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Resumen

La produccion de hidrogeno por métodos biologicos a partir de fuentes renovables,
como la fermentacion oscura de biomasa, resulta una alternativa prometedora para
reducir la dependencia a los combustibles fésiles ya que el biohidrogeno es un
combustible libre de carbono que solo genera agua cuando se quema. El bagazo
de Agave tequilana Weber es uno de los principales residuos lignoceluldsicos
generados por la industria del tequila en México. Este bagazo tiene un gran
potencial para la produccion de Hz debido a su alto contenido de azucares, que
pueden liberarse a través de una hidrélisis enzimética. Actualmente, se ha
demostrado que mezclas enzimaticas (celulasas y hemicelulasas) mejoran
significativamente la liberacion de los azlcares, sin embargo, son costosas. En este
trabajo se evalud el potencial de produccién de hidrogeno en un reactor CSTR a
partir de hidrolizados obtenidos con una mezcla enzimética importada (Celluclast
1.5L/Viscozyme) y una enzima comercial nacional (Stonezyme). El desempefio del
CSTR alimentado con el hidrolizado obtenido con la mezcla enzimatica fue
excelente, alcanzando una velocidad volumétrica de produccién de hidrégeno
(VVPH) maxima de 12.9 L Hz/L-d que se logr6é a una carga orgénica volumétrica
(COV) de 90 g DQO/L-d. Cuando se operé un segundo reactor CSTR con el
hidrolizado obtenido a partir de una enzima comercial nacional se obtuvo una VVPH
méaxima de 2.2 L H2/L-d a una COV de 100 g DQO/L-d. La remocion de azucares
durante este ensayo fue de 83%, menor al obtenido con la mezcla enzimética que
fue de 93%. En ambos ensayos se observé una relacion directa entre la COV y la
VVPH. Los distintos desempefios fueron atribuidos a que la produccion de
hidrogeno fue influenciada significativamente por la composicion de los azlcares de
los hidrolizados. El presente trabajo muestra que la alta VVPH obtenida con la
mezcla enzimatica da como resultado un menor costo en la produccion por litro de

Hz2, en comparacion con la enzima comercial nacional.

Palabras clave: Bagazo de agave, CSTR, Hidrogeno, Hidrdlisis enzimatica
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Abstract

Hydrogen production by biological methods from renewable sources, such as dark
fermentation of biomass, is a promising alternative to reduce dependence on fossil
fuels since biohydrogen it a carbon-free fuel that only generates water when it is
burned. The Agave tequilana Weber bagasse is one of the main lignocellulosic
residues generated by the tequila industry in Mexico. This bagasse has a great
potential to produce Hz due to its high content of sugars, which can be released
through an enzymatic hydrolysis. Currently, it has been shown that mixtures of
cellulases and hemicellulases significantly improves the release of sugars, however,
are very expensive. In this work the potential of hydrogen production in a CSTR
reactor was evaluated from hydrolysates obtained with an imported enzymatic
mixture and a national commercial enzyme. The performance of the CSTR fed with
the hydrolysate obtained with the enzymatic mixture was excellent; reaching a
maximum volumetric hydrogen production rate (VHPR) of 12.9 L H2/L-d achieved at
an organic loading rate (OLR) of 90 g COD/L-d. In the second test when operating
the CSTR with the hydrolysate obtained whit a single commercial enzyme
preparation, a maximum VHPR of 2.2 L H2/L-d was obtained at an OLR of 100 g
COD/L-d. The removal of sugars during this trial was 83%, lower than that obtained
with the enzymatic mixture that was 93%. In both trials, a direct relationship was
observed between OLR and VHPR. The different performances were attributed to
the fact that the production of hydrogen was significantly influenced by the
composition of the sugars of the hydrolysates. The present work shows that the high
VHPR obtained with the enzymatic mixture results in a lower cost in the production

per liter of H2, compared with the national commercial enzyme.

KEYWORDS. Agave bagasse, CSTR, Enzymatic hydrolysis, Hydrogen.
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1. Introduccion

1.1 Produccion de hidrégeno

La produccion de hidrégeno es una alternativa prometedora para reducir la
dependencia de los combustibles fésiles y aumentar el uso de biocombustibles
sostenibles, ya que se puede producir a partir de fuentes renovables como la
biomasa. De esta forma se pueden obtener beneficios como la reduccién de
emisiones de CO2, mayores ingresos de productos agricolas a través de la
conversién de residuos y reduccion de los costos de gestion de los mismos (Chang
et al. 2011; Tapia-Venegas et al. 2015). El hidrégeno, ademas de caracterizarse por
ser el gas con mayor contenido de energia por unidad de peso (143 GJ/ton), es un
combustible libre de carbono que solo genera agua cuando se quema y es un gas
de baja solubilidad que puede ser facilmente separado del agua (Davila-Vazquez et
al. 2008).

Actualmente, los principales métodos de produccién de hidrégeno incluyen la
gasificacion del carbon, produccion a partir de gas natural, la electrélisis del agua,
la fotocatdlisis solar, los ciclos termoquimicos por energia nuclear y la produccion
de hidrégeno a partir de biomasa (Chang et al. 2011). Existen diferentes vias para
producir hidrégeno a partir de biomasa y los dos métodos de conversibn mas
comunes son termoquimicos y biolégicos. Los métodos termoquimicos usan calor
para descomponer la biomasa en productos gaseosos, lo cual pone a los métodos
biolégicos en ventaja al usar menores cantidades de energia (Bartels et al. 2010;
Tapia-Venegas et al. 2015). En cuanto a los métodos bioldgicos, éstos incluyen la
biofotdlisis directa e indirecta, la fotofermentacion y la fermentacion oscura. La
fermentacién oscura ocurre en la naturaleza dentro del proceso de digestion
anaerobia, el cual se lleva a cabo por bacterias anaerobias que degradan sustratos
ricos en carbohidratos, donde la generacion de hidrogeno es un producto
secundario de la degradacion de la materia organica a acidos grasos volatiles
(AGV). Este proceso de produccion de hidrogeno presenta algunas ventajas, tales
como: condiciones de reaccion moderadas, mayor velocidad de produccion y AGV
gue son faciles de usar en otros procesos (Chang et al. 2011; Kothari et al. 2012;

1



Lee et al. 2009). Sin embargo, en este proceso el hidrégeno producido puede ser
consumido por otras bacterias, como los microorganismos homoacetégenos, lo cual

es una desventaja del proceso (Tapia-Venegas et al., 2015).

1.2 Biomasa lignocelulésica

La produccion de hidrogeno a partir de biomasa lignoceluldsica se ha convertido en
una alternativa de combustible que puede disminuir la contaminacion ambiental.
Distintos paises en el mundo estan interesados en el potencial de la biomasa
lignocelulésica como materia prima para la produccion de biocombustibles debido a
su bajo costo, amplia disponibilidad, alto contenido de carbohidratos, ninguna
competencia con materia prima alimentaria y sumando la ventaja de que con esta
aplicacion podemos dar tratamiento a estos desechos (Contreras-Davila et al. 2017;
Montiel et al. 2016; Tapia-Venegas et al. 2015).

El bagazo de Agave tequilana Weber, var. azul es un subproducto lignoceluldsico
en la produccién de tequila, como bien sabemos, la bebida alcohdlica mas
importante producida en México. La produccién anual de bagazo de agave en
México es de aproximadamente 3.6x10° toneladas por afio y actualmente se utiliza
como alimento para animales o para compostaje. Sin embargo, su potencial para la
sacarificacion y la posterior produccién de biohidrégeno no ha sido ampliamente
estudiado (Montiel et al., 2016).

Contreras-Davila et al. (2017) reportan que el bagazo de Agave tequilana Weber es
una buena fuente de azlcares fermentables para la produccién de hidrégeno debido
a su alto contenido en carbohidratos y bajo contenido de lignina, sin embargo, la
combinacion de procesos efectivos con la hidrolisis enzimética eficiente para
obtener azucares fermentables a partir de estos residuos sigue siendo un desafio

importante (Montiel et al., 2016).



1.2.1 Composicion de la biomasa lignoceluldsica

En la pared celular de las plantas se encuentra el material lignocelulésico, el cual es
un biopolimero, cuyos constituyentes son lignina, hemicelulosa y celulosa
principalmente. En la fase fibrilar cristalina se encuentran finos filamentos formados
de celulosa, mientras que hay una fase amorfa formada por celulosa, hemicelulosa
y polisacéridos no celulésicos como xilanos, glucanos, galactanos, mananos y
fructanos, ademas de pectinas, glucoproteinas y lignina (Lopez-Gutiérrez 2015).
La lignina forma una matriz amorfa que sirve para proteger a los polisacaridos de la
degradacion microbiana y de la hidrélisis enzimética en general, es de naturaleza
fenolica con grupos metoxi y fenilpropanicos. La hemicelulosa es un conjunto de
polimeros formados por pentosas, hexosas, acidos uronicos y 6-deoxi-hexosas, que
interacciona con la celulosa y la lignina para dar rigidez a la pared celular (Doherty
etal. 2011; Lépez-Gutiérrez 2015). La celulosa o 3-1-4-glucano es un polimero lineal
de glucosa compuesto por unidades de celobiosa, las cadenas de celulosa se
encuentran empacadas por enlaces de hidrégeno en microfibrillas que estan unidas
entre si por hemicelulosas, polimeros amorfos, pectinas y a su vez estos estan
cubiertos por lignina, por lo que es necesario someterla a un tratamiento para la
liberacibn de azlucares como D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-xilosa y L-
arabinosa (Lopez-Gutiérrez 2015; Karimi et al. 2008).

La planta del agave esta constituida por hojas o pencas (55% p/p) y por la pifia, la
cual representa 45% del peso total de la planta. A su vez, la pifia del agave esta
formada por una fraccion soluble rica en fructanos y una insoluble constituida por
fibra lignoceluldsica (Lopez-Gutiérrez, 2015).

La composicion del bagazo de agave se muestra en la Figura 1. Los componentes
restantes son proteinas, minerales y otros compuestos. Esta composicion es lo que
hace que el bagazo de agave sea un candidato potencial para la bioconversion a

hidrogeno (Vandenbossche et al., 2014).



Hemicelulosa

Figura 1. Composicion del bagazo de agave, en base peso seco (w/w) (Contreras-
Davila et al., 2017).

1.2.2 Hidrélisis enziméatica

La biomasa lignoceluldsica puede transformarse en hidrogeno a través de procesos
fisicoquimicos o biolégicos como ya se menciono anteriormente pero el tratamiento
es el paso crucial para convertir los materiales lignocelulésicos en azUcares
fermentables (Montiel et al., 2016). En este sentido, la hidrélisis enziméatica es un
tratamiento altamente atractivo desde el punto de vista econdémico y energético ya
que la recuperacion de carbohidratos es alta y la utilizacion de energia baja, lo cual
hace que el proceso sea rentable, en comparacién con el proceso de la hidrélisis
acida que se lleva a cabo a altas temperaturas que aumentan los costos (Kumar,
Barrett, Delwiche, & Stroeve, 2009; Montiel et al., 2016; Mosier et al., 2005). Aunado
a esto, el uso de enzimas tiene ventajas importantes, como condiciones moderadas
en el proceso (pH 4.0-7.0 y temperatura de 40-60 °C), altos rendimientos,

especificidad y el hecho de que las reacciones con enzimas no producen



subproductos (compuestos fendlicos, furfurales, hidroximetilfurfurales, acido
férmico, entre otros), que puedan impactar negativamente en la produccion de
hidrégeno al afectar el metabolismo microbiano (Palomo-Briones et al. 2018).

Para llevar a cabo la hidrdlisis enzimética es necesaria la reduccion de tamafio de
las fibras del bagazo de agave para facilitar el manejo de los materiales
lignoceluldsicos y aumentar su area superficial, mejorando asi el acceso a las
enzimas y también disminuye la cristalinidad de la celulosa. Una alternativa es la
molienda del bagazo, un método practico que se usa comunmente en las industrias
de procesamiento de alimentos para la produccién a gran escala (Lee et al. 2009;
Montiel et al. 2016; Singh et al. 2014).

Una vez que se lleva a cabo un proceso para reducir el tamafio de particula, los
azucares contenidos en el bagazo se pueden liberar a través de la hidrolisis
enzimatica por dos principales grupos de enzimas (celulasas y hemicelulasas) que
descomponen la celulosa y hemicelulosa en sus correspondientes monémeros. La
primera parte de la hidrélisis enzimatica consiste en la adsorciébn de enzimas
celulasas en fase liquida en la superficie de la celulosa (sélido), después se lleva a
cabo la hidrdlisis de la celulosa a azucares simples, principalmente celobiosa y
oligbmeros y, finalmente, la desorcion de las celulasas a la fase liquida. Del mismo
modo la hemicelulosa se puede hidrolizar mediante hemicelulasas (Karimi et al.
2008).

Diversos estudios han reportado buenos rendimientos de azucares reductores
mediante la hidrélisis enzimatica de materiales lignocelulésicos utilizando enzimas
como Acellerasa, Novozyme 188, Multieffect Xilanasa y Multieffect Pectinasa donde
se han alcanzado entre 400 y 500 g de azlcares reductores por kilogramo de
material lignocelulosico (Bals, Rogers, Jin, Balan, & Dale, 2010). Otras enzimas
comerciales se han utilizado con diferentes sustratos, entre ellos algunos tipos de
agaves y bagazos. Cellic CTec2 (Novozyme) fue capaz de hidrolizar paja de trigo
con mas de 98% de rendimiento y Celluclast 1.5L (Novozyme) con suplementos de
B-glucosidasa alcanzé hasta 81% de rendimiento (Rodrigues, Haven, Lindedam,
Felby, & Gama, 2015). Por otro lado Hu y colaboradores (2011) han propuesto que

mezclas de enzimas como la B-glucosidasa, xilanasa y cofactores de celulasas,



pueden mejorar considerablemente la eficiencia de la hidrélisis de sustratos
lignoceluldsicos tal como lo muestran sus resultados en donde Celluclast 1.5L,
Novozyme 188 y Multieffect Xilanasa se usaron en combinacién para lograr una
conversion cercana a 70%. Otras mezclas de las preparaciones de Novozyme,
como Cellic CTec2 y Cellic HTec2, se emplearon en la hidrolisis de bagazo de
agave, pretratado con liquido i6nico, y el rendimiento obtenido fue de
aproximadamente el 50% del rendimiento te6rico de C6 (Perez-Pimienta et al.,
2015). La mezcla Celluclast 1.5L/Viscozyme (Novozyme) ya ha sido utilizada para
la sacarificacion de biomasa de una especie de sauce nativa de Asia occidental
(Singal et al., 2011), pero no para bagazo de agave. Para el caso especifico de
hidrolizados de bagazo de agave, trabajos anteriores han reportado
concentraciones de azUcares totales utilizando Celluclast 1.5L entre 5.3y 12.5 g/L
(Contreras-Davila et al. 2017; Montiel-Corona y Razo Flores 2018). Sin embargo,
en todos los casos son enzimas comerciales importadas y, hasta el momento, no
hay reportes del potencial de produccién de hidrégeno con hidrolizados obtenidos
de mezclas enzimaticas ni de enzimas comerciales nacionales.

En el presente trabajo se empled la preparacion enzimatica Stonezyme, de origen
nacional la cual es empleada en detergentes. Su funciéon es reacondicionar la
apariencia de la ropa eliminado las pequefias fibras de celulosa que se forman con
el desgaste de la ropa (pilling). Ademéas, se emple6 una mezcla de dos
preparaciones enzimaticas de importacion, Celluclast 1.5L/Viscozyme, las cuales
han sido usadas con éxito para la sacarificacion de biomasa lignocelulésica. La
produccion de hidrégeno de los hidrolizados obtenidos con esta mezcla se usara
como referencia de comparacién para la produccion de hidrégeno proveniente de
los hidrolizados obtenidos con Stonezyme.

1.3 In6culo y pretratamiento

Es importante saber que les algunos microorganismos productores de biohidrogeno
pueden ser anaerobios estrictos y facultativos, que pertenecen principalmente a las

familias Clostridiaceae y Enterobacteriaceae. La diferencia entre ambos grupos de



microorganismos es la produccion de subproductos debido a sus diferentes
metabolismos y al rendimiento tedrico de hidrégeno de cada uno. La produccion de
hidrogeno por fermentacion oscura puede llevarse a cabo ya sea mediante un
cultivo puro o un cultivo mixto de bacterias (Davila-Vazquez et al., 2008; Tapia-
Venegas et al., 2015). Una serie de trabajos han demostrado que los cultivos puros
pueden promover mayores tasas de produccion de hidrégeno y rendimientos
molares que los cultivos mixtos. A pesar de ello, el principal inconveniente para
usar cultivos puros es que se deben mantener condiciones estériles para evitar la
contaminacion de los microorganismos que pueden reducir la produccion de
hidrogeno (Carrillo-Reyes et al., 2016). Por otro lado, los cultivos mixtos son mas
faciles de operar, controlar y se puede usar una amplia variedad de sustratos (Wang
ey al. 2009).

La estrategia de aplicar un pretratamiento al indculo y las condiciones operacionales
del proceso de produccion de hidrégeno son fundamentales para enriquecer el
consorcio con bacterias productoras de hidrégeno y eliminar los potenciales
consumidores de hidrogeno como los metandgenos hidrogenotroficos (Carrillo-
Reyes et al.,, 2016). Los tratamientos con calor o acido han sido ampliamente
utilizados debido a que, a diferencia de los metanégenos que consumen Hz, las
bacterias productoras de hidrégeno como Clostridium toleran temperaturas mas
altas; adicionalmente, las bacterias productoras de hidrégeno pueden crecer a pH
mas bajo que los metandégenos consumidores de hidrégeno (Davila-Vazquez et al.
2008). Sin embargo Carrillo-Reyes (2013), reporta que este pretratamiento, ademas
de seleccionar microorganismos productores de hidrégeno, también selecciona
consumidores de hidrégeno, como los homoacetogénicos, ya que mediante
técnicas moleculares como PCR-DGGE y clonacion encontr6 homoacetogénicos
como Blautia hydrogenotrophica, Oscillibacter valericigenes y Clostridium

ljungdahlii.

1.4 Configuraciones de reactor

La configuracion del reactor tiene un gran impacto en el desemperio del proceso de

produccion de hidrégeno, por esta razén, se han estudiado ampliamente diversas



configuraciones, desde el uso de reactores de biomasa fija como le-es-el reactor de
lecho de lodos de flujo ascendente (UASB por sus siglas en inglés, Upflow
Anaerobic Sludge Blanket) y el reactor de lecho empacado, donde la principal
limitante es el largo tiempo de arranque necesario para establecer una comunidad
productora de hidrégeno (Carrillo-Reyes, 2013), hasta los reactores de biomasa
suspendida como el reactor de tanque agitado continuo (CSTR por sus siglas en
inglés, Continuous Stirred Tank Reactor) que es el mas utilizado para la produccién
de hidrégeno.

1.4.1Reactor de tanque continuamente agitado

El CSTR es la configuracion de reactor de biomasa suspendida mas sencilla para
la produccion de hidrégeno (Jung et al., 2011), ya que es facil de operar y, dado que
estos sistemas se encuentran completamente agitados, pueden mejorar la
eficiencia de transferencia de masa debido al buen contacto sustrato-biomasa y
permite estudiar aspectos cinéticos de los cultivos productores de hidrégeno
(Arriaga et al., 2011; Contreras-Davila, 2015). Un factor importante a considerar en
la operacion de un CSTR es el tiempo de retencion de sélidos (TRS), que es igual
al tiempo de retencién hidraulico (TRH), lo cual, en principio, permite el lavado de la
biomasa que no puede crecer a la tasa de dilucién aplicada, especialmente cuando
se opera a una alta tasa de dilucién (es decir, bajo TRH), lo que puede resultar en
una baja eficiencia de produccion de Hz debido al lavado de células (Arriaga et al.,
2011; Carrillo-Reyes, 2013).

No obstante, superando los factores anteriormente mencionados que podrian
afectar la produccién de Hz en el CSTR, hay estudios que reportan valores altos de
velocidad volumétrica de produccion de hidrogeno (VVPH) utilizando distintos
sustratos. En el caso patrticular, existen diferentes reportes de produccion de H2 a
partir del hidrolizados enziméaticos de bagazo de agave utilizando una sola enzima
(Celluclast 1.5L) en los cuales se obtienen VVPH entre 2.53 y 6 L H2/L-d (Contreras-
Davila et al. 2017; Montiel-Corona y Razo Flores 2018) a cargas organicas

volumétricas (COV) no mayores a 52 g de demanda quimica de oxigeno (DQO)/L-



d, y de 5.19 L Hz/L-d utilizando como sustrato un hidrolizado enzimatico de paja de

avena pretratada con vapor acido (Tabla 1).

Tabla 1 Produccion de Hz en continuo en CSTR con biomasa lignocelulosica.

Ccov

VVPH

Reactor  Sustrato Tratamiento (g DQO/L-d) (L Ha/L-d) Referencia
Hidrolisis
Bagazo de enzimatica (Contreras-
CSTR 52.2 2.53 Davila et al.
agave (Celluclast 2017)
1.5L)
Hidrolisis (Montiel-
CSTR Bagazo de enzimatica 44 6 Coronay
agave (Celluclast Razo Flores
1.5L) 2018)
Pretratada
con vapor
Paja de acido. (Pawar et al.
CSTR trigo Hidrolisis 70.3 5.19 2013)
enziméatica
(Cellic C)

Una limitante en el proceso fermentativo de produccién de hidrégeno con

hidrolizados enziméaticos de bagazo de agave es que, a pesar de que ya se conocen

de manera detallada las condiciones de operacion de temperatura y pH de los

reactores CSTR, se ha encontrado una barrera de COV alrededor de 52.2 g DQO/L-

d (Contreras-Davila et al., 2017) en donde conforme ésta aumenta, la VVPH

comienza a decaer.



2. Justificacion, Hipotesis y Objetivos

2.1 Justificacioén

Si bien la produccion de hidrogeno a partir de residuos organicos via fermentacion
oscura es bien reconocida como una alternativa a los combustibles fosiles, la
biomasa lignocelulésica se destaca como una materia prima atractiva para la
produccion de biocombustibles debido a su abundancia y su caracter renovable.
Sumando a esto el hecho de que grandes cantidades de este tipo de biomasa
pueden recuperarse como subproductos de una amplia gama de procesos
agroindustriales, como es el caso de la industria del tequila en México (Arreola-
Vargas et al., 2016), donde se ha reportado la produccién de 3.6 x 10°toneladas de
bagazo de agave por afio (Caspeta et al. 2014).

Hasta el momento, los estudios del potencial de produccién de hidrégeno a partir de
hidrolizados enziméaticos de bagazo de agave se han realizado utilizando un solo
grupo de enzimas (celulasas), o una mezcla de enzimas (celulasas vy
hemicelulasas). El uso de mezclas permite obtener una mayor concentracion de
azulcares totales debido al sinergismo entre dichas enzimas, lo cual puede favorecer
la produccién de Ha.

Por otra parte, la hidrdlisis enzimatica del bagazo de agave a partir de una enzima
comercial nacional reduciria los costos de produccion de hidrégeno ya que
actualmente el precio por mililitro de las enzimas comerciales importadas es de
$1.05 Celluclast 1.5L (celulasa) y $29.95 Viscozyme (hemicelulasa), mientras que

Stonezyme (una celulasa comercial nacional) tiene un precio de $0.42.

Por lo que en este trabajo se estudiara el efecto de diferentes COV con hidrolizados
de bagazo de agave a partir de una mezcla de enzimas de importacion (Celluclast
1.5L/Viscozyme) y una enzima de produccion nacional (Stonezyme) de menor
precio con la finalidad de analizar el desempefio de un CSTR en la produccién de

hidrégeno.
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2.2 Hipotesis

Se obtendrda una mayor produccién de hidrégeno en un CSTR utilizando como
sustrato el hidrolizado de bagazo de agave obtenido con una mezcla de enzimas
comerciales importadas, gracias al sinergismo entre celulasas y hemicelulasas
durante el proceso de sacarificacidn, lo que resultar4 en una mayor concentracion
de azucares totales en el hidrolizado, en comparacién con el hidrolizado de bagazo

de agave obtenido a partir de una enzima nacional comercial.

2.3 Objetivo General

Evaluar el efecto del uso de dos diferentes hidrolizados de bagazo Agave tequilana
Weber obtenidos con una mezcla de enzimas importadas (Celluclast
1.5L/Viscozyme) y una enzima comercial nacional (Stonezyme) empleados como

sustrato, sobre la produccion de hidrégeno en continuo, utilizando un CSTR.

2.4 Objetivos Especificos

e Caracterizar los hidrolizados de bagazo de agave de la mezcla enzimatica
importada y de la enzima comercial nacional, para conocer la concentracion de
DQO, ATy AR.

e Evaluar el efecto de la variacién de distintas COV en la produccion de
hidrégeno en un reactor CSTR alimentado con los distintos hidrolizados de
bagazo de agave, con el fin de encontrar una maxima COV a la que se pueda
producir una alta VVPH.

e Comparar el costo efectivo por litro de hidrogeno producido a partir de los dos

diferentes hidrolizados, para conocer cudl seria el hidrolizado mas rentable.
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3. Materiales y Métodos

1.1 Tratamiento del bagazo

El bagazo de agave se obtuvo de Casa Herradura (Amatitan, Jalisco, México). Se
llevaron a cabo tres lavados de una hora cada uno con agua potable para eliminar
residuos y sustancias solubles, se seco a temperatura ambiente durante 48 horas,
posteriormente se moli6 en un molino de cuchillas para obtener fibras mas
pequefias y, finalmente, se tamizé con una malla de 2 mm (No. 18). El bagazo
tamizado se almacend en costales a temperatura ambiente en condiciones secas y

sin luz.

1.2 Hidrélisis enzimatica

1.2.1 Hidrolizado con una mezcla de enzimas comerciales

La hidrdlisis con la mezcla enzimatica se llevé a cabo en un reactor de vidrio con un
volumen de trabajo de 10 L (modelo U1 TPLC/FAM-10000, Prendo, Puebla, México)
integrado con un agitador vertical helicoidal y con un control manual de agitacion.
La temperatura se control6 de forma automatica empleando un recirculador de agua
integrado a dicho reactor (modelo FC-20P, Prendo, Puebla, México). Las enzimas
empleadas en este estudio fueron mezclas comerciales de celulasas y
hemicelulasas producidas por la empresa Novozyme: Celluclast 1.5L, con actividad
celulasa (Biotecsa, México) y Viscozyme con actividad de hemicelulasa (Sigma-
Aldrich, EUA). Siguiendo el protocolo para sacarificacion enzimatica reportado por
Galindo-Hernandez (2017), se incorporaron 50 g de bagazo seco por cada litro de
buffer de citratos 50 mM a pH 5.0, se afadié 1 mg celulasa/mL buffer y 0.1 mg
hemicelulasa/mL buffer (25 mL de Celluclast 1.5L y 2.7 mL de Viscozyme por litro
de buffer). El tratamiento se llevé a cabo a 40°C por 6 horas en agitacion continua

12



a 100 rpm. La caracterizacion de las enzimas en funcion de sus actividades
hidroliticas se muestra en el Anexo 1.

El hidrolizado se filtr6 a través de una tela absorbente 100% algodén para eliminar
fibras del bagazo y evitar futuros problemas de taponamiento en las lineas de

alimentacion. El hidrolizado filtrado se almacené a 4°C.

1.2.2 Hidrolizado con una enzima nacional

La hidrélisis de bagazo de agave con una enzima comercial nacional se realiz6
utilizando Stonezyme (ENMEX, México), con actividad celulasa. Se agregaron
78.79 g de bagazo seco por cada litro de buffer de citratos 50 mM, la temperatura y
el pH fueron 50 °C y 6.21, respectivamente. La concentracion de enzima afadida
fue de 2.25 mg proteina/mL de buffer (82.97 mL de Stonezyme por litro de buffer).
El tratamiento se llevé a cabo en el mismo reactor de vidrio de 10 L utilizado para la
mezcla enzimética (modelo U1 TPLC/FAM-10000, Prendo, Puebla, México) con
agitacion continua a 100 rpm durante 7 horas.

Al igual que con el hidrolizado de la mezcla enzimatica, el hidrolizado se filtré a

través de una tela absorbente y se almacené a 4°C antes de introducirlo al reactor.

1.3 In6culo y medio de cultivo

Se utilizé como in6culo lodo anaerdbico granular obtenido de un reactor UASB a
nivel industrial que trata vinazas de tequila de Casa Herradura (Amatitan, Jalisco,
México). El lodo fue tratado térmicamente a 105 °C durante 24 horas de acuerdo a
Contreras-Davila et al. (2017) para eliminar los microorganismos que consumen
hidrogeno. El medio mineral se preparé de acuerdo con Arreola-Vargas et al. (2014)
para contener (g/L): NH4H2PO4, 4.5; Na2HPOs4, 0.635; K2HPO4, 0.125;
MgClz - 6H20. 0.1; ZnClz, 0.075; FeSOa4 + 7H20, 0.025; MnSO4 - H20, 0.009;

CuSOs4 - 5H20, 0.005. Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico.
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1.4 Operacion del reactor de tanque agitado

Se utilizé un CSTR (Applikon modelo 2310210011) con un volumen total de 1.3 Ly
un volumen de trabajo de 1 L, mezclado mecénico y equipado con una chaqueta
térmica y sensores de pH, potencial redox y temperatura (Figura 2).

El CSTR se oper6 en 2 experimentos distintos:

Experimento 1: Se trabajé con el hidrolizado obtenido de la mezcla de enzimas
comerciales importadas (celulasas y hemicelulasas) a 37 °C.

Experimento 2: Se trabajo con el hidrolizado obtenido de una enzima comercial
nacional (celulasas) a 37 °C.

Las condiciones operacionales se presentan en la Tabla 2. En todos los casos se
evalué el desempefio de los reactores con especial énfasis en VVPH y en los
rendimientos especificos de producciéon de hidrégeno (REH), expresados en litros

de hidrégeno por kilogramo de bagazo.

A e
—{0) A5

Na "0 —

Figura 2. Esquema del reactor CSTR. A: Bomba de alimentacion, B: Bomba de efluente,

C: Computadora, D: Chaqueta térmica, E: bomba de NaOH, F: Sensor de pH, G: Sensor de

temperatura, H: Contador de gas, I: Sensor potencial oxido-reduccion, J: Rotor.

El reactor se oper6 en lote durante el arranque en ambos experimentos, en cada

uno de los experimentos el reactor se inoculé con 4.5 g SSV/L de lodo tratado
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térmicamente y se aliment6 con el hidrolizado enzimético correspondiente a una
concentracion de 10 g DQOIL, ajustando el pH inicial a 5.5 con NaOH 4 M y con
agitacion mecénica continua a 300 rpm. Para mejorar las condiciones anaerobias,
el reactor se purgd con una mezcla de gases CO2/N2 durante 8 minutos. Para
cambiar a modo continuo, el flujo de alimentacion en ambos experimentos se
establecio en 2.7 mL/min, para obtener un TRH de 6 h. Los procesos se
consideraron en estado estacionario cuando la variacion de la produccion de gas
fue inferior a 10% durante 3 dias seguidos.

Para el Experimento 1 con el hidrolizado obtenido de la mezcla enzimatica, la COV
en el reactor fue entre 36 y 90 g DQO/L-d y para el Experimento 2 con Stonezyme
la COV fue entre 44 y 100 g DQO/L-d; en el periodo final de este experimento se
evalué una carga de 100 g DQO/L-d pero centrifugando el hidrolizado a 10000 rpm
por 15 minutos para retirar los sdlidos del hidrolizado y determinar su efecto en el

desemperio del CSTR.

Tabla 2. Condiciones de operacion del CSTR alimentado en el Experimento 1 con
hidrolizados obtenidos con enzimas comerciales importadas y en el Experimento 2

con hidrolizados obtenidos con una enzima comercial nacional.

Concentracion

Experimento Periodo O[p):aach(:jign Enzima? de sustrato cov
(g DQOIL) (g DQO/L-d)
I 1-9 9 36
[l 10 - 22 10 44
1 23-29 Celluclast 13 52
1 v 30-41 5L/Viscozyme 15 60
\Y 42 - 47 ) 17.5 70
VI 48 - 52 20 80
VII 53-57 22.5 90
I 1-10 11 44
[l 11-16 13 52
5 1 17 - 23 Stonezyme 15 60
\Y, 24 - 30 20 80
V 31-35 25 100
VI' 36 - 39 25 100

*Hidrolizado centrifugado a 10,000 rpm

2el hidrolizado se obtuvo con la(s) enzima(s) que se indica(n)
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Las ecuaciones utilizadas para calcular los parametros operacionales como la COV

y evaluar el rendimiento del reactor (Tabla 3) fueron tomadas de Contreras-Davila

et al. (2017).
Tabla 3. Ecuaciones para medir el desempeiio del CSTR.
g0 Donde:
(1) COV =rry « S?= Concentracion sustrato inicial
Vi e Vgr=Volumen del CSTR
2) TRH = Q e Q= Flujo de alimentacion
e {=tiempo
®  Vh2produci =  volumen a
(3) VVPH = VHZ producido/t Hap ?dec do ] .
Vr condiciones estandar (0°C y 1
atm)
mol H ido/t e 1 mol de AT= 1 mol de glucosa
(4) RMH = [ 2 producido ] %< 0.6 g
mol AT,qpns/t
¢ VoOlhdolizado =  Volumen de
hidrolizado obtenido por lote
. L4 Velconsumo = V0|umen de
Volhidrolizado
(5) REH = VVPH* Vi * S comeumo hidrolizado consumido por dia
B [sustrato]

(6)

(7)

(8)

(9)

e [sustrato] = Cantidad de bagazo
empleado por lote en la
hidrdlisis.

Acetato homoacetogénico

B 2[Ace] + 2[But] — [Prop] — H,
6

% Acetato homoacetogénico

(Acetato homoacetogénico> 0
E3
Acetato total

Precio por litro de hidrolizado
CostoLdeH, =

Litros de H, preducidos por L de hidrolizado

VVPH (Vol del reactor)
Litros de hidrolizado por dia

Litros de H,producidos por L de hidrolizado =

16



1.5 Métodos analiticos

La determinacion de DQO soluble, ST, y SSV se realizé de acuerdo con los métodos
estandar APHA 5220, 2540-B y 2450-E, respectivamente (APHA, 1997). Los
azucares totales (AT) y azucares reductores (AR) se determinaron por el método
fenol-sulfarico y &cido 3,5-dinitrosalicilico, respectivamente (DuBois et al. 1956;
Miller, 1959). La produccion de gas se midi6 mediante un dispositivo de
desplazamiento de liquido (modelo MVG-10, Prendo, México) y la composicion del
gas (Hz y COz2) se analizd0 mediante Cromatografia de Gases -TCD, tal como se
describié previamente (Carrillo-Reyes et al. 2012). Los metabolitos producidos
durante la operacion del reactor (acetato, butirato, propionato, formiato y lactato) se
cuantificaron mediante electroforesis capilar de acuerdo con Davila-Vazquez et al.
(2008).
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4. Resultados y Discusion

4.1 Hidrolizados enziméticos

El hidrolizado obtenido con la mezcla enzimética importada (Celluclast 1.5L-
Visoczyme) y que se uso para la alimentacion del reactor CSTR en el Experimento
1, se obtuvo de un solo lote de bagazo de agave y se realizaron 10 lotes de
hidrolizado. Los valores de DQOso y azucares totales (AT) para cada lote de
hidrolizado se presentan en la Figura 3a y la duraciébn de los hidrolizados
enzimaticos de cada uno de los lotes alimentados al CSTR se describe mas
adelante. En promedio, el hidrolizado obtenido de la mezcla Celluclast
1.5L/Viscozyme presentd una DQOsol de 39.7 £ 1.7 g/L, AT de 12.61 + 0.94 g/L y
AR de 9.0 £ 1.03 ¢g/L. Las concentraciones de solidos totales (ST) y solidos

suspendidos volatiles (SSV) se muestran en la Tabla 4.

a)

70 0.6
60 05 8
(9]

g °0 04 =
® 03 28
£ 30 28
820 02 ¢ 8
o 10 =
0 0 §
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
b) Lote de Hidrolizado
70 06 o
—
@60 0_5;
£ 90 04
o 40 o0
© 03 =N
'E 30 g I 1 7 o T 1 g %
S 20 1 025 g
Soo (LA OL I RO 0L IRTL R If o
0 T T T T T T T T T T T 0 5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 o

Lote de Hidrolizado

Figura 3. Caracterizacion de los distintos lotes de hidrolizados enziméticos utilizados para
la produccion de hidrégeno en el CSTR. a) Hidrolizado obtenido de la mezcla Celluclast
1.5L/Viscozyme, b) Hidrolizado obtenido con Stonezyme. m AT, = Rendimiento de azlcares
y | DQOsol.
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El hidrolizado obtenido con Stonezyme y que se uso para operar el Experimento 2
del CSTR, se obtuvo de un solo lote de bagazo de agave y se produjeron 12 lotes
de hidrolizado, los valores de DQOsol, AT y rendimiento de azucares para cada lote
se muestran en la Figura 3b.

En promedio, el hidrolizado obtenido con esta enzima nacional present6 59.1 + 2.2
g DQOsol/L, 17.47 £1.3 g AT/Ly 13.9 £ 0.9 g AR/L, respectivamente. El contenido
de solidos en el hidrolizado con Stonezyme fue de 59.91 + 0.94 g ST/L y 36.28 +
0.41 g SSVI/L, concentraciones mayores a las encontradas en el hidrolizado con la

mezcla enzimatica Celluclast 1.5L/Viscozyme (Tabla 4).

Tabla 4. Caracterizacién de los hidrolizados enziméticos de bagazo de agave
obtenidos con la mezcla de enzimas importadas (Celluclast 1.5L/Viscozyme) y con
una enzima nacional (Stonezyme). Se muestran los valores promedio.

, , - Solidos
AzUlcares Azlcares Sélidos :
DQOsoL total duct total suspendidos
Hidrolizado otales reductores otales volatiles
g/L g/L g/L g/L g/L
Celluclast

, 39.7+1.7 12.61+0.94 9+1.03 51.84+2.18 29.11£0.23
1.5L/Viscozyme

Stonezyme 59.1+22 1747+13 139+096 59.91+0.94 36.28 £ 0.41

De acuerdo con la Figura 3, en cada lote del hidrolizado obtenido con la mezcla
enzimatica se observo una menor concentracion de DQOsol y AT en comparacion
con las concentraciones obtenidas en los lotes con Stonezyme. Sin embargo, el
rendimiento de sacarificacion fue muy similar para ambos hidrolizados, el
hidrolizado con la mezcla presentd en promedio 0.22 + 0.1 g AT/g de bagazo y para
el hidrolizado con Stonezyme se obtuvo un rendimiento de 0.25 + 0.1 g AT/g de
bagazo. Finalmente, la Tabla 5 muestra el periodo de uso de cada uno de los lotes
de hidrolizado producidos durante la operacion del reactor en los Experimentos 1y
2.
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Tabla 5. Periodo de uso de cada uno de los lotes de
hidrolizado alimentados al CSTR.

Mezcla Enzimatica Enzima nacional
Experimento 1 Experimento 2
Nam. Periodo de Ndam. De Periodo de
De Lote duracion (d) Lote duracion (d)
1 1-7 1 1-3
2 8-13 2 4-6
3 14 - 22 3 6-7
4 23-30 4 7-9
5 31-36 5 9-11
6 37-41 6 12 -15
7 41 - 46 7 15-19
8 46 - 50 8 19 -23
9 50-53 9 23 -27
10 54 - 57 10 27 - 30
11 31-35
12 36 - 39

Con estos resultados se observa que a pesar de que se obtuvieron concentraciones
mayores de DQOsol y azucares totales con la enzima individual en comparacion con
la mezcla enzimatica, la proporcion de AT respecto de la DQO es similar en ambos
hidrolizados, (30.7% en el hidrolizado con la mezcla y 29.7% en el hidrolizado con
Stonezyme). Asi mismo, la concentracion de AT obtenida en el hidrolizado con la
mezcla enzimatica (12.61 + 0.94 g/L), fue mayor en comparacién con las
concentraciones obtenidas en la hidrdlisis de bagazo utilizando solo Celluclast 1.5L,
donde Montiel-Corona y Razo Flores (2018) reportan 5.3 £ 0.8 g AT/L y Contreras-
Davila et al. (2017), reportan 11 + 3.7 g AT/L, lo cual sugiere que emplear una

mezcla enzimatica es mejor que un solo grupo de enzimas.

4.2 Produccion de biohidrogeno en el CSTR con el hidrolizado obtenido con

una mezcla enzimatica, Experimentol

El CSTR se oper6 durante 57 dias bajo siete periodos de acuerdo con las
condiciones descritas en las Tablas 2 y 5. El reactor se arranco en lote y después
de 24 horas, al momento de iniciar la operacién en continuo, la concentracion

residual de azucares totales fue de 0.43 g/L.
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Durante el Periodo I, con una COV de 36 g DQO/L-d, el reactor mostro fluctuaciones
en la VVPH de entre 2 y 5 L Hz/L-d (Figura 4a). Durante el Periodo Il a una COV de
40 g DQO/L-d se tuvo una operacion estable obteniendo una VVPH de 4.16 + 0.08
L H2/L-d y un REH de 84 + 0.22 L H2/kg de bagazo. En el Periodo Il se aumento la
COV a 52 g DQO/L-d, lo cual resulto en un aumento de la VVPH y el REH, 7.66 +
0.03 L H2/L-d y 117 + 0.31 L Hz/kg de bagazo, respectivamente. Durante el Periodo
IV a una carga de 60 g DQO/L-d, la VVPH alcanzé un valor maximo de 9.66 L Hz/L-
d, sin embargo, se presentd un problema en el suministro de energia eléctrica vy,
una vez resuelto este problema, se obtuvo una VVPH bajo condiciones de estado
estable de 7.72 £ 0.05 L H2/L-d, muy similar a la VVPH promedio alcanzada durante
el Periodo lll. Durante los Periodos V, VI y VII se continudé incrementando
gradualmente la COV hasta 90 g de DQO/L-d, con la que se logré una VVPH
méaxima de 12.9 L y REH de 115 Hz/ Kg de bagazo (Figura 4b). La maxima VVPH
obtenida en el Periodo VII es la mas alta que se ha reportado en produccion de
hidrogeno a partir de hidrolizados enziméticos de bagazo de agave.

El consumo de azlcares por periodo se muestra en la Figura 4c. En promedio, a lo
largo del Experimento 1, se obtuvo una eficiencia de remocién de azlcares de 93%.
La concentracién de biomasa al final de la operacion del reactor durante el Periodo
VIl fue de 2.27 + 0.43 g SSVIL.

Respecto al contenido de Hz en el gas durante la operacion del CSTR, aunque el
Periodo | mostré algunas fluctuaciones, el promedio de contenido de H2z durante el
Experimento 1 fue de 56.3% y el porcentaje maximo observado fue de 60% durante
el Periodo V (Figura 4d).

En cuanto al rendimiento molar de hidrégeno (RMH) se observé una tendencia de
aumento conforme la COV aumentaba (Tabla 6). El RMH méaximo se alcanzé
durante el Periodo Il (3.83mol Hz/mol de azicar consumido). Este rendimiento tan
cercano al rendimiento tedrico (4 mol de Hz/mol de glucosa) podria deberse a que
el calculo del rendimiento tedrico esta hecho por mol de hexosa, mientras que en el
hidrolizado enzimatico de la mezcla pudieron estar presentes otros azucares 0
compuestos que pueden ser fermentados por las bacterias y convertirlos a

hidrogeno, los cuales no estan incluidos en el calculo del RMH.
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Los acidos grasos volatiles (AGV) presentes durante el Experimento 1 fueron
butirato y acetato (Tabla 6), lo que explica que se tuvieron las condiciones
adecuadas para el proceso de fermentacion oscura a lo largo del experimento y que
se siguieron las rutas metabdlicas mas favorables para la produccion de Hz, que son
las que tienen acetato y butirato como principales productos (Contreras-Davila et al.
2017). Asi mismo no se detecto presencia de lactato ni propionato en ninguno de
los siete periodos, lo que significa que las rutas metabdlicas no se desviaron para
producir estos compuestos y concuerda con lo que se esperaba en este trabajo ya
gue no hubo disminucion en la produccién de hidrégeno debido a la produccién de
estos metabolitos (Lee and Rittmann, 2009). Las concentraciones de acetato y
butirato durante los estados estables de operacién (variacion de la produccion de
gas inferior a 10% durante 3 dias seguidos), fueron entre 0.735 + 0.1y 3.798 + 0.4
g/Lyentre 1.518 + 0.3y 4.437 + 0.2 g/L, respectivamente (Tabla 6).

En cuanto al proceso de homoacetogénesis, en el cual el hidrégeno es consumido
para producir acetato, se llevé a cabo un calculo para conocer el porcentaje de
acetato homoacetogénico siguiendo las ecuaciones 6 y 7 de la Tabla 3, el cual fue
entre 29% durante el Periodo | y 43% del acetato total cuantificado durante el
Periodo VII (Tabla 6).

El balance de DQOso mostré que el acetato y butirato fueron los principales
metabolitos que aportaron la mayor fraccion en el efluente (Figura 5). Durante el
Periodo | de operacidon los metabolitos solubles y el hidrogeno representaban en
promedio cerca de 46% de la DQO soluble, en el Periodo Il el 45% de la DQOsol
estaba representado por butirato mientras que el 10% correspondia a hidrégeno.
Los metabolitos y el hidrégeno representaron alrededor de 66% de la concentracion
de DQOsol en el efluente en el Periodo VII, mientras que 18% era aportado por la
biomasa. El porcentaje de DQOso no definido puede corresponder a otros
subproductos que no fueron cuantificados, como podrian ser alcoholes o para el
caso de los hidrolizados, carbohidratos que no se miden como carbohidratos
totales.
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Tabla 6. Desempefio del CSTR en el Experimento 1 con el hidrolizado obtenido con la mezcla enzimatica Celluclast
1.5L/Viscozyme.

AGV (g/L)
'8 o :
(@]
Q o o g 9 RMH ciencia B .2
5 cov B g c g Ha VVPH (mol Hy/mol (LF;E}I*( ng"sel:'r‘r’";‘ £ .
O (gDQO/L-d) & o = = %) (L Ho/L-d) azlcar ba ;ZOQ) AT o) °5°
- < 09_ o consumido) 9 ? c o
T
|a 36 0 0735+0.1 0 1518+0.3 543 4.07+042 2.85+0.26 86+ 7 96 29.1
112 40 0 1.848+0.1 0 2.084+0.1 51.3 4.16+0.08 279+009  84+0.22 92 34.2
11 52 0 3.134+0.1 0 3.209+0.2 57.8 7.66+0.03 3.83+0.05 117+0.31 95 29.2
[\ 60 0 2313+04 0 2496+0.3 597 7.72+0.05 3.45+0.04 102+0.73 93 24.3
Vb 70 0 3278+05 0 3.472+0.6 605 951+0.02 358+0.05 108+0.28 93 24.2
Ve 80 0 3509+04 0 4.454+04 59.1 10.25+0.10 3.48+0.04 103 +1.04 91 30.9
VI 90 0 3.798+0.4 0 4.437+0.2 546 12.99+0.12 355+0.33 115+1.02 92 43.4
an=6
bn=3
‘h=4
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4.3 Produccion de biohidrogeno en el CSTR con el hidrolizado obtenido con

una enzima nacional, Experimento 2

, €l CSTR se opero en lote por 16 horas, en

Durante el arranque del Experimento 2

ningin momento se detectd produccion de metano y la produccion de hidrégeno se

registrd a las 16 horas después del arranque del reactor en lote, por lo que la

operacion en continuo comenzé a las 18 horas, antes de que se consumiera todo el

sustrato. El CSTR fue operado en continuo por 39 dias en seis periodos bajo las

condiciones mencionadas en las Tablas 2 y 5.

Durante el Periodo | se observo una VVPH de 0.716 + 0.03 L H2/L-d y un RMH de
0.55 mol Hz/mol aztcar consumido a una COV de 44 g DQO/L-d. En el Periodo Il la
VVPH incremento a 1.096 + 0.02 L H2/L-d al aumentar la COV a 52 g DQO/L-d y se
observo una relacion directa entre el aumento de la COV y el aumento en la VVPH
(Figura 6a) ya que, durante el tercer Periodo a una COV de 60 g DQO/L-d, la VVPH
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fue de 1.695 + 0.01 L H2/L-d y se tuvo un REH de 20 + 0.2 L H2/kg de bagazo (Figura
6b). Durante el Periodo IV se incremento la COV a 80 g DQO/L-d resultando en una
VVPH de 2 + 0.08 L H2/L-d, equivalente a tres veces mas de la obtenida en el
Periodo | y fue durante este periodo que se obtuvo el maximo REH (87 L Hz/kg de
bagazo) del Experimento 2. La maxima VVPH de 2.248 L H2/L-d se alcanzé durante
el Periodo V a una COV de 100 g DQO/L-d. En el Periodo VI el CSTR se alimento
nuevamente a una COV de 100 g DQOJ/L-d, pero esta vez con hidrolizado
centrifugado para determinar el posible impacto de soélidos en el desempefio del
CSTR, sin embargo, no se observé ningun cambio en la VVPH (Figura 6a), lo que
indica que los solidos no tienen un efecto negativo en la produccion de Ha.

El consumo de azlcares a lo largo de los seis periodos de operacion se muestra en
la Figura 6c. La remocion de azucares totales con el hidrolizado obtenido con
Stonezyme en promedio fue de 83 + 2.5%. En cuanto a la concentracion de SSV en
el efluente durante el Experimento 2, ésta varié desde 1.48 hasta 9.4 g SSV/L. Una
parte de los sélidos volatiles pueden ser atribuidos a los solidos del hidrolizado, asi
como a los solidos provenientes de la biomasa.

El contenido de Hz en promedio durante la operacién del CSTR alimentado con el
hidrolizado obtenido con Stonezyme fue de 19%, menor al obtenido en el
Experimento 1.

Con respecto a la concentracion de metabolitos solubles se encontré Unicamente
acetato (entre 1.6 £ 0.1y 5.6 £+ 0.2 g/L) y butirato (entre 1.9 + 0.3y 5+ 0.2 g/L), a
excepcion del Periodo I, donde se obtuvo una concentracion minima de lactato (0.25
g/L), tal como se muestra en la Tabla 7, lo que nos indica que la produccién de
hidrégeno se llevo a cabo por fermentacion tipo acetato-butirato. En general, hasta
una COV de 80 g DQO/L-d, la concentracion de acetato y butirato fue menor que la
gue se obtuvo con la mezcla de enzimas, lo cual pudiera deberse a una menor
produccion de Hz. A una COV de 100 g DQO/L-d, se encontr0 una mayor
concentracion de AGV que en el Experimento 1, esto probablemente debido a que
a mayor COV la concentracion de sustrato es mayor, lo cual aumenta el
metabolismo microbiano y explica una mayor produccion de estos metabolitos
(Contreras-Davila et al., 2017; Kyazze et al., 2006).
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Tabla 7. Produccion de hidrogeno y metabolitos en el Experimento 2 con el hidrolizado obtenido con Stonezyme

AGV (g/L)
) o )
3 9 9 8 9 RMH 23
'g Ccov E E S E H, VVPH (mol Hz/mol LRI_Iil;Ik Consumo ¥ 3
£ (gDQO/L-d) U 9 E = (%) (L Ha/L-d) azticar (LAe  “are g2
- < o 0 consumido) bagazo) S %
o I
|2 44 0.25 1.625+0.1 0 1.990+0.3 18 0.716 £0.03 0.553+0.02 12+0.61 79 56.6
[P 52 0 1.095+01 0 1.619+0.3 24 1.096 +0.02 0.680+0.001 15+0.28 83 56.8
1P 60 0 1689+0.1 0 2480+05 25 1.695+0.01 0.924 +0.007 20+0.20 84 55.6
& 80 0 2048+04 0 3.698+0.2 23 2.015+0.08 0.740+0.01 18+0.80 87 64.7
VP 100 0O 5561+05 0 4.724+04 22 2.248+0.03 0.681+0.004 16+0.14 83 45.9
b
V*I 100 0 5641+02 0 5.067+0.2 22 2.233+0.05 0.692+0.01 16%0.42 82 49.3
an=5
bn=3.

“hidrolizado centrifugado
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En cuanto al rendimiento molar de hidrogeno, durante los primeros tres periodos se
observé una tendencia positiva con respecto al aumento de COV y VVPH (Tabla 7),
sin embargo, el RMH disminuy6 (0.74 y 0.68 mol Hz/mol de hexosa) al aumentar la
COV a 80y 100 g DQO/L-d. La disminucion del RMH con el aumento de la COV ya
se habia observado en estudios previos, donde el valor maximo de RMH no se
obtuvo a la mayor COV (Contreras-Davila et al. 2017; Davila-Vazquez et al. 2009;
Van Ginkel et al. 2005). Los rendimientos molares de hidrogeno tan bajos podrian
deberse al proceso de homoacetogénesis, ya que el porcentaje de acetato
homoacetogénico estimado tedricamente en el Experimento 2 fue de entre 45y 67%
del acetato total cuantificado (Tabla 7).

El balance de DQOso mostré que los metabolitos presentes (acetato y butirato)
fueron los que aportaron la mayor cantidad de la DQOsol en el efluente (Figura 7).
Durante el Periodo | y Il del CSTR (dias 1-16), los metabolitos solubles y el
hidrogeno representaban en promedio cerca de 50% de la DQO, entre los dias 24
y 30 de la operacion, 34% de la DQOso estaba representado por butirato, mientras
que 11% correspondia a acetato. La DQOso de los metabolitos y el hidrégeno
durante el Periodo V representaron alrededor del 47% de la concentracion de
DQOsol €n el efluente, en el altimo periodo, entre los dias 31 a 39 el porcentaje de
DQOsol por butirato se mantuvo entre 34 y 37%, mientras que el 48 a 54 % era
aportado por la biomasa.
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Figura 7. Balance de DQOsol para el CSTR empleando los hidrolizados con la mezcla
enzimatica durante el Experimento 2.
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4.4 Desempefio de los CSTRs con los diferentes hidrolizados enzimaticos.

Las velocidades volumétricas de produccion de hidrégeno obtenidas en los
Experimentos 1 y 2 en el CSTR se muestran en las Figuras 8a y 8b,
respectivamente, mediante diagramas de cajas. En estas figuras se observa
claramente la relacion directa que hubo entre la COV y la VVPH en ambos ensayos,
donde conforme aumentaba la COV se obtenian VVPH mas altas, logrando operar
a cargas maximas de 90 y 100 g DQO/L-d, respectivamente, con los hidrolizados
obtenidos con la mezcla Celluclast 1.5L/Viscozyme y con Stonezyme.

La principal diferencia entre ambos hidrolizados se observo en la VVPH, ya que la
produccion de Hz en el Experimento 1 con la mezcla enzimética fue mucho mayor
(VVPH maxima de 12.9 L H2/L-d) a una COV de 90 g DQO/L-d (Figura 8a), en
comparacion con la maxima VVPH alcanzada en el Experimento 2 con el hidrolizado
de Stonezyme, la cual fue de solo 2.2 L H2/L-d a una COV de 100 g DQO/L-d (Figura
8b). Con relacion al punto anterior, es importante hacer una comparacion en la
remocion de azucares totales, ya que durante el Experimento 1 con la mezcla
enzimatica se obtuvo una remocion de azucares mayor (93 £ 2.7%), que la remocién
obtenida con Stonezyme en la Experimento 2 (83 + 2.5%), lo cual esta relacionado
a la baja produccién de hidrégeno, ya que al utilizar el hidrolizado obtenido con
Stonezyme el desempefio de la produccion de hidrogeno fue claramente afectado,
en comparacion con el desempefio al utilizar el hidrolizado de la mezcla enziméatica.
Una posible razén por la cual se obtuvieron menores VVPH son los compuestos
liberados durante la hidrélisis, que aunque no se caracterizaron, de acuerdo con la
literatura los monémeros de glucosa son los que mas facilmente degradan los
microorganismos para la produccion de hidrégeno, y compuestos con estructuras
mas complejas como dimeros y oligdbmeros son dificilmente degradados por las
bacterias, lo que se refleja en bajos rendimientos de produccion de Hz (Elbeshbishy
et al. 2017). Seria de suma importancia realizar un analisis mediante cromatografia
de liquidos acoplado a masas que permita caracterizar los hidrolizados y asi

confirmar el papel fundamental de su composicion en la produccion de hidrégeno.

30



Por otro lado, comparando la maxima VVPH obtenida en el Experimento 1 utilizando
la mezcla Celluclast 1.5L/Viscozyme con los trabajos de Contreras-Davila et al.
(2017) y Montiel-Corona y Razo Flores (2018) mostrados en la Tabla 8, se observa
que la VVPH alcanzada en el Experimento 1 es la mayor reportada hasta el

momento en CSTRs utilizando hidrolizados de bagazo de agave como sustrato.
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Figura 8. Diagrama de cajas que muestra el efecto de la carga organica volumétrica
(COV) en la velocidad volumétrica de produccion de hidrogeno (VVPH) y el
rendimiento especifico de hidrégeno (REH) en el CSTR para los hidrolizados con la
mezcla enzimatica del Experimento 1 (a, c) y con Stonezyme del Experimento 2 (b,
d). Las cajas estan divididas por la mediana y contiene el 50% de los datos; (e)
promedio de los valores. Las lineas verticales indican la variabilidad fuera de los
cuartiles superiores e inferiores.

En las Figuras 8c y 8d se muestra el rendimiento especifico de hidrégeno con la

mezcla enzimatica y con Stonezyme, respectivamente, el cual también mostré una
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relacion directa positiva con la COV para ambos hidrolizados. Sin embargo, hay una
gran diferencia en los rendimientos con los distintos hidrolizados, durante el
Experimento 1 con la mezcla enzimética a una COV de 90 g DQO/L-d se obtuvo un
REH entre 115y 117 L H2/kg bagazo, el cual es sustancialmente mayor que el REH
maximo obtenido en el Experimento 2 con Stonezyme, 16 L H2/kg bagazo, a una
COV de 100 g DQO/L-d, lo cual pudiera deberse a la remocién menor de AT y a las
razones anteriormente mencionadas respecto de la posible diferencia en la
composicion de los hidrolizados.

La Figura 9 muestra que a pesar de que la produccion de Hz con la mezcla
enzimatica fue mayor que con Stonezyme, la concentracion total de AGV en el
efluente fue menor para el CSTR operado con la mezcla enzimética (9 g/L), en
comparacién con Stonezyme (11 g/L). La razén por la cual con Stonezyme la
concentracion de AGV es mayor y la produccion de hidrégeno menor que con la
mezcla, podria deberse a la presencia de rutas metabdlicas donde el hidrogeno es
consumido (Cabrol et al., 2017), y no tanto por inhibicion debido a altas
concentraciones de metabolitos en el sistema, como lo sugiere Contreras-Davila
(2015), y como lo observaron Kim, Han, & Shin (2008) donde a concentraciones de
AGV mayores a 10 g/L observaron un descenso en la produccién de hidrogeno. De
modo que la relacién molar Hz/(acetato + butirato), que es un indicador de consumo
de hidrégeno propuesto por autores como Motte et al. (2014), donde valores
menores a 2 sugieren la presencia de otras rutas metabdlicas en las cuales el
hidrogeno es consumido; en tal sentido, durante el Experimento 2 se observaron
relaciones con valores menores a 2 (entre 1.43 y 0.66), lo cual sugiere que el
aumento en metabolitos y disminucién de hidrégeno puede deberse a un incremento
en el consumo de Ha.

Tanto en el Experimento 1 como en el Experimento 2, el butirato fue el metabolito
gue predominé alcanzando concentraciones entre 4 y 5 g/L, respectivamente, por
lo que se habla de una fermentacion en su mayoria butirica en ambos experimentos.
Al inicio del Experimento 2 se observé una baja concentracion de lactato (0.25 g/L),

la cual desaparecio en el Periodo Il de operacién cuando el reactor se estabilizo; a
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partir de ahi solo se observo acetato y butirato en el efluente del reactor al igual que
con la mezcla enzimatica.

Al final del Experimento 2 a una COV de 100 g DQO/L-d se observé una mayor
concentracion de acetato que butirato. Esto pudiera deberse al aumento en el

consumo del hidrégeno por homoacetogénesis.
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Figura 9. Perfiles de concentracion de AGV a lo largo de la operacion de los CSTR's
con Celluclast 1.5L/Viscozyme del Experimento 1 (a), con Stonezyme del

Experimento 2 (b). m Lactato, = Acetato, m Butirato y concentracion total de AGV (e).

33



Tabla 8. Desempefio de la produccion de hidrégeno en reactores CSTR empleando hidrolizados enzimaticos de
sustratos lignocelulésicos.

REH
. Ccov VVPH .
Reactor Sustrato Enzima i i (L H2/Kg Referencia
(g DQO/L-d) (L H2/L-d) bagazo)
CSTR Bagazo de Celluclast 1.5L 59 2 253 55 (Contreras-Davila et al.,
Agave 2017)
Bagazo de (Montiel-Corona y Razo
CSTR Agave Celluclast 1.5L 44 6 105 Flores 2018)
CSTR Pajadetrigo Cellic C Htech 70.3 5.19 N.R. (Pawar et al., 2013)
Bagazo de Celluclast .
CSTR Agave 1.5L/Viscozyme 90 12.99 115 Este estudio
csTR  Bagazode Stonezyme 100 2.23 16 Este estudio
Agave
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En cuanto al porcentaje de homoacetogeénesis al inicio de la operacion del CSTR en
el Experimento 1 fue de 29.1% (0.21 g/L de acetato homoacetogénico), un valor
muy similar al obtenido por Montiel-Corona y Razo-Flores (2018), quienes
reportaron un porcentaje de homoacetogénesis de 29.1 + 1%. Durante el Periodo |l
y lll, cuando la COV aument6 a 40 y 48 g DQO/L-d se observa un aumento en la
concentracion de acetato homoacetogénico (0.63 y 0.91 g/L, respectivamente).
Contrario a la VVPH y el REH, no se observo relaciéon entre la COV y el proceso de
homoacetogénesis, ya que al subir nuevamente la COV, ahora a 52 y 60 g DQO/L-
d la concentracién de acetato homoacetogénico disminuy6 a 0.79 g/L (Figura 10a),
no es sino hasta el dltimo periodo a una COV de 90 g DQO/L-d donde se observé
la maxima concentracion de acetato homoacetogénico (1.21 g/L), la cual es menor
a obtenida en el Experimento 2 (Figura 10b) a una COV similar, donde aunque se
reporta un menor porcentaje de homoacetogénesis, la concentracion maxima de
acetato homoacetogénico fue de 2.53 g/L, lo que pudiera ser una razén mas de las
bajas velocidades volumétricas de produccién de hidrégeno obtenidas con
Stonezyme.
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Figura 10. Perfil de la concentracion de acetato producido por homoacetogénesis a

lo largo de la operacion de los CSTR’s con Celluclast 1.5L/Viscozyme del

Experimento 1 (a) y Stonezyme del Experimento 2 (b).
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4.5 Costo de produccion de biohidrégeno con los diferentes hidrolizados.

El costo de la produccion por litro de hidrégeno para los Experimentos 1y 2 se
calculé tomando en cuenta solo el precio de las enzimas y el costo del buffer de
citratos 50 mM, que se compone de acido citrico ($0.45 por gramo) y citrato de sodio
($0.43 por gramo). De esta manera se calculo que el costo por litro de hidrolizado
obtenido con la mezcla de Celluclast 1.5 L ($1.05 por mL) y Viscozyme ($29.95 mL)
es de $113.01 (Tabla 9).

Tabla 9. Costo por litro de hidrolizado con la mezcla enzimatica del
Experimento 1.

Componentes Cantidad Costo
Celluclast 1.5L 25 mL $ 26.25
Viscozyme 2.72 mL $ 81.46
Ac. Citrico 6.7 9 $ 3.02
Citrato de Sodio 5349 $ 2.28
Costo total por litro de hidrolizado $ 113.01

Partiendo del costo para producir un litro de hidrolizado con la mezcla, se realizé
el célculo para conocer el costo por litro de H2 producido con cada COV usando

las ecuaciones 8 y 9 de la Tabla 3. Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Costo por litro de hidrégeno con la mezcla Celluclast
1.5L/Viscozyme del Experimento 1.

Ccov Hidrolizado VVPH Costo L de Ha
(g DQO/L-d) (L/d) (L H2/L-d)
36 0.9 4 $ 25.43
40 1 4.1 $ 27.56
52 1.3 7.66 $ 19.18
60 15 7.72 $ 21.96
70 1.75 9.51 $ 20.80
80 2 10.25 $ 22.05
90 2.25 12.9 $ 19.56
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De acuerdo con estos resultados, el costo por litro de hidrogeno a una COV de 90
g DQOJ/L-d es de $19.56, que es el costo mas bajo a la COV con la que se obtuvo
la maxima VVPH. Por otro lado, el andlisis econdmico de la produccion de hidrégeno
a partir del hidrolizado obtenido con Stonezyme, usando nuevamente las
ecuaciones 8 y 9, indica que el costo por litro de hidrolizado es de $ 40.2 como se
muestra en la Tabla 11, mientras que el costo por litro de hidrogeno a la maxima

VVPH obtenida es de $ 31.58 como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 11. Costo por litro de hidrolizado con Stonezyme en el Experimento 2.

Componentes Cantidad Costo
Stonezyme 82.97 mL $ 34.85
Ac. Citrico 6.35¢ $ 2.86

Citrato de Sodio 5.8 ¢ $ 2.49

Costo total por litro de
hidrolizado $ 40.20

Tabla 12. Costo por litro de hidrégeno con Stonezyme en el
Experimento 2.

Ccov Hidrolizado VVPH Costo L de H

(g DQO/L-d) (L/d) (L Hz/L-d) 2
44 0.772 0.716 $ 43.34
52 0.912 1.096 $ 33.45
60 1.053 1.695 $ 24.97
80 1.404 2.015 $ 28.01
100 1.754 2.248 $ 31.37
100 1.754 2.233 $ 31.58

Debido al alto precio de las enzimas comerciales importadas, el costo por litro de

hidrolizado obtenido a partir de la mezcla enzimatica es cerca de 3 veces mayor
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($113.01) que el costo por litro de hidrolizado obtenido a partir de Stonezyme
($40.20). Sin embargo, al momento de comparar costos de produccion por litro de
hidrogeno, el costo de la produccion de un litro de Hz es menor con la mezcla
enzimatica a cualquier COV, que con el hidrolizado obtenido a partir de una enzima
comercial nacional. Lo anterior es debido a los bajos resultados de VVPH obtenidos
con Stonezyme en comparacion con los altos valores obtenidos con la mezcla

Celluclast 1.5L/Viscozyme.

Finalmente se realizé una comparacion del costo usando los mismos parametros de
calculo, los cuales se muestran en la Tabla 13, donde podemos observar que el
costo de produccion de hidrogeno con la mezcla enzimatica no supera los bajos
costos de produccién que se obtuvieron usando solo Celluclast 1.5L en la hidrolisis
de bagazo de agave reportados por Montiel-Corona y Razo Flores (2018), debido a
gue al solo ser una enzima a menor concentracion en el hidrolizado y con VVPH no

tan bajas, el costo por litro de hidrégeno es menor.

Tabla 13. Costo por litro de hidrégeno con hidrolizados enzimaticos de
bagazo de agave.

) VHPR .
Reactor Enzima (L Ha/L-d) Costo L H2 Referencia

(Contreras-
CSTR Celluclast 1.5L 2.53 $18.66 Davila et al.,
2017)
(Montiel-
Coronay
Razo Flores
2018)

CSTR Celluclast 1.5L 6 $7.35

Celluclast .
CSTR 1.5L/Viscozyme 12.9 $19.56 Este trabajo

CSTR Stonezyme 2.23 $31.37 Este trabajo
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5. Conclusiones y Perspectivas

5.1 Conclusiones

Los hidrolizados obtenidos a partir de una mezcla de enzimas comerciales
importadas (Celluclast 1.5L/Viscozyme) y de una enzima comercial nacional
(Stonezyme) tuvieron un resultado diferente en la sacarificacion del bagazo de
agave y en la produccion de hidrogeno. Ambos hidrolizados enzimaticos de bagazo
permitieron operar a altas COV (90 y 100 g DQO/L-d, respectivamente). Al usar la
mezcla Celluclast 1.5L/Viscozyme se obtuvo una menor concentracion de azlcares
totales (12.61 g/L) pero se logré una mayor velocidad volumétrica de produccion de
hidrégeno (12.9 L H2/L-d), a diferencia del hidrolizado obtenido con Stonezyme,
donde a pesar de obtener una mayor concentracion de azucares totales (17.47 g/L),
se obtuvo una menor velocidad volumétrica de produccién de hidrégeno (2.2 L Ha/L-
d).

Los resultados obtenidos sugieren que la produccion de hidrogeno esta
significativamente influenciada por la composicion y el tipo de azlcares presentes
en el hidrolizado. Es decir, una menor remocion de azlcares totales en la
produccién de hidrégeno con Stonezyme (83 = 2.5%) en comparacion con
remociones por arriba de 90% con la mezcla Celluclast 1.5L/Viscozyme, sugieren
qgue la composicion de oligdmeros en los dos hidrolizados es diferente y que
diversos compuestos, tales como estabilizantes que vienen en las preparaciones de
las enzimas, podrian estar afectando la produccion de hidrégeno.

En este estudio, la produccion de un litro de hidrogeno resulté ser mas econémica
utilizando hidrolizado obtenido con una mezcla de enzimas comerciales importadas
gue con el hidrolizado obtenido con una enzima nacional mas economica, debido a
los altos rendimientos alcanzados con la mezcla, lo cual es una condicion deseable

para aplicaciones industriales.
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5.2 Perspectivas

A pesar de que el costo de la produccion de hidrolizado con Stonezyme es muy
bajo, es conveniente estudiar a detalle la composicién de los estabilizantes y
compuestos que acompanan a la enzima, para tener certeza de lo que posiblemente
esta influyendo en la baja VVPH. Lo anterior ayudaria a plantear una opcion para
incrementar la produccion de hidrégeno con esta enzima y por consiguiente

disminuir el costo de produccion de Ha.

Dado que Stonezyme tiene actividades mas altas de 1,4-B-endoglucanasa, -
glucosidasa y xilanasa que Celluclast 1.5L y Viscozyme, seria de interés determinar
que compuestos en la preparacion de la enzima podrian estar influyendo en el bajo
desemperio de produccién de hidrogeno. Sin embargo, esto requiere de establecer
comunicacién con la empresa que produce la preparacion enzimatica (ENMEX) para
realizar un estudio que permite definir los cambios en su formulacién, para de esta

forma tener una preparacién enzimatica con mayor eficiencia de hidrolisis.

Otra posible alternativa es preparar mezclas de Stonezyme con enzimas con actividad de
hemicelulasa tal como Viscozyme, para determinar si gracias al sinergismo de esta mezcla

la concentracidon de azUcares totales en el hidrolizado incrementa o cambia de

composiciéon y la produccién de hidrégeno aumenta.

Finalmente, dado que el CSTR ha demostrado ser una buena configuracion de
reactor para la produccion de hidrogeno es importante realizar una revision del nivel
de madurez de la tecnologia (TRL, por sus siglas en inglés) en el cual se encuentra
el uso del reactor para la produccion de Hz, aunado al estudio de la metodologia a
seguir en un futuro cercano para establecer si realmente esta tecnologia es
escalable a niveles mas altos de TRL y que puede llegar incluso a escala piloto o

industrial.
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ANEXO 1

La siguiente tabla muestra la caracterizacion de las enzimas en funcion de sus

actividades hidroliticas.

Caracterizacion de las enzimas.

1!4-B- B_
_ Proteina Celulasa ) _

Enzima endoglucanasa glucosidasa Xilanasa

(mg/mL) (FPU/mL)

(EGU/mL) (U/mL)2 (U/mL)P

Celluclast

32.45 46.028 177.94 0.72 740

1.5L

Viscozyme 18.9 2 211.92 0.74 195
Stonezyme  36.52 44.53 560.42 6.19 13312

aU: Cantidad de enzima requerida para remover un micromol de p-nitrofenol por minuto.
b U: cantidad de enzima requerida para remover un micromol de xilosa por minuto.
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