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RESUMEN

El suministro mundial de energia depende principalmente de combustibles fésiles, sin embargo, se estan
llevando a cabo esfuerzos para utilizar fuentes de energia renovables menos contaminantes. En este sentido,
el hidrégeno se destaca como una fuente de energia prometedora, debido a su combustidon limpia y eficiente
por medio de pilas de combustible (Das & Veziroglu, 2001). Sin embargo, actualmente la mayor parte del
hidrégeno se produce a partir de combustibles fdsiles, liberando gases de efecto invernadero a la atmdsfera
(tukajtis et al., 2018). Para abordar esta problematica, se esta optimizando la producciéon de hidrégeno
bioldgico a partir del metabolismo bacteriano, especialmente del género Clostridium spp. (Wang & Yin,
2019). El principal desafio de esta metodologia de produccion de hidrégeno es su alto costo, por lo que se
necesitan estrategias para hacerla econdmicamente viable, como la utilizacion de materias primas
renovables y de bajo costo, como los materiales lignocelulésicos.

En este trabajo de tesis de grado se llevd a cabo la optimizacién de la produccién de hidrégeno bioldgico
mediante fermentacidn anaerdbica de un consorcio microbiano proveniente de un biodigestor, utilizando
como medios de cultivo hidrolizados lignoceluldsicos obtenidos mediante hidrélisis acida de biomasa
lignoceluldsica. Para tal fin, se realizé un analisis de aptitud de los siguientes sustratos lignocelulésicos en
pos de seleccionar al mas adecuado para la obtencidon de los hidrolizados: cdscara de mani, cascara de
mandioca, bagazo de cerveceria, hojas de maiz, cdscara de arroz, residuo de jojoba, residuos de poda
municipal, de pino y de eucalipto. Para este andlisis, se elabord un sistema de puntajes considerando los
siguientes criterios: concentracién de nutrientes e inhibidores microbianos en los hidrolizados
lignoceluldsicos, disponibilidad, y facilidad de almacenamiento y transporte de los sustratos lignocelulésicos.
La cdscara de arroz fue el sustrato que mayor puntaje alcanzé a partir de este andlisis de aptitud entre todos
los sustratos lignoceluldsicos evaluados.

Posteriormente, se ensayé la adaptacion del consorcio microbiano al medio de cultivo definido de Logan
mediante pasajes sucesivos y se evalud la produccién de hidrégeno a partir de cultivos del consorcio
microbiano proveniente de los repiques en comparacién con cultivos del consorcio original. Se observé que
los repiques sucesivos del consorcio microbiano pueden conducir a la pérdida de la capacidad de produccién
de hidrégeno, posiblemente debido a la eliminacion de ciertas cepas bacterianas necesaria para tal fin.
Asimismo, se evalud el crecimiento del consorcio microbiano en frascos Erlenmeyer con medio definido de
Logan conteniendo distintas fuentes de carbono: glucosa, xilosa y una mezcla de ambos azucares,
determinando que el consorcio bacteriano puede utilizar tanto glucosa como xilosa como fuentes de
carbono, aunque presenta preferencia por la glucosa.

Ademads, se ensayd el crecimiento del consorcio microbiano en frascos Erlenmeyer con distintas
concentraciones de hidrolizados de cdscara de arroz en medio definido de Logan: 25 %, 50 %, 75 % y 100 %

(v/v), verificando crecimiento del consorcio Unicamente con 25 % (v/v) de hidrolizado. Por este motivo,
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seguidamente, se llevd a cabo la detoxificacidn de los hidrolizados mediante sobrealcalinizacion (overliming)
y posterior tratamiento con carbdn activado, disminuyendo asi la concentracién de compuestos tdxicos o
inhibidores. Luego, se evalué la produccién de hidrégeno mediante cultivos en frascos Erlenmeyer con
distintas concentraciones de hidrolizado detoxificado, determinado que el mayor rendimiento de
produccion de H; se consiguid con 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado (2,58 mg H,/g azucares
reductores), en comparacion con los cultivos control en medio definido de Logan (0,32 mg H/g azlcares
reductores).

Finalmente, se llevd a cabo el crecimiento y produccién de hidrégeno mediante fermentaciones del
consorcio microbiano en un biorreactor de tanque agitado de 5 L con 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado
y con medio definido de Logan (control). De este modo, con 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado se logré
alcanzar una productividad volumétrica de 1,4 mg Hz/L h y un rendimiento de 8,0 mg H,/g azlcares
reductores a las 72 h de proceso, en comparacién con el medio definido de Logan con el que se obtuvo una
productividad volumétrica de 0,7 mg Hx/L h y un rendimiento de 3,9 mg H,/g azlcares reductores.

De esta manera se consiguio optimizar la produccion de hidrégeno mediante cultivos en frascos Erlenmeyer
y fermentaciones anaerdébicas en biorreactor de tanque agitado con un consorcio microbiano proveniente

de un biodigestor y utilizando hidrolizados detoxificados de cascara de arroz.

Palabras clave: Hidrégeno, sustratos lignocelulésicos, consorcio microbiano, biorreactor.



ABSTRACT

The global energy supply relies primarily on fossil fuels; however, efforts are being made to utilize less
polluting renewable energy sources. In this regard, hydrogen stands out as a promising energy source due
to its clean and efficient combustion through fuel cells (Das & Veziroglu, 2001). However, currently, most of
the hydrogen is produced from fossil fuels, releasing greenhouse gases into the atmosphere (tukajtis et al.,
2018). To address this issue, efforts are being made to optimize biological hydrogen production through
bacterial metabolism, especially from the Clostridium spp. genus (Wang & Yin, 2019). The main challenge of
this hydrogen production methodology is its high cost, thus strategies are needed to make it economically
viable, such as the use of renewable and low-cost raw materials, like lignocellulosic materials.

In this thesis work, the optimization of biological hydrogen production was carried out through anaerobic
fermentation of a microbial consortium from a biodigester, using lignocellulosic hydrolysates obtained by
acidic hydrolysis of lignocellulosic biomass. For this purpose, an aptitude analysis of the following substrates
was performed to select the most suitable for obtaining hydrolysates: peanut shell, cassava peel, brewery
spent grain, corn leave, rice husk, jojoba residue, urban pruning residues, pine, and eucalyptus residues. For
this analysis, a scoring system was developed considering the following criteria: concentration of nutrients
and microbial inhibitors in lignocellulosic hydrolysates, availability, and ease of storage and transport of
lignocellulosic substrates. Rice husk was the substrate that scored the highest from this aptitude analysis
among all evaluated lignocellulosic substrates.

Subsequently, the adaptation of the microbial consortium to the defined Logan’s medium was tested
through successive passages, and hydrogen production from cultures of the microbial consortium from
subcultures was evaluated compared to cultures of the original consortium. It was observed that successive
subcultures of the microbial consortium may lead to a loss of hydrogen production capacity, possibly due to
the elimination of certain bacterial strains necessary for this purpose.

Additionally, the growth of the microbial consortium was evaluated in Erlenmeyer flasks with defined Logan’s
medium containing different carbon sources: glucose, xylose, and a mixture of both sugars, determining that
the bacterial consortium can utilize both glucose and xylose as carbon sources, although it shows a
preference for glucose.

Furthermore, the growth of the microbial consortium was evaluated in Erlenmeyer flasks with different
concentrations of rice husk hydrolysates in defined Logan’s medium: 25 %, 50 %, 75 %, and 100 % (v/v),
verifying consortium growth only with 25 % (v/v) hydrolysate. For this reason, detoxification of hydrolysates
was subsequently carried out by overliming and subsequent treatment with activated charcoal, thus
reducing the concentration of toxic or inhibitory compounds. Then, hydrogen production was evaluated
through cultures in Erlenmeyer flasks with different concentrations of detoxified hydrolysate, determining

that the highest H, production yield was achieved with 75 % and 100 % (v/v) detoxified hydrolysate (2.58 mg
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H./g reducing sugars), compared to control cultures in defined Logan’s medium (0.32 mg H./g reducing
sugars).

Finally, the growth and hydrogen production were carried out through fermentations of the microbial
consortium in a 5 L stirred-tank bioreactor with 100 % (v/v) detoxified hydrolysate and with defined Logan’s
medium (control). Thus, with 100 % (v/v) detoxified hydrolysate, a volumetric productivity of 1.4 mg Ha/L h
and a yield of 8.0 mg H,/g reducing sugars were achieved at 72 h of process, compared to defined Logan’s
medium, which resulted in a volumetric productivity of 0.7 mg Hx/L h and a yield of 3.9 mg Hx/g reducing
sugars.

In this way, the optimization of hydrogen production was achieved through cultures in Erlenmeyer flasks and
anaerobic fermentations in a stirred-tank bioreactor with a microbial consortium from a biodigester and

using detoxified rice husk hydrolysates.

Keywords: Hydrogen, lignocellulosic substrates, microbial consortium, bioreactor.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales

Actualmente, el suministro mundial de energia depende en gran medida de los combustibles fésiles, aunque
se estan realizando esfuerzos significativos en todo el mundo para utilizar combustibles producidos a partir
de materias primas renovables, debido a que estos son menos contaminantes. En este sentido, el hidrégeno
se ha convertido en una de las fuentes de energia mas prometedoras porque su combustidn es limpia y
eficiente, siendo utilizado en pilas de combustible para generar electricidad (Das & Veziroglu, 2001). A pesar
de estas ventajas, hoy en dia el 96 % de este gas se produce a partir de combustibles fdsiles, como el metano,
liberando gases de efecto invernadero a la atmdsfera como el CO; (tukaijtis et al., 2018). Por este motivo, es
preciso continuar optimizando y mejorando los métodos sustentables para la produccién de hidrégeno. Uno
de ellos es la produccién de hidrégeno bioldgico, también conocido como “biohidrégeno”, el cual se genera
como subproducto del metabolismo de ciertas bacterias, principalmente del género Clostridium (Wang &
Yin, 2019). En la actualidad, el principal obstaculo para la comercializacién del biohidrégeno es su costo de
produccién, sin embargo, debe tenerse en cuenta que se han realizado avances en lo relativo a este
inconveniente y que el costo de obtencidon del biohidrégeno es hoy similar al de otros métodos alternativos
de generaciéon (European Biogas Association, 2023). Por esta razon, existe la necesidad de continuar
implementando estrategias que permitan convertir al hidrégeno bioldgico en un combustible viable
econémicamente. Una de las formas de reducir el costo del biohidrégeno es llevar a cabo su produccion a
partir de materias primas renovables y de bajo costo, como por ejemplo los materiales lignoceluldsicos. Asi,
se ha reportado que a partir de distintos sustratos residuales lignoceluldsicos se han obtenido hidrolizados
lignoceluldsicos aptos para la produccién de biohidrogeno mediante fermentacién con consorcios
microbianos (Cheng et al., 2011). En particular, la fermentacién oscura es el proceso de produccion de
biohidrégeno mas estudiado y el que se presenta como mds prometedor. Este proceso se lleva a cabo en
condiciones anaerdbicas y produce una mezcla de gases rica en hidrégeno a partir de un medio de cultivo
con nutrientes (tukaijtis et al., 2018). Este tipo de fermentacion la pueden llevar a cabo bacterias anaerobias
estrictas como las del género Clostridium spp. y anaerobias facultativas como Enterobacter spp. (Wang & Yin,
2019), entre otras.

Por estos motivos, en este trabajo de tesis de grado se realizé una evaluacidon de distintos sustratos
lignoceluldsicos con el fin de seleccionar el mas apropiado para la obtencidn de hidrolizados lighocelulésicos
adecuados para la produccion de biohidréogeno mediante fermentacion oscura con un consorcio microbiano.
Cabe aclarar que, dichos hidrolizados lignoceluldsicos se obtuvieron mediante hidrdlisis quimica con una
solucidn acida diluida y el consorcio microbiano utilizado provino de una cdmara anaerdbica de una planta
de tratamiento de aguas servidas (PTAS) de una embarcacién de la Armada (ARA). Asimismo, en este trabajo

de tesis se evalud el crecimiento del consorcio microbiano en hidrolizado lignocelulésico y la concomitante
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produccién de biohidrégeno, mediante cultivos anaerdbicos en frascos Erlenmeyer. Finalmente, se realizo el
escalado de la produccién de biohidrégeno mediante fermentaciones anaerdbicas del consorcio microbiano

en biorreactor de tanque agitado de 5 L con hidrolizado lignoceluldsico.

1.2. Hidrégeno como combustible

El hidrégeno es un combustible limpio que, al ser combustionado con oxigeno puro, genera solamente agua
como producto, mientras que si la combustion tiene lugar con aire a altas temperaturas se genera NO; y
derivados (Lewis, 2021). Se espera que el hidréogeno cumpla un rol fundamental en tres areas: el
almacenamiento del exceso de energia renovable cuando la red eléctrica no puede absorberla, la
descarbonizacion de sectores dificiles de electrificar como el transporte de larga distancia y la industria
pesada, y el reemplazo de los combustibles fésiles como materia prima libre de emisiones en la produccién
de productos quimicos y combustibles (Van Renssen, 2020). Cabe destacar que, actualmente, este gas se
utiliza principalmente en la industria del refinamiento del petréleo y en la sintesis de amoniaco para
fertilizantes (Bartlett & Krupnick, 2020).

Hasta la actualidad, diversos paises han comenzado a trazar sus estrategias con relacidn a la industria del
hidrégeno. En particular, la Unién Europea ha establecido su estrategia en relacién al hidrégeno con
objetivos en la produccién, movilidad y aplicaciones como combustible del transporte de carga aéreo y
ferroviario, que demandard una inversion de 430 mil millones de euros y financiamiento de asistencia por
145 mil millones de euros hacia 2030 (European Commission, 2020) (Mateo, J. & Suster, M., 2021). Asimismo,
el departamento de Energia de Estados Unidos anunci6 inversiones por 100 millones de délares solamente
para el desarrollo e investigacion de celdas de combustible para generacidn de energia eléctrica a partir del
hidréogeno (U.S. Department of Energy, 2020). Por su parte, en Argentina existen proyectos piloto para la
produccién de hidrégeno renovable (Connor Fernandez, 2023) y desde el estado nacional también se ha
fomentado la investigacion y desarrollo en este sector (Direccidon Nacional de Proyectos Estratégicos, 2023).
Con respecto a los métodos de produccién de hidrégeno, estos abarcan los termoquimicos y electroquimicos,
que son los procedimientos convencionales, y por otro lado se encuentran los métodos bioldgicos. Los
métodos convencionales incluyen el reformado de metano por vapor de H;O, la gasificacion de
hidrocarburos, la oxidacién parcial no catalitica de combustibles fésiles, y el cracking y pirélisis del metano,
los cuales son procedimientos termoquimicos; y por otro lado la electrélisis del H,0 y la foto electrdlisis del
H,O que son procesos electroquimicos de produccion de H;. En particular, en los procesos
termoelectroquimicos de produccién de H; se utilizan fuentes de calor para generar electricidad y con ella

llevar a cabo el procedimiento de electrélisis del H,O (Singh et al., 2015).



Sin embargo, la mayoria de estos métodos de produccién de H; son procesos intensivos en energia y algunos
requieren altas temperaturas, como ser el método de reformado de metano por vapor de H,O, por lo que
dicha caracteristica se presenta con una desventaja operativa y de costo (Perera et al., 2010).

Segun ha reportado tukajtis et al. (2018), aproximadamente el 96 % de la produccion de hidrégeno proviene
de combustibles fésiles, principalmente a partir del proceso de reformado con vapor de H;0 del gas natural,
compuesto principalmente por metano (CHs); mientras que solo alrededor del 4 % se obtiene a través del
proceso de electrdlisis del H,0.

Por otro lado, los métodos bioldgicos de produccidon de H, pueden utilizar la luz solar, el CO; o los desechos
organicos como sustratos para la obtencidon de este biocombustible, lo cual convierte a estos métodos en
beneficiosos respecto a los métodos convencionales (Singh etal., 2015). Los métodos bioldgicos de
produccién de H; se describen en la Seccién 1.4. En la Figura 1 se indican los principales métodos de

produccién de hidrégeno.

[ Hidrogeno

Biolagico Termogquimico Electroguimico

Termoelectroquimico

e |

Reformado por vapor Electralisis del Hy0 =

—| Fermentacion oscura Fotdlisis Directa Gasificacion Fotoelectrolisis —_—

Oxidacion parcial

Fotofermentacion

— Cracking

_— Piralisis

Figura 1. Principales métodos de produccion de hidrégeno. Se indican los métodos termoquimicos y electroquimicos,
que son los convencionales, y también los métodos bioldgicos. Cuadro elaborado en base a los trabajos de Singh et al.
(2015) y Perera et al. (2010).

1.3. Analisis tecno-econémico
Con respecto al rendimiento de hidrégeno, el proceso de produccién por reformado del metano con vapor
de H,0 presenta un rendimiento aproximado de 0,74 mol Ha/mol CH4 (Abdalla et al., 2018). Por otra parte,
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el rendimiento del proceso de electrdlisis del H,O generalmente se calcula en funcién de la energia
consumida, ya que esta es el insumo limitante, exhibiendo un valor de aproximadamente 9-10 mol Hz/kWh
(Kurrer, 2020). En relacién con el proceso de fermentacion oscura, la misma tiene un rendimiento maximo
tedrico de 4 mol Ha/molhexosa, |0 que equivale a 44,41 mg H2/gazicar reductor. EN este sentido, para el proceso de
fermentacién oscura normalmente se reportan rendimientos de entre 11,1 a 22,2 mg Ha/gazicar reductor (Cheng
et al.,, 2011), aunque se han informado rendimientos elevados de 42,19 mg Ha/gazicar reductor (Kumar et al.,
2001).

Dado que la competitividad de los diferentes métodos de produccion se encuentra estrechamente vinculada
al costo de produccion del producto de interés (Avella et al., 2001), a continuacidn, se presenta un analisis
comparativo del costo de produccién de hidrégeno a partir de combustibles fdsiles, mediante electrélisis del
H,0 y por fermentacidn oscura. Los valores de costo de produccién pueden proporcionar una perspectiva
mas integral en la comparacidn de los procesos de produccidn de hidrégeno, ya que para su calculo se
consideran ademas del rendimiento y productividad otros pardmetros relevantes tales como la inversion
inicial, el costo operativo, y el costo de mantenimiento de equipos, entre otros factores (Dinesh et al., 2018).
En primer lugar, es importante destacar que el costo estimado de produccién de hidréogeno mediante el
método de reformado del gas natural con vapor de H,O en Estados Unidos es aproximadamente 1 USD/kg
Ha (International Energy Agency, 2018), siendo este proceso con el cual se produce el 95 % del hidrégeno en
dicho pais (U. S. Department of Energy, 2020). En cuanto al costo de produccién de hidrégeno electrolitico,
es decir mediante electrélisis del H,0, este varia segln el método especificamente utilizado. Para el proceso
de electrdlisis del H,O con alta temperatura, el costo promedio oscila entre 2,35 y 4,8 USD/kg Hz, en
comparacion con el costo de produccidon mas elevado registrado para la electrdlisis del H,O con energia edlica
y solar, que en ambos casos supera los 7 USD/kg Hz (El Hajj Chehade et al., 2020). A su vez, cabe mencionar
que el Departamento de Energia de Estados Unidos en 2021 ha propuesto la meta de disminuir el costo del
hidrégeno electrolitico a 1 USD/kg H; para el afio 2030, con un objetivo intermedio de 2 USD/kg H: para el
afo 2025; este esfuerzo se centra en la mejora de diversos aspectos, incluyendo el rendimiento, y el costo y
durabilidad de los equipos electrolizadores (U. S. Department of Energy, 2023).

Con respecto al costo del proceso de produccién de H, mediante fermentacidén oscura, este depende de
diversas variables como ser la materia prima, el consorcio microbiano utilizado, el tiempo del proceso, el
rendimiento y productividad obtenidos, el volumen final de cultivo, entre otros factores. En este sentido, Li
et al. (2012) calcularon un costo de produccién de H, mediante fermentacidén oscura de 7,82 USD/kg H,
utilizando residuos de granjas de champifiones como materia prima. Asimismo, Han et al. (2016) realizaron
una estimacion del costo de produccién de H, también mediante fermentacion oscura, obteniendo un valor
de 11,3 USD/kg H,, el cual se basd en la utilizacidon de residuos de alimentos como materia prima en China.

Sin embargo, se han reportado otras estimaciones mas favorables para el costo de este proceso
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fermentativo, como la reportada por Dinesh et al. (2018), con un valor de 3,2 USD/kg Ha, quienes también

emplearon residuos de alimentos como materia prima, en este caso en India.

1.4. Hidrogeno biolégico

Existen 3 procesos metabdlicos principales para la produccién bioldgica de hidrégeno. Estos son (1) la
fotdlisis directa, en la cual las cianobacterias descomponen el H,O para generar hidrégeno y oxigeno en
presencia de luz; (2) la fotofermentacion, donde las bacterias fotoheterdtrofas anoxigénicas utilizan materia
organica para producir H, en presencia de luz; y (3) la fermentacion oscura, en la cual las bacterias
heterdtrofas anaerdbicas utilizan materia organica para producir H; sin necesidad luminica (Perera et al.,
2010).

La fotdlisis directa es un proceso fotosintético en el cual la molécula de H,0 se divide para generar hidrégeno
y oxigeno utilizando energia luminica. Este proceso es llevado a cabo por cianobacterias y microalgas,
pudiendo emplearse fotobiorreactores para su ejecucidén a gran escala (Academy of Sciences Malaysia,
2022). Un ejemplo de cianobacterias productoras de hidrogeno son las del género Anabaena spp., donde la
formacién de biohidrégeno ocurre bajo condiciones anaerébicas en células especializadas, denominadas
heterocistos, por acciéon de las mismas enzimas que fijan nitrégeno molecular (Yu & Takahashi, 2007). En
cuanto a la produccién de H, mediante fotdlisis directa con microalgas, se destacan principalmente cepas de
la especie Chlamydomonas reinhardtii. Para favorecer la generaciéon de hidréogeno por parte de esta
microalga, se pueden realizar cultivos bajo condiciones anaerdbicas y en un medio de cultivo libre de azufre
(Tsygankov et al., 2006).

Por otro lado, la fotofermentacién es llevada a cabo por bacterias purpuras no sulfurosas (PNSB, por sus
siglas en inglés), que producen hidrégeno durante el crecimiento fotoheterotréfico a partir de fuentes de
carbono orgdnico utilizando energia luminica. Los electrones generados durante la oxidacion de los sustratos
orgdnicos reaccionan con protones para formar Hy, en un proceso catalizado por la enzima nitrogenasa.
Durante la produccion de H, por medio de este proceso metabdlico no se genera O, por lo cual no ocurre la
inhibicién de la nitrogenasa inducida por el hidrogeno. El proceso de produccién de H, mediante
fotofermentacion ocurre en condiciones de anaerobiosis y limitacidn de nitrégeno. Las especies de PNSB mas
utilizadas  para la  produccion de Hx, son  Rhodobacter  capsulatus, Rhodobacter
sphaeroides, Rhodoseudomonas palustris y Rhodospirillum rubrum (Androga et al., 2012).

La fermentacion oscura es el método de produccién de biohidrogeno mas estudiado y el que se presenta
como mas prometedor. Mediante este proceso de fermentacion, los microorganismos, principalmente
bacterias, convierten la materia organica en acidos orgdnicos e hidrégeno. Es un proceso anaerébico que
ocurre de manera independiente de la presencia de luz (tukajtis et al., 2018). Dicha materia organica puede

provenir de la biomasa lignocelulédsica, como residuos agricolas y forestales. Asimismo, otros tipos de
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materias primas que contengan elevada proporcion de carbohidratos también pueden ser fuentes
potenciales para la obtencidn de hidrégeno mediante fermentacidn oscura, como ser cultivos agricolas con
alto contenido de azucar y almidén, residuos sdélidos organicos municipales, y aguas residuales de industrias
alimentarias y efluentes industriales (Guo et al., 2010). Este metabolismo fermentativo lo pueden llevar a
cabo, en ausencia de luz, bacterias anaerobias de los géneros Enterobacter spp., Bacillus spp. y Clostridium
spp. (Sarangi & Nanda, 2020), entre otros. Se ha evaluado el uso de cultivos microbianos puros como asi
también cultivos mixtos o consorcios microbianos, como indculos del proceso de fermentacion oscura. Por
lo general, los consorcios o cultivos mixtos son mas favorables y practicos para la produccién de H; que los
cultivos puros, debido a su gran diversidad microbiana capaz de metabolizar rapidamente una amplia gama
de sustratos, ademas de no requerir de una estricta condicion aséptica, lo que facilita su manejo y reduce el
costo de operacion (Dzulkarnain et al., 2022).

Cabe destacar que existen procedimientos de produccién de hidréogeno que combinan los procesos
metabdlicos detallados. En este sentido, la implementacion en secuencia de la fermentacién oscura con la
fotofermentacidon puede presentar un rendimiento total de H, superior que los procesos individuales y

disminuir la emision del CO; producido durante la fermentacién oscura (Cheng et al., 2011).

1.5. Consorcios microbianos

Tal como se detallé anteriormente, en el proceso de fermentacién oscura, los consorcios microbianos o
cultivos mixtos, presentan la ventaja de poder metabolizar rdpidamente una amplia variedad de sustratosy
ademas no requieren una estricta condicidon aséptica durante el proceso (Dzulkarnain et al., 2022). Sin
embargo, en un sistema de cultivo mixto bajo condiciones anaerébicas, el hidrégeno producido por bacterias,
como las del género Clostridium spp. o Enterobacter spp., a menudo es consumido rapidamente por otras
bacterias que poseen esta capacidad. Por lo tanto, para evitar esta problematica y aprovechar el hidrégeno
generado por cultivos mixtos, el consorcio microbiano debe ser sometido a un pretratamiento para suprimir
a las bacterias que consumen hidrégeno, y al mismo tiempo conservar a las bacterias productoras de este
gas (C. Li & Fang, 2007). Usualmente, este pretratamiento se basa en la capacidad de formar esporas que
presentan bacterias como las del género Clostridium spp., destacadas productoras de hidrégeno y presentes
en lodos y sedimentos anaerdbicos (Wiegel et al., 2006).

En un trabajo realizado por Garcia etal. en 2012, se evalud la producciéon de hidrégeno mediante
fermentacion oscura a partir de 3 indculos microbianos distintos: una muestra de suelo obtenida a 15 cm de
profundidad, compost comercial y materia organica proveniente de un biodigestor anaerdbico. Aunque los
consorcios provenientes de los 3 indculos lograron producir hidrégeno, el que mayor cantidad de este gas
produjo fue el proveniente del biodigestor anaerdbico. Asimismo, en otro trabajo realizado por el mismo

grupo de investigacién (Garcia et al., 2023), analizaron la composicidon microbiana de cultivos anaerébicos
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durante procesos de fermentacidon oscura inoculados con un consorcio proveniente de un biodigestor
anaerdbico, mediante secuenciacién de ARN ribosomal 16S y determinaron que las bacterias del género
Clostridium spp. y Sporolactobacillus spp. fueron las predominantes a lo largo del proceso de produccién de
hidrégeno. Por un lado, Clostridium spp. mostré mayor predominancia al inicio del proceso de fermentacién
oscura, con mas del 90 % de abundancia relativa, mientras que al final del proceso este género presentd
valores cercanos al 80 % de abundancia y Sporolactobacillus spp. alcanzé valores proximos al 20 %, tal como

se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2. Analisis taxonémico a nivel de género de un consorcio microbiano a lo largo del proceso de fermentacién
oscura en biorreactor. Se indica la abundancia relativa de los distintos géneros presentes en un consorcio bacteriano
durante 4 procesos batch de fermentacidn oscura en biorreactor de tanque agitado de 5 L. Mediante diferentes colores
se indica cada género presente a distintos tiempos de las fermentaciones, desde TO hasta T5 (horas), para los primeros
2 lotes y de TO a T3 (horas) para los siguientes 2 lotes. El analisis a tiempo TO se efectud previo al pretratamiento
térmico del indculo. Los géneros predominantes a partir de T1 de todas las fermentaciones fueron Clostridium spp.
(naranja) y Sporolactobacillus spp. (violeta). La técnica utilizada para la identificacion a nivel de género fue la
secuenciacion del ARN ribosomal 16S (Garcia et al., 2023).

Las bacterias del género Clostridium spp. han sido ampliamente estudiadas por su capacidad para producir
hidrégeno a partir de diversas fuentes de carbohidratos. Por otro lado, la funcién de las bacterias acido-
l[acticas, en particular Sporolactobacillus spp., en relacién con la produccidon de biohidrégeno aln no se
encuentra totalmente definida (Garcia et al. 2023). En este sentido, en el trabajo de Monlau et al. (2014), se
evalué la produccién de hidrégeno a partir de hidrolizados de tallos de girasol obtenidos mediante hidrélisis
acida e inoculando los mismos con un consorcio microbiano sometido a pretratamiento térmico. En dicho
trabajo, se determind que el género Sporolactobacillus spp. llegd a ser dominante, constituyendo
aproximadamente el 70 % de la comunidad bacteriana, a expensas del género Clostridium spp. Los autores
de este estudio sugirieron que los subproductos resultantes de la hidrélisis acida del sustrato lignocelulésico,

como furfurales, compuestos fendlicos y acetato, indujeron un cambio en la composicidn de la comunidad
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bacteriana hacia las bacterias acido-lacticas y que la actividad de estas bacterias generd condiciones
estresantes para las cepas de Clostridium spp., desfavoreciendo la produccion de hidrégeno.

Asimismo, otras bacterias acido-lacticas como ciertas del género Lactobacillus spp. pueden disminuir la
produccién de H; al secretar bacteriocinas en el medio de cultivo, lo que puede generar condiciones
estresantes para las células clostridiales y por ende causar un cambio en su via metabdlica de produccidon de
H. y llevar a la produccién de solventes como el etanol (Noike et al., 2002). En consecuencia, la presencia de
bacterias del género Sporolactobacillus spp. en consorcios bacterianos puede estar asociada con la

disminucion de la produccion de hidréogeno.

1.6. Metabolismo de Clostridium spp.

La definicion del género Clostridium spp. previamente a la clasificacidon de bacterias por ARN ribosémico era:
bacterias formadoras de esporas no reductoras de sulfato con un metabolismo anaerobio estricto y una
pared celular del tipo Gram positivo. Actualmente, se define la estructura taxondmica general de los
organismos procariotas, en su mayor parte, en funcién de las relaciones reveladas por la comparacién de
secuencias del gen 16S del ARN ribosdmico. Esto ha llevado a trasladar muchas especies antiguas de
clostridios a nuevos géneros y a una definicion mds estrecha del género Clostridium spp. (referido
comunmente como Clostridium sensu stricto) (Wiegel et al., 2006). Las especies de Clostridium spp.
productoras de hidrégeno estan ampliamente presentes en el suelo, agua e intestino de los animales.
Cuando se utiliza un consorcio microbiano, proveniente de dicho origen, como inéculo del proceso de
fermentacion oscura para produccién de hidrégeno, generalmente se aplica un pretratamiento térmico para
inhibir los microorganismos consumidores de este gas (Wang & Yin, 2021).

Todas las vias metabdlicas pertenecientes al género Clostridium spp., implicadas en la sintesis de hidrégeno,
consisten en primer lugar en la oxidacién y conversiéon de las fuentes de carbono a piruvato. En el caso de las
hexosas, pueden ser convertidas directamente a piruvato a través de la via de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), junto con la formacién de adenosin trifosfato (ATP) y dinucleétido reducido de nicotinamida adenina
(NADH), a partir de adenosin difosfato (ADP) y nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) (Park et al., 2019).
En cuanto al glicerol como sustrato, primero se produce dihidroxiacetona (DHA) a partir de su oxidacion, y
luego se forma dihidroxiacetona fosfato (DHAP) mediante fosforilacion de DHA y finalmente el DHAP se
convierte en piruvato a través de la via de EMP (Gungormusler-Yilmaz et al., 2014). Ademas, en algunas cepas
de Clostridium spp., el glicerol también puede convertirse en DHAP a través de la via de la enzima glicerol-P-
deshidrogenasa (Gonzalez-Pajuelo et al., 2006). En el caso de las pentosas, su conversién a piruvato sigue la
via de la hexosa monofosfato (HMP), acompafiada del consumo de ATP y formacién de NADH (Liu et al.,
2006). El piruvato generado a partir de las vias EMP y HMP se metaboliza por medio de reacciones de

reduccion y oxidacién. Asi, mediante reduccion, el piruvato se puede convertir en lactato junto con la
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conversion de NADH en NAD™. A través de la reaccion de oxidacion, el piruvato se oxida a CO; y acetil-CoA,
junto con la formacion de ferredoxina reducida (Fdred). La Fdred puede ser posteriormente oxidada por una
hidrogenasa generando en consecuencia una molécula de hidrégeno. En la posterior conversion de la acetil-
CoA, generada a partir del piruvato, tiene lugar la formacién de acetato y butirato acompafiada por la
produccién de ATP, y también puede ocurrir la formacién de etanol y butanol junto con el consumo de NADH.
A lo largo de estas vias metabdlicas, los electrones utilizados para la formacién de hidréogeno molecular
provienen de las reacciones de oxidacion del glicerol y carbohidratos a piruvato y de la oxidacién de piruvato

a acetil-CoA. Luego, en particular, el hidrogeno se genera de las siguientes 3 maneras:

1) Mediante oxidacién de Fdreq a través de la actividad de una [FeFe]-hidrogenasa del tipo de las presentes
en Clostridium pasteurianum.
2) A partir de NADH mediante la accién de hidrogenasas [FeFe] multiméricas.

3) A partir de Fdred y NADH mediante la actividad de una [FeFe]-hidrogenasa bifurcadora trimérica.

Por lo tanto, las vias que producen NADH y Fdreq Son favorables para la produccién de hidrégeno, mientras
que las vias que consumen NADH y Fdreq SON restrictivas para su produccién. En la Figura 3 se detallan todas

las vias metabdlicas implicadas en la sintesis de hidrégeno.

1_ Glycerol Hexose Pentose
¥
Glycerol-3-phosphate DIiIA
I DHAP —
& &
< <
Z 2
Lactate PR W S Pyruvate
NADH~{
] CoA - Fd.,
NAD* % o, [FeFe]
Propionate 7 A¢C02*/ Fdreq

2H"» CoA
Acetyl-
Ethanol —— Acetyl-CoA phospham Acetate
ol P,
-4 i 2 B
§ <ZI Cer/ =
Acetoacetyl-CoA NAD* @
NADH~ X
NADH+H* H*

NAD* +/]

B-hydroxybutyryl-CoA

HZO/ CoA | é E
B e
Butanol —— Butanoyl-CoA 7£~ p:;z:zz teAL Butyrate
P

NADH
NAD*

Figura 3. Vias metabdlicas del género Clostridium spp implicadas en la sintesis de hidrégeno. Se detallan las vias de
formacion de acetato y butirato junto con la produccidn de ATP, las vias de formacidon de etanol y butanol con consumo
de NADH, y las reacciones de sintesis de hidrégeno mediante oxidacion de ferredoxina y NADH (Wang & Yin, 2021).
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Los rendimientos tedricos de hidréogeno correspondientes a las vias del dcido acético, acido propidnico, acido
butirico, etanol y butanol, detalladas en la Figura 3, y partiendo de glucosa como fuente de carbono, se

pueden calcular de acuerdo con las siguientes ecuaciones de cada via:

e Via del acido acético: CsH1206 + 2H20 - 2CH3COOH + 2CO; + 4H;
e Via del 4cido propiénico: CeH1206 + 2H2 > 2CH3CH,COOH + 2H,0
e Via del 4cido butirico: CéH1206 - CH3CH2CH,COOH + 2CO; + 2H;
e Via del etanol: CgH1206 - 2CH3CH,0H + 2CO>

e Via del butanol: CgH1,0¢ > CH3CH,CH,CH,0H + 2C0O; + H,0

El rendimiento tedrico de hidrégeno mas elevado se consigue por medio de la via del dcido acético, con un
valor de 4 moles de H; por mol de glucosa, debido a que no se genera un consumo adicional de NADH con la
formacién de acetato. Por otra parte, la via del dcido butirico presenta un rendimiento teérico de hidrégeno
de 2 moles de H, por mol de glucosa, debido a que en esta via se produce un consumo adicional de 2 moles
de NADH por cada mol de piruvato. Mientras que, en la via del acido propidnico se consume hidrégeno, y las
vias del etanol y butanol no producen hidrégeno.

Se ha reportado que, estas vias metabdlicas se pueden alternar en base a las condiciones de reaccidn,
sustrato disponible y la especie microbiana, por lo que el rendimiento de H; se podria modificar mediante el
control de ciertas condiciones de cultivo (Yin & Wang, 2016) (Mizuno et al., 2000) (Moon et al., 2015).

Por otro lado, segun Jang et al. (2012) si se extiende la fermentacién oscura con bacterias del género
Clostridium spp. por un tiempo prolongado, ocurre un proceso bifasico. Este modelo de fermentacidn bifasica
clostridial, consiste en la fase acidogénica o acidogénesis y la fase solventogénica o solventogénesis. En la
fase acidogénica se produce acido acético y acido butirico junto con ATP, y también se genera acido lactico,
durante la cual ocurre el crecimiento celular. En esta fase se produce el hidrégeno a partir de la oxidacidn de
ferredoxina reducida y NADH. Luego, una parte de estos acidos organicos formados serian posteriormente
utilizados para la produccidon de alcoholes y solventes como etanol, butanol y acetona, durante la fase
solventogénica. Asi, la solventogénesis, en la cual se produce principalmente etanol y butanol (Ndaba et al.,
2015), estd asociada con el aumento del pH externo debido a la captacién de los 4cidos organicos
mencionados (Zheng et al., 2015). La transicién entre estas dos fases estaria causada por el repentino cambio
en los patrones de expresion génica (Lee et al., 2008). En la Figura 4 se resumen las principales reacciones

bioquimicas de ambas fases, partiendo de glucosa como fuente de carbono.
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Figura 4. Vias metabdlicas en la fermentacion bifasica de Clostridium. En la fase acidogénica o acidogénesis (area
rosada) se describe la formacién de acidos organicos (escritos en rojo), mientras que en la fase solventogénica o
solventogénesis (area celeste) se detalla la formacién de alcoholes y solventes (escritos en azul). La produccion de
hidrégeno ocurre solamente en la fase acidogénica, a partir de la oxidacion de ferredoxina reducida y NADH (Abo et al.,
2019).

1.7. Celdas de combustible

Las celdas o pilas de combustible son dispositivos electroquimicos que utilizan la energia quimica del
hidrégeno u otros combustibles para producir energia eléctrica mediante una reaccion redox. Esta tecnologia
tiene el potencial de producir energia de manera limpia y eficiente, y sin generar emisiones nocivas. Si el
hidrégeno es el combustible, y este se emplea para alimentar una pila del tipo membrana de intercambio de
protones o PEM (siglas en inglés de Proton Exchange Membrane), los Unicos productos resultantes son
electricidad, aguay calor. Las celdas de combustible pueden proporcionar energia para sistemas tan grandes
como una central eléctrica de servicios publicos y tan pequefios como una computadora portatil (U.S.
Department of Energy, 2023).

La tecnologia de celdas o pilas de combustible PEM es una de las mas desarrolladas y se utiliza ampliamente
en sistemas de calefaccion residencial y también en vehiculos de transporte. Después de mds de una década

de intenso esfuerzo de investigacion y desarrollo, la tecnologia PEM ofrece alta eficiencia, durabilidad y
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confiabilidad, y los costos han disminuido notablemente debido a su producciéon en masa (Dodds et al.,
2015).

Una celda de combustible consta de tres componentes principales: dos electrodos (anodo y catodo) y un
electrolito conductor. En el caso de las celdas de combustible PEM, cada electrodo estd compuesto por un
material poroso de elevada area superficial impregnado con un electrocatalizador, generalmente platino o
una aleacion de este. El material del electrolito es una membrana polimérica que actla como conductor
idnico entre ambos electrodos (NETL, 2004). La energia eléctrica en una celda de combustible es generada
por dos reacciones quimicas principales, como se ilustra en la Figura 5. En el caso de las celdas de combustible
gue operan con H; puro, el gas se oxida generando protones y electrones en el anodo. Los protones son
conducidos a través de la membrana del electrolito, y los electrones circulan alrededor de la membrana,
generando una corriente eléctrica. Los productos cargados (H* y e’) se combinan con oxigeno en el catodo

(reaccidén de reduccién), produciendo agua y calor (O’Hayre et al., 2016).

Carga
e e
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Ingreso de combustible Ingreso de oxidante (0:)
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H-t-
O,
H, H*
H+
H,O
Salida de combustible Salida de oxidante
exhausto exhausto
.ﬁ.l'lﬂdﬂ T Cétﬂdﬂ

Polimero electrolitico

Figura 5. Esquema de una celda o pila de combustible del tipo PEM. Se detallan los componentes de las celdas de
combustible tipo PEM (membrana de intercambio de protones), como también el ingreso y salida de gases de la misma
(Baker & Zhang, 2011).

1.8. Sustratos lignocelulésicos

Al hidrégeno biolégico se lo puede considerar un biocombustible, debido a que es un recurso energético
procesado por el ser humano a partir de materia orgdnica producida recientemente por seres vivos, a la cual
se denomina “biomasa” (Maciel, 2009). Los biocombustibles se pueden clasificar en primarios y secundarios.

Los biocombustibles primarios consisten en biomasa no procesada utilizada principalmente para
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calefaccionar, cocinar y en algunas ocasiones para generar electricidad. Algunos ejemplos de este tipo de
combustibles son la lefia y los chips o pellets de madera. Por otra parte, los biocombustibles secundarios se
producen a partir del procesamiento de la biomasa, este es el caso del biohidrégeno, bioetanol y biodiesel,
entre otros. A su vez, los biocombustibles secundarios se pueden dividir en tres grupos: de primera, segunda
o tercera generacién (Chakraborty et al., 2012). Los biocombustibles de primera generacion se producen a
partir de partes alimenticias de plantas, ricas en almiddn y sacarosa. Los biocombustibles de segunda
generacién se desarrollan a partir de residuos agricolas y forestales, ricos en materia o sustancia
lignoceluldsica. Finalmente, los biocombustibles de tercera generacidn se producen a partir de microalgas o
sustratos vegetales no alimenticios.

En la Tabla 1 se indican los 3 grupos de biocombustibles secundarios y sus correspondientes materias primas,

y ademas se detallan ejemplos de estas.

Primera Jugo de la cafia de azucar, granos de maiz y sorgo,
Partes alimenticias de las plantas.
Generacion aceites de semillas oleaginosas, etc.

Cascara de mani, cascara de mandioca, bagazo de

Segunda Residuos  agricolas 'y  forestales
cafia de azlcar, bagazo de cerveceria, hojas de
Generacion (sustratos lignocelulésicos).
maiz, cascara de arroz, etc.
Microalgas Chlorella sorokiniana, Botryococcus braunii, entre
Tercera Sustratos vegetales no alimenticios de Otras microalgas.
Generacion crecimiento rdpido y alta densidad Arboles reducidos en lignina o maiz con celulasas
energética. integradas.

Tabla 1. Clasificacion de los biocombustibles secundarios segtin su biomasa de origen (materia prima). Se indican los
distintos tipos de biocombustibles secundarios seglin su materia prima y ejemplos de estas. Tabla elaborada a partir
del trabajo de Maciel (2009).

En este trabajo de tesis se evaluaron distintos residuos lignocelulésicos agricolas y forestales para la
produccién de hidrégeno, por tal motivo el biocombustible resultante corresponde a los de segunda
generacion. La utilizacién de residuos lignoceluldsicos de la industria agricola y forestal para la produccién
de biocombustibles presenta el beneficio de no generar el desvio de alimentos provenientes de la agricultura

hacia el sector energético (Sims et al., 2010). Ademds, existe un particular interés en aprovechar estos
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sustratos lignoceluldsicos debido a que poseen la ventaja de ser de bajo costo, renovables y abundantes
(Anwar et al., 2014).

Los sustratos lignoceluldsicos se denominan asi porque estan compuestos por celulosa y hemicelulosa, como
asi también por lignina. Las proporciones de estos tres componentes mayoritarios pueden variar segun la
especie vegetal y el ambiente en el que se desarrolla (Bajpai, 2016). La celulosa, componente fundamental
de las paredes de las células vegetales, es un polimero lineal y se considera que su unidad monomeérica es la
celobiosa, formada por dos unidades de B-D-Glucosa unidas mediante un enlace B-glucosidico. El nimero
promedio de unidades de glucosa en una molécula de celulosa es de aproximadamente 3.000 a 10.000. La
linealidad extrema de las cadenas de celulosa permite la formacidon de una gran cantidad de puentes de
hidrégeno entre hidroxilos de cadenas adyacentes. La estructura cristalina de la celulosa es una de las causas
de la recalcitrancia de la biomasa lignocelulésica. La cristalinidad de la celulosa se debe a la red de enlaces
de hidrégeno entre y dentro de las cadenas de esta molécula (Area, 2019).

La hemicelulosa, a diferencia de la celulosa, tiene una estructura amorfa y no repetitiva. Se compone de
diferentes heteropolimeros incluidos xilano, galactomanano, glucuronoxilano, arabinoxilano, glucomanano
y xiloglucano. Ademads, puede variar en su composicién segun la especie vegetal, puesto que las maderas
duras generalmente poseen hemicelulosas con alto contenido de xilano y las mas blandas contienen
mayoritariamente glucomananos. Los heteropolimeros de la hemicelulosa se componen de diferentes
monosacaridos como pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas (manosa, glucosa, galactosa) y azlcares
acetilados. La hemicelulosa también integra las paredes celulares vegetales formando complejas redes de
enlaces que proveen fortaleza estructural, debido a la conexion que generan entre fibras de celulosa para
formar microfibrillas y entrecruzamientos con la lignina (Isikgor & Becer, 2015).

La lignina es un polimero amorfo, aromatico, insoluble en agua, heterogéneo, tridimensional y reticulado. Se
considera que esta formada por copolimeros aleatorios derivados de alcoholes insaturados de fenilpropano
(Area, 2019). Este compuesto funciona como un pegamento celular que provee de resistencia ante la
compresion a los tejidos vegetales y a las microfibrillas de celulosa individuales. Asimismo, la lignina aporta
rigidez a la pared celular y actia como barrera contra insectos y patogenos (Isikgor & Becer, 2015). Los
heteropolimeros de la hemicelulosa y la lignina se unen en forma covalente, por medio de uniones que
generalmente ocurren a través de residuos de galactosa y arabinosa de las cadenas laterales de la
hemicelulosa (Chen, 2014).

En la Figura 6 se describe la estructura y composicién de la sustancia lignoceluldsica presente en las paredes

de las células vegetales, detallando las fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina.

21



Planta

OH OH oM
5 f ¢
a” s Lo
OH oH
alcohol alcohol alcohol

p-cumarilico conifarilico sinapilico

i b o .
:\.;—,- [ A D
* ".,-.,.‘?

------ w s &:\:‘F:..'-,‘iT “-_7 :

Azicares C5

\ Hemicelulosa /

Figura 6. Estructura y principales componentes de la sustancia lignocelulésica. Se detallan las fracciones de celulosa,
compuesta por unidades de celobiosa (disacarido conformado por 2 glucosas); hemicelulosa, heteropolimero de
pentosas y hexosas, y lignina, constituida por derivados fendlicos (Isikgor & Becer, 2015).

1.9. Pretratamiento de los sustratos lignoceluldsicos

La produccion de biocombustibles a partir de sustratos lignoceluldsicos involucra el tratamiento previo de
estos, que tiene como objetivo remover la lignina y degradar la celulosa y hemicelulosa, presente en las
paredes celulares, generando azucares de menor peso molecular. De esta manera, los azUcares resultantes
son mas facilmente metabolizables por los microorganismos utilizados para la producciéon de
biocombustibles. Los pretratamientos de los sustratos o biomasa lignoceluldsica pueden ser fisicos,
fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos (Cheng et al., 2011). En la Figura 7 se indica lo que sucede con la

estructura de la biomasa lignocelulésica durante su pretratamiento.
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Figura 7. Pretratamiento de la biomasa lignocelulosa. Se indica la degradacidon de la celulosa, hemicelulosa y lignina
durante el tratamiento de la matriz lignoceluldsica presente en las paredes celulares vegetales (Brodeur et al., 2011).

Los pretratamientos fisicos involucran la disrupcién mecdnica de los sustratos lignocelulésicos con el fin de
disminuir el tamafio de sus particulas, aumentando la relacion superficie-volumen y de esta manera
haciéndolos mas susceptibles a la degradacién quimica o enzimatica (Lin et al., 2010). Los pretratamientos
fisicos clasicos son la molienda o el chipeado, aunque también existen técnicas como irradiaciéon con
microondas y ultrasonido (Jedrzejczyk et al., 2019).

Entre los pretratamientos fisicoquimicos, el mas difundido es el método de explosidén por vapor de agua, ya
que implica un uso reducido de reactivos y bajo consumo de energia. Este método consiste en inyectar vapor
de agua a alta presién a un reactor conteniendo la biomasa lignoceluldsica. Durante este tratamiento, la
temperatura asciende a 160°C - 260°C, y posteriormente, la presidon se reduce de manera espontdnea,
desencadenando una descompresion explosiva sobre la biomasa. Este proceso resulta en la degradacion de
la hemicelulosa y la disgregacién de la lignina. Otros pretratamientos fisicoquimicos de la biomasa
lignoceluldsica son la explosién con CO; y la expansion de la fibra de amoniaco (AFEX) (Harmsen et al., 2010).
Los pretratamientos quimicos incluyen principalmente la hidrdlisis acida y alcalina, y los tratamientos con
solventes orgdnicos y agentes oxidativos. La hidrdlisis acida de los sustratos lignoceluldsicos generalmente
se lleva a cabo con 4cido sulfurico o clorhidrico diluido, consiguiendo principalmente la degradacién de la
hemicelulosa. En este proceso se liberan azucares solubles, como glucosa y xilosa, con un buen rendimiento,
los cuales sirven de sustrato para los microorganismos productores de biocombustibles (Brodeur et al.,
2011). A pesar de su efectividad y simplicidad, el método de hidrdlisis dcida exhibe la desventaja de que
durante su procedimiento se pueden formar compuestos téxicos o inhibidores de los microorganismos
involucrados en los procesos fermentativos. Los compuestos téxicos o inhibidores mas relevantes son los

furfurales, generados principalmente a partir de las pentosas, como la xilosa (Gwak et al., 2022), y los
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compuestos fendlicos, provenientes de la despolimerizacién de la lignina (Chen et al., 2020). Por otro lado,
en el pretratamiento alcalino se utilizan bases, como el hidréxido de sodio o el carbonato de sodio, para
solubilizar la lignina y hemicelulosa, favoreciendo la separacién de los componentes lignoceluldsicos. A su
vez, algunos solventes como el etanol, metanol y acido acético pueden disolver la lignina y parte de la
hemicelulosa, también con la finalidad de liberar azlcares solubles (Brodeur et al., 2011). Asimismo, algunos
agentes oxidantes, como el peréxido de hidrégeno (H202) y el ozono (O3), pueden disgregar los componentes
de la matriz lignocelulésica, afectando su estructura quimica y disolviéndolos (Norrrahim et al., 2021).

Por ultimo, los pretratamientos bioldgicos se pueden llevar a cabo de dos maneras: por medio del
crecimiento de microorganismos directamente en los sustratos lignoceluldsicos o digiriéndolos mediante el
uso de cocktails enzimaticos. Estos tratamientos presentan la ventaja de no generar compuestos téxicos o
inhibitorios, tales como los que se mencionaron. Los microorganismos aptos para efectuar el pretratamiento
bioldgico de sustratos lignoceluldsicos deben poseer la capacidad de degradar la celulosa y/o la lignina.
Algunos de estos microorganismos son hongos filamentosos como los del género Candida spp. y Aspergillus
spp., y bacterias como Bacillus spp. y Streptomyces spp. Ademas, los microorganismos utilizados en estos
tratamientos se pueden aplicar de manera aislada o en consorcios (Ummalyma et al., 2019). Por otra parte,
los cocktails enzimaticos para los pretratamientos bioldgicos consisten en mezclas de distintas enzimas
hidroliticas como celulasas y xilanasas, entre otras, las cuales hidrolizan enlaces especificos de los
componentes de la matriz lignoceluldsica librando azucares fermentables (Ballesteros, 2010). En la Tabla 2

se indican los distintos pretratamientos de los sustratos lignoceluldsicos y se detallan algunos ejemplos.

Fisicos Molienda, chipeado, irradiacidon con microondas y ultrasonido.

Explosién por vapor de agua, explosidn con CO; y expansion de la
Fisicoquimicos
fibra de amoniaco (AFEX).

Hidrdlisis 4cida y alcalina, tratamiento con solventes organicos y
Quimicos
agentes oxidativos.

Bioldgicos Microorganismos y cocktails enzimaticos.

Tabla 2. Pretratamientos de los sustratos lignoceluldsicos. Se detallan los distintos pretratamientos de la biomasa
lignoceluldsica y se indican ejemplos de estos. Tabla elaborada en base a los trabajos de Cheng et al. (2011), Lin et al.
(2010), Jedrzejczyk et al. (2019), Harmsen et al. (2010), Brodeur et al. (2011), Norrrahim et al. (2021), Ummalyma et al.
(2019) y Ballesteros (2010).
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1.10. Inhibidores microbianos

Cuando se utiliza biomasa lignoceluldsica como materia prima para el cultivo de microorganismos y la misma
es sometida a pretratamientos quimicos, como el tratamiento con acido diluido, y fisicoquimicos, la
formacién de compuestos téxicos o inhibidores microbianos representa una amenaza para los organismos
productores de H,. En consecuencia, la eliminacién o reduccién de estas sustancias tdxicas es un paso
necesario para conseguir un proceso de produccidon exitoso (Monlau etal., 2014). Los compuestos
inhibidores que se pueden generar durante dichos pretratamientos son (1) los derivados de furano,
furfurales, que principalmente provienen de la transformacién de pentosas y en menor proporcidon de
hexosas, presentes en las fracciones de hemicelulosa y celulosa, (2) los compuestos fendlicos ligados a la
degradacion de la lignina, como la vanilina, y el siringaldehido, entre otros compuestos y (3) los acidos
carbdnicos, como el acido férmico, acido acético y acido levulinico. La concentracidon de estos compuestos
depende principalmente de las condiciones del pretratamiento, es decir, la temperatura, presién, tiempo de
exposicion, productos quimicos utilizados y su concentracion, asi como también del origen y la composicién
de la materia prima lignoceluldsica.

Los mecanismos de inhibiciéon de estos compuestos téxicos en el proceso de produccién de hidrégeno se

describen a continuacion:

1. Los furfurales interfieren con la sintesis de enzimas glucoliticas y suprimen el crecimiento microbiano.
2. Los compuestos fendlicos influyen negativamente en las comunicaciones celulares y dafian las
membranas celulares.

3. Las formas no disociadas de los acidos débiles penetran en las células microbianas por difusion y
disminuyen el pH intracelular, lo que conduce a una disminucién de la produccién de hidrégeno

(Quéméneur et al., 2012).

Se ha reportado que, en cultivos de Clostridium acetobutylicum bajo el estrés de furfurales y compuestos
fendlicos, se genera una disminucién de enzimas y metabolitos involucrados en la glucdlisis y el ciclo de
Krebs, y en vias del proceso de produccion de H, como la via de sintesis de acetona-butanol y en el
metabolismo redox (Liu et al. 2019). Por este motivo, el metabolismo de las bacterias productoras de
hidrégeno puede cambiar significativamente con la presencia de inhibidores en el medio de cultivo.

Por tal motivo, en algunos casos es necesaria la remocién o disminucién de estos compuestos téxicos o
inhibidores para permitir que ocurra la fermentacidon oscura, por lo que se presenta como necesario el
tratamiento de los hidrolizados lignhocelulésicos con procedimientos de detoxificacion (Honarmandrad et al.,
2022).

En la Tabla 3 se indican los distintos tipos de inhibidores microbianos generados durante los pretratamientos

quimicos y fisicoquimicos de la biomasa lignocelulésica, y ademas se detallan sus mecanismos de accion.
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Interfieren con la sintesis de enzimas glucoliticas y suprimen el

Furfurales
crecimiento microbiano.

Influyen negativamente en las comunicaciones celulares y
Compuestos fendlicos
dafian las membranas celulares.

Ingresan a las células microbianas por difusion y disminuyen el
Formas no disociadas de acidos débiles  pH intracelular, causando una disminucién de la produccion de

hidrégeno.

Tabla 3. Inhibidores microbianos y su mecanismo de accién. Se indican los tipos de inhibidores microbianos o
compuestos téxicos generados durante los pretratamientos quimicos y fisicoquimicos de la biomasa lignocelulésica, y
sus mecanismos de accion. Tabla elaborada a partir de los trabajos de Quéméneur et al. (2012) y Liu et al. (2019)

1.11. Métodos de detoxificacion de inhibidores microbianos

Se han propuesto diversas metodologias para eliminar o al menos disminuir los compuestos téxicos o
inhibidores microbianos presentes en hidrolizados quimicos lignoceluldsicos y asi mitigar sus efectos
negativos sobre el crecimiento de microrganismos y sus vias metabdlicas. La detoxificacién de los
hidrolizados lignoceluldsicos, obtenidos por medio de ciertos tratamientos como la hidrélisis acida, puede
llevarse a cabo mediante métodos fisicos como el tratamiento con carbdn activado y el uso de resinas de
intercambio anidnico, métodos quimicos como el overliming o sobrealcalinizacidn y la aplicacidn de sulfitos,
y mediante métodos biolégicos como la implementacién de ciertas enzimas como lacasas y el tratamiento
con hongos filamentosos, entre otros (Zhang et al., 2018).

En la Tabla 4 se indican los distintos métodos de detoxificacion que se pueden aplicar a los hidrolizados
lignoceluldsicos para eliminar o reducir compuestos téxicos o inhibidores microbianos.

Debido a su bajo costo y su alta eficiencia en comparacién con otros métodos de detoxificacion, el método
de sobrealcalinizacién u overliming y el tratamiento con carbdén activado, son las metodologias mas
implementadas para conseguir disminuir o eliminar los distintos compuestos tdxicos presentes en
hidrolizados quimicos lignocelulésicos. Cabe destacar que estas dos metodologias pueden ser aplicadas de

manera secuencial para aumentar la eficiencia de detoxificacién de los hidrolizados (Chang et al., 2011).
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Tratamiento con carbdn activado

Fisicos
Uso de resinas de intercambio anidnico
Overliming o sobrealcalinizacion
Quimicos
Aplicacién de sulfitos
Implementacidn de lacasas
Bioldgicos

Tratamiento con hongos filamentosos

Tabla 4. Clasificacion y ejemplos de los métodos de detoxificacion de hidrolizados quimicos lignoceluldsicos. Se
indican los distintos métodos de detoxificacidon de hidrolizados quimicos lignoceluldsicos, y ejemplos de estos. Tabla
elaborada en base a el trabajo de Zhang et al. (2018).

El método de sobrealcalinizacién u overliming consiste en la adicion al hidrolizado lignocelulésico de un dlcali,
como ser Ca(OH)2 o NaOH, para aumentar su pH hasta un valor de 10 u 11, seguido de un ajuste del pH al
valor adecuado de cultivo microbiano y posterior filtracion para eliminar el material insoluble. Si este
tratamiento se aplica sobre un hidrolizado lighoceluldsico obtenido mediante hidrdlisis con acido sulfurico
diluido, se genera un precipitado de sulfato de calcio que debe ser eliminado. Esta metodologia de
detoxificacion logra la disminucién de la concentracion de compuestos inhibidores en hidrolizados
lignoceluldsicos (Kordala et al., 2023). Sin embargo, el mecanismo de detoxificacidon por overliming ain no
ha sido completamente elucidado. Algunos autores sugieren que el efecto del overliming estd meramente
relacionado con la precipitacion de sustancias toxicas (Roberto et al., 1991), mientras que otros consideran
gue se debe a la transformacion quimica de los compuestos inhibidores que son inestables a valores de pH
elevados (Millati et al., 2002).

El tratamiento con carbdn activado para eliminar compuestos téxicos o inhibidores presentes en hidrolizados
quimicos lignoceluldsicos es ampliamente utilizado debido a que se presenta como una técnica sencilla y
econdmica (Sarawan et al., 2019). El carbdn activado se caracteriza por su gran area superficial, elevada
microporosidad y capacidad de adsorcién, lo cual lo convierte en un adsorbente efectivo, para
procedimientos de detoxificacidn y purificacion. (Arminda et al., 2021). Su aplicacién para la detoxificacion
de hidrolizados lignoceluldsicos esta ampliamente difundida debido a que el carbdn activado posee baja
afinidad por los azlcares (Parawira & Tekere, 2011) y es eficiente en la eliminacion de furfurales y

compuestos fendlicos (Kamal et al., 2011).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

1) Es posible conseguir hidrolizados lignoceluldsicos ricos en glucosa, pentosas y otros azucares reductores
mediante hidrdlisis quimica de distintos sustratos residuales lignoceluldsicos y seleccionar el mas apto
para su utilizacién en la produccion de biohidrégeno mediante el proceso de fermentacidn oscura.

2) Es factible lograr la adaptacidn de un consorcio microbiano proveniente de un biodigestor, por medio de
pasajes sucesivos en un medio de cultivo definido.

3) Es viable conseguir el crecimiento del consorcio microbiano y la produccion de biohidrégeno a partir de
hidrolizados lignoceluldsicos mediante cultivos anaerébicos en frascos Erlenmeyer.

4) Es posible realizar el escalado de la produccidn de biohidrogeno mediante fermentaciones anaerdbicas

del consorcio microbiano utilizando un biorreactor de tanque agitado de laboratorio.

2.2. Objetivos
Objetivo general:
Llevar a cabo la optimizacién de la produccion de hidrégeno biolégico mediante fermentacion anaerdbica de

un consorcio microbiano a partir de hidrolizados quimicos obtenidos de biomasa residual lignocelulésica.

Objetivos especificos:

1) Obtener hidrolizados lignoceluldsicos ricos en glucosa, pentosas y otros azucares reductores, mediante
hidrdlisis acida de distintos sustratos lignoceluldsicos residuales y seleccionar el mds adecuado para su
utilizacidn en un proceso de produccion de biohidrégeno mediante fermentacion oscura.

2) Realizar la adaptacion de un consorcio microbiano, proveniente de un biodigestor de materia orgdnica,
por medio de pasajes sucesivos en un medio de cultivo definido.

3) Evaluar el crecimiento del consorcio microbiano mediante cultivos anaerdbicos en frascos Erlenmeyer con
medio definido e hidrolizado lignocelulésico.

4) Analizar la produccion de biohidrégeno por medio de cultivos anaerébicos del consorcio microbiano en
frascos Erlenmeyer con medio definido e hidrolizado lignocelulésico.

5) Llevar a cabo el escalado de la produccidn de biohidrégeno mediante fermentaciones anaerdbicas del
consorcio microbiano en biorreactor de tanque agitado de laboratorio con medio definido e hidrolizado

lignoceluldsico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Métodos analiticos de cuantificacion
A continuacién, se describen los métodos de cuantificacién de glucosa, azucares reductores, pentosas,
furfurales y fenoles, utilizados para determinar su concentracion en hidrolizados lignocelulésicos y en

cultivos realizados en frascos Erlenmeyer y fermentaciones en biorreactor.

3.1.1. Método de cuantificacion de glucosa

La cuantificacion de glucosa se realizd aplicando el método enzimatico de determinacién de glicemia
descripto por Henry (1974). Este método se basa en la formacién de peréxido de hidrégeno (H;0z) y acido
glucdnico a partir de glucosa por accién de la enzima glucosa oxidasa (GOD). El H,0, generado reacciona con
aminofenazona (4-AF) y fenol para formar, por accién de la enzima peroxidasa (POD), quinona coloreada, la
cual es cuantificable espectrofotométricamente a 505 nm (Figura 8). La intensidad del color generado es
proporcional a la concentracion de glucosa presente. Para esta cuantificacidn se utilizé el kit enzimatico
comercial de glicemia de Wiener Lab, compuesto por: Reactivo A (4-aminofenazona 25 mmol/L en Buffer
Tris 0,92 mol/L), Reactivo B (fenol 55 mmol/L) y Reactivo C (glucosa oxidasa 1000 U/ml y peroxidasa 120
U/ml). El reactivo de trabajo se preparé mezclando 500 partes de H,O destilada, 50 partes del reactivo A, 50
partes del reactivo B y llevando a 1000 partes con H,O destilada, finalmente se agregaron 3 partes del
reactivo C y se mezcld por inversion. Las siguientes soluciones estandar de glucosa (Merck®): 5 g/L; 2,5 g/L;
1,25 g/Ly 0,625 g/L, se utilizaron para construir la curva de calibraciéon. Ademas, se empled como testigo o
control de este método de cuantificacién una solucion de 2,5 g/L de glucosa (Baker®). Las muestras para
analizar se evaluaron en una dilucién tal que su concentracién estuviese dentro del rango correspondiente
a la linealidad de la curva de calibracidon. Las soluciones estandar de glucosa, la solucién testigo y las
diluciones de las muestras se realizaron con H,0 destilada. Asimismo, se utilizé H,O destilada como blanco

de reaccidn de los estandares, solucién testigo y muestras a analizar.

GOD
glucosa + O, + H,O ————= acido gluconico + H,O,

POD
2H,0, +4-AF +fenol _~ quinona coloreada + 4 H,0

Figura 8. Reacciones enzimaticas del método de cuantificacidn de glucosa. Por medio de las reacciones indicadas se
produce quinona coloreada, a partir de la glucosa, medible espectrofotométricamente a 505 nm (Henry, 1974).

Para llevar a cabo las reacciones se colocaron en tubos Eppendorf, 10 pL de las soluciones detalladas
anteriormente (estandares y testigo), muestras y H,O destilada (blanco), se agregd 1 ml del reactivo de

trabajo y se homogeneizé mediante vortex. Luego, se incubaron los tubos a 37°C en un bafio de agua
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termostatizado (Vicking, modelo Masson Digital, Argentina) durante 10 min, y seguidamente, se trasvasoé su
contenido a cubetas para medir la absorbancia a 505 nm en espectrofotémetro (PG INSTRUMENTS®, modelo
T60, Reino Unido). Las muestras, estandares, testigo y blanco se analizaron por duplicado. La Figura 9
muestra las soluciones correspondientes a las distintas concentraciones del estandar, testigo y blanco de

reaccidn, obtenidas luego de las reacciones quimicas de este método de cuantificacion.

STD1 STD2 sTD3 sTD 4 Testigo  Blanco

Figura 9. Soluciones correspondientes a la curva de calibracion del método de cuantificacion de glucosa. Se muestran
las soluciones luego de las reacciones a partir de las cuales se genera quinona coloreada. STD, corresponden a las
concentraciones de las soluciones estandar de glucosa (STD 1: 5 g/L; STD 2: 2,5 g/L; STD 3: 1,25 g/L; STD 4: 0,625 g/L);
Testigo, corresponde a la muestra control (solucion de 2,5 g/L de glucosa); Blanco, corresponde al blanco de reaccion
(H20 destilada).

3.1.2. Método de cuantificacién de azucares reductores

La cuantificacion de azucares reductores se llevé a cabo aplicando el método colorimétrico descripto por
Miller (1959), el cual se basa en la reaccion entre los aztcares reductores y el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS,
C7H4N207), donde se produce la reducciéon de este ultimo a acido 3-amino-5-nitrosalicilico (C7HsN20s),

compuesto de color anaranjado cuantificable espectrofotométricamente a 570 nm (Figura 10).

COOH COOH
OH OH
Reduccion
Azicar reductor S 3
o:N NQO2 O:N NH:
DNS Acido 3-amino-5-nitro salicilico
(Amarillo) {Maranja/Rojo)

Figura 10. Reaccion del método de cuantificacion de azlicares reductores. Reaccion de reduccidon del acido 3,5
dinitrosalicilico (compuesto de color amarillo) a acido 3-amino-5-nitro salicilico (compuesto de color anaranjado a
rojo), en presencia de azUcares reductores (Kang et al., 2014).
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El ensayo colorimétrico se llevo a cabo utilizando un reactivo de trabajo con la siguiente composicion: 16 g/L
de hidréxido de sodio (NaOH, 1 g/L de acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS C7HaN207) y 300 g/L de tartrato de
sodio y potasio (KNaCsH40s) disueltos en H,0 destilada. Asimismo, partir de una solucién estandar de glucosa
(Merck®) se realizaron diluciones seriadas para obtener las siguientes concentraciones: 5 g/L; 2,5 g/L; 1,25
g/Ly 0,625 g/L de glucosa, con las cuales se construyd la curva de calibracién. Ademas, se empled una
solucion testigo de glucosa de 2 g/L (Baker®) como control positivo del método de cuantificacion. Las
muestras a analizar se evaluaron en una dilucidn tal que su concentracién estuviera dentro del rango de
linealidad de la curva de calibracién. También, se utilizé H,O destilada como blanco de reaccion de los
estdndares, testigo y muestras. Para efectuar las reacciones se colocaron en tubos Eppendorf, 200 pL de las
soluciones preparadas anteriormente (estandares y testigo), muestras y H,O destilada (blanco). A
continuacion, en los tubos se agregd 1 ml del reactivo de trabajo, se agitaron con vortex y se incubaron a
100°C en bafio termostatizado por 10 min (Vicking, modelo Masson Digital). Luego, los tubos se enfriaron en
bafio de agua, se trasvasoé su contenido a cubetas y se midid la absorbancia a 570 nm en espectrofotémetro
(PG INSTRUMENTS®, modelo T60). Los estandares, testigo y muestras se analizaron como minimo por
duplicado. En la Figura 11 se muestran las soluciones correspondientes a las distintas concentraciones del

estdndar, testigo y blanco de reaccién luego de la reaccién quimica.

STD1 STD 2 sTD3 sTD4 Testigo Blanco

Figura 11. Soluciones correspondientes a la curva de calibracion del método de cuantificacion de azucares
reductores. Se muestran las soluciones obtenidas luego de las reacciones a partir de la cuales se obtiene el producto
de color anaranjado. STD, corresponden a las concentraciones del estandar de glucosa (STD 1: 5 g/L; STD 2: 2,5 g/L;
STD 3: 1,25 g/L; STD 4: 0,625 g/L); Testigo, corresponde a la muestra control (solucion de 2 g/L de glucosa); Blanco,
corresponde al blanco de reaccién (H,0O destilada).

3.1.3. Método de cuantificacion de pentosas y furfurales
La cuantificacidon de pentosas se realizé aplicando el método colorimétrico descripto por Deschatelets & Yu

(1986), el cual se basa en la formacién de furfurales a partir de pentosas en una solucién de acido acético
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conteniendo tiourea a 70°C y en la reaccién de los furfurales generados con acetato de bromoanilina,

resultando en un producto de color rosado el cual es cuantificable espectrofotométricamente a 520 nm

(Figura 12).
0
A\
HO
OH 70°C
i O s A YA
H,0
TIOUREA
HO

Figura 12. Reacciones quimicas del método de cuantificacion de pentosas y furfurales. Se detalla la conversién de
pentosas a furfurales en presencia de acido acético y tiourea a 70°C y su posterior reaccién con acetato de
bromoanilina para formar el producto coloreado.

El reactivo de trabajo se preparé diluyendo tiourea (CH4N,S) en acido acético glacial (CH;COOH) en una
concentracion de 40 g/Ly luego agregando bromoanilina (CéHsBrN) en una concentracién de 20 g/L. La curva
de calibracion se construyé con las siguientes concentraciones de una solucién estandar de xilosa (Sigma-
Aldrich®): 1 g/L, 0,5 g/L, 0,25 g/L, 0,125 g/L y 0,0625 g/L. Ademas, se utilizd una solucién testigo de xilosa
(Stanton®) de 0,5 g/L como control del método de cuantificacion. Las muestras a analizar fueron diluidas tal
que su concentracién estuviera dentro del rango de linealidad de la curva de calibracién de xilosa. Se utilizé
H,0 destilada como blanco de reaccién de los estandares, testigo y muestras a analizar. Para llevar a cabo
las reacciones se colocaron en tubos Eppendorf, 200 pL de las soluciones preparadas anteriormente
(estandares y testigo), muestras y H,0 destilada (blanco). Seguidamente, a cada tubo se le agregd 1 ml del
reactivo de trabajo y se homogeneizd con vortex. Luego, los tubos se incubaron por 10 min a 70°C en bafio
termostatizado (Vicking, modelo Masson Digital), se enfriaron en bafio de agua y finalmente se incubaron
durante 70 min a temperatura ambiente en oscuridad. Luego, se trasvaso el contenido a cubetas y se midié
la absorbancia a 520 nm en espectrofotometro (PG INSTRUMENTS®, modelo T60). Las muestras, estandares
y testigo se evaluaron como minimo por duplicado. Para determinar la cantidad de furfurales presentes
inicialmente en las muestras, se siguieron los mismos pasos descriptos anteriormente, pero exceptuando la
incubacion a 70°C.

En la Figura 13 se muestran las soluciones correspondientes a las concentraciones del estdndar, testigo y

blanco de reaccién, luego de las reacciones quimicas del método.
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Figura 13. Soluciones correspondientes a la curva de calibracién del método de cuantificacion de pentosas y
furfurales. Se muestran las soluciones obtenidas luego de las reacciones a partir de la cuales se obtiene el producto
de color rosado. STD, corresponden a las concentraciones del estandar de xilosa (STD 1: 1 g/L, STD 2: 0,5 g/L; STD 3:
0,25 g/L; STD 4: 0,125 g/L; STD 5: 0,0625 g/L); Testigo, corresponde a la muestra control (solucién de 0,5 g/L de xilosa);
Blanco, corresponde al blanco de reaccién (HO destilada).

3.1.4. Método de cuantificacion de fenoles

La cuantificacion de fenoles se realizé mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, aplicando un
protocolo adaptado de Blainski et al. (2013). Esta metodologia se basa en la reduccion del reactivo de Folin-
Ciocalteu en presencia de fenoles generando un producto de coloracién azul -cuantificable

espectrofotométricamente (Figura 14).

OH 0

Reactivo de Folin (We+, Mos*) + — Reactivo de Folin reducido (W5, Mo5*) +

Color amarillo Color azul

Figura 14. Reacciéon quimica del método de cuantificacion de fenoles. Se detalla la reduccion del acido
fosfomolibdotungstico (coloracién amarilla) del reactivo de Folin-Ciocalteu, por accidén de un compuesto fendlico para
generar un producto de coloracién azul (Blainski et al., 2013).

El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene una mezcla de tungstato sodico (Na;WOQa.) y molibdato sddico
(Na;Mo0Q,) en 4cido fosforico (H3POs), los cuales reaccionan con los compuestos fendlicos. El acido
fosfomolibdotungstico (coloracion amarilla), formado a partir de dichas sales en el medio acido, es reducido
por los grupos fendlicos generando un complejo de color azul, cuya intensidad permite determinar la
concentracion de fenoles. La mencionada reaccidén es mas rdpida a pH basico, por este motivo la mezcla de
reaccion se ajusta a pH 10 con carbonato de sodio (Na;COs) (Blainski et al., 2013).

La curva de calibracidn se realizé con las siguientes concentraciones de una solucién estandar de fenol
(Anedra®): 1 g/L; 0,5 g/L; 0,25 g/L y 0,125 g/L. Asimismo, se utiliz6 como control del método una solucién

testigo de fenol (Merck®) de 0,5 g/L y H,0 destilada como blanco de reaccién de los estandares, testigo y
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muestras. Las muestras se analizaron en una dilucion tal que su concentracion estuviera en el rango de
linealidad de la curva de calibracién. Para llevar a cabo la reaccidn se colocaron en tubos Eppendorf 10 pL de
los estandares, muestras, testigo y blanco. Seguidamente, se agregaron 50 L del reactivo de Folin-Ciocalteu,
se mezclaron los tubos y después de 5 min se agregaron 900 pL de una solucién de carbonato de sodio de
30 g/L. Luego, los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min y, seguidamente, se transvaso
el contenido a cubetas y se midid la absorbancia a 760 nm en espectrofotdmetro (PG INSTRUMENTS®,
modelo T60). Las muestras, estandares y testigo se analizaron como minimo por duplicado. En la Figura 15
se muestran las soluciones de las distintas concentraciones del estandar, testigo y blanco, luego de la

reaccidon quimica.

Blanco

STD 4 Testigo

STD1  STD2  STD3

Figura 15. Soluciones correspondientes a la curva de calibracion del método de cuantificacion de fenoles. Se
muestran las soluciones obtenidas luego de la reaccion de reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu, a partir de la cual
se obtiene el producto de color azul. STD, corresponden a las concentraciones del estandar de fenol (STD 1: 1 g/L; STD
2:0,5g/L; STD 3: 0,25 g/L; STD 4: 0,125 g/L); Testigo, corresponde a la muestra control (solucién de 0,5 g/L de fenol);
Blanco, corresponde al blanco de reaccién (H20 destilada).

3.2. Ensayo de linealidad de los métodos analiticos

La linealidad es la capacidad de un método de andlisis de generar una respuesta proporcional, dentro de un
determinado intervalo, a la cantidad de un analito que se analiza en una muestra. El rango lineal se
determina mediante un grafico de concentracion del analito en funcién de la respuesta, el cual se construye
a partir de distintas concentraciones del estandar correspondiente que cubran el intervalo de trabajo y un
blanco de reaccién (UNODC, 2010). El ensayo de linealidad se aplicé a las metodologias de cuantificacién de
glucosa, azlcares reductores, pentosas, furfurales y fenoles. Para tal fin, se realizaron, en diferentes dias,
curvas de calibracién con las distintas concentraciones de los estandares correspondientes a cada método
de cuantificacién, evaluando los valores del coeficiente de correlacidn R? correspondientes al ajuste lineal
de las regresiones. Para esto, se prepararon distintas concentraciones de cada estandar, tal como se

describié anteriormente para cada método cuantitativo, de forma tal de abarcar el rango lineal de
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absorbancia del espectrofotémetro utilizado. Las soluciones de los estandares fueron analizadas aplicando
los correspondientes métodos analiticos de cuantificacion. Asimismo, para cada método de cuantificacién
se analizd una solucidon testigo de concentraciéon conocida como control del método. El coeficiente de
correlacién R? indica el grado de relacién entre la variable de concentracidn (X) y la variable de respuesta (Y)
de la curva de calibracién y por ende es el criterio de aceptacidn cualitativo de la linealidad. Un valor maximo
de 1 indica correlacién positiva perfecta entre las variables X e Y, mientras que, un valor igual a 0 indica que
no existe correlaciéon alguna, es decir independencia total entre las variables. Asi, para los distintos métodos
de cuantificacion utilizados se determind el coeficiente R? de las curvas de calibracion y se evalud una

solucion testigo.

3.3. Sustratos lignocelulésicos y consorcio microbiano

Distintos sustratos lignoceluldsicos fueron hidrolizados quimicamente y evaluados en pos de seleccionar el
sustrato mas adecuado para ser utilizado como materia prima en la producciéon de hidrégeno bioldgico
mediante fermentacion. Los sustratos lignoceluldsicos analizados fueron: cdscara de mani, cdscara de
mandioca, bagazo de cerveceria, hojas de maiz, cascara de arroz, residuo de jojoba, residuos de poda
municipal, de pino y de eucalipto. Estos sustratos lignoceluldsicos fueron molidos utilizando un molinillo
(Numak®, Modelo Fw-100, China) tal de obtener particulas pequefias para aumentar la relacidn
superficie/volumen del sustrato y favorecer su posterior hidrdlisis quimica.

La produccion de biohidrégeno mediante fermentacidn anaerdbica con hidrolizados lignoceluldsicos y medio
definido de Logan, se realizé utilizando un consorcio microbiano proveniente de un biodigestor de materia
organica perteneciente a un buque de la Armada Argentina. Dicho consorcio microbiano, se compone
principalmente de bacterias del género Clostridium spp. y Sporolactobacillus spp., tal como ha reportado
Garcia et al. (2023). Previo a cada inoculacién de hidrolizado lignocelulésico y medio definido de Logan, el
consorcio microbiano se sometid a un tratamiento térmico a 752C por 1h en bafio termostatizado (Vicking,
modelo Masson Digital), con el fin de conseguir el enriquecimiento del consorcio en los mencionados

géneros y eliminar la presencia de bacterias metanogénicas consumidoras de hidrégeno (Chang et al., 2011).

3.4. Hidrdlisis quimica de sustratos lignocelulésicos

Los sustratos lignoceluldsicos detallados previamente fueron sometidos a un tratamiento de hidrélisis acida
con el fin de obtener hidrolizados lignocelulésicos ricos en azucares fermentables. Dicho tratamiento de
hidrolisis se realizé mezclando en botellas de vidrio autoclavables cada sustrato con una solucion de acido
sulfurico (H2S0a) diluida (2 N), en una relacidn sélido/liquido suficiente para embeber completamente el
sustrato. Para los sustratos cascara de mani, cascara de mandioca, bagazo de cerveceria, cascara de arroz,

residuo de jojoba y residuos de poda de eucalipto y de pino, la relacién sélido/liquido fue 1:4, para hojas de
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maiz fue 1:6 y para poda municipal fue 1:7. Las mezclas fueron sometidas a tratamiento térmico a 100°C
durante 85 min en un autoclave eléctrico (BIOBASE, modelo BKM-P18, China). A continuacidn, las mezclas
se filtraron utilizando lienzo de lino y luego papel de filtro Whatman® (General Electric Company, Grade 1,
Estados Unidos), y posteriormente se ajustd el pH de los hidrolizados hasta un valor de 6 con perlas de
hidréoxido de sodio (NaOH), utilizando un pHmetro (Hanna®, modelo HI 9321, Estados Unidos). Los
hidrolizados acidos obtenidos a partir de los distintos sustratos lignoceluldsicos fueron analizados mediante
los métodos analiticos de cuantificacion descriptos previamente en la Seccién 3.1, para determinar la
concentracion de los nutrientes: azlcares reductores, glucosa y pentosas, como asi también la concentracion
de los inhibidores: furfurales y fenoles. Los valores de concentracién de nutrientes e inhibidores en los
hidrolizados se expresaron en gramos de compuesto por litro de hidrolizado (g/L) y también en gramos de
compuesto cada 100 g de sustrato lignoceluldsico seco (g/100 g sustrato seco). Esta Gltima expresion indica

la cantidad de cada compuesto independientemente de la relacion sélido/liquido utilizada.

3.5. Analisis de aptitud de sustratos lignoceluldsicos para la produccién de biohidrégeno

Con el objetivo de seleccionar un sustrato lignoceluldsico adecuado para la obtencién de hidrolizados
lignoceluldsicos ricos en azlcares para su utilizacion como medio de cultivo en la produccién de
biohidrégeno mediante fermentacién oscura con un consorcio microbiano, se llevd a cabo un analisis de
aptitud con los 9 sustratos lignoceluldsicos mencionados previamente en la Seccion 3.3. Para tal fin, se
elabord un sistema de puntajes considerando los siguientes criterios: concentracion de nutrientes y
compuestos téxicos o inhibidores microbianos en los hidrolizados lignoceluldsicos, disponibilidad de los
sustratos lignocelulésicos, facilidad de almacenamiento y de transporte de los sustratos lignocelulésicos.
Para evaluar si la concentracidon de nutrientes en los hidrolizados lignoceluldsicos presentaba un valor
6ptimo, se determind la concentracion de glucosa y pentosas en los distintos hidrolizados analizados. Se
evalud si dichos valores correspondian a concentraciones que favorecen la produccién de hidrégeno por
accion de los consorcios microbianos sin necesidad de concentrar o diluir los hidrolizados. Por lo tanto, se
penalizd a los sustratos lignoceluldsicos con un puntaje de -1 cuando corresponderia realizar estos
procedimientos de concentraciéon o dilucion, y se los calific6 con un puntaje igual a 0 cuando no
corresponderia aplicarlos. Para esta calificacion, se tuvo en cuenta que los solventes (acetona, etanol y
butanol) producidos cuando la concentracion de glucosa es de 10 a 30 g/L representan menos del 10 % de
los productos solubles, mientras que con concentraciones de glucosa cercanas a 40 g/L, los mismos
representan un 62 % de los productos solubles (Van Ginkel & Logan, 2005). Dichos solventes se generan
como producto de la solventogénesis, una via metabdlica en la cual el rendimiento de produccion de

hidrégeno se encuentra usualmente reducido. Por este motivo, se busca evitar dicho metabolismo vy
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favorecer la acidogénesis, que corresponde a la via metabdlica a partir de la cual se produce hidrégeno con
mayor rendimiento. Se considerd que los azlcares reductores que no son glucosa o pentosas corresponden
en mayor medida a oligo o polisacdridos, por lo que no estarian inmediatamente disponibles para ser
metabolizados y un exceso de estos no generaria un cambio metabdlico de acidogénesis (metabolismo
productor de hidrégeno) a solventogénesis.

Con respecto a los compuestos téxicos o inhibidores microbianos presentes en los hidrolizados
lignocelulésicos, se cuantificaron especificamente los furfurales y fenoles. Asi, se penalizé a los sustratos
lignocelulésicos con un puntaje de -0,5 cuando la concentracion de furfurales superd los 2 g/L en el
hidrolizado y con -1 cuando superd los 4 g/L, mientras que se calificé con un puntaje igual a 0 cuando la
concentracion fue menor a 2 g/L. Con respecto a los fenoles, se penalizé con -0,5 cuando la concentracion
de los mismos superd los 0,8 g/L en el hidrolizado y con -1 cuando superd los 1,5 g/L, mientras que se calificd
con 0 cuando la concentracién fue menor a 0,8 g/L. Dichos valores limites de concentracion de furfurales y
fenoles en los hidrolizados lignoceluldsicos se establecieron en base a los trabajos de Akobi et al. (2016) y
Tai et al. (2010), respectivamente.

Para el criterio de disponibilidad de cada sustrato lignoceluldsico, se analizaron los siguientes dos aspectos.
Por un lado, se analizd una posible aplicaciéon alternativa del sustrato lignoceluldsico, ya que en ese caso la
produccién de biohidrégeno a partir de dicho sustrato estaria compitiendo con otro uso. Por otro lado, se
evalud la oferta o abundancia de cada sustrato lignoceluldsico en toneladas por afio. Con relacién al primer
aspecto, la aplicacion mas importante que se le otorga a algunos sustratos es la de mantenerlos en el campo
luego de la cosecha para que los nutrientes que poseen regresen al suelo bajo el sistema de siembra directa,
como es el caso de la hoja de maiz (Perrachdn, 2004). Asi, la penalizacién de un sustrato por desvio de su
aplicacidon habitual recibié un puntaje de -0,5. En este sentido, la cdscara de mandioca también fue
penalizada porque generalmente se utiliza para la generacion de biogds en las mismas plantas procesadoras
del tubérculo (Denaday et al., 2020). Con respecto al criterio de abundancia de cada sustrato, el puntaje
consistié en una normalizacidén de la cantidad (toneladas) de cada sustrato lignocelulésico disponible por

ano, segln la siguiente formula:

Abundancia normalizada = (Abundancia - MIN(abundancia))/(MAX(abundancia)-MIN(abundancia))

Para dicha ecuacidn, la abundancia se expresa en toneladas de sustrato disponible por afio. La expresién
MIN(abundancia) corresponde a la menor abundancia de todos los sustratos analizados y MAX(abundancia)
corresponde a la mayor abundancia de todos los sustratos analizados. La menor abundancia en toneladas
por afio fue la correspondiente a la cascara de mandioca (22.000 toneladas/afio) y la mayor abundancia fue
la de la hoja de maiz (10.160.000 toneladas/afio). El valor normalizado asigna un puntaje de 1 al sustrato
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lignoceluldsico de mayor abundancia y de 0 al de menor abundancia; mientras que al resto de los sustratos
les corresponde un valor entre 0y 1 segun su valor relativo. Los valores de cantidad (toneladas) de sustrato
disponible por afio para las cascaras de mani, arroz, mandioca y para los residuos de pino y eucalipto se
obtuvieron del informe “Actualizacién del Balance de Biomasa con Fines Energéticos en la Argentina” de la
FAO (Denaday et al., 2020). Por otra parte, el valor de abundancia del bagazo de cerveceria se obtuvo del
informe “Bagazo de Cerveza: Un Subproducto con Multiples Aplicaciones” del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca (Baigorria, 2019). Asimismo, el valor de abundancia del sustrato hoja de maiz se consiguio
de Manterola et al. (1999) y el del residuo de jojoba se obtuvo de Diaz (1995) e InfoCampo (2021). Por ultimo,
el valor de abundancia del sustrato poda municipal se consiguié del trabajo de la empresa Lignis, en el cual
se reporto la cantidad de dicho sustrato por afio en la regidn central del pais (Gauto Acosta et al., 2021).
Para el criterio de almacenamiento de los sustratos, se considerd el costo de este procedimiento, que
depende en gran medida del contenido de agua de cada sustrato lignoceluldsico. Segun el informe
mencionado de la FAO (Denaday et al., 2020), se considera biomasa lignoceluldsica hiumeda cuando el
contenido de agua representa al menos el 60 % de su peso, de lo contrario es clasificado como biomasa seca.
Solamente, el bagazo de cerveceria superd este limite porcentual de todos los sustratos lignoceluldsicos
evaluados. Segun el trabajo del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (Baigorria, 2019), para el
almacenamiento y transporte del bagazo de cerveceria es preciso un proceso de secado en horno o estufa,
por este motivo se penalizé a este sustrato con un puntaje de -1. El resto de los sustratos lignocelulésicos no
fueron penalizados para este criterio de almacenamiento (puntaje = 0).

Por ultimo, para el criterio de transporte de los sustratos, se tuvo en cuenta la clasificaciéon del Informe

mencionado de la FAO respecto a la oferta directa e indirecta de los sustratos lighoceluldsicos. Asi, se define

oferta directa de sustratos lignoceluldsicos a la que esta potencialmente disponible de manera dispersa en
el terreno y oferta indirecta de sustratos a la que resulta de un proceso de transformacion industrial. La
caracteristica de dispersion territorial de la oferta directa de sustratos encarece su costo de transporte,
mientras que los sustratos de oferta indirecta se encuentran acumulados en establecimientos industriales,
debido a que se obtienen como subproductos de procedimientos industriales. Como los sustratos
lignoceluldsicos son un recurso de baja cantidad de energia por unidad de masa, su transporte encarece
considerablemente el proceso de produccion de biohidrégeno, por lo tanto, los sustratos de oferta directa
fueron penalizados con un puntaje de -1y los de oferta indirecta fueron favorecidos con un puntaje de 1.

En la Tabla 5 se resume el sistema de puntajes utilizado en el andlisis de aptitud para la seleccién del sustrato

lignocelulésico mas adecuado para su utilizacidn en la produccidn de biohidrégeno mediante el proceso de

fermentacion oscura con el consorcio microbiano.
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Sistema de Puntajes

Nutrientes Concentracion 6ptima (10 a 30 g/L) 0
(Glucosa+Pentosas) Requiere procedimiento de concentracién o dilucién -1
Menora 2 g/L 0
Entre 2 g/L
Furfurales g/Ly -0,5
4g/L
Mayor a 4 g/L -1
Inhibidores
Menor a 0,8 g/L 0
Entre 0,8 g/L
Fenoles g/ty -0,5
1,5g/L
Mayor a 1,5 g/L -1
No 0
. . Desvio de la aplicacion habitual -
Disponibilidad Si -0,5
Abundancia Puntaje normalizado
Sustrato humedo -1
Almacenamiento
Sustrato seco 0
Oferta directa del sustrato -1
Transporte
Oferta indirecta del sustrato 1

Tabla 5. Sistema de puntajes implementado en el analisis de aptitud. El analisis de aptitud se aplico para la seleccién
del sustrato lignoceluldsico mas adecuado para la obtencidn de hidrolizados lignoceluldsicos aptos para la produccién
de hidrégeno mediante fermentacidn oscura. Los criterios evaluados fueron concentracion de nutrientes e inhibidores
en los hidrolizados lignocelulésicos, disponibilidad, almacenamiento y transporte de los sustratos lignoceluldsicos.

Finalmente, a partir el sustrato lignoceluldsico seleccionado se calculd el porcentaje de conversién de
celulosa y hemicelulosa a azlcares simples, para lo cual se aplicaron las siguientes férmulas que fueron

reportadas por Sluiter et al., 2008.

C L
% Conversion Celulosa = ro (9/1) x 100

CPG (g/L) X FCGlucosa

C L
% Conversion Hemicelulosa = rr (9/1) x 100

Cpp (9/L) X FCpentosas

Donde Crs y Crp corresponden a la concentracion final de glucosa y pentosas, respectivamente, obtenidas
luego del proceso de hidrdlisis del sustrato lignoceluldsico. Cpg y Cpp corresponden a la concentracion
potencial maxima de glucosa y pentosas, respectivamente, que se podrian obtener a partir del sustrato
lignoceluldsico. FC es el factor de correccidn por hidratacién entre el monémero libre y cuando se encuentra
formando parte del polimero, cuyos valores son FCglucosa=1,10 y FCpentosas=1,12. Los valores de concentracién
potencial maxima de glucosa y pentosas de la cascara de arroz, 157,5 g/L y 112,5 g/L, respectivamente,
utilizados para calcular los porcentajes de conversién, corresponden a los reportados por Ugheoke (2012).
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3.6. Adaptacion del consorcio microbiano a un medio definido mediante pasajes sucesivos

Con el fin de conseguir la adaptacidn del consorcio microbiano proveniente de un biodigestor de materia
organica, se realizaron pasajes o repiques sucesivos en el medio de cultivo definido disefiado por Logan et
al. (2002). El medio definido de Logan presenta la siguiente composicién: 2 g/L de NH4HCOs; 1 g/L de KH2POg;
100 mg/L de MgS0a4-7H,0; 10 mg/L de NaCl; 10 mg/L de NazMo0a4-2H,0; 10 mg/L de CaCl,-2H,0, 15 mg/L de
MnSQ4-7H20; 2,78 mg/L de FeCly; 10,66 g/L de acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico monohidrato (MES)
como buffery 15 g/L de glucosa como fuente de carbono. Los pasajes sucesivos del consorcio microbiano se
realizaron con el objetivo de lograr la adaptacién del consorcio microbiano a dicho medio de cultivo definido
y ademas eliminar la materia organica e impurezas presentes en el liquido proveniente del biodigestor. Asi,
a partir del consorcio microbiano pretratado térmicamente, se realizaron pasajes o repiques sucesivos cada
3 0 4 dias en el medio de cultivo definido de Logan contenido en frascos Erlenmeyer de 100 ml. Los repiques
sucesivos se efectuaron al 10 % y 20 % (v/v) en medio definido de Logan, evaluando cada concentracién por
duplicado. Los cultivos de los repiques se llevaron a cabo a volumen completo de los frascos Erlenmeyer y
sin agitacion para generar condiciones anaerdbicas, e incubando los frascos a 37°C en bafio termostatizado
(Precision Scientific Inc.®, Estados Unidos). Se tomaron muestras de los cultivos en una cabina de seguridad
biolégica cada 24 h, para luego determinar la densidad oéptica a 600 nm (DOsoonm) mediante
espectrofotémetro (PG INSTRUMENTS®, modelo T60). Una vez obtenidos cultivos sin restos apreciables de
materia organica, se procedidé a evaluar su capacidad de produccidn de biohidrégeno comparandolo con
cultivos inoculados con el consorcio microbiano original, es decir, sin haberle realizado los repiques

sucesivos.

3.7. Produccion de biohidrégeno con el consorcio microbiano original y el proveniente de repiques

A partir de cultivos del consorcio microbiano proveniente de repiques sucesivos, se evalud el crecimiento y
la produccién de biohidrégeno en comparacién con cultivos del consorcio microbiano original. Dichos
cultivos se realizaron en frascos Erlenmeyer de 250 ml conteniendo medio definido de Logan. Los frascos se
conectaron, a través de mangueras de silicona, a probetas invertidas de 1 L conteniendo agua, conformando
asi el sistema hidroneumatico para la recoleccién y cuantificacion del biogas generado por los cultivos, tal
como se muestra en la Figura 16. Cabe aclarar que, los cultivos del consorcio original y del consorcio

proveniente de los repiques se llevaron a cabo de manera simultanea en el medio de Logan.
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Figura 16. Sistema hidroneumatico para evaluacion de la produccién de hidrégeno mediante cultivos del consorcio
microbiano proveniente de repiques sucesivos en comparacion con cultivos del consorcio microbiano original. A:
Sistema hidroneumdtico completo conformado por cultivos en frascos Erlenmeyer en un bafio termostatizado y
conectados a través de mangueras de silicona a probetas invertidas completas con agua para la recolecciéon de gas, B:
Detalle del sistema hidroneumatico para la recoleccion del gas producido por un cultivo del consorcio original, C:
Detalle del sistema hidroneumatico para la recolecciéon del gas producido por un cultivo del consorcio proveniente de
repiques sucesivos.

Los cultivos se realizaron a volumen completo de los frascos Erlenmeyer y sin agitaciéon para generar
condiciones anaerdbicas adecuadas. La inoculacidn se realizé al 20 % (v/v) ya sea con el consorcio original
como con el consorcio proveniente de repiques. Los cultivos se incubaron a 37°C durante 72 h en un bafio
termostatizado (Precision Scientific Inc.®, Estados Unidos). Cada 24 h de incubacidn se determind el volumen
de gas generado (litros) a partir de cada uno de los cultivos. Al final de la incubacién, se determiné, a partir
del gas total generado por cada cultivo, la cantidad de biohidrégeno producido, utilizando una pila de
combustible tipo PEM (Horizon, modelo FCSU-012-1, Republica Checa). La pila tipo PEM genera corriente
eléctrica a partir de hidrégeno, por lo que la misma se conectdé a un medidor de corriente eléctrica
(amperimetro). Asi, por medio del amperimetro se registré la corriente (miliamperios) generada por la pila
PEM cada intervalos de 15 seg y se registré también el tiempo durante el cual se observé corriente (tiempo
de reaccién). La cantidad de hidrégeno en el gas analizado se determiné a partir del producto entre el
promedio de la corriente eléctrica generada y el tiempo de reaccidén, cuyo valor es directamente
proporcional a la concentracién del hidrégeno presente en las muestras de gas, por lo cual se utilizé la

siguiente ecuacion para calcular la cantidad de hidrégeno producido:
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I * t,
2F

nH, =

Donde nH: es la cantidad de moles de hidrégeno (mmoles); I, es la corriente promedio generada por la pila
medida en miliamperes (mA); t; es el tiempo de reaccién medido en segundos (s); F es la constante de
Faraday en milicoulombs por milimoles (96.485 mC/mmol) multiplicada por la cantidad de electrones (dos)
que se transfieren a partir de la oxidacién de una molécula de hidrégeno.

Asimismo, se calculd del porcentaje de hidrégeno en el biogds generado aplicando la siguiente ecuacion:

mmol H, * 24,42 ml/mmol
Vin

* 100 = % de H, en el biogas

Donde 24,42 ml/mmol corresponde al volumen que ocupa un milimol de un gas en condiciones normales de
presion y temperatura (298,15 K, 1 atm) y Vi, es el volumen de la muestra de biogds tomada para realizar la
cuantificacién de hidrégeno.

A partir de la cantidad de hidrégeno producido se calcularon los siguientes parametros: concentracion de
hidrégeno producido por litro de cultivo (mg de Hx/L cultivo), rendimiento de hidrégeno producido en
funcidon de los azlcares fermentables consumidos (mg H./g azlcares fermentables), productividad
volumétrica (mg Hz/Lh) y productividad volumétrica total de hidrégeno (mg Hz/h).

Ademas, muestras correspondientes a los cultivos al inicio y al final de la incubacion fueron centrifugadas a
8000 rpm durante 10 min utilizando una microcentrifuga (Eppendorf, modelo 5415 R, Alemania) y a partir
de los sobrenadantes se determiné la concentracidn de azucares reductores, glucosa, pentosas y furfurales,
mediante los métodos descriptos previamente. Asimismo, se determind el pH de los cultivos al inicio y al

final del periodo de incubacién utilizando tiras reactivas (Merck, modelo MQuant, Alemania).

3.8. Evaluacion de crecimiento del consorcio microbiano en medio definido con distintas fuentes de
carbono
La evaluacién del crecimiento del consorcio microbiano proveniente del biodigestor se llevo a cabo mediante

cultivos en medio definido de Logan con las siguientes fuentes de carbono: glucosa (15 g/L), xilosa (15 g/L) y
una mezcla de glucosa (7,5 g/L) y xilosa (7,5 g/L), evaluando cada condicién por triplicado. Los cultivos se
realizaron en frascos Erlenmeyer de 100 ml a volumen completo y sin agitacion para generar las condiciones
anaerobicas adecuadas. La inoculacion se realizé al 20 % (v/v) con el consorcio microbiano pretratado
térmicamente, y los cultivos se incubaron a 37°C durante 96 h en un bafio termostatizado (Precision Scientific
Inc.®). Se tomaron muestras de los distintos cultivos a tiempo inicial y cada 24 h, las cuales fueron

centrifugadas a 8000 rpm durante 10 min con microcentrifuga (Eppendorf, modelo 5415 R). A partir de los
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sobrenadantes de las muestras centrifugadas se determind la concentracién de azucares reductores,
glucosa, pentosas y furfurales, aplicando los métodos descriptos previamente. Asimismo, se midié el pH de
las muestras a los tiempos 0 h, 24 h, 48 h'y 72 h utilizando tiras reactivas (Merck, Modelo MQuant, Alemania)

y a tiempo final (96 h) con un pHmetro (Hanna®, modelo HI 9321).

3.9. Evaluacion de crecimiento del consorcio microbiano en hidrolizados de cdscara de arroz

Se evalud el crecimiento del consorcio microbiano mediante cultivos en frascos Erlenmeyer con distintas
concentraciones de hidrolizado de cdscara de arroz en medio definido de Logan. Para tal fin, en una primera
instancia se llevo a cabo el crecimiento del consorcio bacteriano en hidrolizado al 25 % (v/v) de concentracion
en medio de Logan y en hidrolizado puro (100 % v/v), y en una segunda instancia en hidrolizado al 50 % y 75
% (v/v) en medio de Logan. Asimismo, se efectuaron cultivos del consorcio microbiano en medio definido de
Logan puro, como control experimental. Cada concentracion de hidrolizado de cdscara de arroz como asi
también el control fueron evaluados por duplicado. Los cultivos se llevaron a cabo en frascos Erlenmeyer de
100 ml, a volumen completo y sin agitacion para generar condiciones anaerdbicas apropiadas. La inoculacion
de los frascos Erlenmeyer conteniendo las distintas concentraciones de hidrolizado y el control, se efectud
al 20 % (v/v) con el consorcio microbiano pretratado térmicamente, y los cultivos se incubaron a 37°C
durante 96 h en bafio termostatizado (Precision Scientific Inc.®). Se tomaron muestras de los cultivos a
tiempo inicial y cada 24 h, las cuales fueron centrifugadas a 8000 rpm durante 10 min con microcentrifuga
(Eppendorf, modelo 5415 R). A partir de los sobrenadantes de las muestras, se determiné la concentracién
de azlcares reductores, glucosa, pentosas y furfurales, mediante los métodos detallados previamente.
Asimismo, se midié el pH de las muestras a los tiempos 0 h, 24 h, 48 h y 72 h de incubacién mediante tiras

reactivas (Merck, Modelo Mquant) y a tiempo final (96 h) con pHmetro (Hanna®, modelo HI 9321).

3.10. Detoxificacion del hidrolizado lignocelulésico de cascara de arroz

La detoxificacion del hidrolizado de cascara de arroz, en pos de disminuir la concentracion de inhibidores
microbianos como furfurales y fenoles, se llevé a cabo mediante el procedimiento descripto por Chang et al.
(2011). EI mismo consistié en una primera etapa de overliming o sobrealcalinizacion con Ca(OH); y una
segunda etapa de tratamiento con carbdn activado. La etapa de overliming implicé ajustar el pH del
hidrolizado hasta un valor de 11 con Ca(OH); utilizando un pHmetro (Hanna®, modelo HI 9321) y luego se
agitd el hidrolizado por 1 h a 200 rpm con un agitador magnético (DLAB, modelo MS7-H550-S, China). Una
vez finalizada la etapa de overliming, se ajusté el pH del hidrolizado hasta 6 con H,SOa utilizando también
pHmetro (Hanna®, modelo HI 9321) y se realizé una filtracion con lienzo de lino para eliminar el precipitado.
Luego, se agregd carbon activado al hidrolizado hasta una concentracién final de 1,5 % (p/v) y se procedid

nuevamente a su agitacion a 200 rpm durante 1 h con agitador magnético (DLAB, MS7-H550-S).
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Posteriormente, se efectud la filtracion del hidrolizado con papel de filtro Whatman® (General Electric
Company, Grade 1). Finalmente, se llevé a cabo la pasteurizacion del hidrolizado detoxificado a 65°C por 30
min en bafio termostatizado (Vicking, modelo Masson Digital), con el fin de disminuir su posible carga
microbiana. Se tomaron muestras del hidrolizado lignoceluldsico antes y después de cada etapa del
procedimiento de detoxificacion, con el fin de determinar la concentracién de furfurales y fenoles. De esta
manera, se evaluo la efectividad del proceso de detoxificacion en la reduccién de la concentracion de dichos
inhibidores en el hidrolizado de cdscara de arroz. Asimismo, a partir de las muestras se determind la
concentracidn de azlcares reductores, glucosa y pentosas con el fin de evaluar la posible disminucién de
estos componentes en el hidrolizado durante la detoxificacién. Ademas, se llevé a cabo la cuantificacion de
dichos inhibidores y nutrientes luego de la pasteurizacién del hidrolizado para evaluar si este proceso afecté

sus concentraciones.

3.11. Ensayos de crecimiento y produccion de hidrogeno a escala Erlenmeyer

El crecimiento y producciéon de biohidrégeno se evalué mediante cultivos anaerdbicos del consorcio
microbiano en frascos Erlenmeyer, conteniendo hidrolizado de cdscara de arroz diluido con medio definido
de Logan al 25 %, 50 %, 75 % (v/v) e hidrolizado puro (100 % v/v), evaluando cada concentracion por
triplicado. Se utilizé hidrolizado de cdscara de arroz detoxificado para las concentraciones de 50 %, 75 % y
100 % (v/v) e hidrolizado sin detoxificar para la concentracion de 25 % (v/v). También se llevaron a cabo
cultivos en medio definido de Logan puro como control de la produccidon de hidrégeno. Los cultivos se
efectuaron en frascos Erlenmeyer de 250 ml a volumen completo y sin agitacion para generar las condiciones
anaerdbicas apropiadas. La inoculacion de los frascos Erlenmeyer conteniendo las distintas concentraciones
de hidrolizado y el control se realizé al 20 % (v/v) con el consorcio microbiano pretratado térmicamente. Los
frascos Erlenmeyer se conectaron, a través de mangueras de silicona, a probetas invertidas de 1 L
conteniendo H,O (sistema hidroneumadtico), tal como se describié previamente, en pos de colectar y
cuantificar el gas generado mediante los cultivos. Los distintos cultivos se incubaron a 37°C durante 72 h en
bafio termostatizado (Precision Scientific Inc.®). Cada 24 h de incubacion se cuantificd el volumen de gas
generado a partir de los cultivos. Asimismo, al final de la incubaciéon se cuantificé el hidréogeno a partir del
gas generado por los distintos cultivos, utilizando la pila de combustible tipo PEM (Horizon, modelo FCSU-
012-1), conectada a un amperimetro. Para tal fin, se cuantificé la corriente eléctrica generada a partir del
gas, para luego calcular la cantidad de H; en el gas analizado tal como se detallé previamente. Ademas,
muestras de los cultivos correspondientes al inicio y al final de la incubacién fueron centrifugadas a 8000
rom durante 10 min con microcentrifuga (Eppendorf, modelo 5415 R) y a partir de los sobrenadantes se
determind la concentracion de azucares reductores, glucosa, pentosas y furfurales. Asimismo, se determiné

el pH de los cultivos, al inicio del periodo de incubacion, con tiras reactivas (Merck, Modelo Mquant) y al
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final de la incubacién con pHmetro (Hanna®, modelo HI 9321). A partir de la cantidad de hidrégeno
producido se calcularon los siguientes parametros de produccion: concentracion de hidrogeno (mg Ha/L
cultivo), productividad volumétrica (mg Hz/Lh), productividad total (mg H2/h), y el rendimiento de hidrégeno
respecto a los azucares reductores consumidos (mg Hx/g azucares reductores). Asimismo, para los cultivos
en hidrolizados lignoceluldsicos se calculd el rendimiento de hidrégeno respecto a los gramos de sustrato

lignoceluldsico utilizados para obtener cada hidrolizado (mg Ha/g sustrato).

3.12. Produccién de hidrégeno mediante fermentaciones a escala biorreactor de 5 L

El escalado de la produccién de biohidrogeno se llevd a cabo mediante fermentaciones del consorcio
microbiano en un biorreactor de tanque agitado de 5 L (Sartorius®, BIOSTAT A plus, Alemania). Para tal fin,
se realizé una fermentacion en dicho biorreactor con 4 L de hidrolizado de cdscara de arroz detoxificado sin
diluir (100 % de hidrolizado detoxificado). Asimismo, se efectué una fermentacion utilizando el medio
definido de Logan (4 L) como control del proceso de produccidn. La inoculacién tanto del hidrolizado como
del medio de Logan se realizd al 20 % (v/v) con el consorcio microbiano pretratado térmicamente. Con el
objetivo de generar las condiciones anaerdbicas adecuadas, antes de la inoculacién se aplicé un flujo de N;
gaseoso por 5 min para desplazar el O, disuelto en el medio (0 % de O, disuelto), en base a lo indicado por
Martinez et al., (2022), y ademas las fermentaciones se realizaron a volumen completo del biorreactor.
Asimismo, durante las fermentaciones se aplicé una agitaciéon de 50 rpm para asegurar una mezcla adecuada
del contenido del biorreactor sin dafar los microorganismos. La temperatura de los cultivos se mantuvo
constante en 37°C durante las fermentaciones, mientras que el pH se dejé variar durante el proceso
fermentativo seglin el metabolismo del consorcio, partiendo de un valor de 6. La salida de gases del
biorreactor (venteo) se conectd, mediante una manguera de silicona, a un reservorio de acrilico compuesto
por 3 contenedores de 4,8 L cada uno, graduados con una escala milimetrada y completos con agua, para el
almacenamiento y cuantificacidn del gas producido durante las fermentaciones, mediante el desplazamiento
del agua. Las fermentaciones se llevaron a cabo hasta las 72 h de proceso, registrando el volumen de gas
producido cada 24 h. Asimismo, se tomaron muestras de cultivo a tiempo inicial y cada 24 h de fermentacion.
Las muestras se centrifugaron con microcentrifuga (Eppendorf, modelo 5415 C) a 8000 rpm durante 10 min
y a partir de los sobrenadantes se determiné por duplicado la concentracidn de azUcares reductores, glucosa,
pentosas y furfurales, mediante los métodos descriptos previamente. A su vez, se determiné el pH de estas
muestras mediante pHmetro (Hanna®, HI 9321). A partir del biogas colectado se cuantificé el biohidrégeno
producido por medio de la pila tipo PEM (HORIZON, modelo FCSU-012-1), alas 48 hy 72 h de fermentacion,
tal como se describié previamente. Ademads, a partir de la cantidad de hidrégeno cuantificado se
determinaron los siguientes parametros de proceso: concentracion de hidréogeno (mg Ha/L cultivo),

productividad volumétrica (mg H2/L h), productividad total (mg H2/h) y rendimiento de hidrégeno respecto
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a los azlcares reductores consumidos (mg Hz/g azucares reductores). Asimismo, para la fermentacion en
hidrolizado lignocelulésico se calculd el rendimiento de hidrégeno respecto a los gramos de sustrato
lignoceluldsico utilizados para obtener el hidrolizado (mg H./g sustrato). En la Figura 17 se muestra el
sistema completo utilizado para las fermentaciones anaerdbicas del consorcio microbiano, el cual se
conforma por el biorreactor de tanque agitado de 5 L (Sartorius®, BIOSTAT A plus) conectado al reservorio
para el almacenamiento de gas y a una computadora portatil para el monitoreo del proceso vy registro de
datos. Este equipamiento pertenece a la Divisién de Investigaciéon y Desarrollo en Energias Renovables

(DIDER) del Instituto de Investigaciones Cientificas y Técnicas para la Defensa (CITEDEF).

Figura 17. Biorreactor de tanque agitado utilizado para realizar las fermentaciones anaerébicas. Configuracion del
sistema completo empleado para las fermentaciones anaerébicas del consorcio microbiano. A: Sistema completo
conformado por el biorreactor de tanque agitado de 5 L conectado al reservorio para almacenamiento de gasy a una
computadora portatil para el monitoreo del proceso y registro de datos, B: Detalle del biorreactor de tanque agitado,
donde se puede observar el manémetro, toma-muestra, y sensores, entre otros componentes.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensayo de linealidad de los métodos analiticos

Los métodos de cuantificacion de glucosa, azlcares reductores, pentosas y furfurales, y fenoles fueron
evaluados mediante el ensayo de Linealidad, obteniendo las correspondientes curvas de calibracion
gue se muestran en la Figura 18. Asi, a partir del ensayo de Linealidad aplicado a cada método de
cuantificacidn, se obtuvo la correspondiente ecuacion de la recta y el valor del coeficiente de
correlaciéon R?, dentro del rango de las concentraciones evaluadas de los respectivos estandares.
Asimismo, para cada curva de calibracién obtenida se determind el valor de absorbancia
correspondiente a una solucién testigo de concentracidon conocida, utilizada como control de cada

método de cuantificacion.
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Figura 18. Ensayo de linealidad aplicado a los métodos analiticos de cuantificaciéon. Curvas de calibracion
correspondientes a los distintos métodos de cuantificacién utilizados: A: Método de cuantificacién de glucosa, B:
Método de cuantificacion de azucares reductores, C: Método de cuantificacion de pentosas y furfurales, D:
Método de cuantificacion de fenoles. Para cada curva de calibracidn se indica la ecuacion de la recta y el
coeficiente R?, y ademas el valor de absorbancia correspondiente a la respectiva solucién testigo (punto rojo).
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Los valores del coeficiente de correlacidon R? obtenidos para las regresiones lineales en los rangos de
concentracion analizados, fueron considerablemente elevados para todos los métodos de
cuantificacion evaluados, debido a que todos los valores de R? fueron superiores a 0,99. Cabe destacar
que, las curvas de calibracidn fueron efectuadas cada vez que se realizaron los distintos métodos de
cuantificacion mencionados, obteniendo similares ecuaciones de la recta en cada repeticién para cada
método, y presentando elevados valores de R? en todos los casos. Esto indica que los métodos de
cuantificacidon colorimétricos implementados presentan un adecuado ajuste lineal en los rangos de
trabajo evaluados. Asimismo, a partir del analisis de las soluciones testigo para cada método de
cuantificacidn evaluado y utilizando las respectivas ecuaciones de la recta obtenidas, se calculd a partir
de los valores de absorbancia determinados la concentracidn de cada soluciéon testigo, obteniendo
valores similares a las concentraciones preparadas. Estos resultados indican que los métodos analiticos
evaluados son confiables para realizar la determinacidn de las concentraciones de glucosa, azlcares
reductores, pentosas y furfurales, y fenoles, correspondientes a los hidrolizados quimicos obtenidos a

partir de distintos sustratos lignoceluldsicos.

4.2. Composicion de los hidrolizados quimicos lignoceluldsicos

A partir de los hidrolizados lignoceluldsicos obtenidos mediante hidrélisis quimica de los 9 sustratos
lighoceluldsicos evaluados, se realizd la cuantificacién de azlcares reductores, glucosa, pentosas y
furfurales, y fenoles. Asi, se determind que los sustratos lignocelulésicos que aportan mayor
concentracion de azucares reductores son la cascara de mandioca y el bagazo de cerveceria, seguidos
por el residuo de jojoba. Los dos primeros presentaron una concentraciéon de azlcares reductores
cercana a 140 g/L de hidrolizado y 55 g/100 g de sustrato seco, mientras que el residuo de jojoba
presentd un valor de 110 g/L de hidrolizado y 44 g/100 g de sustrato seco (Figura 19). Cabe destacar
que, la hoja de maiz presentd una elevada concentracion de azlcares reductores expresada en funcién
del peso del sustrato seco, similar al residuo de jojoba, sin embargo, la concentracién en el hidrolizado
fue notoriamente menor al de la jojoba. Esto se debe a que se utilizaron distintas proporciones
sélido/liquido para dichos sustratos lignoceluldsicos en el proceso de hidrdlisis quimica. Asi, para el
residuo de jojoba se empled una relacién sélido/liquido de 1:4, mientras que para la hoja de maiz la
relacién sdélido/liquido fue 1:6. Esta diferencia condujo a que, para obtener el mismo volumen final de
hidrolizado de ambos sustratos, se necesitara una menor cantidad de hojas de maiz en comparacién con
el residuo de jojoba. En consecuencia, los componentes del hidrolizado ya sean nutrientes o inhibidores,
provienen de una cantidad menor de sustrato seco en el caso de la hoja de maiz. Por lo tanto, al
normalizar estos valores a 100 g de sustrato seco, se observa un aumento en los niveles de concentracion

para la hoja de maiz en comparacidon con el residuo de jojoba. Por ultimo, se puede observar que los
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valores de concentracion de azlcares reductores para el resto de los sustratos lignoceluldsicos no

superaron los 65 g/L de hidrolizado y 25 g/100 g de sustrato seco (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de aztcares reductores en los hidrolizados obtenidos mediante hidrdlisis quimica de
los distintos sustratos lignoceluldsicos evaluados: A: concentracion de azlcares reductores expresada en g/L de
hidrolizado, B: concentracidn de azucares reductores expresada en gramos cada 100 gramos de sustrato seco.

Asimismo, se logré determinar que los sustratos lignoceluldsicos que aportan mayor concentracién de
glucosa son la cascara de mandioca y el bagazo de cerveceria, con una concentracién cercana a 90 y 80
g/L de hidrolizado, respectivamente, y proxima a 35 y 30 g/100 g de sustrato seco, respectivamente.
Asimismo, se determind que el resto de los sustratos lignoceluldsicos evaluados no superaron una

concentracién de glucosa de 11 g/L de hidrolizado y 5 g/100 g de sustrato seco (Figura 20).
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Con respecto a la cuantificacién de pentosas de los hidrolizados lignocelulésicos (Figura 21), se pudo
determinar que el bagazo de cerveceria y la hoja de maiz son los sustratos que mayor concentracion de
pentosas aportan con valores cercanos a 30 g/L de hidrolizado para ambos sustratos, y 13y 18 g/100 g
de sustrato seco, respectivamente. A estos sustratos le siguen la cadscara de arroz y el residuo de jojoba,
con valores proximos a 25y 20 g/L de hidrolizado, respectivamente, y valores cercanos a 10y 8 g/100 g
de sustrato seco, respectivamente. Finalmente, el resto de los sustratos no superaron una concentracién
de 17 g/L en sus hidrolizados y de 7 g/100 g en sustrato seco; siendo la cdscara de mandioca el sustrato
de menor concentracion de pentosas en el hidrolizado con un valor cercano 6 g/L y también el menor

en base seca con una concentracidn de pentosas préxima a 2 g/100 g.
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Figura 20. Concentracidon de glucosa en los hidrolizados obtenidos mediante hidrélisis quimica de los distintos
sustratos lignoceluldsicos evaluados: A: concentracion de glucosa expresada en g/L de hidrolizado, B:
concentracion de glucosa expresada en gramos cada 100 gramos de sustrato seco.
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Por otro lado, se determiné que los sustratos que generan mayor cantidad de furfurales son el bagazo
de cerveceria y la hoja de maiz con valores de concentracion cercanos a 9 g/L en sus hidrolizados y
valores proximos a4y 5 g/100 g de sustrato seco, respectivamente. El resto de los sustratos presentaron
concentraciones de furfurales menores a 4 g/L en sus hidrolizados y 2 g/100 g de sustrato seco (Figura

22).

A
40 -
35 -
= 30 4
S~
&
w 25 4
©
w
<)
£ 20 -
[J]
a
15 4
10 -
5 | - I
0
Cascara de Cascara de Poda Bagazode Hojade Pino Cascarade Eucalipto Jojoba
Mani Mandioca Municipal Cerveceria Maiz Arroz
B
25 -
S 20
]
w
o)
S ®
@ 'E 15 -
2
c 3
o w
a
o 10 4
S
i
S~
20
) ' I ' I l
o ]
Cascara de Cascarade Poda Bagazode Hojade Pino  Cascarade Eucalipto Jojoba
Mani  Mandioca Municipal Cerveceria  Maiz Arroz

Figura 21. Concentracidn de pentosas de los hidrolizados obtenidos mediante hidrélisis quimica de los distintos
sustratos lignocelulésicos evaluados: A: concentracién de pentosas expresada en g/L, B: concentracién de
pentosas expresada en gramos cada 100 gramos de sustrato seco.
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Por ultimo, se determind que el residuo de jojoba es el sustrato que aporta mayor concentracién de
fenoles, con un valor de 6 g/L en su hidrolizado y 2,4 g/100 g de sustrato seco. El resto de los sustratos
lignocelulésicos analizados presentaron concentraciones de fenoles menores a 3,5 g/L en sus

hidrolizados y a 1,5 g/100 g de sustrato seco (Figura 23).
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Figura 22. Concentracion de furfurales en los hidrolizados obtenidos mediante hidrélisis quimica de los distintos
sustratos lignocelulésicos evaluados: A: concentracion de furfurales expresada en g/L de hidrolizado, B:
concentracion de furfurales expresada en gramos cada 100 gramos de sustrato seco.
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Figura 23. Concentracion de fenoles en los hidrolizados obtenidos mediante hidrélisis quimica de los distintos
sustratos lignocelulésicos evaluados: A: concentracion de fenoles expresada en g/L de hidrolizado, B:
concentracién de fenoles expresada en gramos cada 100 gramos de sustrato seco.

4.3. Analisis de aptitud de los sustratos lignocelulésicos mediante sistema de puntajes

En la Tabla 6 se indican los resultados obtenidos a partir del analisis de aptitud realizado con los distintos
sustratos lignoceluldsicos evaluados, en pos de seleccionar el sustrato lignoceluldsico mds adecuado
para la obtencién de hidrolizados lignocelulésicos ricos en azucares, para su utilizacién en la produccién
de biohidrogeno mediante fermentacion. La cdscara de arroz fue el sustrato que mayor puntaje alcanzé
a partir del Analisis de Aptitud entre todos los sustratos lignoceluldsicos evaluados, alcanzando un valor
de 0,06 puntos. Esta determinacién se consiguid a partir de la implementacion del sistema de puntajes
con el cual se evalud para cada sustrato su disponibilidad, facilidad de almacenamiento y transporte, y
concentracion de nutrientes e inhibidores microbianos presentes en sus correspondientes hidrolizados.

Asi, el sustrato cascara de arroz se destaca por presentar en su hidrolizado concentraciones de glucosa
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(8,5+0,8 g/L) y pentosas (25 + 1 g/L) 6ptimas para favorecer la produccién de hidrégeno por medio del
metabolismo acidogénico del proceso de fermentacién oscura. Asimismo, el hidrolizado de cascara de
arroz no presentd concentraciones de furfurales y fenoles sumamente elevadas, en comparaciéon con
otros hidrolizados evaluados, lo cual también se presenta como una ventaja. Ademas, se destaca por
poseer un reducido costo de almacenamiento y transporte. Con respecto a su disponibilidad, la cascara
de arroz presenta poca abundancia en relacidn con otros sustratos como la hoja de maiz y el residuo de
poda de pino, pero posee la ventaja de no presentar otra posible aplicacién que pudiera competir con
su implementacion en un sistema productivo de biohidrégeno. Por tales motivos, se puede establecer
que la cdscara de arroz es el sustrato mas adecuado, entre los evaluados, para la obtencion de
hidrolizados ricos en azlcares para su utilizacion en la produccién de biohidrégeno mediante
fermentacién anaerdbica de un consorcio microbiano. Por otro lado, por medio de los calculos realizados
se pudo determinar que los porcentajes de conversion de celulosa y hemicelulosa a glucosa y pentosas
respectivamente, para la hidrélisis dcida de la cdscara de arroz fueron 5 % y 20 %, respectivamente.

Asimismo, segun el andlisis de aptitud, otros sustratos que se presentaron como adecuados para su
utilizacién en la produccién de biohidrégeno, luego de la cascara de arroz, fueron la cascara de mani
(0,03 puntos) y a continuacion el residuo de jojoba (0 puntos). Por otro lado, el sustrato que se posiciond
como el menos adecuado para dicho fin fue la hoja de maiz que, a pesar de exhibir elevada abundancia,
presentd puntaje negativo en la mayoria del resto de los criterios, lo cual generd que la sumatoria fuera

la menor entre los sustratos lignocelulésicos evaluados (-3,5 puntos).

Inhibidores Disponibilidad
Nutrientes Desvio de la ) Almacenamiento | Transporte | Sumatoria
Furfurales Fenoles aplicacion habitual Abundancia
Cascara de Mani 0 -0,5 -0,5 0 0,03 0 1 0,03
Cascara de Mandioca -1 0 0 -0,5 0,00 0 1 -0,50
Poda Municipal 0 0 0 0 0,10 0 -1 -0,90
Bagazo de Cerveceria -1 0 0 0 0,12 -1 1 -0,88
Hoja de Maiz -1 -1 -1 -0,5 1,00 0 -1 -3,50
Residuo de Pino 0 0 -0,5 0 0,18 0 -1 -1,32
Cascara de Arroz 0 -0,5 -0,5 0 0,06 0 1 0,06
Residuo de Eucalipto 0 0 -1 0 0,10 0 -1 -1,90
Residuo de Jojoba 0 0 -1 0 0,00 0 1 0,00

Tabla 6. Anadlisis de aptitud de los sustratos lignocelulésicos mediante sistema de puntaje. Los criterios
evaluados para cada sustrato fueron: concentracién de nutrientes e inhibidores microbianos en los hidrolizados
lignoceluldsicos, disponibilidad, almacenamiento y transporte de los sustratos lignoceluldsicos.

4.4. Adaptacion del consorcio microbiano al medio definido de Logan mediante pasajes sucesivos
Con el objetivo de conseguir la adaptacion del consorcio microbiano a un medio de cultivo definido y

eliminar la materia organica e impurezas presentes en el liquido proveniente del biodigestor, se
54



realizaron pasajes o repiques sucesivos en medio definido de Logan. De esta manera, en la Figura 24 se
muestra el aumento del nivel de biomasa del consorcio bacteriano (DOsoonm) durante la incubacion con
respecto al inicio del cultivo, para los repiques que se efectuaron al 10 %y 20 % (v/v).

Asi, cabe destacar que para el Repique 1 la medicién de la densidad éptica a 600 nm (DOsgonm), fue muy
variable a lo largo de la incubacidn, arrojando a tiempos avanzados valores de DOsoonm inferiores a los
obtenidos al inicio de la incubacién, y por ende generando valores negativos de aumento de biomasa
microbiana. Esto se debe principalmente a que el indculo del consorcio microbiano proviene de un
biodigestor con elevado contenido de materia organica, la cual interfiere con la correcta medicién de la
absorbancia a 600 nm mediante espectrofotometria. Cabe destacar que, a medida que aumenté el
numero de repiques, la materia organica inicial se diluyé y la absorbancia medida se pudo correlacionar
con la cantidad de biomasa en los cultivos, por este motivo no se observaron valores negativos de

aumento de biomasa para los Repiques 3,5y 6.
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Figura 24. Aumento de la biomasa del consorcio bacteriano (DOggonm) durante la incubacién con respecto al
inicio de los cultivos. El aumento de DOsoonn €n funcidn del tiempo de incubacién (dias) se expresa en veces
respecto al inicio de los cultivos en el medio definido de Logan, para una seleccién representativa de repiques
realizados al 10 % y 20 % (v/v).
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Otro aspecto importante para mencionar es que la DOsoonm presentdé mayor aumento con respecto al
tiempo inicial en los cultivos para los cuales los repiques se realizaron al 10 % en comparacion con los
repicados al 20 %. Esto podria deberse a que los cultivos repicados al 10 % comienzan con menor
biomasa y llegan a un nivel de biomasa similar al de los cultivos repicados al 20 %, por lo que el aumento
de biomasa es mayor para los cultivos repicados al 10 %. Asimismo, en la Figura 24 se puede observar
gue en los Repiques 3, 6, y mas notoriamente en el Repique 5, el aumento de la DOgoonm comenzé a
disminuir luego de alcanzar un valor maximo. Esto se puede deber a que al agotarse los nutrientes del
medio de cultivo, los microorganismos del consorcio experimentan un proceso de lisis o ruptura celular,

por lo cual se genera una disminucidn de la DOsoonm Y por ende del aumento del nivel de biomasa.

4.5. Produccidn de hidrégeno mediante fermentacién anaerébica en medio definido de Logan

El crecimiento del consorcio microbiano original y del consorcio proveniente de repiques sucesivos fue
evaluado mediante el consumo de glucosa y por medio de la disminucion del pH de cultivos realizados
en frascos Erlenmeyer con medio definido de Logan. Asimismo, se evalué la concomitante produccion
de gas a partir de dichos cultivos fermentativos y el porcentaje de hidrégeno presente en dicho gas.
Asi, en la Figura 25 A se puede observar que el consumo de glucosa al finalizar la incubacién fue mayor
para los cultivos inoculados con el consorcio microbiano original, obteniéndose un consumo de
aproximadamente 11 g/L de glucosa, comparando con los cultivos inoculados con el consorcio
microbiano proveniente de los repiques, para los cuales el consumo de glucosa fue cercano a 7 g/L. Con
respecto al pH, se determind que todos los cultivos se acidificaron, en particular los cultivos realizados
con el consorcio microbiano original alcanzaron un pH final de 3,7; mientras que los cultivos inoculados

con el consorcio proveniente de los repiques presentaron un pH final cercano a 3 (Figura 25 B).
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Figura 25. Consumo de glucosa y variaciéon de pH en cultivos realizados en frascos Erlenmeyer con medio
definido de Logan. A: Concentraciones de glucosa al inicio y al final de los cultivos inoculados con el consorcio
microbiano original (indicado como: Original) y con el consorcio microbiano proveniente de repiques (indicado
como: Repique). B: Variacidon del pH de los cultivos inoculados con el consorcio microbiano original (indicado
como: Original) y con el consorcio microbiano proveniente de repiques (indicado como: Repique).
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Cabe remarcar que, si bien no se evaludé el aumento de biomasa debido a las interferencias en las
mediciones de absorbancia previamente mencionadas, el crecimiento del consorcio microbiano en
ambos tipos de cultivo quedd claramente evidenciado mediante el consumo de glucosa y la acidificacién
de los cultivos.

Asimismo, se evalué la produccién de gas y en particular de hidrégeno a partir de los cultivos realizados
en frascos Erlenmeyer con medio definido de Logan. Asi, en la Figura 26 se muestran los resultados
correspondientes al volumen de biogas producido (ml) y al porcentaje de biohidrégeno en el gas para
los cultivos realizados con el consorcio microbiano original y con el consorcio proveniente de los repiques
sucesivos. Hasta las 48 h de incubacion, se observé que los cultivos inoculados con el consorcio
proveniente de los repiques produjeron mayor cantidad de gas que los cultivos inoculados con el
consorcio original. Sin embargo, a las 72 h de incubacién se observé que la produccidn de gas alcanzé
niveles similares para ambos tipos de cultivos (Figura 26 A). Ademds, se determind que a partir de los
cultivos inoculados con el consorcio original se logré obtener 2,35 % de hidrégeno en el biogas generado,
mientras que a partir de los cultivos inoculados con el consorcio proveniente de los repiques no se
detecté hidrégeno en el gas producido (Figura 26 B). Esto indicaria que el consorcio microbiano
proveniente de los repiques habria perdido la capacidad de producir hidrogeno mediante fermentacion
anaerdbica, por lo que en los siguientes ensayos se utilizd el consorcio microbiano original como indculo.
Cabe mencionar que, a partir de los cultivos inoculados con el consorcio original se obtuvieron 10 ml de
hidrégeno, luego de 72 h de incubacion bajo condiciones anaerébicas. Asimismo, a dicho tiempo de
incubacion se alcanzaron los siguientes parametros: concentracion de hidrégeno generado: 3,5 mg Ha/L
cultivo, productividad volumétrica (Pv) de hidrégeno: 0,05 mg Ha/Lh, productividad total (Pr) de

hidrégeno: 0,01 mg Ha/h y rendimiento de hidrégeno (Yuz/eiuc): 0,08 mg Hy/g glucosa.
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Figura 26. Biogas producido y porcentaje de hidrégeno en el gas. A: Volumen de gas (ml) producido a partir de
los cultivos en medio definido de Logan inoculados con el consorcio microbiano original (barras azules) y con el
consorcio proveniente de repiques (barras rojas). B: Porcentaje de hidrégeno presente en el gas generado a partir
de los cultivos realizados con el consorcio microbiano original (barra azul) y con el consorcio proveniente de
repiques (barra roja).
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4.6. Crecimiento del consorcio bacteriano en medio definido de Logan con distintas fuentes de
carbono

El crecimiento del consorcio microbiano se analizd mediante cultivos en medio definido de Logan
utilizando como fuente de carbono: glucosa, xilosa y una mezcla equitativa de ambas fuentes de
carbono. Como indicador del crecimiento de los cultivos, se evalud el consumo de azlcares reductores,
glucosa, pentosas y la variacidon del pH. Se debe tener en cuenta que la metodologia de cuantificacién
de azlcares reductores sobreestima la cantidad de xilosa debido a que el reactivo acido dinitrosalicilico
(DNS) reacciona con el extremo reductor de los azlcares, y la xilosa presenta una mayor cantidad de
extremos reductores por gramo en comparacién con la glucosa. Asimismo, cabe aclarar que la medicidn
gue resulta mas acertada es la cuantificacién de glucosa debido a que su correspondiente curva de
calibracion de absorbancia versus concentracion (g/L) se efectud utilizando dicho azucar.

Asi, en la Figura 27 se muestra el consumo de azlcares reductores en todos los cultivos realizados en
medio definido con las distintas fuentes de carbono. A traves de esta Figura se puede observar que se
registrd consumo de azucares reductores en todos los cultivos del consorcio en medio definido ya sea

con glucosa, xilosa y la mezcla equitativa de ambas fuentes de carbono.
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Figura 27. Consumo de azlcares reductores en los cultivos con medio definido. Consumo de azlcares
reductores durante el crecimiento del consorcio bacteriano en medio definido de Logan utilizando como fuente
de carbono: glucosa (15 g/L), xilosa (15 g/L) y una mezcla de ambos azucares (7,5 g/L cada uno).

Asimismo, en la Figura 28 se muestra el consumo de glucosa en los cultivos del consorcio microbiano
en medio definido. Asi, se puede observar que este azlcar se consumié solamente, en los cultivos
donde fue afiadida esta fuente de carbono (medio con glucosa y medio con mezcla de glucosa y xilosa),
lo cual indica que el inéculo no aporté cantidades significativas de glucosa. En los cultivos con glucosa

como Unica fuente de carbono la velocidad volumétrica de consumo de glucosa fue 0,11 g/Lh,
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alcanzando un consumo total de glucosa de 10,8 g/L a las 96 h de incubacidn, con una concentracion
remanente de 0,8 g/L. En los cultivos realizados en medio definido con la mezcla de glucosa y xilosa
como fuentes de carbono, se determind una velocidad volumétrica de consumo de glucosa de 0,12 g/L

h, alcanzando el consumo total de este azucar (5,8 g/L) a las 48 h de incubacidn.
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Figura 28. Consumo de glucosa en los cultivos con medio definido. Consumo de glucosa durante el crecimiento
del consorcio bacteriano en medio definido de Logan utilizando como fuente de carbono: glucosa (15 g/L), xilosa
(15 g/L) y una mezcla de ambos azlcares (7,5 g/L cada uno).

En la Figura 29 se muestran los resultados del consumo de pentosas de los distintos cultivos del
consorcio microbiano, evidenciando que el consorcio microbiano no aportd cantidades significativas
de pentosas, debido a que esta fuente de carbono se logré cuantificar Unicamente en los cultivos en
los que se afiadié xilosa (medio con xilosa y medio con mezcla). El consumo de pentosas para los
cultivos con xilosa como Unica fuente de carbono fue aproximadamente 7,6 g/L, con una concentracion
remanente de 3,3 g/L y para los cultivos con la mezcla de glucosa y xilosa el consumo de pentosas fue
2,3 g/L, con una concentracion remanente de 3,4 g/L. Por otra parte, para los cultivos con xilosa como
Unica fuente de carbono, el mayor consumo de este sustrato se registré entre las 24 y 48 h, con un
valor de 4,8 g/L de xilosa consumida, que corresponde aproximadamente a un 50 % de disminucion de
la concentracion del sustrato. La velocidad volumétrica de consumo de pentosas para los cultivos con
xilosa fue 0,9 g/Lh, mientras que para los cultivos con la mezcla de glucosa y xilosa fue 0,02 g/Lh.
Asimismo, resulta interesante destacar que en los cultivos con la mezcla de glucosa y xilosa se
determind que el consumo de pentosas se acelerd a partir de las 72 h de incubacidn, es decir luego de
gue la glucosa se haya consumido completamente. Cabe indicar que, en ninguno de los cultivos se

registré un consumo total de xilosa, debido a que finalizada la incubacién (96 h), los cultivos con xilosa
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como Unica fuente de carbono presentaron una concentracién remanente de este sustrato de
aproximadamente 3,3 g/Ly los cultivos conteniendo la mezcla de ambas fuentes de carbono exhibieron
una concentracidon remanente de xilosa de 3,4 g/L. Estos resultados indicarian que este consorcio

microbiano presenta preferencia por el consumo de glucosa respecto a xilosa.
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Figura 29. Consumo de pentosas en los cultivos con medio definido. Consumo de pentosas durante el
crecimiento del consorcio bacteriano en medio definido de Logan utilizando como fuente de carbono: glucosa
(15 g/L), xilosa (15 g/L) y una mezcla de ambos azucares (7,5 g/L cada uno).

Con respecto a la cuantificacién de furfurales, la Figura 30 muestra que solo se detectaron estos
compuestos en aquellos cultivos realizados en medio definido con xilosa y con la mezcla de ambas
fuentes de carbono. Asi, en estos cultivos se registraron pequefias concentraciones de furfurales, entre
0,26 g/Ly 0,10 g/L, desde el inicio hasta el final de la incubacidn. Los furfurales se generan durante el
proceso de esterilizacion en autoclave, ya que la presién y temperatura de este procedimiento
catalizan la reaccién de formacion de furfurales a partir de las pentosas presentes en el medio. Cabe
destacar que, en los cultivos con xilosa como Unica fuente de carbono se registré un descenso en la
concentracién de furfurales de aproximadamente 0,15 g/L durante la incubacion, mientras que en los
cultivos con la mezcla de glucosa y xilosa este descenso fue de 0,04 g/L. Dicha disminucion en la
concentracion de furfurales pudo haber sido debido a que estos compuestos fueron posiblemente
metabolizados por el propio consorcio microbiano, ya que ciertas bacterias pueden presentar esta
capacidad tal como se ha reportado (Akobi etal., 2016). Ademas, cabe remarcar que, se pudo
comprobar que el consorcio microbiano no aporté furfurales al cultivo, debido a que no se detectaron

estos compuestos en aquellos cultivos realizados en medio con glucosa como fuente de carbono.
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Figura 30. Variacion de la concentracion de furfurales en los cultivos con medio definido. Variacion de la
concentracion de furfurales durante el crecimiento del consorcio bacteriano en medio definido de Logan
utilizando como fuente de carbono: glucosa (15 g/L), xilosa (15 g/L) y una mezcla de ambos azucares (7,5 g/L
cada uno).

Finalmente, como se muestra en la Tabla 7, en todos los cultivos se determiné una disminucién del pH
a lo largo de la incubacidn, lo cual es compatible con el metabolismo de acidogénesis bacteriano del
proceso de fermentacion oscura. Resulta importante remarcar que, los valores de pH mas acidos se
registraron en los cultivos que poseian Unicamente glucosa como fuente de carbono (pH =4,15 + 0,02),
seguido de los cultivos conteniendo la mezcla de azucares (pH = 4,97 + 0,03). Por otro lado, los cultivos
gue exhibieron un menor descenso de pH fueron aquellos con xilosa como fuente de carbono (pH =
5,57 + 0,02). Este resultado estaria confirmando que el consorcio microbiano proveniente del
biodigestor presenta preferencia por el consumo de glucosa respecto a xilosa, generando elevada

cantidad de acidos que son el producto final del metabolismo acidogénico.

Medio con Glucosa 4,15 + 0,02
Medio con Xilosa 6 6 5 5 5,57 +£0,02
Medio con Mezcla 6 5 5 5 4,97 £0,03

Tabla 7. Variacion del pH durante el crecimiento de los cultivos en medio definido. Variacién del pH durante
el crecimiento del consorcio bacteriano en medio definido de Logan utilizando como fuente de carbono: glucosa
(15 g/L), xilosa (15 g/L) y una mezcla de ambos azucares (7,5 g/L cada uno).
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4.7. Crecimiento del consorcio bacteriano en hidrolizados de cascara de arroz

El crecimiento del consorcio bacteriano fue evaluado en frascos Erlenmeyer conteniendo distintas
concentraciones de hidrolizado de cdscara de arroz sin detoxificar en medio definido de Logan. Asi, en
la Figura 31 se indican las concentraciones de azlcares reductores determinadas a tiempo inicial y cada
24 h de incubacién, para los cultivos del consorcio realizados en las distintas concentraciones de
hidrolizado sin detoxificar en medio de Logan. Se puede observar que, los cultivos efectuados en 25 %
(v/v) de hidrolizado en medio de Logan presentaron un consumo de azlcares reductores de
aproximadamente 8 g/L a las 96 h de incubacién. Por otra parte, a partir de los cultivos realizados en
50%, 75 %y 100 % (v/v) de hidrolizado no se evidencié un consumo significativo de aztcares reductores
durante la incubacién. Ademds, como era de esperar, los cultivos control realizados en medio definido
de Logan mostraron practicamente un consumo total de los azlcares reductores cuantificados al inicio

de la incubacién (11,5 g/L aproximadamente).
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Figura 31. Nivel de azticares reductores en los cultivos con distintas concentraciones de hidrolizado de cascara
de arroz. Nivel de azucares reductores durante el cultivo del consorcio bacteriano en distintas concentraciones
de hidrolizado de céscara de arroz sin detoxificar (25 %, 50 %, 75 % y 100 % v/v). El control corresponde a cultivos
del consorcio realizados en medio definido de Logan.

Con respecto a las mediciones de glucosa, se observa en la Figura 32 que se registré un consumo de
este azlcar Unicamente en los cultivos efectuados en 25 % (v/v) de hidrolizado y en los cultivos control.
Los valores del consumo de glucosa corresponden a 7,6 g/L para los cultivos en 25 % (v/v) de
hidrolizado y a 11,4 g/L para los cultivos control, siendo este Gltimo valor practicamente la totalidad
de glucosa medida inicialmente. Debido a que la glucosa fue la Unica fuente de carbono en los cultivos
control, era de esperar que el valor de consumo de glucosa coincida con el consumo de azlcares
reductores. Ademas, se observé que en los cultivos llevados a cabo en hidrolizados a concentraciones

de 50 %, 75 % y 100 % (v/v), no se generd consumo de glucosa durante la incubacion.
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Figura 32. Nivel de glucosa en los cultivos con distintas concentraciones de hidrolizado de cascara de arroz.
Nivel de glucosa durante el cultivo del consorcio bacteriano en distintas concentraciones de hidrolizado de
cascara de arroz sin detoxificar (25 %, 50 %, 75 % y 100 % v/v). El control corresponde a cultivos del consorcio
realizados en medio definido de Logan.

La Figura 33 evidencia que ocurrié consumo de pentosas Unicamente en los cultivos realizados en 25
% (v/v) de hidrolizado, con un valor aproximado de 1 g/L de pentosas consumidas. Este consumo de
pentosas, sumado al consumo de glucosa, resulta aproximado a la concentracién de azucares
reductores consumidos por el cultivo en hidrolizado de cascara de arroz al 25 % (v/v). La ausencia de
consumo de pentosas, como asi también de glucosa, en los cultivos Ilevados a cabo en hidrolizados a
concentraciones de 50 %, 75 %y 100 % (v/v), permitio corroborar el valor nulo de consumo de azlcares

reductores en estos cultivos.
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Figura 33. Nivel de pentosas en los cultivos con distintas concentraciones de hidrolizado de cascara de arroz.
Nivel de pentosas durante el cultivo del consorcio bacteriano en distintas concentraciones de hidrolizado de
cascara de arroz sin detoxificar (25 %, 50 %, 75 % y 100 % v/v). El control corresponde a cultivos del consorcio
realizados en medio definido de Logan.
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Cabe remarcar que, la ausencia de consumo de azlcares reductores, glucosa y pentosas en los cultivos
realizados en hidrolizados al 50 %, 75 % y 100 % (v/v), sugiere que los hidrolizados de cdscara de arroz
a dichas concentraciones, no son adecuados para un éptimo crecimiento del consorcio bacteriano. La
falta de consumo de nutrientes y por ende de crecimiento del consorcio en 50 %, 75 % y 100 % (v/v)
de hidrolizado, podria estar causada por la elevada concentraciéon de compuestos toxicos o inhibidores
microbianos presentes en los hidrolizados, como ser furfurales y fenoles. Por tal motivo, se decidié
aplicar un tratamiento de detoxificacion al hidrolizado de cdscara de arroz para disminuir los niveles
de dichos compuestos inhibidores.

A continuacion, la Figura 34 detalla los valores obtenidos a partir de la cuantificacidn de furfurales a lo
largo de la incubacién de los distintos cultivos. Asi, se puede observar que existié una leve disminucion
de la concentracién de furfurales durante la incubacién de los cultivos realizados en 25 % (v/v) de
hidrolizado, de aproximadamente 0,1 g/L, lo que representa una reduccién del 32 % respecto al valor
correspondiente al inicio de la incubacién. Por otro lado, en los cultivos efectuados en 50 %, 75 % y 100
% (v/v) de hidrolizado no se observaron variaciones significativas en la concentracion de furfurales

durante la incubacion.
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Figura 34. Nivel de furfurales en los cultivos con distintas concentraciones de hidrolizado de cascara de arroz.
Nivel de furfurales durante el cultivo del consorcio bacteriano en distintas concentraciones de hidrolizado de
cascara de arroz sin detoxificar (25 %, 50 %, 75 % y 100 % v/v). El control corresponde a cultivos del consorcio
realizados en medio definido de Logan.

Estos resultados confirman que el consorcio bacteriano consiguid una éptima actividad metabdlica
Unicamente en el hidrolizado de céscara de arroz al 25 % (v/v) de concentracidn, por lo que se presenté
como necesaria la detoxificacién de los hidrolizados de cdscara de arroz para ser utilizados a
concentraciones mayores (50 %, 75 % y 100 % v/v).
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En la Tabla 8 se indican los valores de pH registrados a lo largo de la incubacién de los distintos cultivos
del consorcio. Para los cultivos control y cultivos realizados en 25 % (v/v) de hidrolizado se determiné
una disminucién del pH hasta valores cercanos a 4,15, lo cual es compatible con el metabolismo
acidogénico de la fermentacién oscura, el cual genera hidrégeno como producto. Mientras que, para
los cultivos efectuados en 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado se registré un aumento de pH, lo
cual se condice con un metabolismo solventogénico, de la fermentacidn oscura, que no genera
hidrégeno como producto final. Cabe mencionar que, el aumento del pH en estos ultimos cultivos seria
resultado del consumo de acidos presentes en los hidrolizados, como el acido acético, para producir

solventes como la acetona.

Control 6 5 5 4 4,13 +0,01
Hidrolizado 25 % 6 6 5 4 4,16 £ 0,03
Hidrolizado 50 % 6 6 6 6 6,45 + 0,02
Hidrolizado 75 % 6 6 7 7 6,86 + 0,02

Hidrolizado 100 % 6 6 6 7 7,7+0,2

Tabla 8. Variacidn del pH en los cultivos con distintas concentraciones de hidrolizado de cascara de arroz.
Valores de pH durante el cultivo del consorcio bacteriano en distintas concentraciones de hidrolizado de cascara
de arroz sin detoxificar (25 %, 50 %, 75 %y 100 % v/v). El control corresponde a cultivos del consorcio realizados
en medio definido de Logan.

4.8. Detoxificacion del hidrolizado lignocelulésico de cdscara de arroz

Debido que, a partir de los cultivos del consorcio realizados en hidrolizado al 50 %, 75 % y 100 % (v/v)
de concentracidon no se registré metabolismo acidogénico, se llevd a cabo un proceso de detoxificacion
del hidrolizado lignoceluldsico de cascara de arroz, para luego evaluar dicho hidrolizado detoxificado
en un ensayo de crecimiento microbiano y produccién de hidrégeno. En la Tabla 9 se indican las
concentraciones de azucares reductores, glucosa, pentosas y fenoles correspondientes al hidrolizado
sin detoxificar y luego de las etapas del procedimiento de detoxificacién, es decir overliming
(sobrealcalinizacién) y tratamiento con carbdén activado. Asimismo, en esta tabla se indica la

composicion del hidrolizado detoxificado luego de aplicarle el tratamiento de pasteurizacion.
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Azlcares
48g/L+2g/L 49g/L+3g/L 49g/L+2g/L 51g/L+2g/L
reductores
Glucosa 5,3g/L+0,6g/L 5,4g/L+0,6g/L 54g/L+0,7 g/L 5,2g/L+0,3g/L
Pentosas 26,5g/L+0,9g/L 25,6 g/L+0,6 g/L 246g/L+0,6 g/L 26,5g/L+0,5g/L
Furfurales 4,1g/L+0,1g/L 2,55 g/L+0,06 g/L 0,59 g/L+0,07 g/L 0,6 g/L+0,1g/L
Fenoles 0,7g/L+0,1g/L 0,6 g/L+0,2 g/L 0,29 g/L+ 0,05 g/L 0,31g/L+0,07 g/L

Tabla 9. Composicion del hidrolizado de cascara de arroz en distintas etapas del tratamiento de detoxificacion
y luego de la pasteurizacion. Concentraciones de glucosa, azlcares reductores, pentosas, furfurales y fenoles
correspondientes al hidrolizado de cascara de arroz sin detoxificar, y luego de los tratamientos de overliming, y
con carbdn activado, y después de la pasteurizacion.

Es importante resaltar que ambas etapas del procedimiento de detoxificacion no generaron una
disminucion de la concentracion de azucares reductores, glucosa y pentosas del hidrolizado, es decir
gue el tratamiento de detoxificacidon no elimina estos compuestos del hidrolizado. Sin embargo, cabe
remarcar que a partir del tratamiento de detoxificacion se registré una notoria disminucién de la
concentracion de furfurales y fenoles en el hidrolizado. Es decir, la concentracién de furfurales se
redujo alrededor de 38% con el procedimiento de overliming y 77 % con el tratamiento con carbdn
activado, presentando una reduccion total de 85,6 % en la concentracién de furfurales luego del
proceso completo de detoxificacidn. Con respecto a la concentracidon de fenoles, su reduccion no fue
significativa con la etapa de overliming, mientras que, con el tratamiento con carbdn activado, dicha
concentracion disminuyd alrededor de 60 %. Asimismo, se determind que el procedimiento de
pasteurizacion no afecté notoriamente la concentracién de los distintos compuestos analizados. Es
decir que, mediante el proceso de detoxificacion se consiguidé disminuir significativamente las
concentraciones de furfurales y fenoles en el hidrolizado de cdscara de arroz, pero sin generar una
variacion significativa en sus niveles de azulcares reductores, glucosa y pentosas, por lo que en la
siguiente seccidn se evalué la produccién de biohidrégeno utilizando hidrolizado de cascara de arroz

detoxificado.
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4.9. Ensayos de crecimiento y produccién de biohidrégeno en frascos Erlenmeyer

El crecimiento y produccion de biohidrégeno se evalud a partir de cultivos del consorcio bacteriano
realizados en frascos Erlenmeyer con hidrolizado sin detoxificar al 25 % (v/v) en medio definido Logan,
hidrolizado detoxificado al 50 % y 75 % (v/v) en medio definido Logan, hidrolizado detoxificado puro
(100 % v/v) y medio definido de Logan (control). Para tal fin, se determind el consumo de azlcares
reductores, glucosa, y pentosas, como asi también la variacién del nivel de furfurales en los distintos
cultivos realizados. Asi, en la Figura 35 se muestran los resultados del consumo de azlcares reductores,
observando que en todos los cultivos se registré consumo de estos, lo cual indica que el consorcio
bacteriano fue capaz de crecer en todas las condiciones evaluadas. Los cultivos que exhibieron mayor
consumo de azucares reductores fueron los que crecieron en 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado, los cuales presentaron valores cercanos a 12,5 g/L de azucares reductores consumidos.
Por otra parte, los cultivos realizados en 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar presentaron un valor
cercano a 8,5 g/L de azucares reductores consumidos, mientras que los cultivos en medio de Logan

(control) exhibieron un consumo de 9,5 g/L de azlcares reductores.
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Figura 35. Consumo de azucares reductores en cultivos a escala Erlenmeyer con distintas concentraciones de
hidrolizado de cascara de arroz. Nivel de azUcares consumidos en cultivos del consorcio bacteriano realizados
en frascos Erlenmeyer con 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, y con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado. El control corresponde a cultivos del consorcio realizados en medio definido de Logan.

A partir de las mediciones de glucosa (Figura 36), se pudo verificar el consumo de este sustrato en
todos los cultivos realizados. Asi, se observé que en los cultivos efectuados con 50 %, 75 % y 100 %

(v/v) de hidrolizado detoxificado se consumio la totalidad de la concentracidn inicial de glucosa, siendo

este valor 7,5 g/L, 6,2 g/L y 4,3 g/L, respectivamente. Por otra parte, en los cultivos realizados con
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25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, el consumo de glucosa fue 8,6 g/L, con una concentracion
residual de 3,3 g/L. Asimismo, se determind que en los cultivos crecidos en medio definido de Logan
(control) el consumo de glucosa fue 9,3 g/L, con una concentracién remanente de 2,5 g/L. Como se
esperaba, en los cultivos control el consumo de glucosa fue similar al consumo de azlcares reductores,
debido a que dicho monosacdrido es el Unico azlcar reductor que contiene el medio definido de Logan.
A suvez, se pudo confirmar que el medio de Logan aportdé mayor cantidad de glucosa que el hidrolizado
lignocelulésico, debido a que en los cultivos realizados con menor porcentaje de hidrolizado se registro

mayor concentracion inicial de glucosa.
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Figura 36. Consumo de glucosa en cultivos a escala Erlenmeyer con distintas concentraciones de hidrolizado
de cascara de arroz. Nivel de glucosa en cultivos del consorcio bacteriano realizados en frascos Erlenmeyer con
25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, y con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado. El control
corresponde a cultivos del consorcio realizados en medio definido de Logan.

Asimismo, en la Figura 37 se muestran los resultados del consumo de pentosas correspondientes a los
distintos cultivos del consorcio bacteriano. Tal como se indica en esta Figura, los hidrolizados
lighoceluldsicos de cascara de arroz aportaron una considerable cantidad de pentosas al medio en
comparacion con la cantidad de glucosa, mientras que el medio definido de Logan no contiene dicho
sustrato. En los cultivos realizados con hidrolizado detoxificado puro (100 % v/v) se registré el mayor
consumo de pentosas, con un valor de 4 g/L de pentosas consumidas, mientras que el consumo de
pentosas fue cercano a 1,6 g/L en los cultivos realizados con 50 % y 75 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado, y 1,4 g/L con 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar. Cabe resaltar que las pentosas,
entre ellas la xilosa, puede ser utilizada como sustrato en las vias metabdlicas de produccién de

hidrégeno mediante el proceso de fermentacién oscura.
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Figura 37. Consumo de pentosas en cultivos a escala Erlenmeyer con distintas concentraciones de hidrolizado
de cascara de arroz. Nivel de pentosas en cultivos del consorcio bacteriano realizados en frascos Erlenmeyer con
25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, y con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado. El control
corresponde a cultivos del consorcio realizados en medio definido de Logan.

Es importante remarcar que, las diferencias observadas entre los valores de consumo de azucares
reductores y la sumatoria de los consumos de glucosa y pentosas, indican que el consorcio bacteriano
presentaria la capacidad de consumir otros azlcares reductores presentes en el hidrolizado de cascara
de arroz ademads de glucosa y pentosas.

En la Figura 38 se muestran los resultados de la variacién de la concentracién de furfurales
correspondientes a los distintos cultivos del consorcio bacteriano. Asi, se puede observar que se generd
un leve descenso en la concentracion de furfurales de aproximadamente 0,1 g/L al final de la
incubacion, para los cultivos realizados en 25 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado, mientras que en los
cultivos realizados en 50 % (v/v) de hidrolizado, el descenso de la concentracion de furfurales fue
cercano a 0,03 g/L. Estos resultados sugieren que, ciertas bacterias del consorcio bacteriano podrian
presentar la capacidad de incorporar o degradar los furfurales generados a partir de las pentosas
durante el tratamiento de hidrélisis acida, registrdndose por tal motivo una disminucidon de la
concentracion de estos compuestos toxicos o inhibidores en los hidrolizados de cascara de arroz (Akobi
et al., 2016). Asimismo, fue de esperar que no se registrara presencia de furfurales en los cultivos
realizados en medio de Logan (control), ya que a diferencia de los hidrolizados este medio no contiene

pentosas en su composicidn y no fue sometido a tratamiento de hidrélisis acida.
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Figura 38. Variacion de la concentracion de furfurales en cultivos a escala Erlenmeyer con distintas
concentraciones de hidrolizado de cascara de arroz. Nivel de furfurales en cultivos del consorcio bacteriano en
frascos Erlenmeyer con 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, y con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado. El control corresponde a cultivos del consorcio realizados en medio definido de Logan.

En la Figura 39 se indican los volumenes de biogas obtenido a partir de los distintos cultivos del
consorcio bacteriano y recolectado mediante el sistema de probetas invertidas. Asi, se puede observar
que mediante los cultivos realizados en 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar y 50 % (v/v) de
hidrolizado detoxificado, se alcanzd el maximo nivel de produccién de biogas, con un valor promedio
cercano a 800 ml. Este nivel maximo de biogas producido se consiguid a partir de las 24 h de incubacién
para ambos hidrolizados mencionados. Asimismo, los cultivos efectuados con 75 % y 100 % (v/v) de
hidrolizado detoxificado generaron un volumen de biogds promedio cercano a 450 ml, alcanzando este

valor de produccién de biogas también desde las 24 h de incubacién.

1000 - mOh
m24h
800 - I I magh
72h
T 600 -
=
T
; I [
o 400 - I
200

Control Hidrolizado 25% Hidrolizado 50% Hidrolizado 75% Hidrolizado 100%

Figura 39. Biogas producido durante los cultivos a escala Erlenmeyer con diferentes concentraciones de
hidrolizado de cascara de arroz. Nivel de biogds obtenido durante los cultivos del consorcio bacteriano en
frascos Erlenmeyer con 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, y con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado. El control corresponde a cultivos del consorcio realizados en medio definido de Logan.
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Por otro lado, los cultivos realizados en medio de Logan (control) produjeron un volumen maximo de
biogds de 340 ml, a las 72 h de incubacidn, valor significativamente menor al volumen maximo
alcanzado por los cultivos efectuados en hidrolizado de cdscara de arroz (Figura 39).

A partir del biogas producido mediante los distintos cultivos realizados con hidrolizado de cdscara de
arroz, se llevé a cabo la cuantificacion del hidrégeno presente en dicho gas al final de la incubacién (72
h de proceso). Asi, en la Figura 40 A se pueden observar los valores de porcentaje de hidrégeno en el
biogas producido, para los cultivos efectuados con hidrolizado y con medio definido de Logan (Control).
Mediante los cultivos llevados a cabo con 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado se logré
alcanzar el mayor porcentaje de hidrégeno respecto a todos los cultivos realizados, siendo este valor
cercano a 21 % de H; en el biogas generado. A partir de los cultivos efectuados en 50 % (v/v) de
hidrolizado detoxificado se consiguidé un porcentaje de hidrégeno en el biogds de aproximadamente
8,6 %, mientras que con los cultivos realizados en 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar se obtuvo
cerca de 1 % de H,. En cuanto a los cultivos control, estos produjeron en promedio 2,5 % de H; en el
biogas, es decir aproximadamente 8 veces menos que el porcentaje maximo de hidrégeno alcanzado
a partir de los hidrolizados. Por otra parte, en la Figura 40 B se exhiben los valores de volumen de
hidrogeno producido a partir de los distintos cultivos. Asi, por medio de los cultivos realizados en 75 %
y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado se consiguidé obtener el mayor volumen de hidrégeno, siendo
este de aproximadamente 100 ml. Por otro lado, a partir de los cultivos efectuados con 50 % (v/v) de
hidrolizado detoxificado se obtuvieron 74 ml de hidrégeno, mientras que con los cultivos realizados en
25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar y en medio de Logan (control) se produjeron aproximadamente
9 ml de hidrégeno, es decir cerca de 11 veces menos respecto al volumen maximo de hidrégeno

obtenido con los hidrolizados.
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Figura 40. Biohidrégeno producido mediante los cultivos a escala Erlenmeyer con diferentes concentraciones
de hidrolizado de cascara de arroz. A: Porcentaje de hidrégeno presente en el gas total producido y B: volumen
de hidrégeno (ml) presente en el gas total producido, al final de los cultivos (72 h de incubacién) del consorcio
bacteriano realizados en frascos Erlenmeyer con 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, y con 50 %, 75 %y 100
% (v/v) de hidrolizado detoxificado. El control corresponde a cultivos del consorcio realizados en el medio
definido de Logan.
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A partir de los valores de volumen de hidrégeno obtenidos por los cultivos a las 72 h de incubacion se
calcularon distintos parametros de produccién de hidrégeno, los cuales se resumen en la Tabla 10. Asi,
se puede observar que mediante los cultivos efectuados con 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado se alcanzaron los mayores valores de concentracion de hidrégeno (32 - 33 mg Ha/L
cultivo), productividad volumétrica al final del proceso (0,44 - 0,46 mg Hz/Lh), productividad total (0,11
mg Hx/h), y rendimiento de hidrégeno respecto a los azlcares reductores consumidos (2,58 mg
H2/8aztcar reductor), €N cOmparacion con los cultivos realizados con 25 % y 50 % (v/v) de hidrolizado y
respecto al control. Por otro lado, los cultivos efectuados con 50 % y 75 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado presentaron los mayores valores de rendimiento de H, en funcién de la cantidad de
cascara de arroz utilizada para la obtencidn de cada hidrolizado (0,07 y 0,06 mg Hz/gsustrato,

respectivamente).

Concentracion de Productividad Productividad Rendimientode Rendimiento de

X Hidrégeno Volumétrica Total Hidrégeno Hidrégeno
Cultivos .
(mg Hz/L cultivo)  (mg Hx/L h) (mg Ha/h) (mg Ho/gaz.red) (Mg Ha/Bsustrato)

Control 3 0,04 0,01 0,32 -
Hidrolizado 25 % 3 0,04 0,01 0,30 0,03
Hidrolizado 50 % 24 0,33 0,08 1,93 0,07
Hidrolizado 75 % 32 0,44 0,11 2,58 0,06
Hidrolizado 100 % 33 0,46 0,11 2,58 0,05

Tabla 10. Pardmetros de produccion de hidrégeno para los cultivos a escala Erlenmeyer con diferentes
concentraciones de hidrolizado de cascara de arroz. Se indican los parametros concentracién (mg H,/L cultivo),
productividad volumétrica (mg H>/L h), productividad total (mg H,/h), rendimiento en funcién de los azlcares
reductores consumidos (Mg Hz/gazicarreductor) Y rendimiento en funcién de la cantidad de cascara de arroz utilizada
(mg Ha/gsustrato), Para los cultivos realizados en frascos Erlenmeyer con 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar,
y con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado. El control corresponde a cultivos del consorcio
efectuados en medio definido de Logan.

Asimismo, se determinaron los valores iniciales y finales de pH de los distintos cultivos, los cuales se
resumen en la Tabla 11. Asi, se puede observar que el pH disminuyd en todos los cultivos efectuados
con los hidrolizados de cdscara de arroz, como asi también en los realizados en medio definido de
Logan (control). Esta acidificacion de los cultivos indica que el consorcio bacteriano presentd un
metabolismo acidogénico consistente con la produccién de hidrégeno, tanto en los cultivos llevados a
cabo en los hidrolizados como en el medio de Logan (control). En particular, los cultivos realizados en
hidrolizados que exhibieron un mayor descenso del pH, es decir mayor acidificacién, fueron los

efectuados en 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado, con valores finales de pH de 4,42 y 4,48,

respectivamente. Por otro lado, los cultivos que presentaron menor acidificacién fueron los realizados

72



en 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar (pH final: 4,70), debido probablemente al menor consumo

de azlcares reductores registrado en dichos cultivos.

Control 6 4,2+0,2
Hidrolizado 25 % 6 4,70 £ 0,03
Hidrolizado 50 % 6 4,59 £ 0,02
Hidrolizado 75 % 6 4,42 +0,01

Hidrolizado 100 % 6 4,48 £ 0,02

Tabla 11. Valores de pH de los cultivos a escala Erlenmeyer con diferentes concentraciones de hidrolizado de
cascara de arroz. Se indican los valores de pH al inicio y al final de los cultivos del consorcio bacteriano realizados
en frascos Erlenmeyer con 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar, y con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado. El control corresponde a los cultivos del consorcio efectuados en medio definido de Logan.

4.10. Escalado de la produccién de hidrogeno mediante fermentaciones en biorreactor

Debido a que los cultivos realizados en 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado fueron los que
obtuvieron los mejores parametros de produccion de hidrégeno a escala Erlenmeyer, se decidié
seleccionar al hidrolizado detoxificado puro (100 % v/v) para efectuar el escalado de la produccién de
hidrégeno mediante fermentaciones en biorreactor. Dicha seleccién se basé en el objetivo de disminuir
el uso de medio definido de Logan en la produccién de hidrégeno y reemplazarlo por hidrolizado
lignocelulésico, con el fin de reducir los costos del proceso de produccidon. Por esta razdn, a
continuacion, se muestran los resultados obtenidos a partir de las fermentaciones del consorcio
microbiano en biorreactor de tanque agitado de 5 L utilizando hidrolizado de cascara de arroz
detoxificado puro (100 % v/v) y medio definido de Logan como control del proceso de fermentacion.
Asi, las Figuras 41 y 42 corresponden a los perfiles de parametros de las fermentaciones efectuadas en
biorreactor agitado de 5 L con medio definido de Logan y con hidrolizado detoxificado puro,
respectivamente. Tal como se puede observar en dichos perfiles, durante ambas fermentaciones se
mantuvieron constantes los valores de temperatura y agitacion, en 37°C y 50 rpm, respectivamente.
Asimismo, para ambos perfiles se puede apreciar que se logré mantener el O; disuelto de los cultivos
en valores cercanos a 0 % durante las fermentaciones, luego de aplicar un flujo de N; al inicio del

proceso para tal fin.
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Figura 41. Perfil de parametros de fermentacidn en biorreactor con medio definido de Logan. Valores de O,
disuelto (0.d %, linea azul), temperatura (°C, linea roja) y agitacion (Stirr rom, linea celeste) durante la
fermentacién del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado de 5 L con medio definido de Logan
(control).
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Figura 42. Perfil de pardmetros de fermentacion en biorreactor con hidrolizado detoxificado puro. Valores de
0, disuelto (0.d %, linea celeste), temperatura (°C, linea verde) y agitacion (Stirr rpm, linea azul), durante la
fermentacion del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado de 5 L con 100 % (v/v) de hidrolizado
de cascara de arroz detoxificado.
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Asimismo, en la Figura 43 se indican los resultados del consumo de azlcares reductores para ambas
fermentaciones en biorreactor a distintos tiempos de proceso. Tal como en ensayos anteriores, se pudo
determinar que el hidrolizado lignocelulésico presentd una mayor concentracién de azlcares
reductores respecto al medio definido de Logan. A partir de ambas fermentaciones se registré un claro
consumo de azlcares reductores; en particular, este consumo fue total para la fermentacion en medio
de Logan, con un valor de 12 g/L de azucares reductores consumidos al final del proceso (72 h). Por
otro lado, para la fermentacion en hidrolizado detoxificado puro, el consumo de azucares reductores

fue 12,6 g/L al final del proceso, con un remanente de 24,6 g/L de azlcares reductores.
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Figura 43. Consumo de azucares reductores en las fermentaciones a escala biorreactor. Concentraciones de
azucares reductores durante las fermentaciones del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado con
medio definido de Logan como control (barras azules) y 100 % (v/v) de hidrolizado de cascara de arroz
detoxificado (barras rojas).

Con respecto a las mediciones de glucosa (Figura 44), también se determind que en ambas
fermentaciones llevadas a cabo en biorreactor ocurrié un consumo de este sustrato. Para el caso de la
fermentacion realizada con medio definido de Logan, este consumo fue equivalente al de azucares
reductores debido a que la glucosa fue el Unico azucar reductor presente en este medio, es decir se
consumieron cerca de 12 g/L de glucosa dentro de las 72 h de fermentacién. Por otra parte, en la
fermentacién efectuada con hidrolizado detoxificado puro se registré el consumo total de la glucosa

del hidrolizado (2,7 g/L), dentro de las 24 h de iniciado el proceso fermentativo.
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Figura 44. Consumo de glucosa en las fermentaciones a escala biorreactor. Concentraciones de glucosa durante
las fermentaciones del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado con medio definido de Logan
como control (barras azules) y 100 % (v/v) de hidrolizado de céscara de arroz detoxificado (barras rojas).

Asimismo, en la Figura 45 se exponen los resultados de las concentraciones de pentosas durante ambas
fermentaciones en biorreactor a diferentes tiempos de cultivo. Asi, se puede observar que en la
fermentacioén realizada con hidrolizado detoxificado puro se consumieron 6,5 g/L de pentosas en 72 h
de proceso. Cabe destacar que, este valor fue mayor al registrado para los cultivos en frascos
Erlenmeyer que presentaron un consumo de pentosas de 4 g/L. Esto podria deberse a que, en las
fermentaciones en biorreactor las condiciones de cultivo son mas favorables en comparacién con los
cultivos en frascos Erlenmeyer, lo cual permite un mayor consumo de nutrientes como las pentosas.
Por otro lado, como se esperaba, en la fermentacion realizada en medio definido de Logan no se
detecté pentosas en el medio.

Con relacién a las mediciones de furfurales indicadas en la Figura 46, se puede notar que la
fermentacién realizada con hidrolizado detoxificado puro no presenté diferencias significativas en las
concentraciones de furfurales a lo largo del proceso productivo. Es decir que, a diferencia con los
cultivos en frascos Erlenmeyer, en la fermentacidén en biorreactor con hidrolizado no se registré una
disminucion en la concentracién de furfurales a lo largo del tiempo. Esto podria deberse a que en esta
fermentacion hubo un mayor consumo de pentosas en comparacion con los cultivos en Erlenmeyer y
por ende el consorcio microbiano no necesitaria metabolizar otros compuestos como los furfurales Por
otro lado, como era esperable, no se detectaron furfurales durante la fermentacion llevada a cabo con

medio definido de Logan.
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Figura 45. Consumo de pentosas en las fermentaciones a escala biorreactor. Concentraciones de pentosas
durante las fermentaciones del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado con medio definido de
Logan como control (barras azules) y 100 % (v/v) de hidrolizado de cascara de arroz detoxificado (barras rojas).
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Figura 46. Nivel de furfurales en las fermentaciones a escala de biorreactor. Concentraciones de furfurales
durante las fermentaciones del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado con medio definido de
Logan como control (barras azules) y 100 % (v/v) de hidrolizado de cascara de arroz detoxificado (barras rojas).

Asimismo, la produccion de biogas durante las fermentaciones en biorreactor (Figura 47) aumento en
funcién del tiempo tanto con hidrolizado detoxificado puro como con medio definido de Logan,
alcanzando sus valores maximos de produccion al final del proceso (72 h de fermentacion); a diferencia
de los cultivos en frascos Erlenmeyer (Figura 39), donde la produccién de gas alcanzé su maximo valor
a las 24 h de incubacion y luego se mantuvo constante hasta el final del cultivo (72 h de incubacion).
En particular, en las fermentaciones en biorreactor, ya sea con hidrolizado como con medio definido,

se observé que a las 48 h de incubacidn se produjo en promedio un 73 % mas de biogds que a las 24 h.
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Luego de las 48 h de proceso, la produccion de gas continud para ambas fermentaciones, pero a una
velocidad menor ya que a las 72 h el volumen de gas generado fue en promedio un 20 % superior que
a las 48 h de proceso. Cabe detallar que, a partir de la fermentacién realizada con hidrolizado
detoxificado puro se logré alcanzar al final del proceso un volumen total de biogas de 21,3 L, mientras
gue con la fermentacion en medio de Logan (control) se consiguié un volumen total de 17,8 L (Figura

47).
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Figura 47. Biogas producido mediante las fermentaciones a escala biorreactor. Volumen de biogas producido
durante las fermentaciones del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado con medio definido de
Logan como control (barras azules) y 100 % (v/v) de hidrolizado de cascara de arroz detoxificado (barras rojas).

En la Figura 48 A y B se indican los porcentajes de hidrégeno en el biogds producido y los volimenes
de hidrégeno obtenidos a las 48 h y 72 h de las 2 fermentaciones del consorcio bacteriano en
biorreactor. Asi, se determind que la fermentacién realizada en hidrolizado detoxificado puro alcanzg,
para ambos tiempos evaluados, un mayor porcentaje de hidréogeno en el biogds, respecto a la
fermentacién en medio definido de Logan. En particular, a las 72 h de ambos procesos, mediante la
fermentacién con hidrolizado detoxificado puro se consiguié 29 % de H; en el biogds, mientras que con
la fermentacion en medio definido se obtuvo 16 % de H;, es decir que con hidrolizado se consiguio 1,8
veces mas hidrégeno que con medio de Logan (Figura 48 A). Asimismo, cabe resaltar que, por medio
de la fermentacidn realizada con hidrolizado detoxificado puro se logré la produccién de 3,2 Ly 6,2 L
de hidrégeno a las 48 y 72 h, respectivamente, mientras que con la fermentacién en medio de Logan

se obtuvieron 2,4 Ly 2,9 L de hidrégeno en los mismos tiempos (Figura 48 B).
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Figura 48. Biohidrogeno producido mediante las fermentaciones a escala biorreactor. A: Porcentaje de
hidrégeno en el gas generado y B: volumen de hidrégeno (L) producido, a las 48 y 72 h de las fermentaciones
del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado con medio definido de Logan como control (barras
azules) y 100 % (v/v) de hidrolizado de cascara de arroz detoxificado (barras rojas).

A continuacion, en la Tabla 12 se indican los valores obtenidos para los siguientes parametros de
produccién de hidrégeno calculados a partir de ambas fermentaciones del consorcio en biorreactor:
concentracion de hidrégeno (mg Hz/L de cultivo), productividad volumétrica (mg Hz/L h), productividad
total (mg Hz/h), rendimiento de hidrégeno en funcion de los azlcares reductores consumidos (mg Hx/g
de azlcares reductores) y rendimiento de hidrégeno en funcion de la cdscara de arroz utilizada para la
obtencion de cada hidrolizado (mg Hz/g de sustrato). Asi, a partir de la fermentacién efectuada en
hidrolizado detoxificado puro se alcanzaron valores superiores para todos los parametros
determinados, respecto a los conseguidos con la fermentacion en medio definido de Logan, tanto a las
48 h como a las 72 h de proceso. Esta diferencia se manifiesta mas notablemente a las 72 h de proceso,
donde los valores de todos los pardmetros de produccién de H, para la fermentacion en hidrolizado
superaron aproximadamente en el doble a los valores correspondientes a la fermentacidon en medio
definido. Ademas, cabe remarcar que para la fermentacién con hidrolizado se consiguieron valores
mas elevados para todos los pardmetros a las 72 h respecto a las 48 h de proceso. Asi, cabe destacar
gue la productividad volumétrica, productividad total y rendimiento de hidrégeno en funcién de los
azlcares reductores consumidos alcanzaron valores méaximos de 1,4 mg Hx/Lh, 7 mg Ha/h y 8,0 mg
H2/8aztcar reductor, respectivamente, mediante la fermentacion con hidrolizado.

Por otro, para la fermentaciéon en medio de Logan, el rendimiento de H; en funcién de los azucares
reductores consumidos se mantuvo constante luego de las 48 h de proceso, y la productividad
volumétrica alcanzod su valor maximo de 0,8 mg Hx/L h a dicho tiempo y luego a las 72 h descendid

hasta 0,7 mg Hz/L h.
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Concentracion Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento

Tiempo L. L.
(h) de Hidrégeno  Volumétrica Total de H; de H;
Fermentacion (mg H2/L) (mg Hz2/L h) (mg Hz/h) (mg H2/gaz.red)  (MgH2/gsustrato)
48 39 0,8 2,7 39 -
Logan
72 47 0,7 3,3 3,9 -
48 57 1,2 3,9 5,9 0,08
Hidrolizado
72 101 1,4 7,0 8,0 0,14

Tabla 12. Parametros de produccion de hidrégeno para las fermentaciones en biorreactor. Se detallan los
parametros de concentracidon (mg H,/L cultivo), productividad volumétrica (mg H,/L h), productividad total (mg
Hz/h), rendimiento en funcidn de los azlcares reductores consumidos (Mg H2/g azicar reductor) Y rendimiento en
funcién de la cantidad de cascara de arroz utilizada (mg Ha/gsustrato), para las fermentaciones realizadas en
biorreactor de tanque agitado con medio definido de Logan (control) y con 100 % (v/v) de hidrolizado
detoxificado, a las 48 hy 72 h de proceso.

En la Tabla 13 se detallan los valores de pH determinados durante ambas fermentaciones realizadas
en biorreactor. En primer lugar, se observa que el pH tanto del medio definido de Logan como del
hidrolizado detoxificado puro, ajustado en ambos casos a un valor de 6 antes de la inoculacion,
aumenté levemente al inicio de las fermentaciones, seguramente por el agregado del indculo.
Asimismo, a partir de las 24 h de fermentacién se registré la acidificacion de ambos cultivos hasta el
final del proceso fermentativo. En particular, la fermentacion realizada en medio de Logan alcanzé un
menor valor de pH a las 72 h de proceso (pH: 4,3), en comparacion con la fermentacion en hidrolizado
detoxificado puro al mismo tiempo (pH: 4,65). Es importante mencionar que, la disminucién del pH

durante el proceso de ambas fermentaciones confirma el metabolismo acidogénico, productor de

hidrégeno, caracteristico del consorcio microbiano utilizado.

0 6,12 6,37

’ ’

24 4,66 4,99
48 4,46 4,75
72 4,3 4,65

Tabla 13. Valores de pH durante las fermentaciones a escala biorreactor. Valores de pH determinados con
pHmetro a partir de muestras de las fermentaciones del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado
con medio definido de Logan como control y con 100 % (v/v) de hidrolizado de cédscara de arroz detoxificado.
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5. DISCUSION

En el transcurso del presente trabajo de tesis de grado, se han llevado a cabo una serie de ensayos con el
objetivo general de optimizar la producciéon de biohidréogeno mediante cultivos en frascos Erlenmeyer y
fermentaciones en biorreactor bajo condiciones anaerdbicas con un consorcio microbiano proveniente de
un biodigestor y utilizando hidrolizados lignoceluldsicos como materia prima. En base a los resultados
obtenidos, se procedera a analizar los aspectos pertinentes de los ensayos realizados y compararlos con la
bibliografia existente.

A partir del ensayo de linealidad de la Seccidn 4.1, se verificd que los métodos colorimétricos evaluados para
la cuantificacion de nutrientes (glucosa, azucares reductores y pentosas) e inhibidores (furfurales y fenoles)
presentes en los hidrolizados lighoceluldsicos, exhibieron adecuada linealidad (R? mayor o igual a 0,995) en
los rangos de trabajo ensayados. Estos resultados junto con los obtenidos a partir del andlisis de las
soluciones testigo, permitieron confirmar que dichos métodos analiticos son confiables para su utilizacion
en la cuantificacidon de glucosa, azlcares reductores, pentosas y furfurales, y fenoles, presentes en los
hidrolizados quimicos lignoceluldsicos. Esto es congruente con la bibliografia a partir de la cual se extrajo el
protocolo de cada método citado en la Seccién 3.1.

A su vez, a partir del analisis de aptitud de la Seccidn 4.3 aplicado a 9 sustratos lignocelulésicos vy
considerando los criterios de: concentracion de nutrientes e inhibidores de los hidrolizados lignoceluldsicos,
y disponibilidad, facilidad de almacenamiento y transporte de los sustratos, se determiné que la cdscara de
arroz se presenta como el sustrato lignoceluldsico mds adecuado para la obtencidn de hidrolizados quimicos
lignoceluldsicos, para su utilizacién como medio de cultivo en la produccién de biohidrégeno mediante el
proceso de fermentaciéon oscura con el consorcio microbiano proveniente de un biodigestor. Asi, las
principales ventajas que presenta la cascara de arroz para tal fin son las concentraciones 6ptimas de glucosa
(8,5 g/L) y pentosas (25 g/L) presentes en los hidrolizados lignoceluldsicos obtenidos a partir de este sustrato,
que favorecen la produccién de hidrégeno mediante el metabolismo acidogénico. Asimismo, la cdscara de
arroz presenta como ventajas su bajo costo de almacenamiento y transporte, y que no posee otra factible
aplicacion que podria competir con su utilizacién como materia prima para la produccién de biohidrégeno.
En cuanto a la eficiencia del procedimiento de hidrdlisis acida, los porcentajes de conversidon de celulosa
(5 %) y hemicelulosa (20 %) de la cascara de arroz, resultaron significativamente superiores a los valores
obtenidos mediante la hidrdlisis con acido sulfurico 1,47 % (p/p) implementada por Germec et al. (2016), los
cuales fueron 2 % y 8 %, respectivamente. Por otro lado, en el trabajo de Lau et al. (2015) se ha reportado
un porcentaje de conversion de celulosa para la cdscara de arroz de 41 % utilizando acido sulfurico 72 %
(p/p), la cual es una concentracién de acido notoriamente mayor a la empleada en este trabajo de Tesis (9,8

% p/p), vy a la utilizada por Germec et al. (2016).
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Cabe indicar que, segin un modelo desarrollado por Kang et al. (2014) para la evaluacién de costos de
produccién de bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica, el disefio de la cadena de suministros
desempeiia un papel crucial en la determinacién de la viabilidad comercial de la produccién de dicho
biocombustible. Este modelo enfatiza la necesidad de llevar a cabo evaluaciones especificas para determinar
la disponibilidad y el precio de la materia prima utilizada para la produccién de biocombustibles. En
consecuencia, resulta de vital importancia aplicar este tipo de analisis para evaluar las caracteristicas de la
materia prima de los biocombustibles, incluyendo aspectos como su disponibilidad, almacenamiento vy
transporte, en un contexto local. Este enfoque también es aplicable al proceso de produccién de
biohidrégeno a partir de biomasa lignoceluldsica. Justamente, en este sentido, el analisis de aptitud aplicado
a los distintos sustratos lignoceluldsicos evaluados en este trabajo de tesis fue de gran importancia para
evaluar las caracteristicas de los sustratos y seleccionar al mas adecuado como materia prima para la
produccién de biohidrégeno. En particular, Abbas y Ansumali (2010), han destacado que, la cascara de arroz
resulta de gran interés como materia prima para los procesos de produccién de biocombustibles debido a
su abundancia. Ademas, Ugheoke (2012) comparé el impacto ambiental y el rendimiento energético de la
utilizacidon de cdscara de arroz en la produccidn de biohidrégeno y concluyé que la fermentacién oscura,
proceso empleado en este trabajo de tesis, presenta el menor impacto ambiental y la mayor eficiencia en la
conversién de energia, utilizando dicho sustrato como materia prima del proceso de produccion de
hidrégeno.

Asimismo, a partir de los resultados de la Seccidn 4.4, se determind que, en los cultivos realizados con el
consorcio microbiano proveniente de un biodigestor, se dificulta la cuantificacidon de la biomasa bacteriana
por medio de la medicidn de densidad dptica, debido a la presencia de materia orgdnica que interfiere con
las cuantificaciones de la absorbancia mediante espectrofotometria. En este sentido, cuando la materia
organica aportada por el consorcio microbiano se diluyé por accién de los repiques sucesivos realizados con
medio definido de Logan, se consiguid una correlacion entre la densidad dptica y la biomasa bacteriana de
los cultivos. Asi, los pasajes sucesivos realizados a partir del consorcio microbiano en medio definido
permitieron eliminar la materia orgdnica aportada por este consorcio. Sin embargo, dichos repiques
sucesivos serian la causa de que el consorcio microbiano pierda la capacidad de producir hidrégeno, a pesar
de consumir glucosa y generar gas, tal como se observa en las Figuras 26 Ay B de la Seccion 4.5. Esta pérdida
de la capacidad para producir hidrégeno podria estar causada por la posible eliminacidn, a lo largo de los
repigues sucesivos, de ciertas cepas bacterianas del consorcio fundamentales en el proceso de produccion
de hidrégeno mediante fermentacién oscura. Este efecto, en los trabajos de Wang et al. (2010) y Diaz-Garcia
et al. (2021), donde se realizé la dilucién de un consorcio microbiano productor de hidrégeno aislado de
rumen animal, se ha reportado la pérdida de la capacidad de dicho consorcio para producir hidrégeno. En

este sentido, se propone evaluar a futuro la produccion de hidrégeno a partir de cada repique sucesivo del
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consorcio microbiano, con el propdsito de detectar en qué repique se pierde la capacidad por parte del
consorcio de producir el hidrégeno. A su vez, cabe destacar que a partir de los cultivos realizados con el
consorcio microbiano original en medio definido de Logan (Seccion 4.5), se consiguid la produccion de
hidrégeno mediante fermentacion anaerdbica. Por estos motivos, en los ensayos posteriores se evalud la
produccién de biohidrégeno a partir de hidrolizados lignoceluldsicos de cascara de arroz, utilizando el
consorcio microbiano original y no el obtenido a partir de repiques sucesivos, a pesar de que aporten materia
organica a los cultivos.

En la Seccidn 4.6, a partir de cultivos realizados en medio definido de Logan se determind que el consorcio
microbiano es capaz de utilizar tanto glucosa como xilosa como fuentes de carbono, siendo este resultado
congruente con los estudios realizados por Reaume S. (2009) y Prakasham et al. (2009). A partir de los
resultados de los cultivos en medio definido de Logan se podria concluir que el consorcio microbiano
utilizado en esta tesis presenta un consumo preferencial por la glucosa en comparacién con la xilosa. Esta
conclusion se fundamenta en dos observaciones: en primer lugar, se evidencid que la velocidad volumétrica
de consumo de glucosa superé a la de xilosa, tanto en los cultivos con la mezcla equitativa de estos azlcares
(0,12 g/Lh vs 0,02 g/Lh), como en los cultivos con una de estas fuentes de carbono (0,11 g/Lh vs 0,09 g/Lh),
siendo mas marcada esta diferencia de velocidades en los cultivos con ambos azlcares. En segundo lugar,
se observod que la acidificacién de los cultivos fue mas acentuada en condiciones de mayor concentracién de
glucosa, es decir en los cultivos con glucosa como Unica fuente de carbono, lo que sugiere una mayor
actividad acidogénica en dichos cultivos, pudiéndose considerar a este resultado como indicativo de una
mayor produccion de hidrégeno. La primera de estas observaciones se desprende del andlisis de las Figuras
28y 29, las cuales muestran que, en los cultivos con la mezcla equitativa de azlcares, se registraron 3,4 g/L
de xilosa remanente, es decir sin consumirse, a las 96 h de incubacién, mientras que la glucosa se agoto por
completo dentro de las 48 h de iniciado el cultivo. Por otro lado, cuando se empleé la glucosa como Unica
fuente de carbono, esta se consumid casi en su totalidad, mientras que cuando se utilizé Unicamente xilosa
se registré un remanente de 3,5 g/L en el cultivo. Estas observaciones concuerdan con los resultados
obtenidos por Xu et al. (2010), quienes llevaron a cabo cultivos de una cepa perteneciente al género
Clostridium sp. en un medio con glucosa y xilosa en relacion equitativa (1:1), observando una disminucion
de la velocidad de consumo de xilosa en comparacidn con cultivos con xilosa como Unica fuente de carbono.
Ademas, notaron que la velocidad de consumo de glucosa fue practicamente similar en los cultivos con este
azUcar como Unica fuente de carbono en comparacién con los cultivos conteniendo la mezcla de azucares.
Con el propdsito de completar la evaluacién de la produccion de hidrégeno a partir de distintas fuentes de
carbono, se plantea realizar a futuro cultivos en medio definido con un azlcar o una mezcla de azucares y

efectuar la cuantificacion del hidrégeno producido como parte integral del ensayo.
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A partir de los ensayos de crecimiento del consorcio microbiano en frascos Erlenmeyer con hidrolizado de
cascara de arroz sin detoxificar (Seccion 4.7), se observé consumo de azlcares reductores, en particular
glucosa y pentosas, y se registro descenso del pH, en los cultivos realizados con 25 % (v/v) de hidrolizado sin
detoxificar. En contraste, en los cultivos efectuados con concentraciones mas elevadas de hidrolizado (50 %,
75 %y 100 % v/v), no se constatd consumo de azlcares reductores, incluyendo glucosa y pentosas, por parte
del consorcio microbiano, y se evidencié un incremento del pH de los cultivos. Una posible explicacién para
los resultados obtenidos a partir de los cultivos con elevadas concentraciones de hidrolizado (50 %, 75 % y
100 % v/v) sin detoxificar podria estar relacionada con la presencia en los cultivos de bacterias acido-lacticas
(BAL), las cuales pueden afectar negativamente la produccién de Ha. En este sentido, Monlau et al. (2014) y
Cabrol et al. (2017) han indicado que los pretratamientos térmicos de los consorcios bacterianos, para ser
utilizados como indculos, no siempre son efectivos para prevenir el crecimiento de las BAL. En particular, en
el trabajo de Monlau et al. (2014) se reportd que el género Sporolactobacillus spp. (género de BAL) puede
alcanzar a ser dominante en cultivos realizados en hidrolizados lignocelulésicos, constituyendo cerca del 70
% de la comunidad bacteriana, a expensas del género Clostridium spp. Asimismo, los autores de este trabajo
han sugerido que los subproductos resultantes de la hidrélisis 4cida de los sustratos lignocelulésicos, como
los furfurales, compuestos fendlicos, acetato y formiato, pueden ser los responsables de inducir un cambio
en la composicién de la comunidad bacteriana hacia las BAL y asimismo han indicado que la actividad de
estas bacterias puede generar condiciones estresantes para las cepas de Clostridium spp., lo que a su vez
conduciria hacia un cambio en su metabolismo microbiano, favoreciendo la via de solventogénesis.
Asimismo, otras bacterias dcido-lacticas del género Lactobacillus spp. pueden disminuir la produccién de H;
al secretar bacteriocinas en los cultivos, lo que también puede generar condiciones estresantes para las
células clostridiales y, como consecuencia, causar un cambio en su via metabdlica de produccién de Hz a la
via de produccion de solventes como el etanol (Noike et al., 2002). Del mismo modo, Garcia et al. (2023),
quienes llevaron a cabo procesos de fermentacién oscura a partir de un consorcio microbiano similar al
utilizado en este trabajo de tesis, han reportado que, al inicio de los procesos el género Clostridium spp.
exhibié una abundancia relativa superior al 90 %, mientras que el género Sporolactobacillus spp. alcanzé
valores cercanos al 20 % hacia el final de los mismos, lo que es congruente con lo indicado por Monlau et al.
(2014). Dado que la via de solventogénesis implica la conversidn de acidos en solventes (Zheng et al., 2015),
es posible que esta accion haya provocado el aumento del pH en los cultivos realizados con elevadas
concentraciones de hidrolizado (50 %, 75 % y 100 % v/v) sin detoxificar, tal como se indicd en la Tabla 8.
Sumado a lo previamente planteado, la posibilidad de que el consorcio microbiano haya cambiado del
metabolismo acidogénico al solventogénico en los cultivos con elevadas concentraciones de hidrolizado sin
detoxificar, podria ser la causa por la cual en estos cultivos no se registré consumo de azucares reductores

como su principal fuente de carbono (Figura 31), y en contrapartida el consorcio puede haber metabolizado
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algun acido orgdnico, como 4acido acético, presente frecuentemente en hidrolizados lignoceluldsicos
(Sivagurunathan et al., 2017), generado en consecuencia solventes, como la acetona, sin la produccion de
biohidrégeno.

Dado que se presumio que los subproductos generados por la hidrélisis acida de la cdscara de arroz, como
los furfurales y compuestos fendlicos, podrian haber desencadenado el cambio metabdlico en el consorcio
bacteriano de los cultivos realizados con elevadas concentraciones de hidrolizado sin detoxificar, pasando
de la via de acidogénesis a la de solventogénesis, surgié la necesidad de evaluar la eficacia de una estrategia
de detoxificacion de los hidrolizados lignoceluldsicos para reducir la concentracidon de estos compuestos
inhibidores. El protocolo de detoxificacion empleado, el cual se basé en el método descrito por Chang et al.
(2011), se conformé por una primer etapa de sobrealcalinizacion (overliming) y un posterior tratamiento con
carbén activado. Mediante este procedimiento de detoxificacién se consiguié reducir de manera significativa
las concentraciones de furfurales y fenoles en los hidrolizados de cascara de arroz (Seccion 4.8). Asi, la
concentracion de furfurales disminuyd mas de 85 % y la concentracion de fenoles cerca de 60 % luego del
proceso de detoxificacion (Tabla 9), destacando que el tratamiento con carbdn activado fue la etapa que
mayor efecto de detoxificacion presentd sobre estos compuestos toxicos. Cabe destacar que, los niveles de
azucares reductores, glucosa y pentosas en el hidrolizado de cdscara de arroz no se vieron afectados
significativamente por la detoxificacidn. En el trabajo de Chang et al. (2011), los furfurales fueron eliminados
por completo mediante el tratamiento de detoxificacidn, y, al igual que en el presente trabajo de tesis, la
concentracion de azlcares reductores no se vio afectada significativamente por dicha metodologia. Tal como
se indicd, en este trabajo de tesis la concentracién de furfurales disminuyé 85 % con la detoxificacidon, en
comparacion con una reduccion de 100 % reportada por Chang et al. (2011). Una posible explicacién para
esta diferencia podria radicar en que el hidrolizado lignocelulésico empleado por Chang et al. (2011) previo
al tratamiento de detoxificacidn contenia una concentracion menor de furfurales (2,5 g/L), mientras que el
hidrolizado utilizado en esta tesis contenia 4,1 g/L.

Asi, mediante el tratamiento de detoxificacion utilizado se consiguié obtener hidrolizados de cascara de arroz
con menor concentracion de furfurales y fenoles, con los cuales se alcanzd el adecuado crecimiento del
consorcio microbiano en frascos Erlenmeyer y la concomitante produccion de biohidrégeno, ain mediante
cultivos realizados con elevada concentracidn de hidrolizado (Seccién 4.9). Es decir que, se logré la
produccion de biohidrégeno a partir de cultivos anaerdbicos no solo realizados con 25 % (v/v) de hidrolizado
sin detoxificar, sino también con 50 %, 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado. Cabe remarcar que,
previamente no se habia conseguido un metabolismo acidogénico productor de hidrégeno con dichas
concentraciones de hidrolizado de cascara de arroz, debido a que estos habian sido utilizados sin detoxificar.
En definitiva, es importante resaltar que la detoxificacion de los hidrolizados de cdscara de arroz se presenta

como un procedimiento indispensable a realizar para concretar la produccidn de biohidrégeno a partir de
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hidrolizados con concentraciones mayores al 25 % (v/v). Asi, mediante los cultivos anaerdbicos realizados en
frascos Erlenmeyer con 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado se alcanzaron valores mayores de
concentracion de hidrégeno (32 - 33 mg Hy/L cultivo), productividad volumétrica de H; a tiempo final del
proceso (0,44 - 0,46 mg Hz/Lh), productividad total de H, (0,11 mg Hx/h) y rendimiento de hidrégeno
respecto a los azlcares reductores consumidos (2,58 mg H2/gazcar reductor), €0 cOomparacion con los cultivos
realizados en 25 % y 50 % (v/v) de hidrolizado y respecto a los cultivos en medio definido de Logan (control).
De este modo, es importante destacar que, la productividad volumétrica y total de hidrégeno para los
cultivos en 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado fue 11 veces superior en comparacion con los
cultivos en 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar y en medio definido de Logan (control), mientras que el
rendimiento de hidrégeno por gramo de azlcar reductor para los cultivos en 75 % y 100 % (v/v) de
hidrolizado detoxificado fue 8 veces mayor respecto a los cultivos en 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar
y al control. Cabe indicar que, a partir de los cultivos realizados en 25 % (v/v) de hidrolizado sin detoxificar,
se consiguié el crecimiento del consorcio y la produccién de hidrégeno, lo cual concuerda con resultados
previos de crecimiento del consorcio de la Seccidon 4.7. El rendimiento de H; en base al consumo de azucares
reductores y la productividad volumétrica de H, a tiempo final, para los cultivos en frascos Erlenmeyer con
medio definido de Logan (control) fueron 0,32 mg H2/gaztcar reductor Y 0,04 mg Ha/L h, respectivamente.

En la Tabla 14 se presenta una recopilacion bibliografica correspondiente a la produccién de biohidrégeno
mediante fermentacidn oscura, a partir de cultivos con volUmenes iguales o menores a 500 ml, en los cuales

se utilizdé glucosa o sustratos lignocelulésicos como materia prima.

Sustrato Inéculo Rendimiento Product!v@ad Vol.u e Bibliografia
Volumétrica Final
Consorcio bacteriano DEVILEE
Glucosa . 16,21 mg Hz/8axz. red. 20,02 mg Hy/L h 80 ml Vazquez et al.
de biodigestor)
(2008)
Consorcio bacteriano Morimoto
| 11,1 H2/8az. red. ,2 H,/Lh? |
Glucosa de compost ,10 mg H2/gaz. red 5,23 mg H,/ 500 m (2004)
Cascara de Consorcio bacteriano Lay et al.
24 H 1 H,/L h |
arroz de biodigestor 024 e [ 5 S 33 mg Hy/ 60m (2020)
Cascara de Consorcio bacteriano a a Gonzales &
arroz de biodigestor 26,19 mg H,/g sustrato?® | 8,88 mg H,/L h 40 ml Kim (2017)
Cascara’de Clostrlc{lum 0,52 mg H,/g sustrato® - 50 ml Qi et al. (2018)
mani guangxiense
Residuos de Silva et al
castanas de Clostridium roseum 0,15 mg Hy/g sustrato® | 1,03 mg Hy/Lh? 250 ml (2018) ’
caju
Rastrojode | Consorcio bacteriano s Shanmugam
sorgo dulce de biodigestor i el gy L S.90] etal. (2018)

Tabla 14. Recopilacién bibliografica correspondiente a la produccién de hidrégeno mediante cultivos con volimenes
iguales o menores a 500 ml. Para cada proceso se detalla el sustrato empleado, tipo de indculo utilizado, rendimiento
de hidrégeno, productividad volumétrica de hidrégeno, volumen final de cultivo y la respectiva referencia
bibliografica. ?: condiciones estandar de presidn y temperatura (1 atm, 25°C) asumidas en los calculos.
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Asi, en la Tabla 14 se indican los rendimientos de hidrégeno reportados por Davila-Vazquez et al. (2008) y
Morimoto (2004), con valores de 16,21 y 11,10 mg H2/gaztcar reductor, respectivamente, los cuales se ubican
dentro del rango promedio para los procesos de fermentacion oscura, desde 11,1 a 22,2 mg H2/8azicar reductor
segln Cheng et al. (2011). Asimismo, Davila-Vazquez et al. (2008) y Morimoto (2004) reportaron valores
maximos de productividad volumétrica de hidrégeno de 20,02 y 5,23 mg Hx/Lh, respectivamente, para sus
correspondientes procesos de produccién de H; realizados en medio definido con glucosa como fuente de
carbono y con consorcios bacterianos anaerobios como inéculos. Es importante destacar que, estos valores
de productividad volumétrica son los valores maximos alcanzados durante el proceso fermentativo, mientras
que al final del proceso la productividad volumétrica generalmente presenta valores menores. En este
sentido, la productividad volumétrica al final del proceso de Davila-Vazquez et al. (2008) fue 2,14 mg Hz/Lh,
lo que refleja una marcada disminucién con respecto al valor maximo alcanzado.

Para el caso de procesos de produccion de hidrégeno realizados a partir de cdscara de arroz, se han
reportado valores de rendimiento de H; en base al sustrato y productividad volumétrica de H, que varian
significativamente segun los trabajos. En este sentido, Lay et al. (2020), alcanzaron un rendimiento de 0,24
mg H/g sustrato y una productividad volumétrica de 1,33 mg H,/L h, mientras que Gonzales & Kim (2017)
consiguieron un rendimiento de 26,19 mg H,/g sustrato y una productividad de 8,88 mg H,/L h, utilizando
en ambos casos como inéculo un consorcio bacteriano anaerdbico proveniente de un biodigestor (Tabla 14).
Cabe mencionar que, en el trabajo de Lay et al. (2020) no se aplicé ningln tipo de pretratamiento a la cascara
de arroz, a diferencia de Gonzales & Kim (2017), que aplicaron un pretratamiento de hidrdlisis acida y
enzimatica al sustrato lignoceluldsico. Ademds, Gonzales & Kim (2017) suplementaron el hidrolizado
lignocelulésico con sales y realizaron el cultivo anaerdbico en botellas aplicando una agitacion de 150 rpm,
y una purga previa con N, gaseoso para desplazar el O, disuelto del medio. Estas diferencias pueden haber
contribuido de manera significativa al mayor rendimiento y productividad de hidrégeno obtenido por
Gonzales & Kim (2017).

En el presente trabajo de tesis, el valor mas elevado alcanzado para el rendimiento de hidrégeno por gramo
de azucar reductor fue 2,58 mg Ha/gazicar reductor, Obtenido mediante cultivos del consorcio bacteriano en
frascos Erlenmeyer con 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado de céscara de arroz detoxificado. En el caso del
hidrolizado puro (100 % v/v), dicho valor de rendimiento en base a los azlcares reductores consumidos
equivale a 0,05 mg Hx/g sustrato. Respecto a la productividad volumétrica de H,, en este trabajo se
obtuvieron valores a tiempo final de 0,44 y 0,46 mg H,/Lh a partir de los cultivos en frascos Erlenmeyer con
75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado, respectivamente. Estos resultados contrastan con los
informados por Lay et al. (2020) y Gonzales & Kim (2017), quienes obtuvieron valores de rendimiento y

productividad volumétrica mas elevados, tal como se mencioné.

87



Los bajos valores de rendimiento de hidrégeno obtenidos mediante los cultivos en frascos Erlenmeyer tanto
con medio definido de Logan como con los hidrolizados detoxificados de cdscara de arroz, en comparacion
con el rango promedio (11,1 a 22,2 mg Ha/gaztcar reductor) indicado en Cheng et al. (2011) y respecto al valor
reportado por Gonzales & Kim (2017), podrian atribuirse a una reducida actividad del consorcio bacteriano
proveniente del biodigestor, el cual fue utilizado como inéculo de los cultivos. En los consorcios microbianos,
la disminucion en la actividad bacteriana puede deberse tanto a la muerte celular, que implica una reduccion
en la cantidad de bacterias activas, como a una disminucidon en la actividad metabdlica de las bacterias
activas, es decir, una reduccion en su actividad especifica. Esto puede ocurrir en condiciones donde no hay
suficientes sustratos disponibles, ya que las bacterias poseen la capacidad de ajustar sus procesos
metabdlicos y disminuir sus requerimientos de energia para su propio mantenimiento (Hao et al., 2009). En
el contexto de este trabajo de tesis, la disminucion de la actividad bacteriana del consorcio utilizado como
indculo podria haber sido causada por un prolongado tiempo de almacenamiento del mismo, en el cual el
consorcio bacteriano podria haber experimentado condiciones de escasez de nutrientes, tal como ha
reportado Lopez et al. (2006).

Por tal motivo, con el propdsito de aumentar el rendimiento de biohidrégeno mediante cultivos anaerdbicos
en hidrolizados de cascara de arroz, se podria considerar llevar a cabo la inoculacidn utilizando un cultivo del
consorcio bacteriano realizado previamente en un medio adecuado, tal como han efectuado Yang & Wang
(2018), para incrementar asi la carga microbiana y su actividad durante el proceso fermentativo. Ademas, se
podria considerar la suplementacién de los hidrolizados lignoceluldsicos con sales minerales para conseguir
un mayor crecimiento del cultivo y aumentar por ende la produccién de hidrégeno, tal como ha indicado
Gonzales & Kim (2017).

Dado que a partir de los cultivos realizados con 75 % y 100 % (v/v) de hidrolizado detoxificado de céscara de
arroz se alcanzaron los valores mas elevados de rendimiento y productividad de hidrégeno a escala
Erlenmeyer, se decidid seleccionar al hidrolizado detoxificado puro (100 % v/v) para realizar el escalado de
la produccién de hidrégeno mediante fermentaciones del consorcio bacteriano en biorreactor de tanque
agitado de escala laboratorio (Secciéon 4.10). Esta eleccidén se efectué con el objetivo de reemplazar
totalmente al medio definido de Logan por hidrolizado lignoceluldsico para disminuir de este modo los
costos del proceso de produccién del biohidrégeno. Asi, mediante la fermentacidn realizada en biorreactor
con hidrolizado detoxificado puro se consiguié un mayor porcentaje de H; en el biogas en comparacion con
la fermentacién control en medio de Logan (29 % vs 16 %), siendo por ende mayor el volumen de hidrégeno
obtenido con el hidrolizado puro al final de proceso (72 h), respecto a la fermentacién control (6,2 L vs 2,9
L) (Figura 48). De esta manera, mediante la fermentacién realizada en 100 % de hidrolizado detoxificado se
alcanzaron valores mas elevados para los pardmetros de produccion de hidrégeno en comparacién con el

control: productividad volumétrica de H; al final del proceso (1,4 mg Hy/Lh vs 0,7 mg Hx/Lh), productividad
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total de Hz (7,0 mg Hz/h vs 3,3 mg Ha/h) y rendimiento de hidrogeno respecto a los azlcares reductores
consumidos (8,0 mg Hz/gazdcar reductor VS 3,9 Mg H2/gaztcar reductor). Asimismo, cabe destacar que, mediante la
fermentacion en biorreactor con 100 % hidrolizado detoxificado se alcanzaron valores de productividad
volumétrica H,, rendimiento de H; por gramo de azucar reductor y rendimiento de H; por gramo de sustrato,
3 veces superiores a los obtenidos mediante cultivos en frascos Erlenmeyer con el mismo hidrolizado.
Mientras que, la productividad total de H> alcanzada a partir de la fermentacion en biorreactor con 100 %
de hidrolizado fue 64 veces superior respecto a los cultivos en frascos Erlenmeyer con dicho hidrolizado.
Este analisis comparativo indica que se consiguié un adecuado escalado de la produccion de hidrégeno
mediante fermentacion en biorreactor con 100 % de hidrolizado detoxificado de cascara de arroz. Cabe
indicar que, mediante la fermentacion realizada con medio de Logan también se consiguieron parametros
de produccidon de H, mas elevados respecto a los cultivos en frascos Erlenmeyer con dicho medio, lo cual
confirma que las condiciones utilizadas para efectuar el escalado del proceso fueron adecuadas.

En la Tabla 15 se presenta una recopilacién bibliografica de procesos de fermentacién oscura realizados en
biorreactores de escala laboratorio y semi-piloto, con voliumenes finales de cultivo de 2 a 50 L. El resultado
de rendimiento de H respecto a los azulcares reductores consumidos, obtenido en esta tesis mediante
fermentacion en biorreactor con medio definido de Logan (3,9 mg Ha/gazucar reductor) €S especialmente
comparable con los valores reportados por Si etal. (2015) y Lin & Chang (1999) (Tabla 15), quienes
obtuvieron rendimientos de 7,44 y 7,10 mg Ha/gazucar reductor, respectivamente, utilizando glucosa como fuente
de carbono y como indculo el mismo tipo de consorcio bacteriano utilizado en esta tesis. Por otra parte, la
productividad volumétrica de H, a tiempo final (72 h) obtenida en este trabajo de tesis mediante
fermentacién en biorreactor con medio de Logan (0,7 mg Ha/Lh), es comparable con la productividad
volumeétrica final obtenida por Mizuno et al. (2000) luego de 42,5 h de proceso (1,57 mg Hx/L h); sin embargo,
Si et al. (2015) y Lin & Chang (1999) obtuvieron productividades volumétricas mas elevadas (4,36 y 2,78 mg
Ha/Lh, respectivamente) (Tabla 15).

Por otra parte, Sattar et al. (2016) llevaron a cabo la produccién de hidrégeno mediante el proceso de
fermentacion oscura en biorreactor de escala laboratorio a partir de cdscara de arroz sin hidrolizar,
obteniendo un rendimiento y productividad volumétrica de H; de 22,5 ml/VS y 6,0 ml/dia VS,
respectivamente, pero lamentablemente estas unidades no son convertibles a las que se utilizaron en esta
tesis, por lo cual no es factible realizar una correcta comparacién con dicho trabajo de Sattar et al. (2016)
(Tabla 15). En este sentido, la falta de uniformidad en las unidades de ciertos pardmetros de produccidn es
comun en este campo de estudio, en donde diversos trabajos no proporcionan suficiente informacién para
convertir el valor de un parametro con una determinada unidad a otra, por lo que se dificulta la comparacién

de resultados (Soares et al. 2020).
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No obstante, al comparar los resultados de esta tesis con los trabajos a pequefia escala de la Tabla 14, se
observa que el rendimiento de hidréogeno por gramo de sustrato obtenido mediante fermentacion en
biorreactor con 100 % de hidrolizado detoxificado (0,14 mg H,/g sustrato) es comparable con los valores
informados por Lay et al. (2020) y Qi et al. (2018), de 0,24 y 0,52 mg H,/g sustrato, respectivamente, quienes
también utilizaron cdscara de arroz como sustrato para producir hidrégeno pero a pequefia escala (Tabla
14). Por otra parte, la productividad volumétrica obtenida en esta tesis mediante la fermentacion en
biorreactor con 100 % de hidrolizado detoxificado (1,4 mg H/Lh), resulté superior a las reportadas por Lay
et al. (2020) y Silva et al. (2018) de 1,33 y 1,03 mg Hx/Lh, respectivamente, quienes también utilizaron
hidrolizados lighoceluldsicos para los cultivos (Tabla 14).

Ademas, el rendimiento de hidrégeno por gramo de azucar reductor obtenido a partir de la fermentacion en
biorreactor con 100 % de hidrolizado detoxificado (8 mg H2z/gaztcar reductor), resulté similar a los valores
reportados por Si et al. (2015), Mizuno et al. (2000) y Lin & Chang (1999), de 7,44, 9,44 y 7,10 mg Ha/gaztcar
reductor, Fespectivamente, (Tabla 15), quienes utilizaron glucosa como fuente de carbono y como inéculo un

consorcio bacteriano similar al utilizado en esta tesis

Sustrato Inéculo Rendimiento Product’lwf.lad VOIP men Bibliografia
volumétrica Final
Consorcio
Glucosa anaerdbico de 7,44 mg Ha/8az.red. = 4,36 Mg Hy/L h?® 2,5L Si et al. (2015)
biodigestor
Consorcio Mizuno et al
Glucosa anaerdbico de 9,44 mg Ha/gazrea. | 1,57 mg Hy/Lh? 2,3L ’
) (2000)
soja fermentada
Consorcio
Glucosa anaerdbico de 7,10 mg Ha/gaz.res. =~ 2,78 mg Ha/L h 41 Lin & Chang (1999)
biodigestor
Cascara de Consorcio
anaerdbico de 22,5 ml/VS 6,0 ml/dia VS 20 L Sattar et al. (2016)
arroz .
biodigestor
Residuos Consorcio
industriales anaerdbico de 1,78 mg Ha/gaz.red. 5,72 mgHy/Lh?® 5L Jung et al. (2010)
de café biodigestor
. Consorcio .
Hojas de anaerdbico de 17,41 mg Ha/8az.rea. | 0,24 mg Hy/Lh?® 13L Rorke & Gueguim
sorgo . Kana (2016)
biodigestor
Melaza de Enterobacter . Balachandar et al.
cafa cloacae i e 0L (2020)
Residuos de Consorcio
destilacién anaerdbico de 23,76 mg Ha/gaz.red. | 12,97mg Ha/Lh? 29L Yu (2002)
de arroz biodigestor

Tabla 15. Comparacion bibliografica de procesos de fermentacion oscura realizados en biorreactores a escala
laboratorio y semi-piloto. Para cada proceso se indica el sustrato empleado, tipo de indculo utilizado, rendimiento de
hidrégeno, productividad volumétrica de hidrégeno, volumen final de cultivo y las respectivas referencias
bibliograficas. ®: condiciones estandar de presién y temperatura (1 atm, 25°C) asumidas en los calculos. VS: unidad de
medida de sdlidos volatiles totales.
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Asimismo, la fermentacidn en biorreactor realizada en este trabajo de tesis con 100 % de hidrolizado
detoxificado, se puede comparar con otros procesos de produccién de hidrégeno que también emplearon
sustratos lignoceluldsicos como materia primay consorcios bacterianos provenientes de biodigestores como
indculo. En este sentido, Jung et al. (2010) obtuvo un rendimiento de hidrégeno de 1,78 mg H2/gaztcar reductor,
utilizando residuos industriales de café como sustrato, mientras que Rorke & Gueguim Kana (2016),
obtuvieron un rendimiento de 17,41 mg Ha/gazicarreductor @ partir de hojas de sorgo (Tabla 15), es decir un
valor marcadamente menor y otro mayor respecto al obtenido en esta tesis (8 mg H2/gazicarreductor). POr otro
lado, Yu (2002), ha reportado un rendimiento de H; de 23,76 mg H2/gazicarreductor al utilizar residuos de una
industria destiladora de arroz en China, siendo este valor el mds elevado comparativamente con el resto de
los trabajos de la Tabla 15 y respecto a esta tesis; esta diferencia podria deberse a que dicho tipo de residuo
de arroz es rico en azlcares fermentables, tal como ha indicado Yu (2002).

Cabe destacar también que, Kumar et al. (2001) han reportado un elevado rendimiento de hidrégeno en
base al consumo de azlcares reductores de 42,19 mg Ha/gaztcarreductor, mediante fermentacion en biorreactor
utilizando medio definido con glucosa como fuente de carbono y como indculo un cultivo axénico de
Enterobacter cloacae, en condiciones de baja presién parcial de hidrégeno. Es relevante resaltar que, segin
Cao et al. (2022) la reducida presion parcial de hidrégeno podria haber influido positivamente en el elevado
rendimiento alcanzado mediante dicho proceso.

Asimismo, cabe remarcar que la productividad volumétrica de H, obtenida en este trabajo de tesis mediante
fermentacién en biorreactor al final del proceso (1,4 mg Hz/Lh) resultd ser mayor que el valor informado por
Rorke & Gueguim Kana (2016) de 0,24 mg Hy/Lh luego de 84 h de fermentacién, aunque menor a los valores
reportados por Jung et al. (2010) de 5,72 mg Hz/Lh a las 72 h y por Balachandar et al. (2020) de 11,02 mg
H2/Lh luego de 21,5 h de proceso, utilizando melaza de cafia como materia prima. A su vez, Yu (2002) obtuvo
una productividad volumétrica maxima de 12,97 mg Hx/Lh, a partir de residuos de la industria destiladora
de arroz (Tabla 15). Tal como se indicd, existe una gran variabilidad entre los trabajos respecto a los valores
de rendimiento y productividad de hidrégeno reportados, la cual depende principalmente de los sustratos o
materia prima utilizada y de las condiciones del proceso.

Por ultimo, es importante destacar también que durante la fermentacion en biorreactor utilizando
hidrolizado detoxificado puro, no se registré una variacion significativa en la concentracion de furfurales.
Esta observacidon contrasta con los resultados obtenidos a partir de los cultivos realizados en frascos
Erlenmeyer con el mismo hidrolizado detoxificado puro, donde se observd una disminucién en la
concentracion de furfurales. Ademas, existié una diferencia en el consumo de pentosas del hidrolizado entre
la fermentacién en biorreactor y los cultivos en frascos Erlenmeyer, con un mayor consumo en el biorreactor
(6,5 g/L) en comparacion con los cultivos en Erlenmeyer (4 g/L), aunque en ambos casos la glucosa fue

consumida en su totalidad. Estas diferencias entre ambas escalas de produccidn, es decir, cultivos en frascos
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Erlenmeyer y fermentaciones en biorreactor, podrian estar causadas por las condiciones operativas de cada
estrategia, en particular por el efecto generado por la agitacion (50 RPM) durante las fermentaciones en
biorreactor, que podria haber favorecido la disponibilidad de azucares reductores, incluyendo las pentosas,
para el consorcio microbiano y, por ende, haber incrementado el consumo de estos. Asimismo, el efecto de
la agitacidn en el biorreactor podria haber evitado la necesidad para el consorcio microbiano de cambiar su
metabolismo para poder utilizar una fuente de carbono alternativa, como los furfurales. En definitiva, se
puede afirmar que las condiciones aplicadas durante las fermentaciones del consorcio bacteriano en
biorreactor de tanque agitado no solo permiten un mayor consumo de azlcares durante el proceso
fermentativo, sino que también favorecen la produccién de hidrégeno, aumentando asi su rendimiento y
productividad. En este sentido, cabe destacar que la purga del O, disuelto en el medio aplicando un flujo de
N, gaseoso antes de iniciar la fermentacién en biorreactor, se presenta como otro factor importante dentro
de las condiciones aplicadas en esta escala, ademas de la mencionada agitacion, que permiten incrementar
el rendimiento y la productividad del biohidrégeno, en pos de conseguir un adecuado escalado del proceso

de produccion.
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6. CONCLUSIONES

Evaluacion de métodos analiticos: Los métodos colorimétricos utilizados para cuantificar
azucares reductores, glucosa y pentosas, como asi también furfurales y fenoles, presentes en
los hidrolizados quimicos lighoceluldsicos demostraron ser lineales y confiables en los rangos

de trabajo evaluados.

Seleccion del sustrato lignoceluldsico: Se identificd a la cdscara de arroz como el sustrato
lignocelulésico mas adecuado para la obtenciéon de hidrolizados quimicos lignocelulésicos,
debido a que estos presentaron una déptima concentracion de glucosa y pentosas, tal de
favorecer la produccion de hidrégeno mediante fermentacion oscura. Ademas, la cascara de
arroz presenta como ventaja su reducido costo de almacenamiento y transporte, y que no

posee otra aplicacidn que podria competir con su uso en este proceso de produccién.

Efectos de los repiques sucesivos: Si bien los repiques sucesivos del consorcio microbiano
permiten eliminar la materia organica presente en este, se observé que pueden conducir a la
pérdida de su capacidad para producir hidrégeno, posiblemente debido a la eliminacién de
cepas bacterianas indispensables para el proceso. Se sugiere evaluar la produccién de

hidrégeno en cada iteracién de repique del consorcio para evitar esta pérdida.

Uso de glucosa y xilosa como fuentes de carbono del consorcio: Se determind que el consorcio
bacteriano proveniente del biodigestor de materia organica presenta la capacidad de utilizar
tanto glucosa como xilosa como fuentes de carbono, aunque con mayor preferencia por la

glucosa.

Detoxificacion del hidrolizado de cascara de arroz: La detoxificacion del hidrolizado quimico
de cascara de arroz mediante la sobrealcalinizacion y tratamiento con carbén activado, resulté
efectiva para reducir la concentracién de compuestos téxicos o inhibidores microbianos, como
furfurales y fenoles, lo cual remarca la importancia de aplicar dicho procedimiento al

hidrolizado de cascara de arroz para conseguir la produccion de biohidrégeno a partir de este.

Produccion de biohidrégeno a escala Erlenmeyer: Mediante cultivos del consorcio bacteriano
en frascos Erlenmeyer con hidrolizado de cdscara de arroz se determiné la necesidad de utilizar
hidrolizados detoxificados con elevada concentracion (75 % y 100 % v/v), para alcanzar asi
rendimientos y productividades de hidrégeno mayores a los conseguidos con medio definido

de Logan. Se destaca la importancia de mejorar la viabilidad del inéculo, y considerar la
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preparacion de pre-inéculos y la suplementacidn de los hidrolizados con sales minerales para

conseguir mayor produccién de Ha.

Produccidn de biohidrogeno a escala biorreactor de laboratorio: Mediante fermentacion del
consorcio bacteriano en biorreactor de tanque agitado con hidrolizado detoxificado de cascara
de arroz puro, se alcanzaron valores de rendimiento y productividad de hidrégeno mas
elevados que los obtenidos con los cultivos en frascos Erlenmeyer. Las condiciones aplicadas
durante el proceso de fermentacién en biorreactor permitieron aumentar el consumo de
azUcares y la producciéon de hidrégeno. Los valores de rendimiento y productividad de
hidrégeno conseguidos mediante fermentacion con hidrolizado detoxificado de cascara de

arroz puro fueron cercanos a los valores promedio reportados en bibliografia.
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