabla 4. Disefio experimental de un factor para evaluar del potencial de biohidrégeno por fermentacion oscura
de cinco OPW; procesados.

Sustrato Condiciones de operacion
OPW, T=35°C
OPW, Vo=70 mL
OPW. RIS 0.6
OPWq pHo=7
OPW, Agitacion: manual 1 vez al dia.

OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion
de AE por hidrodestilacion; OPW., bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de pectina por hidrolisis
acida; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de AE y pectina tras la extraccion por
hidrodestilacion; OPW., bagazo y cascara de naranja después de la extraccion de AE por hidrodestilacion
y de pectina por hidrdlisis acida.

7.2.2.2.  Evaluacion del efecto de la RIS sobre el potencial de biohidrogeno por FO de OPW;
seleccionados.

El segundo analisis consisti6 en un disefio factorial de 3? para examinar el efecto de la variacion
de RIS (0.2, 0.6 y 1) sobre el potencial de biohidrogeno para los tres sustratos OPW; procesados mas

prometedores identificados en el experimento anterior. Estos valores de RIS fueron seleccionados a partir
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de estudios previos que demostraron su eficacia en la optimizacion del potencial de biohidrogeno en
procesos de FO utilizando varios sustratos orgéanicos [Carrillo-Verastegui 2022]. Los ensayos se

realizaron por triplicado. En la Tabla 5 se resumen las condiciones a las que se llevd a cabo este

experimento.

Tabla 5. Disefio experimental factorial 32 para evaluar el efecto de la relacion indculo-sustrato (RIS) sobre el
potencial de biohidrégeno por fermentacion oscura de OPW; seleccionados.

Sustrato Relacion indculo-sustrato (RIS) Condiciones de operacion
OPW, 0.2 0.6 1 T=35°C
OPW, 0.2 0.6 1 Vo=70mL; pHo =7
OPWq 0.2 0.6 1 Agitacion: manual 1 vez al dia.

OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de AE por
hidrodestilacion; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de AE y pectina tras la extraccion por
hidrodestilacion.

7.2.2.3.  Generacion de stocks de efluentes liquidos (EFO;) y fraccion sdlida (SFO;) de FO para la
produccion de biohidrogeno por FF y biometano por DA.

Previo a la realizacion de los experimentos de FF y DA, fue necesario obtener los stocks de EFO;
y de fraccion solida residual (SFO;) de la FO de OPWapqa RIS 0.6. La Tabla 6 muestra el disefio
experimental y sus condiciones de operacion basadas en la metodologia y resultados del disefio

experimental de la seccion 7.2.2.2.

Tabla 6. Disefio de experimental produccion de stock de efluentes liquidos (EFO;) y de fraccion solida residual
(SFO;) de la fermentacion oscura de OPWy b 4.

Sustrato Condiciones de operacion
OPW, T =35°C; RIS 0.6;
OPW, Vo =70 mL; pHo=7;
OPW4 Agitacion: manual 1 vez al dia.

OPW,, bagazo y céscara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de AE por
hidrodestilacion; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de AE y pectina tras la extraccion por
hidrodestilacion; RIS, relacion indculo-sustrato.

7.2.3. Programa de seguimiento y analisis

En la Tabla 7 se enlistan los pardmetros caracterizados los dos disefios experimentales de
evaluacion de potencial de biohidrogeno por FO, asi como para la generacion de stocks de EFO; y SFO;

de la FO de OPW,p4a RIS 0.6.
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Tabla 7. Pardmetros de caracterizacion para los experimentos de potencial de biohidrégeno por fermentacion
oscura y para los stocks de efluentes liquidos (EFO;) y de fraccion solida residual (SFO;) de la fermentacion
oscura de OPW,p 4.

Parametro Frecuencia M¢étodo Ref.
pH Inicial-Final Potenciométrico 1
Solidos totales, humedad, solidos . .
. . Final Gravimétrico 2
volatiles, ceniza
Alcalinidad, acidos grasos volatiles Final Titulacion 3
L Despl ient
Biohidrogeno 0-215h eSp azaticinio 4

volumétrico alcalino

Referencias: 1, NMX-AA-25-1984; 2, APHA/AWWA/WEF (2005); 3, Anderson y Yang (1992); 4,
Rodriguez-Valderrama (2018).

7.2.4. Meétodos y procedimientos

7.2.4.1.  Preparacion de inoculo para FO.

El in6culo utilizado para la FO en la produccién de biohidrogeno se recuperd de un digestor
anaerobico a escala de laboratorio alimentado con residuos de frutas y verduras. Para inhibir las arqueas
metanogénicas y beneficiar a los microorganismos productores de biohidrdgeno, el indculo se sometid a
un pretratamiento térmico en un bafio de agua a 96 °C durante 2 horas (Rodriguez-Valderrama et al.,

2020).

7.2.4.2.  Montaje de diserios experimentales de fermentacion oscura para la produccion de
biohidrogeno.

Los experimentos de produccion de biohidrogeno se realizaron en botellas seroldgicos de 120 mL
con un volumen operativo constante de 70 mL. Se incluyeron ensayos de control que contenian solo
in6culo pretratado. Las botellas fueron selladas con tapones de caucho butilico y tapas de aluminio. Los
experimentos se realizaron en triplicado a 35 °C en una incubadora (Prendo, INC-45, México). Los
reactores se agitaron manualmente una vez al dia y la producciéon de biohidrogeno se midid
periodicamente utilizando el método del desplazamiento en columna invertida con solucion de 1 M
NaOH (Carrillo-Verastegui et al., 2022). El pH inicial de cada analisis se ajustd a 7 y no se aplicd ningiin
control de pH durante la fermentacion. Los experimentos concluyeron después de que no se observara
desplazamiento de volumen de biohidrogeno en la columna invertida y el lodo fermentado fue recuperado

para su caracterizacion.

7.2.4.3.  Meétodos analiticos de caracterizacion.
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Los parametros de caracterizacion (pH, perfil de sdlidos, alcalinidad y AGV) se determinaron

segun lo descrito en la seccion 7.1.4.2.

7.2.4.4.  Ajuste de modelos cinéticos y analisis estadistico

La produccion acumulada de biohidrogeno, H(#) (mL H»), se model6 utilizando la ecuacion de
Gompertz modificada (Ecuacion 1), con el objetivo de estimar tres parametros cinéticos fundamentales:
la produccién maxima acumulada de biohidrégeno Huax (mL H-), la tasa maxima de produccion Ryax (mL
H. h'!), y la fase de retardo A (h); donde ¢ (h) es el tiempo de la operacién hidrogenogénica y e es el
numero de Euler (=2.718) (Zwietering et al., 1990).

R ‘e
H(t) = Hpax " €Xp {—exp[ Eax

A—-t)+ 1]} Ecuacion 1

max

Adicionalmente, la Ecuacion 1 fue adaptada para describir los rendimientos de biohidrogeno en
funcidn del contenido de sélidos volatiles (SV), obteniéndose asi la produccion acumulada especifica de
biohidrégeno, h(t) (mL H2 g'SV). Los pardmetros Huay ¥ Rimax fueron reemplazados por sus equivalentes
especificos, respectivamente: hm, (mL Hz g'SV), que representa la producciéon acumulada méaxima
especifica, ¥ rmax (ML Hz g'SV h'!), correspondiente a la tasa maxima de produccion especifica.

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de 95% de confianza para los disefios experimentales
de produccion de biohidrégeno utilizando el software Design-Expert 6.0 (Design-Ease Inc., Minneapolis,
EUA). El error estandar de los disefios experimentales se calcul6 utilizando la error cuadratico medio de

prediccion (RMSEP).

7.2.4.5.  Generacion de stocks de efluentes liquidos (EFO;) y fraccion sdlida residual (SFO;) de FO
para la produccion de biohidrogeno por FF y biometano por DA.

Los sustratos OPW, .4 procesados fueron sometidos a FO en modo lote a 35 °C, iniciando con una
concentracion de sustrato de 40 g SV L}, una RIS de 0.6 y un pH inicial ajustado a 7. La FO se llevo a
cabo en frascos Kimax de 1 L con un volumen de operacion de 500 mL. La medicién del biohidrégeno
producido fue realizada mediante desplazamiento alcalino con una solucién de NaOH 1 N en probetas
invertidas. Al concluir la fermentacion y cesar la produccién de biohidrogeno, los lodos fermentados

después de la FO se sometieron a una centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min, separando la fraccién
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liquida (EFO;) de la fraccion solida (SFO;). Los EFO; y SFO; fueron almacenados a -20 °C hasta su uso

en las etapas de FF y DA, respectivamente.
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7.3. Actividad 3. Produccion de biohidrogeno por fotofermentacion de los
efluentes liquidos de fermentacion oscura.

7.3.1. Proposito

Producir biohidrogeno por FF a partir de los efluentes ricos en AGV provenientes de la FO (EFO;)
de OPWa,b,d.

7.3.2. Diseno experimental

7.3.2.1.  Produccion de biohidrogeno por FF a partir de EFO; de OPW,a.

Para la produccién de biohidrégeno por FF se siguié un disefio de experimentos 32, teniendo como
factores: el sustrato OPW vy la proporcion de EFO; (25, 35 y 45%). Se utilizaron los EFO; de los ensayos
de FO con OPW,p4 a RIS 0.6 y la cepa Rhodobacter capsulatus B10. Los ensayos se realizaron por

duplicado. La Tabla 8 resume el disefio experimental y las condiciones de operacion.

Tabla 8. Disefio de experimentos 32 produccion de biohidrogeno por fotofermentacion de los efluentes liquidos
de fermentacion oscura (EFO;) de OPW,p 4.

Sustrato Proporcion EFO (% v v?) Condiciones de operacion
EFO, 25 35 45 T =30 °C; 20-30 klx
EFOy, 25 35 45 Vo=110mL; pHo=7
EFOyq 25 35 45 Agitacion: manual 1 vez al dia.

EFO,, efluente liquido de la fermentacioén oscura de OPW,; EFOy, efluente liquido de la fermentacion oscura de OPWy,;
EFOQyq, efluente liquido de la fermentacion oscura de OPWy; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy,
bagazo y céascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW, bagazo y cascara de
naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion.

7.3.3. Programa de seguimiento y andlisis

En la Tabla 9 se muestran los parametros que se caracterizaron en los experimentos de produccion

de biohidrogeno por FF a partir de EFO; de OPWp .

Tabla 9. Parametros de caracterizacion para el experimento de produccion de biohidrogeno por
fotofermentacion de efluentes liquidos de fermentacion oscura (EFOi) de OPWp 4.

Parametro Frecuencia Meétodo Ref.
pH Inicial-Final Potenciométrico 1
Alcalinidad y 4cidos grasos volatiles Inicial-Final Titulacion 2
Biomasa celular seca Inicial-Final Colorimetria 3
o Despl ient
Biohidrogeno 0-132h espazatmieiio 3

volumétrico alcalino
Referencias: 1: (NMX-AA-25-1984, 1992); 2: (Anderson & Yang, 1992); 3:(Rodriguez Valderrama, 2018)
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7.3.4. Meétodos y procedimientos

7.3.4.1.  Cepas bacterianas y medio de cultivo

La bacteria BPNA Rhodobacter capsulatus cepa B10 fue suministrada por el Laboratoire
d’Electrochimie et Physicochimie des Matériaux et des Interfaces (LEPMI) del Grenoble INP, Grenoble,
Francia.

Para la reactivacion, crecimiento y evaluacion de la produccion de biohidrogeno, se empled un
medio mineral RCV (He et al., 2006), cuya formulacion para 1 L incluy6 50 mL de medio de supersales,
20 mL de una solucion de oligoelementos y un medio buffer compuesto por 0.6 g L' de KH.PO4y 0.9 g
L' de K.HPO..

El medio de supersales (1 L) contenia 4 g de MgSOa-7H-0, 1.5 g de CaCl.-2H20, 0.4 g de EDTA
(C1oH14N2Na20s-2H20), 0.236 g de FeSO4-7H-0 y 0.02 g de clorhidrato de tiamina (Ci2H1»CIN4OS-HCI).
Por otro lado, la solucion de oligoelementos (1 L) incluia 2.8 g de HsBOs, 1.592 g de MnSO4-H-0, 0.752
g de NazMo0O4-2H-0, 0.24 g de ZnSO4-7H20 y 0.04 g de CuSO4-5H-0. Adicionalmente, el medio fue
suplementado con 10 mM de glutamato monosddico (CsHsNNaOas-H20) como fuente de nitrogeno.

Para la reactivacion y el crecimiento de R. capsulatus B10, se utilizé lactato de sodio (CsHsNaOs)
auna concentracion de 25 mM como fuente de carbono, mientras que para la produccion de biohidrogeno
se emplearon los EFO; en proporciones variables segin el disefio experimental de la seccion 7.3.2.1. La
reactivacion de la cepa bacteriana se llevo a cabo a 30 °C y con una intensidad luminica de 20-30 klx,

en tubos de ensayo estériles de 15 mL con tapas de rosca.

7.3.4.2.  Evaluacion de la produccion de biohidrogeno por FF a partir de EFO..

Los experimentos de produccion de biohidrégeno por FF se realizaron en botellas de vidrio planas
de 120 mL, con un volumen de operacion de 110 mL (107 mL de medio considerando las proporciones
del diseno experimental y 3 mL de cepa Rhodobacter capsulatus B10), las cuales se mantuvieron en una
camara de FF a 30 °C, segtn lo descrito por Rodriguez-Valderrama et al. (2022). Las botellas fueron
previamente esterilizadas con etanol al 70% v v'!, dejandolas bajo luz UV durante 15 min. De igual
forma, el medio también fue esterilizado en una autoclave a 100 °C durante 60 min. Se utilizaron
efluentes liquidos reales de FO (EFO,p,4) obtenidos a partir de OPWap 4 (seccion 7.2.4.5) como sustratos
para la produccion de biohidrégeno por FF.

Se empled como fuente luminica una ldmpara de sodio de alta presion (SILVANIA, EUA) y cada

botella fue posicionada a una distancia 6ptima para recibir una intensidad de luz de 20-30 klx, medida
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con un luxémetro digital (LX1010B, Alion). El pH inicial se ajustd a 7, sin control de pH durante el
proceso de fermentacion. Los reactores fueron agitados manualmente una vez al dia, y la produccion de
biohidrogeno fue monitoreada periddicamente mediante el método de desplazamiento en una columna
invertida con una solucion de NaOH 1 M (Carrillo-Verastegui et al., 2022).

Los ensayos experimentales finalizaron cuando no se detectd volumen adicional de biohidrégeno

en la columna invertida. En este punto, los fermentados fueron recolectados para su caracterizacion.

7.3.4.3.  Meétodos analiticos de caracterizacion.

Los parametros de caracterizacion (pH, perfil de solidos, alcalinidad y AGV) se determinaron
segun lo descrito en la seccion 7.1.4.2.

El crecimiento bacteriano fue evaluado siguiendo la metodologia descrita por He et al. (2006),
donde una absorbancia de 1 a 660 nm (medida con un espectrofotometro UV-Vis SP-300-UV, Cole-

Parmer, Pert) corresponde a una biomasa celular seca (cell dry weight, CDW) de 0.45 g.

7.3.4.4.  Ajuste de modelos cinéticos y analisis estadistico.

Para la estimacion de los parametros cinéticos de la produccion acumulada de biohidrogeno H(¢)
(mL H:), se emplearon los modelos cinéticos de Gompertz modificado (Zwietering et al., 1990), T;-
Gompertz (Tjorve y Tjorve, 2017) y el modelo sigmoidal de Boltzmann.

En la seccion 7.2.4.4 se expone la ecuacion del modelo de Gompertz modificado (Ecuacionl).

Para el modelo de Ti-Gompertz (Ecuacion 2), donde T; (h) es el tiempo en el punto de inflexion,

la ecuacién se expresa como:

Rmax " € .,
H(t) = Hy.x - expi—exp |— T (t—T) Ecuacion 2
max

El modelo sigmoidal de Boltzmann (Ecuacion 3) se expresa de la siguiente forma:

(HO + Hmax)
t—t
1+ exp (—dXSO)

H(t) = Hppax + Ecuacion 3
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donde Ho es la produccién de biohidrogeno a tiempo cero (Ho = 0 mL Hb»), tso (h) indica el tiempo
para alcanzar la mitad de Hmax (mL H2) y dx (h) se refiere al parametro de ajuste de pendiente. A partir
del modelo de Boltzmann, la Rmax (mL Hz h™!) se calcula con la Ecuacion 4:

Hmax

4 - dx

Ecuacion 4

H(t) =

Adicionalmente, los rendimientos de biohidrogeno también se ajustaron a estos tres modelos,
adaptando las Ecuaciones 14 en términos de produccion acumulada de biohidrégeno en funcion del
contenido de AGV usados como sustrato (g AGV), obteniéndose asi la producciéon acumulada especifica
de biohidrégeno h(r) (mL H. g'AGV). Asimismo, los parametros cinéticos Hmux y Rumax fueron
remplazados por sus equivalentes especificos, replicando lo que se menciondé en la seccion 7.2.4.4, pero
en base a el contenido de AGV. Huax ¥ Runax fueron remplazados, respectivamente por: hyax (mL H g™t
AGV), que representa la produccién acumulada méxima especifica, y Imx (mL H: g'AGV h'l),
correspondiente a la tasa maxima de produccion especifica.

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para disefios experimentales empleando el software
Design-Expert 6.0 (Design-Ease Inc., Minneapolis, EUA), considerando un nivel de confianza del 95 %.

El error estandar experimental se calcul6 utilizando el RMSEP.
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7.4. Actividad 4. Produccion de biometano por digestion anaerobia de la fraccion
solida residual de fermentacion oscura.

7.4.1. Proposito

Producir biometano por DA a partir de la fraccion solida residual (SFO;) de la FO de OPWgp q.

7.4.2. Disenio experimental

La DA sigui6 un disefio factorial de 3% para examinar el efecto de la variacion de RIS (1, 1.5y 2)
sobre el potencial de biometano de las SFO; de los ensayos de FO con OPW,y4 a las condiciones
senaladas en la seccion 7.2.2.3. Los ensayos se realizaron por triplicado. En la Tabla 10 se resumen las

condiciones a las que se llevo a cabo este experimento.

Tabla 10. Disefio experimental factorial 32 el potencial de biometano por digestion anaerobia de las fracciones
solidas residuales de la fermentacion oscura (SFOg ).

Sustrato Relacion indculo-sustrato (RIS) Condiciones de operacion
SFO, 1 1.5 2 T=35°C
SFO, 1 1.5 2 Vo=50mL; pHo =7
SFOq 1 1.5 2 Agitacion: manual 1 vez al dia.

OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites
esenciales por hidrodestilacion; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras
la extraccion por hidrodestilacion; RIS, relacion indculo-sustrato; SFO,, fraccion soélida residual de la fermentacion
oscura de OPW,; SFOy, fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPWy; SFQy, fraccion sélida residual de
la fermentacion oscura de OPW4.

Adicionalmente, se monté una serie de ensayos control en los que se introdujo directamente

OPW,p,da como sustratos a RIS 1, 1.5y 2.

7.4.3. Programa de seguimiento y andalisis

En la Tabla 11 se enlistan los pardmetros caracterizados del disefio experimental de evaluacion de

potencial de biometano por DA.
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Tabla 11. Parametros de caracterizacion para los experimentos de potencial de biometano por digestion
anaerobia a partir de fraccion solida residual (SFO;) de la fermentacion oscura de OPW,p 4.

Parametro Frecuencia Método Ref.
pH Inicial-Final Potenciométrico 1
Solidos totales, humedad, solidos . .
. i Final Gravimétrico 2
volatiles, ceniza
Alcalinidad, acidos grasos volatiles Final Titulacion 3
. Despl ient
Biometano 0-480h esplazamiento 4

volumétrico alcalino
Referencias: 1, NMX-AA-25-1984 ; 2, APHA/AWWA/WEF (2005); 3, Anderson y Yang (1992); 4,
Rodriguez-Valderrama (2018).

7.4.4. Meétodos y procedimientos

7.4.4.1.  Preparacion de inoculo para DA.
El in6culo utilizado para la DA en la produccion de biometano se recuperé de un digestor

anaerobio de régimen mesofilico a escala de laboratorio alimentado con residuos de frutas y verduras.

7.4.4.2.  Montaje del diserio experimental de DA para la produccion de biometano.

Los experimentos de produccion de biometano se realizaron en botellas seroldgicos de 120 mL
con un volumen operativo constante de 50 mL. Se incluyeron ensayos de control que contenian
directamente los sustratos OPW,pq4 a RIS 1, 1.5 y 2. Asimismo se incluyeron los ensayos blancos que
contenian el inoculo equivalente a las RIS evaluadas y el volumen restante de agua destilada hasta
completar un volumen de operacion de 50 mL. Las botellas fueron selladas con tapones de caucho
butilico y tapas de aluminio. Los experimentos se realizaron en triplicado a 35 °C en una incubadora
(Prendo, INC-45, México). Los reactores se agitaron manualmente una vez al dia y la produccion de
biometano se midié peridodicamente utilizando el método del desplazamiento en columna invertida con
solucion de 1 M NaOH (Carrillo-Veréstegui et al., 2022). El pH inicial de cada andlisis se ajusto a 7 y
no se aplicé ningun control de pH durante la DA. Los experimentos concluyeron después de que no se
observara desplazamiento de volumen de biometano en la columna invertida y el lodo fermentado fue

recuperado para su caracterizacion.

7.4.4.3.  Meétodos analiticos de caracterizacion.
Los parametros de caracterizacion (pH, perfil de so6lidos, alcalinidad y AGV) se determinaron

segun lo descrito en la seccion 7.1.4.2.
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7.4.4.4.  Ajuste de modelos cinéticos y analisis estadistico

La produccién acumulada de biometano, H(f) (mL CH4), se modeld utilizando la ecuacion de
Gompertz modificada (Ecuacion 1, seccion 7.2.4.4), con el objetivo de estimar la produccion maxima
acumulada de biometano Hua, (mL CHa), la tasa maxima de produccion Ruma (mL CH4 h'), y la fase de
retardo A (h); donde ¢ (h) es un tiempo dado de la DA y e es el nimero de Euler (=2.718).

Adicionalmente, la Ecuacion 1 fue adaptada para describir los rendimientos de biometano en
funcién del contenido de sélidos volatiles (SV), obteniéndose asi la produccion acumulada especifica de
biometano, h(t) (mL CHs g'SV). Los pardmetros Huax ¥ Rumax fueron reemplazados por sus equivalentes
especificos, respectivamente: hu.x (mL CHs g!SV), que representa la produccion acumulada maxima
especifica, ¥ rmax (ML CH4 g'SV h'!), correspondiente a la tasa méxima de produccion especifica.

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de 95% de confianza para los disefios experimentales
de produccion de biometano utilizando el software Design-Expert 6.0 (Design-Ease Inc., Minneapolis,

EUA). El error estandar de los disefios experimentales se calculd utilizando el RMSEP.
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7.5. Actividad 5. Evaluacion de impacto ambiental a través del analisis de ciclo de
vida.

7.5.1. Proposito

Evaluar la factibilidad ambiental del modelo de diversos esquemas de biorrefineria que contemple
procesos de extraccion de biocompuestos de valor agregado (AE y pectina) y la valorizacién energética

del OPW por procesos fermentativos (FO, FF y DA) a través de la metodologia de ACV.

7.5.2. Disenio experimental

La evaluacion se llevo a cabo siguiendo la metodologia de ACV, basada en las normas ISO 14040
y 14044. La informacion se tomo de los datos experimentales obtenidos de las actividades previas y de
la base de datos Ecoinvent 3.9.1. El analisis de impacto se realizé la ayuda del software SimaPro 9.2

(PRé Consultants, 2006) siguiendo la metodologia ReCiPe de punto medio jerarquico.

7.5.3. Objetivo y alcance

El objetivo de este andlisis es determinar cudles son las mejores rutas de aprovechamiento de
OPW, bajo un enfoque de biorrefineria, desde una perspectiva de viabilidad ambiental y comparar los
resultados con el escenario actual de gestion de OPW (sitios de disposicion final, SDF). El anélisis se

realiz6 de a partir de los datos experimentales obtenidos en las actividades anteriores.

7.5.4. Unidad funcional

La unidad funcional (UF) establecida para este estudio fue: la gestion de 1 kg de OPW. Esta UF
permite evaluar todas las rutas de gestion/aprovechamiento del OPW considerando los impactos

ambientales potenciales de la produccion de diversos productos de valor agregado.

7.5.5. Limites del sistema

El estudio considero un enfoque atribucional con limites establecidos en un modelo “puerta a la
puerta” a partir de los datos experimentales obtenidos y reportados en las secciones anteriores. En las
Figuras 10 — 24 se muestran los diagramas de fronteras para los escenarios de valorizacion de OPW. A
continuacion, se describen los procesos para los 15 escenarios considerados:

OPW.,1: Utiliza OPW sin extracciones. Considera etapas de secado, molienda, FO, centrifugacion, FF y DA.

OPW,2: Utiliza OPW sin extracciones. Considera etapas de secado, molienda, FO, centrifugacion y FF.
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OPW.,3:
OPW. 4:
OPW.5:

OPWbli

OP Wb2 .

OPWb3:

OPWb4:

OPW,5:

OPWdl .

OPWd2 .

OPWd3:

OPWd4:

OPW,5:

Utiliza OPW sin extracciones. Considera etapas de secado, molienda, FO, centrifugacién y DA.
Utiliza OPW sin extracciones. Considera etapas de secado, molienda y FO.
Utiliza OPW sin extracciones. Considera etapas de secado, molienda y DA.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE por HD. Considera etapas de HD, secado, molienda, FO,
centrifugacion, FF y DA.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE por HD. Considera etapas de HD, secado, molienda, FO,
centrifugacion y FF.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE por HD. Considera etapas de HD, secado, molienda, FO,
centrifugacion y DA.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE por HD. Considera etapas de HD, secado, molienda y FO

Utiliza OPW tras la extraccion de AE por HD. Considera etapas de HD, secado, molienda y DA.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE y pectina por HD. Considera etapas de HD, centrifugacion,
precipitacion, secado, molienda, FO, centrifugacion, FF y DA.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE y pectina por HD. Considera etapas de HD, centrifugacion,
precipitacion, secado, molienda, FO, centrifugacion y FF.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE y pectina por HD. Considera etapas de HD, centrifugacion,
precipitacion, secado, molienda, FO, centrifugacion y DA.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE y pectina por HD. Considera etapas de HD, centrifugacion,
precipitacion, secado, molienda y FO.

Utiliza OPW tras la extraccion de AE y pectina por HD. Considera etapas de HD, centrifugacion,

precipitacion, secado, molienda y DA.
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Figura 10. Diagrama de fronteras de Escenario OPW,1. CHs4, biometano; Ha, biohidrogeno; OPW, bagazo y cascara de

naranja.
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Figura 11. Diagrama de fronteras de Escenario OPW,2. Ha, biohidrogeno; OPW, bagazo y céscara de naranja.
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Figura 12. Diagrama de fronteras de Escenario OPW,3. CH4, biometano; Ha, biohidrogeno; OPW, bagazo y céscara de
naranja.
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Figura 13. Diagrama de fronteras de Escenario OPW.4. H,, biohidrogeno; OPW, bagazo y cascara de naranja.
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Figura 14. Diagrama de fronteras de Escenario OPW,5. CHs, biometano; OPW, bagazo y cascara de naranja.
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Figura 15. Diagrama de fronteras de Escenario OPWy,1. AE, aceites esenciales; CHa, biometano; H,, biohidrogeno; OPW,
bagazo y cascara de naranja.
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Figura 16. Diagrama de fronteras de Escenario OPWy2. AE, aceites esenciales; H,, biohidrogeno; OPW, bagazo y cascara
de naranja.
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Figura 17. Diagrama de fronteras de Escenario OPW3,3. AE, aceites esenciales; CHa4, biometano; H», biohidrégeno; OPW,
bagazo y cascara de naranja.
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Figura 18. Diagrama de fronteras de Escenario OPWd. AE, aceites esenciales; H,, biohidrogeno; OPW, bagazo y cascara

de naranja.
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Figura 19. Diagrama de fronteras de Escenario OPW3,5. AE, aceites esenciales; CHa, biometano; OPW, bagazo y cascara de

naranja.
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Figura 20. Diagrama de fronteras de Escenario OPWyl. AE, aceites esenciales; CHa4, biometano; H», biohidrégeno; OPW,
bagazo y cascara de naranja.

Recursos
naturales

Hldm.', Centrifugacion Secado Molienda Fermentacion Centrifugacion Fotofermentacién
destilacion oscura

Figura 21. Diagrama de fronteras de Escenario OPW42. AE, aceites esenciales; H,, biohidrogeno; OPW, bagazo y céscara
de naranja.
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Figura 22. Diagrama de fronteras de Escenario OPW43. AE, aceites esenciales; CHs, biometano; H,, biohidrogeno; OPW,
bagazo y cascara de naranja.
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Figura 23. Diagrama de fronteras de Escenario OPW¢4. AE, aceites esenciales; H,, biohidrogeno; OPW, bagazo y cascara
de naranja.
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Figura 24. Diagrama de fronteras de Escenario OPW45. AE, aceites esenciales; CHa, biometano; OPW, bagazo y cascara de
naranja.
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7.5.5.1.  Escenarios de comparacion
En la Figura 25 se muestra el diagrama de fronteras del proceso considerado para el escenario de
comparacion (BAU, Base As Usual), para el cual se considero la gestion del OPW por medio de un sitio

de disposicion final.

Escenario BAU

1
1
1
1
1
1
1
1
!
1
Relleno sanitario ] !
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

________________________

Figura 25. Diagrama de fronteras del escenario de comparacion BAU.

7.5.6. Analisis del inventario del ciclo de vida (ICV).

El analisis del ICV consistié en la cuantificacion detallada de los flujos de entrada y salida
asociados a cada una de las operaciones unitarias involucradas en los escenarios de valorizacion del
OPW. Para ello, se establecieron ecuaciones paramétricas que permitieron calcular los consumos
energéticos, de agua, de insumos quimicos, asi como las sustituciones energéticas asociadas a la
produccion de bioenergéticos (biohidrogeno y biometano). Todos los flujos fueron expresados en funcion
de la UF.

Cada operacion unitaria fue modelada con base en datos experimentales obtenidos en laboratorio,
complementados con valores de referencia de literatura cientifica y bases de datos tecnoldgicas. La
Ecuacion 5 presenta el modelo de calentamiento de los reactores de FO, FF y DA. Una variante a esta
ecuacion se utilizd para modelar el proceso de HD, afiadiendo la entalpia de vaporizacion de agua (Hvap)

(Ecuacion 6). Cpmezcla ¥ pmezcla corresponden a la capacidad calorifica especifica y la densidad de la

. ..k .
mezcla de entrada al reactor, respectivamente. El término . Tfepresenta el coeficiente global de

transferencia de calor. Las diferencias de temperatura expresadas como (T:—To) y (Tr—Tamb) representan,
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respectivamente, la diferencia entre la temperatura de operacion del reactor (Tr) y la temperatura inicial
del influente (To), asi como la diferencia entre la T: y la temperatura ambiente (Tamb).

Para la etapa de secado del sustrato, se utilizo el modelo de la Ecuacién 7, reportada por Albalate-
Ramirez et al., (2024-B) para procesos de secado de residuos de alimentos en donde m corresponde a la
masa de sustrato a secar. En la Tabla 12 se presentan las condiciones de operacion para las etapas de

molienda, precipitacion y los procesos fermentativos.

Ka  ,
Ecalentamiento = Cpmezclapmezcla(Tr - TO) + A? (Tr - Tamb) [Ecuac10n 5]
Ka .,
Epp = Cpmezclapmezcla(Tr - TO) + A? (Tr - Tamb) + mHvap [Ecuacion 6]
Egecado = 38.52(m)°%%2 [Ecuacion 7]

Tabla 12. Condiciones de operacion de las etapas de proceso consideradas en los escenarios de los modelos de

biorrefineria de OPW.
Etapa Condiciones de operacion
Secado 50 °C; 1 kg OPW fresco
Molienda 3.2kWhkg'; 1200 s kg!
Hidrodestilacion 100 °C ; 90 min ; 1:1.5 (m v'') OPW:H.O
Centrifugacion 1.5kW ; 0.0015 kWh L!
Precipitacion 1:1 (v v fiiqetanol ; etanol 80 % v v'!
Fermentacion oscura 35°C ;221 h; RIS 0.6
Fotofermentacion 30°C ;72 h; 25% (v v'!) EFO; 20 kix
Digestion anaerobia 35°C;221h; RIS 1

Para la evaluaciébn de impactos ambientales se establecieron los siguientes supuestos y
delimitaciones del sistema, con el objetivo de enfocar el analisis en las operaciones relevantes para el
balance ambiental de cada escenario:

e No se consideraron los impactos asociados al choque térmico del in6culo metanogénico,

asumiendo que ya se dispone de un ino6culo adaptado para procesos hidrogenogénicos.
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e El consumo energético para el mantenimiento térmico de los reactores fue estimado bajo
la suposicidon de una diferencia minima de temperatura entre el reactor y el ambiente,
debido a que las unidades operaron dentro de incubadoras con condiciones controladas.

e No se incluyeron en el analisis los impactos ambientales derivados de la reactivacion de
cepas de BPNA ni del uso de reactores madre para la preparacion de indculo.

e Seasumid que no existen pérdidas de materia durante la operacion de molienda, dado que
esta etapa fue realizada bajo condiciones controladas.

e Para la etapa de HD, se considerd que el calentamiento del sistema se realiza mediante
una chaqueta térmica acoplada al matraz, lo cual permite una transferencia de calor
eficiente y directa.

e Las etapas de molienda y centrifugacion se modelaron utilizando equipos representativos
a escala laboratorio: un molino de café marca Redlemon, modelo BOOK4MS54SV, y una
centrifuga de cesta ZM 03-ECO 1, respectivamente. Las especificaciones técnicas de estos
equipos fueron empleadas para estimar los consumos energéticos por unidad de masa

procesada.

7.5.6.1.  Evaluacion de impactos del ciclo de vida (EICV).

La evaluacion de impactos se realizo utilizando la metodologia ReCiPe (H) a nivel de punto medio.
Se eligi6 el indicador de cambio climético (GWI, global warming indicator) como categoria de impacto
principal, dado que es el mas frecuentemente empleado en la literatura cientifica para la evaluacion
ambiental de procesos fermentativos orientados a la produccion de biohidrogeno y biometano. Este
indicador, expresado en kg CO: equivalente, se fundamenta en el potencial de los GEI para contribuir al

aumento de la temperatura media superficial del planeta, conforme a los lineamientos establecidos por

el IPCC (2013).
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8. Resultados y discusiones

8.1. Actividad 1. Preparacion del bagazo y cascara de naranja (OPW): extraccion
de biocompuestos.

La Tabla 13 presenta la caracterizacion de las cinco variantes procesadas de bagazo y cascara de
naranja (OPW;). Se observaron variaciones significativas en el pH de los diferentes sustratos. OPW,
presentd un pH de 3.80, mientras que OPWy y OPWy, que fueron sometidos a la extraccion de AE,
mostraron un ligero incremento en sus valores de pH, alcanzando 4.13 y 4.14, respectivamente. En
contraste, OPW. y OPW,, los cuales fueron procesados mediante HA para la extraccion de pectina,
exhibieron una disminucion marcada en el pH, registrando valores de 1.96 y 1.98, respectivamente. Esta
reduccion refleja la acidez residual derivada del acido fosforico utilizado durante su procesamiento.

Un aspecto relevante es que ninguno de los sustratos OPW;j presentd alcalinidad cuantificable, ya
que todos los valores de pH se encontraron por debajo del umbral de deteccion (pH <4.3). La variabilidad
en el pH de los sustratos, con valores entre 1.96 y 4.14, sugiere un entorno marcadamente acido, lo que
podria representar un desafio para el mantenimiento de condiciones estables durante la FO, debido a la
posible inhibicion de la actividad microbiana.

Los métodos de extraccion empleados afectaron de manera significativa la composicion fibrosa
de los sustratos. En particular, OPW. y OPW. presentaron un mayor contenido de celulosa, con valores
de 26.50% y 25.23%, respectivamente, en comparacion con OPW,, OPW, y OPW4. Este aumento en la
proporcion de celulosa se atribuye a la remocion de compuestos no celuldsicos, como la pectina, durante
el tratamiento acido, lo que incrementa la concentracion relativa de celulosa en la biomasa residual. La
HA diluida solubiliza una fraccion significativa de la cascara de naranja, generando un residuo insoluble
enriquecido en celulosa y una fraccion liquida con pectina solubilizada, monosacaridos y oligosacaridos,
provenientes principalmente de la degradacion de cadenas hidrocarbonadas de pectina y hemicelulosa
(Grohmann et al., 1995; Quilez-Molina et al., 2023).

En general, la extraccion de AE y pectina modifico tanto el pH como la composicion de fibra de
los sustratos, impactando directamente sus caracteristicas fisicoquimicas. De manera particular, la HA
para la extraccion de pectina indujo una acidificacion significativa del sustrato, lo que podria representar
un factor limitante para la actividad microbiana en los procesos de FO. Estas modificaciones en la
composicion del OPW deben ser consideradas al evaluar la eficiencia en la produccion de biohidrégeno

bioldgico, ya que pueden afectar la dinamica metabolica del proceso fermentativo.
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Tabla 13. Caracterizacion de cinco OPW; procesados.

Parametro OPW, OPW, OPW, OPWqy OPW,
pH 3.80+0.06 4.13+0.01 1.96+£0.02 4.14+0.05 1.98 +£0.01
Humedad (%bh) 796+0.09 10.17+0.10 12.97+0.68 9.01+0.09 13.82+1.36
Sélidos totales (%bh) 92.04+0.09 89.83+0.10 87.03+0.68 90.99+0.09 86.18+1.36
Soélidos volatiles (%obs) 95.58+0.01 95.60+0.13 81.70+£3.95 9546047 81.63+3.14
Cenizas (%bs) 442+0.01 440+0.13 1830+£3.95 4.54+047 18.37+3.14
Celulosa (%bs) 1853045 17.30+0.36 26.50+0.30 21.07+045 2523+0.12
Hemicelulosa (%bs) 1693040 1623+1.02 1033+0.98 17.50+0.53 12.10+0.56
Holocelulosa (%bs) 3547+035 33.53+1.69 36.83+1.66 3857+061 37.33+1.01

bh, base himeda; bs, base seca; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPW,, bagazo y céscara de
naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras la

extraccion de pectina por hidrélisis acida; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y

pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; OPW., bagazo y cascara de naranja después de la extraccion de aceites
esenciales por hidrodestilacion y de pectina por hidrélisis acida.
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8.2. Actividad 2. Evaluacion del potencial de biohidrégeno por fermentacion
oscura modo lote.
8.2.1.1.  Evaluacion del potencial de biohidrogeno por FO de cinco OPW; procesados.

Los resultados de la FO de las cinco variantes procesadas de OPW; se presentan en la Figura 26,
mientras que los parametros cinéticos obtenidos a partir del ajuste a la ecuacion de Gompertz modificada
se resumen en la Tabla 14. Entre los sustratos evaluados, OPW, mostré la mayor produccion acumulada
de biohidrogeno (Hmax = 219.97 mL Hz), con un inicio rapido de la fermentacion, lo que indica una alta
biodegradabilidad del sustrato. Se ha reportado que la presencia de d-limoneno, el principal componente
de los AE, ejerce un efecto inhibitorio en la produccion de biogas (Forgacs et al., 2012). En contraste,
OPW,, sometido a extraccion de AE por HD, presenté una produccion de biohidrégeno ligeramente
menor (Hmax = 207.03 mL Hz), lo que podria atribuirse al método de extraccion empleado y al efecto del
secado en la volatilizacion del d-limoneno en OPW.. Aunque se ha documentado que la eliminacion de
los AE mejora la fermentabilidad del sustrato, algunos métodos de extraccion tradicionales utilizan
solventes organicos, como hexano o alcoholes (Negro et al., 2017; Khandrare et al., 2021), que permiten
la remocion de estos compuestos sin comprometer la integridad estructural del residuo debido a la

minima exposicion a altas temperaturas.
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Figura 26. Rendimientos acumulativos de biohidrégeno de los cinco sustratos OPW; procesados (OPWayp.c.dc). OPW,,
bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por
hidrodestilacién; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de pectina por hidrolisis acida; OPWy, bagazo y
cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; OPW., bagazo y
cascara de naranja después de la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion y de pectina por hidroélisis acida.
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Tabla 14. Parametros cinéticos de la ecuacion de Gompertz modificada del rendimiento de biohidrogeno a partir
de los cinco OPW; procesados a RIS 0.6.

Parametro OPW, OPW, OPW, OPW4 OPW.
Produccién (mL H») 224.33+10.50  210.67 +5.69 37.33+493 190.33 +£15.01  26.00£1.73
Hiax (mL Hyz) 219.97 207.03 37.08 187.31 25.92
Rumax (mL Ha /h) 5.09 5.01 0.40 4.44 0.28
A (h) 0.00 3.30 7.72 3.35 0.00
RMSEP 4.53 2.30 0.87 2.37 0.50
Rendimiento (mL H, g SV)  116.21 +£5.53 109.01 +3.29 17.73 £2.90 98.30 £ 8.06 11.76 £ 1.22
hmax (mL Hz g SV) 113.98 107.09 17.42 96.70 11.63
Imax (mL Hy g'SV h!) 2.60 2.61 0.21 2.30 0.14
A (h) 0.00 3.79 18.80 3.90 13.38
RMSEP 2.29 1.22 0.38 1.25 0.21

Humax (mL Hy), produccién méaxima acumulada de biohidrogeno; hmax (mL Hy g! SV), produccién méxima acumulada
especifica de biohidrogeno; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras
la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW., bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de pectina
por hidrolisis acida; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion
por hidrodestilacion, OPW., bagazo y céascara de naranja después de la extraccion de aceites esenciales por
hidrodestilacion y de pectina por hidrélisis dcida; Rmax (mL Ha/h), tasa maxima de produccion de biohidrogeno; rmax (mL
H, g!' SV h), tasa maxima de produccion especifica de biohidrégeno; RMSEP, error cuadratico medio de prediccion; SV,
solidos volatiles; A (h), fase de retraso.

El sustrato OPW¢, procesado mediante HA para la extraccion de pectina, presento una reduccion
dréstica en la produccion de biohidrogeno (Hmax = 37.08 mL H2) y una fase de retardo significativamente
prolongada (A = 7.72 h) en comparacion con OPW, y OPW,. Esta disminucién en la actividad
fermentativa sugiere que la extraccion de pectina, un carbohidrato fermentable, redujo considerablemente
la disponibilidad de moléculas facilmente degradables para el metabolismo microbiano (Nagarajan et al.,
2019). Tras la remocién de la pectina, la fraccion orgénica residual del sustrato estuvo compuesta
principalmente por fibras estructurales complejas, como celulosa y hemicelulosa, cuya hidrdlisis
enzimatica es mas lenta y menos eficiente en procesos fermentativos anaerobios. Ademads, aunque todas
las pruebas iniciaron con un pH ajustado a 7, el proceso de HA empleado en OPW. pudo haber generado
compuestos inhibidores microbianos (Rodriguez-Valderrama et al., 2020) y dejado una acidez residual
que persistio durante la fermentacion. Esta acidez residual, combinada con la acumulacion de AGV, pudo
haber reducido la capacidad buffer del sistema, afectando la estabilidad del consorcio microbiano.

Por otro lado, OPWgy, que fue sometido tanto a extraccion de AE como a extraccion de pectina
mediante HD, mantuvo una produccion acumulada de biohidrégeno relativamente alta (Hmax = 187.31

mL H:). Estos resultados sugieren que la HD es un método menos agresivo en comparacion con la HA,
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ya que no afecta significativamente la fraccion fermentable del sustrato. En contraste, OPW., que paso
por extraccion de AE mediante HD seguida de extraccion de pectina por HA, presentd la menor
produccion de hidrogeno (Hmax =25.92 mL Hz), lo que refleja los efectos negativos combinados de ambas
extracciones, particularmente la acidez residual y la posible presencia de inhibidores derivados del
proceso de HA.

Estos resultados evidencian la interaccion compleja entre el pH del sustrato, la produccion de AGV
y los rendimientos de biohidrogeno. A pesar de que el pH inicial fue neutralizado en todas las pruebas,
la extraccion de pectina mediante HA disminuyo la disponibilidad de sustratos fermentables y favorecio
condiciones inhibitorias que promovieron una reduccion progresiva del pH durante la fermentacion. Esto
se reflejo en la acumulacion de AGV en OPW,, lo que exacerbo la acidificacion del medio y generd un
ambiente desfavorable para la produccion de biohidrogeno. Para mitigar estos efectos, estrategias como
la adicion de compuestos alcalinos al inicio del proceso, el control del pH durante la fermentacion o la
optimizacién de las condiciones de pretratamiento podrian contribuir a mejorar la estabilidad del sistema.

En contraste, la extraccion secuencial de AE y pectina mediante HD permitié mantener una
produccion de biohidrogeno relativamente alta, lo que indica que este método preserva en mayor medida
la calidad fermentable del sustrato. Esto resalta la importancia de seleccionar adecuadamente las rutas de
extraccion, equilibrando la recuperacion de biocompuestos con la conservacién de las propiedades
fermentativas del OPW para su integracion en esquemas de biorrefineria.

El pH y la alcalinidad de los efluentes desempefian un papel critico en la estabilidad del proceso
fermentativo y en su posible aplicacion en procesos subsecuentes dentro de la biorrefineria. Las pruebas
con mayores rendimientos de biohidrégeno (OPW,, OPW, y OPWy) también exhibieron las reducciones
mas pronunciadas en el pH final, alcanzando valores de 6.21, 6.07 y 5.88, respectivamente (Tabla 15).
Esta reduccion en el pH se atribuye a la elevada produccion de AGV como subproducto del metabolismo
microbiano. La generaciéon de AGV es un resultado relevante, ya que estos compuestos pueden ser

aprovechados en procesos posteriores dentro del esquema de biorrefineria, optimizando la valorizacion
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integral del sustrato. Adicionalmente, estos ensayos mostraron una menor concentracion de solidos
volétiles en los efluentes, lo que indica una mayor eficiencia en la degradacion de la materia orgénica.

En contraste, la prueba con OPW. present6 una baja produccion de biohidrogeno (Hmax = 37.08
mL H:) y una reduccion minima del pH final (6.69). Ademas, este ensayo retuvo una mayor
concentracion de solidos volatiles en comparacion con OPW,, OPWy y OPWy, lo que sugiere que la
degradacion de la materia organica en OPW. fue menos eficiente. Estos resultados indican que el
tratamiento aplicado a OPW. no fue adecuado para la produccion de biohidrégeno, probablemente debido
a la limitada disponibilidad de sustratos fermentables y la presencia de inhibidores residuales generados
en la HA.

Tabla 15. Caracterizacion de los fermentados tras la produccion de biohidrogeno a partir de los cinco OPW;

procesados a RIS 0.6.

Parametro OPW, OPW, OPW. OPWq OPW.

pH, 7.15 +0.02 7.18+0.01 7.19+0.01 7.18 +0.01 719+ 0.01
pH; 6.21 +0.06 6.07+0.12 6.69 + 0.02 5.88 +0.05 6.67+0.12
Humedad (%bh) 93.99+0.11 94.09 + 0.08 93.08 + 0.08 94.10 + 0.08 93.19+0.15
(S(,Zlki)fl‘)’s totales 6.01=0.11 5.91 +0.08 6.92 + 0.08 5.90 + 0.08 6.81+0.15
(S(,Zlé‘sig’s voldtiles 36.44 + 1.39 36.05 £ 0.58 38.23 £2.23 37.62 + 1.46 39.78 + 1.00
Cenizas (%bs) 63.56+ 1.39 63.95 + 0.58 61.77 +2.23 62.38 + 1.46 60.22 + 1.00
él(?;iélgai-l) 11,30+ 0.28 10.86 + 0.49 10.38 + 1.46 10.31 £ 0.63 11.47 +0.79
AGV (g AGV L) 11.20 +0.32 12.24 £ 0.62 10.14 £ 0.77 11.87 £ 0.46 11.54 £ 0.66

AGYV, acidos grasos volatiles; bh, base himeda; bs, base seca; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy,
bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW,, bagazo y cascara de naranja
tras la extraccion de pectina por hidrélisis acida; OPWgy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y
pectina tras la extraccion por hidrodestilacion, OPW., bagazo y cascara de naranja después de la extraccion de aceites
esenciales por hidrodestilacion y de pectina por hidrolisis acida; pHo, pH inicial; pHy, pH final.

Por otro lado, el ensayo con OPW, present6 un comportamiento distintivo en comparacion con los
demas sustratos. A pesar de obtener la menor produccion de biohidrogeno (Hmax = 25.92 mL H>) y una
reduccion moderada en el pH final (6.67), se registro una acumulacion notable de AGV (11.54 g AGV
L1). Esta acumulacién sugiere un cambio en las rutas metabdlicas microbianas, posiblemente inducido
por el procesamiento previo del sustrato. Durante la FO, las bacterias fermentativas convierten los
carbohidratos en biohidréogeno, AGV (principalmente acido acético y butirico) y dioxido de carbono. Sin

embargo, condiciones subdptimas, como una elevada alcalinidad (11.47 g CaCOs L' en OPW.), pueden
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alterar el equilibrio metabolico, suprimiendo la producciéon de biohidrégeno y favoreciendo la
acumulacion de AGV. La alta alcalinidad en OPW. probablemente proporcioné una capacidad buffer
robusta, evitando descensos severos de pH, pero también limitando las rutas metabolicas necesarias para
una produccion eficiente de biohidrogeno.

La elevada generacion de AGV sugiere una degradacion sustancial del sustrato y una actividad
microbiana activa, lo que podria beneficiar aplicaciones posteriores dentro de la biorrefineria, como la
produccion de biohidrogeno mediante FF. No obstante, estos resultados resaltan la importancia del
control preciso del pH y la capacidad buffer en el sistema de fermentacion, para equilibrar la produccion
de biohidrogeno y la acumulacién de AGV. Estos hallazgos subrayan la interaccion critica entre la
composicion del sustrato, la capacidad de amortiguamiento y las rutas metabdlicas, proporcionando

informacion clave para la optimizacion de la FO en biorrefinerias de OPW.

8.2.1.2.  Evaluacion del efecto de la RIS sobre el potencial de biohidréogeno por FO de OPWi;
seleccionados.

La Figura 27 muestra los resultados de la FO de los sustratos OPW,, OPW;, y OPW¢ bajo diferentes
RIS. La mayor producciéon acumulada de biohidrégeno (Hmax) se obtuvo en OPW, a RIS 0.2, con un
valor de 308.00 mL H:. Sin embargo, este ensayo presentd una fase de retardo prolongada (A = 10.69 h)
(Tabla 16). Al aumentar la RIS a 0.6, la produccion de biohidrogeno disminuy6 a 258.74 mL Hz, pero
no se observo fase de retardo, lo que sugiere una degradacion mas rapida de la materia orgénica
disponible. En el caso de OPW,, se observo una tendencia similar, con una reduccion en Hmax de 283.68
mL H: a 275.63 mL H: al aumentar la RIS de 0.2 a 0.6, mientras que la fase de retardo disminuy6 de
13.64 ha4.54 h.
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Figura 27. Rendimiento hidrogenogénico de OPW,} 4 en la evaluacion del efecto de la variacion de la RIS: a) produccion
acumulada de biohidroégeno, b) rendimiento acumulado de biohidrogeno. OPW,, bagazo y cascara de naranja sin
extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPWy,
bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; RIS,
relacion indculo-sustrato.
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Tabla 16. Parametros cinéticos de la ecuacion de Gompertz modificada del rendimiento hidrogenogénico de OPW,4en la evaluacion de la

relacion inoculo-sustrato (RIS).

Parametro OPW, OPWy, OPWyq
RIS 0.2 0.6 1 0.2 0.6 1 02 0.6 1
f;"f‘;fg"n 313374346 26937+2857 176.00£22.72 | 291.50 = 12.01  287.00+529  184.00+6.08 | 260.77+11.85 239.70+13.16  162.67 +2.31
Hinax (L Ha) 308.00 258.74 162.13 283.68 275.63 169.97 256.40 23175 146.13
Rmax (mL Ha /h) 16.76 7.22 15.40 20.72 6.63 7.54 22.46 4.75 434
2 (h) 10.69 0.00 15.82 13.64 454 14.65 13.55 0.57 10.77
RMSEP 4.13 14.11 7.97 478 19.20 9.22 3.13 12.57 12.32
Rendimiento (mL
He‘;fnsu\i;l 0L 196835140  134.07£1405 10334+ 13.65 | 117.984486 1428822900  108.10£344 | 10554£480 11924£678 9540+ 1.72
2

hmax (mL H> g_l
o 124.65 128.78 95.08 114.81 137.20 99.72 103.77 115.28 85.56

-1
g“V}SnL H:g 6.78 3.58 9.29 8.38 3.30 4.47 9.09 235 2.56
2 (h) 10.69 0.00 16.10 13.64 4.66 14.95 13.55 0.58 11.18
RMSEP 1.67 7.06 4.75 1.93 9.61 5.56 126 6.30 7.38

Hunax (ML Hy), produccién maxima acumulada de biohidrogeno; hmax (mL Ha g™ SV), produccion méaxima acumulada especifica de biohidrogeno; OPW,, bagazo y
cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW, bagazo y cascara de
naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; Rmax (mL Hy/h), tasa maxima de produccion de biohidrogeno; rmax
(mL H, g!' SV h), tasa maxima de produccion especifica de biohidrogeno; RIS, relacion indculo-sustrato; RMSEP, error cuadratico medio de prediccion; SV,
solidos volatiles; A (h), fase de retraso.
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Tabla 17. Caracterizacion de los fermentados después de la produccion de biohidrogeno a partir del OPW, 4 en la evaluacion de la relacion
indculo-sustrato (RIS).

Pardametro OPW, OPWy OPW4

RIS 02 0.6 1 0.2 0.6 1 02 0.6 1

pHo 7.03+0.01 7.08+0.01 7.06 +0.03 7.08+0.01 7.08+0.01 7.06 +0.02 7.06 +0.02 7.08 +0.00 7.07+0.03
pHs 5.03£0.07 5.55+0.09 6.08 = 0.04 4.98 + 0.04 5.59 +0.04 5.98+0.05 4.93+0.05 5.58+0.07 5.96 4+ 0.05
Humedad (%bh) 9663021 9499017  93.76+024 | 9642+027 9489022  9344+039 | 96.04+025  9435:016  93.15+026
Solidos totales (%bh) | 3.37+0.21 5.01+0.17 6.24+0.24 3.58£0.27 5.11+0.22 6.56 +0.39 3.96 = 0.25 5.65+0.16 6.85 026
Solidos voldtiles (%bs) | 65.12+134  48.13+1.06  42.50+1.18 | 6625+2.53 5187286  4807+2.68 | 7030+272  5237+144  4736+139
Cenizas (%bs) 3488+134 51874106  57.50+1.18 | 33754253  48.13+286 51934268 | 20704272  47.63+144 52644139
f_lf)ahmdad (8CaCOs |5 501055 824 +0.73 17.64+3.15 2474027 7.90 +0.37 18.00 = 0.56 241 +0.63 6.83 +0.55 18.01 +1.01
AGV (g AGV L) 6.90 4 0.69 1364119 13864270 | 7.40+078 13104065 1683074 | 7.08+039 11974091  1327+655

AGYV, acidos grasos volatiles; bh, base himeda; bs, base seca; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la
extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPWg, bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por
hidrodestilacion; pHo, pH inicial; pHy, pH final.
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Desde la perspectiva de rendimiento de biohidrogeno, los ensayos realizados con RIS 0.6
mostraron un desempefio superior en comparacion con las otras RIS evaluadas. Esto se debe a una
degradacion mas eficiente de la materia organica, atribuida a una concentracion adecuada de inoculo,
que permite un mejor equilibrio entre la disponibilidad del sustrato y la actividad microbiana. En
contraste, RIS 1 present6 la menor produccion de biohidrégeno (162.13 mL H:) y una fase de retardo
prolongada (A = 15.82 h). Se ha reportado que valores elevados de RIS pueden afectar negativamente la
produccion de biohidrogeno, ya que un exceso de inoculo inicial puede generar competencia microbiana
intensa y favorecer la proliferacion de especies no productoras de biohidrogeno. En particular,
condiciones de RIS altas pueden estimular el crecimiento de bacterias homoacetogénicas, las cuales
consumen hidrégeno para la produccion de acido acético, reduciendo el rendimiento global del proceso
(Alavi-Borazjani et al., 2021; Argun et al., 2008). Esta hipotesis se ve respaldada por el incremento en la
concentracion de AGV en los ensayos con RIS 1 (Tabla 17), lo que sugiere un cambio metabolico hacia
rutas no productoras de biohidrogeno. Estos resultados subrayan la importancia de optimizar la RIS para
equilibrar la dindmica microbiana y maximizar la produccion de biohidrégeno en sistemas de FO.

Estudios previos han analizado la influencia del pretratamiento del sustrato y la RIS en la
produccion de biohidrégeno. Lopez-Herndndez et al. (2023) evaluaron un proceso secuencial de FO-FF
utilizando OPW pretratado con peroxido de hidrogeno alcalino y con extraccion previa de AE con etanol,
obteniendo rendimientos de 68.9 mL H. g! SV, inferiores a los reportados en este estudio. Estas
discrepancias resaltan el papel critico del método de pretratamiento en la optimizacion de la produccion
de biohidrégeno. En este sentido, la HD utilizada en la presente investigacion para la extraccion de AE
parece preservar una mayor proporcion de carbohidratos fermentables, favoreciendo la produccion de
biohidrogeno en comparacion con la extraccion con etanol y el pretratamiento con peroxido de hidrogeno
alcalino. Estos hallazgos destacan la ventaja del enfoque de biorrefineria aplicado, donde la seleccion
adecuada del pretratamiento contribuye a reducir los efectos inhibitorios del sustrato y a mantener su
calidad fermentable.

Por otro lado, Camargo et al. (2019) estudiaron la influencia del pretratamiento hidrotérmico y
asistido con peroxido de hidrogeno alcalino sobre la produccion de biohidrogeno a partir de OPW,
alcanzando valores de 100.13 mL Hz g! SV a una RIS de 1.16. Este valor es comparable a los obtenidos
en este estudio para RIS 1, donde los rendimientos alcanzaron 103.34, 108.10 y 95.40 mL H. g'! SV para
OPW,, OPW, y OPWy, respectivamente. Sin embargo, a diferencia de la presente investigacion, estos

estudios no incluyeron una extraccion previa de biocompuestos antes de la fermentacion ni emplearon
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unicamente inéculo pretratado externamente, sino que trabajaron con comunidades microbianas
autoctonas y aldctonas. Estas diferencias resaltan la complejidad de integrar la extraccion de
biocompuestos y la seleccion del indculo en el marco de una economia circular.

Asimismo, en un estudio sobre la FO de Opuntia spp., Carrillo-Verastegui et al. (2022)
encontraron que RIS 0.2 maximizo el rendimiento de biohidrégeno, lo que contrasta con los resultados
de la presente investigacion, donde RIS 0.6 mostrd el mejor desempefio. Estas discrepancias sugieren
que el valor optimo de RIS es especifico del sustrato, probablemente influenciado por la composicion
fisicoquimica del material y su interaccion con el indculo. En este caso, el mayor contenido de
carbohidratos fermentables y la capacidad buffer del OPW podrian contribuir a su mejor desempeio en
RIS moderadas.

El andlisis de varianza (ANOV A) con un nivel de confianza del 95 % (Tablas de anexos A) revelo
que tanto la ruta de procesamiento del OPW; como la RIS influyeron significativamente en la produccion
de biohidrégeno (p =0.0001 y p <0.0001, respectivamente) y en el rendimiento (p =0.0003 y p <0.0001,
respectivamente). Estos resultados indican que la seleccion de las rutas de procesamiento y las
variaciones en la RIS afectan directamente la produccién de biohidrogeno, confirmando un impacto
significativo en el desempefio fermentativo. Los resultados del ANOVA respaldan las tendencias
observadas en hmax (ML Hz g! SV), donde RIS 0.6 mostrd consistentemente un mayor rendimiento de
biohidrogeno y una fase de retardo més corta, lo que sugiere que esta proporcion proporciona las
condiciones mas favorables para la actividad microbiana y la utilizacion del sustrato.

En cuanto a la caracterizacion de los efluentes, las concentraciones de AGV fueron mas elevadas
en los ensayos con RIS 1, alcanzando valores de 13.86 g AGV L para OPW,, 16.83 g AGV L! para
OPW, y 13.27 g AGV L' para OPW4. Estas concentraciones mas altas de AGV sugieren una conversion
mas eficiente del sustrato en estos compuestos a mayores valores de RIS. Esto puede beneficiar procesos
posteriores dentro de la biorrefineria, como la FF. A pesar de su potencial para aplicaciones
biotecnoldgicas, las altas concentraciones de AGV en RIS 1 se correlacionaron con una menor
produccion de biohidrogeno, lo que indica un cambio metabolico hacia rutas no hidrogenogénicas. Por
lo tanto, aunque RIS 1 podria ser util para generar efluentes ricos en AGV, el andlisis estadistico y los
resultados cinéticos del presente estudio identifican a RIS 0.6 como la condiciéon més favorable para
maximizar la produccion de biohidrogeno por FO de OPW,p .

En conclusion, OPW; a una RIS de 0.6 se identifico como la mejor configuracion para la

valorizacion del OPW en términos de rendimiento de biohidrogeno, presentando las tasas mas altas de
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produccion y una concentracion de AGV relativamente elevada, lo que podria ser aprovechado en
procesos posteriores dentro de la biorrefineria. Estos hallazgos resaltan la importancia de seleccionar
adecuadamente la ruta de procesamiento y la RIS, optimizando la produccion de biohidrégeno sin

comprometer la eficiencia global del modelo de biorrefineria basado en OPW.
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8.3. Actividad 3. Produccion de biohidrogeno por fotofermentacion de los
efluentes liquidos de fermentacion oscura.

El rendimiento acumulado de biohidrégeno (Figura 28-c) mostré una relacioén inversa con la
concentracion de EFO, evidenciando el impacto de la opacidad del medio en la eficiencia de conversion.
Los mayores rendimientos se observaron a una concentracion de 25% EFO, alcanzando 64.8, 126.5 y
122 mL Hz g!' AGV para los sustratos EFO, (efluente de FO a partir de OPW,), EFO, y EFOQq,
respectivamente. En contraste, al aumentar la concentracion a 35% EFO, los rendimientos de
biohidrogeno disminuyeron a 17.6, 45.9 y 69.5 mL H: g'AGV, y se redujeron ain mas a 13.7,39.9 y
19.5 mL H> g'AGV con 45% EFO. Estos resultados sugieren que una mayor concentracién de EFO
incrementa la disponibilidad de AGV, pero también intensifica la coloracion del medio, lo que limita la
penetracion de luz y afecta negativamente el metabolismo fotofermentativo.

Los resultados de crecimiento microbiano (Figura 28-b) refuerzan esta hipdtesis, demostrando una
fuerte dependencia de la concentracion de EFO. A 25% EFO, el crecimiento microbiano fue 6ptimo en
todos los sustratos, con concentraciones finales de biomasa de 2.405 + 0.124 g L™! para el EFO,, 2.264 +
0.280 g L' para el EFO, y 1.812 +0.115 g L™ para EFOq. Sin embargo, al aumentar la concentracion de
EFO a 35%, se observo una reduccion significativa en la biomasa acumulada para el EFOp (1.411 £0.041
g L) y EFOq (2.245 + 0.078 g L"), mientras que EFO, experiment6 una disminucién menor (2.348 +
0.079 g L. A 45% EFO, el crecimiento microbiano se vio severamente inhibido en todos los sustratos,
especialmente en el EFOp, donde la biomasa final fue de apenas 0.365 £ 0.015 g L', Estos resultados
indican que concentraciones elevadas de EFO generan condiciones desfavorables para la proliferacion
bacteriana, principalmente debido a la intensificacion de la coloracion del medio, que restringe la
penetracion de luz necesaria para el metabolismo microbiano (Magnin y Deseure, 2019). Ademas, la
fuerte inhibicidon observada a 45% EFO sugiere la presencia de un posible efecto de inhibicion por el
sustrato, lo que limita atin mas el crecimiento microbiano (Rodriguez-Valderrama et al., 2022).

El pH final proporciona informacion clave sobre las tendencias microbianas y metabdlicas
observadas (Figura 28-a). En general, el pH se mantuvo cercano a la neutralidad, con ligeros aumentos
en 25% EFO. El incremento mas notable ocurri6 en el EFOq4 a 25% EFO, donde el pH final alcanzo6 8.24
+ 0.31, lo que sugiere que la actividad metabolica bajo estas condiciones favorecid el consumo de
intermediarios acidos, como los AGV. En contraste, a 45% EFO, se observo una leve acidificacion del
medio, con valores de pH final de 6.73 + 0.04 para EFO,, 6.60 + 0.00 para EFOp y 6.96 + 0.01 para el

EFOu. Esta reduccion del pH indica un menor consumo de AGV, probablemente debido a la inhibicion

75



del crecimiento microbiano y la reduccion de la actividad metabolica. La relacion entre pH final y
acumulacion de biomasa respalda esta interpretacion, ya que los valores mas bajos de pH estuvieron
asociados con las condiciones de menor proliferacion microbiana.

El anélisis integral del rendimiento de biohidrégeno, el crecimiento microbiano y la concentracion
de EFO (Figura 28-d) resalta la interdependencia de estos factores en la FF. Este grafico de burbujas
muestra que los mayores rendimientos de biohidrégeno ocurrieron en condiciones que favorecieron la
proliferacion microbiana, particularmente a 25% EFO, donde los AGV fueron eficientemente
metabolizados, como lo demuestra el ligero aumento en el pH final. Sin embargo, tanto la acumulacion
de biomasa como el rendimiento de biohidrégeno disminuyeron a 35% y 45% EFO, lo que sugiere que
la disponibilidad de sustrato no es suficiente cuando la penetracion luminica se ve comprometida. La
disminucién progresiva del crecimiento microbiano a concentraciones elevadas de EFO confirma que la
intensificacion del oscurecimiento del medio restringe la absorcion de fotones, lo que limita la actividad
metabolica y, en ultima instancia, inhibe la produccion de biohidrogeno. Estos resultados enfatizan la
necesidad de optimizar la concentracion de EFO, asegurando un equilibrio entre disponibilidad adecuada
de sustrato y suficiente penetracion luminica, ambos aspectos criticos para sostener la actividad
microbiana y maximizar la eficiencia de produccion de biohidrdgeno.

Estos resultados son consistentes con investigaciones previas sobre la produccion de biohidrogeno
por FF, aunque es importante considerar diferencias clave en las condiciones operativas y los tipos de
sustrato. Estudios que emplearon sustratos sintéticos, como DL-lactato (He et al., 2006) o hidrolizados
enzimaticos (Zhang et al., 2024), han reportado rendimientos de 437.5 a 910.7 mL H. g'!' sustrato,
significativamente mayores a los obtenidos en este estudio. Estas diferencias pueden atribuirse a la mayor
biodisponibilidad de los compuestos organicos en medios sintéticos, lo que facilita el metabolismo
microbiano y la conversion a biohidrogeno. En contraste, el presente estudio investigé el uso de EFO
reales derivados de OPW, un sustrato més complejo y menos biodisponible.

Rodriguez-Valderrama et al. (2022) reportaron rendimientos de biohidrogeno de
aproximadamente 579.6 mL H, g sustrato al incorporar directamente AGV en medios sintéticos. En
contraste, nuestra estrategia adopta un enfoque de bioeconomia circular, integrando técnicas secuenciales
de valorizacion que combinan la FO con la FF. Ademads, las tendencias de crecimiento microbiano
observadas en nuestro estudio se alinean con las documentadas en investigaciones existentes, que van
desde 0.79 a 3.50 g L' (Rodriguez-Valderrama et al., 2022; He et al., 2006; Zhang et al., 2024; Magnin

y Deseure, 2019), lo cual apoya la viabilidad de ampliar esta metodologia. Las mejoras futuras, tales
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como el pretratamiento del efluente para minimizar la opacidad media y optimizar la composicion AGV,
podrian aumentar ain mas los rendimientos de biohidrégeno, reduciendo asi la diferencia de rendimiento
entre los subproductos reales y sintéticos, preservando al mismo tiempo los beneficios para la
sostenibilidad de la utilizacion de efluentes derivados de residuos organicos.

La investigacion futura deberia dar prioridad a las estrategias destinadas a mitigar los efectos
perjudiciales de la opacidad del medio. Esto podria incluir métodos de pretratamiento del efluente para
reducir la coloracion, ajustes en el disefio del reactor para mejorar la distribucion de la luz o el desarrollo
de consorcios microbianos adaptativos que puedan mantener la actividad en condiciones de luz reducida.
Abordar estos desafios puede mejorar la eficiencia y la escalabilidad del proceso de FF para la produccion
de biohidrégeno. Estos resultados confirman que la produccion de biohidrogeno a partir de EFO reales
de OPW es factible, pero que su eficiencia depende en gran medida de la optimizacion de las condiciones

del medio, especialmente en términos de transparencia del sustrato y acceso a la luz.
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Figura 28. (a) Comparativa de pH inicial vs. final; (b) concentracion de biomasa celular seca inicial vs. final; (c)
rendimiento de biohidrogeno acumulado; (d) correspondencia entre de la biomasa celular seca y la proporcion de efluentes
de fermentacion oscura (EFO) sobre los rendimientos acumulados de biohidrégeno en ensayos de fotofermentacion de
efluentes de fermentacion oscura a partir de residuos de bagazo y céscara de naranja. EFO,, EFO a partir de OPW,; EFOy,
EFO a partir de OPWy,; EFOq4, EFO a partir de OPWg4; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y
cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPWy, bagazo y céscara de naranja tras la
extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion. Los valores 25, 35 y 45 hacen referencia a
la proporcion de EFO usados en cada ensayo

El anélisis de ANOVA (Tabla de anexo) indicd que la proporcion de EFO tuvo el mayor impacto
en todas las variables analizadas, con valores de F = 51.82, p < 0.0001 para el rendimiento acumulado
de biohidrogeno, F = 24.70, p < 0.0001 para la produccion acumulada de biohidrogeno y F = 168.74, p
< 0.0001 para el crecimiento microbiano. Aunque el tipo de sustrato también mostré un efecto
significativo (p < 0.05), su influencia fue comparativamente menor. Ademas, la interaccion del EFO; x

%EFO no fue significativa para el rendimiento de biohidrégeno (p = 0.1268) ni para la produccion
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acumulada (p = 0.1298), lo que sugiere que el efecto inhibitorio del EFO fue constante en todos los
sustratos, lo que refuerza la idea de que la atenuacion luminica es el principal factor limitante en lugar
de variaciones en la composicion del sustrato.

Para el crecimiento microbiano, el término de interaccion resultd significativo (p < 0,0001),
indicando que el grado de inhibicidon en una proporcion elevada de EFO esta influenciado por el sustrato
utilizado, probablemente debido a variaciones en la composicién del AGV o a la presencia de compuestos
inhibidores. Estos hallazgos estadisticos son coherentes con los resultados experimentales, confirmando
que la optimizacion de la proporcion de EFO es crucial para mantener la actividad microbiana y la
produccion de biohidrégeno. Las estrategias, como el pretratamiento de los efluentes o la mejora del
disefio de los reactores para mejorar la distribucion de la luz podrian ayudar a mitigar los efectos
negativos observados.

Para comprender mejor la dindmica de la produccion de biohidrogeno, los datos experimentales
se analizaron utilizando tres modelos cinéticos, como se explica en la seccion 7.3.4.4. La eficacia de cada
modelo se evaludé mediante el RMSEP, que sirvié6 como indicador de la calidad del ajuste. Como se
muestra en la Tabla 18 para la produccién acumulada de biohidroégeno, tanto los modelos de Gompertz
modificado y Ti-Gompertz lograron los ajustes mas precisos, reflejados por los valores RMSEP mas
bajos a través de todas las condiciones experimentales. Notablemente, para el EFOy a 25% EFO, el
modelo de Gompertz modificado logré el menor RMSEP de 0.39, prediciendo con éxito un Hmax de 33.51
mL Hbz, que se alined estrechamente con la medicion experimental de 33.50 mL H». De forma similar,
para el EFOq4 a 25% EFO, tanto los modelos Gompertz modificado como Ti-Gompertz demostraron una
gran capacidad predictiva, cada uno con un valor RMSEP de 0.63. En contraste, el modelo de Boltzmann
exhibi6 mayores desviaciones, particularmente bajo concentraciones mas altas de EFO, con valores de
RMSEP que alcanzaron 1.03 para el EFOy al 45% de EFO. Esto indica una representaciéon menos exacta

de la dindmica de produccion de biohidrogeno en esas condiciones especificas.
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Tabla 18. Parametros cinéticos de los modelos Gompertz modificado, Ti-Gompertz y Boltzmann sobre la
producciéon méxima acumulativa de biohidrogeno por fotofermentacion de efluentes de fermentacidon oscura de
bagazo y de cascara de naranja.

Parametro EFO, EFOy EFOq
% EFO 25 35 45 25 35 45 25 35 45
Produccion, 21.00 £ 8.00 8.00 = 33.50+ 17.00 £ 19.00+ 3133+  25.00+ 9.00 +
Hiaxe (mL Hy) 4.24 2.83 2.83 6.61 4.24 4.24 5.03 1.41 4.24
Modelo Gompertz modificado
Hmax (mL Hy) 24.22 8.53 7.25 33.51 17.35 18.79 32.99 31.12 9.42
Rinax (ML Hyh'h) 0.25 0.13 0.40 0.57 0.21 0.32 0.51 0.30 0.16
A (h) 20.14 14.25 29.81 17.24 6.99 5.08 24.23 28.59 3.60
RMSEP 0.77 0.48 0.28 0.39 0.57 0.83 0.63 0.51 0.51
Modelo Ti-Gompertz
Hmax (mL Hy) 24.22 8.53 7.25 33.51 17.35 18.79 32.99 31.12 9.42
Rinax (ML Hy h) 0.25 0.13 0.40 0.57 0.21 0.32 0.51 0.30 0.16
T; (h) 55.46 38.38 36.56 39.01 36.84 26.55 48.05 66.84 25.59
RMSEP 0.77 0.48 0.28 0.39 0.57 0.83 0.63 0.51 0.51
Modelo sigmoidal de Boltzmann'
Hmax (mL Hy) 21.80 8.21 7.21 32.34 16.47 18.33 31.49 26.66 9.17
Rinax (mL Hy h) 0.28 0.14 0.40 0.59 0.22 0.32 0.54 0.34 0.16
tso (h) 64.94 47.75 39.57 47.52 47.39 35.44 56.91 73.98 34.70
dx (h) 19.54 15.07 4.52 13.62 18.88 14.19 14.61 19.76 13.91
RMSEP 0.91 0.42 0.30 0.83 0.84 1.03 0.72 0.54 0.37

! Produccién inicial de biohidrogeno, Ho = 0 mL Ha.

2 EFO, efluente de fermentacion oscura; dx, pardmetro de ajuste de pendiente; Hmax, produccién méxima acumulada de biohidrégeno;
Hmax,e, produccion maxima experimental acumulada de biohidrogeno; Rmax, tasa maxima de produccion de biohidrogeno; RMSEP, error
cuadratico medio de prediccion; T, tiempo en el punto de inflexion; 50, tiempo para llegar a la mitad de Hmax; A, fase de retraso; EFOa,
EFO a partir de OPWa.; EFOb, EFO a partir de OPWy; EFO4, EFO a partir de OPW4; OPW,, bagazo y céscara de naranja sin extracciones;
OPWhy, bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW 4, bagazo y céscara de naranja tras
la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion.

La Tabla 19 presenta los pardmetros cinéticos para el rendimiento de biohidrogeno (mL H» g’
AGV), revelando que tanto los modelos modificados de Gompertz y Ti-Gompertz exhiben capacidades
predictivas superiores. Para el Sustrato B a 25% EFO, el modelo de Gompertz modificado logré un
RMSEP de 1.47, con una producciéon maxima acumulada especifica de biohidrogeno (hmax) de 126.55
mL H> g'AGYV, alineando estrechamente con el valor experimental de 126.50 mL H, g AGV. En un
sentido similar, el modelo de T;-Gompertz para el EFOq4 a 25% EFO demostré el RMSEP mas bajo de
1.41, confirmando atin més su fiabilidad en la prediccion del rendimiento de biohidrégeno en condiciones
optimas. En contraste, el modelo de Boltzmann exhibi6 valores RMSEP mas altos, particularmente para
el EFOq a 25% EFO, con una medicion de 3.12, indicando sus limitaciones en modelar con precision la

cinética de produccion de biohidrégeno bajo estos escenarios.

80



Los resultados de este estudio concuerdan con investigaciones anteriores (Rodriguez-Valderrama

et al., 2022), que identificaron el modelo de Gompertz modificado como el mas apropiado para

caracterizar la produccion de biohidrégeno por FF. Este modelo tiene en cuenta eficazmente la dindmica

de las fases de retardo y las tasas de produccion dependientes del sustrato. En general, estos hallazgos

refuerzan que el modelo de Gompertz modificado ofrece la mejor adaptacion tanto para la produccion

acumulativa de biohidrégeno como para el rendimiento del mismo, lo que lo convierte en una herramienta

valiosa para predecir y optimizar la produccion de hidrogeno a partir de EFO real.

Tabla 19. Parametros cinéticos de los modelos de Gompertz modificado, T;-Gompertz y Boltzmann sobre la
produccion maxima acumulada especifica de biohidrogeno por fotofermentacion de efluentes de fermentacion

oscura de bagazo y cascara de naranja.

Parametro EFO, EFO, EFOq4
% EFO 25 35 45 25 35 45 25 35 45
Rendimiento, huae 6477+  17.63% 1371+ 12650+ 4585+  39.86+ 12201+ 69.54= 19.47+
(mL H, ¢ AGV) 13.09 6.23 4.85 24.95 11.44 8.90 19.60 3.93 9.18
Modelo Gompertz modificado
-1
himax (ML H g 74.71 18.78 12.43 126.55 46.79 39.42 128.45 86.55 20.37
AGV)
-1
Timax (ML ;I)z gAGY e 0.29 0.68 2.14 0.58 0.68 1.98 0.83 0.34
A (h) 20.14 1425 2981 17.24 6.99 5.08 24.23 28.59 3.60
RMSEP 237 1.05 0.48 1.47 1.55 1.74 2.46 1.41 1.10
Modelo Ti-Gompertz
hmax (mL H2 g-l
AGY) 74.71 18.78 12.43 126.55 46.79 39.42 128.45 86.55 2037
-1
Tmax (mL ;I)Q gAGY g 0.29 0.68 2.14 0.58 0.68 1.98 0.83 0.34
T: (h) 55.46 3838  36.56 39.01 36.84 26.55 48.05 66.84 25.59
RMSEP 237 1.05 0.48 1.47 1.55 1.74 2.46 1.41 1.10
Modelo sigmoidal de Boltzmann'
hmax (mL H2 g-l
67.25 18.09 1236 12211 44.43 38.46 122.64 74.16 19.84
AGV)
-1
Fmax (mL fll)z gAGY g6 0.30 0.68 2.24 0.59 0.68 2.10 0.94 0.36
t50 (h) 64.94 4775  39.57 47.52 47.39 35.44 56.91 73.98 34.70
dx (h) 19.54 15.07 4.52 13.62 18.88 14.19 14.61 19.76 13.91
RMSEP 2.80 0.93 0.52 3.12 227 2.16 2.80 1.51 0.81

! Produccion inicial especifica de biohidrogeno , Ho = 0 mL Hz2 g! AGV.

2 EFO, efluente de fermentacién oscura; dx, parametro de ajuste de pendiente; hmax, produccion méaxima acumulada especifica de biohidrogeno;

hmaxe, produccion maxima experimental acumulada especifica de biohidrogeno; rmax, tasa maxima de produccion especifica de biohidrogeno;

RMSEP, error cuadratico medio de prediccion; 7, tiempo en el punto de inflexion; #50, tiempo para llegar a la mitad de Hmax; A, fase de retraso; EFOa,
EFO a partir de OPW.; EFOp, EFO a partir de EFOc; Sustrato D, EFO a partir de OPW4; OPW., bagazo y céscara de naranja sin extracciones; OPWhy,

bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPWg, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de

aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion.
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8.4. Actividad 4. Produccion de biometano por digestion anaerobia de la fraccion
solida residual de fermentacion oscura.

La DA de las fracciones solidas de residuales (SFO,, SFOp y SFOq) generadas tras la FO de los
OPW; procesados evidencid una produccion diferencial de biometano, influida tanto por la ruta de
procesamiento del OPW como por la RIS. La Figura 29-A muestra los perfiles de produccion diaria de
biometano, mientras que la Figura 29-B presenta los rendimientos acumulados alcanzados para cada
combinacion SFO;—RIS.

En general, los rendimientos acumulados fueron notablemente mayores para los sustratos OPW;
(biomasa no fermentada por FO) en comparacion con las respectivas fracciones solidas residuales SFO;.
Por ejemplo, OPW, y OPW,, a RIS = 1, alcanzaron valores acumulados de 118.4 y 117.6 mL CHa,
respectivamente, mientras que SFO, y SFOy, bajo la misma condicidén generaron solo 26.3 y 21.0 mL
CHo.. Esta diferencia refleja la mayor disponibilidad de materia organica facilmente biodegradable en la
biomasa entera, frente al contenido mas recalcitrante de las fracciones solidas residuales.

Entre los sustratos SFO;, SFO, a RIS 1 mostré el mayor rendimiento, aunque todos los casos
presentaron valores moderados de produccion, lo que sugiere que gran parte de la fraccion fermentable
fue consumida durante la etapa previa de FO. Ademas, se observd que un aumento en la RIS no
necesariamente mejora el rendimiento acumulado de biometano. En varios casos, como SFO. y SFOyq, el
aumento de RIS condujo a una disminucion del rendimiento, probablemente por efectos de sobrecarga
de biomasa o acumulacién de compuestos inhibidores, como AGV, que afectan negativamente la

actividad metanogénica.
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Figura 29. Desempeiio metanogénico de SFO,p q evaluando el efecto de la variacion de la RIS y su comparacion contra los
controles de biomasa OPW, 4: a) produccion acumulada de biometano, b) rendimiento acumulado de biometano. OPW,,
bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por
hidrodestilacion; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por
hidrodestilacion RIS, relacion indculo-sustrato; SFO,, fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPW,; SFOp,
fraccion sélida residual de la fermentacion oscura de OPWy; SFQOq, fraccion solida residual de la fermentacion oscura de
OPW,.

El analisis cinético mediante el modelo de Gompertz modificado (Tablas 20 y 21) permitid
describir adecuadamente las curvas de produccion acumulada y comparar el desempefio entre

tratamientos. En los casos de SFO. y SFOy, los valores de Hmax decrecieron ligeramente al aumentar la
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RIS, mientras que Rmax y A mostraron comportamientos variables, reflejando la sensibilidad de la
actividad microbiana a la composicion del sustrato. Por ejemplo, SFO, a RIS 1 presentd un Hpax de 62.8
mL CHs y un Rmax de 0.068 mL h!, con un tiempo de latencia de 74.6 h, indicando una cinética
moderadamente activa. En contraste, a RIS 2, el Hmnax bajo a 31.7 mL CHa, y el valor de A se incremento
notablemente a mas de 150 h, evidenciando una disminucién de la actividad metanogénica y un retraso
en el inicio de la produccion.

En sintesis, estos resultados confirman que, si bien las fracciones soélidas SFO; pueden ser
sometidas a DA como estrategia de valorizacién complementaria, su potencial metanogénico es limitado
respecto a la biomasa entera OPW;. Ademas, la RIS influye significativamente en los patrones cinéticos
y en el rendimiento final, por lo que su optimizacion es clave para mejorar la eficiencia global del
proceso. Los datos obtenidos respaldan el enfoque de una valoracion integral en esquemas de
biorrefineria, donde cada fraccion del residuo puede destinarse a procesos especificos segin su

composicion y potencial energético.

Tabla 20. Resultados del ajuste cinético de produccion y rendimiento acumulado de biometano al modelo de
Gompertz modificado para sustratos SFO;

Pardmetro SFO, SFO. SFO, SFOy SFOy SFOy SFOq SFOq SFOq
RIS 1 RIS 1.5 RIS 2 RIS 1 RIS 1.5 RIS 2 RIS 1 RIS 1.5 RIS 2
Produccién (mL CHy) 26.30 24.27 22.50 21.00 24.30 20.57 29.93 22.33 19.33
v 4 +4.88 +4.01 +4.08 +2.55 +3.32 +2.31 +4.57 +7.05 +3.02
Hinax (mL CHa) 62.79 31.74 31.70 31.09 33.88 36.59 53.54 32.73 27.80
Rinax (mL CHy4 h!) 0.07 0.07 0.08 0.08 0.09 0.07 0.08 0.07 0.05
A (h) 74.65 69.45 151.81 160.21 164.65 155.67 71.65 127.58 97.14
RMSEP 0.67 0.57 0.60 0.85 0.71 0.65 0.56 0.39 0.61
Rendimiento 29.52 30.71 35.54 21.18 32.24 36.86 32.19 30.48 32.86
(mL CH4 g SV) +591 +5.00 +7.97 +3.94 +4.46 +2.69 +5.76 +8.21 +5.48
hmax (ML CH4 g7'SV) 53.94 34.78 44.58 26.37 41.79 64.65 47.39 41.73 45.38
I'max (ML CH4 g'SV h!) 0.07 0.10 0.13 0.08 0.11 0.11 0.08 0.09 0.09
A (h) 44.21 64.92 137.79 143.40 141.19 116.80 53.25 102.04 79.23
RMSEP 0.66 0.66 0.92 1.05 1.18 0.74 0.58 0.59 0.92

Hmax (mL CH4), produccién méaxima acumulada de biometano; hmax (mL CH4 g'SV), produccion maxima acumulada especifica de biometano; OPWi,
bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW,
bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; pHo, pH inicial; pHs, pH final;
RIS, relacién indculo-sustrato; Rmax (mL CH4 h''), tasa maxima de produccion de biometano; rmax (mL CH4 g'SV h'), tasa méxima de produccion
especifica de biometano; RMSEP, error cuadratico medio de prediccion; SFO., fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPWa; SFOb,
fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPWyp; SFOyq, fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPWa; SV, so6lidos volatiles;
A (h), fase de retraso.
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Tabla 21. Resultados del ajuste cinético de produccion y rendimiento acumulado de biometano al modelo de
Gompertz para sustratos OPW;.

Pardmets OPW, OPW, OPW, OPW, OPW, OPW, OPW,4 OPWs  (ow RIS 2
ametro RIS 1 RIS 1.5 RIS 2 RIS 1 RIS 1.5 RIS 2 RIS 1 RIS 1.5 d
Produccién (mL CH) 11837+  80.70 6227+  117.60 80.00 6473 10023+  75.00 57.37

4 321 +5.67 2.31 +5.47 +1237 +4.48 5.09 +3.47 +17.30
Hunax (mL CHy) 111.45 75.73 57.97 113.70 73.19 62.57 93.21 67.74 50.20
Rmax
(L. CH, 1) 3.56 2.03 1.56 3.57 2.07 1.89 2.60 1.71 1.11
A (h) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
RMSEP 6.27 4.17 3.17 4.64 3.85 2.32 536 4.00 5.00
Rendimiento 133.94+  114.10 105.03 134.02 115.05 110.00 11490+  104.62 94.26
(mL CH, g SV) 5.15 +8.03 +3.76 +5.60 +17.78 +6.88 6.30 + 8.94 +25.29
Hunax (ML CHs g'SV) 127.05 107.91 98.89 129.88 105.22 106.85 106.85 95.91 84.41
Rmax (ML CHy g'SVR')  4.08 2.91 2.70 4.08 2.93 3.26 2.96 2.48 1.99
A (h) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
RMSEP 6.89 5.73 5.00 5.26 5.78 3.70 6.23 4.98 7.01

Hmax (mL CHy), produccién maxima acumulada de biometano; hmax (mL CH4 g7'SV), produccién maxima acumulada especifica de biometano; OPWa,
bagazo y céscara de naranja sin extracciones; OPWb, bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW4, bagazo
y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; pHo, pH inicial; pHy, pH final; RIS, relacion
indculo-sustrato; Rmax (mL CHy hl), tasa maxima de produccion de biometano; rmax (mL CHz g'SV h'1), tasa maxima de produccion especifica de biometano;
RMSEP, error cuadratico medio de prediccion; SV, soélidos volatiles; A (h), fase de retraso.

La caracterizacion de los efluentes generados tras los procesos de DA permite evaluar el
comportamiento del sistema en términos de estabilidad operativa y grado de degradacion de la materia
organica residual. En ambos grupos de sustratos se observaron tendencias similares para los parametros
fisicoquimicos evaluados, aunque con diferencias en magnitud que reflejan la composicion inicial del
sustrato y su grado de biodegradabilidad.

Los valores de pH final en todos los tratamientos se mantuvieron dentro del rango operativo
adecuado para la actividad metanogénica (6.4-7.0), lo que indica una buena capacidad de
amortiguamiento del sistema. En algunos casos, particularmente SFOy, a RIS 1, se registraron valores
mas bajos (6.48 + 0.45), lo que sugiere una acumulacion de AGV superior a la capacidad tampon local.
Aun asi, los valores de alcalinidad total se mantuvieron por encima de los 10 g CaCOs L™, lo que indica
una resistencia adecuada del sistema a caidas abruptas de pH, condicion critica para evitar inhibiciones
en la actividad de arqueas metanogénicas.

En cuanto a los AGV, las concentraciones fueron relativamente similares entre los tratamientos,

con valores entre 12.8 y 15.5 g AGV L. Las fracciones solidas SFO; presentaron valores ligeramente
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menores a los de sus contrapartes OPWj, lo que se relaciona con una menor actividad fermentativa
derivada de su menor contenido de compuestos facilmente degradables. Esto es consistente con los
menores rendimientos de biometano observados en los ensayos con SFO;.

Respecto a los solidos totales, los valores en los efluentes oscilaron entre 6.1 y 8.4 %bh, y
mostraron un incremento con el aumento de la RIS. Este comportamiento sugiere que a mayores
proporciones de sustrato se presenta una acumulacion de materia no degradada, lo que puede reflejar un
efecto de sobrecarga organica o una limitacion en la capacidad de biodegradacion del sistema.

Finalmente, en relacion con los sélidos volatiles (%bs), los valores registrados fueron del orden
de 39 a 46%, lo que representa una fraccion organica aun significativa en el efluente. Esta observacion
sugiere que, si bien se alcanzd una degradacion sustancial durante la DA, persiste una fraccion
recalcitrante que podria ser objeto de procesos de valorizacion adicionales, como tratamientos aerdbicos

o integraciones dentro de una estrategia de biorrefineria en cascada.
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Tabla 22. Resultados de caracterizacion final de los procesos de digestion anaerobia de la fraccion sélida residual de fermentacion oscura (SFO;).

Dot SFO, SFO, SFO, SFO, SFO, SFO, SFO. SFOq SFOq
RIS | RIS 1.5 RIS 2 RIS 1 RIS 1.5 RIS 2 RIS | RIS 1.5 RIS 2
pH, 7022003 704£002  7.03£002  7.03£002  7.04£000 704004  7.06£001  7.06%0.00 7.04 £ 002
pH; 677011  679£003 7.00+004 648045 689+£0.03 6924004 665017  6.89+0.07 6.93 % 0.05
Humedad (%bh) 903.86+027 92.65+048 92.19+028 93464020 9179050 91.61+022 93.62+040 92.26=0.66 91.57+0.32
Solidos totales (%bh)  6.14+027  7.35+048  781+028  654+020 821+£050 839+022 6384040  7.74+0.66 §.43 4 0.32
Solidos voldtiles (%bs)  39.06£2.34 4226347 39.86+ 140 40.12+£2.05 4561 £403 4483058 4476+235 44.64+3.43 4575+ 0.92
Cenizas (%bs) 6094234 5774347 6014+ 140 59884205 54391403 55.17+058 55244235 5536343 5425+ 0.92
Alcalinidad (gCaCOs L™ 1 934 016 13.03£039 13512076 10784088 1240+ 1.17 1462132 1085+027 13.13+091 13734 0.59
AGV (¢AGV L) 13.92£1.07 15554026 1424+079 13.00£1.12 1364+ 118 15194164 12.87£1.07 13.82+0.89 13.72 4 0.84

AGYV, acidos grasos volatiles; bh, base humeda; bs, base seca; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales
por hidrodestilacion; OPW4, bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; pHo, pH inicial; pHs, pH final; RIS, relacion
indculo-sustrato; SFO,, fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPWa; SFOp, fraccidn solida residual de la fermentacion oscura de OPWy; SFQq, fraccion solida residual de la

fermentacion oscura de OPWa.

Tabla 23. Resultados de caracterizacion final de los procesos de digestion anaerobia de sustratos OPW; (ensayos control).

Pardmetro OPW, OPW, OPW, OPW, OPW, OPW, OPWjy OPWy OPWy
RIS 1 RIS 1.5 RIS 2 RIS 1 RIS 1.5 RIS 2 RIS 1 RIS 1.5 RIS 2
pHo 7.04 £0.01 7.03+£0.02 7.03£0.01 7.04+0.03 6.99 +0.01 7.01 £0.01 7.00£0.01 7.01 £0.02 7.00£0.02
pHe 5.95+£0.07 6.50+0.12 6.88+0.16 5.78+0.37 6.62+0.01 6.68 £ 0.08 6.11+0.12 6.53+0.13 6.82+0.14
Humedad (%bh) 9346+0.96 93.33+0.62 93.19+0.23 93.80+£0.65 92.48+1.04 9298+139 9431+0.98 92.89+0.72 92.88 £0.37
Solidos totales (%bh) 6.54+0.96 6.67 +0.62 6.81+£0.23 6.20 + 0.65 7.52+1.04 7.02+1.39 5.69+£0.98 7.11+0.72 7.12+0.37
Solidos volatiles (%obs) 47.54+4.10 44.18+3.51 37.65+191 4232+228 40.81+3.12 36.68+4.33 33.43+291 3530+1.59 31.67 £2.94
Cenizas (%bs) 5246+4.10 5582+3.51 6235+191 57.68+228 59.19+£3.12 63.32+433 66.57+291 64.70+1.59 68.33 £2.94
Alcalinidad (gCaCO; L~
D] 950+159 11.12+044 11.02+1.26 7.92+0.82 9.87+0.57 12.50+091 873+£0.22 10.98+0.91 11.93 £0.78
AGV (gAGV L 1531+£228 13.60+0.80 13.66+1.53 12.14+1.76 12.56+0.97 1548+1.39 14.10£0.70 14.10+0.62 13.54 £1.17

AGYV, acidos grasos volatiles; bh, base humeda; bs, base seca; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales
por hidrodestilacion; OPW4, bagazo y céscara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; pHo, pH inicial; pHy, pH final; RIS, relacion

in6culo-sustrato.
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8.5. Actividad 5. Evaluacion de impacto ambiental a través del analisis de ciclo de
vida.

8.5.1. Analisis del inventario del ciclo de vida (ICV).

En las Tablas 24 y 25 se presenta el andlisis comparativo de los inventarios de ciclo de vida
correspondientes a los escenarios OPW.5 y OPWql, el cual permite observar de manera ilustrativa como
la incorporacion de procesos adicionales en un esquema de biorrefineria afecta el requerimiento de
insumos por UF. Las tablas de inventario para los demas escenarios se encuentran en las Tablas de la
seccion de Anexos A.

En términos de consumo energético directo, OPW,5 presenta un total de 3.05 kWh UF, siendo
la mayor parte atribuible al calentamiento requerido en el proceso de DA (2.85 kWh UF ™). En contraste,
el escenario OPWgl registra un consumo eléctrico significativamente mayor, alcanzando
aproximadamente 12.91 kWh UF, distribuidos principalmente entre la FF (8.94 kWh UF™),
considerando calentamiento e iluminacion, y la HD (1.13 kWh UF™). Este incremento responde al disefio
multietapa del sistema que, si bien exige mayores recursos, permite una recuperacion integral de
productos de alto valor afiadido y una valorizacion energética mas diversificada. Asimismo, el escenario
OPW41 muestra un uso intensivo de agua destilada, con un total de aproximadamente 21.61 kg UF™,
frente a los 5.23 kg UF ! registrados en OPW,5. Este insumo se distribuye entre las etapas de FO y FF.

En relacion con los insumos quimicos, destaca en OPWyl el uso de 0.89 kg UF! de etanol para la
precipitacion de pectina, asi como diversas sales minerales y oligoelementos empleados para formular el
medio de cultivo RCV en la etapa de FF. Estos reactivos, aunque representan un impacto potencial
adicional, son fundamentales para garantizar la viabilidad metabolica de Rhodobacter capsulatus en
condiciones fotoheterotroficas.

Respecto a las sustituciones de electricidad asociadas a la valorizacion energética, OPW,5 reporta
una recuperacion neta de —0.48 kWh UF, valor superior al observado en OPWql (-0.09 kWh UF! en
total considerando FO, FF y DA). Esta diferencia est4 directamente relacionada con el volumen de biogas
generado en cada esquema, que es mayor en OPW,5 debido a que toda la carga organica se dirige a la
DA, mientras que en OPWy1 la materia organica se distribuye en multiples procesos.

Como escenario de referencia, se considerd la gestion convencional del OPW mediante su
disposicion directa en un sitio de disposicion final, representando el enfoque BAU. Este escenario asume
la ausencia de estrategias de valorizacion y refleja practicas comunes donde no se implementan esquemas

circulares. El ICV del escenario BAU fue cuantificado utilizando el Modelo Mexicano del Biogas, el
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cual permite estimar las emisiones asociadas a la descomposicion anaerobia de residuos organicos en
condiciones no controladas (como se detalla en la seccion de metodologia). El modelo arrojé una emision
total de GEI de 0.07 kg CHa UF"!, valor que representa una contribucion directa al cambio climatico sin

recuperacion de recursos materiales o energéticos.

Tabla 24. Inventario de ciclo de vida del escenario OPW,5, contemplando proceso de valorizacion energética de
OPW por digestion anaerobia.

Etapa proceso Cantidad Unidades
Secado

Electricidad 0.15 kWh UF-!
Molienda

Electricidad 0.05 kWh UF-!
Digestion anaerobia

Agua destilada 5.23 kg UF!
Electricidad calentamiento 2.85 kWh UF-!
Sustitucion electricidad -0.48 kWh UF"!
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Tabla 25. Inventario de ciclo de vida del escenario OPWgy1, contemplando proceso de valorizacion energética de
OPW por fermentacion oscura, fotofermentacion y digestion anaerobia, con extraccion previa de pectina y
aceites esenciales.

Etapa proceso Cantidad Unidades
Hidrodestilacion

Electricidad 1.13 kWh UF!
Agua destilada 1.50 kg UF-!
Centrifugacion

Electricidad 0.01 kWh UF!
Precipitacion

Etanol 0.89 kg UF!
Agua destilada 0.28 kg UF-!
Secado

Electricidad 0.16 kWh UF!
Molienda

Electricidad 0.02 kWh UF!
Fermentacion Oscura

Agua destilada 3.61 kg UF!
Electricidad calentamiento 1.74 kWh UF-!
Sustituciones

Electricidad -0.05 kWh UF-!
Centrifugacion

Electricidad 0.01 kWh UF-!
Fotofermentacion

Medio Reactivo

kpi 0.02 kg UF-!
L-Glutamato (10mM) 0.03 kg UF-!
Agua destilada 13.78 kg UF-!
Supersales

FeSO4.7H,O 1.18x10* kg UF!
Ci10H14N2NaxOg.2H,O 3 x10* kg UF!
CaCl,.2H,0 (7.5 %) 1.1 x1073 kg UF!
MgS04.7H,0 (20 %) 3x1073 kg UF!
Agua destilada 0.74 kg UF!
Oligoelementos

H;BO; 8.3x10* kg UF!
MnSO4.H,O 4.7 x10* kg UF!
CuS04.5H,0 1.18x10° kg UF!
ZnS04.7H,0 7.12x10° kg UF!
Na;Mo004.2H,0 2.2 x10* kg UF!
Agua destilada 0.29 kg UF!
Calentamiento

Energia eléctrica 6.20 kWh UF!
Iluminacion

Energia eléctrica 2.74 kWh UF!
Sustituciones

Electricidad -0.02 kWh UF!
Digestion anaerobia

Agua destilada 0.92 kg UF!
Electricidad calentamiento 0.58 kWh UF!
Sustituciones

Electricidad -0.02 kWh UF"!
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8.5.2. Evaluacion de impactos de ciclo de vida (EICV).

La evaluacion del impacto ambiental, expresada por el GWI, evidencia una variabilidad
significativa entre los escenarios de valorizacion del OPW, con valores que van de 1.60 a 11.15 kg CO2
eq UF', y contrastan claramente con el escenario BAU, cuyo GWI fue de 1.84 kg CO2 eq UF! (Figura
30).

[ FEscenario OPWn
Escenario BAU

Indicador de calentamiento global (kg CO,eq UF!)

= & % N n, = % * S TS "R T, PR )

= -3 3 3 z = = 3 = =z =
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Figura 30. Resultados de la evaluacion de impacto ambiental para el indicador de cambio climatico de los escenarios de
valorizacion de OPW en comparacion con el escenario BAU. BAU, base as usual, escenario de gestion convencional;
OPW,, bagazo y céascara de naranja sin extracciones; OPW,, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites

esenciales por hidrodestilacion; OPW, bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la
extraccion por hidrodestilacion; UF, unidad funcional.

Los escenarios que presentaron los mayores impactos ambientales corresponden a aquellos que
integran la etapa de FF, particularmente OPW,1 (10.15 kg CO2eq UF '), OPW,2 (9.86 kg CO2eq UF ),
OPWyl (11.15 kg COzeq UF 1), OPWy2 (10.75 kg CO2eq UF ), OPWql (7.96 kg CO2eq UF ') y OPW42
(7.60 kg CO2¢q UF'). Esta tendencia esta asociada al elevado consumo energético de la FF,
principalmente por requerimientos de calentamiento e iluminacidén continua, tal como se evidencia en los
ICV (Seccion 8.5.1). La Figura 31A-B muestra la comparacion del GWI detallado para los escenarios
OPW.5 y OPWjyl, en donde se observan las aportaciones de cada etapa del proceso al indicador. Si bien
la FF es un proceso con potencial para la produccion sostenible de biohidrogeno, los resultados sugieren

que su implementacién actual no es ambientalmente competitiva, por lo que futuras investigaciones
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deben centrarse en su optimizacion energética y aumento de rendimiento de biohidrégeno, especialmente

considerando que esta tesis reporta por primera vez su aplicacion con efluentes reales de FO de OPW.
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Figura 31. Resultados de la evaluacion de impacto ambiental para el indicador de cambio climatico: a) Escenario OPW,5;
b) Escenario OPWyl. CF1, centrifugacion; CF2, centrifugacion; DA, digestion anaerobia; FF, fotofermentacion; FO,
fermentacion oscura; HD, hidrodestilacion; MO, molienda; OPW,, bagazo y céscara de naranja sin extracciones; OPWy,
bagazo y cascara de naranja tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; PR,
precipitacion; SE, secado; UF, unidad funcional.

En contraste, los escenarios OPW.4 y OPW,5 registraron GWI menores al escenario BAU, con
valores entre 1.60 y 1.96 kg CO: eq UF !, lo que indica que la valorizacion energética directa por FO o

DA representa una estrategia ambientalmente mas favorable en comparacion con la disposicion final sin
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aprovechamiento. Estos hallazgos coinciden con lo reportado en la literatura, donde se ha documentado
que las fermentaciones anaerobias presentan ventajas ambientales significativas respecto a estrategias
convencionales de gestion (Albalate-Ramirez et al., 2024).

Si bien los escenarios que incluyen la extraccion de biocompuestos, como AE y pectina, presentan
GWI netos positivos, una evaluacion integral de su desempefio requeriria incorporar un andlisis de
rentabilidad econdmica. Escenarios como OPW.5, que presentan bajos impactos ambientales, no
incluyen ingresos por la comercializacién de bioproductos, a diferencia de esquemas mas complejos
como OPWjyl, que, aunque mas intensivos ambientalmente, podrian generar beneficios econdmicos por
la recuperacion de compuestos de alto valor, justificando asi su viabilidad en un enfoque de biorrefineria.

En conjunto, estos resultados demuestran la necesidad de equilibrar la eficiencia ambiental con la

recuperacion de valor en el disefio de esquemas de valorizacion integral del OPW.
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9. Conclusiones

Los resultados de este trabajo de investigacion evidencian que la valorizacion del bagazo y cascara
de naranja (OPW, por sus siglas en inglés) bajo un enfoque de biorrefineria es técnica y ambientalmente
viable, siempre que se optimicen las rutas de procesamiento, las condiciones de operacion y la correcta
integracion de procesos. Uno de los hallazgos mas contundentes fue que la composicion del sustrato,
modulada por las etapas previas de extraccion de aceites esenciales (AE) y/o pectina, tiene un efecto
directo sobre la eficiencia de los bioprocesos fermentativos. En particular, la extraccion de pectina
mediante hidrélisis dcida (HA) disminuy¢ significativamente el pH del sustrato (hasta 1.96) y limit6 su
potencial de produccion de biohidrogeno, mientras que los sustratos que no fueron sometidos a
tratamiento acido (OPW,, OPWy,y OPWq) mostraron rendimientos superiores de biohidrogeno.

En el proceso de produccion de biohidrégeno por FO, el rendimiento especifico mas alto se alcanzo
con OPW, a una relacion indculo/sustrato (RIS) de 0.6, con 108.10 mL H> g! SV, lo cual se relaciona
con un equilibrio 6ptimo entre la carga organica y la actividad microbiana. Este hallazgo refuerza que la
RIS no debe maximizarse sin criterio, ya que relaciones mas elevadas (RIS 1) redujeron la eficiencia
debido a fendmenos de competencia entre poblaciones microbianas y posibles rutas metabdlicas no
deseadas.

Por primera vez, se demostrd experimentalmente la produccion de biohidrogeno por FF a partir de
efluentes reales de FO (EFO;) de OPW. Este proceso mostro rendimientos maximos de hasta 126.5 mL
H. g!' AGV (EFOy a 25% de concentracion), pero su desempefio disminuy6 significativamente con
concentraciones mas altas, debido a la opacidad del medio, que restringe la absorcion de luz. Estos
resultados no solo validan la viabilidad del proceso, sino que también sugieren que su éxito depende de
estrategias de pretratamiento del efluente o de mejoras en el disefio del fotobiorreactor para minimizar
las limitaciones de luz.

En el proceso de produccion de biometano por DA, se confirmé que los sustratos OPWj, que no
pasan por una fermentacién previa en FO, tienen mayor potencial metanogénico que las fracciones
solidas del digestato de FO (SFO;). OPW,y OPW, alcanzaron rendimientos acumulados de 118.4y 117.6
mL CH. g™ SV, respectivamente, frente a apenas 26.3 mL CHa g”! SV en el caso de SFO,. Este resultado
destaca la importancia de conservar fracciones fermentables si se desea maximizar la produccion de
biometano, y sugiere que los residuos post-FO deben ser evaluados criticamente antes de someterse a

DA.
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Desde el punto de vista ambiental, los escenarios que integraron unicamente procesos de FO o DA
presentaron los menores impactos netos de calentamiento global, con valores de hasta 1.60 kg CO: eq
UF!, por debajo del escenario base (1.84 kg CO2 eq UF™!). En contraste, los esquemas que incluyeron
FF mostraron impactos ambientales mas altos (hasta 11.15 kg CO2 eq UF™!), lo cual se atribuye a los
requerimientos energéticos elevados de iluminacion y control térmico. Este hallazgo no invalida la
incorporacion de FF en biorrefinerias, pero subraya la necesidad urgente de mejorar su eficiencia
energética, especialmente si se pretende escalar su aplicacion.

Un aspecto clave identificado fue que, si bien la inclusion de etapas de extraccion de compuestos
de valor agregado (AE y pectina) puede aumentar el impacto ambiental total de un escenario, estos
procesos deben evaluarse también desde una perspectiva econdmica, ya que podrian mejorar la
rentabilidad y viabilidad del modelo integral de biorrefineria, algo que se propone como linea de trabajo
futura.

En conjunto, los hallazgos de esta tesis demuestran que el disefio racional de rutas de valorizacion
de OPW permite no solo recuperar energia y compuestos de alto valor, sino también minimizar impactos
ambientales frente a esquemas convencionales de disposicion final. Ademas, aportan evidencia empirica
de la importancia de considerar las interacciones entre etapas secuenciales, como el efecto de la
extraccion de biocompuestos sobre la eficiencia fermentativa, o la calidad de los efluentes sobre procesos
posteriores. La metodologia propuesta, basada en integracion experimental y ACV, constituye una base
robusta para el diseno de biorrefinerias aplicadas a residuos agroindustriales en contextos de transicion

energética y economia circular
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Anexo A

Tabla A2.1 ANOVA del disefio experimental de fermentacion oscura de un factor a partir de cinco OPW;
procesadas para la variable de respuesta de produccion acumulada de biohidrégeno.

Fuente Suma de Grados de libertad Cuadrjcldo F p-value*
cuadrados medio
Modelo 114450.27 4 28612.57 361.88 <0.0001
OPW; 114450.27 4 28612.57 361.88 <0.0001
Error puro 790.67 10 79.07
Cor Total 115240.93 14

R? = 0.99; R%-ajustada = 0.99. *p-value < 0.05 indica que los factores son significativos.
OPW;, bagazo y cascara de naranja.

Tabla A2.2 ANOVA del disefio experimental de fermentacion oscura de un factor a partir de cinco OPWj
procesadas para la variable de respuesta de rendimiento acumulado de biohidrégeno.

Fuente Suma de Grados de libertad Cuadr.ado F p-value*
cuadrados medio
Modelo 31738.99 4 7934.75 341.10 <0.0001
OPW; 31738.99 4 7934.75 341.10 <0.0001
Error puro 232.62 10 23.26
Cor Total 31971.61 14

R? =0.99; R%-ajustada = 0.99. *p-value < 0.05 indica que los factores son significativos.
OPW;, bagazo y cascara de naranja.

Tabla A2.3 ANOVA para el disefio de factorial 3 de fermentacion oscura de bagazo y cdscara de naranja
seleccionados (OPW;) y evaluacion de RIS para la respuesta a produccion acumulada de biohidrogeno.

Suma de Cuadrado

Fuente Grados de libertad . F p-value*
cuadrados medio
Model0 74052.41 8 9256.55 44.49 < 0.0001
OPW; 6342.43 2 3171.21 15.24 0.0001
RIS 65737.74 2 32868.87 157.96 <0.0001
OPW; - RIS 1972.25 4 493.06 2.37 0.0912
Error Puro 3745.41 18 208.08
Cor Total 77797.82 26

R2 = 0.95; R%-ajustada = 0.93. *p-value < 0.05 indica que los factores son significativos.
OPW;, bagazo y cascara de naranja; RIS, relacion indculo-sustrato.
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Table A2.4 ANOVA para el disefio de factorial 32 de fermentacion oscura de bagazo y céscara de naranja
seleccionados (OPW;) y evaluacion de RIS para la respuesta a rendimiento acumulado de biohidrégeno.

Suma de Cuadrado

Fuente Grados de libertad . F p-value*
cuadrados medio
Modelo 5781.99 8 722.75 12.97 <0.0001
OPW; 1447.35 2 723.68 12.99 0.0003
RIS 3992.35 2 1996.18 35.82 <0.0001
OPW; - RIS 342.29 4 85.57 1.54 0.2342
Error puro 1003.10 18 55.73
Cor Total 6785.09 26

R? = 0.85; R%-ajustada = 0.79. *p-value < 0.05 indica que los factores son significativos.
OPW;, bagazo y cascara de naranja; RIS, relacion indculo-sustrato.

Tabla A.3.1 Caracterizacion de los stocks de los efluentes liquidos de fermentacion oscura (EFOi) de OPWapq a

RIS 0.6.
Parametro EFO, EFO, EFOq4
pHo 7.06 7.07 7.07
pHe 5.76 5.57 5.61
Alcalinidad (gCaCOs; L) 7.39+0.08 7.03 +£0.03 7.32+0.08
AGV (gAGV L) 12.12 £ 0.06 9.90+0.77 9.60+0.18

AGYV, acidos grasos volatiles; bh, base himeda; bs, base seca; EFO,, efluente liquido de la fermentacion
oscura de OPW,; EFOy, efluente liquido de la fermentacion oscura de OPWy,; EFOy, efluente liquido de la
fermentacion oscura de OPWg4; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPWy, bagazo y cascara
de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPW4, bagazo y cascara de naranja

tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion.

Table A3.2 ANOVA para el disefio factorial de 3% de la fotofermentacion de sustratos de bagazo y cascara de
naranja seleccionados y la evaluacion de la proporcion de efluentes de fermentacion oscura (%EFO) para la

respuesta de produccion acumulada de biohidrégeno.

Fuente Suma de cuadrados Grados de libertad Cuadrado medio F p-value*
Modelo 1981.29 8 247.66 10.94 0.0002
Sustrato EFO; 453.97 2 226.98 10.03 0.0028
% EFO 1118.33 2 559.16 24.70 <0.0001
Sustrato EFO; - % EFO 199.70 4 49.92 2.21 0.1298
Error puro 271.67 12 22.64
Cor Total 2252.95 20

R? =0.88; R*-ajustada = 0.80.

* p-value < 0.05 indica que los factores son significativos. En este caso, Sustrato EFO; y % EFO son términos significativos del

modelo.
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Tabla A3.3 ANOVA para el disefio factorial de 3% de la fotofermentacion de sustratos de bagazo y cascara de
naranja seleccionados y la evaluacion de la proporcion de efluentes de fermentacion oscura (%EFO) para la
respuesta de rendimiento acumulado de biohidrogeno.

Fuente Suma de cuadrados Grados de libertad Cuadrado medio F p-value*
Modelo 40719.14 8 5089.89 19.06 <0.0001
Sustrato EFO; 6688.86 2 3344.43 12.52 0.0012
% EFO 27680.96 2 13840.48 51.82 < 0.0001
Sustrato EFO; - % EFO 2381.86 4 595.47 2.23 0.1268
Error puro 3205.21 12 267.10
Cor Total 43924.34 20

R? =0.93; R%-ajustada = 0.88.
* p-value < 0.05 indica que los factores son significativos. En este caso, Sustrato EFO; y % EFO son términos significativos del
modelo.

Tabla A3.4 ANOVA para el disefio factorial de 32 de la fotofermentacion de sustratos de bagazo y cascara de
naranja seleccionados y la evaluacion de la proporcion de efluentes de fermentacion oscura (%EFO) para la
respuesta de biomasa celular seca final.

Fuente Suma de cuadrados Grados de libertad Cuadrado medio F p-value*
Modelo 10.35 8 1.29 56.45 <0.0001
Sustrato EFO; 0.82 2 0.41 17.96 0.0001
% EFO 7.73 2 3.87 168.74 <0.0001
Sustrato EFO; - % EFO 1.59 4 0.40 17.33 <0.0001
Error puro 0.32 14 0.02
Cor Total 10.67 22

R? =0.97; R%-adjusted = 0.95.
* p-value < 0.05 indica que los factores son significativos. En este caso, Sustrato EFO; , % EFO y Sustrato EFO; - %EFO son
términos significativos del modelo.

Tabla A4.1 Caracterizacion de los stocks de la fraccion solida remanente de fermentacion oscura (SFO;) de
OPW,,4a RIS 0.6.

Parametro SFO, SFOy SFO«
pHo 7.06 7.07 7.07
pHy¢ 5.76 5.57 5.61
Humedad (%bh) 94.23 £0.05 94.20 £ 0.05 94.07 £ 0.07
Solidos totales (%obh) 5.77£0.05 5.80 £0.05 5.93+£0.07
Solidos volatiles (%obs) 49.96 + 0.88 50.64 +2.32 53.10£1.23
Cenizas (%bs) 50.04 + 0.88 49.36 +£2.32 46.90 +1.23

bh, base humeda; bs, base seca; OPW,, bagazo y cascara de naranja sin extracciones; OPW,, bagazo y cascara
de naranja tras la extraccion de aceites esenciales por hidrodestilacion; OPWg, bagazo y cascara de naranja
tras la extraccion de aceites esenciales y pectina tras la extraccion por hidrodestilacion; RIS, relacion inoculo-
sustrato; SFO,, fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPW,; SFOy, fraccion sélida residual de
la fermentacion oscura de OPWy,; SFQy, fraccion solida residual de la fermentacion oscura de OPWg.
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Tabla A.5.1. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW,1.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF")
Secado

Electricidad 1.49E-01 9.32E-02
Molienda

Electricidad 5.16E-02 3.23E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 5.23E+00 2.20E-03
Electricidad 2.50E+00 1.56E+00
calentamiento

Sustituciones -7.69E-02 -4.81E-02
Electricidad -7.69E-02 -4.81E-02
Centrifugacion 1.14E-02 7.09E-03
Electricidad 1.14E-02 7.09E-03
Fotofermentacion

Medio Reactivo

KH2PO4 3.24E-02 4.20E-02
KHPO4

L-Glutamato (10mM) 4.13E-02 2.51E-02
Agua destilada (RCV) 2.01E+01 8.46E-03
Supersales

FeSO4.7H20 2.55E-04 4 .38E-05
C10H14N2Na208.2H20 4.32E-04 1.82E-03
CaCl2.2H20 (7.5 %) 1.62E-03 8.97E-04
MgS0O4.7H20 (20 %) 4.32E-03 1.83E-03
Agua destilada (ss) 1.08E+00 4.55E-04
Oligoelementos

H3BO3 1.21E-03 1.54E-03
MnSO4.H20 6.88E-04 1.34E-04
CuS04.5H20 1.73E-05 1.61E-04
ZnS0O4.7H20 1.04E-04 1.89E-04
Na2Mo04.2H20 3.25E-04 2.33E-03
Agua destilada 4.31E-01 1.82E-04
Calentamiento

Energia eléctrica 9.02E+00 5.64E+00
Tluminacion

Energia eléctrica 3.99E+00 2.49E+00
Sustituciones

Electricidad -1.55E-02 -9.70E-03
Digestion anaerobia

Agua destilada 8.19E-01 3.46E-04
Electricidad 5.51E-01 3.45E-01
calentamiento

Sustituciones
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Electricidad

TOTAL

-1.68E-02

4.38E+01

-1.05E-02

1.01E+01

Tabla A.5.2. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW,2.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Secado

Electricidad 1.5E-01 9.3E-02
Molienda

Electricidad 5.2E-02 3.2E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 5.2E+00 2.2E-03
Electricidad 2.5E+00 1.6E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -7.7E-02 -4.8E-02
Centrifugacion

Electricidad 1.1E-02 7.1E-03
Fotofermentacion

Medio Reactivo

KH2PO4 3.2E-02 4.2E-02
KHPO4

L-Glutamato (10mM) 4.1E-02 2.5E-02
Agua destilada (RCV) 2.0E+01 8.5E-03
Supersales

FeSO4.7H20 2.5E-04 4 .4E-05
C10H14N2Na208.2H20 4.3E-04 1.8E-03
CaCl2.2H20 (7.5 %) 1.6E-03 9.0E-04
MgS0O4.7H20 (20 %) 4.3E-03 1.8E-03
Agua destilada (ss) 1.1E+00 4.6E-04
Oligoelementos

H3BO3 1.2E-03 1.5E-03
MnSO4.H20 6.9E-04 1.3E-04
CuS04.5H20 1.7E-05 1.6E-04
ZnS0O4.7H20 1.0E-04 1.9E-04
Na2Mo04.2H20 3.3E-04 2.3E-03
Agua destilada 4.3E-01 1.8E-04
Calentamiento

Energia eléctrica 9.0E+00 5.6E+00
Tluminacion

Energia eléctrica 4.0E+00 2.5E+00
Sustituciones

Electricidad -1.6E-02 -9.7E-03
TOTAL 4.3E+01 9.9E+00
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Tabla A.5.3. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW,3.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)

Secado

Electricidad 1.49E-01 9.32E-02
Molienda

Electricidad 5.16E-02 3.23E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 5.23E+00 2.20E-03
Electricidad 2.50E+00 1.56E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -7.69E-02 -4.81E-02
Centrifugacion

Electricidad 1.14E-02 7.09E-03
Digestion anaerobia

Agua destilada 8.19E-01 3.46E-04
Electricidad 5.51E-01 3.45E-01
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -1.68E-02 -1.05E-02
TOTAL 9.22E+00 1.98E+00

Tabla A.5.4. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW.4.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Secado

Electricidad 1.49E-01 9.32E-02
Molienda

Electricidad 5.16E-02 3.23E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 5.23E+00 2.20E-03
Electricidad 2.50E+00 1.56E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -7.69E-02 -4.81E-02
TOTAL 7.85E+00 1.64E+00

Tabla A.5.5. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW.5.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Secado
Electricidad 1.49E-01 9.32E-02
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Molienda
Electricidad
Digestion anaerobia
Agua destilada
Electricidad
calentamiento
Sustituciones
Electricidad

TOTAL

5.16E-02

5.23E+00
2.85E+00

-4.86E-01

3.23E-02

2.20E-03

1.78E+00

-3.04E-01

1.60E+00

Tabla A.5.6. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW,1.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Secado

Electricidad 3.11E-01 1.95E-01
Molienda

Electricidad 5.15E-02 3.22E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 5.27E+00 2.23E-03
Electricidad 2.52E+00 1.58E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -8.27E-02 -5.17E-02
Centrifugacion

Electricidad 1.15E-02 7.16E-03
Fotofermentacion

Medio Reactivo

KH2PO4 3.27E-02 4.24E-02
KHPOA4

L-Glutamato (10mM) 4.17E-02 2.54E-02
Agua destilada (RCV) 2.02E+01 8.54E-03
Supersales

FeSO4.7H20 2.57E-04 4 42E-05
CI10H14N2Na208.2H20 4.36E-04 1.83E-03
CaCl2.2H20 (7.5 %) 1.64E-03 9.05E-04
MgS04.7H20 (20 %) 4.36E-03 1.85E-03
Agua destilada (ss) 1.09E+00 4.59E-04
Oligoelementos

H3BO3 1.22E-03 1.56E-03
MnSO4.H20 6.94E-04 1.35E-04
CuS04.5H20 1.74E-05 1.62E-04
ZnS0O4.7H20 1.05E-04 1.91E-04
Na2Mo04.2H20 3.28E-04 2.35E-03
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Agua destilada
Calentamiento
Energia eléctrica
Tluminacion
Energia eléctrica
Sustituciones
Electricidad
Digestion anaerobia
Agua destilada
Electricidad
calentamiento
Sustituciones
Electricidad

TOTAL

4.35E-01
9.10E+00
4.03E+00
-2.50E-02
1.01E+00

6.54E-01

-1.49E-02

1.84E-04

5.69E+00

2.52E+00

-1.56E-02

4.26E-04

4.09E-01

-9.28E-03

1.11E+01

Tabla A.5.7. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW,2.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Secado

Electricidad 3.11E-01 1.95E-01
Molienda

Electricidad 5.15E-02 3.22E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 5.27E+00 2.23E-03
Electricidad 2.52E+00 1.58E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -8.27E-02 -5.17E-02
Centrifugacion

Electricidad 1.15E-02 7.16E-03
Fotofermentacion

Medio Reactivo

KH2PO4 3.27E-02 4.24E-02
KHPO4

L-Glutamato (10mM) 4.17E-02 2.54E-02
Agua destilada (RCV) 2.02E+01 8.54E-03
Supersales

FeSO4.7H20 2.57E-04 4 42E-05
C10H14N2Na208.2H20 4.36E-04 1.83E-03
CaCl2.2H20 (7.5 %) 1.64E-03 9.05E-04
MgS0O4.7H20 (20 %) 4.36E-03 1.85E-03
Agua destilada (ss) 1.09E+00 4.59E-04
Oligoelementos
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H3BO3 1.22E-03 1.56E-03

MnSO4.H20 6.94E-04 1.35E-04
CuS04.5H20 1.74E-05 1.62E-04
ZnS0O4.7H20 1.05E-04 1.91E-04
Na2Mo04.2H20 3.28E-04 2.35E-03
Agua destilada 4.35E-01 1.84E-04
Calentamiento

Energia eléctrica 9.10E+00 5.69E+00
Tluminacion

Energia eléctrica 4.03E+00 2.52E+00
Sustituciones

Electricidad -2.50E-02 -1.56E-02
TOTAL 1.07E+01

Tabla A.5.8. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW,,3.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)

Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Secado

Electricidad 3.11E-01 1.95E-01
Molienda

Electricidad 5.15E-02 3.22E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 5.27E+00 2.23E-03
Electricidad 2.52E+00 1.58E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -8.27E-02 -5.17E-02
Centrifugacion

Electricidad 1.15E-02 7.16E-03
Digestion anaerobia

Agua destilada 1.01E+00 4.26E-04
Electricidad 6.54E-01 4.09E-01
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -1.49E-02 -9.28E-03
TOTAL 2.87E+00

Tabla A.5.9. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW4.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Hidrodestilacion
Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
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Agua

Secado
Electricidad
Molienda
Electricidad
Fermentacion Oscura
Agua destilada
Electricidad
calentamiento
Sustituciones
Electricidad

TOTAL

1.50E+00
3.11E-01
5.15E-02
5.27E+00
2.52E+00

-8.27E-02

6.33E-04

1.95E-01

3.22E-02

2.23E-03

1.58E+00

-5.17E-02

2.46E+00

Tabla A.5.10. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW,5.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)

Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Secado

Electricidad 3.11E-01 1.95E-01
Molienda

Electricidad 5.15E-02 3.22E-02
Digestion anaerobia

Agua destilada 5.27E+00 2.23E-03
Electricidad 2.88E+00 1.80E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -4 91E-01 -3.07E-01
TOTAL 2.43E+00

Tabla A.5.11. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW.I.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Centrifugacion

Electricidad 3.75E-03 2.34E-03
Precipitacion

Etanol 8.97E-01 8.04E-02
Agua destilada 2.83E-01 1.20E-04
Secado

Electricidad 1.59E-01 9.92E-02
Molienda
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Electricidad 2.44E-02 1.52E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 3.63E+00 1.53E-03
Electricidad 1.74E+00 1.09E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -4.75E-02 -2.97E-02
Centrifugacion

Electricidad 7.88E-03 4.92E-03
Fotofermentacion

Medio Reactivo

KH2PO4 2.23E-02 2.89E-02
KHPO4

L-Glutamato (10mM) 2.84E-02 1.73E-02
Agua destilada (RCV) 1.38E+01 5.81E-03
Supersales

FeSO4.7H20 1.75E-04 3.01E-05
C10H14N2Na208.2H20 2.97E-04 1.25E-03
CaCl2.2H20 (7.5 %) 1.11E-03 6.16E-04
MgS04.7H20 (20 %) 2.97E-03 1.26E-03
Agua destilada (ss) 7.41E-01 3.13E-04
Oligoelementos

H3BO3 8.31E-04 1.06E-03
MnSO4.H20 4.73E-04 9.19E-05
CuS04.5H20 1.19E-05 1.10E-04
ZnS0O4.7H20 7.13E-05 1.30E-04
Na2Mo04.2H20 2.23E-04 1.60E-03
Agua destilada 2.96E-01 1.25E-04
Calentamiento

Energia eléctrica 6.20E+00 3.87E+00
Tluminacion

Energia eléctrica 2.74E+00 1.71E+00
Sustituciones

Electricidad -1.59E-02 -9.94E-03
Digestion anaerobia

Agua destilada 9.16E-01 3.87E-04
Electricidad 5.84E-01 3.65E-01
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -2.05E-02 -1.28E-02
TOTAL 7.96E+00

Tabla A.5.12. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW.2.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)

Hidrodestilacion
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Electricidad

Agua

Centrifugacion
Electricidad
Precipitacion

Etanol

Agua destilada
Secado

Electricidad
Molienda
Electricidad
Fermentacion Oscura
Agua destilada
Electricidad
calentamiento
Sustituciones
Electricidad
Centrifugacion
Electricidad
Fotofermentacion
Medio Reactivo
KH2PO4

KHPO4

L-Glutamato (10mM)
Agua destilada (RCV)
Supersales
FeSO4.7H20
C10H14N2Na208.2H20
CaCl2.2H20 (7.5 %)
MgS0O4.7H20 (20 %)
Agua destilada (ss)
Oligoelementos
H3BO3

MnSO4.H20
CuS04.5H20
ZnS0O4.7H20
Na2Mo04.2H20
Agua destilada
Calentamiento
Energia eléctrica
Tluminacion

Energia eléctrica
Sustituciones
Electricidad

TOTAL

1.13E+00
1.50E+00

3.75E-03

8.97E-01
2.83E-01

1.59E-01

2.44E-02

3.63E+00
1.74E+00

-1.51E-01

7.88E-03

2.23E-02

2.84E-02
1.38E+01

1.75E-04
2.97E-04
1.11E-03
2.97E-03
7.41E-01

8.31E-04
4.73E-04
1.19E-05
7.13E-05
2.23E-04
2.96E-01

6.20E+00

2.74E+00

-1.59E-02

7.09E-01
6.33E-04

2.34E-03

8.04E-02
1.20E-04

9.92E-02

1.52E-02

1.53E-03

1.09E+00

-2.97E-02

4.92E-03

2.89E-02

1.73E-02
5.81E-03

3.01E-05
1.25E-03
6.16E-04
1.26E-03
3.13E-04

1.06E-03
9.19E-05
1.10E-04
1.30E-04
1.60E-03
1.25E-04
3.87E+00
1.71E+00
-9.94E-03

7.60E+00
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Tabla A.5.13. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW.3.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Centrifugacion

Electricidad 3.75E-03 2.34E-03
Precipitacion

Etanol 8.97E-01 8.04E-02
Agua destilada 2.83E-01 1.20E-04
Secado

Electricidad 1.59E-01 9.92E-02
Molienda

Electricidad 2.44E-02 1.52E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 3.63E+00 1.53E-03
Electricidad 1.74E+00 1.09E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -4.75E-02 -2.97E-02
Centrifugacion

Electricidad 7.88E-03 4.92E-03
Digestion anaerobia

Agua destilada 9.16E-01 3.87E-04
Electricidad 5.84E-01 3.65E-01
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -2.05E-02 -1.28E-02
TOTAL 2.32E+00

Tabla A.5.14. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW4.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Centrifugacion

Electricidad 3.75E-03 2.34E-03
Precipitacion

Etanol 8.97E-01 8.04E-02
Agua destilada 2.83E-01 1.20E-04
Secado

Electricidad 1.59E-01 9.92E-02
Molienda
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Electricidad 2.44E-02 1.52E-02
Fermentacion Oscura

Agua destilada 3.63E+00 1.53E-03
Electricidad 1.74E+00 1.09E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -4.75E-02 -2.97E-02
TOTAL 1.96E+00

Tabla A.5.15. Inventario de ciclo de vida y GWI del escenario OPW.5.

Etapa LCI (cantidad UF) GWI (kg CO2 eq UF)
Hidrodestilacion

Electricidad 1.13E+00 7.09E-01
Agua 1.50E+00 6.33E-04
Centrifugacion

Electricidad 3.75E-03 2.34E-03
Precipitacion

Etanol 8.97E-01 8.04E-02
Agua destilada 2.83E-01 1.20E-04
Secado

Electricidad 1.59E-01 9.92E-02
Molienda

Electricidad 2.44E-02 1.52E-02
Digestion anaerobia

Agua destilada 3.61E+00 1.52E-03
Electricidad 1.97E+00 1.23E+00
calentamiento

Sustituciones

Electricidad -2.88E-01 -1.80E-01
TOTAL 1.96E+00
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