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RESUMEN

Este estudio se centra en la produccion sostenible de biogas como una alternativa
energética que reemplace parcialmente a los combustibles derivados del petroleo.
El objetivo de este trabajo fue producir biogas a partir de residuos de frutas y
verduras mediante fermentacion oscura en condiciones mesofilicas. Para ello, se
selecciond un consorcio mesofilico proveniente de residuos de ganado y de aguas
residuales domésticas. Los fermentadores se construyeron en frascos viales de 60
mL y en botellas de 650 mL y se usaron como variables experimentales el tipo de
sustrato; residuos de frutas y verduras (con y sin tratamiento) e indculo Los residuos
de frutas y verduras se trataron con acido fosférico y agua destilada a diferentes
temperaturas (70, 80 y 90 °C) y tiempos de contacto (15 - 150 minutos) con la
finalidad de incrementar su aprovechamiento durante la etapa fermentativa. Los
fermentadores se operaron por duplicado a una temperatura de 37 °C durante un
tiempo aproximado de 7 dias. Los resultados revelaron que el consorcio del agua
residual fue mas eficiente alcanzando una produccion de 160.3 mL de biogas al
término del experimento utilizando frutas y verduras sin hidrolizar. La disminucion
en el pH de los lixiviados sugiere actividad hidrogénica relacionada con la

generacion de hidrogeno durante la fermentacion anaerobia.
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ABSTRACT

This study focuses on sustainable biogas production. The aim of this work was to
produce biogas from fruit and vegetable waste through dark fermentation under
mesophilic conditions. In order to do so, a mesophilic consortium from livestock
waste and domestic wastewater was selected. Fermenters were constructed using
60 mL vials and 650 mL bottles, and the experimental variables were the type of
substrate (fruit and vegetable waste and inoculum). A chemical treatment was
performed, consisting of hydrolysis with phosphoric acid and distilled water at 80 °C
for 150 minutes for easy fermentation. The reactors were operated in duplicate in a
37 °C incubator for approximately 7 days. The results revealed that the experiments
conducted with 60 mL vials were more efficient, with the experiment inoculated with
bacteria from wastewater and operated with unhydrolyzed fruits and vegetables
generating 160.3 mL of biogas after 7 days. The decrease in leachate pH suggests
hydrogen activity related to hydrogen generated during anaerobic fermentation,

which is also suggested by the presence of spore-forming bacill.

Vi
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INTRODUCCION

El desarrollo de este proyecto se enfocd en el impacto ambiental de una gestion
inadecuada de los residuos y como por medio de la fermentacién oscura reducir su
impacto negativo y generar asi un biocombustible limpio. La creciente generacion
de residuos organicos en zonas urbanas, particularmente los provenientes de
recauderias y mercados, representa una problematica ambiental relevante. Su
inadecuada gestién provoca impactos como la emision de gases de efecto
invernadero, malos olores, contaminacién de cuerpos de agua y proliferacién de
patdogenos. A esto se suma la dependencia de combustibles fosiles, cuyo uso
intensivo contribuye significativamente al cambio climatico y a la degradacién de la
calidad del aire. En este contexto, resulta indispensable el desarrollo de alternativas
sostenibles para el aprovechamiento de residuos y la transicidn hacia fuentes de

energia renovable.

La presente investigacion propone la produccidn de biogas a partir de residuos de
frutas y verduras, tratados mediante hidrdlisis y sometidos a digestién anaerobia en
régimen mesofilico. Para ello, se emplean bacterias nativas provenientes de
excretas de ganado y aguas residuales domeésticas, evaluando su eficiencia en la
conversion de materia organica en un biocombustible limpio. Este estudio se
enmarca en la busqueda de soluciones que integren la valorizacion de residuos y la

generacion de energia con bajo impacto ambiental.

Los residuos son aquellos materiales o productos que el ser humano desecha, estos
se dividen en inorganicos y organicos, estos ultimos suelen contener carbohidratos,
lipidos y proteinas, que pueden ser degradados por microorganismos anaerobicos
para liberar biogas y otros productos finales, para ello y como se aborda en el
proyecto se realiza una caracterizaciéon de los residuos y posteriormente una
hidrolisis para que estos sean faciimente fermentables por las bacterias
provenientes de la excreta de ganado y aguas residuales, finalmente los residuos
son puestos en fermentadores previamente inoculados, y al término de su proceso

se determina la cantidad de biogas y el pH.
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Después de aplicado el tratamiento se analizaron los efectos del tipo de sustrato,
tratamiento y consorcio bacteriano sobre la eficiencia del proceso fermentativo. Se
interpretan los resultados obtenidos en funcién de la produccion de biogas, donde
se concluye que la bacteria mas eficiente fue la proveniente de las aguas residuales.
A su vez se abren nuevas lineas de investigacion futuras que podrian optimizar la

generacion de biogas a partir de residuos organicos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el crecimiento poblacional y la sobre explotacion de recursos ha
propiciado una generacion excesiva de residuos provenientes de casas habitacion,
de la ganaderia, agricultura e industrias, los cuales son desechados al ambiente,
provocando emisiones contaminantes, calentamiento global, lixiviacion en mantos
acuiferos y erosion del suelo, lo que dafa el paisaje, ocasiona malos olores y facilita
la proliferacién de plagas. Otro problema importante es el uso excesivo de
combustibles fosiles ya que durante su combustion se generan gases
contaminantes como COz2, NOx y algunas particulas finas, que producen problemas
respiratorios en la poblacion vulnerable expuesta como los nifios, adultos mayores
y mujeres embarazadas, ademas de ser los mayores contribuyentes al cambio
climatico. Estudios preliminares del Inventario Nacional de Emisiones de Gases y
Compuestos de Efecto Invernadero (INEGYCEI) muestran que las emisiones siguen
creciendo en nuestro pais, siendo el sector de la energia el que mas contribuye con

el 64% de las emisiones totales.

Recientemente, se han estudiado alternativas energéticas que puedan reemplazar
a los combustibles fosiles en aplicaciones cotidianas, una de ellas es el uso de
biogas producido a partir de la digestion anaerobia de materia organica residual. Si
bien es cierto, se han realizado extensos estudios sobre la optimizacion del proceso
fermentativo para la produccion de biocombustibles, sin embargo, aun son
necesarias mas investigaciones para eficientar su produccién, almacenamiento y
uso. El aprovechamiento de residuos de frutas y verduras como materia prima
representa un area de oportunidad interesante, ya que debido a su bajo contenido
de celulosa, hemicelulosa y lignina, la accién metabdlica de los microorganismos
mejora y en consecuencia incrementa el rendimiento de la fermentacion, Una de las
partes mas importantes durante la revalorizacion de residuos organicos es el
pretratamiento del sustrato, el cual es importante para alterar la estructura
fisicoquimica de los residuos y mejorar su aprovechamiento durante la etapa de

fermentacion.
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En el presente proyecto se pretende producir biogas a partir de residuos de frutas y
verduras pre-hidrolizados utilizando consorcios mesofilicos nativos. Al abordar este
estudio se pretende brindar una alternativa para el aprovechamiento vy
revalorizacion de los residuos de frutas y verduras generados localmente,
promoviendo una adecuada gestion bajo la filosofia de cero residuos. Ademas, se
pretende evaluar la produccién de biogas como un combustible alternativo a los
fésiles que puede ser utilizado como medio de calentamiento y para coccion de

alimentos en estufas.

JUSTIFICACION

Actualmente se ha apostado por nuevas tecnologias y productos con un menor
impacto ambiental, como es el caso de los biocombustibles provenientes de la
fermentaciéon de materiales organicos residuales; dicho proceso busca bajo
condiciones controladas producir un combustible con alto poder calorifico y
renovable que permita disminuir la dependencia de los combustibles fdsiles,
propiciando asi el uso de recursos sostenibles. Esta técnica protege los
ecosistemas, minimiza la liberacién de residuos en el suelo y en el agua,
contribuyendo asi a la mitigacién del cambio climatico, contaminacion de suelos y
generacion de plagas. La fermentacion oscura de la fraccion organica de los
Residuos Sdlidos Urbanos es una técnica prometedora ante el impacto ambiental
actual, busca transformar los desechos organicos en productos valiosos y se
presenta como una alternativa potencial para la gestion adecuada de residuos,
ademas disminuye la contaminacién por materia organica en el suelo y cuerpos de
agua y evita la sobreexplotacion de recursos. El proyecto busca transformar los
residuos de frutas y verduras en un combustible renovable y verde, que pueda
utilizarse como fuente de energia alternativa y sustentable. La propuesta pretende
dar solucion a dos problematicas actuales, por una parte, brindar una alternativa
para la revalorizacidén y aprovechamiento de los residuos organicos que se generan
en casa habitacion y que son dispuestos a cielo abierto, y por otro lado la produccion

de un combustible limpio y sostenible.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la producciéon de biogas a partir de residuos de frutas y verduras
hidrolizados y sin hidrolizar mediante fermentacion oscura en régimen mesofilico

utilizando bacterias nativas, para su posible uso como combustible alternativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Obtener, acondicionar y caracterizar los residuos organicos.

2.-Tratar quimicamente los residuos organicos para extraer azucares fermentables
y para modificar sus caracteristicas fisicoquimicas.

3.- Aislar y cultivar bacterias nativas provenientes de la excreta de ganado y del
agua residual doméstica en medio anaerobio.

4.- Evaluar el efecto del tipo de bacteria sobre la produccion de biogas.

5.-Evaluar el efecto del inoculo sobre la produccién de biogas.

HIPOTESIS

Las bacterias aisladas de la excreta de ganado generan mayor cantidad de biogas
en comparacién con las provenientes del agua residual doméstica.
El uso de frutas y verduras pre hidrolizadas como materia prima incrementa la

generacion de biogas durante el proceso fermentativo.
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GENERALIDADES
1. Residuos

Los residuos se definen segun la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral
de los Residuos (LGPGIR) como aquellos materiales o productos cuyo propietario
0 poseedor desecha y que se encuentran en estado solido o semisadlido, liquido o
gaseoso Yy que se contienen en recipientes o depdsitos; pueden ser susceptibles de
ser valorizados o requieren someterse a tratamiento o disposicion final conforme a
lo dispuesto en la misma Ley [DOF, 2003]. En funcién de sus caracteristicas y
origenes, se les clasifica en tres grandes grupos: Residuos Sélidos Urbanos (RSU),
Residuos de Manejo Especial (RME) y Residuos Peligrosos (RP). Los RME son
aquellos generados en los procesos productivos, que no reunen las caracteristicas
para ser considerados como peligrosos o como residuos sélidos urbanos, o que son
producidos por grandes generadores de RSU: son aquellos que poseen alguna de
las caracteristicas de corrosividad, reactividad, explosividad, toxicidad,
inflamabilidad, o que contengan agentes infecciosos que les confieran peligrosidad
de acuerdo con el cédigo CRETIB, asi como envases, recipientes, embalajes y

suelos que hayan sido contaminados cuando se transfieran a otro sitio (DOF,2003).

1.1 Residuos Solidos Urbanos

Los RSU son aquellos que se generan en casas habitacion como resultado de las
actividades domeésticas o los que provienen también de cualquier otra actividad que
se desarrolla dentro de los establecimientos o en la via publica, con caracteristicas
domiciliarias, y los resultantes de las vias y lugares publicos siempre que no sean
considerados como residuos de otra indole. Estos residuos se dividen en organicos
e inorganicos (Figura 1). Segun el informe del Banco Mundial titulado “What a
Waste” en el mundo se generan anualmente 2010 millones de toneladas de
desechos solidos municipales, Por su parte, en 2020 la SEMARNAT sefialoé que la
generacion de residuos en México es de 120,128 toneladas por dia, de los cuales
se recolectan 100,751 toneladas que corresponden al 83.87% de cobertura. Cabe
destacar que, de ese porcentaje recolectado, sélo el 31.56% es susceptible de

8
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aprovechamiento, siendo el 46.42% de ese porcentaje residuo organico (Guzman,
2023).

Residuos Inorganicos Residuos Organicos

Figura 1.1 Composicién de RSU (Organicos e Inorganicos)

1.2 Residuos Organicos (RO)

Los residuos organicos de frutas y verduras son una fuente rica en materia organica
que puede ser aprovechada para la produccion de hidroégeno. Estos residuos suelen
contener carbohidratos, lipidos y proteinas, que pueden ser degradados por
microorganismos anaerdbicos para liberar hidrégeno y otros productos finales. La
generacion mundial de RSU, se estima en 2.01 billones de toneladas al afio, de las
cuales 33 % no son gestionados correctamente. Un hecho a resaltar es que el 32
% de los RSU generados en los paises de altos ingresos corresponden a alimentos
y desechos verdes, en los paises de ingresos medios y bajos, el porcentaje es de
56 %. De continuar esta tendencia, la cifra llegara a 3.4 billones de toneladas para
2050 (Kaza et al. 2018).
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1.3 Biopolimeros presentes en los RO
1.3.1 Celulosa

La celulosa es un componente esencial en el reino vegetal formado por glucosa,
siendo el polimero mas abundante en las paredes celulares de las plantas. Su
estructura lineal, proporciona resistencia y rigidez a las células vegetales, ademas
de protegerlas contra agentes externos. La funcion principal de la celulosa es
ofrecer soporte estructural a las plantas, contribuyendo a su integridad y
crecimiento. Las plantas generan glucosa a través de un proceso llamado
fotosintesis, que se combina para formar cadenas de celulosa. Este polimero tiene
un papel ecologico vital al ser una fuente de energia renovable y biodegradable. A
nivel industrial, la celulosa se utiliza en la fabricacién de papel y productos textiles,
aprovechando sus propiedades versatiles. Su estudio continuo y aplicacion
sostenible son fundamentales para comprender y maximizar su potencial en

diversos campos (Javier, 2021).

1.3.2 Lignina

La lignina es un componente clave en las plantas, fortaleciendo sus estructuras
celulares y permitiéndoles resistir enfermedades y condiciones adversas. Su
estructura compleja se compone de mondmeros fendlicos y desempena un papel
vital en la conduccién eficiente del agua y los nutrientes. Aunque su resistencia a la
descomposicidn es conocida, la lignina es crucial para el ciclo del carbono cuando
es degradada por hongos, bacterias e insectos. Ademas, tiene aplicaciones
industriales prometedoras, como en la produccion de biocombustibles y materiales
compuestos. Sin embargo, su manejo eficiente y la exploracion de sus usos
potenciales plantean desafios continuos y ofrecen oportunidades en investigacion y

desarrollo. (Espinoza Acosta et al., 2022).

1.3.3 Hemicelulosa

La hemicelulosa, otro componente crucial en las plantas, es un polimero

heterogéneo que forma parte de las paredes celulares. A diferencia de la celulosa,

10
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la hemicelulosa es mas compleja en su composicion, compuesta por una variedad
de azucares. Su funcién principal es actuar como un "pegamento" que une las fibras
de celulosa, contribuyendo a la flexibilidad y resistencia de las paredes celulares.
Esta constituida principalmente por azucares de cinco carbonos como la xilosa y
arabinosa de las cuales el 94 % corresponde a xilanos que es el polisacarido mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa. La hemicelulosa desempeiia un
papel esencial en la captura y almacenamiento de agua, asi como en la regulacién
de la expansion celular durante el crecimiento de las plantas. Ademas, su
degradacion por microorganismos en el suelo es crucial para el ciclo del carbono. A
nivel industrial, la hemicelulosa se ha convertido en un recurso valioso en la
produccion de biocombustibles y materiales biodegradables. Su estudio y aplicacion
continua son importantes para comprender su complejidad y aprovechar sus
propiedades en beneficio de diversas aplicaciones sostenibles (Ramirez, 2021). La
Figura 1.2 muestra la distribucion de los principales biopolimeros en la pared celular

de una planta.

1.3.4 Otros componentes

Dentro de los residuos de frutas y verduras, se encuentran las cascaras que
contienen una variedad de compuestos como pectinas y acidos grasos de los cuales
se puede extraer aceites esenciales y otros compuestos. Ademas, contienen
pigmentos naturales como carotenoides, clorofilas, antocianinas y betalaninas. Por
otro lado, algunos carbohidratos, como glucosa, fructuosa y sacarosa, se
encuentran en todas las partes de las frutas y verduras y proporcionan energia a los
organismos vivos una vez que son metabolizados. En cuanto a la estructura celular,
se destacan materiales como celulosa, hemicelulosa y lignina, que contribuyen a la

textura y consistencia. (Salcedo, 2021).
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Figura 1.2 Componentes organicos de la pared celular

1.4 Tratamiento de residuos lignocelulésicos

El tratamiento de residuos organicos es una parte esencial durante la gestion de
residuos, destinada a reducir el impacto ambiental y a aprovechar los recursos de
manera sostenible. Los residuos organicos, pueden someterse a diversos métodos
de tratamiento, que pueden involucrar técnicas quimicas, fisicas y bioldgicas
(Thygesen et al., 2021). El objetivo de tratar los residuos organicos es que éstos se
puedan procesar mas facilmente bajo la perspectiva de la economia circular,
muchos de estos residuos como frutas con sobre maduracion, cascaras, semillas,
tallos y flores, estan constituidos por componentes organicos como la celulosa,
lignina y hemicelulosa que bien aprovechados y con el tratamiento adecuado
pueden ser recuperados como compuestos bioactivos con multiples aplicaciones

para la industria farmacéutica, quimica y alimentaria (Salcedo, 2021).

1.4.1 Tratamiento fisico

El tratamiento fisico se relaciona al pretratamiento para la revalorizacion de los
residuos organicos, consta de la separacion y acondicionamiento para facilitar su
manejo. Algunos de estos son la deshidratacion, trituracién y cribado. Segun el

Diagnéstico Basico para la Gestion Integral de los Residuos (DBGIR) 2020, estas
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técnicas son fundamentales para reducir el volumen de residuos y mejorar la

eficiencia de los procesos de tratamiento.

1.4.2 Tratamiento quimico

Los tratamientos quimicos modifican la estructura molecular de los contaminantes
presentes en los residuos organicos para facilitar su aprovechamiento como la
hidrdlisis acida o alcalina, que consisten en la ruptura de moléculas complejas como

la lignina y celulosa para producir bioetanol.

1.4.2.1 Hidrolisis acida

La hidrdlisis acida es un proceso quimico complejo que emplea acidos minerales
como H,SO,, HCI, HNO; en condiciones de presion y temperatura controladas para
despolimerizar residuos organicos complejos (como lignocelulosa, proteinas o
grasas) en compuestos mas simples (azucares, aminoacidos, acidos grasos) para
facilitar su conversién en biocombustibles, o productos que favorecen la economia

circular (Kumar 2020).

1.4.3 Tratamiento biolégico

Los pretratamientos biolégicos de la biomasa lignocelulésica han emergido como
una alternativa ecoldgica y eficiente debido a su bajo costo y gran disponibilidad,
este método mejora la conversion de residuos vegetales en biocombustibles y
bioproductos. Este pretratamiento emplea microorganismos presentes en el medio
ambiente, como hongos y bacterias, para descomponer la estructura compleja de la
lignocelulosa, para que este esté disponible para su posterior hidrodlisis y
fermentacién. Algunos microorganismos utilizados en el pretratamiento bioldgico

son: Bacillus sp, Clostridium sp, Aspergillus niger, etc. (Shukla et al., 2023)

2. Digestion Anaerobia

La digestion anaerobia es una fermentacion microbiana en ausencia de oxigeno que

da lugar a una mezcla de gases (principalmente metano y diéxido de carbono),
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conocida como "biogas" y a una suspension acuosa o "lodo" que contiene los
microorganismos responsables de la degradacion de la materia organica. (Toledo-
Alarcéon et al., 2018). La materia prima preferentemente utilizada es cualquier
residuo organico que posea un alto contenido en humedad, como restos de comida,
restos de hojas y hierbas, residuos ganaderos, lodos de plantas tratamiento de
aguas residuales urbanas y aguas residuales domésticas e industriales. El producto
principal de la digestién anaerobia es el biogas, mezcla gaseosa de CH4 (50 a 70
%)y CO2 (30 a 50 %), con pequeias proporciones de otros componentes (N2, Oz,
H2, H2S), cuya composicién depende tanto de la materia prima como del proceso.
El biogas producido puede quemarse para generar energia, disminuyendo asi las
emisiones de CH4 a la atmédsfera; estas emisiones son considerables cuando los
residuos organicos son dispuestos de manera erronea en tiraderos a cielo abierto
(Cieciura-Wtoch et al., 2020).

2.1 Etapas de la Digestion Anaerobia

Previo a la fermentacién, los residuos organicos, como los restos de frutas y
verduras, son recolectados y acondicionados para su uso como sustrato. Es
importante triturar o descomponer estos materiales en pedazos mas pequenos para
aumentar la accesibilidad de los microorganismos a los componentes organicos
(L6pez-Hidalgo et al., 2022).

La primera etapa de la fermentacion oscura es la hidrdlisis, en la que enzimas
extracelulares o microorganismos degradan los componentes organicos complejos,
como la celulosa, la hemicelulosa y la pectina, en azucares mas simples, como
glucosa y otros monosacaridos. Esta etapa es esencial para hacer que los sustratos

sean mas accesibles para los microorganismos posteriores.
Compuestos organicos complejos + Agua — Moléculas mas simples (Ec. 1)

La acetogénesis es la segunda etapa en la produccion de biogas, generalmente
ocurre como una etapa adicional después de la acidogénesis. Algunos
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microorganismos fermentadores son capaces de producir hidrégeno molecular (Hz2)
como producto metabdlico. Estas bacterias pueden utilizar sustratos organicos vy
producir biohidrégeno en un proceso llamado fermentacion de hidréogeno (Lopez-
Hidalgo et al., 2022).

CeH1206 — CH;COOH + CO, (Ec. 2)

En la fase de acidogénesis, los azucares y otros compuestos organicos resultantes
de la hidrdlisis son fermentados por una variedad de microorganismos anaerobios.
Durante la acidogénesis, se producen acidos organicos como el acético, el butirico
y el lactico como productos intermedios. La fermentacion clostridial es el proceso de
fermentacién mas favorable para producir biohidrégeno; en condiciones mesofilicas,
las bacterias formadoras de esporas del género Clostridium convierten el sustrato
en acido aceético, acido butirico, H2 y COz2. Las ecuaciones 3 y 4 muestran las
relaciones estequiométricas entre el consumo de los azucares fermentables
generados por las bacterias hidroliticas y los productos de fermentacion generados

por acidégenos productores de Hz (Cappai et al., 2018).
CH;COOH — C3H¢O; (en algunas bacterias) o C4HsO2 (Ec. 3)

CsH1206 + 2H20 — 4H2 + 2C0O2 + 2CH3COOH (Ec. 4)
CesH1206 — 2H2 + 2C0O2 + CH3CH2CH2COOH (Ec. 5)

La ultima fase de la digestién anaerobia es la metanogénesis. Durante esta etapa,
los microorganismos metanogénicos convierten los productos organicos de las

etapas anteriores en metano (CHa).

CO2 + 4H2 — CH4 + 2H20 (Ec. 6)
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2.2 Factores que afectan a la fermentacion

El principal factor que afecta la eficiencia de la fermentacidn oscura son las bacterias
implicadas en el proceso, ya que consta de 4 pasos en los cuales intervienen
diferentes tipos de microorganismos que desempefian un papel importante en la
hidrolisis y fermentacion de residuos organicos complejos y su conversion en acidos
organicos, hidrogeno y CO2. Es importante destacar que la fermentacidn oscura es
un proceso complejo que involucra una variedad de microorganismos anaerébicos
y su capacidad para degradar los sustratos organicos depende de las condiciones
especificas del sistema, como la temperatura, el pH, tiempo de retencion, la
concentracion de sustrato y la disponibilidad de nutrientes. La optimizacion de estas
condiciones es fundamental para mejorar la eficiencia y el rendimiento de la

fermentacién oscura (Pasalari et al., 2021).

2.2.1 Tipo de sustrato

El sustrato es determinante en todo el proceso ya que no toda la materia organica
se degrada con la misma facilidad, depende de la cantidad de celulosa, lignina y
hemicelulosa que contenga la materia organica, asi como también el contenido de
Solidos Volatiles Totales (SVT), que es una medida de la cantidad de la materia
organica susceptible a digestion, un adecuado contenido de SVT es esencial para

una optima produccion de biogas (Orjuela 2015).

2.2.2 Temperatura

La temperatura afecta directamente la actividad microbiana, existen tres rangos
principales de temperatura con los que generalmente se trabaja en la digestion
anaerobia los cuales son: psicrofilico (5 - 20 °C), mesofilico (20 - 40 °C) y termofilico
(45 - 65 °C), siendo estos dos ultimos los rangos 6ptimos para la produccion de

biogas (Herrera et al., 2024).

16



A Capitulo 1. Generalidades

uuuuuuuuuuuuuuuuuuu

2.2.3 pH

Un pH 6ptimo para la digestion anaerobia es de 6 a 7. Desviaciones de este rango
pueden inhibir la actividad de las bacterias productoras de biogas, reduciendo la

eficiencia del proceso (Herrera et al., 2024).

2.2.4 Tiempo de retencion

El Tiempo de Retencién de Lodos (TRL) indica el tiempo promedio que los lodos
permanecen en el reactor. En sistemas de mezcla completa, el Tiempo de
Retencién Hidraulico (TRH) y el TRL suelen ser iguales, y generalmente se trabaja
con tiempos de retencidén entre 15 a 30 dias. Un TRL adecuado asegura que las
bacterias tengan suficiente tiempo para descomponer la materia organica,
estabilizando los lodos y reduciendo su volumen contribuyendo a una mayor

produccion de biogas (Ochoa 2022).

2.2.5 Nutrientes

Las bacterias en el proceso de fermentacién oscura requieren de micronutrientes o
soluciones amortiguadoras derivados de nitrogeno, fosforo, sulfuros, potasio, calcio,
magnesio, hierro, niquel, cobalto, zinc, manganeso y cobre para el crecimiento
optimo, aunque en caso de nitrégeno de no ser suministrada de manera correcta
puede transformarse en amonio el cual podria inhibir el crecimiento de las bacterias,

lo mismo ocurre con el resto de los nutrientes (Orjuela 2015).

3. Biogas

El biogas es un combustible que se genera en medios naturales o en dispositivos
especificos, por reacciones de biodegradacion de la materia organica, mediante la
accién de microorganismos, en ausencia de oxigeno. Generalmente es una mezcla
de gases que incluye: CH4, CO2, CO, H2S, vapor de agua, H2, NHs. El biogas es un
combustible renovable producido mediante la digestion anaerdbica de materia
organica, como residuos agricolas, estiércol y desechos alimentarios. Se utiliza para
generar electricidad, calor y como combustible vehicular, ademas de ser inyectado

17



T+
I]A Capitulo 1. Generalidades

uuuuuuuuuuuuuuuuuuu

en redes de gas natural. El uso de biogas contribuye a la reduccion de residuos,
emisiones de gases de efecto invernadero y la gestidon sostenible de recursos
organicos. Aunque presenta desafios en eficiencia y requerimientos de
infraestructura, el biogas destaca como una fuente de energia versatil y sostenible

en la transicion hacia una matriz energética mas limpia (Dawood et al., 2020).

3.1 Tecnologia de captura y almacenamiento

El biogas, generado a partir de la digestion anaerobia de residuos organicos, es una
fuente renovable para la transicion energética. La principal opcién actual para la
valorizacion del biogas en el futuro préoximo es la absorcion (introduccién de
soluciones que eliminan los contaminantes y dejan el metano). Otras menciones
destacadas incluyen la separacion criogénica, la adsorcidn por oscilacion de presion
al vacio (VPSA) y la separacién por membranas (FASTECH 2025).

3.2 Aplicaciones potenciales

El biogas, al ser una fuente de energia producida de manera sostenible, puede
contribuir a descarbonizar multiples sectores de la economia. Frega (2023),
menciona que el biohidrégeno, un gas obtenido también por medio de la
fermentacién, también se puede utilizar como componente en muchas industrias
quimicas el cual es utilizado como estabilizador de reacciones, e incluso en la
industria farmacéutica se requiere hidrégeno para medicamentos, destaca como
potencial fuente de energia en industrias del transporte y de la mineria, donde
enriquecer los combustibles fésiles con hidrégeno libre de carbono puede tener un
gran valor agregado a las utilidades de la industria, pero también al ambiente

sociopolitico y medioambiental.

3.3 Impacto ambiental

Las condiciones ambientales pueden mejorar por el uso del biogas. En zonas donde
se consume lefia por encima de la capacidad de regeneracion del bosque, el biogas
reduciria la tala de arboles, por lo que se evitaria la deforestacion y se mejoraria el

entorno. Un beneficio a nivel global es la reduccién de emisiones de gases de efecto
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invernadero. Estos gases provienen de la fermentacion descontrolada de la materia
organica en forma de metano o 6xidos nitrosos (gases de alto efecto invernadero,
24.5 y 320 veces mayores que el diéxido de carbono respectivamente) o de la
quema de recursos fosiles (aumentando la concentracién de COz2 en la atmosfera),
al controlar la fermentacion se puede aprovechar el biogas producido disminuyendo
al mismo tiempo las emisiones de gases de efecto invernadero. Ademas, el biogas
evita la mala disposicion de materia organica residual, ahorra en combustible fosiles

y preserva los sumideros de captacion de carbono.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

La Figura 2.1 muestra el diagrama de la metodologia realizada en este proyecto, el
que constd de las siguientes partes: obtencion de Residuos Organicos (RO);
caracterizacién de los RO; hidrdlisis de los RO; construccion del fermentador y

produccion de biogas a diferentes condiciones de indculo y sustratos.

Metodologia

|

B I Determinacién SVT, sustratos
Recoleccion, caracterizacién N\

R > libres de extractivos, lignina,
n :
YUARMIEMO:08 holocelulosa y cenizas
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Determinacién biogas y pH

Figura 2.1 Metodologia para el desarrollo del proyecto
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2.1 Obtencidn y caracterizacion de los RO

Se recolecto 1 kg de residuos de frutas y verduras y se separ6 de acuerdo con lo
descrito en el método de cuarteo de la Norma Mexicana NMX-AA-15-1985.
Posteriormente, se separé por especies y se pesé para determinar su composicion
masica. Los residuos se deshidrataron, se trituraron y se caracterizaron para

determinar su contenido de lignina, holocelulosa, cenizas y SVT.

2.1.1 Determinacion de SVT

Se pesaron 5 gramos de RO previamente secados al sol y triturados y se
dispusieron en capsulas de aluminio por cuadriplicado. Estas capsulas se
introdujeron en una mufla y se dejaron calcinar a 550 °C durante una hora. Al
término de este tiempo se redujo la temperatura de la mufla, lentamente mediante
su control automatico a 250 °C. Las muestras se transfirieron a una estufa a 50 °C
y se les dejo ahi por media hora, finalmente se colocd en un desecador durante 30
minutos y se peso. El porcentaje de ceniza y SVT se determind por diferencia de

pesos.

2.1.2 Preparacién para sustrato libre de extractivos

Se pesaron 10 g de residuos previamente secados al sol y triturados con una
licuadora, se dispusieron en un cartucho de extraccion en el cuerpo extractor del
sistema de reflujo Soxhlet y se puso a reflujo con 120 mL de una mezcla 1:2 de
etanol — tolueno (40 — 80 mL) para extraer los aceites esenciales y los compuestos
solubles en solventes organicos. Una vez que el sifébn no mostrd coloracion, el
cartucho se secé a temperatura ambiente durante una noche y se volvi6 a colocar
a reflujo con 120 mL de agua destilada, el reflujo se detuvo cuando el bulbo del sifén
no presentd coloracion. El cartucho se dejo secar a temperatura ambiente durante
una noche, posteriormente la muestra solida se recupero de los cartuchos, se coloco
en papel aluminio y se seco en el horno a 50 °C durante 24 horas para su posterior

trituracion y caracterizacion.
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2.1.3 Determinacion de holocelulosa

Para la determinacion de holocelulosa, se pes6 1 g de la muestra seca en un
recipiente y se mezcld con una solucion de 0.3 g de clorito de sodio en 32 mL de
agua destilada, a la que previamente se le anadieron 2 gotas de acido acético. Los
recipientes preparados se colocaron en un bafo de calentamiento a 75 °C durante
4 horas. Cada 30 minutos se agitaron y cada hora se les afiadio lentamente 2 gotas
de acido acético y 0.32 g de clorito de sodio. Una vez enfriados los recipientes a
temperatura ambiente, las muestras se filtraron utilizando papel filtro previamente
pesado. Cada una de las muestras se lavé con 200 mL de agua caliente (hasta tener
color palido) y posteriormente con 100 mL de acetona. Con ayuda de unas pinzas
se colocd cada papel filtro con muestra dentro de una capsula de aluminio
previamente pesada y se colocaron en una estufa a 40 °C durante 3 dias. Al término
del secado, las muestras se colocaron en un desecador por 30 minutos y se pesaron
rapidamente para evitar la hidratacion de la holocelulosa. El contenido de

holocelulosa se determiné por diferencia de pesos.

2.1.4 Determinacion de lignina

Para la determinacidon de lignina, se pes6 1 g de muestra seca en un vaso de
precipitado de 500 mL, se adicioné 25 mL de acido sulfurico al 72% (v/v) y 2.5 mL
de acido bromhidrico al 40% (v/v) y se dejo reposar por 2 horas agitandose cada 30
minutos. Posteriormente se adicionaron 100 mL de agua destilada y se dejé hervir
durante 5 minutos. La muestra contenida en el vaso de precipitado se filtré con papel
filtro previamente pesado y se lavo con agua destilada caliente hasta pH neutro.
Con ayuda de pinzas se coloco el papel filtro en una capsula con peso constante y
se sec6 a 70 °C durante 24 horas. Al término del secado, las muestras se colocaron
en un desecador por 30 minutos y se pesaron para determinar el contenido de

lignina en los RO por diferencia de pesos.
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2.2 Extraccion de azucares

El sustrato que se utilizé fueron residuos de frutas y verduras sin tratamiento y con
tratamiento quimico previamente secados al sol. Este tratamiento tuvo como
objetivo aumentar la accesibilidad de las bacterias a los carbohidratos presentes en
los RO y producir azucares fermentables. El tratamiento se llevé a cabo con acido
fosforico al 1% v/v y agua destilada a una temperatura de 70, 80 y 90 °C con
diferentes tiempos de reaccion. El tratamiento se realizé en frascos viales de 60 ml
pesando 1 g de RO y mezclandolo con 15 mL acido fosférico Los tiempos de
reaccion fueron: 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Al término del tiempo deseado, la
fase liquida se separdé de la fase solida con ayuda de papel piltro de poro grueso.
La extraccion de azucares se realizé también con agua destilada a la misma

temperatura con la finalidad de evaluar el efecto de la adicién de acido.

2.3 Construccion y operacion de los fermentadores

Se utilizaron dos tipos de fermentadores; el primero consistio en una botella de
plastico de 625 mL acoplada a un sistema de medicion de biogas. El segundo
fermentador consistié en frascos viales de color ambar de 60 mL con tapa de goma

hermética y sellada con tapén de aluminio para evitar fugas.

2.3.1 Fermentadores de 625 mL

Se ocuparon recipientes de suero de 625 mL con taparroscas de plastico las cuales
se perforaron para conectar los sistemas de medicién de gas, cada una de las tapas
se sellaron con silicon y cinta adhesiva. El sistema de medicion de gas consistio de
frascos gerber de 110 mL graduados cada 5 mL, la graduaciéon se utilizé6 para
cuantificar el volumen de biogas generado por desplazamiento de liquido a las
diferentes alturas. Los frascos gerber se taparon con tapones de hule No. 10 y se
interconectaron tubo de vidrio de 8 mm de y manguera latex tal y como se muestra
en la Figura 2.2. Uno de los dos frascos se llen6 con salmuera sédica ajustada a pH
4, esta solucion se uso para medir el desplazamiento del liquido generado por la

presion del gas.
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Figura 2.2 Sistemas de medicién de gas

En cada sistema se mezclaron 30 g de RO y 300 mL de solucién buffer, la
configuracion de sistemas de este experimento es: RO, RO mas Residuos de
Ganado (RG) y RO mas RG mas 10 mL de hidrolizado acido (HID). Los sistemas

se colocaron en un tanque de calentamiento a 37 °C a 80 rpm.

2.3.2 Fermentadores de 60 mL

Los experimentos se realizaron en viales de 60 mL considerando como variables de
estudio el tipo de bacteria, el tipo de sustrato (hidrolizado o no hidrolizado) y el
tiempo de fermentacién. El disefio de experimentos se presenta en la Tabla 2.1. Los
viales se purgaron con nitrégeno previo a la fermentacion para garantizar la
atmdsfera anaerobia, se sellaron herméticamente y se colocaron en incubacién a
37 °C. En estos sistemas, el biogas generado se cuantifico utilizando una jeringa de
1 mL.
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Tabla 2.1 Configuracion de los fermentadores

Inéculo 1 (excreta de ganado)

Inéculo 2 (Agua residual)

Hidrolizado acido mas frutas vy

verduras sin tratar

Hidrolizado acido mas frutas vy

verduras sin tratar

Hidrolizado agua mas frutas vy

verduras sin tratar

Hidrolizado agua mas frutas vy

verduras sin tratar

Frutas y verduras sin tratar

Frutas y verduras sin tratar

2.3.3 Medio de cultivo e in6culo

El medio de cultivo se preparo de la siguiente manera; sulfato de amonio (NH,),SO,
1 g/L, Fosfato monobasico de potasio KH,PO, 4.5 g/L y Fosfato dibasico de potasio
K2HPO4 10.5 g/L. Las sales se mezclaron en una parrilla de agitacién hasta alcanzar

la homogeneidad.

Las bacterias utilizadas se extrajeron de dos fuentes diferentes; residuos de ganado
y agua residual doméstica. Las bacterias se sembraron en medio de cultivo a base
tioglicolato con resarzurina (indicador de oxigeno), para ello se colocaron 10 mL en
viales de 20 mL, los cuales se purgaron con nitrégeno y se sellaron con un tapon de
goma y una capucha de aluminio para finalmente esterilizarlos en un autoclave a
121 °C y 15 psi de presion. Los viales fueron inoculados con las bacterias nativas
de la excreta de ganado (1 g) y del agua residual doméstica (2 mL) y se incubaron
a 37 °C durante un dia. Posteriormente, los viales se sometieron a un tratamiento
térmico a 105 °C durante 2 horas para eliminar los microorganismos con excepcion
de las esporas Clostridium y se inocularon en medio de cultivo nuevo y estéril. La

resiembra de bacterias Clostridium se realizé6 de manera periddica.

Las bacterias provenientes de la excreta de ganado y del agua residual se
analizaron mediante la tincién de Gram, para ello, se realizé un frotis al cual se
afiadio cristal violeta usando un gotero hasta que la muestra fija en el portaobjetos

se tind por completo, después de 1 minuto se enjuagd con agua destilada y se
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afiadio Lugol, posteriormente se volvié a enjuagar y se lavd con alcohol — acetona
durante 30 segundos, se volvio a enjuagar para finalmente colocar safranina durante
1 minuto y volver a enjuagar con agua destilada. Las muestras se secaron y se

observaron en un microscopio optico.

2.3.4 Sustrato

El sustrato utilizado fueron los RO sin tratamiento y el azucar obtenido después de
la hidrdlisis con acido fosforico y con agua (Seccién 2.2) a las condiciones mas
favorables para la extraccion de azucares. Los RO tratados con HsPOs se
enjuagaron con agua destilada hasta pH neutro, mientras que el licor (hidrolizado)
se neutralizd con una solucién de hidréxido de calcio acorde con la siguiente

relacion estequiométrica y se esterilizd en autoclave.

2H3PO4 + 3Ca(OH)2 — 6H20 + Cas(POa4):2 (Ec. 7)
Los azucares extraidos y los residuos de frutas y verduras con y sin tratamiento se
utilizaron como fuente de carbono para los microorganismos durante la

fermentacion anaerobia.

2.4 Cuantificacion de biogas

La determinacion de biogas en los fermentadores de 625 mL se llevo a cabo por
desplazamiento de salmuera utilizando el sistema de medicidon de biogas

previamente descrito (Figura 2.2).

Para los experimentos en viales de 60 mL, el biogas se monitore6 por medio de
jeringas de insulina de 1 mL, en donde se iba purgando cada determinado tiempo.
En ambos sistemas, el volumen de gas acumulado se midi6é en intervalos de 24

horas.
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2.5 Determinacién de pH

El pH se determiné para evaluar el gradiente de acidez al inicio y al final de la
fermentacién, utilizando un potenciémetro Science MED modelo SM-25CW
calibrado previamente con soluciones buffer (pH 4.0, 7.0 y 10.0). Las muestras
liquidas fueron recolectadas con ayuda de una jeringa estéril de 5 mL, la medicién
se realiz6 inmediatamente después de la apertura de cada uno de los

fermentadores.
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RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de los RO

Los RO se obtuvieron en una recauderia de la comunidad de Yancuictlalpan,
Tianguistenco, Estado de México durante el mes de septiembre. Los muestreos se
realizaron los dias domingo debido a la cantidad y diversidad de los residuos. La
composicidon de los RO se resume en la Tabla 3.1, donde se observa que el mas
abundante en base humeda fue la lechuga (16.23 %) tal y como se muestra en la
Figura 3.1, el segundo componente mas abundante fue la cascara de platano (14.10
%). Los residuos de chile y cebolla fueron los menos predominantes con el 3.84 y

7.26 %, respectivamente.

Tabla 3.1 Composicion de los RO

Peso
Especie himedo Porcentaje (%)
(Kg)

Guayaba 0.60 10.25
Platano 0.825 14.10
Lechuga 0.950 16.23
Cebolla 0.425 7.26
Pepino 0.675 11.54
Tomate 0.650 11.11
Jitomate 0.750 12.82

Chile 0.225 3.84
Zanahoria 0.750 12.82
Total 5.850 99.96
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ESPECIES PRESENTES EN RO

Guayaba
10%

Jitomate
13%

Lechuga
Tomate 16%

11%

Pepino Cebolla
12% 7%

Figura 3.1 Predominancia de las especies presentes en los RO

3.1.1 Caracterizacion inicial de los RO

La Tabla 3.2 resume la caracterizacién de los RO. Las especies recolectadas para
la realizacion de los experimentos tienen un contenido alto de compuestos
organicos, alcanzando un promedio de 90.94 + 0.005 % de SVT, lo que puede
favorecer a la produccién de biogas durante el metabolismo de las bacterias

utilizadas. El porcentaje de cenizas fue de 9.052 + 0.003 %.

El contenido de lignina fue de 31 = 0.007 %, mientras que el contenido de
holocelulosa en los RO fue de 59.5 + 0.075 %. El alto contenido de holocelulosa

sugiere que los RO son aptos para su uso en digestores anaerobios.

En términos de aprovechamiento energético, las muestras con mayor contenido de
holocelulosa son mejores para la produccion de biogas, mientras que el alto
porcentaje de lignina podria inhibir la accion metabdlica de las bacterias, razén por
la cual seria necesario un pretratamiento para mejorar la tasa de biodegradacion e

hidrolisis de los carbohidratos complejos.
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Tabla 3.2 Caracterizacion de los RO

Componente Promedio Desviacién
SVT 90.94 % 0.005
Cenizas 9.052 % 0.003
Lignina 31 % 0.007
Holocelulosa 59.5 % 0.075

3.2 Hidrolisis termoquimica de los RO
3.2.1 Tratamiento acido

La Figura 3.2 presenta la produccion de azucar en funcion del tiempo durante la
hidrolisis con H3POas al 1% v/v. A 80 °C, se alcanzaron las concentraciones mas
altas de azucar, con un pico de 34.4 g/ 100 g alrededor de los 45 minutos, seguido
de una disminucién gradual hasta los 120 minutos. A 90 °C, la concentracion se
mantuvo relativamente estable siendo la mas baja de 20.74 g /100 g a los 15 minutos
y la mas alta de 27.64 g / 100 g a los 120 minutos. Por otro lado, a 70 °C se
registraron valores de produccion de azucares dentro de un rango de 20.93 a 34.26
g/100¢g

Los datos experimentales mostraron fluctuaciones importantes en la produccion de
azucar a la temperatura de 80 °C. En contraste, los datos a 90 °C presentan menor
dispersién, indicando mayor estabilidad del sistema a esa temperatura. Tal y como
se observa en la Figura 3.2, la temperatura 6ptima para la produccién de azucares

fue 80 °C a los 45 minutos de tiempo de reaccion (34.4 g/ 100 g).
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Figura 3.2 Produccién de azucares reductores durante la hidroélisis con acido

fosforico

La Figura 3.3 muestra el comportamiento del furfural en funcién del tiempo de
reaccion durante la hidrolisis con HsPOs al 1% v/iv. A 70 °C se registraron las
concentraciones mas elevadas alcanzando un maximo de 230 mg / 100 g a los 45
minutos. En este experimento se observé concentraciones elevadas durante todos
los tiempos; > 200 mg /100 g, lo que sugiere una mayor degradacion de los azucares
a estas condiciones. Por el contrario, las temperaturas de 80 °C y 90 °C resultaron
en concentraciones significativamente menores, con valores en un rango de 76.50
-92.00mg/100gy89.22 -110.47 mg/ 100 g, respectivamente, No se observo un
incremento en la concentracion de furfural con respecto al tiempo en este

experimento.

Los resultados indican que la temperatura de 70 °C favorece la produccion de
furfural, lo cual es indeseable ya que es un compuesto inhibidor el crecimiento
bacteriano capaz de afectar negativamente a la fermentacion. Por lo tanto, las
temperaturas de 80 °C y 90 °C son las mas adecuadas para producir azucares con

una baja generacioén de furfural, en especial los 80 °C.
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Figura 3.3 Produccion de furfural durante la hidrélisis con acido fosférico

La Figura 3.4 resume el comportamiento de pH en funcion del tiempo reaccion
durante la hidrolisis con HsPOsal 1% v/v. Alos 15 minutos se observaron los valores
mas altos a 80 °C (2.31), posteriormente, al minuto 30 disminuy6 hasta un valor de
1.88 y a los 120 minutos volvié a subir hasta 2.30. No se observan diferencias
drasticas en los valores de pH a las diferentes temperaturas de operacion, aunque
se nota una ligera tendencia descendente a mayor temperatura (90 °C) donde el
valor mas bajo fue de 1.59 a los 15 minutos. La caida en el pH se puede relacionar
con la formacion de acidos organicos durante la descomposicion de los aldehidos

generados.
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Figura 3.4 Comportamiento del pH durante la hidrélisis con acido fosférico

3.2.2 Tratamiento con agua destilada

La Figura 3.5 presenta la produccion de azucar en funcién del tiempo durante la
hidrolisis con agua caliente. A diferencia de lo observado con el acido fosforico, el
tratamiento con agua caliente mostré concentraciones de azucar relativamente
constantes durante todo el experimento. La temperatura de 80 °C alcanzo las
concentraciones mas elevadas de azucar dentro de un rango de 20.98 a 32.97 g /
100 g en los distintos tiempos de reaccién, siendo los 80 minutos el tiempo que

mostré la concentracion mas alta.

Por otro lado, a 90 °C se observaron las concentraciones mas bajas de azucar con
excepcion de los 150 minutos, manteniéndose en un rango de concentraciones;
19.26 a 23.80 g / 100 g. Esta tendencia sugiere una posible degradacion acelerada
de los azucares a temperaturas mas altas, probablemente por su transformacion
hacia compuestos secundarios como furfural. Los resultados experimentales
indican que las temperaturas de 70 y 80 °C favorecen la extraccion de azucares

durante el tratamiento con agua caliente.
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Figura 3.5 Produccidon de azucares reductores durante el tratamiento con agua

caliente

La Figura 3.6 muestra el comportamiento del furfural en funcién del tiempo de
reaccion durante la hidrélisis con agua caliente. La concentracion de furfural a 70 °C
fue mayor en comparacién con las temperaturas de 80 °C y 90 °C durante todo el
tiempo de tratamiento. A 70°C, la concentracion aumenté rapidamente en los
primeros 45 minutos, alcanzando valores superiores a 250 mg / 100 g,
posteriormente la concentracidn se estabilizé con ligeras fluctuaciones hasta los 150
minutos. En contraste, a temperaturas de 80 °C y 90 °C, la formacién de furfural fue
considerablemente menor. Ambas curvas mostraron un comportamiento similar
entre si en un rango de concentraciones de 75 - 95 mg/ 100 g a 80 °C y de 85 —
110 mg /100 ga 90 °C.

Los resultados sugieren que la temperatura mas baja (70 °C) favorece la formacién

de furfural en comparaciéon con tratamientos a mayor temperatura.

36



T+
I]A Capitulo 3. Resultados y Discusién

uuuuuuuuuuuuuuuuuuu

300

m 70°C
« 80°C i

2250 a 00°C }
g ! {
=)
g 200 |} ]
©
5 I [ ]
T 150
5 R
S I
S *
o 100 |
g P s : 8 g 1
= s L x
@
2 s0}
Q
(%)

U i L i L i L i L i L i L i L i

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo(min)

Figura 3.6 Produccion de furfural durante la hidrélisis con agua caliente

La Figura 3.7 resume el comportamiento de pH en funciéon del tiempo reaccion
durante la hidrolisis con agua caliente. El pH descendio ligeramente a partir de los
60 minutos de tiempo de contacto para cada una de las temperaturas. A 70 °C, el
pH se mantuvo en un rango entre 4.8 y 5.1 y fue el valor mas alto y estable entre
todos los experimentos. A 80 °C, el pH inicial fue de 4.3, y descendié ligeramente
hasta 4.0 al final del tratamiento. A 90 °C, se presenté el valor de pH mas bajo,
comenzando alrededor de 4.0 y descendiendo por debajo de 3.8 en los primeros 30
minutos. ElI pH mostré un ligero descenso a medida que avanzo6 el tiempo de
reaccion, sobre todo en los tratamientos a temperaturas altas. Esto sugiere que las
temperaturas mas altas favorecen la descomposicion de los azucares en
compuestos organicos acidos, los cuales podrian tener efectos inhibitorios en los
procesos bioldgicos posteriores, como la digestién anaerobia. La caida en el pH es

un factor que considerar para las etapas de produccion de biogas.
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Figura 3.7 Comportamiento del pH durante la hidrélisis con agua caliente

La Tabla 3.3 muestra un comparativo entre la produccién de azucares obtenida en

este trabajo y lo citado en la literatura. El rendimiento de azucar alcanzado-en este

proyecto fue de 20 a 35 g/ 100 g utilizando temperaturas de 70 a 90 °C en tiempos

menores a 3 horas. Otros trabajos muestran rendimientos de entre 3 y 32 % en un

rango de temperaturas de 80 a 90 °C. Bedzo et al. (2023) reportaron un bajo

rendimiento de produccion de azucar (2.79 — 4.79) durante la hidrdlisis del bagazo

de sorgo con acido sulfurico en un tiempo corto; 120 minutos. Ademas, Gonzalez et

al. (2023) realizé la hidrdlisis acida de cascara de platano utilizando HCI al 5 %,

100 °C y 20 minutos, obteniendo un rendimiento de glucosa de 13.02 g/L.

Tabla 3.3 Comparacién con otros articulos, produccion de azucares.

Fuentey | Material | Temp (°C) Tiempo Rendimiento Fuente
material (min/h) (9/100g 0 %)
Frutas y Aguay |70°C, 15 - 20-359/100g | Este
verduras HsPO4 | 80 °C, 150 min trabajo
90°C
Cascarade | HCI 100 °C 0-30min | 13.02 g/L (Gonzalez
platano et al.,
2023)
Bagazo de | H2SO4 150-210 °C | 5-60 min 4,79 a2,79 (Bedzo
sorgo g/100 g et al.,
2023)
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Cascara H2SO4 100-130 °C | 30-60 min | Glucosa (Wong et
palma 15.3 %, Xylosa | al., 2022)
32.4 %
Pectina de H2S04, | 70/80/90 °C | 180 min 4.23a7.30% (Spinei &
orujo de uva | HCI, Oroian,
HNO4 2022)

3.3 Inoculo

Las bacterias provenientes de los residuos de ganado y del agua residual se

analizaron por tincion Gram para identificar su pared celular. Tal y como se muestra

en la Figura 3.8 a), las bacterias provenientes del agua residual fueron identificadas

como bacilos Gram positivos, presuntamente pertenecientes al género Clostridium

capaces de producir esporas productoras de hidrogeno. La Figura 3.8 b) muestra la

presencia de esporas, ellas aparecen como pequefas burbujitas dentro de la

muestra tefida y pueden ser eficientes para la produccién de biogas y en especial

de biohidrégeno al pasar a su forma viable.

a)

b)

Figura 3.8 a) Tincion de Gram y b) esporas de las bacterias provenientes del agua

residual

Por otro lado, las bacterias aisladas del rumen de ganado se muestran en la Figura

3.9, aqui se observa la presencia de bacterias tanto Gram positivas como negativas,
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siendo la mayoria de ellas bacilos no esporulados. Dada la naturaleza de la muestra

inicial, se sugiere la presencia de bacterias como: E. coli y Enterobacter,

Figura 3.9 Tincién de Gram de las bacterias provenientes del rumen de ganado

3.4 Sustrato utilizado en la fermentacion

La produccion de biogas depende en gran medida de la composicién quimica del
sustrato utilizado para la fermentacion, en este caso los residuos recolectados que
son una fuente rica en carbohidratos, azucares y almidon, se trataron quimicamente.
El proceso de hidrdlisis se llevé a cabo empleando dos medios: agua caliente y una
solucion acida con acido fosforico (H;PO,). En ambos casos, la reaccion se realizd
a una temperatura de 80°C durante un tiempo total de 150 minutos. Estas
condiciones fueron seleccionadas con base a los resultados experimentales
previos, que demostraron una alta liberacion de azucares y una baja formacién de

compuestos inhibidores, como el furfural.

Para el tratamiento acido, se utilizaron 150 mL de una solucién 1 % v/v de acido
fosférico mezclado con 10 g de RO secos vy triturados, mientas que el experimento
con agua caliente se llevd a cabo con agua desionizada. La concentracion de
azucares obtenida en este experimento fue de 16.53g/100g y de 16.17g/ 1009
para el tratamiento con agua y acido, respectivamente. Estos valores reflejan un

buen rendimiento en la liberacién de azucares fermentables.
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Los residuos sobrantes de los tratamientos quimicos poseen un alto contenido de
humedad y poca lignina, algunos componentes como la lechuga, el pepino vy el
jitomate, favorecen una rapida hidrélisis inicial, acelerando la fase de acidogénesis.
Por otro lado, frutas como el platano y la guayaba, ricas en azucares, aportan una
fuente energética inmediata para las bacterias productoras de biogas (Gomez,
2022). Los residuos sobrantes del tratamiento con agua caliente tienen una peculiar
morfologia fibrosa, con un caracteristico color marréon. La Figura 3.10 muestra los
residuos sélidos sobrantes del tratamiento con acido fosférico los cuales mostraron
una estructura gelatinosa y fragmentada, con tonalidades mas oscuras, lo que
sugiere una mayor disolucion de componentes estructurales como la hemicelulosa

y la lignina.

Figura 3.10 Residuos sobrantes de la hidrdlisis acida

3.5 Produccién de biogas
3.5.1 Fermentadores de 625 mL

En la Figura 3.11 se presentan los fermentadores utilizando botellas de suero de
625 mL y un sistema de medicion de gas. Los sistemas operaron durante dos
semanas, sin embargo, no se aprecié desplazamiento de salmuera en ninguno de
los sistemas, lo cual se puede relacionar con la nula generacion de biogas o con
fugas en el biodigestor o en el sistema de medicidn de biogas. Transcurridas las dos
semanas, los fermentadores se abrieron y con base al color de la fase liquida y al

olor se sugiere actividad fermentativa por parte de los microorganismos.
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Figura 3.11 Produccién de biogas en los fermentadores de 625 mL

3.5.2 Fermentadores de 60 mL

En la Figura 3.12 se presentan los fermentadores de 60 mL, estos sistemas
operaron bajo condiciones anaerobias en una incubadora. La adicion de nitrégeno
a los sistemas ayudo a desplazar el oxigeno residual manteniendo las condiciones
necesarias para el metabolismo de las bacterias anaerobias durante toda la
fermentacién mejorando asi su rendimiento, ademas de acuerdo con lo establecido
en la literatura, la fermentacion oscura fue favorecida por los viales color ambar
debido a la ausencia de luz. Ademas, para esta fermentacion se utilizaron dos tipos
de bacteria las provenientes del rumen de ganado y otras provenientes del agua
residual las cuales posterior a ser tratadas fueron inoculadas con una jeringa de

insulina con el fin de evitar la introduccidén de oxigeno en el proceso.
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Figura 3.12 Produccidn de biogas en los fermentadores de 60 mL

3.6 Determinacién de biogas y pH

La fermentacion en los frascos viales tuvo una duracion de 171 horas. El tratamiento
con hidrolizado acido mostré una generacion de biogas similar a la observada con
el hidrolizado con agua caliente, sin embargo, en ambos casos las bacterias
obtenidas del agua residual mostraron mayor produccion que las de rumen de
ganado independientemente del tratamiento aplicado a los residuos por lo que los
sistemas inoculados con agua residual presentaron una mayor produccion de
biogas que aquellos que fueron inoculados con bacterias provenientes del ganado.
La produccion de gas muestra que los residuos de frutas y verduras sin tratar
tuvieron una mayor eficiencia en comparacion con los residuos previamente
hidrolizados los cuales tuvieron una caida en su pH. El sistema que contiene agua
residual con frutas y verduras tuvo un promedio de produccién de 160.3 mL de gas
como se muestra en la Figura 3.13, esto puede ser debido a que la mezcla de
residuos no es totalmente homogénea, eso también puede variar en la produccién
de azucares y furfural como se muestra en los experimentos de hidrolizado a

diferentes temperaturas.
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Figura 3.13 Biogas producido en los fermentadores de 60 mL

En la Figura 3.14, la producciéon acumulada de biogas alcanza valores maximos
cercanos a los 70 mL después de aproximadamente 139 horas. El tratamiento con
frutas y verduras muestra consistentemente la mayor produccion de biogas a lo
largo del experimento, superando los 69 mL. El hidrolizado acido presentd una
produccion intermedia, con un rendimiento final ligeramente superior al hidrolizado
con agua caliente; 56.3. El hidrolizado con agua tuvo la menor produccién de biogas

en casi todos los tiempos, alcanzando alrededor de 54 mL al final.
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Figura 3.14 Produccidn de biogas utilizando las bacterias provenientes de la excreta

de ganado

En la Figura 3.15, se observa una mayor produccion de biogas, utilizando frutas y
verduras sin tratamiento alcanzando 160 mL en el mismo tiempo; 139 horas. Al igual
que lo observado con las bacterias provenientes del ganado, la fermentacion de; los
residuos de frutas y verduras mostraron el mejor desempefio, con una produccion
significativamente mas alta desde las primeras 48 horas. Las fermentaciones de los
hidrolizados acidos y con agua caliente mostraron comportamientos similares entre
si, con producciones de biogas finales cercanas a los 629 y 67.8 mL
respectivamente. El hidrolizado con agua caliente mostré un ligero aumento en los
tiempos finales, superando al acido. El comportamiento mostrado en la Figura 3.15
sugiere una mejora sustancial en la produccién de biogas al utilizar bacterias

provenientes del agua residual.
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Figura 3.15 Produccidon de biogas utilizando las bacterias provenientes del agua

residual

El pH de los lixiviados se tomé al término de la fermentacién. El valor inicial de pH
del hidrolizado con acido y agua antes de la fermentacién fue de 5.71 y 4.81
respectivamente. En la Figura 3.16 no se aprecia una variacion significativa en el
pH, siendo el valor mayor de 5.60 con la bacteria de ganado y de 5.14 con las
bacterias del agua residual, ambos determinados en el fermento de frutas y
verduras. El valor de pH mas bajo se determin6é durante la fermentacién de
hidrolizados acidos con la bacteria del agua residual 4.49. El cambio en el pH se
debe al crecimiento y actividad metabdlica de las bacterias acidogénicas y
acetogénicas como género Clostridium que se encuentran en el RG y convierten los

RO en acido acético, acido butirico, H2y COs2.
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Figura 3.16 pH del lixiviado obtenido al término de la fermentacion en los viales de
60 mL
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CONCLUSIONES

El tratamiento con agua caliente y con acido fosforico diluido permitié extraer
azucares fermentables de los RO, mostrando eficiencias de produccién similares
entre si. La presencia de furfural en los hidrolizados sugiere la descomposicion de

los azucares debido a la carga acida y temperatura.

Los residuos de frutas y verduras sin tratamiento previo mostraron la mayor
produccion de biogas, lo cual puede deberse a la disponibilidad directa de azucares

fermentables y a la facil degradacion de su materia organica.

El tipo de sustrato influye significativamente en la cantidad de biogas producido, y
los residuos frescos resultaron ser mas efectivos bajo las mismas condiciones de
temperatura. Ademas, las bacterias provenientes del agua residual resultaron mas
eficientes para producir biogas en comparacion con las extraidas de los residuos

del ganado.
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I]A Recomendaciones

RECOMENDACIONES
Utilizar un cromatégrafo de gases para determinar el contenido de hidrégeno y
metano en el biogas.

Aislar e identificar las bacterias presentes en los residuos de ganado y en el agua
residual.

Ensamblar los biorreactores dentro de una caja de guantas con atmosfera
anaerobia.
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