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Resumen:

Este trabajo evalué la viabilidad de la produccién de AGVs, a partir de bagazo de cerveza,
un producto de desecho, mediante la fermentacién anaerobia.

El experimento se llevd a cabo en dos reactores semicontinuos de tanque agitado (25°C,
pH 5.5-6 y 250 rpm). El reactor 1 fue alimentado con bagazo bruto, mientras que el
reactor 2 se alimentd con bagazo pretratado mediante explosidon de vapor (180°C 20
min). Adicionalmente, sobre este reactor 2 se traté de realizar una hidrdlisis enzimatica
(Cellic CTec 3). No obstante, al no lograr solubilizar una gran cantidad de DQOs, se
descarto la idea.

La explosion de vapor consiguiéo aumentar la disponibilidad de azlucares fermentables,
lo que se reflej6 en una mayor de produccién de AGVs en el reactor 2, con una
concentracion de AGVs de 15.2 g/L y una bioconversion de 59.2%.

Los resultados obtenidos demostraron la viabilidad de la produccién de AGVs a partir de
bagazo, ademas de demostrar la eficacia del pretratamiento de explosién de vapor, asi
como, la poca eficacia de la hidrdlisis enzimatica.

Palabras calves: Bagazo, fermentacién, acidos grasos volatiles, pretratamiento y
bioconversion.

Abstract

This study evaluated the feasibility of producing VFAs from brewer’s spent grain, a waste
product, through anaerobic fermentation.

The experiment was performance in two semi-continuous stirred tank reactors (25°C,
pH 5.5-6 y 250 rpm). Reactor 1 was fed with raw spent grain, whereas reactor 2 received
steam-exploded spent grain (180°C 20 min). Additionally, for reactor 2 an enzymatic
hydrolysis using Cellic CTec 3 was performed. However, since significant solubilization
of DQO was not achieve, the idea was abandoned.

Steam explosion successfully increased the availability of fermentable sugar, which led
to higher production of VFAs in reactor 2, reaching a concentration of 15.2 g/L and
bioconversion yield of 59.2%.

The results demonstrated the feasibility of VFAs production from brewery spent grain,
showing both the effectiveness of steam explosion pretreatment and the limited
efficiency of enzymatic hydrolysis.

Key words: brewery spent grain, fermentation, volatile fatty acids, pretreatment
and bioconversion
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1. Introduccion

Unos de los principales objetivos para el siglo XXI es la sostenibilidad ambiental. Para
lograrla es necesario impulsar la economia circular, la cual se basa en la recuperacion,
reutilizacidn y reciclaje de los residuos. Por esta misma razén, en los ultimos afios, se
estd avanzando hacia el objetivo de residuos cero [1]. En ese contexto, el Unién Europea
(UE) estd adoptando diversas medidas para alcanzar este objetivo, especialmente a
través del Pacto Verde Europeo. El cual promueve el uso mas eficiente de recursos y la
prolongacion de la vida atil de los productos mediante acciones como la prohibicién del
plastico de un solo uso, la obligacién de aplicar el ecodisefio, entre otras [2]

Para los residuos ya producidos, la UE intenta implantar la jerarquia de residuos, la cual
establece el orden de las prioridades en la gestién de los residuos, que son: prevenir,
reutilizar, reciclar, valorizar y como ultima opcién, eliminar [2]. Por este motivo, se han
empezado a valorizar materiales de desecho, utilizdndolos como materia prima para la
obtencién de productos con un valor comercial, buscando reducir los efectos del cambio
climatico y la contaminacién [1], [3].

Las estrategias de revalorizacién de los residuos consisten en la transformacién de
residuos en nuevos productos que posean valor afiadido [3]. La valorizacién de residuos
organicos se puede llevar a cabo por diferentes rutas, entre las que destacan las rutas
termogquimicas y bioldgicas.

Dentro de las rutas termoquimicas, la incineracion es una de las posibilidades. En este
proceso, los residuos organicos se queman a temperaturas superiores a 850°C durante
tiempos de 2 segundos [4], lo que permite la combustién completa de la materia
organica, generando una gran cantidad de energia térmica, la cual se transforma en
energia eléctrica posteriormente, contribuyendo a la produccién de energia renovable.
Sin embargo, esto proceso requiere de un gran sistema de filtrado para evitar las
emisiones de compuestos contaminantes con las dioxinas, furanos, ... [4], [5] lo cual
representa unos de los principales desafios medioambientales asociados a esta
tecnologia.

Por otro lado, las rutas bioldgicas incluyen el compostaje y la digestién anaerobia, entre
otras. El compostaje es un proceso aerobio mediante el cual los residuos organicos,
como restos de alimentos, restos vegetales, ... (siempre y cuando sean recogidos de
manera selectiva), se descomponen en presencia de oxigeno [6]. Como resultado final
se obtiene compost; un producto que se usa como abono agricola, reduciendo el uso de
fertilizantes quimicos [6], [7]. En cambio, la digestidon anaerobia degrada los residuos
organicos sin necesidad de oxigeno. Durante el proceso de digestion anaerobia se
genera biogas (mezcla de gases rica en metano) como producto final, que se puede
aprovechar para la generacion de energia de una fuente renovable. Ademas, el digestato
producido se puede aprovechar como fertilizante [8].
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1.1.Bagazo de cerveza

La cerveza es una de las bebidas mas consumidas en el mundo. De hecho, es la bebida
alcohdlica mas popular. Los principales ingredientes de la cerveza son el agua, la malta,
el lapulo, la levadura, azucar y una mezcla de cereales [9]. En 2023 se produjeron en
torno a 1885 millones de hectolitros de cerveza a nivel mundial, siendo China el principal
productor de cerveza, con una produccién de 350 millones de hectolitros [10]. No
obstante, la produccion de cerveza en Europa esta en aumento, siendo los principales
productores europeos, Alemania con 84.9 millones de hectolitros, Espafia con 41.5
millones de hectolitros y Polonia con 35 millones de hectolitros [11], [12].

Durante el proceso de produccion no solo se consigue la cerveza, si no que se generan
grandes cantidades de subproductos y residuos. El bagazo es uno de ellos y representa
el 85% del total de los residuos de la industria cervecera, ya que para producir 1
hectolitro de cerveza se generan 20 kg de bagazo [13], [14]. Como se muestra en la
Figura 1, este residuo estd compuesto por granos de cebada, trigo, etc que han sido
utilizados para extraer los azucares fermentables.

Figura 1: Bagazo de cerveza humedo [15]

El bagazo es un subproducto caracterizado por su alto contenido en fibra y proteinas. Al
tratarse de un material lignocelulésico, este material presenta una estructura similar a
la mostrada en la Figura 2. Posee un elevado porcentaje de humedad, que suele rondar
el 80% [16]. Si se analiza la composicién en peso seco, estd constituido por un 40-50%
de polisacdridos, aproximadamente un 30% de proteinas y entre un 12-28% de lignina
[17]. Los principales polisacaridos que componen el bagazo son: la celulosa, que
representa entre un 15 y un 18% (del peso seco del bagazo); la hemicelulosa, cuya
proporcidn esta entre el 24 y el 31%; y el almiddn, que representa entre un 2 y un 3%
[13]. Gracias a esta composicidn, el bagazo se ha estado utilizando como alimento para
el ganado. De hecho, se ha reportado que la calidad de la leche producida por las vacas
es incluso mejor cuando estas son alimentadas con bagazo [18].
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Figura 2: Estructura de una biomasa lignocelulésica [19]

El bagazo se ha estado utilizando también para producir energia, mediante combustién,
pues posee un poder calorifico neto de 19.9 MJ Kg1. No obstante, este método presenta
varias desventajas, ya que el bagazo tiene una gran humedad, la cual habria que reducir
previamente. Ademas, la combustion de bagazo genera grandes cantidades de gases de
efecto invernadero, como el SO, y NO;, entre otros [20], [21].

Las ultimas investigaciones intentan utilizar el bagazo como materia prima para la
produccién de biocombustibles u otros productos utiles para la industria quimica. Estas
investigaciones estan basadas, sobre todo, en la utilizacién de procesos bioldgicos para
tratar el bagazo y obtener nuevos productos de valor afiadido [20]. Con el objetivo
principal de utilizar los azucares contenidos en el bagazo como fuente de carbono de
microorganismos, y que estos los transformen en productos de interés. No obstante,
debido al alto contenido en lignina, no es facil acceder a la celulosa y hemicelulosa del
bagazo para que estas fracciones puedan ser utilizadas por los microorganismos. Es por
ello que se necesitan una serie de pretratamientos que modifiquen la estructura
lighoceluldsica y asi facilitar el acceso a los polisacaridos [22].

1.2.Pretratamientos

El objetivo del pretratamiento es modificar la estructura conformado por la lignina y la
hemicelulosa, reducir la cristalizacién de la celulosa y aumentar la porosidad del bagazo.
Ademas, el pretratamiento debe disefarse de modo que no se degraden los
carbohidratos y evitando que se generen subproductos que inhiban los procesos
posteriores. Existen numerosos tipos pretratamientos, los cuales se pueden clasificar de
la siguiente forma:

e Pretratamientos fisicos

Son el conjunto de procesos mecdnicos para la modificacion de la estructura
lighoceluldsica. La trituracion es uno de los principales métodos y consiste en reducir el
tamafio de las particulas. Otro pretratamiento muy comun es la explosidn por vapor. De
hecho, es el pretratamiento fisico mas utilizado para materiales lignocelulésicos y
consiste en tratar la biomasa con vapor saturado a alta presidon para luego reducir la
presion drasticamente. Este proceso provoca que lo materiales sufran una
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descompresion explosiva [22]. Esta técnica suele emplear temperaturas entorno a los
160-260°C durante un periodo de tiempo que suele oscilar entre 2 y 30 minutos [23].

En la Figura 3, se muestra la composicién y estructura de la biomasa lignocelulésica,
como el bagazo, tras someterse a un tratamiento de explosién por vapor. Tras este tipo
de pretratamiento, la estructura cambia, exponiendo la celulosa y hemicelulosa, siendo
mas accesible para los microorganismos [24] .

Hemicelulosa Pretratamiento ( ‘ ;
- ,\). v j., Hemicelulosa
l . : /. c\'
L
7/
OJ.J
Lignina . \‘
L
e
Celulosa oo Celulosa

Figura 3: Estructura lignoceluldsica tras el pretratamiento [24]
e Pretratamientos fisico-quimicos

Los pretratamientos fisico-quimicos son la combinacién de procesos mecdanicos vy
reacciones quimicas para modificar la estructura de un material. Unos de los mejores
ejemplos, es la combinacién de la explosién por vapor con distintos productos quimicos,
como el HS04 0 el NaOH. Esta aproximacidn consigue realizar una hidrolisis acida o
alcalina, al mismo tiempo que se realiza la explosion de vapor, mejorando notablemente
la degradacidén de lignina y hemicelulosa [25], [26]. Otro método muy utilizado es la
explosién de fibra con amoniaco (AFEX), siendo este un proceso muy parecido a la
explosion de vapor, pero que en lugar de utilizar agua emplea amoniaco. Esta diferencia
permite que el pretratamiento no genere compuestos inhibidores, favoreciendo una
fermentacion posterior [27].

e Pretratamientos quimicos

Los pretratamientos quimicos consisten en la utilizacion de reactivos quimicos para
alterar la composicién del material. Entre los procesos mas importantes se encuentran
la hidrélisis acida y la hidrdlisis alcalina, en los cuales la biomasa se trata con acidos como
el H,SO4 o el HCI, o con bases como la NaOH, en concentraciones y tiempos de reaccién
variables. Estos compuestos reaccionan con las uniones estructurales de la biomasa
lignocelulésica, permitiendo la hidrélisis de la celulosa y mejorando asi su disponibilidad
para procesos posteriores [3], [22].
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e Pretratamientos biolégicos

Este tipo de pretratamiento se basa en la utilizacion de microorganismos,
principalmente hongos, para degradar la estructura lignocelulésica. Sin embargo, la tasa
de hidrdlisis en este tipo de pretratamiento es muy baja [28]. Por otro lado, la hidrdlisis
enzimatica, que suele estar combinado con otro pretratamiento previo, favorece la
produccién de moléculas mas sencillas a partir de los compuestos poliméricos (celulosa
y hemicelulosa). Durante el pretratamiento previo (por ejemplo, un pretratamiento
fisico como explosién por vapor) se aumenta la disponibilidad de dichos compuestos
poliméricos para que, en una segunda fase, las enzimas, en este caso celulasas y
hemicelulosas, se encarguen de hidrolizar y transformar la celulosa en azlcares
reductores. Mds concretamente, estos azucares mas simples suelen estar representados
principalmente por glucosa y xilosa, siendo ambas moléculas facilmente fermentables
por diversos microorganismos [22], [28].

1.3.Digestion anaerobia

Entre los bioprocesos que se pueden utilizar para revalorizar residuos organicos, la
digestion anaerobia es posiblemente una de las mas convencionales. La digestion
anaerobia es un proceso bioldgico en el cual una serie de microorganismos, en ausencia
de oxigeno, descomponen la materia organica generando como producto final biogas,
una mezcla formada principalmente por metano y diéxido de carbono. Tal y como se
muestra en la Figura 4, la digestion anaerobia tiene 4 etapas basicas: la hidrélisis, la
acidogénesis, la acetogénesis y la metanogénesis [29], [30].

Materia orgdnica complaja
(carbohidratos, |ipidos v prateinas)

HIDROLISIS
[Bacierias fesmentativas hidealiticas)

Componenies organicos simples
(aricares, Acidos grasas y aminodcidos)

ACIDOGENESIS

Bacteria fermentativa acidogénica

Acidos organicos volatiles (cadena larga),
alcoholes, celonas

ACETOGENESIS

Bactarias acelogénicas productoras de hidrdgeno | Ba:'.e'aia:eb:qénl:as
" -
Hz. CO; . Acetato
L4
I |Bactenias acetogénicas consumidoras de hidrdgena) I
. IR e METANOGENESIS Medanogénicas acelodasicas
Melanogénjcas hidrogenobrficas
CH,, €Oy

Figura 4: Proceso de la digestion anaerobia [30]
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En la primera etapa, es decir, en la hidrdlisis, se consigue la degradacion de la materia
organica mdas compleja, produciendo moléculas mas pequefias y, por tanto, mas
biodisponibles, que serdn utilizadas en las siguientes etapas. En la acidogénesis o
también conocida como fermentacién, los compuestos producidos en la hidrdlisis son
utilizados por las bacterias y se degradan en acidos grasos volatiles, es decir en AGVs,
como lo son el acido butirico, propidnico, acético, ... y en gases como el hidrégeno y el
didxido de carbono [31], [32].

Durante la acetogénesis, los AGVs se convierten en acetato, didxido de carbono e
hidrégeno. Por ultimo, en la metanogénesis, todos los productos anteriores son usados
por las arqueas metanogénicas para producir metano, siendo esta etapa la mds delicada
y que limita la velocidad del proceso. Esto es debido a la gran sensibilidad de las
bacterias metanogénicas a cambios en medio o condiciones operacionales en los
reactores, pero sobre todo también debido a su lento crecimiento [29], [32].

Durante la digestion anaerobia completa se produce biogds, un gas compuesto
fundamentalmente por metano (CHa4) y didxido de carbono (COz). Sin embargo, existe
una alternativa muy investigada en los ultimos afios en los que se inhibe la fase
metanogénica para producir AGVs. El alto interés en estos compuestos se debe a su gran
aplicabilidad como moléculas plataforma por un gran ndmero de reacciones que se
llevan a cabo en la industria del transporte, farmacéutica y del plastico. En comparacién
con la producciéon de metano, la produccion de AGVs puede ser mads rentable
econdmicamente, ya que el valor en el mercado es de 50-130 S/tonelada, que es mayor
que el precio del metano 0.72 S/m3 [31].

Actualmente, la gran mayoria de la AGVs disponibles en el mercado son sintetizados
mediante procesos petroquimicos[33], [34]. Esta via presenta un rendimiento elevado y
tiempos de reaccidon rapida. Sin embargo, el aumento de la demanda de AGVs vy la
creciente preocupacion ambiental sobre el uso de combustibles fésiles han impulsado
numerosas investigaciones orientadas a disminuir la produccién de AGVs mediante
procesos petroquimicos. Como resultado, han surgido nuevas alternativas mas
sostenibles con el medio ambiente, favoreciendo la sostenibilidad y renovabilidad, entre
la que destaca la digestion anaerobia [35].

Para favorecer la produccion de AGVs durante la digestidon anaerobia, y evitar su
consumo por parte de los microorganismos metanogénicos, se pueden modificar varios
parametros de operacién del proceso. Principalmente se busca inhibir la metanogénesis,
ya que es en esa etapa donde se consumen los AGVs, y para ello se puede reducir el
tiempo de retencién o alimentar con altas cargas organicas, lo cual provoca que la
acidogénesis sea lo Ultima etapa, resultando en una acumulacion de AGVs, evitando que
el proceso llegue a la metanogénesis [36]. En estas condiciones, la digestién anaerobia
no se completa, por lo que, al detenerse en la mitad de proceso, se denomina
fermentacion, la cual produce productos intermediarios, como los AGVs, alcoholes, ...
en lugar de biogds como producto final [37]. También se pueden inhibir a las arqueas
metanogénicas variando el pH, disminuyéndolo por debajo de 6.0 o aumentadndolo por
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encima de 8.0, o introduciendo algin compuesto especifico que sea un inhibidor de
actividad metanogénica [36].

1.4. Acidos grasos volatiles

Los AGVs son acidos carboxilicos saturado o insaturados. Aunque se les conozca como
acidos volatiles no lo son a temperatura ambiente. El término volatil hace referencia a
la capacidad para pasar al estado gaseoso bajo condiciones bastante moderadas [38].
En este grupo se incluyen acidos monocarboxilicos alifaticos cuya longitud es de 6 o
menos atomos de carbono. Los principales AGVs son: el dcido féormico (C1), acético (C2),
propiénico (C3), n-butirico (C4), isovalérico, n-valérico (C5), y caproico (C6). También se
les puede conocer como acidos grasos de cadena corta, pero este término es erréneo
ya que existen otros acidos orgdnicos de cadena corta que no son volatiles [39], [40].

Los AGVs se caracterizan por ser liquidos a temperatura ambiente, aunque sus puntos
de ebullicién no son excesivamente altos. Gracias al grupo carboxilo (-COOH), son
solubles en agua. Esta propiedad se utiliza en técnicas de separacidon, como la
destilaciéon, que permite aislarlos de disoluciones acuosas bajo condiciones suaves [40].

Los principales AGVs son:
e Acido acético:

Este dcido consta de dos dtomos de carbono en su estructura (Figura 5). Se trata del
acido organico mas utilizado actualmente, con un consumo de 18.71 millones de
toneladas en 2024 [41]. Se trata de un liquido incoloro con un olor fuerte. Tiene unas
propiedades acidas bajas, disolviéndose facilmente en disolventes polares como el agua.
Por otro lado, tiene el precio en el mercado mas bajo, ya que el precio de aumenta en
funcién de los carbonos que componen la cadena del AGV. El precio del acido acético en
el mercado es de 600S por cada tonelada [1].

O
H3C) J\OH

Figura 5: Estructura del dcido acético [42]

Se lleva utilizando el 4cido acético desde la antigliedad como conservante de alimentos,
ya que impide el crecimiento de bacterias y hongos. Es una materia prima fundamental
para la industria quimica, ya que es el precursor de acetato de etilo, usado para pinturas
y barnices, del acetato de celulosa, que se emplea en fibras sintéticas[35].

e Acido propiénico:

El 4cido propidnico es un acido carboxilico de tres &tomos de carbono (Figura 6) con un
olor desagradable. Se suele encontrar de manera natural en lacteos, en el sudor
humano, ... Sin embargo, su produccién industrial proviene del petréleo, se estima que
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en 2017 se produjeron 349272 toneladas [2]. Es soluble en disolventes polares, como el
agua. Presenta un precio de mercado de 2000S por cada tonelada [1], [43].

@)

/\/CH3
HO

Figura 6: Estructura del dcido propionico [44]

Su principal aplicacién se encuentra en la industria alimentaria y agricola. Gracias a su
capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias y mohos, se emplea como
conservante de productos horneados y para la alimentacidn animal. En la agricultura, se
utiliza en la sintesis de herbicidas. Ademas, también desempeiia un papel relevante en
la fabricacién de algunos plasticos y resinas [9], [43].

e Acido butirico:

Se trata de un acido con cuatro atomos de carbono en su estructura (Figura 7). Es un
liqguido incoloro o ligeramente amarillo, con un olor desagradable. Su produccién
industrial se lleva a cabo a través de métodos petroquimicos. De manera natural, se
encuentra en los lacteos, como el queso o mantequilla y como subproducto de bacterias
intestinales. En el mercado tiene un precio de 2163$ por tonelada [43].

O

H3C/\/\OH

Figura 7: Estructura del dcido butirico [45]

Uno de sus principales aplicaciones del acido butirico es en la industria farmacéutica,
para el tratamiento de problemas intestinales. Por este motivo también es utilizado
como aditivo en piensos para animales. También se utiliza en la industria quimica para
formar los esteres de butirato que son utilizados para la sintesis de perfumes,
plastificantes, ... En el campo médico se ha empezado a investigar el uso del acido
butirico debido a que posee efectos anticancerigenos [9], [46].

e Acido valérico:

También llamado, acido pentanoico, este acido estd compuesto por cinco dtomos de
carbono lineales en su estructura (Figura 8), con un olor penetrante y desagradable. Se
encuentra de manera de manera natural en plantas y aceites. Se estima que, en 2020,
el mercado del acido valérico movié cerca de 1506 millones de S, con tendencia a
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aumentar los siguientes afios. Se trata de un compuesto soluble en agua y que se
absorbe facilmente en superficies hidréfobas [35].

CHy
HO

Figura 8: Estructura del dcido valérico [47]

El acido valérico presenta diversas aplicaciones, principalmente en la industria
alimentaria, de bebidas y cosmética, ya que se trata de un intermedio quimico que se
utiliza para la fabricacién de diferentes sabores, perfumes, lubricantes, productos
farmacéuticos y otros productos quimicos agricolas [35].

e Acido caproico:

El 4cido caproico, también conocido como dacido hexanoico, es un acido carboxilico
compuesto por seis dtomos de carbono (Figura 9). Se presenta como un liquido oleoso,
incoloro y con un olor acre. De manera natural, se encuentra en pequeiias cantidades
en aceites y grasas animales [35].

H,\C OH

Figura 9: Estructura del dcido caproico [48]

Las principales aplicaciones industriales de este acido son en la fabricacién de
plastificantes, como agente antimicrobiano, como aditivo en sabores y como aditivo
para alimentos de animales. Se estimé que el mercado del acido caproico alcanzaria los
1250 millones de $ en el 2020 [35].
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2. Objetivo

Este trabajo fin de master tiene como objetivo principal estudiar la viabilidad de la
produccién de AGVs, compuestos de alto valor afadido, a partir de bagazo, un residuo
de la industria cervecera, mediante la fermentacion anaerobia. Este estudio impulsa la
economia circular y la reduccion de residuos a ser tratados para su conversion.

Para lograr el objetivo principal, se establecen los siguientes objetivos especificos:

e Evaluacién de la efectividad de los pretratamientos aplicados al bagazo, en
términos de solubilizacion de materia organica y su posterior impacto en la
produccién de AGVs

e Evaluar el rendimiento de la bioconversidn del bagazo mediante la fermentacion
anaerobia, cuantificando la produccién de AGVs, con el fin de analizar la
viabilidad del proceso.

14



Produccion de acidos grasos volatiles mediante fermentacion anaerobia

3. Materiales y métodos

3.1. Fango anaerobio

Para este estudio de investigacidn se utilizé un fango anaerobio digerido proveniente la
estacidon depuradora de aguas residuales (EDAR) Las ERAS, en Valladolid. El fango se
almacend en camara fria (4°C) hasta uso.

3.2. Caracterizacion del bagazo

El bagazo fue obtenido de la fdbrica cervecera Mahou situada en Getafe (Madrid,
Espafia). Se congeld para evitar que se degradara y se descongeld y caracterizé a medida
que se necesito para ser utilizado como sustrato de los reactores anaerobios. En la Tabla
1, se muestra las caracteristicas del bagazo bruto, donde ST son los sdlidos totales y SV
los sélidos volatiles contenidos en bagazo

Tabla 1: Parametros del bagazo

ST (g/L) 211.7 +2.5
SV (g/L) 203.9 +1.3

3.2.1. Pretratamiento

Con el objetivo de modificar la estructura fisica y quimica del bagazo, y conseguir una
mayor exposicion de los azucares fermentables, se aplicé un pretratamiento fisico-
guimico, conocido como explosion por vapor. Este proceso consistid en realizar una
hidrolisis térmica al bagazo. Para ello, se introdujo una cantidad fija de bagazo y se
hidrolizd a 180°C durante 20 minutos. Estas condiciones fueron seleccionadas
basandose en resultados anteriores descritos en Kemppainen et al [49]. El bagazo
presento una composicion de 45.4 +0.1% de carbohidratos, 30.1 +0.4% de proteinas,
21.7 +0.7% de lipidos y un 2.7 +1.2% de cenizas. En la Tabla 2 se muestran las
caracteristicas quimicas del bagazo hidrolizado, donde DQOt es la demanda quimica de
oxigeno total, DQOs es la demanda quimica de oxigeno soluble y NKT es el nitrogeno
Kjeldahl total.

Tabla 2: Parametros del bagazo pretratado térmicamente

DQOt (g/L) 43.1+1.8
DQOs (g/L) 19.2 +0.3
Carbohidratos (g/L) 15.5 +0.2
NKT (gN/L) 1.6 0.1

ST (g/L) 34204

SV (g/L) 33.3+0.7
Lipidos (g/L) 7.5+0.3
Amonio (g/L) 0.08 +0.0
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Para la evaluar el rendimiento del pretratamiento, se utilizé la Ecuacidn 1, la cual indica
la cantidad de DQO que ha sido solubilizada.

DQOs
DQOt

Solubilizacién(%) = Ecuacidn 1

3.2.2. Hidrolisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica del material pretratado se llevé a cabo utilizando la enzima Cellic
CTec 3, suministrada por Novozymes (Dinamarca). En la literatura, los rangos de
concentracion enzimatica utilizados varian considerablemente. Por ejemplo, Valenzuela
et al., [50] trabajaron con dosis de 0.044 g de enzima por cada gramo de sustrato
pretratado seco, mientras que Chenebault and Percheron [51] utilizaron
concentraciones de 180 mg de enzima por cada gramo de ST. Por este motivo, se partid
de la dosis enzimatica mas alta y se evaluaron también dosis menores con el fin de
determinar la dosis dptima que permita maximizar la liberacién de azucares, intentando
reducir los costes econdmicos. En este sentido, se seleccionaron dos dosis enzimaticas:
180 mg/g STy 90 mg/g ST. Este experimento se realizé en botellas de 1 L (Simax, Espafia),
donde se afiadieron 200 mL de material pretratado, y se afiadid la dosis correspondiente
de enzima. El experimento se realizd por duplicados para garantizar la validez de los
resultados. Posteriormente, se ajustod el pH a 5 (con HCl 3 M). Las botellas se incubaron
durante 72 h a 50°C con una agitacién moderada de 150 rpm. Estas ultimas condiciones
fueron seleccionadas pues eran los recomendados por el proveedor. Para detener la
actividad enzimatica, el medio se hirvié durante 10 minutos.

Para seguir la evolucion de la DQOs, se tomaron 2 muestras diarias espaciadas en el
tiempo al menos 6 horas. Se volvié a utilizar la Ecuacion 1 para evaluar el rendimiento
de la hidrdlisis, representado por la solubilidad alcanzada.

3.3.0peracion de los reactores

Se operaron dos reactores semicontinuos de tanque agitado (CSTR) con el objetivo de
evaluar la efectividad del pretratamiento térmico de explosién de vapor. El reactor 1 fue
alimentado con bagazo sin pretratar, mientras que el reactor 2 se alimentd con el bagazo
pretratado. Ambos reactores trabajaron con las mismas condiciones, misma carga
organica (OLR), misma temperatura, mismo tiempo de retencion hidraulica (TRH),
mismo pH, ... asegurando poder realizar una comparacion entre ambos reactores.

3.3.1. Preparacion de la alimentacion

Para asegurar que ambos reactores fueran alimentados con la misma OLR, el bagazo
inicial se diluyd con agua destilada hasta igualar la concentracion de SV del bagazo
pretratado térmicamente. En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas del bagazo sin
pretratar. El bagazo presento una composicién de 32.3 +2.3% de carbohidratos, 24.3
+0.3% de proteinas, 40.6 +2.3% de lipidos y un 2.8 +0.8% de cenizas.
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Tabla 3: Pardmetros del bagazo sin pretratar

DQOt (g/L) 49.5 +15.6
DQOs (g/L) 45425
Carbohidratos (g/L) 11.2 +0.7
NKT (gN/L) 1.3 +0.1

ST (g/L) 34.8 £0.8

SV (g/L) 33.8 £0.5
Lipidos (g/L) 14.1+1.1
Amonio (g/L) 0.07 +0.0

3.3.2. Diagrama de flujo

N0/
g —— 3 Tomade gases

——% Tomade
muestra gaseosa

muestra gaseosa

Tomade ¢——

oui Alimentacién Tomade ¢—m——
muestra liquida o f —
K liquida muestra liquida Allm'en_tacnon
liquida

" O }
HWS V-101
HWR
E-101
V-101 V-102
E-101 Biorreactor Biorreactor
Bafio térmico semicontinuo de  semicontinuo de

tanque agitado tanque agitado

Figura 10: Diagrama P&ID

En la Figura 10 se muestra el diagrama P&ID del proceso, mientras que la Figura 11
representa el sistema experimental empleado para la operacién de los reactores.

El experimento se llevé a cabo utilizando dos reactores (Vidra Foc, Espafia) con un
volumen de 1.5 L cada uno. La homogenizacidn de los reactores se consiguié gracias a
una agitacién magnética a 250 rpm. Para ello se utilizé el agitador Hei-PLATE Mix 20 |
(Heidolph, Alemania). Para mantener la temperatura constante de 25°C en el interior de
los reactores, se empled un bano térmico (4100 H14P, Fisherbrand, Espaiia).

El sistema contaba con varios puntos de toma de muestra: uno para la fase gaseosa y
otro para la fase liquida. La alimentacién del reactor se realizé a través del punto de
muestreo de la fase liquida, utilizando jeringas de 100 mL (DB Plasticpak, EEUU). Para
cuantificar el biogas producido se utilizd un contador de pulsos (MGC-1 V3.4 PMMA,
Ritter, Alemania), el cual estaba relleno de una disolucién de HCl 1.8%. Los gases
generados en el bioproceso fueron conducidos al sistema de extraccidn del edificio.
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3.3.3. Procedimiento experimental

Figura 11: Sistema experimental empleado

Los reactores se operaron de forma semicontinua. Inicialmente, se procedié al montaje
de los reactores, lo cuales se inocularon con 1 L de fango anaerobio. Con el fin de
eliminar oxigeno que se encontraba en el espacio de cabeza de los reactores, se
purgaron con helio. A continuacién, para asegurar unas condiciones de trabajo
anaerobias, los reactores se sellaron para asegurar un cierre hermético. Posteriormente,
se verificd la ausencia de fugas comprobd con el detector de gas PCE-GA 10 (PCE
Instrument, Albacete, Espaia).

A continuacion, se preparé la alimentacién de los reactores, como se indica en el
Caracterizacion del bagazo. Como se ha comentado antes, el reactor 1 fue alimentado
con el bagazo sin pretratar, mientras que el reactor 2 se alimenté con el bagazo
pretratado térmicamente.

La alimentacion se ajusto para alcanzar un TRH de 10.5 +0.5 dias, una OLR de 3 g SV/Ld,
en ambos reactores. El pH se ajusté diariamente con NaOH 4 M, manteniéndolo en el
intervalo 5.5-6, siendo este rango determinado en literatura como el pH el 6ptimo para
la produccion de AGVs [52]. El dia 20 se empezd a alimentar con otro lote de
alimentacion de los reactores, el cual presentd unas caracteristicas muy similares al
primero. En la Tabla 4 se muestran las condiciones de operacién de los reactores. Se
puso fin al experimento cuando los reactores alcanzaron el estado estacionario, es decir,
la bioconversidn se estabilizé y se mantuvo constante.
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Tabla 4: Condiciones de operacion

Temperatura (°C) 25
pH 5.5-6
TRH (d) 10.5 0.5
CV (g SV/Ld) 3.00
V(L) 1.0

Se realizé un seguimiento diario a los reactores, basado en el control del pH, caudal de
biogas generado y alimentacién y extraccion del efluente. Ademas, se llevaron a cabo
analisis quimicos de forma periddica a los efluentes liquidos y gaseosos, dos dias a la
semana, con el objetivo de evaluar su comportamiento. Por ello, durante el proceso de
alimentacion, se extrajo una muestra del medio de los reactores la cual se utilizdé para
realizar los andlisis quimicos, que consistieron en analizar los ST y SV (20 mL), la DQOt (3
mL) y DQOs (4 mL) y los AGVs (1.5 mL). También se analizé la fase gaseosa del reactor,
identificando la composicion de los gases generados.

Se utilizaron los siguientes pardmetros para evaluar los reactores: bioconversion
(Ecuacion 2), eliminacién de DQO (Ecuacion 3) y la mineralizacidon del nitrégeno
(Ecuacion 4). En estas ecuaciones el subindice e indica entrada y s indica salida.

DQO
%)= Q0 4Gvs

Bioconversion ( oot
e

Ecuacion 2

. DQOt,—DQOL
DQO eliminada (%) = % Ecuacién 3
e

, . .z Amoniogs—Amonio
Mineralizacion N, (%) = = —~ Ecuacion 4
NKTe—Amonio,

3.4.Métodos analiticos

La composicidon de la fase gaseosa de los reactores se determind mediante
cromatografia de gases. Para ello se tomaron muestra de los reactores reactor con
jeringas de gas herméticas de 500 pL (Hamilton, USA). Las muestras fueron analizadas
por un cromatografo de gases con detector de conductividad térmica (GC-TCD, Agilent
8860, EEUU). Las temperaturas del inyector, horno y detector fueron 150°C, 60°C y
200°C respectivamente, mientras que la presion del inyector fue de 16.9 psi. La fase
movil estaba constituida por Helio con un caudal de 4 mL/min.

La cuantificacién de los AGVs producidos en los reactores se realizd mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). El equipo que se utilizdé era un HPLC e2695
(Waters, EEUU), equipado con un detector de luz ultravioleta (2489 UV/Vis detector) y
con una columna (00K-0138-KO, Phenomenex, EEUU). La fase movil estuvo compuesta
por H,SO4 5 mM. Para el analisis de AGVs, las muestras se centrifugaron a 7800 rpm
durante 10 minutos (2-16P, Fisher Bioblock Scientific, Alemania). Seguidamente se
realizé un primer filtrado con un filtro de 0.45 nm. A continuacion, la muestra filtrada se
volvié a centrifugar a 10000 rpm durante 8 minutos (accuSpin Micro 17, Fisherbrand,
Espafia), seguida del segundo filtrado utilizando filtros de 0.22 nm. Finalmente, en el vial
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se depositaron 100 pL de muestra, 900 pL de agua tipo destilada y 20 uL de acido
sulfarico 96%.

La demanda quimica de oxigeno total (DQOt) y soluble (DQOs) se determind con un kit
basado en la colorimetria (Spectroquant COD Cell Test, Supelco, Merck, Alemania). En
el caso de la DQOs, primero se centrifugd la muestra a 7800 rpm (2-16P, Fisher Bioblock
Scientific, Alemania) durante 10 minutos, y se filtré con un filtro de 0.45 nm. Para llevar
a cabo el protocolo del kit, se anadié 3 mL de cada muestra en los viales del Kit, se agitd
y se dejé en un calentador (Spectroquant TR 420, Merck, Alemania) a 148°C durante 2
horas. Finalmente, se dejé enfriar las muestras hasta temperatura ambiente y se
midieron en un espectrofotometro (Prove 100, Spectrquant, Merck, Alemania) para
cuantificar la DQO.

Los ST y SV se determinaron mediante el método estdndar [53]. Para obtener los ST,
primero se pesé una capsula de porcelana, se afiadid la muestra, se volvié a pesar y se
introdujo en un horno a 100°C durante 24 horas. Luego, la capsula se dejé enfriando en
el desecador y se pesé una vez fria. A continuacién, para obtener los SV, se introdujo la
capsula en una mufla a 550°C durante otras 24 horas, al finalizar el tiempo se volvié a
pesar.

ma—mg

ST =—— Ecuacion 5
mi—mg
mp—mg L
SV =——= Ecuacion 6
mi—mg

Donde mg es la masa de la capsula, mi es la masa de la capsula mas la muestra, m; es el
peso tras estar en la estufa y mses el peso tras pasar por la mufla.

Para determinar la concentracion de amonio se utilizdé un método basado en la
colorimétrica (kit Spectroquant Ammonium Test, Supelco, Merck, Alemania). Se empled
1 mL de muestra previamente centrifugada a 7800 rpm (2-16P, Fisher Bioblock Scientific,
Alemania) durante 10 minutos. Seguidamente se afiadié 100 uL de la dilucién, 5 mL del
acido del kit (H2SO4) y una cucharada del reactivo del kit. Esta mezcla se dejo reaccionar
durante 15 minutos, y finalmente se midié la concentracidén en un espectrofotémetro
(Prove 100, Spectrquant, Merck, Alemania).

El pH se determiné mediante un pH-metro (HI-981412, Hanna Groline, EEUU), para el
reactor 1, y pH-metro (BL100, Hanna, EEUU), para el reactor 2.

En la caracterizacidén del bagazo, para determinar la concentracién de carbohidratos se
utilizé un método colorimétrico [54]. En este procedimiento, se mezclaron en un tubo
de ensayo 200 pL de la muestra, 1800 pL de agua destilada, 5 mL de acido sulfurico al
96% y 50 pL de fenol al 96%. Esta mezcla se dejdé reaccionar durante 30 minutos.
Posteriormente, se midié la absorbancia utilizando un espectrofotometro (CE2041
UV/Vis, Cecil, UK) a una longitud de onda de 485 nm. Para calcular las concentraciones
de carbohidratos, se introdujo la absorbancia obtenida en la recta de calibrado realizada
previamente con patrones de glucosa.
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Para la determinacion del nitrogeno total se utilizé el método Kjeldahl [55]. Se pesd una
cantidad conocida de la muestra y se depositd en un tubo de digestidn. A continuacion,
se anadieron 6 mL de acido sulfurico al 96%, algunas piedras de porcelana para facilitar
la ebullicién y aumentar la superficie de contacto, y una pastilla de catalizador, que
contiene 1.5% CuSO4- 5 H20 y 2% Se. Se dejo reaccionar esta mezcla durante 3 horas a
150°C. Posteriormente, se procedid a la destilacidon utilizando el equipo KjelFlex K-360
(Blichi, Suiza), obteniendo una solucién que contenia el amoniaco liberado. Finalmente,
la solucidén se valord con acido sulfurico (0.05 N).

(Vac=Vp1)*N*14007%100
NKT (%) = —ac_ bl Ecuacidn 7

Mmuestra

Para calcular la cantidad de proteinas del bagazo se multiplicé el valor del NKT por el
factor de conversidn, 6.25 es el empleado para compuestos vegetales [56].

El contenido en cenizas se determind como la diferencia entre los ST y los SV. Por otro
lado, el contenido de lipidos se calculd restando la suma de los carbohidratos y las
proteinas al valor de los SV.
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4. Resultado y discusion

4.1.Pretratamiento del bagazo

El pretratamiento consistié en una explosién de vapor, utilizando una temperatura de
180°C durante 20 minutos. En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas del bagazo antes
y después del pretratamiento. Como se puede observar, la concentracidon de lipidos
disminuyd en un 53.5%, probablemente debido a que, durante el pretratamiento se
alcanzaron temperaturas bastante elevadas, las cuales provocaron que algunos lipidos
se pudieran degradar o emulsionarse [57]. En cambio, la concentracién de carbohidratos
y proteinas en el bagazo pretratado aumenté un 40.4% y un 24.1% respectivamente. Lo
cual podria justificarse con el hecho de que las tres concentraciones estan
interrelacionadas, ya que todas representan proporciones relativas, por lo que su
comportamiento esta interrelacionado; un cambio en una puede influir directamente
en las demas. Al sufrir una degradacion de los lipidos, su proporcién disminuyd,
afectando a las otras dos concentraciones, que fueron modificadas, reajustando los
valores relativos. No obstante, también es resefiable que las altas presiones y
temperaturas a las que se somete la biomasa durante el pretratamiento pueden llegar
a desnaturalizar a las proteinas, modificando su proporcién [58].

Tabla 5: Comparacion tras el pretratamiento

Sin pretratamiento Pretratamiento
DQOt (g/L) 49.5 £15.6 43.1+1.8
DQOs (%) 9.11+0.4 445 1.1
ST (g/L) 34.8 +0.8 34.2+0.4
SV (%) 97.2£10.8 97.3+1.2
Carbohidratos (%) 32.3+2.8 45.4 0.1
Lipidos (%) 40.6 2.3 21.7 0.7
Proteinas (%) 24.3 0.3 30.1+0.4
Cenizas (%) 2.810.8 2.7+1.2

También se observa una pequefia diferencia de color entre ambos bagazos, siendo el
bagazo pretratado ligeramente mds oscuro, probablemente se deba a las reacciones de
Maillard [59]. Gracias al pretratamiento, la solubilizacién causé un aumento de DQO s
de cuatro veces, llegando hasta un valor de 44.5% DQOs/DQOt (Tabla 5), un valor
ligeramente superior al obtenido en bibliografia bajo las mismas condiciones de
operacion, donde la concentracion DQOs fue de un 29.0% [49]. Sin embargo, Wilkinson
et al. [60] reportaron una solubilizacién del 62.0%, utilizando unas condiciones de
operacion distintas (121°C y 30 minutos). Esto se podria deber a que tiempos de
pretratamientos mds largos promueven una mayor solubilizacion [49]. Por lo contrario,
cuando se emplean temperaturas superiores a 200°C, los rendimientos empeoran
debido a la degradacidn de los azucares [21].
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4.2. Hidrodlisis enzimatica del bagazo

Tras el pretratamiento térmico, se realizé una hidrolisis enzimatica con el fin conseguir
una mayor solubilizacion de azucares fermentables. Para ello se utilizé el cocktail
enzimatico Cellic Ctec 3, en dosis distintas: 180 gramos de enzima por cada gramo de
solido total y 90 gramos de enzima por cada gramo de sélido total. A continuacion, la
Tabla 6 se muestran los resultados de la hidrélisis enzimdtica y en la Figura 12 se
muestran la evolucién de la DQOs a lo largo de la hidrdlisis.
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Figura 12: Evolucion temporal de la DQOs en la hidrdlisis. Los puntos de color azul corresponden a la dosis mds alta
(180 mg enzima/gST) y los puntos naranjas a la dosis mds baja (90 mg enzima/gST)

Tabla 6: Solubilizacion tras la hidrdlisis enzimdtica

Sin Pretratamiento Tratamiento enzimatico
pretratamiento 180 g/g ST 90 g/g ST
DQOt (g/L) 49.5 £15,6 43.1+1.8 43.1+1.8 43.1+1.8
DQOs (g/L) 45125 19.2 £0.3 25.2+2.0 23.1+5.0
DQOs (%) 9.1+0.4 445 +1.1 58.5 0.6 53.6 £1.7

Tras 72 horas de hidrdlisis enzimatica, se logré aumentar la solubilizacidon en un 30.9%
con la dosis mas alta y en un 20.0% en el caso de la dosis mas bajo, alcanzando valores
de 58.5% y 53.6% DQOs/DQOt, respectivamente. Este incremento se debe a que las
enzimas catalizan la ruptura de los enlaces glicosidicos, liberando mayor cantidad de
azucares [61]. Al comparar ambas dosis, se observa que la dosis menor ofrece una mayor
rentabilidad, ya que proporciona una solubilidad parecida a la dosis mayor, pero
empleando la mitad de dosis, lo que hace que el proceso sea mas viable
econdmicamente.

Sin embargo, los resultados obtenidos en la hidrélisis son ligeramente inferiores a los
reportados en la bibliografia. Por ejemplo, Chenebault et Percheron [51] registraron una
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solubilizacion del 70%. Cabe destacar que en su estudio no se utilizd bagazo como
materia prima, sino papel, otro material lignocelulésico, y ademds se emplearon
distintas concentraciones enzimaticas, de modo que estos factores pudieron influir en
los resultados. Un resultado muy parecido al obtenido por Kemppanien et al. [49]
guienes emplearon una mezcla de enzimas para obtener una solubilizacién del 72% en
bagazo de cerveza. Por otro lado, Niemi et al [62] reportaron una solubilizacién del 48%,
también con bagazo de cerveza. Estos valores quedan muy lejos de la solubilizacidn casi
completa (100%) obtenida por Pierre et al. [63]. La diferencia de los valores aqui
obtenidos con los reportados en bibliografia pudo deberse a varios factores, la
utilizacién de otras concentraciones, la composicidon de los cockteles enzimaticos, asi
como las caracteristicas previas del sustrato. Por este motivo se decidié que no era
rentable realizar la hidrélisis enzimatica, ya que el aumento de la solubilidad no fue
mucho mayor que el obtenido con el pretratamiento térmico.

4.3. Experimento en reactores de tanque agitado semicontinuos para la
produccion de AGVs

El objetivo de este apartado de la investigacion era evaluar la eficacia del
pretratamiento, en funcién de la produccion de AGVs, a partir de bagazo cervecero en
reactores operado en modo semicontinuo.

4.3.1. Produccion de AGVs

Ambos reactores operaron con un pH los mas estable posible en el rango 5.5-6, como se
observa en la Figura 13, que es el valor considerado éptimo para la produccién de AGVs
[52], ya que este parametro afecta de manera directa las reacciones quimicas llevadas a
cabo por las bacterias. El reactor 1, alimentado con el bagazo sin pretratar, tuvo un valor
medio de 5.6 +0.2, mientras que el pH del reactor 2, alimentado con el bagazo
pretratado, se mantuvo en 5.6 £0.1. Cabe destacar que durante los primeros 10 dias de
operacion se observaron disminuciones en el pH de ambos reactores, para
posteriormente, mantenerse constante en ambos reactores el resto del proceso. Este
comportamiento se puede explicar a la ausencia de AGVs al inicio de |la operacion lo que
promovid una rapida generacion de AGVs, lo que provocé la acidificacién del medio,
alcanzado a valores minimos de 5.1 para el reactor 1y 5.2 para el reactor 2. Sin embargo,
una vez alcanzada una estabilidad en el proceso, el pH se mantuvo constante.
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Figura 13: Evolucion del pH en ambos reactores. La linea azul corresponde al reactor 1, mientras que la linea naranja
hace referencia al reactor 2. La linea discontinua hace referencia al cambio de lote en la alimentacion.

La evolucién de la concentracion de AGVs con el tiempo y la bioconversién alcanzada,
se puede observar en las Figura 14 y Figura 15 para los reactores 1y 2, respectivamente.
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Figura 14: Evolucion temporal de los AGVs del reactor 1. El punto indica la bioconversion alcanzada. La raya
discontinua indica el cambio de lote en la alimentacidn.

Durante la operacidn del reactor 1 se observé una clara evolucidn de la concentracion
de AGVs. Durante los primeros dias, hasta aproximadamente el dia 10, se produjo un
incremento progresivo tanto en los AGVs como en la bioconversién, lo que refleja una
alta actividad microbiana. Los siguientes dias tanto la concentracién de AGVs como la
bioconversidon se mantuvieron estables en torno a 6.2 #0.1 g/L y 19.6 #0.5%,
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respectivamente. Sin embargo, tras el cambio de la alimentacién el dia 20, el sistema no
presentd ninguna variaciéon significativa, ya que ambos lotes presentaron una
composicidn y caracteristicas muy similares. Después del cambio, la concentracién de
AGVs y la bioconversidn se estabilizaron en valores superiores a los iniciales, con valores
medios de 7.1 1.2 g/Ly de 23.3 +3.8%, respectivamente. Tras 40 dias de operacion y
una tendencia estable en la bioconversién, se considerd que el sistema habia alcanzado
el equilibrio, dando por terminado el experimento.
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Figura 15: Evolucion temporal de los AGVs del reactor 2. El punto indica la bioconversion alcanzada. La raya
discontinua indica el cambio de lote en la alimentacion

El comportamiento reactor 2 fue muy similar al observado en el reactor 1. Durante los
primeros 10 dias de operacidn, la concentracion de AGVs y la bioconversién aumenté
progresivamente, reflejando una adaptacion activa de los microrganismos. De la misma
manera que el reactor 1, el dia 20 tras cambiar el lote de la alimentacion, apenas hubo
variaciones en la concentracion y en la bioconversion, que rapidamente se estabilizaron
en valores similares a los registrados antes del ajuste, con valores medios de 15.3 1.0
g/L y 59.2 +1.8%, respectivamente. Tras 40 dias de operacion, se considerd que la
bioconversion estaba estable y se dio por finalizado el experimento.

El reactor 2 fue capaz de producir una concentracion mayor de AGVs (15.3 1.0 g/L) y
tener una mayor bioconversién (59.2 +1.8%) en comparacion con el reactor 1, que
produjo 7.1 £1.2 g/L de AGVs y una bioconversién de 23.3 +3.8%. Esta diferencia de
valores se atribuyd a la naturaleza de la alimentacidon del reactor 1. Al ser alimentado
con bagazo no pretratado, se limité la disponibilidad de azucares fermentables
necesarios para la produccidon de AGVs. En cambio, el reactor 2 se alimentd con bagazo
pretratado térmicamente, lo que liberé los azucares fermentables, volviéndolo un
sustrato mas facilmente fermentable, lo que promovid la generacién de AGVs,
demostrando la efectividad del pretratamiento.
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Los resultados obtenidos en este estudio son ligeramente superiores a las obtenidas por
Castilla et al. [3] quienes obtuvieron concentraciones de aproximadamente de 12 g/L
empleando una hidrdlisis 4cida al bagazo como pretratamiento y con una fermentacion
a 37°C. En cambio, fueron inferiores a las obtenidas por Liu et al. [64] que reportaron
concentraciones de 25 g/L y bioconversiones del 70% tras realizar al bagazo un
pretratamiento de molienda seguido de una hidrdlisis enzimatica. Por otro lado, los
valores del bagazo sin pretratamiento son similares a las registradas por Fonseca et al.
[65] quienes obtuvieron una concentracion de 8.0 g/L operando a temperatura de 35°C
y un pH de 9. Sin embargo, fueron inferiores a los obtenidos por Liang et Wan. [66] que
reportaron concentraciones de 13 g/L al llevar a cabo una fermentacién a pH 7 utilizando
bagazo sin pretratamiento como sustrato. Por otro lado, Aarle et al. [67] informd de
bioconversiones del 31% utilizando como sustrato otro tipo de materiales
lignoceluldsicos, como la pulpa de remolacha o la cascara de los granos de trigo.

Por otro lado, la Figura 16 muestra la distribuciéon de los AGVs del reactor 1. El 4cido
caproico y el acido acético, con un 35.1y 33.6% respectivamente, fueron los principales
AGVs obtenidos en el reactor 1. El acido propidnico también presentd una proporcidon
significativa con el 19.8%. En contraste, el acido butirico y el valérico, estuvieron
presente en menor medida, con una 7.2 y 5.7%, respectivamente.

AGVs Reactor 1
0% 0%

0%

7%

0% l
1%
m Acético ® Propionico ®Isobutirico = Buftirico m Isovalérico
® Valérico  ®mIsocaproico ® Caproico = Lactico = Formico

Figura 16: Proporcion de cada AGVs en el reactor 1

En la Figura 17 muestra la distribucién de los AGVs del reactor 2. El acido caproico fue
mayoritario con un 37.9%, seguido del acido acético, que representd un 27.2%. A
continuacion, el 4cido propidnico y butirico, con proporciones en torno al 13%. El 4cido
valérico alcanzé una proporcién del 6.6%.
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Figura 17: Proporcion de cada AGVs en el reactor 2

Diferentes estudios senalan que la produccién de AGVs a pH bajos favorece
principalmente la sintesis de acido acético y acido butirico [3], [68]. Sin embargo, los
resultados no se ajustan con los resultados, ya que, aunque el acido acético si se
encontrd en grandes proporciones, no ocurrié los mismo con el acido butirico. Esto se
puede explicar por el hecho de que el butirico se puede transformar en caproico
mediante rutas de elongacién de la cadena [69], lo cual explicaria la alta concentracién
de acido caproico y la baja concentracién de acido butirico. Ademads, pHs relativamente
bajos, una temperatura en torno a los 25°C, como la empleada en este estudio, y THR
de medio-largos, favorecen la sintesis de acido caproico [70]. Por otro lado, la
concentracién de acido propidnico se encontré en un rango bajo, lo cual es esperable,
ya que se trata de un producto secundario cuando se trabaja a pH bajos. Ademas,
grandes cantidades de 4cido propidnico provocan una bajada del pH interno de las
células e inhiben los mecanismos responsables para su restauracion, lo que inhibe el
funcionamiento celular [68].

4.3.2. Eliminacion de DQO

En la Figura 18 se muestra la eliminacién de DQOt en ambos reactores. Este pardmetro
indica la cantidad de DQOt degradada por la accidén de los microrganismos, permitiendo
conocer cuanta materia orgdnica ha sido consumida y trasformada en biogas, ya que
ambos parametros tienen una relacién directamente proporcional en estos procesos
[71].
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Figura 18: Evolucion de la eliminacion de DQOt respecto del tiempo. Los puntos de color azul corresponden al reactor
1, mientras que los puntos de color naranja al reactor 2. La linea discontinua hace referencia al cambio de lote en la
alimentacion.

En ambos reactores, al principio de la operacién, la eliminacion de DQOt fue
relativamente alta debido a la alta actividad biolégica metanogénica (fango utilizado
para inoculacidn). Sin embargo, tras los primeros dias, se estabilizaron en valores
bastante bajos. El reactor 1 presentd una eliminacion del 9.3 +4.9%, en cambio la del
reactor 2 fue del 8.8 +3.9%. Estos bajos porcentajes de eliminacion indicaron que apenas
se consumid la materia orgdnica, por lo que sugirié que toda carga organica aportada en
la alimentacidn se transformd en AGVs, los cuales apenas fueron consumidos por las
arqueas metanogénicas.

La escasa eliminacion de DQOt explicé los bajos indices de produccién de biogas. El
reactor 1 produjo 17.0 +6.2 mL/dia de biogds, en cambio, el reactor 2 tuvo una
producciéon mayor que el reactor 1, siendo capaz de producir 31.7 +6.3 mL/dia. Pese a
ello, los principales componentes para ambos reactores fueron el nitrégeno (N2) (39.4
+3.3% y 34.9 +3.7%) y el didxido de carbono (CO;) (24.9 +2.7% y 29.7 +1.6%). Por otro
lado, la proporcién de metano (CHa4) (3.7 +2.5%) fue muy inferior a los valores de la
bibliografia, que suele ser en torno a 60-70% [32]. Este hecho también se relaciond con
la escasa eliminacién de DQOt, ademas también indicd que la fase metanogénica de la
digestion estuvo detenida, por lo que no se consumieron los AGVs producidos.

Este parametro también indicd cuando el sistema alcanzé el equilibrio, ya que cuando
la eliminacién de DQOt se mantuvo constante significé que toda la materia orgdnica esta
siendo transformada en AGVs, los cuales no estaban siendo consumidos, por lo que el
sistema alcanzé el equilibrio.
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4.3.3. Mineralizacion del nitrégeno

La mineralizacidn del N, es un parametro que indica como se degradan las proteinas. La
mineralizacidn cuantifica la cantidad de nitrégeno organico de la alimentacién que se
transforma en nitrégeno inorganico, principalmente en amonio (NH4*).

Como se observa en la Figura 19 , los primeros 20 dias de operacién, la mineralizacién
disminuye paulatinamente en ambos reactores, esto se debe a que durante los primeros
dias de operacion la actividad microbiana. Los reactores se estabilizaron en valores de
1.2 £1.2% y 12.4 +1.1%, respectivamente. Estos valores fueron relativamente bajos, lo
que indicé la escasa degradacidn de las proteinas por parte de los microrganismos. Estos
valores se corresponden a los esperados, debido a la escasa concentracion de proteinas
en los sustratos.

Por otro lado, el reactor 2 tuvo una mayor mineralizacién que el reactor 1, ya que tras
realizar el pretratamiento la disponibilidad de proteinas aumentd, facilitando su
degradacion y la formacion de NH4*. Sin embargo, valores superiores a 60 mg/L como
los obtenidos, inhiben casi por completo la metanogénesis [3], lo cual era un objetivo
para la produccion de AGVs, ademas, valores de NH4* superiores a 300 mg/L, los cuales
no se alcanzaron, pueden afectar significativamente a la acidogénesis, incluso inhibir el
proceso [3].
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Figura 19: Evolucion temporal de la mineralizacion del N. La linea naranja representa al reactor 2, mientras que la
azul representa al reactor 1. La linea discontinua indica el cambio de lote en la alimentacion.
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5. Conclusiones

Este estudio ha permitido evaluar la viabilidad de la produccién de AGVs mediante la
fermentacion anaerobia en reactores de tanque agitado operado de forma
semicontinua utilizando bagazo de la industria cervecera como sustrato.

Para favorecer la produccién de AGVs, se redujo el pH a valores entre 5,5-6, con el
objetivo de inhibir la fase metanogénica de la digestion anaerobia, transformando el
proceso en una fermentacion. Esta estrategia se reflejé en las bajas eliminaciones de
DQOt obtenidas, alineadas también con bajas proporciones de metano detectadas en el
biogas.

El pretratamiento del bagazo mediante explosion de vapor (180°C durante 20 minutos)
ha resultado ser una alternativa muy interesante, logrando un incremento notable de la
solubilidad de la DQO, alcanzando valores 44.5% sobre la total. La hidrdlisis enzimatica
posterior aumentd la solubilidad hasta un valor de 58.5% con la dosis mas alta (180
g/gSV) y 53.6% con la dosis mas baja (90 g/gSV). Sin embargo, el escaso incremento
alcanzado frente a los costes asociados a la realizacion de la hidrdlisis enzimatica, hizo
inviable este pretratamiento.

Durante la operacioén de los dos reactores, donde el reactor 1 fue alimentado con bagazo
sin pretratar y el reactor 2 con bagazo pretratado, se observé que el reactor 2
incrementd las concentraciones de AGVs con respecto al reactor 1, llegando a valores
de 15.3 g/L, y mejord la bioconversion estabilizandose en valores 59.2%. Esta mejora se
atribuye a la mayor disponibilidad de azlcares fermentables y proteinas que fueron
liberados por el pretratamiento térmico, lo que favorecio la bioconversion.

Por otro lado, la distribucion AGVs fue muy similar en ambos reactores, con el acido
caproico (35.1% y 37.9%. respectivamente) y el dacido acético (33.6% y 27.2%,
respectivamente) como los acidos predominantes. Contrariamente con lo reportado en
la literatura, que indica que a pH bajos deberian predominar los acidos acético y butirico,
este Ultimo se encuentre en concentraciones menores (7.2% y 13.0%, respectivamente),
lo que sugiere que las condiciones de operacién y el medio de cultivo favorecié la
transformacion del acido butirico en caproico mediante reacciones de elongacion de
cadena.

Los resultados obtenidos confirman la viabilidad de utilizar bagazo de cerveza, un
producto de desecho, como materia prima para la produccion de AGVs mediante la
fermentacion anaerobia. Ademas, también se demostré la eficacia de la explosion de
vapor como pretratamiento, al facilitar la liberacién de azlcares y mejorar la
bioconversion.
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