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Resumen

La digestion anaerdbica es una alternativa atractiva para revalorizar lineas residuales ricas en
lipidos y carbohidratos. Este proceso consta de cuatro pasos: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis
y metanogénesis. Al inhibir la metanogénesis se logra incrementar la formacion de acidos grasos
volatiles (AGV) formados durante la acidogénesis y acetogénesis. Estos se pueden utilizar como
fuente de carbono para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA), biopolimeros con

propiedades plasticas y biodegradables, con mayor valor en el mercado.

En este trabajo se evaliia, de manera preliminar, el potencial de produccion de AGV a partir de
corrientes lipidicas con vistas a su utilizacioén en la sintesis de PHA. Para ello, se realizaron 3
ensayos en reactores discontinuos (batch) de 400 mL con distintos sustratos (glucosa, acido oleico
y aceite usado de cocina). En el primer ensayo, se utilizé glucosa y aceite residual, y un in6culo
refrigerado. Se constatd que el amoniaco libre produjo una inhibicion total de la metanogénesis.
En el segundo ensayo, se utilizé la misma fuente de carbono, pero un inoculo fresco de origen
industrial. Se logréd consumir completamente la glucosa, pero el aceite no se solubilizé por
completo, quedando en forma de floculos en la superficie del liquido. El objetivo del tercer ensayo
era estudiar el efecto de la hidrolisis utilizando acido oleico, ademas de dos corrientes de aceite
con menor concentracion. El dcido oleico tampoco pudo solubilizarse y se observaron floculos en
la superficie. Una de las corrientes de aceite con menor concentracion formé AGV con una mayor

proporcidn de acético que en el ensayo 2, seguido de nuevo por el acido propionico.

Se logré un aumento de la produccion de AGV al utilizar un inéculo activo, sin embargo, los tres
intentos de mejora en el proceso en el ensayo 3 fallaron. La hidr6lisis de lipidos se vio muy afectada
por el area superficial disponible. El maximo de AGV logrados a partir de la DQO introducida fue
23% para el aceite y 13% para el acido oleico. Los AGV especificos obtenidos en cada ensayo
fueron diferentes, mostrando el potencial de obtencion de materiales con diferentes propiedades

bioplasticas a partir de aceite residual adaptando el modo de operacion.



Abstract

Anaerobic digestion is an attractive alternative for valorizing residual streams rich in lipids and
carbohydrates. This process consists of four steps: hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis, and
methanogenesis. By inhibiting methanogenesis, it is possible to increase the formation of volatile
fatty acids (VFAs) formed during acidogenesis and acetogenesis. These can be used as a carbon
source to produce polyhydroxyalkanoates (PHA), biopolymers with plastic and biodegradable

properties, which have higher value in the market.

This work preliminarily evaluates the production potential of VFAs from lipid streams for their use
in PHA synthesis. For this purpose, three assays were carried out in 400 mL batch reactors with
different substrates (glucose, oleic acid, and used cooking oil). In the first assay, glucose and
residual oil were used, along with a refrigerated inoculum. It was found that free ammonia
completely inhibited methanogenesis. In the second assay, the same carbon source was used, but a
fresh inoculum from an industrial source was employed. Glucose was completely consumed, but
the oil was not completely solubilized, remaining in the form of floccules on the liquid surface.
The objective of the third assay was to study the effect of hydrolysis using oleic acid, in addition
to two oil streams with lower concentrations. Oleic acid also could not be solubilized, and floccules
were observed on the surface. One of the oil streams with lower concentration formed VFAs with

a higher proportion of acetic acid than in assay 2, followed again by propionic acid.

An increase in VFA production was achieved using an active inoculum; however, all three attempts
to improve the process in assay 3 failed. Lipid hydrolysis was greatly affected by the available
surface area. The maximum VFAs obtained from the introduced COD were 23% for oil and 13%
for oleic acid. The specific VFAs obtained in each assay were different, demonstrating the potential
for obtaining materials with different bioplastic properties from residual oil by adapting the

operation mode.
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Nomenclatura

Notacion

Definicion

HAco C,H,0,
HBto C,Hg0,
(C3He03),
HPr o C3Hs0,
H,S
HVa
AGCL
AGV
H,0
(NH{)
AL
NaHCO;
Cco,
EDAR
C,HgO
—COOH
H,

HB
HV
CH,

NT

Acido acético

Acido butirico

Acido lactico

Acido propionico
Acido sulfhidrico
Acido valérico

Acidos grasos de cadena larga
Acidos grasos volatiles
Agua

Amonio

Amonio libre
Bicarbonato de sodio
Dioxido de carbono
Estacion de depuracion de aguas residuales
Etanol

Grupo carboxilo
Hidrogeno
Hidroxibutirato
Hidroxivalerato
Metano

Nitrégeno total

Peso del filtro

Peso del filtro después de calcinar la fraccion organica

Peso del filtro después de ser secado en la estufa

Polihidroxialcanoato
Polihidroxibutirato

Polihidroxivalerato



SST Soélidos en suspension totales
SSv Soélidos en suspension volatiles
FAS Sulfato amonico ferroso

%4 Volumen de la muestra liquida filtrada




1. Introduccion

El aumento de la poblacion mundial ha llevado a un crecimiento exponencial en la demanda de
recursos (agua, energia y materiales) y en la cantidad de desechos organicos producidos. Estos
residuos organicos requieren un tratamiento sostenible que impida el agotamiento de los recursos
naturales, permita minimizar el riesgo para la salud humana, reduzca los problemas ambientales y
mantenga un balance general en el ecosistema (Khalid et al., 2011; Wainaina et al., 2019). La
reutilizacion, reciclaje y revalorizacion de residuos ha sido utilizada para mejorar la gestion de
estos recursos materiales. Al respecto, la digestion anaerobia ha sido ampliamente aceptada como
un método de tratamiento flexible y amigable con el medioambiente que no solo estabiliza los
desechos, si no que provee una via de valorizacion energética de los residuos en forma de biogas
(Khalid et al., 2011). Ademas, la digestion anaerobia es aplicable en un amplio rango de materiales,
incluyendo los residuos industriales, agricolas y residuos de plantas (Chen et al., 2008).
Comunmente, la digestion anaerobia consta de 4 pasos: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y

metanogénesis. Es en este ultimo paso donde se produce el metano.

Los acidos grasos volatiles (AGV) son importantes intermediarios producidos durante los procesos
de acidogénesis y acetogénesis. En la actualidad, los AGV y sus derivados, se consideran
plataformas quimicas y son ampliamente utilizados en la industria alimentaria, textil, farmacéutica
y de plasticos (Zhou et al., 2018). En los ultimos afios, la Unién Europea, con la implementacion
de la Directiva Marco de Residuos, ha dado grandes pasos para promover la recuperacion de

materiales de preferencia a la valorizacion energética (Kleerebezem et al., 2015).

Aplicando esta Directiva al tratamiento de aguas residuales, €éstas deben considerarse como un
recurso renovable del que se obtienen agua tratada, materiales y energia (Wallace et al., 2017). Esta
estrategia se ilustra en la Figura 11, anexo 8.1.1, para el caso de grasas y aceites, dado que es el

residuo de interés en el presente trabajo.

Los aceites y grasas presentan un desafio en su tratamiento debido a factores como su baja
solubilidad en agua, ademads de que la acumulacion de acidos grasos de cadena larga (AGCL) afecta
la permeabilidad celular, provocando efectos inhibidores sobre los microorganismos, afectando asi
la fermentacion anaerdbica (Song et al., 2023). En este contexto, resulta mas apremiante explorar

alternativas para su valorizacion.



Varias industrias de alimentos y de procesos tienen aguas residuales caracterizadas por un alto
contenido en aceites y grasas, como las fabricas de productos lacteos, aceite comestible, pescados,

mataderos, fabricas de bioetanol y biodiésel y el lavado de lana (Holohan et al., 2022).

Un enfoque alternativo a la formacion de biogas mediante digestion anaerobia de biomasa consiste
en privilegiar la produccion de acidos organicos y/o alcoholes en lugar del biogés. La recuperacion
directa de estos productos solubles en agua o el posprocesamiento de esta para obtener otras
moléculas (por ejemplo, polihidroxialcanoatos (PHA)) puede dar como resultados la obtencion de
productos finales mas valiosos (Kleerebezem et al., 2015). 8.1.1La recuperacion efectiva de los
AGYV del caldo de fermentacion representa el principal desafio para la produccion de AGV a partir
de desechos orgénicos, debido a que se trata de una corriente con alto contenido en agua y baja
concentracion de AGV (alrededor de 20 g AGV/L (Atasoy et al., 2018)). Entre los métodos de
extraccion mas utilizados para el caldo de fermentacion anaerobia se encuentran la extraccion
liquido-liquido, la separacion por membranas y el intercambio ionico (Xing et al., 2023). Para ver

la problematica de estos procesos se puede revisar el anexo 8.1.3.

La producciéon de biopolimeros como el PHA a partir de bacterias como compuestos de
almacenamiento intracelular evita una extraccion costosa, a la vez que se obtiene un producto con

mayor valor afiadido en el mercado (Kleerebezem et al., 2015).

Asi, los polihidroxialcanoatos (PHA) se han convertido en una alternativa a los polimeros
sintéticos, ya que son completamente biodegradables, biocompatibles, tienen propiedades plasticas
y pueden producirse a partir de fuentes renovables (Szacherska et al., 2021). Estos biopolimeros se
pueden producir utilizando mezclas de AGV como fuente de carbono para el cultivo de mixto de
bacterias productoras de PHA. Las propiedades fisicoquimicas de los PHA dependen, entre otros
factores, del perfil de AGV alimentado (Palmeiro, 2017). Especificamente, la composicion en
términos de los monomeros hidroxibutirato (HB) y hidroxivalerato (HV) determinaran propiedades
como la flexibilidad y dureza del polimero, determinando por tanto las aplicaciones de los

bioplasticos obtenidos. Un ejemplo se puede ver en el anexo 8.1.6.1

Seglin la revision presentada aqui, existe un interesante potencial para aprovechar las corrientes
residuales ricas en lipidos y carbohidratos para producir AGV que pueden utilizarse como fuente
de sintesis de PHA. El trabajo aborda esta problematica y debe considerarse como una primera

aproximacion exploratoria al tema por parte del grupo de investigacion involucrado.
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es la evaluacion preliminar del potencial de corrientes lipidicas
en la produccion de acidos grasos volatiles mediante ensayos en discontinuo que permita su

posterior valorizacion a polihidroxialcanoatos.
Los objetivos especificos del trabajo son:

e Realizar un estudio preliminar de la evolucion en el tiempo de la produccion de acidos
grasos volatiles mediante ensayos de acidificacion discontinua anaerobia utilizando
diferentes sustratos.

e Estimar de manera de manera tedrica la composiciéon de PHA teodrica obtenible a partir de

las mezclas de AGV producidas en los ensayos.



3. Antecedentes teoricos

En este capitulo se resumen los diferentes conceptos y estado del arte relevante a la ejecucion de

este trabajo, los que se complementan con informacion entregada en el anexo 8.1.

En primer lugar, se entrega a modo de referencia una breve descripcion del proceso de digestion
anaerobica. En seguida, se presentan antecedentes acerca de la formacion de AGV mediante
digestion anaerobica. Finalmente, se revisan los principales conceptos acerca de la formacion de

PHA a partir de AGV.

3.1 Digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso de multiples etapas compuesto por varias reacciones en serie

y en paralelo (Figura 9, anexo 8.1.1).

El proceso de digestion anaerobia involucra una red tréfica compleja, en la cual la materia organica
se degrada de manera secuencial por una gran variedad de microorganismos, principalmente
bacterias y arqueas (en la tltima etapa). Estos microrganismos convierten la materia organica, que
finalmente se convierte a metano, diéxido de carbono, acido sulthidrico y agua. Este proceso se
lleva a cabo en cuatro etapas sucesivas conocidas como: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y

metanogénesis (Mohan et al., 2009, Lopez et al., 2017).

3.1.1 Hidrolisis

Debido a que las bacterias son incapaces de consumir la materia orgdnica en forma de
macromoléculas, el primer paso de la digestion anaerobia consiste en la hidrolisis de polimeros. En
este primer proceso, los sustratos poliméricos complejos se transforman en compuestos
monomeéricos o diméricos que pueden ser incorporados al interior celular y consumidos por las
bacterias acidogénicas. La hidrélisis suele ser el primer paso, si bien a veces puede requerir un
pretratamiento fisicoquimico para que se pueda llevar a cabo. En la mayoria de los casos es la etapa
limitante para la velocidad de digestion global. En el caso de sustratos complejos, la limitacion no
suele ser la actividad enzimatica, sino la disponibilidad de area superficial libre en las particulas.

Ademas, la hidrdlisis es muy sensible a la temperatura y sus fluctuaciones (Lopez et al., 2017).



3.1.2 Acidogénesis
Durante esta etapa, los productos de la hidrélisis (aminoacidos, azicares simples, acidos grasos),
que son compuestos solubles relativamente pequefios, se difunden en el interior de las células
bacterianas a través de la membrana celular y, posteriormente, son fermentados u oxidados
anaerdbicamente. Los productos de la acidificacion consisten en una variedad de compuestos
organicos de cadena corta, principalmente AGV, es decir, acetato propionato y butirato, ademas de
hidrégeno, didxido de carbono, acido lactico, etanol y amonio (Lopez et al., 2017). Algunas de las
principales reacciones de obtencion de los AGV a partir de glucosa se muestran en la Tabla 7, anexo
8.1.4. Comunmente, el acetato, propionato y butirato son los productos obtenidos en mayor

cantidad durante la acidogénesis de residuos alimentarios (Zhou et al., 2018).

Esta etapa presenta la velocidad de crecimiento de bacterias y de conversion mas alta de los 4
etapas, por esta razon, los reactores anaerobios son susceptibles a la acidificacion cuando existen
sobrecargas en los reactores o perturbaciones por compuestos toxicos. Una vez que se comienzan
a formar los AGYV, el pH contintia disminuyendo, inhibiendo cada vez més la metanogénesis, hasta
que ésta queda totalmente inhibida. Dado que los microorganismos pueden usar los AGV como
aceptores de electrones, y el hidrégeno y el etanol como dadores de electrones, es posible que se
generen AGV a partir de los ya generados (fermentacion secundaria), como el 4cido valérico y

caproico (Steinbusch et al., 2011). Estas reacciones estan representadas en la Tabla 8, anexo 8.1.4.

3.1.3 Acetogénesis
En esta etapa, los acidos grasos de cadena corta producidos durante la acidogénesis, diferentes al
acetato, son convertidos en acetato, diéxido de carbono e hidrogeno por las bacterias acetogénicas.
(Lopez et al., 2017). Los acidos grasos de cadena larga (AGCL) (4cidos grasos con una cadena
formada entre 12 a 18 4tomos de carbono), que fueron formados durante la hidrélisis de lipidos
como aceites y grasas, son transformados mediante la f-oxidacion, un proceso que solo llevan a
cabo algunas bacterias acetogénicas especificas. Aunque las bacterias acetogénicas son productoras
obligadas de hidrogeno, su metabolismo se ve inhibido por este gas. En la Tabla 9, anexo 8.1.4 se
tienen las reacciones mas importantes de formacion de acetato a partir de otros productos de la

acidogénesis.



3.1.4 Metanogénesis
Las arqueas metanogénicas se encargan de llevar a cabo el paso final en la conversion anaerobia
de la materia organica a metano y dioxido de carbono. En esta etapa, estas bacterias son
responsables de reducir el diéxido de carbono utilizando el hidrogeno como donador de electrones
y de descarboxilar el acetato para formar metano. Las reacciones de la metanogénesis y algunos

inhibidores se encuentran en los anexos 8.1.5.y 8.1.5.1.

3.2 Produccion de acidos grasos volatiles como plataforma quimica
Los 4cidos grasos son moléculas compuestas por hidrocarburos con un grupo carboxilo al final de
la cadena. Segln el largo de su cadena se clasifican en: acidos grasos volatiles (de 2 a 6 carbonos),
acidos grasos de cadena media (de 6 a 12 carbonos), acidos grasos de cadena larga (de 12 a 18
carbonos) y acidos grasos de cadena muy larga (cadena mayor a 18 carbonos) (Agostoni &

Bruzzese, 1992).

En el marco de la economia circular, la conversion de corrientes residuales en AGV ha ganado
recientemente atencion debido a su amplia variedad de aplicaciones (Kleerebezem et al., 2015).
Los AGV pueden utilizarse como fuente de carbono durante la desnitrificaciéon o la remocién
biologica de fosforo. También tienen un amplio rango de aplicaciones en las industrias
farmacéutica, alimentaria y quimica, ademas de servir como materia prima en la produccion de

biodiesel, bioplasticos y biohidrogeno (Atasoy et al., 2018).

3.2.1 Factores que afectan la produccién de Acidos Grasos Volatiles

3.2.1.1 Sustrato
La produccion de AGV se ve fuertemente influenciada por el tipo de sustrato utilizado. La cantidad
de AGV producidos a partir de una materia prima especifica depende del grado de acidificacion
(Begum et al., 2018). En un estudio de Silva et al. (2013) realizado con aproximadamente la misma
concentracion inicial de materia organica que la utilizada en este trabajo (8 g DQO/L), se observé
que la fermentacion de ocho flujos de desechos organicos diferentes resultdo en diferentes

producciones de AGV debido a variaciones significativas en el grado de acidificacion.



Estos valores, ademas de la discrepancia encontrada para la produccion de AGV segun si el sustrato
es de naturaleza lipidica, un carbohidrato o una proteina pueden verse en el anexo 8.1.1.1. Ademas,

se discute el efecto del sustrato en la hidrolisis.

3.2.1.2 Indculo
La degradacion de los residuos organicos requiere una gran diversidad microbiana donde los
diferentes procesos estén balanceados. Adicionalmente, la variacion del in6culo, como su origen o
un pretratamiento, puede favorecer algunas rutas metabolicas de produccion de AGV en la fase

acidogénica. Por esto, la eleccion del indculo puede influir en la produccion especifica de acidos

(Yan et al., 2014).

3.2.1.3 pH
El pH es uno de los factores criticos a controlar en la produccion de AGV en este trabajo. El pH
del sistema afecta la actividad de los microrganismos, ya que la mayoria de las enzimas no pueden
tolerar los medios hostiles acidos (pH < 3) o alcalinos (pH > 12). Si bien el pH de operacion éptimo
de los microorganismos metanogénicos es en un rango de 6,5-8,5 (Fra-Vazquez et al., 2020), los
microorganismos productores de enzimas hidroliticas y los acidogénicos operan en un rango
optimo de pH de 5-11 y no pueden sobrevivir en ambientes extremadamente acidos (pH<3) o
alcalinos (pH>12). Sin embargo, los AGV también son toxicos para las bacterias acidogénicas a un

pH demasiado bajo (3), reduciendo su actividad.

Mantener un equilibrio entre produccion de AGV e inhibicion de la metanogénesis cuando el pH
comienza a bajar es un reto. En la literatura, se encuentran numerosos ensayos (Cheah et al., 2019;
Pefia Picola, 2022; Valenga et al., 2021) en los cuales se utiliza NaHCO5 u otras soluciones tampdon
para mantener el pH en condiciones 6ptimas. Sin embargo, la adicion de estas soluciones genera

un compromiso econdémico que se busca reducir en este proceso.

3.2.1.4 Temperatura
Las temperaturas mesofilicas favorecen la produccion de AGV. Segun la investigacion llevada a
cabo por Wainaina et al., 2019, las condiciones termofilas (55 °C) e hiperterméfilas (70°C) causan
una disminucién en la produccion total de AGV. Finalmente, en condiciones psicrofilas (15-20 °C),

la produccion es extremadamente baja. Como la temperatura de crecimiento de las arqueas



metanogénicas y la produccion de metano tienen una temperatura ptima en el rango de 30 °C a

40 °C, este parametro no se consider6 viable para manipular la acumulacion de AGV.

3.2.1.5 Amonio libre
El proceso de digestion anaerobia es vulnerable a la inhibicion por amoniaco libre (AL) (NHj3).
Aunque el amonio es necesario para el crecimiento microbiano, se pueden alcanzar
concentraciones demasiado altas que perjudiquen el proceso (Yenigiin & Demirel, 2013),
generando efectos inhibitorios. En un estudio realizado por (Zhao et al., 2018) con aguas de
tratamiento municipales, se encontr6 que a una concentracion de AL de 19,3 mg/L, la hidr6lisis se
veia inhibida alrededor de un 45% y la acidogénesis en un 48% aproximadamente. En esa misma
concentracion, la metanogénesis se encontraba completamente inhibida. En una concentracion de
1,9 mg AL/L, la hidroélisis se ve inhibida en un 23%, la acidogénesis en un 25% y la metanogénesis

en un 23% aproximadamente.

El célculo del amonio libre se puede realizar segun la ecuacion (1) expuesta por Anthonisen et al.,
1976. En esta se observa la dependencia lineal con la concentracion de amonio y exponencial con

el pH, viéndose incrementada la concentracion de AL con un incremento de pH.

NHf = N )
AL(mg NH; —N/L) = o (6344/(T+273))
(g +1)

3.3 Produccion de biopolimeros
El uso de polimeros sintéticos para una gran variedad de productos estd muy extendido en la
sociedad moderna. Sin embargo, estos productos, al ser desechados, contribuyen en gran medida a
la contaminacién medioambiental debido a su persistencia y acumulacion como desechos so6lidos
(Aremu et al., 2021). Los biopolimeros tienen diferentes aplicaciones, por ejemplo, pueden ser
usados como emulsiones, materiales de embalaje en la industria alimentaria y se utilizan en la
industria farmacéutica como materiales de transporte de medicamentos, curacion de heridas,
soportes de tejidos y materiales de apdsito (Baranwal et al., 2022). La estructura general de un PHA

se puede ver en la Figura 12, anexo 8.1.6.1.

Aunque los PHA presentan ventajas ambientales, la produccion de PHA a gran escala estd basada

en el uso de cultivos puros o microorganismos genéticamente modificados, lo que requiere
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condiciones estériles y sustratos especificos altamente costosos. En consecuencia, los PHA aun no
son competitivos en los mercados (Argiz et al., 2020). Mas informacion del mercado se encuentra

en el anexo 8.1.6.1.

Una estrategia prometedora para reducir el costo de produccion de PHA es el uso de cultivos
microbianos mixtos con gran diversidad microbiana, como lodos de plantas de tratamiento de aguas
residuales (Gracia et al., 2023). Este enfoque requiere menos energia (condiciones no estériles),
equipamiento mas simple y son mas robustos ante fluctuaciones en su alimentacion permitiendo
emplear mezclas de AGV como fuentes de carbono (Perez-Zabaleta et al., 2021). Un diagrama

simplificado del proceso se presenta en el anexo 8.1.6.2.

Segun estudios realizados por Vazquez-Fernandez et al., 2022 y Palmeiro, 2017 sobre la obtencion
de PHA a partir de una alimentacion en continuo de corrientes ricas en AGV, se establecieron las

relaciones que se presentan a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Composiciones alcanzables segun la mezcla de AGV alimentada. Fuente: elaboracion propia.

Composicion
Composicion de AGV Contenido de
de PHA
Sustrato (% mol) PHA Referencia
(%mol)
(HAc:HPr:HBt:HVa)* (% g PHA/g SSV)
(HB:HV)**
Mezcla de AGV 1 47:18:22:13 61:39 77 Vazquez-
Fernandez et al.,
2022
Mezcla de AGV 2 73:13:12:0,02 79:21 68 Vazquez-
Fernandez et al.,
2022
Mezcla de AGV 3 74:7:16:3 85:15 56 Vazquez-
Fernandez et al.,
2022
Mezcla de AGV 4 55:45:0:0 47:53 54 Palmeiro, 2017
Mezcla de AGV 5 67:22:5:6 65:35 51 Palmeiro, 2017
Acético 100:0:0:0 96:4 54 Palmeiro, 2017
Propidnico 0:100:0:0 37:63 46 Palmeiro, 2017

*HAc: acido acético, HPr: acido propionico, HBt: acido butirico, HVa: acido valérico.
**HB: polihidroxibutirato, HV: polihidroxivalerato
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Los PHA estan principalmente compuestos por polihidroxibutirato (PHB) y/o polihidroxivalerato
(PHV), los cuales pueden ser sintetizados intracelularmente por algunos microorganismos como
reservas de carbono y energia (Albuquerque et al., 2011). La relacion entre los mondémeros HB y

HYV del polimero obtenido depende principalmente los AGV empleados como sustrato.

3.4 Corrientes residuales aceitosas
El aceite es una sustancia de origen vegetal o animal que consiste principalmente en una mezcla de
ésteres de la glicerina con los acidos grasos, es decir, triglicéridos. Los aceites usados tanto de
aplicaciones industriales como domésticas son fuentes potenciales de carbono para producir PHA.
Segun lo encontrado por Verlinden et al., 2011, el aceite usado para freir se puede usar sin necesidad
de ser filtrado para la produccion de PHA, a diferencia de cuando se usan para la produccion de

jabdn o biodiesel.

Los aceites de cocina usados no son comestibles debido a cambios quimicos en el aceite durante el
proceso de fritura, lo que los excluye eventualmente de la cadena alimentaria. A nivel mundial, se
producen 29 millones de toneladas de aceite al afio, equivalente a aproximadamente 4,1 kg por
persona (Chuah et al., 2016). Su gestion es un problema y debido a las normativas europeas se esta

acumulando. Para mas informacion revisar el anexo 8.1.7.1.

Durante el primer paso de la digestion anaerobia ocurre la hidrélisis del aceite. Durante la
hidrélisis, cada triglicérido es transformado en 3 moléculas de 4cidos grasos lineales y una
molécula de glicerol. Los AGCL més comunes son: palmitico, estedrico, oleico y linoleico. El
proceso de digestion anaerobia de corrientes lipidicas se puede resumir en la Figura 10, anexo

8.1.1.

La hidrolisis de lipidos es un proceso relacionado con la superficie, y su velocidad puede variar
dependiendo de la longitud de la cadena de acidos grasos, el estado fisico del sustrato (s6lido o
liquido) y la superficie disponible. Cuando la concentracion de grasa es muy alta, la hidrolisis
puede convertirse en el paso limitante de la velocidad en todo el proceso de digestion anaerobia.
Por ejemplo, en sistemas de tratamiento de aguas residuales, se pueden formar grandes gotas

insolubles con una baja superficie disponible para la hidrélisis (Holohan et al., 2022).
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4. Materiales y métodos

En este capitulo se mencionan los sustratos utilizados en los ensayos, se describe el montaje de los
reactores y las analiticas realizadas. Ademas, se presentan las ecuaciones principales utilizadas para

los célculos. Se complementa con los anexos 8.2, 8.3, 8.6, 8.7, 8.8 y 8.9.

4.1 Sustratos empleados
Se utilizd aceite de cocina usado para freir, acido oleico y glucosa dependiendo del ensayo
realizado. Los detalles de los sustratos como sus propiedades e informacion general se encuentran

en el anexo 8.2.

4.2 Montaje de reactores en discontinuo
Los sustratos empleados en los ensayos fueron glucosa, aceite de cafeteria y 4cido oleico. El
in6culo utilizado fue un lodo anaerdbico proveniente del digestor de fangos de la estacion de

depuracion de aguas residuales (EDAR) de Vigo.

Los experimentos se llevaron a cabo en modo discontinuo, por triplicado (salvo el ultimo ensayo),
utilizando botellas de vidrio Pyrex con un volumen de 500 mL y un volumen util de
aproximadamente 400 mL (100 mL aproximadamente de espacio de cabeza). Las botellas fueron
taradas antes de la ejecucion de los ensayos para determinar estos volimenes de forma especifica

para cada ensayo.

Se ha trabajado con una concentracion de solidos en suspension volatiles (SSV) de 0,75 g SSV/L,
volimenes de macronutrientes y de micronutrientes de acuerdo con (Fra-Vazquez et al., 2020).
Dado que se han preparado disoluciones stock mas concentradas, los volimenes requeridos en cada
botella fueron de 40 y 4,5 mL para macronutrientes y micronutrientes, respectivamente. Los

macronutrientes agregados se encuentran en la Tabla 19, anexo 8.3.1.

Para determinar la concentraciéon de SSV presentes en el indculo, se hizo un analisis de so6lidos
siguiendo el protocolo detallado en el apartado 4.3.1.1 Concentracion de solidos en suspension

totales (SST) y volatiles (SSV).

Una vez afiadidos todos los compuestos (indculo, sustrato, macro y micronutrientes y agua) en las
botellas, estas se cerraron con tapones de goma afirmados por una tapa plastica. Luego, se burbuje6

con gas (helio o nitrogeno segun el ensayo) para eliminar el oxigeno presente en la fase gaseosa.
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El gas de purga se inyecta con agujas en la fase liquida durante unos 15 minutos por botella.
Finalmente, las botellas fueron colocadas en un agitador orbital a 30 °C, con una velocidad de
agitacion de 150 rpm (Figura 15, anexo 8.3). De manera general, se consider6 un tiempo de 2 horas
para que los microorganismos dentro de las botellas de aclimaten térmicamente. Una vez pasado
ese tiempo, se tomod la primera muestra y se consider6 iniciado el experimento. El protocolo
establecido para la toma de muestras se encuentra en el anexo 8.6.1. Los datos de peso de las

botellas, espacio de cabecera y otros datos pueden ver en la Tabla 20 y Tabla 21, anexo 8.3.2.

4.2.1 Primer ensayo
En el primer ensayo, se emplearon residuos de aceite de cafeteria y una solucion de glucosa como
sustratos. El objetivo, ademas de familiarizarse con la metodologia, fue comparar la produccion de
AGV en términos de velocidad, rendimiento y composicion de acidos individuales (perfil)
empleando un sustrato complejo (aceite) y el caso mas simple posible (glucosa). El indculo
utilizado fue un lodo anaerdbico proveniente de la EDAR de Vigo que estaba almacenado en la
camara fria de las instalaciones de la Universidad de Santiago de Compostela. Este ensayo se

realiz6 con triplicados de cada botella.

En esta primera experiencia, se empled una concentracion de sustrato de 10 g DQO/L, la cual
estaba en exceso en comparacion con los ensayos llevados a cabo por Fra-Vazquez et al., 2020,
con el objetivo de garantizar un exceso tal que permita medir mejor el consumo de este a lo largo
del tiempo. Para este lodo se obtuvo una concentracion de 3,25 g SSV/L. La cantidad de los
compuestos dentro de las botellas es la que se muestra en la Tabla 18, anexo 8.3.1 en unidades

de mL.

Estas botellas fueron purgadas con helio. Esto gener6 un problema al realizar la cromatografia para
detectar hidrogeno, ya que el equipo detectaba tanto hidrégeno como helio casi al mismo tiempo

de retencion, por lo que no se podia cuantificar la produccion de hidrogeno.

4.2.2 Segundo ensayo
Se emplearon los mismos sustratos que en el ensayo 1. En este ensayo se inoculd con lodo
anaerobico recogido el dia anterior en la EDAR de Vigo (misma fuente). Se presume que este
in6culo estaba mas activo y, ademas, la concentracion de sélidos fue de 11,53 g SSV/L. Una mayor

concentracion de SSV hace que la cantidad de in6culo requerida en cada botella sea inferior y, por
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lo tanto, se espera una menor concentracion de otros compuestos (como materia organica residual,
amonio) que se arrastran con el propio fango. La cantidad anadida de los compuestos a cada botella

es la que se muestra en la Tabla 18, anexo 8.3.1 en unidades de mL.

El gas de purga se cambi6 por nitrégeno, porque la presencia de helio impedia, mediante
cromatografia gaseosa disponible, determinar hidrogeno en la fase gas al registrarse ambos
compuestos en el mismo tiempo de retencion. El dia 9 del ensayo, se inyectaron 4mL de glucosa
(1g DQO/L) en las botellas de aceite para acelerar la hidrolisis. Al ser la glucosa facilmente
biodegradable, se espera que se utilice para obtener la energia necesaria para producir las enzimas

hidroliticas y, por tanto, pueda proseguir la degradacion del aceite.

El objetivo principal de este ensayo era analizar el efecto del cambio de sustrato desde uno viejo a

uno nuevo y activo. Ademads, permiti6 analizar la cantidad de hidrégeno producida.

4.2.3 Tercer ensayo
El objetivo del tercer ensayo es estudiar en mas detalle el proceso de hidrolisis. Para ello, se

presentan dos opciones:

(1) En la literatura (Holohan et al., 2022) encontr6 que, idealmente, se debe tener una relacion entre
DQO del sustrato y biomasa menor a 1 kg DQO/1 kg SSV, aunque los lodos bien adaptados todavia
podrian tener un buen desempefio con aproximadamente 3 veces este valor. Con este concepto, se
plantea el uso del aceite en menores cantidades, proponiéndose 2,5 kg DQO/kg SSV y 1 kg
DQO/kg SSV para tener dos valores cercanos a lo encontrado en el articulo mencionado. La
concentracion de los ensayos anteriores era de 13,3 kg DQO/kg SSV (como se menciond en el
apartado 4.2.1 Primer ensayo, se us6 una cantidad de DQO en exceso con objetivo de medir mejor
el consumo). Aunque se aconseja usar una relacion de DQO/biomasa menor a 1 kg DQO/kg SSV,
se calcula que los equipos del laboratorio no medirian concentraciones tan bajas de AGV para llevar

un seguimiento del proceso.

(i1) Como el aceite es dificil de hidrolizar, se propone utilizar una forma hidrolizada del aceite, en
este caso, el acido oleico, el cual se cuenta entre los mas abundantes en las corrientes residuales
con presencia de aceite, por lo que se considera representativo. Al ser un AGCL, se espera que las

bacterias logren utilizarlo de manera mas facil que el aceite.
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El in6culo empleado fue el mismo del segundo ensayo. La composicion de cada botella se puede

observar en la Tabla 18, anexo 8.3.1 .El resto del procedimiento fue igual al del ensayo 2.

4.3 Métodos de analisis

Los analisis realizados se dividen en tres tipos, segun la fase a la que se le aplica.

4.3.1 Analisis realizados a la biomasa

4.3.1.1 Concentracion de solidos en suspension totales (SST) y volatiles (SSV)
Los SST indican la fraccion total de los s6lidos presentes en la muestra 'y se compone de los s6lidos
sedimentables y en disolucion. Por otro lado, los SSV representan la fraccion organica de los
solidos totales. Esta analitica se realizo a los lodos utilizados en las botellas y a la muestra final de

cada ensayo para evaluar el crecimiento de la biomasa. El protocolo se encuentra en el anexo 8.6.3.

Para obtener los valores se utiliza el peso del filtro (M;), el peso del filtro después de ser secado
en la estufa (M,) y el peso del filtro después de calcinar la fraccién orgénica (M), ademas del
volumen de muestra liquida filtrada (V). Los pesos se encuentran en mg y el volumen en mL.
M, — M, 2)

%4

MZ _M3 (3)
%4

SST =

SSV =

4.3.2 Analisis realizados a la fase liquida
Exceptuando el caso de la determinacion del grado de acidez de la muestra, para el resto de las
analiticas realizadas a la fase liquida es necesario previamente centrifugar a 7500 rpm durante 10

minutos. Luego, esta muestra se pasa a través de un filtro con un poro de 0,45 um.

3.3.2.1 Determinacion del grado de acidez y basicidad (pH)
Esta es la primera analitica realizada a las muestras liquidas extraidas de cada una de las botellas.
Desde las jeringas, se transfiere la muestra a tubos plasticos donde se mide el pH con un medidor

de pH. Los detalles del equipo se encuentran en el anexo 8.6.4.
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3.3.2.2 Demanda Quimica de oxigeno
Este parametro representa la cantidad de oxigeno necesaria para oxidar la materia organica presente
en una muestra liquida mediante la digestion de ésta, utilizando dicromato potasico en un medio
acido, como agente oxidante. Se realiza una digestion a 150 °C, donde una parte del dicromato
potasico queda sin consumirse. Este oxidante no reducido es titulado con Sulfato Amoénico Ferroso
(FAS) para determinar la cantidad de dicromato consumido y por tanto calcular la materia organica
oxidada en términos de oxigeno equivalente. Las ecuaciones necesarias y el proceso en detalle se

encuentran en el anexo 8.6.5.

3.3.2.3 Concentracion de Nitrogeno Total
Se utilizo6 el analizador TOC-LCSN (Shidmazu, Japon) (Figura 21, anexo 8.6.6) para medir este
parametro. Se realiz6 una prueba con el lodo para saber si se debia diluir las muestras tomadas de
las botellas para que entren en el rango de medicion del equipo. Se obtuvo una concentracion de
2203 mg N/L en el lodo utilizado en el primer reactor. En el caso del segundo reactor, se obtuvo un

valor de 54,5 mg N/L en el lodo. Se hizo disoluciones 1:20 en los ensayos 1, 2 y 3.

3.3.2.4 Cromatografia de gases para la deteccion de acidos grasos volatiles
Este método permite analizar y cuantificar las concentraciones de los AGV en la muestra liquida.
Este cromatdgrafo detecta los siguientes AGV: acético, propionico, isobutirico, n-butirico,
isovalérico, n-valérico, caproico e isocaproico. El equipo y el protocolo se pueden ver en el anexo

8.6.7.

3.3.2.5 Cromatografia liquida de alta resolucion
Esta analitica se utilizo para determinar los compuestos no identificados que pudiesen encontrarse
en la mezcla durante el ensayo. Entre estos compuestos pueden estar el glicerol o el acido lactico,
los cuales se forman durante la hidrolisis de aceites, ademas, de otros AGCL. El protocolo se puede

ver en el anexo 8.6.8.

4.3.3 Analisis realizados a la fase gaseosa

3.3.2.1 Presion de gases en las botellas
Diariamente se llevé un registro de la presion de las botellas por la mafiana antes de tomas muestras.
Si se tomaba muestra gaseosa y liquida, se tomaba también luego la presion para poder calcular la

produccion de gas entre los muestreos. Por otra parte, durante los primeros dias se tom6 también
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la presion en las botellas al final del dia. Asi, con este método se puede ver si se estd produciendo
mas o menos gases y modificar la frecuencia de muestreo segun la actividad estimada. El
transductor utilizado tiene su propia recta de calibrado que se puede ver en el anexo 8.6.2 junto con

su protocolo.

3.3.2.2 Cromatografia de gases (biogas)
En este método se separa, identifica y cuantifican los componentes de una mezcla de gases
mediante la Cromatografia de Gases con Detector de Conductividad Térmica. Los gases que se
miden en este método son el nitrogeno, el metano, el dioxido de carbono y el sulfuro de hidrégeno.
Este equipo tiene un tiempo de deteccion extremadamente parecido para el nitrégeno y el oxigeno,
por lo que en los ensayos 2 y 3 no se podia saber si habia presencia de oxigeno en las botellas

mediante este método. El protocolo seguido para esta analitica se puede ver en el anexo 8.6.9.

3.3.2.3 Cromatografia de gases para la deteccion de hidrogeno
Esta analitica se utilizd para determinar la concentracion de hidrégeno presente en la muestra,
debido a su relacion con la cantidad de acidos formados. El equipo utilizado y el protocolo se

encuentran en el anexo 8.6.10.

4.4 Parametros calculados

4.4.1 Produccion de biomasa
El crecimiento celular es el tinico proceso de los que tiene lugar en el que se consume nitrégeno,
por lo que se empleara el consumo de NT como un método indirecto para estimar la produccion de
biomasa. El nitrégeno agregado corresponde al nitrogeno del lodo y al NH,Cl agregado de los

macronutrientes.

NTiotesrico(Mg/L) = NTpoq0 botetia + NTwnac 82
Este célculo sirve para calcular la dilucion que se debe hacer en las analiticas de nitrogeno total.
En todos los ensayos se utilizd una relacion 1:20. El proceso se muestra mas detallado en el

anexo 8.7.1.
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4.4.2 Acidos grasos volitiles producidos
Mediante la cromatografia de gases para la deteccion de AGYV, se obtienen las concentraciones de
estos en mg/L para cada muestra tomada. Primero, es necesario obtener las equivalencias de AGV
a DQO. Estas, pueden calcularse con la ecuacion de formacion de cada acido y se presentan en la
Tabla 10, anexo 8.1.4. Con estos datos se aplica la ecuacion (5), que permite obtener el equivalente
a las concentraciones de AGV en unidades de DQO/L.

lg (5)
1000 mg
Donde el factor de conversion depende del 4cido graso volatil y esta en unidades de (mg DQO/mg

AGYV) (Tabla 6, anexo 8.1.4)

AGV (g DQO/L) = AGV;f - Factor de conversion -

4.4.3 Aceite no hidrolizado

La biomasa obtenida en la primera parte (determinaciéon de SSV) es mayor, dado que considera
gotas de aceite sin solubilizar y/o adherido al fango; en cambio, el segundo fue centrifugado y
filtrado, librandose de cualquier suciedad. Entonces, con la ecuacion (6) se pueden obtener los

gramos de aceite (g) que quedan en la mezcla.

Aceitey, nigrolizado = [BIOMASApnaiitica — (BIOMASAcrecimiento + BiOMASAniciar 10a0)]  (6)
‘Volumen til - 1,42 g DQO /g SSV
Donde el Aceitey, nidrotizado €5 €1 que queda en la botella (g DQO), la Biomasaznqiitica €S 12
obtenida de la analitica de solidos suspendidos volatiles del apartado 4.3.1.1 Concentracion de
solidos en suspension totales (SST) y volatiles (SSV) al lodo que quedo al final del experimento (g
SSV/L), la Biomasa cyecimiento €5 1a obtenida al realizar los calculos del apartado 3.3.1 Producciéon
de biomasa (g SSV/L) y Biomasay;ciai 10d0 €S 12 obtenida de la analitica de s6lidos suspendidos
volatiles del apartado 4.3.1.1 Concentracidon de solidos en suspension totales (SST) y volatiles,

realizada al lodo que se puso inicialmente en las botellas (g SSV/L).

4.4.4 Aceite hidrolizado a DOQ soluble

A partir de la Tabla 18, anexo 8.3.1 se conoce la cantidad tedrica de aceite agregado a las botellas
inicialmente. Asi, restando de este valor inicial el aceite restante calculado en la ecuacidn anterior,

se puede obtener, con la ecuacion (7), el aceite convertido en unidades de gramos.

AcelteConvertido = Aceltelnicial - AcelteRestante (7)
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Donde Aceiteconpertiazo €S €l aceite hidrolizado a DQO soluble (g), Aceite,iciar €S €l aceite
introducido al inicio del experimento (g). Este valor es luego transformado a g DQO como se puede

ver en el anexo 8.7.4.

4.4.5 Cantidad de dioxido de carbono, metano e hidrogeno

Primero, se calcula el porcentaje de CO, o CH, a partir de las areas obtenidas en los cromatogramas

de biogas, segun la ecuacion (8).

oo, = (/¢ /> 4/ ) - 100

Donde %m; es el porcentaje molar de N,, CH, o CO,, A: area ocupada por el gas y f: factor de

)

respuesta que depende del gas. Los factores f se encuentran en la Tabla 22, anexo 8.7.5.

Luego el porcentaje molar debe ser recalculado para considerar la presencia de hidrogeno y se

calculan los gramos de DQO a los que equivalen al H, y al CH4 como se presenta en el anexo 8.7.5.

4.4.6 Balance de DQO

Se realiza un balance de DQO a todas las cantidades finales de compuestos presentes en las botellas

de cada serie, en unidades equivalentes a DQO.

El balance de materia se presenta inicialmente en la ecuacion (9) en unidades de gramos de DQO.

DQOinicial = DQOSoluble + DQObiomasa + DQogases + DQOno hidrolizada (9)
Aqui, la DQOgo1yp1e corresponde a AGV, otros productos (algunos identificados mediante HPLC)

y sustrato no convertido, pero si hidrolizado. La ecuacion se analiza en detalle en el anexo 8.7.6.

4.4.7 Ratios

Ratio 1: representa el grado de acidificacion global. Es la cantidad de DQO que fue transformada
a AGV. Para esto, se utilizan los datos de g DQO/L equivalentes a AGV obtenidos en la seccion
4.4.2 Acidos grasos volatiles producidos y totalizar esta DQO. Con esto, se reemplaza en la

ecuacion (10) para obtener el siguiente Ratio.

10
Ratio 1 = DQOAGVf/ (10

Oto

Donde f corresponde a la concentraciéon en DQO/L de cada AGV en una muestra determinada.
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Ratio 2: representa el porcentaje de acidificacion puntual. Mientras mas se acerque el valor de este
Ratio a 1, mayor es la cantidad de AGV que se corresponden a la DQO soluble medida en las
analiticas. Para esto, se utilizan los datos de g DQO/L equivalentes a AGV obtenidos en la seccion
4.4.2 Acidos grasos volatiles producidos. Con esto, se reemplaza en la ecuacion (11) para obtener

el siguiente Ratio.

Ratio 2 = P20 g

ti
Donde ti es la concentracion de DQO en una muestra determinada y fes la concentracion en DQO/L

de cada AGV en una muestra determinada.

4.4.8 Estimacion de la composicion de PHA tedrico
A partir de la Tabla 1 se pueden realizar correlaciones para estimar la composicion de PHB y PHV

que se puede producir a partir de las corrientes de AGV obtenidas en este trabajo. Con estos datos

se obtiene la Tabla 2.

Tabla 2. Valores calculados para realizar las correlaciones para la estimacion teorica de la produccion de PHA a
partir de las corrientes de AGV de este trabajo.

HB % HV Carbono Carbono
mol % mol par impar

Acido 96 4 100

acetico

Acido 37 63 100

propidnico

Mezcla 4 47 53 55 45
Mezcla 5 65 35 72 28
Mezcla 1 61 39 69 31
Mezcla 2 79 21 85 15
Mezcla 3 85 15 90 10

Graficando estos datos, se puede obtener las correlaciones del anexo 8.7.7. Para poder estimar los
porcentajes de PHB y PHV que se pueden producir a partir de las corrientes generadas en este

trabajo, se debe seguir la ecuacion (12).

_ %masa/masaj (12)
%Moles; = ( /Molesromzes) 1100

Donde j corresponde al AGV de cada corriente. Luego, simplemente se suman los %Moles; de los
AGYV de carbonos par y los impares y se aplican las correlaciones.
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5. Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la cantidad de AGV formados segun el
sustrato y el in6culo, y la discusion correspondiente. Seguido a esto, se presentan las dificultades
para determinar el sustrato sin consumir. Luego se analizan los resultados de pH obtenidos en los
ensayos y su efecto en los ratios planteados, para llevar un registro de la evolucion de los ensayos.
Finalmente, se presentan los resultados tedricos de PHA que se obtendrian de cada corriente

experimental y se compara con bibliografia.

5.1 Acidos Grasos Volatiles formados
A continuacion, se presentan los dcidos grasos volatiles obtenidos, en unidades de mg AGV/L. Los
resultados se presentan por ensayo. Los valores entregados corresponden a un promedio de los
triplicados de las series, donde se visualizan las correspondientes desviaciones estdndar. Un

ejemplo se encuentra en el anexo 8.4.

e Primer ensayo: influencia de la matriz lipidica compleja del aceite sobre la produccion

de AGV en comparacion con un sustrato simple (glucosa)

Como se puede observar en la Figura 1, el AGV mas producido fue el acido acético, aumentando
sobre todo hacia el final del ensayo, indicando que se llegd a la acetogénesis y sugiriendo la
existencia de una fase de aclimatacidon/activacion al inicio del ensayo. Esta fase de latencia puede
explicarse por el hecho de que el indculo haya estado previamente almacenado a 4 °C. La toma de

muestras de este ensayo segun la presion puede verse en el anexo 8.6.2

Si bien es cierto que el acido acético ha sido el producto principal para ambos sustratos, las
cantidades producidas son significativamente diferentes alcanzandose 3.557 y 589 mg acético/L,
para las series de glucosa y aceite, respectivamente. Esto sugiere que, o bien una gran proporcion
del aceite ha quedado sin convertirse o bien que los productos formados son otros diferentes a los

AGV.

Como se puede observar en la Figura 1.a, la cantidad de 4cido N-butirico disminuye ligeramente
el dia 8 en la serie de glucosa, implicando un aumento del 4cido acético que puede estar relacionado

con las reacciones de formacion de acetato de la Tabla 9.
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Cabe mencionar que, para la serie de blancos se excluyod la botella A, en la serie de glucosa la
botella B y en la serie de aceite la botella A. Dado que no se agregé sustrato a las botellas blancas,
era de esperar que no se produjera una gran cantidad de AGV en las mismas, logrando un maximo

de 70 mg AGV/L, valor que resulta despreciable con respecto a las otras series.

En cuanto al pH, en la serie de blancos, este bajé de 8,12 a 7,10 aproximadamente. En el caso de
la serie de aceite, ésta logro bajar de un pH de 7,46 a 7,14. En ambos casos, el pH se encuentra
dentro del rango de buen funcionamiento de las bacterias metanogénicas, sin embargo, no se
observé produccion de metano, presumiblemente debido a la alta concentracion de amonio libre
(Figura 6), donde segtn lo encontrado por (Zhao et al., 2018), con una concentracién de 19,3 mg
AL/L las arqueas metanogénicas estdn completamente inhibidas y con 1,9 mg AL/L lo estan en un
23%. De hecho, esta alta concentracion afectd a tal punto al proceso, que incluso inhibi6 la
acidogénesis en un 48% y 25% y la hidrdlisis en un 45% y 23% segun el dia y la disminucién del

pH (Figura 6).

Como se ha mostrado en la ecuacion (1), el pH es el factor que afecta en mayor medida a la
concentracion de AL y lo hace de forma exponencial. Asi el pH se ha seleccionado como el
parametro clave para la discusion de la posible inhibicién por AL. En las botellas de la serie de
aceite, el pH inicial era de 8,2 por lo que el valor de AL resultante indica inhibicién de
metanogénesis hasta el dia 5, con una inhibicion de hidrdlisis y acidogénesis cercana al 50% (Zhao
et al., 2018), como se describe en la seccion 3.2.1.5 Amonio libre, por lo que no resulta extraiio
que se hayan obtenido resultados tan bajos de AGV comparados con los de la serie de botellas de

glucosa.

En el ensayo en el que se ha empleado glucosa como sustrato, la produccion de acidos (AGV) hizo
que el valor de pH descendiese mas rapido y, por consiguiente, la concentracion de AL, por lo que

la hidrélisis estuvo inhibida en un 48% y la acidogénesis en un 45% sdlo hasta el segundo dia.

Los resultados contradicen en parte lo expuesto por (Garcia-Aguirre et al., 2017) sobre que los
sustratos ricos en carbohidratos favorecen la produccion de acido propidnico y butirico. Por otra
parte, los resultados se encuentran dentro de lo esperado segun Rombouts, 2020, quien obtuvo
corrientes mayoritarias en adcido acético con respecto a otros AGV usando glucosa como sustrato a

una temperatura de 30 °C.
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En el caso del aceite, los resultados obtenidos por (Silva et al., 2013) para corrientes ricas en aceites
y grasas a 37 °C indican que se obtiene como principal producto el 4cido acético, lo que se
corresponde con los resultados. Sus experimentos con corrientes aceitosas tenian pH alrededor de

6,2 (suero de queso) y 5,3 (residuos de almazara).
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Figura 1. Acidos grasos volatiles producidos en las botellas con glucosa (a) y de aceite (b) en el primer ensayo
batch.

Si bien se queria inhibir la metanogénesis, la alta concentracion de AL resulta demasiado daiina

para la velocidad del resto del proceso.
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e Segundo ensayo: analisis del efecto del cambio de sustrato en la produccion de AGV
con un sustrato de matriz lipidica compleja como el aceite en comparacion con un

sustrato simple (glucosa)

En este ensayo, para efecto de los graficos, en la serie de glucosa se elimin6 la botella B y se

promedio6 la Ay la C. En el caso de la serie de aceite se elimind la botella A.

Con el cambio de indculo por uno recién recogido en la EDAR de Vigo, se obtuvo resultados de
AGYV mucho mas altos que en el anterior ensayo (Figura 1), como se puede ver en la Figura 2 y
Figura 3. Esto se debe principalmente a que el nuevo lodo utilizado estaba mas activo y no contenia

niveles tan altos de nitrogeno.

El primer dia hubo una concentracion promedio de 7 mg AL/L, para el segundo dia, las botellas
con glucosa ya tenian menos de 1,9 mg AL/L y las de aceite s6lo 2 mg AL/L. Més que realmente
un efecto de inhibicion, se considera que el nitrégeno era alto porque recién estaba comenzando el
proceso de aclimatacion, y la concentracion de nitrogeno disuelto comenzd a disminuir con el
crecimiento de los microorganismos. El resto del ensayo, el nivel de AL se mantuvo por debajo de

los niveles de inhibicion establecidos.

Ademéas de diferencias en la produccion total, se observa que, en este caso, el perfil de productos
obtenidos en el caso del ensayo de glucosa es diferente con una mayor prevalencia de acido butirico

seguido por acido acético.

A diferencia del ensayo anterior, en este se tuvo que tomar muestras extra de las botellas de glucosa
durante el mismo dia, dado que la reaccion de produccion de AGV era mucho mas veloz que en el

caso del aceite.

Se observa que el méximo de produccion de AGV se ha medido en el dia 7 (881 mg acético/L y
2.285 mg Nbutirico/L), y las botellas presumiblemente se estabilizaron durante el fin de semana ya
que, aunque durante este dia no se observo un incremento de presion y por lo tanto no se tomod

muestra de nuevo hasta finalizar el ensayo, se observo un ligero descenso de los AGV producidos.

En este caso, los AGV obtenidos estan de acuerdo con lo propuesto por Garcia-Aguirre et al., 2017
solo con respecto a que las corrientes ricas en carbohidratos favorecen la produccion de acido

butirico. Por otra parte, no se sostuvo el favorecimiento de la producciéon de acido propionico.
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Figura 2. Acidos grasos volatiles producidos en las botellas con glucosa en el segundo ensayo batch..

Esta serie si presentd produccion de metano, aunque en cantidades muy bajas y cada vez en menor
concentracion (menos de 1 mol en ambas series hacia el final del ensayo). Esto se debe a que, al

aumentar la cantidad de AGV producidos, disminuye el pH, inhibiendo la metanogénesis.

Como se puede ver en la Figura 3, las cantidades obtenidas de AGV en las series de aceite en todos
los casos es menor que los obtenidos por la serie de botellas de glucosa. En este caso, el perfil de
AGYV es claramente diferenciado, con acido acético como producto principal seguido del acido
propionico, butirico y concentraciones bajas pero detectables de acido valérico, el cual no se obtuvo

en el ensayo anterior (Figura 1).

En el caso de este ensayo con aceite, este se extendid durante el periodo no lectivo de Navidad. En
ese periodo, se tomaron 3 muestras que se congelaron, pero no se considerd que la congelacion
puede alterar gravemente los resultados obtenidos en las analiticas de AGV. Por esto, los datos de

esos dias fueron eliminados del analisis de resultados.

La obtencion de cantidades menores de AGV en la serie de botellas de aceite no es una sorpresa,
debido principalmente a que el aceite tuvo que ser hidrolizado por enzimas primero para luego

poder usar el sustrato soluble.
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Figura 3. Acidos grasos volatiles producidos en las botellas con aceite en el segundo ensayo batch.

Como se mencion6 en un principio, la hidrolisis es considerada la etapa limitante en la velocidad
global de los procesos de digestion anaerobia. Estas botellas estuvieron 28 dias en funcionamiento
y el proceso pudo haber sido detenido el dia 26 de diciembre (dia 14) cuando la sobrepresion dejo
de aumentar, sin embargo, las instalaciones se encontraban cerradas, por lo que el proceso se
termino el dia 8 de enero. Resulta interesante la aparicion de 4cido valérico, dado que este comenzo
a aparecer en el dia 11. Su generacion puede deberse principalmente a las reacciones secundarias
mencionadas en la Tabla 8, anexo 8.1.4, dado que, si se pone atencidn al acido propidnico, este

tuvo un descenso en las ultimas muestras.

Al comparar los datos con la literatura, se observa que Silva et al., 2013 estudiando la fermentacion
acidogénica para la produccion de AGV empleando una concentracion de materia organica de
8 g DQO/L y con una corriente residual de suero de queso (considera rica en grasas) obtuvo entre
2,40 y 3,40 AGV en unidades de g DQO/L. Como el suero de queso pertenece a una de las
industrias productoras de corrientes residuales altas en aceites y grasas (Holohan et al., 2022), se
considera una buena comparaciéon. Segun este estudio, entonces, los resultados obtenidos se
encuentran dentro de los pardmetros esperados, dado que se obtuvo 2,34 g DQO/L equivalentes a

AGV.
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e Tercer ensayo: vias estudiadas para mejorar el proceso de hidrolisis mediante la

disminucion de concentracion de aceite y el cambio de indculo a acido oleico

En este ensayo no se elimind ninguna botella para los anélisis, dado que no hubo resultados
anomalos. En la Figura 4 se puede observar la concentracion de AGV en mg/L durante el ensayo

realizado con 10 g DOQ/L de aceite.

En este ensayo, los productos principales obtenidos son acético y butirico. El dia 8 se inyectaron 4
mL de glucosa (1 g DQO/L) y su efecto se puede ver de manera casi inmediata en la cantidad de

AGYV producidos durante el mismo dia, incrementandose considerablemente.

El descenso en la cantidad de AGV en el dia 14 puede deberse a que los AGV comenzaron a

transformarse en metano, dado que hubo un gran aumento de metano entre el dia 11 y 14.
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Figura 4. Acidos grasos volatiles producidos en las botellas de dcido oleico en el tercer ensayo.

En el caso de las botellas de aceite con menor concentracion de DQO que en los ensayos anteriores,
se tiene que la serie de Aceite de menor concentracion de DQO no produjo una cantidad suficiente

de AGV como para que entrara en el rango de lectura del equipo.

Los AGV producidos por la serie de botellas de Aceite con 2,50 g DQO/g SSV se presentan a
continuacion (Figura 5). De nuevo, como en el anterior ensayo con aceite, los principales

compuestos obtenidos son acido acético y acido propidnico.
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Como se aprecia en la Figura 5, no se produjeron AGV suficientes para ser cuantificados por el

equipo hasta el dia 4.
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Figura 5. Acidos grasos volatiles producidos en las botellas de Aceite 1,87 g DOO/L en el tercer ensayo.

En el estudio de Silva et al., 2013 con una corriente de residuo de almazara con una concentracion
de 8 g DQO/L obtuvo una cantidad de AGV de 0,93 g DQO/L. Este tipo de corriente también es
alta en contenido de acidos y grasas segun (Holohan et al., 2022). En este caso, el parametro
obtenido en el trabajo estaria por encima de lo esperado, sin embargo, al compararlo con sus
resultados para el suero de queso (2,3-3,4 g DQO/L) se encuentra por debajo de lo esperado, dado
que se logré producir sélo 1,34 g DQO/L correspondientes a AGV.

5.2 Sustrato sin consumir

El sustrato sin consumir se relaciona al balance de materia, el cual tuvo muchas dificultades y se
puede ver con mas detalle en el anexo 8.8. Entre las dificultades se encuentra el hecho de que
durante el segundo ensayo se tuvo que dejar botellas despresurizando para evitar accidentes (por
lo que no se pudo medir los moles de gases). Ademas, el segundo ensayo se extendi6 demasiado
por el periodo no lectivo de Navidad. En el tercer ensayo se obtuvo una gran cantidad de

compuestos desconocidos.

Un andlisis del avance de la DQO soluble en los ensayos se llevdo a cabo como primera

aproximacion a su influencia en el tratamiento de los parametros. Ver anexo 8.11.
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5.3 Efecto de la DOQ soluble y pH sobre los ratios establecidos
En el siguiente apartado se estudiara como varian los Ratios segin los AGV obtenidos y el consumo
o formacion de DQO soluble. Los graficos que representan los Ratios se encuentran en el anexo

8.9, Figura 31, Figura 32 y Figura 33 para los ensayos 1, 2 y 3, respectivamente.
e Primer ensayo

Hay una muy notable diferencia entre la DQO soluble presente en la serie a la que se le puso

glucosa (9,97 g DQO/L) y a la que se le puso aceite (1,32 g DQO/L).
Como se puede ver en la Figura 6, el valor de pH se mantiene alrededor de 6 entre los dias 3 y 5.

Como se puede ver en la Figura 1, durante los dias 8 y 22 los valores aumentan significativamente
con respecto a los anteriores. Debido a la diferencia de 14 dias entre el dia 8 y el 22, se podria
esperar que la cantidad de AGV hubiese seguido aumentando, sin embargo, al revisar el valor de
DQO no convertida, se ve que este es muy cercano a 0, por lo que se entiende que esta serie no

continud produciendo AGV porque no quedaba DQO soluble (glucosa) para consumir.

De manera completamente diferente, se tiene el caso del aceite, el cual inicia el ensayo con un valor
de DQO soluble de 1,31 g DQO, esto debido a que este debe pasar por el proceso de hidrolisis. Por
otra parte, los microorganismos se encontraron inhibidos alrededor del 50% hasta el dia 4. Asi, se
tiene que la DQO soluble aumenta lentamente a medida que la hidrolisis se lleva a cabo y esta es

transformada a AGV.
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Figura 6. Valores de pH e inhibicion por amoniaco libre (AL) en la acidogénesis alcanzados durante el
primer ensayo.

El comportamiento de los ratios propuestos se encuentra en la Figura 31, anexo 8.9. Se observa
que la glucosa inicia en un 100% de DQO soluble con respecto a la puesta inicialmente en la botella.
Con el Ratio 1 se puede comprobar que los AGV siguieron produciéndose, sin embargo, también
representa que no toda la DQO fue convertida a AGV ya que estos representan un 40% de la DQO
inicial. Debe tenerse en consideracion la DQO que se utiliza para generar energia y llevar a cabo

el crecimiento celular (6% en el caso de la serie de glucosa y 2% en el caso de la serie de aceite).

Ademés, puede haber productos solubles no identificados por los equipos, como muestra el Ratio
2 (Figura 31.c, anexo 8.9), en la cual se puede ver que aproximadamente el 40% de la DQO soluble
al final del ensayo se corresponde con los AGV. Si bien a primera vista pareciera que la serie del
aceite no alcanz6 un valor muy alto de acidificacion (29%), seglin lo encontrado por (Atasoy et al.,
2018) sobre el glicerol, un producto de la hidrélisis del aceite, el glicerol solo logrd un 11-13% de
acidificacion, siendo que se hubiese esperado que el valor fue mayor al no tener una hidrolisis tan

limitante.

Todo apunta a que, si no hubiesen estado tan inhibidos por AL o si el ensayo hubiese continuado,
los Ratios 2 y 3 podrian haber sido mucho mas altos. Al igual que en el caso del Ratio 1 en la
glucosa, esto indica que no toda la DQO se convirtié en AGV. Al realizar una cromatografia liquida

de alta resolucion se encontrd presencia de otros compuestos, los cuales no pudieron ser
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identificados. Los compuestos que se cree que podrian estar presentes se encuentran en la Tabla

13, anexo 8.1.8.
e Segundo ensayo

Durante el segundo ensayo se obtuvo valores significativamente diferentes con respecto al primer
ensayo. Una de las principales diferencias es que el ensayo 2 en la serie de glucosa iba tan rapido

que hubo dias como el 4 y 5 donde se tomaron 2 y 3 muestras, respectivamente.

La larga duracion de la serie de botellas de aceite se puede explicar debido a dos razones. Por una
parte, como la hidrolisis es la etapa cinética limitante del proceso global y apenas se observaba un
incremento en la presion de las botellas y el de la DQO era también muy limitado, se decidio
inyectar 4 mL (1 g DQO/L) de glucosa el dia 9, con intencion de que esto facilitara la hidrélisis al
proveer DQO soluble que sirviera de alimento para que las bacterias con capacidad de sintetizar
las enzimas hidroliticas pudieran operar. Este cambio se vio representado en la siguiente toma de
muestra (dia 11), en la que se observa un incremento de la DQO soluble. Para ese dia en especifico
se realiz6 un andlisis de HPLC a las muestras y se encontrd que habia 577 mg/L de glucosa y 46
mg/L de acido succinico. Esto indica que la glucosa se estaba consumiendo, no ayudando a
hidrolizar. Por otra parte, este ensayo coincidié con las vacaciones de Navidad, por lo que no se

podia trabajar en la facultad ni analizar tomar muestras.

Si se observa la Figura 7, se puede ver que hasta el dia 11, el pH disminuy6 y practicamente se
estabiliz6 hasta el dia 28. Si se compara esto con la Figura 37, se ve que se siguieron produciendo

AGV.

Como se discutid en el apartado de 3.2.1.1 Sustrato, la lentitud de la hidrolisis en lipidos se debe
a que esta produce AGCL y glicerol. Los AGCL podrian inhibir el metabolismo de las bacterias
anaerdbicas, ya que se adhieren a las paredes celulares y tienden a disminuir el transporte de

nutrientes (Alibardi & Cossu, 2016; Yin et al., 2016).
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Figura 7. Valores de pH alcanzados durante el segundo ensayo.

Esto ultimo puede explicar porque, a pesar de inyectar glucosa, esta no pudo actuar de manera
veloz como se esperaba que pasase, si no que los resultados comenzaron a verse 2 dias después a
través de la presion (Figura 17, anexo 8.5). Por otra parte, en el caso de los sustratos complejos la
hidrolisis es limitada por la disponibilidad de area superficial libre en las particulas (Lopez et al.,
2017). Esto podria explicar la fase de latencia observada una vez afiadida la glucosa. Se pueden ver

fotografias de las botellas en la Figura 34, anexo 8.10.

En este ensayo y en el anterior, las series de aceite presentaron grandes aglomeraciones de aceite
en la superficie del liquido. Esto afecto la posibilidad de llevar a cabo la hidrolisis. En comparacion
con el primer ensayo, el consumo de glucosa fue mucho mas rapido al principio, ademés de que se
produjeron muchos mas AGV como se comenta en la seccién 5.1 Acidos Grasos Volatiles

formados.

Al igual que en el ensayo anterior, la serie de botellas de glucosa que obtuvo valores de pH mas
acidos. Al no estar inhibidos por AL, esta vez, el pH alcanzé un valor de 3,43. Si bien las bacterias
acidogénicas todavia pueden estar activas en un pH 3-4, su rango 6ptimo, es de 5-11 (Fra-Vazquez
et al., 2020), por lo que posiblemente ya no estaban funcionando normalmente después del dia 4.
Por otra parte, al calcular la DQO no convertida se observa que se consumi6 toda la glucosa. A

continuacion, en la Figura 32 se presenta el efecto de los sucesos en los Ratios determinados.
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Sobre el Ratio 1, el 70% de la glucosa fue valorizada a AGV, observandose que practicamente el
total de la DQO soluble se justifica con las concentraciones de acético y butirico determinadas
(Ratio 2). Resultados similares fueron encontrados por Tamis et al., 2015 en su estudio de la
fermentacion de glucosa a distintos pH. Para un pH de 4,5 tuvo una conversion del 66%, siendo el
producto mayoritario acido butirico, y por sus resultados se intuye que de haber seguido bajando
el pH se hubiesen producido mas AGV. El resto puede encontrarse como crecimiento de biomasa,

produccion de hidrégeno u otros productos de la fermentacion.

El Ratio 1 en el caso del aceite, también alcanza un valor aproximado del 20% pero, al igual que
en el ensayo 1, éste aumenta progresivamente a lo largo del ensayo indicando la conversion de los
productos solubles de la hidrolisis en AGV. Ademas, un 9% pertenece a la biomasa inicial y una
parte corresponde a otros compuestos. Dado que se trata de aceite, los compuestos podrian ser
glicerol u AGCL que se verian en un HPLC. Este Ratio es menor al esperado (30%) segtn el estudio
de Silva et al., 2013 con suero de queso. Por otra parte, es mucho mayor que el Ratio 2 del ensayo

1 (6%), indicando que se logrd hidrolizar y formar mas del triple de aceite a AGV.

El Ratio 2 es el que resulta mas llamativo, y claramente diferente al ensayo 1, dado que indica, en
ambos casos, que la DQO soluble que habia en el liquido hacia el final del ensayo corresponde casi
en su totalidad a AGV. Dado que uno de los objetivos de este trabajo es producir AGYV, esto resulta

bastante alentador para futuras investigaciones.
e Tercer ensayo

Dados los objetivos de este ensayo, las concentraciones de aceite en unidades de DQO empleadas
fueron son de 10 g/L, 1,87 g/Ly 0,75 g/L, en el caso del acido oleico y las dos muestras de aceite,

respectivamente.

Ninguna de las series tenia todo el sustrato introducido en forma de DQO soluble. En el caso de
los aceites se tuvo que pasar por un proceso de hidrolisis, el cual es un proceso lento. Por otra parte,
el 4cido oleico, al ser un resultado de la hidrélisis del aceite, no deberia pasar por esa etapa, sino
que solo por la solubilizacion. En todos los casos de esta serie se formaron floculos que flotaban

en la superficie del liquido. Esto se puede ver en fotografias en la Figura 35, anexo 8.9.

En el caso del 4cido oleico, la cantidad de DQO soluble aumenta lentamente, hasta que el dia 8 se

le inyecta 1 g DQO/L correspondiente a glucosa, aumentando la DQO soluble significativamente.

32



Se esperaba que esta inyeccion lograra acelerar la hidrolisis, sin embargo, la DQO fue consumida
para la produccion de AGV. Esto se puede contrastar con la Figura 8 donde se ve que el valor del
pH sigue bajando hasta el dia 10. En esta figura, ademads, se puede ver que la pendiente de
disminuciéon de pH se ve incrementada tras la adicién de la glucosa, sugiriendo una mayor

produccion de AGV.

Un problema presentado con el acido oleico es el encontrado por (Cavaleiro et al., 2016) es que
durante la hidrolisis los AGCL no logran degradarse completamente. Ademas, el acido oleico es
continuamente convertido a acido palmitico sin degradarse completamente mediante la B-
oxidacion, pero su razon es desconocida. En un estudio sobre degradacion del 4cido oleico llevada
a cabo por (Pereira et al., 2005), se encontr6é que se acumulan AGCL en el liquido, siendo estos en
un 80% acido palmitico. En un estudio llevado a cabo con 4cido oleico por Lalman & Bagley, 2001
en un reactor semicontinuo, para degradar una concentracion de 100 mg/L de este acido tardaron

30 dias.

En el caso de las botellas de aceite sus pH bajaron lentamente. Como estas dos series nunca salieron
del pH optimo para el crecimiento y funcionamiento de las bacterias metanogénicas, se produjo

metano.
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Figura 8. Valores de pH alcanzados durante el tercer ensayo.
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Las botellas con &cido oleico, por otra parte, tardaron alrededor de 5 dias en lograr pasar el limite
inferior de pH Optimo de las arqueas metanogénicas (6,5), por lo que también se formd metano en
este ensayo. El 4cido oleico tenia un porcentaje menor de metano que la serie de aceite del ensayo

2. El efecto en los Ratios propuestos en este trabajo se puede ver en la Figura 33, anexo 8.9.

En el Ratio 1 y 2 en el caso del Aceite (1,87 g DQO/L) se puede ver un descenso, debido a una
menor cantidad de AGV. Esto puede deberse a una degradacion en las muestras o simplemente a
un error, dado que las concentraciones eran muy bajas. De nuevo, el Ratio 1, no super6 el 10% vy,
al contrario del anterior ensayo, en este caso los AGV tan solo representan como maximo el 30%
de la DQO soluble, apoyando la hipotesis de que las concentraciones bajas de AGV presentes

pueden llevar a importantes errores analiticos.

En el Ratio 2 de la serie de acido oleico, se puede ver que el porcentaje de acidificacion aumenta
hasta el dia 7, luego se mantiene hasta el 8 sugiriendo una limitacion de la hidrolisis/solubilizacion
y comienza a descender. Posiblemente los microrganismos comenzaron a consumir los AGV. En
este mismo Ratio, en el dia 8 hay un stbdito descenso desde un 43% a un 26%. Esto se debe a un
aumento de la DQO soluble disponible debido a la inyeccion de glucosa. Al dia siguiente (dia 9),
se puede ver que comienzan a formarse en AGV y aumenta la acidificacion hasta llegar a un valor

de 77% en el ultimo dia.

Se esperaba alcanzar un grado de acidificacion mayor tanto en la serie de acido oleico como en la
de Aceite (1,87 g DQO/L), sin embargo, comparado con el ensayo 2 (99%), se obtuvo valores
mucho menores. En el caso del acido oleico puede ser porque se produce acido palmitico
continuamente seglin lo encontrado por Cavaleiro et al., 2016, el cual no es un AGV, si no un AGCL
de 18 carbonos. La transformacion de ese AGCL en 4cido palmitico probablemente entorpecio el
proceso volviéndolo menos eficiente, dado que la degradacion de este 4cido es lenta y también se
identific6 como el principal compuesto en las bolas de grasa que flotan (Holohan et al., 2022). En
el caso del Aceite (1,87 g DQO/L), se esperaban mejores resultados dado que una mayor cantidad
de area del aceite quedaria expuesta, sin embargo, se repitio lo visto en los ensayos 1y 2, o sea que

se forman floculos.
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e Comparacion de resultados de los ensayos

En la siguiente tabla se presentan los valores maximos de AGV obtenidos en cada serie. Entre el
primer y segundo ensayo vemos que, al cambiar el inoculo, la produccion de AGV aumento6 en un
42,7% y un 78% en los casos de la glucosa y el aceite, respectivamente. Al comparar el segundo
ensayo con el tercero la produccion de AGV disminuy6 en un 54% para el acido oleico al

compararlo con el aceite.

Debe tenerse en cuenta que las concentraciones de aceite del segundo ensayo y el acido oleico
tenian la misma concentracion de g DQO/L, pero el Aceite (1,87 g DQO/L) tiene una menor
concentracion. Por eso, habrd que compararlo como porcentaje de AGV obtenidos segun la
concentracion inicial. En el segundo ensayo, de los 10 g DQO/L introducidos, sélo 2,94 g DQO/L
se convirtieron a AGV, o sea un 29,4%. En el tercer ensayo se introdujo 1,87 g DQO/L y se
transformaron 0,14 g DQO/L a AGV, o sea un 7,25%.

Tabla 3. Valores maximos obtenidos de AGV en los ensayos en unidades de DQO/L.

Primer ensayo Glucosa 3,97
Aceite 0,63
Segundo ensayo Glucosa 6,93
Aceite 2,94
Tercer ensayo Acido oleico 1,34
Aceite 0,14

*La serie de botellas aceite del tercer ensayo eran las unicas con 1,87 g DQO/L, las otras tenian 10 g DQO/L

Asi, se pudo aumentar la produccion de AGV entre el primer y segundo ensayo, pero entre el
segundo y el tercero, no se logrd. Dadas las hipotesis presentadas, llama la atencion que el acido
oleico no haya logrado una mayor produccion que el aceite. Comparando con la bibliografia, segin
los resultados de Silva et al., 2013 para la produccion de AGV a partir de suero de queso (3,37 g
DQO/L) y residuos de almazara (0,934 g DQO/L), los resultados para el segundo ensayo, el cual

fue el de mayor produccion, se encontraban entre lo esperado, sin lograr superar el maximo.
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5.4 Cantidad tedrica de PHA que se puede producir
En la Tabla 4 se presentan los datos de las composiciones calculadas para cada ensayo. Como es
habitual, en todos los casos se forma una mayoria de PHB con respecto a PHV. Esto debido a dos
razones: la primera, el 4cido acético es el AGV de mayor cantidad en todos los casos vy, al ser de
cadena de carbonos par, genera PHB en su mayoria. La segunda, aunque hubiese una corriente con
una gran cantidad de AGV de cadenas impares, como se puede ver en la Tabla 1 en la corriente de
acido propidnico puro, estas de todas formas forman una gran cantidad de PHB (HB:HYV; 37:63).
Segun la relacion de HB y HV el polimero tendra unas propiedades (dureza, punto de fusion,

cristalinidad, entre otras) diferentes. Ver anexo 8.1.6.3.

Los PHA obtenidos de estos ensayos corresponden a PHA de cadena corta, segin lo descrito por
(Cruzetal, 2015), dado que estan formados a partir de acidos grasos con un maximo de 5 carbonos.
En general, la mayoria de los PHA de cadena corta son muy rigidos y quebradizos debido a su alta

cristalinidad.

Tabla 4. Porcentaje teorico de PHA producible con las corrientes obtenidas en los ensayos.

Composicion de AGYV ~ Composicion de PHA

Ensayo Sustrato (%mol) (%omol)
(HAc:HPr:HBt:HVa) (HB:HV)
. Aceite 97:1:1:1 93:7
Glucosa 82:11:5:2 82:18
Aceite 57:24:15:3 66:34
’ Glucosa 36:0:64:0 96:4
Acido oleico 64:4:32:0 91:9
3 Aceite 83:17:0:0 77:23

(1,87 ¢ DQO/L)

*HAc: acido acético, HPr: acido propionico, HBt: acido butirico, HVa: acido valérico.
**HB: polihidroxibutirato, HV: polihidroxivalerato
En el ensayo 2, en la corriente de aceite se tiene el mayor porcentaje de composicion de PHV, por
lo que resulta interesante de estudiar para la produccion de PHA, dado que tanto en las corrientes
revisadas en la literatura (Palmeiro, 2017 y Vazquez-Fernandez et al., 2022), el mayor porcentaje

de composicion fue de 63% HV. Ademas de esto, el porcentaje de PHV o PHB no parece depender
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solo del sustrato en si, sino también de su composiciéon o disponibilidad segun inhibicion. Al
comparar las series de aceite de los ensayos 1, 2 y 3 se tienen composiciones completamente
distintas en la razén HB:HYV, siendo 93:7, 66:34 y 77:23, respectivamente. Entre el ensayo 1y 2
resulta interesante comparar el grado de acidificacion (29% y 99%), dado que afectaron las rutas
metabolicas de produccién de AGV, obteniéndose no soélo distintos AGV (ensayo 2 no tiene

isobutirico y el ensayo 1 tiene si), sino que cantidades muy distintas.

Incluso el caso de la glucosa representa el efecto del grado de acidificacion en la formacion de
distintos PHA, dado que en el primer ensayo se obtuvo un 41% y en el segundo un 96%, quedando
en el final del segundo ensayo sélo AGV pares y formando en consecuencia una relacion HB:HV
de 96:4, la cual es muy diferente de la del primer ensayo (82:18). El efecto del grado de
acidificacion en la composicion de los PHA seria de gran interés de estudio para poder controlar la

composicion de PHB y PHV segtn lo que se quiera obtener.

Se ha determinado que un biopolimero con una composicion del 88:12 (HB:HV) podria sustituir
al polietileno, mientras que es necesaria una mayor proporcion de HV (81:19) para obtener
caracteristicas similares al propileno, siendo éstos los plasticos petroquimicos mas empleados
(Palmeiro, 2017). Asi, se observa que el aceite es un sustrato con gran potencial para la obtencién
de biopolimeros con mayor HV, generalmente los mas complejos de obtener, incluso en cultivos

puros.
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6. Conclusiones

La produccién de AGV se ve fuertemente afectada por factores como pH, amoniaco libre y sustrato,
principalmente. La concentracion de nitrégeno puede llevar a una inhibicién, sin embargo, si el pH
desciende por la produccion de AGV, aunque sea de manera lenta, se puede superar la inhibicion.
Por otra parte, todo el proceso se ve afectado por la hidrdlisis del sustrato, la cual puede ser un gran

limitante, por ejemplo, en las corriente ricas en lipidos.

Las hipotesis planteadas para el tercer ensayo con el objetivo de mejorar la hidrolisis fracasaron,
dado que ni al utilizar acido oleico ni al disminuir la relacion de aceite/microrganismos se logro
aumentar la cantidad de AGV producidos. Se observo que la variacion de este ultimo parametro

afecta al perfil de productos obtenidos.

La hidrolisis del aceite es un proceso complejo donde no todos los AGCL formados se logran
degradar completamente. En especifico, el acido oleico se convierte en acido palmitico,
entorpeciendo el proceso de conversion a AGV. Ademads, en el caso de los sustratos complejos
como los lipidos, la hidrolisis estd limitada por la disponibilidad de area superficial y en este
trabajo, tanto el aceite como el 4cido oleico formaron fléculos que flotaban en la superficie del
liquido. El uso de cultivos aclimatados a los lipidos, ademdas de una agitacion para un mezclado

correcto podrian ser un buen acercamiento a la mejora en la produccion de AGV a partir de estos.

La composicion de PHA teorico que se obtendria de las corrientes de AGV resultantes fue estimada
teoricamente, considerando que la relacion entre PHB y PHV varia segun el sustrato y condiciones

de inhibicion, entre otras.

Resulta llamativo estudiar a futuro el efecto del grado de acidificacion sobre la composicion de

PHA, dado que se obtuvo valores muy distintos de PHV y PHB segun este pardmetro.

La inyeccion de la glucosa como método de aumento de la velocidad de la hidrdlisis en las
corrientes de aceite y acido oleico, no surtio el efecto deseado en la corriente de aceite donde solo
se consumio sin promover la hidrélisis y degradacion del aceite. Por otra parte, si se obtuvo un
efecto en la corriente 4cido oleico, pero retardado en dos dias debido a que los AGCL pueden
inhibir el metabolismo de las bacterias anaerobicas al adherirse a las paredes celulares,

disminuyendo el transporte.
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8. Anexos

8.1 Antecedentes teoricos adicionales

8.1.1 Digestion anaerobia

Polimeros complejos
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Figura 9. Esquema simplificado representativo de las reacciones llevadas a cabo durante la digestion anaerobia de
materiales poliméricos. La linea discontinua horizontal representa la etapa de metanogénesis, la se busca evitar
para que los AGV no sean consumidos. Fuente: adaptado de (Lopez et al., 2017)*

8.1.1.1 Efecto del sustrato

Mientras que el suero de queso y la melaza alcanzaron niveles mas altos de acidificacion (hasta

40%) con una produccion total de AGV de 2707-3374 mg DQO/L, el glicerol alcanz6 un grado de

! Lopez, C., Buitrén, G., Garcia, H., & Cervantes, F. (2017). Tratamiento biolégico de aguas residuales

principios, modelacion y diserio (Primedra edicion). IWA Publishing.
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acidificacion del 11-13%, correspondiente a una produccion total de 934-1460 mg DQO/L
(Atasoy et al., 2018)2.

Se ha encontrado que, mientras los flujos de desechos ricos en carbohidratos favorecen la
produccion de acido propiodnico y butirico; los acidos valérico e isovalérico se ven favorecidos por
corrientes ricas en proteinas (Garcia-Aguirre et al., 2017)%. Sin embargo, en contraste con este,
estan los resultados encontrados por (Rombouts, 2020)* donde una corriente de glucosa genera una
cantidad mucho mayor de acido acético que de otros AGV. El 4cido propidnico esta favorecido por
corrientes ricas en glicerol, sin embargo, otro estudio de Silva et al., 2013° muestra lo contrario,
mostrando que, con una corriente rica en glicerol, se obtuvo un 80% de 4cido acético y menos del
20% de &cido propionico. Dado que produccion de AGV también se ve afectada por las condiciones
de operacion, no estd muy claro cémo el sustrato afecta realmente la composicion de los AGV

(Atasoy et al., 2018).

La hidrélisis de lipidos es mas lenta que la de carbohidratos (Yin et al., 2016)® y produce AGCL y

glicerol. Aunque el glicerol se puede convertir en AGV, los AGCL pueden inhibir el metabolismo

2 Atasoy, M., Owusu-Agyeman, 1., Plaza, E., & Cetecioglu, Z. (2018). Bio-based volatile fatty acid production
and recovery from waste streams: Current status and future challenges. In Bioresource Technology (Vol.

268, pp. 773-786). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.07.042

% Garcia-Aguirre, J., Aymerich, E., Gonzalez-Mtnez. de Goiii, J., & Esteban-Gutiérrez, M. (2017). Selective VFA
production potential from organic waste streams: Assessing temperature and pH influence. Bioresource

Technology, 244, 1081-1088. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.07.187

4 Rombouts, J. (2020). On the ecology and applications of glucose and xylose fermentations [Delft University of
Technology]. https://doi.org/10.4233/uuid:c6d1d9fe-00e6-4b2c-a643-911a9166aeec

5 Silva, F., Serafim, L., Nadais, H., Arroja, L., & Capela, I. (2013). Acidogenic fermentation towards valorisation

of organic waste streams into volatile fatty acids.

®Yin, J., Yu, X., Wang, K., & Shen, D. (2016). Acidogenic fermentation of the main substrates of food waste to
produce volatile fatty acids. International Journal of Hydrogen Energy, 41(46), 21713-21720.
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2016.07.094
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de las bacterias anaerdbicas al adherirse a las paredes celulares (Alibardi & Cossu, 2016)’. Ademas,
los microorganismos acidogénicos encuentran mas dificultades para producir AGV a partir de
glicerol en comparacion con carbohidratos o proteinas. Debido a su menor tasa de degradacion, los

lipidos tienden a acumularse en los residuos degradados (Owusu-Agyeman et al., 2020)%.

En un estudio realizado por (Cavaleiro et al., 2016)° sobre la influencia de la actividad
metanogénica en los en los pasos iniciales de la conversion de los AGCL a compuestos mas
simples, se menciona que esos acidos grasos no logran degradarse completamente durante la
hidrolisis. Ademas, se observa que el 4cido oleico es continuamente convertido a acido palmitico
sin degradarse completamente mediante la B-oxidacion, aunque la razén de este fendomeno sigue

siendo desconocida.

" Alibardi, L., & Cossu, R. (2016). Effects of carbohydrate, protein and lipid content of organic waste on hydrogen
production and fermentation products. Waste Management, 47, 69-77.

https://doi.org/10.1016/j.wasman.2015.07.049

8 Owusu-Agyeman, 1., Plaza, E., & Cetecioglu, Z. (2020). Production of volatile fatty acids through co-digestion
of sewage sludge and external organic waste: Effect of substrate proportions and long-term operation. Waste

Management, 112, 30-39. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2020.05.027

® Cavaleiro, A. J., Pereira, M. A., Guedes, A. P., Stams, A. J. M., Alves, M. M., & Sousa, D. Z. (2016). Conversion
of Cn-Unsaturated into Cn-2-Saturated LCFA Can Occur Uncoupled from Methanogenesis in Anaerobic
Bioreactors. Environmental Science and Technology, 50(6), 3082-3090.
https://doi.org/10.1021/acs.est.5b03204
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Figura 10. Digestion anaerobia de lipidos. Fuente: adaptado de (Holohan et al., 2022)%°

10 Holohan, B. C., Duarte, M. S., Szabo-Corbacho, M. A., Cavaleiro, A. J., Salvador, A. F., Pereira, M. A., Ziels,
R. M., Frijters, C. T. M. J., Pacheco-Ruiz, S., Carballa, M., Sousa, D. Z., Stams, A. J. M., O’Flaherty, V.,
Van Lier, J. B., & Alves, M. M. (2022). Principles, Advances, and Perspectives of Anaerobic Digestion of

Lipids. In Environmental Science and Technology (Vol. 56, Issue 8, pp. 4749—4775). American Chemical
Society. https://doi.org/10.1021/acs.est.1c08722
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8.1.2 Directiva Marco de Residuos
4 Preferido

Remover los aceites y grasas de las dietas

Separar la fraccion de grasas y aceites de los efluentes

Acidos Grasos Volatiles
Polihidroxialcanoatos

Recuperacion

v Poco preferido

Figura 11. Jerarquia de gestion de residuos para la gestion de grasas y aceites.
Fuente: adaptado de (Argiz Montes, 2022),

Esta directiva tiene como objetivo proteger la salud publica y el medioambiente mediante una
gestion adecuada de residuos. Se sita la prevencion y reutilizacion por delante de la valorizacion

o la eliminacion de los residuos.

8.1.3 Problematica de la extraccion de los AGV de las corrientes residuales
La extraccion liquido-liquido estd aceptada como un método eficiente; sin embargo, requiere de
reactivos especiales como oOxido de trioxilfosfina, trioctilamina o tributilfosfato para formar un
complejo acido-base, lo que aumenta el precio del método. Ademas, requiere de energia para
destilar los liquidos después de la extraccion. La separacion por membrana es capaz de concentrar,
por ejemplo, el acido valérico, sin embargo, no puede producir soluciones puras de AGV. El

intercambio i6nico esta limitado a la extracciéon en pH neutro o basico y es extremadamente

11 Argiz Montes, L. (2022). Mixed-culture biotechnological processes for lipid-rich effluents valorization.

Universidade de Santiago de Compostela.
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sensible a sus cambios, los cuales son habituales cuando se producen AGV a partir de corrientes
residuales. Por otra parte, la adsorcion requiere de resinas que pueden resultar costosas (Edmiston

etal., 2018)%.

8.1.4 Informacion general de AGV y ecuaciones de formacion

Tabla 5. Masas molares de los AGV.

Masa
AGV Unidades
Molar
acético 60,052  mg/mmol
butirico 88,11 mg/mmol

hexanoico 116,1583 mg/mmol
propanoico 74,08 mg/mmol
isocaproico  116,1583 mg/mmol
isovalérico 102,13  mg/mmol

Carbono 12 mg/mmol

Tabla 6. Equivalencias de AGV a DQO.

AGV Equivalencia Unidades
Formico 0,348 g DQO/ g acido
Acético 1,067 g DQO/ g acido
Propiodnico 1,514 g DQO/ g acido
n-butirico/isobutirico 1,818 g DQO/ g acido
N-valérico 2,039 g DQO/ g acido

12 Edmiston, P. L., Gilbert, A. R., Harvey, Z., & Mellor, N. (2018). Adsorption of short chain carboxylic acids
from aqueous solution by swellable organically modified silica materials. Adsorption, 24(1), 53—63.

https://doi.org/10.1007/s10450-017-9923-0
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Tabla 7. Reacciones de formacion de AGV. Fuente: (Rombouts, 2020)*3

AGV Reaccion
resultante
Acetato y 1 glucosa — 0,67 acetato + 0,67 butirato + 1,33H* + 2C0,
butirato + 2,67H,
Acetato y 1 glucosa — 0,67acetato + 1,33 propionato + 2H* + 2C0,
propionato

Tabla 8. Reacciones secundarias de formacién de dcidos grasos. Fuente: adaptado de: (den Boer et al., 2016)*

AGY Reaccion
resultante
n-butirato 2 acetato” + H* + 2H, » n — butirato™ + 2H,0

acetato™ + etanol - n — butirato™ + H,0
n-valerato propionato~ + etanol - n — valerato™ + H,0
propionato~ + acetato” + H* + 2H, » n — valerato™ + 2H,0
n-caproato acetato™ + 2etanol — 2n — caproato™ + 2H,0

acetato” + 2n — butirato™ + H* + 2H, - n — caproato™ + 2H,0

Tabla 9. Reacciones de formacion de acetato a partir de otros AGV, AGCL y compuestos generados durante la
hidrolisis.

13 Rombouts, J. (2020). On the ecology and applications of glucose and xylose fermentations [Delft University
of Technology]. https://doi.org/10.4233/uuid:c6d1d9fe-00e6-4b2c-a643-911a9166aeec

14 den Boer, E., Lukaszewska, A., Kluczkiewicz, W., Lewandowska, D., King, K., Reijonen, T., Kuhmonen, T.,
Suhonen, A., Jadskeldinen, A., Heitto, A., Laatikainen, R., & Hakalehto, E. (2016). Volatile fatty acids as an
added value from biowaste. Waste Management, 58, 62—69. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2016.08.006
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Adaptado de (Holohan et al., 2022; Lopez et al., 2017)*5 16

Compuesto Reaccion
Lactato CH;CHOHCOO™ + 2H,0 - CH;C00~ + HCO03 + H* + 2H,
Etanol CH;CH,0H + H,0 - CH;C00~ + H* + 2H,
Glicerol 2C3Hg05; —» 3CH;C00~ + 7H™
Butirato CH;CH,CH,CO0~ + 2H,0 - 2CH;C00~ + H* + 2H,
Propionato CH;CH,C00~ + 3H,0 - CH;C00~ + HCO3 + H* + 3H,
Metanol 4CH;0H + 2C€0, - 3CH3COO0OH + 2H,0
Oleato CygH3,0, + 16H,0 —» 9CH;C00~ + 15H, + 8H™
H>-CO» 2HCO03 + 4H, + H* - CH;C00~ + 4H,0

Tabla 10. Ecuaciones de formacion de AGV a partir de glucosa.

AGV Ecuacion
Acético C,H,0, + 20, - 2C0, + 2H,0
Butirico, N-butirico, isobutirico C4HgO, + 60, —» 4C0, + 4H,0
Hexanoico CeH.,0, + 80, - 6C0, + 6H,0
Propanoico, propidnico C3H;0, + 3,50, — 3C0, + 3H,0
Caproico, 1socaproico Ce¢H,,0, + 80, - 6C0, + 6H,0
Valérico, N-valérico, isovalérico CsH,,0, + 6,50, - 5C0, + 5H,0
N-Heptanoico C;H,,0, + 9,50, - 7C0, + 7H,0

15 Holohan, B. C., Duarte, M. S., Szabo-Corbacho, M. A., Cavaleiro, A. J., Salvador, A. F., Pereira, M. A., Ziels,
R. M., Frijters, C. T. M. J., Pacheco-Ruiz, S., Carballa, M., Sousa, D. Z., Stams, A. J. M., O’Flaherty, V.,
Van Lier, J. B., & Alves, M. M. (2022). Principles, Advances, and Perspectives of Anaerobic Digestion of
Lipids. In Environmental Science and Technology (Vol. 56, Issue 8, pp. 4749—4775). American Chemical
Society. https://doi.org/10.1021/acs.est.1c08722

18 Lopez, C., Buitron, G., Garcia, H., & Cervantes, F. (2017). Tratamiento biolégico de aguas residuales

principios, modelacion y diserio (Primedra edicion). IWA Publishing.
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8.1.5 Metanogénesis
Los microorganismos metandgenicos se dividen en dos grandes grupos: aquellos que convierten el
acetato (metandgenicos acetoclasticos) y los que utilizan el hidrogeno (metandgenicos
hidrogenotroficos) como donador de electrones. En general, aproximadamente el 70% del metano

producido se forma a partir del acetato como precursor principal (Lopez et al., 2017)*'.

Tabla 11. Reacciones de la metanogénesis.

Dador de electrones Reaccion
Acetato CH;C00™ - CH, + CO,
HZ COZ + 4‘H2 i CH4 + 2H20

8.1.5.1 Inhibidores de arqueas metanogénicas
Hay dos tipos de inhibidores de metandgenos: especificos y no especificos. Los inhibidores
especificos actiian sobre las enzimas que s6lo existen en los metandgenos, mientras que los no
especificos afectan tanto a la actividad de los metanogenos como de otros microorganismos.
Ejemplos de inhibidores especificos son el 2-bromortanosulfonato (BES), 2-cloroetanosulfonato
(CES) y 2-mercaptoetanosulfonato (MES), que pueden inhibir competitivamente la reaccion de
transferencia de metilo durante la formacion de metano en metandgenos usando el hidrogeno y el
dioxido de carbono (Liu et al., 2011)8. Entre los inhibidores no especificos destaca el cloroformo,
ampliamente utilizado en la fermentacion anaerobia. Ademds de inhibir a las arqueas

metanogénicas, el cloroformo también reduce la actividad de las bacterias homoacetogénicas

17 Lopez, C., Buitrén, G., Garcia, H., & Cervantes, F. (2017). Tratamiento biolégico de aguas residuales

principios, modelacion y diserio (Primedra edicion). IWA Publishing.

18 Liu, H., Wang, J., Wang, A., & Chen, J. (2011). Chemical inhibitors of methanogenesis and putative
applications. In Applied Microbiology and Biotechnology (Vol. 89, Issue 5, pp. 1333-1340).
https://doi.org/10.1007/s00253-010-3066-5
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(Zhang et al., 2018)*°. Sin embargo, la adicion de compuestos quimicos inhibitorios, aunque es una
potente herramienta para generar conocimiento y poder optimizar el proceso, es dificil de
implementar mas all4 de escala laboratorio, ademas de encarecer el proceso.

8.1.6 Biopolimeros

8.1.6.1 Informacion general de PHA

T
——0—HC—CH,C+—

- ’n

Figura 12. Estructura general de un polihidroxialcanoato (PHA). Fuente: elaboracion propia a partir de
(Priyadarshi et al., 2014)

Su precio actual oscila entre 2,2 y 5 €/kg, mas de un tercio del coste informado desde principios de
la década pasada, pero aun elevado en comparacion con los polimeros de origen petroquimico, que
normalmente cuestan alrededor de 1,0 €/kg (Valentino et al., 2017)%°. A pesar de estos desafios, se
espera que el mercado del PHA crezca y alcance un valor de 195 millones de USD para el ano
2028, con una tasa compuesta de crecimiento anual del 15,9% entre 2023 y 2028

(MarketsandMarkets, 2023).

19 Zhang, W., Dai, K., Xia, X. Y., Wang, H. J., Chen, Y., Lu, Y. Z., Zhang, F., & Zeng, R. J. (2018). Free acetic
acid as the key factor for the inhibition of hydrogenotrophic methanogenesis in mesophilic mixed culture

fermentation. Bioresource Technology, 264, 17-23. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.05.049

20 Valentino, F., Morgan-Sagastume, F., Campanari, S., Villano, M., Werker, A., & Majone, M. (2017). Carbon
recovery from wastewater through bioconversion into biodegradable polymers. In New Biotechnology (Vol.

37, pp. 9-23). https://doi.org/10.1016/j.nbt.2016.05.007

21 MarketsandMarkets. (2023, August). Polyhydrohyalkanoate (PHA) Market.
https://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/pha-market-395.html
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A continuacion, se presenta en la Tabla 12 las propiedades de los PHA obtenidos en el estudio de

(Palmeiro, 2017)? segtn sus composiciones.

Tabla 12. Propiedades de PHA segun su ratio HB:HV. Adaptado de (Palmeiro, 2017)

PHA HB:HV Pureza Tg Tm AHm Cristalinidad Mw

(%) (wt%) (%) (°O) (°O) (J/g) (o) (g/mol)
53.8 964 96,6 -6,6 1454 161,4 53 39,6 24,0 8,7 - 10*
46.3  34:66 89,3 21,0 91,7 nd 55,6 nd. 10,5 1,5-10°
54.5  44:56 97,0 -124 1050 nd. 34 nd 2,3 1,4-10°
51.3  62:38 88,5 -7,7 102,0 158,8 5,7 n.d. 3.9 1,2-10°
8.4  72:28 81,6 -5,2 103,3 166,7 6,5 9,7 6,7 2-10°

22 Palmeiro, T. (2017). Valorisation of saline wastewaters: a challenge for the obtainment of bioproducts.

Universidade de Santiago de Compostela.
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8.1.6.2Diagrama simplificado de la obtencion de PHA

Corriente
residual

Fermentacion

Efluente rico en AGV

Produccion
de biomasa

Biomasa con potencial de almacenar PHA

.| Acumulacién

de PHA

Biomasa con alto contenido de PHA

Extraccion de
PHA

Figura 13. Diagrama resumido de la produccién de PHA. Fuente: adaptado de (Albuquerque et al., 2011).23

8.1.6.3 Propiedades de PHA segun su composicion

Se ha determinado que un biopolimero con una composicion del 88:12 (HB:HV) podria sustituir

al polietileno, mientras que es necesaria una mayor proporcion de HV (81:19 aproximadamente)

para obtener caracteristicas similares al propileno, siendo éstos los plasticos petroquimicos mas

empleados. Asi, se observa que el aceite es un sustrato con gran potencial para la obtencion de

biopolimeros con mayor HV, generalmente los mas complejos de obtener, incluso en cultivos puros

(Palmeiro, 2017).

23 Albuquerque, M. G. E., Martino, V., Pollet, E., Avérous, L., & Reis, M. A. M. (2011). Mixed culture

polyhydroxyalkanoate (PHA) production from volatile fatty acid (VFA)-rich streams: Effect of substrate

composition and feeding regime on PHA productivity, composition and properties. Journal of

Biotechnology, 151(1), 66-76. https://doi.org/10.1016/j jbiotec.2010.10.070

24 Palmeiro, T. (2017). Valorisation of saline wastewaters: a challenge for the obtainment of bioproducts.

Universidade de Santiago de Compostela.
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8.1.7 Corrientes lipidicas

8.1.7.1 Normativa europea relacionada al aceite de cocina
La gestion adecuada del aceite de cocina usado representa un desafio importante, ya que una
eliminacion inadecuada al final de su vida util puede conducir a la contaminacién del agua y de los
recursos terrestres (Nantha Gopal et al., 2014)%°. Con la creciente adopcion de la normativa de
residuos (Ministerio para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demografico, 2023)?°, las cantidades

recogidas crecen de forma continua. Sin embargo, su valorizacion continta siendo un reto.

En relacion con los residuos aceitosos, la Comision Europea ha establecido una directiva (Dir.
2018/851 del parlamento europeo y del consejo, de 14 de junio de 2018) 2’ que define roles
especificos para todos los actores, incluidas las industrias, consumidores y los talleres, en la
recuperacion del aceite usado. Deben asegurarse de entregar el aceite usado a recolectores
autorizados y se prohibe su vertido. Entre los objetivos se encuentran: el tratamiento de los aceites
usados de acuerdo con la jerarquia para proteger la salud humana y el medio ambiente, la
recoleccion separada de los aceites usados, evitando su mezcla con aceites usados de caracteristicas

distintas o con otros tipos de residuos o sustancias que puedan dificultar su tratamiento.

25 Nantha Gopal, K., Pal, A., Sharma, S., Samanchi, C., Sathyanarayanan, K., & Elango, T. (2014). Investigation
of emissions and combustion characteristics of a CI engine fueled with waste cooking oil methyl ester and

diesel blends. Alexandria Engineering Journal, 53(2), 281-287. https://doi.org/10.1016/j.a¢j.2014.02.003

%6 Ministerio para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demografico. (2023). Aceite de cocina usados.
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/prevencion-y-gestion-

residuos/flujos/domesticos/fracciones/aceites-cocina.html

2I Dir. 2018/851 del parlamento europeo y del consejo. (2018). Unién Europea. Directiva (UE) 2018/851 del
parlamento europeo y del consejo, de 30 de mayo de 2018, por la que se modifica la Directiva 2008/98/CE
sobre los residuos. In Diario Oficial de la Union Europea, L 150/109, 14 de junio de 2018.
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8.1.8 Posibles compuestos no identificados

Tabla 13. Compuestos que podrian encontrase entre los compuestos “desconocidos” que no pudieron ser
identificados por HPLC ni cromatografia de gases.

Compuesto Nimero de
carbonos
Acido oxalico 2
Acido fumarico 4
Acido palmitico 16
Acido estearico 18
Acido oleico 18
Acido linoleico 18

8.2 Propiedades de los sustratos

8.2.1 Aceite

Los lipidos se encuentran en la mayoria de los residuos y aguas residuales. La clasificacion de
“lipidos” incluye un rango extremadamente diverso de compuestos, los cuales pueden ser divididos
en 4 grupos principales encontrados en las aguas residuales: triacilgliceroles incluyendo AGCL,
glicolipidos, fosfolipidos y colesterol. De estos, los mdas abundantes son los AGCL vy
triacilgliceroles, cominmente conocidos como grasas y aceites (Holohan et al., 2022)%. El aceite

utilizado corresponde a uno donado por cafeteria, donde se empleaba para freir.

Tabla 14. Propiedades del aceite utilizado. Fuente: datos previos obtenidos en proyectos del grupo de

investigacion
Propiedad Valor
Densidad [mg/mL] 891,4
DQO [g DQO/g aceite] 2,83

28 Holohan, B. C., Duarte, M. S., Szabo-Corbacho, M. A., Cavaleiro, A. J., Salvador, A. F., Pereira, M. A., Ziels,
R. M., Frijters, C. T. M. J., Pacheco-Ruiz, S., Carballa, M., Sousa, D. Z., Stams, A. J. M., O’Flaherty, V.,
Van Lier, J. B., & Alves, M. M. (2022). Principles, Advances, and Perspectives of Anaerobic Digestion of

Lipids. In Environmental Science and Technology (Vol. 56, Issue 8, pp. 4749—4775). American Chemical
Society. https://doi.org/10.1021/acs.est.1c08722
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Tabla 15. Composicion del aceite obtenida mediante andlisis de triacilglicéridos.
Fuente: datos previos obtenidos en proyectos del grupo de investigacion

Compuesto % masa/masa Numero de
carbonos
Acido palmitico 4,69 16
Acido estearico 11,13 18
Acido oleico 21,34 18
Acido linoleico 34,96 18
Desconocido 27,88 -

Figura 14. Aceite utilizado en los ensayos.

8.2.2 Acido oleico

Los AGCL han sido clasificados en numerosas categorias segun la longitud de sus cadenas, sus
configuraciones y sus grados de saturacion o insaturacion. S6lo 20 de estos aparecen extensamente
en la naturaleza siendo el palmitico, oleico y linoleico aproximadamente al 80% de los aceites y

grasas comunes presentes (Holohan et al., 2022).
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En este trabajo, se ha empleado el acido oleico ya que, al ser un AGCL, se espera que permita
analizar el proceso desde un punto de vista independiente a la etapa de hidrdlisis del aceite a AGCL.
Bajo este supuesto, se espera que el proceso sea mas rapido al no tener esa etapa limitante, y por

tanto producir una cantidad de AGV superior al tener mas DQO hidrolizada disponible.

Tabla 16. Estructura y formulas del dcido oleico. Fuente: elaboracion propia.

Estructura Formulas

Formula desarrollada

CH4(CH,),CH = CH(CH,),COOH

HO. - Foérmula quimica molecular

L C18H3402

Tabla 17. Propiedades del dacido oleico. Fuente: datos previos obtenidos en proyectos del laboratorio
de investigacion.

Propiedad Valor
Densidad [mg/mL] 891,4
DQO [g DQO/g aceite] 2,26

8.2.3 Glucosa

La glucosa es un carbohidrato, més especificamente un monosacéarido, comunmente llamado
azucar simple, y es la principal fuente de energia para los organismos de los seres vivos. Su formula
es C4H,,0, (Hart et al., 2010)%. La glucosa fue utilizada en los ensayos para tener un parametro
de comparacién con el aceite. Esto se basa en que la glucosa, al ser un carbohidrato simple, es
facilmente utilizada por los microorganismos, dado que no debe hidrolizarse. Asi, se espera
entender el comportamiento “ideal” de la glucosa en contraste con el comportamiento “real” del

aceite, y como esto afecta al rendimiento y al perfil de los AGV obtenidos.

2 Hart, Hadad, Craine, & Hart. (2010). Organic Chemistry: A short course (13° Edicion). CENGAGE Learning.
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8.3 Montaje de los reactores

Figura 15. Agitador.
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8.3.1 Compuestos agregados en las botellas

Tabla 18. Cantidad de compuestos en cada botella en los ensayos en unidades de mililitros.

Ensayo 1
Blanco (1) Glucosa (2) Aceite (3)

Fango 92,3 92,3 92,3
Macronutrientes 40 40 40
Micronutrientes 4,5 4,5 4,5
Carbono 0 40 1,67
Agua 263,2 2232 261,53

Ensayo 2

Blanco (1) Glucosa (2) Aceite (3)

Fango 26 26 26
Macronutrientes 40 40 40
Micronutrientes 4.5 4,5 4,5
Carbono 0 40 1,58
Agua 329,5 289,8 327,92

Ensayo 3

Blanco (B) Acido  oleico Aceite I (R1)*  Aceite 2 (R2)**
©)

Fango 26 26 26 26
Macronutrientes 40 40 40 40
Micronutrientes 4.5 4.5 4,5 4,5
Carbono 0 1,98 0,297 0,118
Agua 329,5 327,52 329,2 333,88

*Aceite 1 corresponde a la relacion 2,5 kg DQO/kg SSV
** Aceite 2 corresponde a la relacion 1 kg DQO/kg SSV
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Tabla 19. Macronutrientes utilizados en los ensayos.

Compuestos Concentracion
(g/L)
Cloruro de amonio (NH,Cl) 6,7809
Fosfato monopotésico 1,2718
(KH,PO,)
Sulfato de magnesio (MgS0,) 0,2933
Cloruro de potasio (KCl) 0,2023

8.3.2 Masa de las botellas

e Masa de las botellas de los ensayos 1 y 2 en gramos

Tabla 20. Masa de las botellas de los ensayos 1y 2 en gramos

Botella ~ Vacia Llena Ensayo  Liquida Cabecera Cabecera
(mL)
1A 315,05 858,62 711,34 396,29 147,28 122,73
1B 313,62 858,2 709,7 396,08 148,5 123,75
1C 313,42 858,28 708,61 395,19 149,67 124,73
2A 312,51 854,97 711,14 398,63 143,83 119,86
2B 313,34 860,01 708,95 395,61 151,06 125,88
2C 313,45 860,01 709,63 396,18 150,38 125,32
3A 313,48 856,27 709.75 396,27 146,52 122,1
3B 313,32 857,11 710,78 397,46 146,33 121,94
3C 276,08 850,09 670,36 394,36 179,65 149,71
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Masa de las botellas del ensayo 3 en gramos

Tabla 21. Masa de las botellas del ensayo 3 en gramos

Nombre  Vacia Llena Ensayo Liquida  Cabecera Calzi():era
Bl 313,62 858,2 713,93 400,31 144,27  0,120225
B2 313,42 858,28 731,02 417,6 127,26 0,10605
o1 276,08 850,09 670,24 394,16 179,85  0,149875
02 313,48 856,27 711,06 397,58 145,21  0,121008

R1-A 312,51 854,97 706,56 394,05 148,41  0,123675
R1-B 313,34 860,01 711,88 398,54 148,13  0,123442
RX-A 315,05 858,62 715,65 400,6 142,97  0,119142
RX-B 313,45 860,01 716,34 402,89 143,67  0,119725
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8.4 Desviacion de los datos
Como se puede ver en la Figura 16, los datos no tienen una gran desviacion. Las botellas de glucosa
(serie 2) tienen casi los mismos valores. Las botellas de aceite (serie 3), siguen una misma
tendencia, teniendo puntos comunes sobre todo los primeros dias. Los resultados comienzan a

variar en las muestras de los dias 15 y 23, pero vuelven a ser casi idénticas hacia el final del ensayo.

0 3 10 15 20 25 30

24 —8—JB —0—2C —8—3A —e—3EF —e—3C

Figura 16. Concentracion de AGV en g DQO/L de cada botella en el segundo ensayo.
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8.5 Ejemplo de toma de presiones

1,8
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=
(=]

o
1,0
O

o
0,8
0,6

0 2 = 6 3 0 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Dias
—8— Serie glucosa Serie aceite

Figura 17. Presiones de las botellas de glucosa y aceite durante el segundo ensayo. Los bordes negros indican los
dias que se tomo muestra.

8.6 Materiales y métodos

8.6.1 Protocolo establecido para la toma de muestras
A continuacion, se presenta el protocolo a seguir con cada muestra botella luego de que estas son

puestas en el agitador.

En cada caso, se midi6 la sobrepresion con un transductor (Figura 19) en las botellas por la mafiana,
utilizando este pardmetro como indicador de actividad, la cual podria ser tanto metanogénica como
fermentativa. Si la presion en las botellas variaba muy poco, no se tomaba muestra para evitar el
excesivo muestreo que, ademas de alterar significativamente el volumen, incrementaba el riesgo

de entrada de oxigeno en las botellas.

Si se decidia tomar muestra por la mafiana, se extraian dos muestras de gas de 1 mL cada una (una

para andlisis de hidrogeno y otra para analisis de biogas), ademas de una muestra liquida de
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aproximadamente 4 mL. Si ademas se consideraba necesario tomar una muestra por la tarde (si el
incremento de presion es rapido durante el dia), se tomaba sélo una muestra liquida, ya que los

equipos necesarios para el analisis de la fase gas no se encontraban disponibles.

Después de la toma de muestras, se media nuevamente la presion. Las muestras gaseosas se
analizaban mediante cromatografia de gases. A la muestra liquida se le tomaba el pH y luego se
centrifugaba y filtraba. Luego, se tomaban cantidades diferentes de muestra para realizar la
determinacion de nitrégeno total, acidos grasos volatiles y demanda quimica de oxigeno, diluyendo
si es necesario. A algunas muestras puntuales se les realizd una cromatografia liquida de alta

presion para identificar compuestos distintos a los AGV en las botellas.

Una vez que la presion se mantenia aproximadamente constante durante 2 dias consecutivos, se
consider6 que la produccién de AGV dentro de la botella se habia detenido o estaba cerca de
hacerlo. En este momento final, ademas de las muestras mencionadas anteriormente, se toma otra

muestra para realizar la determinacion de SSV.

8.6.2 Protocolo de toma de presiones

Para transformar las medidas en milivoltios (mV), a unidades de presion, en este caso, milimetros

de mercurio (mmHg). Esto se puede ver en la Figura 18 a continuacion,

Transductor 4

600

y =2,6284x-2,9702
500 R*=1

400

p (mm Hg)
[¥5]
8

200

100

mv

Figura 18. Recta de calibracion del transductor.
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Materiales y equipos

e Transductor modelo PSI-5, Centrepoint Electronics, Irlanda

e Aguja Sterican Braun de 0,5 mm de didmetro y 16 mm de largo

Metodologia

Antes de tomar muestras liquidas o gaseosas se debe medir la presion. Para esto, se conecta el
transductor a la corriente. Se revisa que tenga una aguja limpia y que el valor del transductor varie
entre 0 y 0,3 mV. Luego se pincha el septum de la botella con la aguja del transductor y se anota el
valor en mV que aparece en la pantalla. Partiendo de la sefial eléctrica, se puede obtener el valor
de presion equivalente a través de la recta de calibrado que permite transformar de milivoltios a

atmosferas segln la ecuacion (13).

1atm (13)

Patm = (2,6284 . (PTeSiéan) - 2,9702) ' m

Donde:
Presion,,y: sobrepresion del transductor expresada en unidades de milivoltios (mV)

Pg¢m: sobrepresion del transductor expresada en unidades de atmdsferas (atm)
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Figura 19. Transductor.

A modo de ejemplificacion para una mejor comprension del proceso de toma de muestra basado
en el analisis de presiones, en la Figura 20 se muestran las presiones iniciales de los dias del ensayo
para cada serie. Los dias en que se tomo6 muestra estd marcados con un borde negro. Como se puede

observar, se tomd muestra de las botellas principalmente cuando la presion estaba subiendo.
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Figura 20. Variacion de las presiones durante el primer ensayo para ejemplificar el criterio de toma de muestra. Los
puntos bordeados en negro indican los dias en que se tomo muestra.

En el caso de los dias 3 y 4 de la serie de glucosa, la sobrepresion medida por el transductor se salia
del rango, por lo que se tomd el valor mayor medible (200 mV) de manera representativa para
poder hacer el grafico. Luego del octavo dia, la presion se mantuvo bajo la presion atmosférica, lo
cual sale del rango del transductor, por lo que se usa s6lo como una guia para saber que no se esta
produciendo una cantidad relevante de gas. Por eso, s6lo se volvio a tomar muestra de la botella de

glucosa el ultimo dia.

8.6.3 Protocolo de medicion de SSV y SST

Materiales y equipos

e Filtros de microfibra de vidrio de un tamafio de poro de 0,45 um

e Equipo de filtracion: consta de un matraz de Kitasato, una placa filtrante, una manguera,
un embudo, pinzas de metal y una conexion a un equipo de vacio.

e Estufa con capacidad de calentar hasta 105 °C

e Mufla con capacidad de calentar hasta 550 °C
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e Pipetas de 5 mL
e Desecador
e (Cipsulas de aluminio

e Balanza analitica capaz de pesar hasta 0,0001 gramos

Metodologia

Primero, se toma un filtro y una cépsula de aluminio que sirve como portador del filtro. Ambos se
colocan en la mufla durante 30 minutos para deshidratarlos. Luego de esto, se dejan enfriar en el

desecador y se pesan los filtros en la balanza analitica (M,).

El siguiente paso es montar la placa filtrante sobre el matraz Kitasato, conectado a una bomba de
vacio para facilitar la filtracion. Se colocan el filtro secado y el embudo de cristal y se aseguran

con pinzas metalicas.

Luego, se toma una muestra de lodo anaerobio y se vierte sobre el filtro. Se abre la llave de vacio
para comenzar la filtraciéon hasta que no quede liquido visiblemente retenido. Se desmonta el
embudo, se retira el filtro y se devuelve a su capsula para ser secado en la estufa durante al menos
dos horas a 150 °C, con el fin de eliminar la humedad de la muestra. Después del secado, las

capsulas son enfriadas en el desecador. Luego, se vuelven a pesar los filtros en la balanza analitica
(M>).

Finalmente, los filtros se colocan nuevamente en la mufla a 550 °C durante 30 minutos y se enfrian
en el desecador para ser posteriormente pesados en la balanza analitica (M3). Este proceso de
calcinacion permite eliminar la materia organica, dejando solo los compuestos inorgéanicos en el

filtro.

Las concentraciones de SST y SSV se pueden calcular segun las ecuaciones (2) y (3) obteniéndose

resultados en unidades de mg SST/L y mg SSV/L, respectivamente.

8.6.4 Protocolo de determinacion de pH

Para la determinacion del pH, se emplea un electrodo de vidrio Crison, modelo U-455, conectado
a un medidor de pH Crison GLP 22. Previo a las mediciones, se debe asegurar que el equipo esté

calibrado con una disolucionén tampon de pH 4,0 compuesta por ftalato dcido de potasio y una de
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pH 7,0 compuesta por fosfatos potasico y disddico (ambas disoluciones son comerciales). En todo
momento el electrodo debe contener un electrolito comercial de KCL 3 M. La medicion del pH de

la muestra y el calibrado se realizan a temperatura ambiente.

8.6.5 Protocolo de determinacion de DQO
Este parametro representa la cantidad de oxigeno necesaria para oxidar la materia organica presente
en una muestra liquida mediante la digestion de esta, utilizando un fuerte agente quimico oxidante
como el dicromato potasico en un medio acido. La reaccién producida se puede ver en la ecuacion

(14), a continuacion,

Cr,03~ + C,H,0, (materia organica) + H* & Cr3t + CO, + H,0 (14
Una vez terminada la digestion a 150 °C, una parte del dicromato potasico queda sin consumirse.
Este oxidante no reducido es titulado con Sulfato Amoénico Ferroso (FAS) para determinar la
cantidad de dicromato consumido y por tanto calcular la materia organica oxidada en términos de
oxigeno equivalente. La medicion de este parametro se realiza segiin lo expuesto en (Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater, 1999).

En este caso, como la muestra fue previamente centrifugada y filtrada, se mide s6lo la DQO soluble,

dado que es la que esta disponible para el consumo del cultivo microbiano.
Materiales

e Tubos de vidrio Pyrex con tapon

e C(Cintas de teflon

e Pipetas de SmL y 0,2 mL

e Agua destilada

e Buretade 10 mL

e Matraz Erlenmeyer

e Placa agitadora y barra magnética

e Filtro de membrana de 0,45 um de tamafio de poro para jeringas

e Jeringa de 5 mL
Reactivos y equipos
e Termo-digestor que alcance una temperatura de 150 °C que se pueda mantener por 2 horas
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e Centrifuga Eppendorf

e (Campana extractora

e Disolucion de sulfato amonico ferroso (FAS): se disuelven 13,72 g de sulfato amonico
ferroso hexahidratado (NH,)2Fe(50,)2 - 6H,0 en agua destilada. Luego se agregan 20
mL de acido sulfurico (H,50,) concentrado. Finalmente, la solucion se enrasa con agua
destilada hasta obtener 1 litro. Suele tener una normalidad de 0,035, la que es evaluada
antes de utilizarse. En los ensayos con baja concentracion de DQO se utiliz6 una solucion
FAS con normalidad de 0,016.

e Solucion catalitica: se disuelven 10,7 g de sulfato de plata (4gS0,) en 1000 mL de acido
sulfurico (H,50,) al 96% y se deja reposar por 2 dias. La funcion del sulfato de plata es ser
un catalizador para mejorar la oxidacion de algunos compuestos organicos durante la
digestion de las muestras.

e Solucién digestora: se disuelven 33 g de sulfato de mercurio I (HgS0,) y 10,216 g de
dicromato de potasio (K,Cr,0,) en 500 mL de agua destilada. Luego se anaden 167 mL de
acido sulfurico (H,S0,) al 96% y se enrasa con agua destilada hasta 1 L de disolucion.

e Solucién indicadora: se disuelven 0,695 g de sulfato de hierro heptahidratado (FeSO, -
7H,0) y 1,485 g de fenantrolina monohidratada (C;,HgN,) en 100 mL de agua destilada.
Se obtiene una solucion de ferroina con normalidad de 1/40 N.

e Patron de dicromato: se disuelven 1,2258 g de dicromato de potasio (K,Cr,0) en 500 mL
de agua destilada. Debe tener una normalidad de 0,05. El reactivo se debe secar durante 2

horas a 105 °C.

Antes de utilizar la disolucion FAS se determina su normalidad. Para esto se usan 5 mL de agua
destilada y 3,5 de disolucion catalitica en un matraz Erlenmeyer de 50 mL. Una vez enfriado, se
afiaden 5 mL de disolucion patron de dicromato. Se afiaden dos gotas de la solucion indicadora y
se valora la disolucion con la disolucion FAS. Asi, la normalidad del FAS se calcula mediante la

ecuacion (15).

Vk,cr,0, * Nk,cry0, (15)

Npys = %
FAS

Donde:

Vk,cry0,: volumen afiadido del patron de dicromato potasico [mL]
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Nk, cr,0,: normalidad del patron de dicromato potasico [N]

Vg as: volumen utilizado de disolucion FAS durante la valoracién [mL]

Metodologia

El limite maximo de deteccidn de esta técnica utilizando FAS con normalidad de 0,035N es de 900
mg 0, /L. Utilizando FAS con normalidad de 0,016N y disolucion digestora diluida, el limite de
deteccion del método es de 20-100 mg O, /L. En todos los casos, por restricciones en el volumen
de muestra tomado, se hizo una dilucion 1:20 con agua destilada hasta un volumen final de 2,5 mL.
Para esta analitica se usan 125 uL de muestra y 2375 uL de agua destilada. Esta disolucion debe
estar contenida en un tubo de vidrio Pyrex apto para altas temperaturas (150 °C). Es recomendable
trabajar con al menos duplicados para garantizar la correcta determinacion. Ademas, se requieren
2 disoluciones blancas (2,5 mL de agua destilada), que seran sometidas al mismo proceso que las
muestras como referencia, permitiendo obtener el valor de la DQO del agua destilada e identificar

impurezas. Ademads, permiten normalizar al estado de las disoluciones.

Trabajando en la campana extractora, debido a la toxicidad de las disoluciones, se afiaden 1,5 de
disolucion digestora y luego 3,5 mL de solucion catalitica de manera lenta por los bordes del tubo
con el objetivo de obtener dos fases y evitar que comience la reaccion, altamente exotérmica. Cabe
destacar por seguridad que, dado que se produce una reaccidon exotérmica, si no se producen las

dos fases, la temperatura de la disolucion aumenta y quema ligeramente las manos.

Una vez hecha la disolucion, se enrolla una cinta de teflon (para evitar la evaporacion durante la
digestion) en la parte superior de cada tubo en sentido horario para evitar abrirlo cuando se enrosca
la tapa. Se agitan las disoluciones cuidadosamente hasta que se mezclen las dos fases y se ponen

inmediatamente en el digestor precalentado a 150 °C, durante 2 horas.

Una vez pasadas las 2 horas, los tubos son retirados del digestor y se dejan enfriar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Para la valoracion de cada disolucidn, el contenido de cada tubo se
traspasa a un matraz Erlenmeyer de 50 mL con una barra magnética. EL tubo se lava con agua

destilada (aproximadamente misma cantidad siempre para evitar efectos visuales) para asegurarse
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de que toda la disolucidn esta en el matraz. Luego se agregan dos gotas de la disolucion de ferroina

indicadora.

Se pone el matraz encima de la placa magnética y se comienza la valoracion con disolucion FAS.
Se debe anotar la cantidad de FAS (mL) que se consume para realizar el cambio de color del

contenido del matraz de verde a rojo.

8.6.6 Protocolo de la determinacion de concentracion de NT
Se utilizo el analizador TOC-LCSN (Shidmazu, Japon) (Figura 21) para medir este parametro. La
calibracion de este quipo depende del parametro que se quiera medir (nitrégeno total, carbono total
y carbono inorganico). En el caso del nitrégeno total se utiliza una disolucion estandar de cloruro
de amonio (NH,Cl). El limite de deteccion del equipo se encuentra en el rango 0,50 y 1000 mg

NT/L.

Se realiz6 una prueba con el lodo para saber si se debia diluir las muestras tomadas de las botellas
para que entren en el rango de medicion del equipo. Para esto se realiz6 una disolucion 1:20 con
agua destilada, obteniéndose una concentracion de 2203 mg N/L en el lodo utilizado en el primer
reactor. Con este conocimiento, todas las muestras fueron analizadas en una disolucion 1:20 con
agua destilada en 5 mL de volumen. En el caso del segundo reactor, al realizar la prueba, se obtuvo
un valor de 54,509 mg N/L en el lodo. Como seguia entrando en el rango, se hizo disoluciones 1:20

en los ensayos 2 y 3 también.
Materiales y equipos

e Analizador TOC-LCSN (Shidmazu, Jap6n)

e 5 mL de muestra liquida
Metodologia

La muestra se inyecta en un tubo de combustion, donde se produce una pirolisis oxidativa a 720
°C. Asi, los compuestos nitrogenados pasan a 6xido nitrico (NO) en estado gaseoso. Esta corriente
gaseosa pasa por un sistema de refrigeracion, eliminando condensaciones que puedan dafiar el
sistema. Luego, el 6xido nitrico (NO) reacciona con ozono (0O3) formando didxido de nitrogeno
(NO,) inestable, el cual vuelve a su estado elemental emitiendo un foton en el rango de 290 a 590

nm, el cual es detectado mediante quimioluminiscencia.
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Figura 21. Analizador TOC-LCSN.

8.6.7 Protocolo de determinacion de AGV con cromatografia de gases

El cromatégrafo usado es un modelo Agilent 6850, serie II, con una columna DB-Wax de Agilent

Technologies. El gas portador es nitrégeno con un caudal de 1 mL/min.

Materiales

e | mL de muestra liquida centrifugada y filtrada

e Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies modelo CG 6850 serie 11
Metodologia

Para este método se inyecta 1 pL de la muestra, la cual debe ser filtrada con un filtro de 0,45 pm y
acidificada con H; PO, al 85% para facilitar la deteccion del acido acético. Después pasa a través
de la columna DB-Wax donde son separadas por su peso molecular. Luego, pasan por el inyector

a una temperatura de 250 °C y posteriormente por el detector, el cual opera a 280 °C. Finalmente,
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se obtiene un cromatograma con diferentes picos donde el area resultante se relaciona con la

concentracion de cada AGV en mg de acidos grasos volatiles por litro.

8.6.8 Protocolo de cromatografia liquida de alta resolucion

Se utiliza un cromatografo modelo Agilent 1260 Infinity II (Figura 22), con una columna RECEX
ROA-Organic Acid H+150 x 7,8 mm, 8 um-8% (Phenomenex). El detector es mediante indice de

refraccion modelo 1260. La fase movil es H,S0, a una concentracion de SmM.

Figura 22. Cromatografo de liquidos a alta presion, columna, detector y computador.

Materiales

e | mL de muestra liquida centrifugada y filtrada

e Cromatografo Agilent 1260 Infinity II
Metodologia

Se inyectan 20 pL de la muestra liquida, la cual pasa a través de la columna, donde los compuestos
son separados. La columna opera a 55 °C. Luego, los compuestos llegan al detector, el cual opera
a 50 °C. Aqui los compuestos son identificados y mostrados en la aplicacion del computador

aledafio.
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8.6.9 Protocolo de cromatografia de gases (biogas)

La calibracion del equipo se lleva a cabo con una mezcla estandar de gases (29,0% N,, 49,7 %
CHy, 17,5% CO,, 2,4 % N,0 y 1,4% H,S en fracciones molares), usando un método de factor de

respuesta.

Para realizar esta analitica se requiere tomar una muestra de 1 mL de gas de cada botella. El
cromatografo utilizado es un modelo Hewled Packard 5890 serie II. La columna utilizada es una
Porapack Q80/100 de 2 metros de longitud y 1” de didmetro externo (SUPELCO). Ademas, se
utiliza un integrador HP3396A Hawlett Packard. El equipo puede verse en la Figura 23.

Previo a inyectar la muestra gaseosa, se deben llevar los parametros a sus estdndares de operacion.
En este caso, la temperatura del horno debe llegar a 35 °C y el inyector y el eyector deben llegar a
110 °C. Ademas, se debe corroborar que el parametro de sefial no sea menor a 0,2 (el gas no llegara

al detector) ni mayor a 3 (la columna se encuentra contaminada).

Una vez inyectado el gas, estos se separan dentro de la columna y son llevados al detector de
conductividad térmica (TCD), donde se mide la amplitud de la sefial eléctrica de un filamento por
donde pasan los gases. La amplitud varia segun la diferencia entre la conductividad térmica del gas
patron y del gas de muestra. Finalmente, se obtiene un cromatograma donde cada pico corresponde
con un gas determinado. Un ejemplo de cromatograma est4 en la Figura 24, el cudl es el patron que
se utiliza para interpretar los cromatogramas obtenidos y calcular la composicion del biogas
producido. La limitacién de este método es que no puede detectar la presencia de hidrogeno en el

gas, que se determinard mediante el uso de otro cromatografo, descrito en el siguiente anexo.
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Figura 23. Cromatografo modelo Hewled Packard 5890 serie Il e integrador.

Figura 24. Ejemplo de muestra patron para interpretacion del cromatograma.

Del cromatograma se extrae el valor de “Area” el cual sera utilizado para calculos.

8.6.10Protocolo de cromatografia de gases para la deteccion de hidrogeno
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Figura 25. Cromatografo de gases CG-TCD YL Instrument 6500GC System.

Materiales y equipos

¢ 1 mL de muestra gaseosa

e Cromatdgrafo de gases CG-TCD YL Instrument 6500GC System
Metodologia

Este cromatdgrafo tiene una columna de tamiz molecular activado A1843-HA. Se utiliza el método
H2-Tamiz Ar6, donde el gas portador es 50 ml/min de argon. La columna opera a 100 °C, el

inyector a 120 °C y el detector de conductividad térmica a 120 °C.

Este equipo entrega un area y un porcentaje molar de hidrégeno. Utilizando este porcentaje y la ley

de los gases ideales, se pueden calcular los moles de hidrégeno producidos.

8.7 Calculos

Calculos realizados para la obtencion de los resultados tratados.

En todos los calculos se desprecia la variacion del volumen fttil de la botella, a pesar de las

extracciones de liquido, debido a que la variacion entre el volumen inicial y el final es menor al
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15% cuando se trata de la fase liquida. Sin embargo, para la fase gas, se considera un aumento de

4 mL de volumen que corresponde al volumen liquido retirado en la muestra anterior.

8.7.1 Produccion de biomasa

El crecimiento celular es el tinico proceso de los que tiene lugar en el que se consume nitrégeno,
por lo que se empleara el consumo de NT como un método indirecto para estimar la produccion de
biomasa. Esto permite reducir el volumen de muestra necesario comparado con la determinacion
directa mediante SSV y reduce la carga analitica. Ademads, da una mejor estimacion del crecimiento
de la biomasa que la determinacion de SSV cuando se emplean sustratos no solubles (aceite) que

contribuyen a la masa medida en el analisis de SSV.

Primero, se calcula el NT inicial introducido en las botellas. Para esto se utilizan los valores de NT
de la seccion 3.2 Montaje de reactores en discontinuo. En ambos casos, el nitrégeno agregado

corresponde al nitrogeno del lodo y al NH,Cl agregado de los macronutrientes.

Con los valores de las analiticas obtenidas en la seccion 4.3.1.1 Concentracion de solidos en
suspension totales (SST) y volatiles y la ecuacion (16), se puede calcular la concentracion de
nitrégeno en la botella para cada lodo. Ademads, se encuentran los valores de volumen de lodo

agregado y volumen util de las botellas.

Volumen de lodo agregado (16)

TNLodo botena(Mg/L) = Thyoao Volumen til de la botella

Luego, se calcula la cantidad de nitrogeno agregada en los macronutrientes, segun la ecuacion (17).

En todos los casos, a los reactores batch se les agrego 6780,8 mg/L de NH4CIl.

mg NH,Cl Volumen agregado 1mmol NH,Cl (17)
TN L)=e67 -
Nh4Cl(mg/ ) 6780,8 L *Volumen qtil de la botella 53,491 mg NH,Cl
14mg N
1 mmol N

Se obtuvo una concentracion de 177 mg N/L.

Asi, siguiendo la ecuacion (18), se tiene la concentracion inicial de nitrégeno total en el lodo.

NTiotesrico(Mg/L) = NTpoq0 botetia + NTwnac (18)
Este célculo sirve para calcular la dilucion que se debe hacer en las analiticas de nitrogeno total.

En todos los ensayos se utilizo una relacion 1:20. Con objetivo de tener valores mds precisos, se
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utilizo en los calculos de crecimiento de biomasa el primer valor de NT obtenido en las analiticas

como el valor total inicial de TN en cada botella NT;q(mg/L).

Abhora, el crecimiento de la biomasa se puede calcular en unidades de g DQO/L. Esta medida se
puede calcular para un momento determinado en el tiempo, dependiendo de los valores obtenidos

en de NT para cada muestra tomada.
e Concentracion de DQO/L equivalentes al crecimiento de biomasa

A partir de esta ecuacion de formacion de la biomasa, se establece que la relacion estequiométrica
entre la biomasa y el nitrogeno es de 1:1. Ademas, se determina que la DQO teérica de la biomasa
es de 1,42 mg DQO/mg biomasa. Con estos datos, la ecuacion (19), presentada a continuacion,

permite conocer la biomasa formada en unidades de DQO/L equivalentes.

1 mmol biomasa 1lg 19
— o DQObiamasa ) 1000 mg ( )

1
Biomasa (g DQO/L) = (NTtO - NTL‘L') : M— " MMpiomasa *

My 1 mmol N

Donde:
DQOpiomasa= 1,42 mg DQO/mg biomasa (DQO tedrica)

8.7.2 Acidos grasos volatiles producidos

Mediante la cromatografia de gases para la deteccion de AGYV, se obtienen las concentraciones de
estos en mg/L para cada muestra tomada. Para poder utilizar estos datos en los balances se deben
transformar a unidades que sean comparables con otros datos. Por eso se plantean 2 unidades

equivalentes:
e (Gramos obtenidos

Para esto se requiere de una conversion simple que se puede ver en la ecuacion (20).

(20)

AGV (g) = AGV; - Volumen 1til de la botella

lg
71000 mg

Donde:
AGV;: concentracion de un AGV especifico en una muestra dada (mg/L)

e Concentracion de DQO equivalentes a AGV
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Primero, es necesario obtener las equivalencias de AGV a DQO. Estas, pueden calcularse con la
ecuacion de formacion de cada acido y se presentan en la Tabla 10. Con estos datos se aplica la

ecuacion (21), que permite obtener el equivalente a las concentraciones de AGV en unidades de

DQO/L.

1g 1)

AGV (g DQO/L) = AGV;f - Factor de conversion - 1000 mg
Donde el factor de conversion depende del acido graso volatil y esta en unidades de (mg DQO/mg

AGYV) (Tabla 6)

8.7.3 Aceite no hidrolizado

Dado a las limitaciones en la conversion anaerobia de corrientes lipidicas, el calculo de la cantidad

de aceite sin convertir es de vital importancia para los balances al sistema.

Por un lado, se tienen los solidos obtenidos a finalizar el ensayo mediante la determinacidn analitica
de SSV, como se explica en el apartado 4.3.1.1 Concentracion de s6lidos en suspension totales
(SST) y volatiles. Por otro lado, se considera la biomasa inicial (SSV inicial) y la formada mediante
el crecimiento celular durante el ensayo, el cual se basa en el consumo de NT, como se explica en

el apartado 3.4.2 Produccion de biomasa.

Logicamente, la biomasa obtenida en la primera parte (determinacion de SSV) es mayor, dado que
considera gotas de aceite sin solubilizar y/o adherido al fango; en cambio, el segundo fue
centrifugado y filtrado, librandose de cualquier suciedad. Entonces, con la ecuacion (22) se pueden

obtener los gramos de aceite (g) que quedan en la mezcla.

AceiteNo hidrolizado = [BiomasaAnalitica - (Biomasa(:recimiento + Biomasalnicial lodo)] (22)

‘Volumen util - 1,42 g DQO /g SSV

Donde:

Aceitey, nidarotizado: corresponde al aceite que queda en la botella (g DQO)
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Biomasaypqiiticq: blomasa obtenida de la analitica de solidos suspendidos volatiles del apartado
4.3.1.1 Concentracion de solidos en suspension totales (SST) y volatiles al lodo que quedo al final

del experimento (g SSV/L)

Biomasacyecimiento: blomasa obtenida al realizar los calculos del apartado 3.3.1 Produccion de

biomasa (g SSV/L)

Biomasa,iciai 10d0: Plomasa obtenida de la analitica de s6lidos suspendidos volatiles del apartado
4.3.1.1 Concentracion de soélidos en suspension totales (SST) y volatiles, realizada al lodo que se

puso inicialmente en las botellas (g SSV/L)

8.7.4 Aceite hidrolizado a DOQ soluble

A partir de la Tabla 18, se conoce la cantidad tedrica de aceite agregado a las botellas inicialmente.
Asi, restando de este valor inicial el aceite restante calculado en la ecuacién anterior, se puede

obtener, con la ecuacion (23), el aceite convertido en unidades de gramos.

AceiteConveTtido = Aceitelnicial - AcelteRestante (23)

Donde:
Aceiteconvertido: aceite hidrolizado a DQO soluble (g)
Aceiteniciqr: aceite introducido al inicio del experimento (g)

Ademas, si se multiplica por la equivalencia de gramos de DQO a gramos de aceite, se puede

obtener el valor de aceite hidrolizado en unidades de DQO. Para esto se aplica la ecuacion (24).

Aceiteconvertido,po = Aceiteconvertiao * 2,83 g DQO/g aceite (24)
Donde:

Aceiteconyertido,ngo: aceite hidrolizado a DQO soluble en unidades de DQO.

8.7.5 Cantidad de dioxido de carbono, metano e hidréogeno
Primero, se calcula el porcentaje de CO, o CH, a partir de las areas obtenidas en los cromatogramas

de biogds, segun la ecuacion (25).
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-100 (25)

Donde:

%m,;: porcentaje molar

i: N,,CH, 0 CO,

A area ocupada por el gas

f: factor de respuesta que depende del gas

En la Tabla 22, a continuacion, se puede ver una tabla de los factores.

Tabla 22. Factores de respuesta de los gases del cromatografo de biogas.

Gas Factor

CO2 1

CH4 0,636
N2 1,049

Luego el porcentaje molar debe ser recalculado para considerar la presencia de hidrégeno. Esto se

puede hacer segun la ecuacion (26).

%M; = %m;/(1+ %ny,) (26)
Donde:

%ny,: se obtiene de la cromatografia de hidrogeno.
%M;: porcentaje molar recalculado de los compuestos CH, 0 CO,.

Luego se debe calcular los gramos de DQO a los que equivalen al H, y al CH4. Considerando los
factores de transformacién de 16 g DQO/mol Hy y 64 g DQO/mol CHs, se pueden obtener los
gramos de DQO segun las ecuaciones (27) y (28).

%ny, .. 9DbQo DQO0yqses (27)

DQOy. = :
QO %gases DQO ~ molH, 16 g DQO/molH,
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Yncy, cen 9 DQo DQO0ygses (28)
%gases DQO mol CH, 64 g DQO/molCH,
g g

DQO CHy =
Donde:

%gases DQO: corresponde a la suma de %ncy, y %ny, .

DQOgqses: corresponde a los gramos de DQO calculado 3.3.7 Balance de masa.

8.7.6 Balance de masa
Para cerciorarse de que el ensayo fue llevado a cabo de manera correcta y tener mas informacion
del perfil de productos obtenidos, se realiza un balance de masa a todas las cantidades finales de
compuestos presentes en las botellas de cada serie. Los balances fueron llevados a cabo en unidades

equivalentes a DQO.

El balance de materia se presenta inicialmente en la ecuacion (29) en unidades de gramos de DQO.

DQOinicial = DQasoluble + DQObiomasa + DQOQases + DQOno hidrolizada (29)
Aqui, la DQOg1yp1e corresponde a AGV, otros productos (algunos identificados mediante HPLC)

y sustrato no convertido, pero si hidrolizado.

Este valor de DQO soluble pero no transformado se puede calcular con la ecuacion (30).

DQOSoluble,no convertida = DQOSoluble - (DQOAGV + DQOHPLC) (30)

Asi, la DQO que corresponde a los gases se puede calcular con la ecuacion (31).
DQanses (g DQO) = DQOiniciar = DQOno niarotizadza — DQO0sotunte = DQObiomasa (3 1)
Este parametro puede ser calculado de esta forma sélo si toda la DQO soluble ha sido transformada

a AGV o compuestos determinados.

Entonces, se tienen todos los parametros para realizar el balance de masa. DQO;,;.io; €S la que se
introdujo al inicio del ensayo. DQO,, niaroizaaa fu€ calculada en el apartado 3.3.4. Aceite no
hidrolizado. DQOy,,.. s€ puede calcular mediante la analitica de 3.3.2.2 Demanda Quimica de

oxigeno. DQOy;,masa Tu€ calculada en el apartado de 3.3.1 Producciéon de biomasa.

A continuacion, se presenta la Figura 26, la cual es aclaratoria de lo que se espera balance.
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Otros acidos Error

Hidrégeno
AGV

DQO no
hidrolizada

Metano Biomasa

Figura 26. Balance de masa en unidades de g de DQO equivalentes, ejemplo aclaratorio.

8.7.7 Estimacion de la composicion de PHA teodrico
A partir de la Tabla 1 se pueden realizar correlaciones para estimar la composicion de PHB y PHV

que se puede producir a partir de las corrientes de AGV obtenidas en este trabajo. Con estos datos

se obtiene la Tabla 23.

Tabla 23. Valores calculados para realizar las correlaciones para la estimacion teorica de la produccion de PHA a
partir de las corrientes de AGV de este trabajo.

HB % HV Par Impar
mol % mol

Acido 96 4 100

ageyco

Acido 37 63 100

propidnico

Mezcla 4 47 53 55 45
Mezcla 5 65 35 72 28
Mezcla 1 61 39 69 31
Mezcla 2 79 21 85 15
Mezcla 3 85 15 90 10

Graficando estos datos, se puede obtener las siguientes correlaciones (Figura 27 y Figura 28)
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Figura 27. Correlacion entre AGV de carbonos pares y produccion de PHB y PHV.
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Figura 28. Correlacion entre AGV de carbonos impares y produccion de PHB y PHV.
Si bien es posible de crear a escala laboratorio, no se considera realista una corriente de aguas
residuales con AGV so6lo de carbono impar (siempre hay que considerar que el acido acético es el
primero en formarse y tiene la etapa de acetogénesis, por lo que se considera que siempre estara

presente, aunque sea en baja cantidad). Por otra parte, este punto distorsiona las tendencias lineales

87



al crear un %HV maximo aparente dentro de la célula. Por eso, ese punto no se considera en la

linea de tendencia utilizada para los calculos, aunque se puede ver representado en la Figura 28.

Ya sea que se calcule a partir de los carbonos pares o impares, los porcentajes de PHB y PHV

obtenidos deberian ser los mismos.

Para poder estimar los porcentajes de PHB y PHV que se pueden producir a partir de las corrientes

generadas en este trabajo, se deben seguir la ecuacion (32).

(32)

Y%Moles, = (%masa/masaj

MOZeSTotales) 1100

Donde:
j: corresponde al AGV de cada corriente.

Luego, simplemente se suman los %Moles; de los AGV de carbonos par (acético y butirico) y los

impares (propidnico y valérico) y se aplican las correlaciones.

8.8 Balance de materia
En el primer ensayo, no se pudo realizar la analitica de deteccion de hidrogeno, por lo que no se
realizo el balance de masa. Como se puede ver en la Figura 29 y Figura 30, no se considerod
necesario ilustrar un balance de la serie de blancos, debido a que, como no se agregd un sustrato
que proporcionara alimento para el crecimiento de los microorganismos y la produccion de AGV,

no es interesante de analizar.

Al realizar los balances de masa se debe considerar que pueden formarse compuestos no deseados,
imprevistos o que no son detectados por los equipos y métodos utilizados. Entre estos, al realizar
la analitica de HPLC, se encuentran en acido oxalico y el &cido fumaérico. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que haya mas y seria de gran interés para proximas investigaciones el
poder buscar la presencia de estos. Ademas, el dcido palmitico, el cual tampoco puede ser detectado
en los métodos de los equipos utilizados, suele formarse durante la hidrélisis del 4cido oleico y
posiblemente forma parte de los compuestos denominados como “desconocidos”. Dado que se
tiene un andlisis de triacilglicéridos del aceite utilizado en el ensayo (Tabla 15) y ninguno de esos

AGCL se puede detectar mediante los métodos de cromatografia utilizados, se tiene la Tabla 13,
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donde se presentan los compuestos que se cree que pueden formar parte de los “desconocidos”. En

futuras investigaciones, se sugiere realizar una analitica que permita detectar su presencia.

En el caso del aceite y el 4cido oleico, el crecimiento de la biomasa se tuvo que estimar con una
relacion teorica a partir de la glucosa, dado que en las fechas en las que terminaron esos ensayos
los microorganismos estaban muertos o muriendo, por lo que se liber6 nitrogeno al medio lo que

genera un ‘“‘crecimiento negativo”.
Esta relacion corresponde a 0,12 g DQO (biomasa de crecimiento)/g DQO (AGV formados).

A continuacion, se tiene el balance de materia del segundo ensayo (Figura 29)

(a) Acido succinico Etanol (b) Acido succinico
0% Glicerol
0%

Hidrégeno 1% 4% Hidrégeno
13% 17%

AGV
30%

Error

Biomasa
crecimiento

8% Biomasa
b

crecimiento
4%

AGV
69%

DQO no
hidrolizada
33%

Figura 29. Balance de masa del segundo ensayo. (a) serie glucosa), (b) serie aceite.
Por otra parte, durante el ensayo 2, las botellas de glucosa tuvieron que ser despresurizadas varias
veces e incluso tuvieron que dejarse pinchadas durante un fin de semana completo con fines de
seguridad. Esto provoco que la cantidad de moles producidos sea dificil de determinar, por eso se

realiz6 el calculo a partir de la ecuacion (31).

En el caso del ensayo 3, no toda la DQO soluble se convirtié en AGV ni se pudo identificar todos
los compuestos, como se puede ver en la Figura 30. Los compuestos no determinados se calcularon

en base a la DQO soluble final seglin la ecuacion (33).

DQONO determinada (g DQO) = DQosoluble - DQOHPLC - DQOAGV (33)

En este caso, los compuestos desconocidos no se considera que correspondan a gases y no se aplica

la ecuacion (31), sino que para calcular los gases se calcul6 el total de gases formados a partir de
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las presiones y el volumen aplicando la Ley de los Gases Ideales para despejar los moles (ecuacion
(34)).

P.V:n-R-T (34)

Donde:

n: moles totales formados

P: sobrepresion acumulada en unidades de atmosferas

V: volumen de espacio de cabecera usado por el gas en unidades de litros
R: constante de la Ley de los Gases Ideales (0,082 L - atm/(mol - K)

T temperatura de operacion (303,15 K)

Luego se aplican las ecuaciones (25) y (26) y se multiplica por los factores de conversion 16 g

DQO/mol Hz y 64 g DQO/mol CH, para obtener sus equivalencias a DQO/L.

El pardmetro que mas destaca, luego de la cantidad de AGV producidos, es la cantidad de
DQOy, nidrotizada que se obtuvo en el segundo ensayo. Esto puede deberse a la gran cantidad de
aceite y acido oleico que estaba en forma de floculos en la superficie o estaba pegado a las paredes.
Esto generd que el balance de las botellas que contenian aceite fuera complejo y posiblemente
contenga mucho error, dada la forma en que se tuvo que estimar la biomasa, ademas de que la DQO
correspondiente a los gases se estim6 como lo que restaba, por lo que esta afectada por todo el error

que pueda tener el resto de las analiticas.
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DQO no determinado _ Succinico
(a) 11% /0%
Metano _ ~

Hidrégeno _
4% AGV
37%
DQO no
hidrolizada

37%
Biomasa

crecimiento
11%

(b) AGV Biomasa
2%  crecimiento
1%

DQO no
determinado
33%

DQO no
hidrolizada
47%

Metano
17%

Hidrogeno
0%

Figura 30. Balance de masa del tercer ensayo. (a) Acido oleico, (b) Aceite (1,87 g DQO/L)

Un andlisis més detallado de cada parte del balance se presenta en los siguientes apartados y no se

explica ahora con objetivo de no repetir, ademés de poder entrar en detalles como el efecto del pH,

el in6culo, el sustrato, ademés de DQO soluble alcanzada, AGV obtenidos y otros parametros de

interés.
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Figura 31. Ratios calculados en el primer ensayo. (a) Ratio 1, (b) Ratio 1.
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Figura 32. Ratios calculados en el segundo ensayo. (a) Ratio 1, (b) Ratio 1.
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Figura 33. Ratios calculados en el tercer ensayo. (a) Ratio 1, (b) Ratio 1.
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8.10 Fotografias de las botellas

(b)

Figura 34. Fotografias de las botellas de la serie de aceite del segundo ensayo.
De izquierda a derecha: 34, 3B, 3C. (a) 19 de diciembre 2023, (b) 8 de enero de 2024.
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Figura 35. Fotografias de las botellas de la serie de aceite y acido oleico del tercer ensayo.
Arriba: (a) y (b) Aceite (1,87 g DQO/L). (¢) y (d) Aceite (0,75 g DQO/L). Abajo: (e) y (f) dcido oleico.
18 de enero de 2024
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8.11 Analisis de DQO soluble

e Primer ensayo

A continuacioén, en la Figura 36 se pueden ver los AGV totales formados en cada serie y la

DQO soluble disponible.

4,5 12

4,0 /p
.___—__."-‘_____‘_ —* .
3,5 _ .

3,0

2,5
2.0
1,5

1.0

Concentracion AGV [g DQO/L]

0,5

]

[=2]
Concentracion DQO soluble [g DQO/L]

0,0
1 2 3 4 5 B 13 16 22
Tiempo [Dias]
—8— MGV serie glucosa AGY serie aceite —— DO serie glucosa —fee DO0 serie aceite

Figura 36. AGV acumulados y DQO soluble en unidades de DQO/L durante el primer ensayo.

En la serie de glucosa se alcanzo6 un total de 3,970 g DQO/L de AGV y en la serie de aceite, s6lo
0,633 g DQO/L de AGV.

Ademas, en la Figura 36 se observa que, para el caso del ensayo con glucosa, inicialmente hay un
ligero consumo de los AGV presentes en el medio y que no fue hasta entre el dia 5 y 8 cuando la
concentracion de AGV aumenta significativamente. Entre los dias 8 y 22, no hubo incremento en
la sobrepresion, como se puede ver en la Figura 20, anexo 8.6.2. Por lo tanto, la produccion de
AGYV durante este periodo se debe potencialmente a reacciones de fermentacion secundarias en las

que metabolitos intermediarios como etanol, dcido lactico u otros son convertidos a AGV.

Por otra parte, las botellas en las que se ha empleado aceite residual como sustrato presentan un
incremento de AGV sostenido en el tiempo, sugiriendo, de acuerdo con Holohan et al., 2022 que
hay una limitacion cinética por la superficie disponible en el proceso y que el méximo no se ha
alcanzado. La diferencia entre la DQO soluble experimental y la DQO determinada a partir de las

concentraciones de AGV es un indicativo de la presencia de sustrato sin convertir y otros productos
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no identificados. Dado que se realizé un HPLC, se sabe que los productos desconocidos no son
etanol, acido succinico, formico 4cido lactico ni glicerol como podria esperarse de la hidrolisis de

un aceite.

e Segundo ensayo

A continuacion, para comparar con el primer ensayo, se presenta la Figura 37 con la cantidad
acumulada de AGV en unidades de DQO/L equivalentes, para poder tener un total obtenido. Como
se puede apreciar, la concentracion de AGV obtenidos en las botellas de glucosa (6,93 g DQO/L)
logré casi duplicarse en comparacion con la Figura 36. En el caso del aceite, el resultado final de
AGV acumulados logrd casi cuadriplicarse (2,38 g DQO/L). En el dia 9 de experimento, a
mediodia, luego de tomar la primera muestra de ese dia, se inyectd 1 g de DQO/L como glucosa
para estimular la hidrolisis suministrando DQO soluble que pueda ser facilmente utilizada y por

tanto los microorganismos tengan una fuente de energia para la produccion de enzimas hidroliticas.

i
=

=

[=]

g 9 9
o 8 8
o
oo 7 7
>
g . :
c o 5
©
E 4 4
g 3 3
8 ]
c 2 / 2
S — 1

1

'—..__,_——
0 0
0 2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tiempo [Dias]
—8—DQO serie glucosa  =—®==DQO serie aceite = —#=—AGV serie glucosa AGV serie aceite

Figura 37. AGV acumulados y DQO soluble en unidades de DQO/L durante el segundo ensayo.

e Tercer ensayo

En la Figura 38 se ve que la DQO soluble desciende entre el dia 1 y 2, posiblemente debido a un

error por trabajar con concentraciones demasiado bajas.
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Figura 38. AGV acumulados y DQO soluble en unidades de DQO/L en el tercer ensayo.

En la Figura 38 se puede ver que la DQO soluble aumenta cada dia, esto debido a que el aceite se
estaba hidrolizando y solubilizando a la vez que se formaban AGV. La hidrolisis se puede
evidenciar al comparar la concentracion de glicerol presente el dia 2 (10,49 mg/L) con la del dia 4

en la cual ya no hay glicerol.
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