ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL

MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL
ESCUELA DE INGENIERIAS INDUSTRIALES
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID

TRABAJO FIN DE MASTER

Producion de biometano a partir del gas de sintesis derivado de la
gasificacion de residuos sélidos como una alternativa de tecnologia limpia a
la generacion de combustibles fosiles.

Autor: D. Anderson José da Silva
Tutor 1; Dr. Raul Mufioz Torre
Tutor 2: Dra. Minerva E Maya Yescas

Valladolid, Julio de 2025



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL

MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL

ESCUELA DE INGENIERIAS INDUSTRIALES
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID

TRABAJO FIN DE MASTER

Producion de biometano a partir del gas de sintesis derivado de la
gasificacion de residuos sélidos como una alternativa de tecnologia limpia a
la generacidon de combustibles fosiles.

Autor: D. Anderson José da Silva
Tutor 1: Dr. Raul Mufioz Torre
Tutor 2: Dra. Minerva E Maya Yescas

Valladolid, Julio de 2025



Producion de biometano a partir del gas de sintesis derivado de @mggg@gemwmw
la gasificacion de residuos s6lidos como una alternativa de

g N 1 . . . -/ - ;- MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL
Universidad deValladolid tecnologia limpia a la generacién de combustibles fésiles

RESUMEN

Con el aumento de la poblacién y del consumo ligado a este crecimiento, se deben buscar
soluciones urgentes en el marco de la economia circular en diferentes sectores, dada la cantidad
y potencial de los residuos que se generan diariamente. En el sector de los residuos, una solucion
muy relevante en Europa es su valorizacion energética. Sin embargo, esta tecnologia esta
asociada a un aumento de las emisiones de gases de efecto invernadero, especialmente CO, CO:
y CH,. Por ello, se estadn buscando medidas para tratar estos gases residuales, con el objetivo
de reducir la contaminacion atmosférica.

Un tratamiento alternativo para estos gases es la fermentacion con bacterias y su conversion de
productos de valor comercial, como el biometano. En este estudio, se evaluaron dos sistemas
microbianos, a saber, un cocultivo sintrofico con presencia de Methanothermobacter
thermautotrophicus y Carboxydothermus hydrogenoformans y un consorcio microbiano mixto,
con el objetivo de dilucidar su potencial de generacion de biometano en biofiltros, utilizando
un gas sintético, con composicién similar a la obtenida en la gasificacioén de biomasa (35% H-,
30% CO, 25% CO: y 10% CH,). Se evalud sistematicamente la produccion de biometano a
caudales de 6, 12, 24 y 48 mL/min de gas de sintesis.

Este estudio confirmd que el cocultivo sintréfico presentd una mayor oscilacion en la eficiencia
de biometanizacion a lo largo del tiempo, lo que indico que este sistema es mas sensible a las
condiciones de operacion y a posibles variaciones en el suministro de gas de sintesis y en el pH.
A pesar de esta inestabilidad, el cocultivo sintrofico logré alcanzar el valor maximo de
metanizacion observado en el estudio, correspondiente al 63,8%, utilizando un flujo de gas de
sintesis de 24 mL/min en biofiltros de 2,1 litros de volumen util, lo que sugiere un alto potencial
de biometanizacion.

El consorcio microbiano mostré un comportamiento mucho mas estable y consistente a lo largo
del experimento, con un valor promedio de metano de 53,0% + 1,4%, mostrando baja
fluctuacion entre mediciones y una alta selectividad para la produccién de biometano en
comparacion con otros posibles productos secundarios. Esto indica que si bien el cocultivo
sintréfico ha logrado la mejor eficiencia en el estudio, el consorcio microbiano podria ser una
opcion mas robusta y confiable para aplicaciones a escala industrial, donde la estabilidad del
proceso es un factor determinante.

Palabras clave: Biofiltro, Biometanizacién, Cocultivo sintrofico, Consorcio microbiano mixto,
Economia circular, Gases de sintesis.
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ABSTRACT

With the increase in population and consumption linked to this growth, urgent solutions must
be sought within the framework of the circular economy across various sectors, given the
quantity and potential of the waste generated daily. In the waste sector, a highly relevant
solution in Europe is energy recovery. However, this technology is associated with increased
emissions of greenhouse gases, especially CO, CO., and CHa. Therefore, measures are being
sought to treat these residual gases in order to reduce air pollution.

An alternative treatment for these gases is fermentation with bacteria and their conversion into
commercially valuable products, such as biomethane. In this study, two microbial systems were
evaluated: a syntrophic coculture involving Methanothermobacter thermautotrophicus and
Carboxydothermus hydrogenoformans, and a mixed microbial consortium, aiming to elucidate
their potential for biomethane generation in biofilters, using a synthetic gas with a composition
similar to that obtained from biomass gasification (35% Ha, 30% CO, 25% CO-, and 10% CHa).
Biomethane production was systematically evaluated at flow rates of 6, 12, 24, and 48 mL/min
of synthesis gas.

This study confirmed that the syntrophic coculture showed greater oscillation in biomethanation
efficiency over time, indicating that this system is more sensitive to operating conditions and
possible variations in synthesis gas supply and pH. Despite this instability, the syntrophic
coculture achieved the highest methanation value observed in the study, corresponding to
63.8%, using a synthesis gas flow rate of 24 mL/min in 2.1-liter biofilters, suggesting a high
biomethanation potential.

The microbial consortium showed much more stable and consistent behavior throughout the
experiment, with an average methane value of 53.0% + 1.4%, showing low fluctuation between
measurements and high selectivity for biomethane production compared to other possible by-
products. This indicates that while the syntrophic coculture achieved the best efficiency in the
study, the microbial consortium could be a more robust and reliable option for industrial-scale
applications, where process stability is a determining factor.

Keywords: Biofilter, Biomethanation, Syntrophic coculture, Mixed microbial consortium,
Circular economy, Synthesis gas.
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1.INTRODUCCION

La creciente preocupacion de la sociedad civil, ante los imponentes riesgos de contaminacion
ambiental, ha impulsado un cambio de mentalidad a nivel mundial respecto a la limitacion de
los recursos naturales disponibles y la necesidad de sustituir matrices materiales y energéticas.

En la Union Europea, el Pacto Verde Europeo pone de relieve la preocupacion de la poblacion
por una politica medioambiental, que defina objetivos que aceleren la necesidad de la transicion
material, a través de la economia circular y la transicion energetica. [1]

Una economia disefiada de forma circular permea desde el disefio de un producto con menor
impacto ambiental, hasta la reinsercion material/energética de los residuos generados en la
cadena productiva.

La necesidad de reintegrar los residuos a la cadena productiva es fundamental, dado el gran
volumen generado, los gastos que supone su gestion y las consecuencias de contaminacion
ambiental por uns gestion inadecuada. En la Union Europea en 2022 se generaron 2.233
millones de residuos, entre los que destacan las siguientes actividades econdmicas:
Construccion (38,4%), minas y canteras (22,7%), servicios de residuos y agua (10,5%),
industria manufacturera (10,4%), viviendas (8,9%), servicios (5,2%) y energia (3,0%). [2]

En 2022 en la Unidn Europea se trataron 1.992 millones de toneladas de residuos dentro del
territorio, restando los residuos exportados de la cantidad generada. De estos, el 61,4% se
recuper6 mediante reciclaje, relleno (el uso de residuos en areas excavadas para recuperacion
de taludes o con fines de seguridad o con fines de ingenieria en paisajismo) y recuperacién de
energia. Mientras tanto, el 38,6% fue depositado en vertederos, incinerado sin recuperacion de
energia o dispuesto de otras maneras, como se muestra en la Figura 01. [2]

UNION EUROPEA

Eliminacién - Incineracion sin
recuperacion energética
0,42%

Eliminacion -
Vertedero y otros
38,17%

Recuperacion -
Reciclaje
40,83%

Recuperacion Recuperacion -
energética Relleno
6,42% 14,15%

Figura 01.: Distribucién porcentual de las actividades de tratamiento de residuos en la Union

Europea. adaptado [2].
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Si bien los residuos solidos urbanos representan alrededor del 10% de los residuos generados,
son de gran importancia debido a su complejidad, gravimetria, distribucion y vinculacién con
el patron de consumo de la poblacion [3]

En el afio 2023, la Unién Europea tuvo los siguientes destinos promedio para sus residuos
domeésticos: a) 30% reciclaje de materiales; b) 26,33% recuperacién de energia e incineracion;
c) 23,47% Disposicion en vertederos (y otros); d) 20,20% compostaje y digestion [3]. A pesar
de los notables avances, la Directiva 850/2018 de la Unidn Europea establece que los Estados
miembros deben adoptar las medidas necesarias para garantizar que, de aqui a 2035, la cantidad
de residuos municipales depositados en vertederos se reduzca al 10 % o menos de la cantidad
total de residuos municipales producidos (en peso) [4].

Esto conducira a un aumento de la contribucion del reciclaje, el compostaje, la digestion
anaerobica y el tratamiento térmico, siguiendo principalmente la jerarquia de gestién de
residuos sélidos urbanos presentada por la Directiva 2008/98/CE, que presenta el orden de
prioridad en la legislacién para la politica de prevencion y gestion de residuos sélidos. A saber:
a) Prevencion, b) Preparacion para la reutilizacion, c) Reciclaje, d) Recuperacion (por ejemplo,
energética) y e) Eliminacion [5].

La recuperacion de energia es especialmente importante en los casos en que los residuos tienen
un alto valor calorifico. Ademas, la gasificacion se ha utilizado ampliamente para procesar
sustratos recalcitrantes y residuos municipales, dado que las tecnologias bioldgicas no pueden
procesarlos en periodos cortos.

En Europa, aproximadamente 100 millones de toneladas de residuos municipales, comerciales
e industriales se procesan en aproximadamente 500 plantas de incineracion WtE (Waste-to-
Energy), que son capaces de proporcionar electricidad a 21 millones de personas y calefaccion
a 17 millones de personas [6].

Al utilizar energia Waste-to-Energy (WtE), Europa evita el uso de al menos 10 millones de
toneladas de combustibles fésiles, como gas, petréleo y carbon, evitando asi la emision de al
menos 22 millones de toneladas de CO.. [6]

Sin embargo, dependiendo de los residuos que se incineren, se pueden emitir altas
concentraciones de gases de efecto invernadero, como por ejemplo los residuos plasticos, que
pueden emitir 580 g CO. eq/KWHh, superando asi los 340 g CO. eq/KWh emitidos por el uso de
gas fosil.[7]

Por lo tanto, existe mucha discusion acerca de los reactores termoguimicos para procesar estos

materiales. Lopes (2014) presenta las principales diferencias entre los sistemas de incineracion

y gasificacion, destacando, sobre todo, los productos finales de ambos sistemas. En este sentido,

la incineracion tiene como producto final gases de combustion, escorias y cenizas, mientras que

la gasificacion presenta como productos finales: gases combustibles, vapor de agua y acidos

organicos. Esta diferencia se produce, sobre todo, porque en el proceso de gasificacion, el
2
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oxigeno se encuentra en una concentracion menor, generando un gas de sintesis, compuesto
bésicamente por CO, H., CH,, CO.y N.[8]

Estos gases combustibles presentes en el gas de sintesis, procedentes de biomasa y residuos
municipales, tienen los componentes basicos de todas las moléculas con alto contenido de
carbono, al igual que el gas de sintesis procedente de combustibles fdsiles. La diferencia es que
los combustibles fésiles se formaron en el pasado geoldgico, mientras que la biomasa y los
residuos se formaron en el pasado més reciente. [9]

En la siguiente tabla elaborada por Paniagua (2022), a partir de multiples estudios
experimentales, podemos verificar las concentraciones habituales (%) presentes en el gas de
sintesis procedente de la gasificacion de residuos solidos urbanos. [10]

Tabla 1. Composicion del gas de sintesis en funcién de la materia prima empleada en la
gasificacion. [10]

Materia prima H2 (%) CH4(%) CO (%) CO2(%) N2(%) Referencia
Agente de gasificacion: Vapor

Lodos de 58-63 1-3 13-18 14-17 - [11]
depuradora
Residuos 42-45 14-17 15-18 23-26 - [12]
solidos
urbanos

Agente de gasificacion: Aire

Residuos 18-22 0-4 12-18 8-12 60-63 [13]
Plasticos
Desperdicios 1-5 1-6 3-8 12-18 57-68 [14]
de alimentos

Para obtener compuestos con valor comercial, como el metano, es necesario transformar este
gas de sintesis. En este escenario existen dos soluciones: la primera es la catélisis quimica a
través, por ejemplo, del proceso Fischer-Tropsch (FT) y la segunda es la catalisis bioquimica,
utilizando microorganismos que siguen la ruta metabolica deseada. [9]

El proceso Fischer-Tropsch consiste en una serie de reacciones quimicas catalizadas que
convierten una mezcla de monoxido de carbono e hidrdgeno en derivados de hidrocarburos a
temperaturas que oscilan entre 150 y 300 °C y presiones que oscilan entre 15 psi y 1000 psi. El
proceso Fischer-Tropsch presenta una baja selectividad de producto, considerando los
diferentes compuestos quimicos formados y la necesidad de nuevos procesos de separacion, y
los catalizadores utilizados también son sensibles a las impurezas del gas de sintesis. [15]

3
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Cabe destacar que, la fermentacion bioquimica permite la conversion de gas de sintesis en
metano a través del metabolismo de microorganismos metanogénicos a temperaturas mas bajas
(35-75 °C) y presion atmosférica [10], lo que permite una operacion mas sencilla del reactor,
con el objetivo de reducir los costes de enfriamiento del gas de sintesis despues de la
gasificacion (650°C-1400°C). Estudios recientes han destacado la fermentacion gaseosa
termofila como una alternativa prometedora, no sélo por la menor necesidad de enfriamiento
del gas de sintesis en comparacion con la fermentacion mesofila, sino también por la mayor
eficiencia termodinamica del proceso de reduccion hydrogenotrofica de CO y CO2 a metano
[16]. El rango de temperatura termdfila puede disminuir la solubilidad del gas de sintesis en el
medio acuoso, considerando que la fermentacion involucra tres fases heterogéneas: la fase
gaseosa (gas de sintesis), el medio de cultivo (liquido) y las células microbianas (sélido)
adheridas al soporte en biofiltros o en suspension en reactores de columna de burbujeo. En este
sentido, para esta alternativa biotecnoldgica se deben buscar reactores que logren altas tasas de
transferencia de masa y también altas densidades celulares [17]. Cabe destacar que la
fermentacién bioquimica tiene un menor impacto ambiental que la conversion quimica del gas
de sintesis, ademas de conllevar parametros de operacion moderados, y por lo tanto, se ha visto
mas influenciada [9]

Sin embargo, surgen preguntas sobre qué microorganismos deberian utilizarse para producir
biometano dentro de estos reactores de alta tasa de transferencia de masa. En este sentido se
presenta en la tabla 2, a continuacion, las principales vias metabdlicas para generar metano a
partir de gas de sintesis.

Tabla 2. Tres vias metabdlicas principales de la biometanizacion del gas de sintesis. [9] [10]

Energia de Gibbs

Vias Reaccion (KJ/mol)
Via Carboxidotréfica 4C€0 + 2H,0 - CH, + 3CO0, AG=-210,9
Via hidrogenotrdéfica 4H, + CO, —» CH, + 2H,0 AG=-135,6
Via Acetocléstica CH;C00 + H* - CH, + CO, AG=-31

Via Carboxidotrdéfica: En la via carboxidotrofica, el monoxido de carbono (CO) actda como
agente reductor, ya que cede electrones al ser parcialmente oxidado a CO., permitiendo asi la
reduccion de carbono a metano (CHa). Vale la pena sefialar que el mondxido de carbono (CO),
presente en el gas de sintesis, puede considerarse una excelente fuente de energia y carbono
para los organismos metanogénicos, pero el crecimiento carboxidotrofico sélo se ha
demostrado para unas pocas especies metanogénicas. Las posibles causas de este desajuste en
los metanogenos podrian estar relacionadas con la toxicidad inherente del CO [18]. Por lo tanto,
los microorganismos seleccionados para la produccion de biometano a partir de gas de sintesis
también deben tener resistencia a la toxicidad del mondxido de carbono.
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Via hidrogenotrofica: Se produce a partir de la transformacién de hidrdgeno, formiato o
ciertos alcoholes en metano utilizando CO. como aceptor de electrones. En este sentido, el Ha
se utiliza como donante de electrones para la reduccion del CO-, un proceso casi universal entre
las arqueas metanogénicas [19]. Esta ruta es la mas disponible para los microorganismos
metanogénicos, ya que el 74,5% puede utilizarla [20]

Via acetoclastica: Consiste en la conversion de acetato en metano, en la que el grupo metilo (-
CHs) del acetato se reduce a metano (CHa), mientras que el grupo carboxilo (-COOH) se oxida
a dioxido de carbono (CO-) [19]. Siendo utilizado solo por el 8,5% de los microorganismos
metanogénicos [20].

Buscando evitar la inhibicion debida al monoxido de carbono y con el objetivo de aumentar
aun mas la produccion de metano, se han propuesto dos estrategias biotecnoldgicas en estudios
recientes: 1) Conversion de CO en acetato por bacterias acetogéenicas y, posteriormente, acetato
en metano a través de la via acetoclastica. 2) Conversion de CO en hidrégeno, por organismos
hidrogenogénicos carboxidotréficos, y luego, hidrégeno en metano a través de la via
hidrogenotréfica. (Paniagua, 2022) Considerando la ecuacion de la via hidrogenotrofica, se
espera gue el hidrogeno sea el reactivo limitante, en este sentido se ha puesto mayor énfasis en
la segunda alternativa [10].

Galani et al (2025), citando a otros autores, realizaron un co-cultivo de microorganismos
carboxidotroficos termdfilos capaces de generar biometano, hidrégeno y acetato a partir de gas
de sintesis. Se destacan en la tabla 3, los que utilizan gas de sintesis (CO/H2/CO.) y generan
biometano o hidrégeno [16]

Tabla 3. Resumen de terméfilos carboxidotréficos aislados que generan biometano e hidrégeno a
partir de gas de sintesis. [16]

Producto
Oraanismo Fuente de Temperatura  principal de la Referencia
g aislamiento Optima (°C)  fermentacdn de
CoO
Methanothermobacter ~ Digestor de aguas 70 CH. [21]
thermoautotrophicus residuales
Metanotermobacter Digestor de aguas 65 CHa. [22]
marburgensis residuales
Carboxydothermus Pantano Calliente 70-72 Ha/Acetato [23]
Hydrogenoformans
Carboxydothermus Fuente termal 65 Ha [24]
Pertinax terrestre
Thermoanaerobacter Lago Caliente 66 Ha/Acetato [25]
Kivui
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En este sentido, los co-cultivos sintréficos surgen como una posibilidad biotecnoldgica para la
produccion de compuestos con valor de mercado, como el biometano. Sin embargo, cabe
destacar que los microorganismos que participaran en el cocultivo sintrofico deberan tener el
mismo rango de pH, temperatura y concentracion de sales [26]. Un ejemplo exitoso fue
presentado por Diender et al. (2018) donde los microorganismos Carboxydothermus
hydrogenoformans  (carboxidotréfico e hidrogenégeno) y  Methanothermobacter
thermautotrophicus (arquea hidrogendtrofa y metanogénica) se mezclaron en un reactor CSTR
y obtuvieron una generacion de metano del 72%, a partir de un gas de sintesis (66,6% H.: 33,3%
CO) [27].

Otra solucion biotecnoldgica es el uso de consorcios microbianos naturales que contienen
microorganismos carboxidotréficos, ya que presentan mdltiples ventajas frente a la
fermentacién en monocultivo, como una menor sensibilidad a la inhibicion. Pero se requiere
una mayor comprension de cdmo la composicion microbiana gestiona la biometanizacion del
gas de sintesis y en particular la conversion de CO [10]. Un estudio exitoso realizado por
Garcia-Casado et al. (2024) demostré la produccion eficiente de metano a partir de gas de
sintesis y lodos de depuradoras, utilizando botellas serologicas como reactores. Las pruebas
dieron como resultado una concentracion promedio de metano de 41,6 + 2,0%, utilizando una
mezcla de gases compuesta por 35% Hz, 30% CO, 25% CO:y 10% CHa. Los lodos utilizados
estuvieron formados predominantemente por microorganismos de los géneros Methanosarcina,
Acetobacterium y Thauera [28].

En este Trabajo fin de Master se utilizara un consorcio microbiano obtenido a partir de una
mezcla 1:1 de lodos meséfilos de la planta de tratamiento de aguas residuales de Valladolid
(ES) y lodos termofilos de la planta de tratamiento de residuos urbanos de San Sebastian (ES),
presentado en detalle por Rodriguez-Gallego et al. (2025), donde tras el analisis
metataxonémico del gen 16S rRNA, se identificd la presencia mayoritaria de los géneros
Methanothermobacter (arqueas metanogénicas) y del filo Firmicutes (bacterias
carboxidotroficas) en la tercera fase del experimento (donde se obtuvo la muestra de este
estudio), de las cuales destaca la abundancia de arqueas del género Methanothermobacter en
un 52,4% de la comunidad microbiana. [29]

Aunqgue existen estudios sobre la generacién de biometano a partir de gas de sintesis, ain queda
mucho por descubrir sobre los mejores parametros operativos de los reactores, tipos de reactores
y qué microorganismos metanogénicos se deben utilizar, especialmente cuando se trata de
microorganismos carboxidotroficos termofilos, que parecen ser los mas prometedores para esta
bioconversion.

Por tanto, en este trabajo se estudiara en un reactor de biofiltro empacado con arcilla expandida
el comportamiento de un co-cultivo sintrofico con presencia de Methanothermobacter
thermautotrophicus (arquea hidrogenotrofica y metanogénica) y Carboxydothermus
hydrogenoformans (bacteria carboxidotrofica e hidrogenogénica) y en otro biofiltro empacado
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con arcilla expandida el comportamiento de un consorcio microbiano mixto con presencia de
arqueas metanogénicas del género Methanothermobacter y bacterias carboxidotroficas del filo
Firmicutes, a diferentes caudales de gas de sintesis, con una mezcla de syngas sintético que se
aproxima a la composicion real del gas de sintesis obtenido por gasificacion de biomasa (35%
H2, 30% CO, 25% CO:y 10% CH,).

1.1. OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar sistematicamente el rendimiento de
biometanizacion de un consorcio microbiano mixto con presencia de arqueas metanogénicas
del género Methanothermobacter y bacterias carboxidotroficas del filo Firmicutes y de un co-
cultivo sintréfico con presencia de los microorganismos Methanothermobacter
thermautotrophicus y Carboxydothermus hydrogenoformans utilizando diferentes caudales de
gas de sintesis, cuya composicion es similar a la obtenida en la gasificacion de biomasa.

Se definid el siguiente objetivo especifico:

* Evaluar la producciéon de biometano, comparado con otros productos secundarios en
biorreactores con el consorcio microbiano y con co-cultivo sintréfico a diferentes caudales de
gas de sintesis.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Inoculo y medios de cultivo

Reactor 01, con co-cultivo sintréfico: Las cepas de Methanothermobacter
thermautotrophicus AH (DSM 1053) y Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901 (DSM
6008) se seleccionaron de la coleccion de cepas del Leibniz-Institut DSMZ (Alemania). Se
cultivaron inicialmente por separado a 65 °C en sus respectivos medios minerales, a saber: DSM
1523 para la cepa Methanothermobacter thermautotrophicus AH y DSM 507 para la cepa
Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901, utilizando procedimientos de cultivo
anaerodbicos. Se prepararon 500 mL del respectivo medio de cultivo en tres botellas diferentes
en frascos de vidrio de 2 litros con tapén de goma. Para monitorear el crecimiento de la
respectiva cepa, se monitore6 el aumento de metano en una de las botellas con
Methanothermobacter thermautotrophicus y el aumento de hidrégeno en una de las botellas
con Carboxydothermus hydrogenoformans mediante cromatografia de gases acoplada a un
detector de conductividad térmica.

Reactor 02, con el consorcio microbiano mixto: enriquecido a partir de una mezcla 1:1 de
lodos mesofilos de la planta de tratamiento de aguas residuales de Valladolid (ES) y lodos
termofilos de la planta de tratamiento de residuos urbanos de San Sebastian (ES) [29]. Se cultivd
a 65°C en medio mineral BAM, presentado en la tabla 4 a continuacion, utilizando
procedimientos de cultivo anaerobicos.

Tabla 4. Basal Anaerobic Medium en el que se propagan el consorcio microbiano. Modificado [30].

Solucion 1 (10 mL)

NH,CI 100
NaCl 10
MgCl. 10
CaCl: 5
Solucién 2 (10 mL)
KH,PO, 17,7 g-L71
Solucion 3 (10 mL)
K,HPO, 151,6 g-L71
Solucion 4 (50 mL)
NaHCO; 52¢g.L71
Solucion 5
Elementos traza (4,0 mL.)
FeCl.. 4 H.O 2000 mg-L~1
H3BO4 50 mg-L~!
MnClL.. 4 H.0 50 mg-L~1
CoClL.. 6 H20 50 mg-L~1
NiCl.. 6 H20 92 mg-L~1
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ZnClz 50 mg-L~1
CuClz 30 mg-L~1
(NH,)¢Mo0,0,,. 5 H:0 50 mg-L~*
AlCl, 50 mg-L~1
Na,Wo0, .2 H.0O 60 mg-L~1
Na,Se0; .5 H:0 10 mg-L~1
HCI 1000 mg. L7t
Solucion 6 (15 mL.)
Nitrilotriacetic (NTA) 1g-L71
Solucién 7
Vitaminas (1,0 mL.)
Biotina 20 mg-L71
~ Nicotinamina 200 mg-L~t
Acido p-amino benzoico 100 mg-L~1
~ Vitamina B1 100 mg-L~1
Acido pantoténico 100 mg-L~*
Piridoxina 500 mg-L~1
Vitz';lmina 512 100 mg- L1
Riboflavin 100 mg_L—l
Solucion 8 (40 mL.)
Na,S-9 H,0 259-L71

Las soluciones 1, 2, 3y 6 se agregaron a cinco botellas de vidrio de 2 litros con tapdn de goma,
antes de esterilizarlas en autoclave. Despues de la esterilizacidn se introdujo una atmdsfera de
syngas en las botellas, considerando las condiciones anaerdbicas requeridas por los
microorganismos. Una vez hecho esto se agregaron las soluciones 4, 5y 8, se ajusté el pH a 7
y se inocularon los microorganismos en estas botellas. Las mismas fueron introducidas a una
camara giratoria (5rpm) con una temperatura de 65° C, para mantener las temperaturas
adecuadas para los microorganismos , luego se verificé el crecimiento mediante observacion
de la turbidez y consumo de gases mediante GC-TCD para su inoculacion en los biofiltros.

2.2. Procedimiento Experimental

Para el estudio se utilizaron biofiltros de lecho empacado de flujo continuo, los cuales tuvieron
un volumen total de 3 litros, con 2,1 litros de volumen util del reactor y una altura util de 48
centimetros. Se rellen6 cada biofiltro con Arlita (arcilla expandida) para retener la biomasa
microbiana. El reactor encamisado emple6 agua caliente recirculada mediante un bafio
termostatico para mantener la temperatura interna a 65°C. La corriente de syngas tambien se
precalentd a 65° C.

En forma esquematica, la Figura 2 muestra los subsistemas involucrados en la operacion de los
reactores.
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Salida de gas

Reactor 1
{Co-cultivo)

Trampa de agua Trampa de agua Bomba multicanal

\ /
—— Muestreador

Flujo con
indeulo y medio
Flujo de agua Rotametro de cultive
caliente salida del medio Salida del medio Ratédmetro
de cultivo i

de cultivo

Bol
Syngas

Figura 02.: Sistemas de reactores. A la izquierda (reactor 1) con el co-cultivo sintréfico y a la
derecha el reactor 2, con la presencia del consorcio microbiano. Fuente: Autor.

El subsistema rojo representa la recirculacion de agua caliente, a través de tuberias debidamente
aisladas que salen de un bafio de recirculacion de agua con termostato digital regulado a 70 °C.
Las tuberias entre los dos reactores estan conectadas en serie de forma que el agua que sale del
bafio calienta el primer reactor (zona externa del encamisado) y posteriormente, llena el
encamisado exterior del segundo reactor con agua caliente, consiguiendo asi calentar el segundo
reactor.

Mientras tanto, el subsistema verde corresponde al suministro de gas de sintesis (35% H, 30%
CO, 25% CO:. y 10% CH,) al sistema. La mezcla de gas sintetico fue comprada a Carburos
metalicos (Espafia). El gas de sintesis se almacena en bolsas Mylar® de 100 litros vy, al ser
bombeado, se calienta mediante un serpentin sumergido en un bafio termostatico, donde
permanece adecuadamente aislado hasta su alimentacion a los reactores. Esta linea de gas esta
dividida de manera que cada reactor recibe la misma cantidad de gas, controlada por rotdmetros
en la entrada del reactor. El gas entra al reactor por la parte inferior y fluye hacia arriba en el
lecho poroso arcilla expandida, buscando una buena difusion entre el gas de sintesis y el medio
de cultivo. Antes y después de los reactores se instalaron puntos de muestreo, con el objetivo
de monitorear mediante GC-TC la composicion de los gases antes y despues del proceso de
biometanizacion.

En la linea amarilla, se cont6 con 03 configuraciones diferentes dependiendo la etapa del
experimento. En la primera configuracion en la fase de pre-experimento, se utilizo el subsistema
para recircular la solucion Buffer, con el fin de ajustar el pH de la arlita presente en el cuerpo
de ambos reactores. Se midio el pH del buffer antes de la inoculacion y se obtuvieron los
siguientes valores: 6,8 para R1-CC y 6,55 para R2-CM, acercandose por tanto a un pH neutro,
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en contraste con el pH alcalino que presentaba la arlita previo a la recirculacion.En la segunda
configuracion en la fase de inoculacion, se recirculd el medio de cultivo con los respectivos
microorganismos, con el objetivo de que se adhirieran al lecho de arlita. Esta fase ocurrio
durante los primeros siete dias del experimento. Y, por Gltimo, la fase del experimento que se
realiz6 sin recirculacion de medio mineral, donde diariamente se purgd el medio de cultivo a la
salida de los reactores y se midio el pH, con el fin de comprender mejor el comportamiento de
los dos sistemas de microorganismos. Para el reactor 2, con el consorcio microbiano, se utilizo
el medio de cultivo que se muestra en la Tabla 4, mientras que para el reactor 1, con el co-
cultivo sintroéfico, se utilizé el medio mixto utilizado por Diender et al. (2018) (tabla 5).

Tabla 5. Medio mixto en el que se propagan Carboxydothermus hydrogenoformans y
Methanothermobacter thermautotrophicus.Modificado [27].

Solucion 1
KH,PO, 08g-L1
Solucion 2
K,HPO,- 2 H:0 1,06 g-L71
Solucién 3
NH,CI 0,3g-L71
NaCl 03g-L1t
MgCl,-6 H-O 0,1g-L1
Extracto de levadura 0,5mg-L7?!
Solucion 4
Elementos traza— SL 11 (1,0 mL.)

H3BO; 6,0 mg-Lt
MnCl,-4 H.0 100 mg-L~1
FeCl,-4 H.O 1500 mg-L~t
CoCl,-6 H-0O 190 mg-L~1
NicCl,-6 H.0 24 mg-L1

ZnCl, 70 mg-L71
Cucl, 2mg-L71
Na,MoO, . H.O 36 mg-L7!
Na,-EDTA. 2 H.O 5200 mg-L~1
Solucion 5
Vitaminas (1,0 mL.)
Biotina 20 mg-L~1
~ Nicotinamina 200 mg-L~1
Acido p-amino benzoico 100 mg-L™t
) Vitamina B1 200 mg-L~1
Acido pantoténico 100 mg-L~1
Piridoxina 500 mg-L~1
Vitamina B12 100 mg-L~*
Riboflavin 100 mg-L~*
Solucién 6 (20 mL.)
Na,S .9 H.0 30g-L71t

11
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Solucion 7 (50 mL.)
NaHCO, 52g-L7!

Los biofiltros se operaron durante 41 dias, evaluandose el rendimiento de biometanizacion a
flujos de 6, 12, 24 y 48 mL/min, que correspondieron con tiempos de residencia de lecho vacio
del syngas de 350; 175; 87,5 y 43,7 minutos, respectivamente.

2.3. Métodos Analiticos

La cuantificacion de la composicién del gas de sintesis en la entrada y salida de los reactores
se realizd mediante cromatografia de gases utilizando un cromatoégrafo Bruker 430 GC-TCD
(Bruker Corporation, Palo Alto, EE. UU.). Dicho equipo disponia de un detector de
conductividad térmica (TCD) y se operé a temperaturas de 150°C, 45°C y 200°C en el inyector,
horno y detector, respectivamente. Se utilizaron tres jeringas de 250 pL (Hamilton Company,
NV, EE. UU.) para recolectar gas, una en la entrada y las otras dos en las respectivas salidas de
los biorreactores para evitar la contaminacion biologica entre los reactores.

A la salida del reactor (linea amarilla en la Figura 2), el medio de cultivo se purg6 diariamente
después de lavar la arlita. El liquido extraido se utiliz6 para el andlisis diario de pH, realizado
con un medidor de pH Basic 20 (Crison, Espafia). Ademas, se realizaron dos veces por semana
analisis de Carbono Organico Total (COT), Carbono Inorgéanico (CI), Nitrégeno Total (NT) y
determinacion de acidos grasos volatiles (acido acético, acido propionico, acido isobutirico,
acido butirico, &cido isovalérico, &cido valérico, acido isocaproico y &cido hexanoico).

Para los analisis de COT, Cl y NT el filtrado obtenido fue diluido en frascos de vidrio de 50
mL., de acuerdo a la concentracion esperada. Este ajuste en las diluciones se parametriz6, con
base en los resultados del analisis previo realizado y los limites de deteccion del equipo. La
dilucion tuvo como finalidad garantizar que el resultado de la muestra tuviera una concentracion
entre 0 y 100 mg/L. Todos los analisis se realizaron por duplicado para cada reactor. Del
volumen colectado de la purga, se filtraron 6 mL con filtros de 0,22 um para realizar las pruebas.
En este sentido, la muestra se diluyé inicialmente para ambos reactores en una proporcion de
1:10 (3 mL de la muestra en un volumen total de 30 mL). También se prepararon muestras de
control de agua tipo 2, las mismas utilizadas en las diluciones, ademés de otras tres muestras
estandar conocidas (100 mg TOC/L, 100 mg IC/L, 100 mg TN/L). Los analisis se llevaron a
cabo en un analizador de carbono organico total Shimadzu TOC-V CSH acoplado a una unidad
de medicién de nitrogeno total TNM-1 de quimioluminiscencia con muestreador automatico
ASI-V.

Por otra parte, los analisis de acidos grasos volatiles se prepararon, en duplicado, colocando 2
mL en tubos Eppendorf, con previa filtracion con filtros de 0,22 um. Posteriormente los
eppendorfs fueron centrifugados a 10 rpm durante 10 minutos. La primera muestra se realiz
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sin dilucion, considerando los limites de deteccion de la cromatografia liquida de alta resolucion
HPLC Waters 432 (Waters Corporation, USA), que se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Limites de deteccion mediante cromatografia liquida utilizando el HPLC Waters 432.

Limites de deteccion Rango (mg/L)
Acido acético 30-600
Acido propidnico 37-740
Acido isobutirico 44-881
Acido butirico 44-881
Acido valérico 52-1041
Acido Isocoproico 58-1173
Acido Hexanoico 59-1184
Acido Heptanoico 67-1340

Una vez finalizada la centrifugacion, se afiadio 1 mL de la muestra a un vial de HPLC, donde
se afadieron 20-30 L de &cido sulfurico concentrado (equivalente a una gota) para su
acidificacion.

Una vez hecho esto las muestras se analizaron en un HPLC-UV-VIA. EI HPLC estaba equipado
con una columna HyperREZ XP H+ (Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.) y un detector

UV-VIS (detector 2998 PDA) e IR (detector 2414 RI). EI método de medicion utilizado
mantuvo la columna a 55°C y utiliz6 &cido sulfarico como eluyente.

2.4. Calculos

Una vez conocidas las concentraciones en % (v/v) de los gases, despues del ensayo de
cromatografia de gases, se utilizo la siguiente ecuacion para obtener el valor del flujo molar de
cada una de los gases constituyentes del gas de sintesis:

PV = nRT
Donde:
P: Presion atmosférica en Valladolid, dado que el reactor opera a presion atmosférica (atm).
V: Volumen de gas de sintesis suministrado a ese experimento durante un dia (L).
n: Namero de moles (mol).
R: es la constante universal de los gases (0,0821 atm-L/mol-K)
T: temperatura de operacion del reactor (K).

También sera necesario calcular la selectividad [28]. La selectividad representa la proporcién
de cada producto formado en relacion con el total de productos generados en el sistema.

o mol n productos
Selectividad (—)
mol

" n total productos

13
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Esta formula es importante para evaluar qué tan dirigido esta el proceso para formar el producto
de interés (en este caso, metano). La selectividad nos permite comprender la distribucién de los
productos metabdlicos e identificar si el sistema favorece la formacién de metano o
subproductos no deseados como acidos grasos volateis.

Por ultimo, se debe calcular la eficiencia de la biometanizacion. Esta eficiencia se utiliz6 para
evaluar la fraccion de carbono disponible en el gas de sintesis que se convirtio efectivamente
en metano, utilizando la siguiente formula:

Producion de metano (%)

Eficiencia (%) = x 100

mol

carbono total disponible en el syngas (m)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los flujos de gas de sintesis en los reactores antes mencionados se incrementaron tres veces,
obteniendo estados estacionarios para ambos reactores con los siguientes flujos de 6, 12, 24 y
48 mL/min. El caudal se mantuvo en 6 mL/min desde la etapa de inoculacion hasta alcanzar el
primer estado estacionario. En la etapa de inoculacion, los inoculos resuspendidos en el frasco
que contenia el medio de cultivo fueron recirculados durante los primeros 7 dias del
experimento.

3.1. Produccion de Biometano

La produccion de biometano en estos reactores ocurrio a través de las vias carboxidotrofica e
hidrogenotréfica. En este sentido, se espera una disminucion, especialmente del monéxido de
carbono y del hidrogeno presentes en el gas de sintesis. Ademas, se espera un incremento del
metano en la composicion del gas a la salida de ambos biorreactores. Sin embargo, respecto al
dioxido de carbono, la proporcién puede permanecer igual, disminuir o aumentar dependiendo
de la via prioritaria, o incluso de la generacion de acidos carbdnicos en el contacto del gas
dioxido de carbono con la fase acuosa, dada su afinidad con ésta.

Como se presentd anteriormente, se recolectaron muestras de gas de la entrada del reactor 1 con
el co-cultivo sintroéfico (R1-CC), para verificar la composicion del gas a la entrada de los
reactores, con el fin de calcular la eficiencia de la biotransformacién de los compuestos, asi
como la entrada de oxigeno para identificar posibles fallas en el mantenimiento de condiciones
anaerobias, considerando que los microorganismos en cuestion son estrictamente anaerdbicos.
En la Tabla 7, podemos ver la composicion promedio presente en el gas de sintesis de entrada
durante el periodo del experimento.

14
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Tabla 7. Composicion media del gas de sintesis a la entrada del reactor en % v/v.

Tipo de gas co, H, 0, N, CH, CO
Composicion  20,5+0,6 40,0+1,5 0,5+0,3 1,941,0 9,940,5 27,2+1,0
media

Con la concentracion en % (v/v) es posible obtener el nimero de moles, considerando la
ecuacion de los gases ideales y los siguientes parametros: Operacion de los reactores a 65°C,
presion interna del reactor igual a la presién atmosférica en Valladolid, es decir 0,9085
atmdsferas [31] y el flujo volumetrico de gas de sintesis suministrado a cada reactor,
considerando el caudal diario ya mencionado. En la tabla 8, podemos ver la cantidad de moles
que entran diariamente a cada reactor bioldgico. Cabe sefialar que en la fase de indculo y en la
prueba 1 los flujos de gas de sintesis fueron los mismos.

Tabla 8. Flujo molar medio del gas de sintesis a la entrada del reactor en mmol/dia.

: co, H, CH, coO
Tipodegas 0 iidia) (mmol/dia) (mmol/dia) (mmol/dia)
Inoculo 55,4+1,0 110,7+4,2 25,9+1,6 72,91+2,1

1 prueba,

caudal 6 56,8+1,3 110,943,2 26,6+1,3 74,7+2,5
ml/min

2 prueba,

caudal 12 108,0+3,7 214,21+8,4 52,9+2,0 144,445,3
ml/min

3 prueba,

caudal 24 229,8+8,1 444,4+21,3 112,54+4,5 305,7+10,0
ml/min

4 prueba,

caudal 48 490,3+2,5 900,5+4,8 241,541,8 651,64+1,1
ml/min

De manera similar, se realizaron célculos de flujos molares a la salida del reactor 1, con
presencia del cocultivo sintréfico (R1-CC) y del reactor 2 con presencia del consorcio
microbiano mixto (R2-CM). En la tabla 9, podemos observar el flujo molar medio del gas luego
de la fermentacion de la arquea Methanothermobacter thermautotrophicus y la bacteria
Carboxydothermus hydrogenoformans. En esta tabla dividimos el experimento en cinco fases,
es decir, la fase de inoculacion y la fermentacion con co-cultivo a flujos de 6, 12, 24 y 48
mL/min de gas de sintesis.

Tabla 9. Flujo molar medio del gas de sintesis a la salida del reactor R1-CC, en mmol/dia

Tipo de gas €0y Hy CHy co
(mmol/dia) (mmol/dia) (mmol/dia) (mmol/dia)
Inoculo 80,8+17,6 129,8+17,8 23,4+2,0 29,3+29,4
1 prueba,
caudal 6
ml/min 141,8+17,1 20,94+51,9 104,04+33,2 0,1+0,1
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. co H CH CcO
Tipo de gas (mmollzdia) (mmoIZ/du’a) (mmolfdia) (mmol/dia)
2 prueba,
caudal 12
ml/min 288,4+6,2 - 224,8+5,9 0,1+0,2
3 prueba,
caudal 24
ml/min 602,945,9 - 478,1+11,9 2,843,7
4 prueba,
caudal 48
ml/min 917,8479,6 401,0+20,8 680,7+33,2 275,7+£90,5

Haciendo una comparacion en la fase de inoculo entre la entrada del reactor y la salida del R1-
CC, tenemos un aumento de CO- e hidrogeno mientras que se observa una disminucion de CO,
tendencia que se aproxima al comportamiento fermentativo esperado para la bacteria
Carboxydothermus hydrogenoformans [32], indicando por tanto actividad microbiana
predominante en esta fase. Mientras tanto, analizando la entrada y salida de R1-CC para el
primer estado estacionario, se observa un aumento en el ndmero de moles de CO. y
CH,, mientras que se observa una disminucién de CO y H,, promoviendo asi la actividad
microbiana de Methanothermobacter thermautotrophicus. Para esta fase del experimento con
un flujo de gas de sintesis de 6 mL/min, R1CC obtuvo una eficiencia de conversion de CO del
99,90%. Podemos ver en la figura 03 a continuacion los valores en nimero de moles que
presentan los gases a la salida de R1 CC cada dia.

Cocultivo
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1200 Cocultivo,
1100 48 mL/min
1000

900 .

Cocultivo, 24
800 mL/min
700 Cocultivo,
12 mL/min

600
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Flujo molar (mmol/dia)

' Cocultivo, 6 mL/min
400

300 Fase de inoculacién

200

100

.
e

0

123 45673829 101112131415E1617181920212223242526272829303132333435363738394041
Tiempo (dias)

CO: H. 0: ==N; ==CH: =CO

Figura 03.: Evolucion temporal de los flujos molares de CO-, Hz, oxigeno, nitrégeno, CH, y
CO en los ensayos de inoculacion y cocultivo con 6, 12, 24 y 48 mL/min. Fuente: Autor.
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En la figura 03, podemos observar el aumento del flujo molar de hidrégeno disponibles a partir
del segundo dia, a través de la producciéon de Carboxydothermus hydrogenoformans y el
consumo de hidrégeno a partir del décimo dia, indicando junto con el aumento de metano la
actividad microbiologica de Methanothermobacter thermautotrophicus.

En las etapas 2 y 3, presentados en las tablas 8 y 9, observamos el mismo patron de aumento de
biometano y CO-, ademas de resaltar la conversion de CO y el consumo total de hidrogeno. Las
eficiencias de bioconversion de CO fueron, respectivamente: 99,96% para la etapa 2, con un
caudal de 12 mL/min y 99,08% para la etapa 3, con un caudal de gas de sintesis de 24 mL/min.

Como se presentd anteriormente, Diender et al. (2018) para un reactor CSTR, operado de forma
continua, con presencia de los microorganismos Methanothermobacter thermautotrophicus y
Carboxydothermus hydrogenoformans, obtuvieron una eficiencia de conversion de CO de 93%
[27], mientras que, en el presente estudio, se obtuvo una eficiencia de hasta 99,96% para el flujo
de 12 mL/min del reactor 01.

Finalmente, en la etapa 4 con un flujo de syngas de 48 mL/min, se observa una disminucion en
la eficiencia de bioconversion de CO, obteniendo un valor promedio de 57.7% y con ello, una
reduccién en la produccion de biometano para el R1 CC.

En la tabla 10, podemos comprobar los valores de flujos molares de salida del reactor con el
consorcio microbiano mixto (R2-CM), en la que podemos observar que la conversién de CO e
hidrogeno en las etapas 2, 3 y 4 fueron del 100%, ademas de la conversién del 99,96% de CO
y 98,20% de hidrogeno en la prueba 1, con el caudal de syngas de 6 mL/minuto.

Tabla 10. Flujo molar medio del gas de sintesis a la salida del reactor R2-CM, en mmol/dia.

Tipo de gas €Oy Hp CHy co
(mmol/dia) (mmol/dia) (mmol/dia) (mmol/dia)
Inoculo 113,0+40,9 41,1+51,1 80,1+40,5 23,0+32,3
1 prueba,
caudal 6
ml/min 145,444,0 2,0+2,7 112,64+2,0 0,0+0,1
2 prueba,
caudal 12
ml/min 280,6+6,9 - 219,0+3,5 -
3 prueba,
caudal 24
ml/min 591,8+11,2 - 462,5+10,2 -
4 prueba,
caudal 48
ml/min 1263,1+18,1 - 978,5+9,9 -

Sin embargo, cabe destacar el importante consumo de mondxido de carbono y hidrégeno a
partir del tercer dia, todavia en fase de inoculacion, a diferencia de lo ocurrido con el cocultivo,
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donde hubo un consumo total de mondxido de carbono y un aumento de la produccion de
biometano a partir del décimo dia. Por tanto, se destaca que para el experimento mencionado,
el reactor con el consorcio microbiano tuvo una respuesta de fermentacion de biometano mas
rapida.

Cabe destacar que los microorganismos carboxidotréficos en el reactor con el consorcio
microbiano fueron mas efectivos en la biotransformacion de monoxido de carbono,
considerando que en los primeros 7 dias (fase de inoculacion) R2-CM obtuvo una tasa de
conversion de 68,9%, mientras que R1-CC obtuvo una tasa de 59,9%, principalmente a través
de la transformacion en biohidrégeno con Carboxydothermus hydrogenoformans.

En la figura 04 a continuacién, podemos ver la evolucion diaria de los flujos molares presentes
a la salida del reactor con la presencia del consorcio microbiano.

Consorcio microbiano

Consorcio,
48 mL/min

z 1100 ; ‘ Consorcio,
= 1000 i 24 mL/min

900 I Consorcio,
12 mL/min

600 Consorcio, 6
500 mL/min

400
300

Flujo molar (mmo

Fase de
200 inoculacién

100

0 - v
123 456 7 8 9101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
Tiempo (dias)

Co; H: 0; ==N; CH; ==CO

Figura 04.: Evolucion temporal de los flujos molares de CO-, Hz, oxigeno, nitrégeno, CH, y
CO en pruebas de inoculacion y consorcio microbiano con 6, 12, 24 y 48 mL/min. Fuente:
Autor.

Es de destacar que con el flujo de 48mL/minuto de syngas, los microorganismos presentes en
el reactor mantuvieron las tasas de conversion y no se presentaron problemas relacionados con
el transporte en la fase gas-liquido, como posiblemente ocurrio con R1-CC, lo que permitié que
se produjera la reduccion de la conversion de monoéxido de carbono.

Los valores de concontracion de metano obtenidos en el presente estudio en %(v/v) 39,9 +
3,8%, para el consorcio microbiano son muy cercanos a los obtenidos por Garcia Casado et al.
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(2024) para otro consorcio, obtenidos a partir de lodos de depuradora, que fueron de 41,6 +
2,0% [28].

3.2. Correlacion entre la generacion de biometano y el pH

El pH en el lixiviado de ambos reactores se midi6 diariamente durante todo el experimento, asi
como la produccion de acidos grasos volatiles dos veces por semana después de la fase de
inoculacion. En la Figura 5, podemos ver la correlacion entre el pH y la generacion de
biometano para el reactor R1-CC. En él, podemos observar un ligero descenso del pH a lo largo
del experimento, marcado por una linea recta con una pendiente de -0,36%, marcada por un
rango desde 6,46 pH minimo hasta 7,31 pH maximo.

Correlacion pH y biometano R1 CC
800 7,4

7,3
700
7,2
600
7,1

wu
(=]
o

B
[=]
[=]

6,9

pH

6,8

w
[=]
<

Flujo molar (mmol/dia)

y =-0,0036x + 6,9167
6,7
200
6,6

100
6,5

123 45 6 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
Tiempo (dias)

CHs ==pH-Cc ----Linear (pH-Cc)

Figura 05.: Evolucion del pH y la produccion de biometano (CHa) en el reactor R1-CC
durante 41 dias. Fuente: Autor.

A pesar de la ligera acidificacion del medio, no se percibié ninguna reduccion en la produccion
de biogas, dado que el rango de valores obtenidos durante el experimento no estéa lejos del valor
optimo de los microorganismos presentes en el reactor con cocultivo sintrofico, para el
microorganismo Methanothermobacter thermautotrophicus, que es un pH entre 7,2 y 7,6 [33]
y para el microorganismo Carboxydothermus hydrogenoformans, que es de 6,8-7,0 [23].

Se observo una ligera basificacion del medio acuoso tras el aumento del caudal de gas de
sintesis y, en consecuencia, la produccion de biometano fermentado en dicho reactor. Este
aumento en la generacion de base es seguido de una acidificacion en el medio acuoso del reactor
de igual intensidad. Los valores de pH entre 6,5 y 7,6 se consideraron como limites adecuados
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para R1-CC. Por tanto, el dia 30 del experimento se comenzaron a irrigar ambos reactores con
medio de cultivo con pH 8, debido a la acidificacion del medio ocurrida los dias 23 y 26 del
experimento, lo que resulté en una acidificacion fuera del rango propuesto.

La acidificacion del medio acuoso ya estaba empezando a reducir la eficiencia de bioconversion
de CO, por lo tanto, el experimento con el flujo de gas de sintesis de 12 mL/min fue mayor
(99,96%), en comparacion con el 99,08% en el experimento con un flujo de gas de sintesis de
24 mL/min. Podemos ver en la tabla 11 la concentracion de acidos grasos volatiles y su
representacion porcentual durante el experimento R1 CC.

Tabla 11. Concentracién media y distribucion porcentual de acidos grasos volatiles en el

reactor R1 CC
Acido Promedio R1 CC (mg/L) Porcentaje R1 CC
Acético 240,2+180,2 28,5%
Propidnico 102,6+84,6 12,2%
Isobutirico 50,1+33,1 5,9%
Butirico 140,8+177,2 16,7%
Isovalérico 220,9+180,8 26,2%
Valérico 22,3+180,8 2,6%
Isocaproico 29,4+39,4 3,5%
Hexanoico 36,7+33,7 4,4%

Se observa que los &cidos grasos volatiles mas representativos fueron los acidos acético,
propidnico, isovalérico y butirico, que en conjunto representan el 88,6% del total. La evolucion
temporal de estos acidos en relacion al pH del R1 CC se representa en la figura 06.
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Figura 06.: Evolucion del pH y acumulacion de acidos grasos volatiles (AGV) en el reactor

R1-CC. Fuente: Autor.
20




Producion de biometano a partir del gas de sintesis derivado de @ﬁggggmggwmﬂhs
la gasificacion de residuos s6lidos como una alternativa de

g N 1 . . . -/ - ;- MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL
Universidad deValladolid tecnologia limpia a la generacién de combustibles fésiles

Se puede observar una relacion directa entre las concentraciones de los principales acidos
grasos volatiles y la acidificacion del medio acuoso. Se destaca el predominio del acido acético
en el dia 9 del experimento, lo que coincide también con la fecha de formacion de biometano
en el reactor, a través del microorganismo Methanothermobacter thermautotrophicus,
considerando que hasta el dia 9 del experimento las actividades fermentativas mas expresivas
fueron realizadas por Carboxydothermus hydrogenoformans, considerando el aumento en la
concentracion de hidrégenoy CO, y en el consumo de CO, lo que se puede apreciar en la figura
3, presentada anteriormente.

Mientras tanto, en la Figura 7, podemaos verificar la correlacion entre el pH y la generacion de
biometano para el reactor R2-CM. También se observa a lo largo del experimento una ligera
disminucion del pH, sin embargo marcada por una linea recta con una pendiente de -1,01%,
marcada por un rango desde un pH minimo de 6,47 a un pH méximo de 7,21.
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Figura 07.: Evolucién del pH y la produccion de biometano (CHa) en el reactor R2-CM
durante 41 dias. Fuente: Autor.

De manera similar a lo ocurrido en el reactor R1-CC, se observa un aumento de la alcalinidad
del reactor a medida que aumenta el caudal de syngas a la entrada, seguido de una acidificacion
en el medio acuoso de igual o mayor intensidad. No hay una disminucion notable en la
produccién de biometano debido a las fluctuaciones del pH, lo que sugiere que el sistema es
resistente a las fluctuaciones del pH. Podemos ver en la Tabla 12 la concentracion de acidos
grasos volatiles y su representacion porcentual durante el experimento R2 CM.
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Tabla 12. Concentracion media y distribucion porcentual de acidos grasos volatiles en el

reactor R2 CM.

Acido Promedio R2 CM (mg/L) Porcentaje R2 CM
Acético 226,0+156,4 22,7%
Propibnico 104,8+72,5 10,5%
Isobutirico 60,2+57,3 6,1%
Butirico 141,9+204,5 14,3%
Isovalérico 387,5+291,8 39,0%
Valérico 16,9+291,8 1,7%
Isocaproico 24,8+16,8 2,5%
Hexanoico 31,5+28,0 3,2%

Se verifica una vez mas que los acidos grasos volatiles mas representativos en el lixiviado del
reactor 2 fueron el acido acético, el acido butirico, el acido isovalérico y el acido propionico,
totalizando el 86,6% del total. Por lo tanto, se presentan en la figura 8, en correlacion con la
generacion de pH en el consorcio microbiano.
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Figura 8.: Evolucidon del pH y acumulacion de acidos grasos volatiles (AGV) en el reactor R2-

CM. Fuente: Autor.

En el reactor con presencia del consorcio microbiano se observa un incremento en la
concentracion de &cido acético a medida que avanzan los dias del experimento, obteniendo el
mayor valor el dia 20 del experimento con un valor de 498,75 mg/L. Mientras tanto, el &cido

butirico disminuyé con el aumento de la edad de la biomasa microbiana.
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3.3. Flujo de carbono y selectividad

Analizando el flujo de carbono que sale del reactor, podemos considerar los gases posteriores
a la fermentacion de las bacterias, presentados en el apartado de generacion de biometano, y
también el carbono que queda en el medio acuoso. Es decir, carbono inorganico, formado por
carbono elemental, mondxido de carbono, dioxido de carbono, carbonatos y bicarbonatos [34].
El carbono organico, que puede estar representado por acidos grasos en este estudio, se midid
utilizando un analizador de carbono organico total disuelto, donde la muestra pasa por un filtro
de 0,22 pm antes de realizar el analisis.

En la tabla 13 a continuacion podemos ver los resultados de los analisis de carbono organico
total y carbono inorgénico para ambos reactores, pasando por las etapas a los diferentes flujos
de gas de sintesis evaluados.

Tabla 13. Concentraciones de carbono organico e inorgéanico disueltos en los reactores R1-CC

y R2-CM.
Carbono organico total Carbono inorgénico
disuelto (mg/L) disuelto (mg/L)
R1- CC6 509,1 +59,9 492,4+189,3
R1-CC12 257,1+148,4 280,4+55,4
R1-CC24 332,8+49,1 216,14+56,9
R1-CC48 359,940,0 230,040,0
Carbono organico total Carbono inorganico
disuelto (mg/L) disuelto (mg/L)
R2-CM6 91,8+29,6 207,8+34,7
R2-CM12 361,2+115,2 348,7+43,0
R2-CM24 545,14200,0 275,9+41,6
R2-CM48 560,2+0,0 245,040,0

Se puede observar para el reactor 1 que hubo una mayor concentracion de carbono organico
total disuelto (COTD) al inicio del experimento, con una tendencia decreciente, demostrando,
por tanto, que la interaccién de los microorganismos en este reactor no genera muchos
compuestos organicos intermedios con el envejecimiento de la biomasa microbiana. Ademas,
la misma tendencia a la disminucién de la concentracién de carbono inorganico también se
observa para R1-CC, lo que indica que estos compuestos tampoco se acumulan en el
biorreactor.

Sin embargo, en el reactor 2, existe una tendencia a un aumento de compuestos organicos
volatiles filtrados. Lo que indica una tendencia a la acumulacion de compuestos intermedios,
como el acido acético observado en otros estudios [27][35].

En la Tabla 14 a continuacion se muestra la concentracion de los principales productos del
metabolismo extracelular en los dos reactores. En esta tabla, damos cuenta de los diferentes
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flujos de gas de sintesis, los principales flujos de carbono extracelular, a saber: CO., CHa y
acido acético. EI CO. y el CHa son productos, principalmente, de las vias metabdlicas
carboxihidrotroficas e hidrogenotroficas de Methanothermobacter thermautotrophicus,
presentes en ambos sistemas. Y 4&cido acetico, un producto secundario que se libera en
cantidades mas pequerias en el sistema. Cabe sefialar que para estos calculos se restaron el CO-
y el CHa4 a la entrada del reactor.

Para calcular el &cido acético en mmol/dia se considero la cantidad de medio mineral purgado
diariamente, la masa molar del acido y la concentracion en mg/L obtenida en la prueba de
cromatografia liquida.

Tabla 14. Tasas de produccion de CO2, CHa y &cido acético (mmol/dia) en los reactores R1
(cocultivo sintréfico) y R2 (consorcio microbiano) en diferentes condiciones de flujo de

syngas.

Concentracion de los principales productos metabélicos extracelulares (mmol/dia)

COo, CH, Acido acético
R1- CC6 85,0+17,1 78,1+ 33,1 0,4+0,3
R1-CC12 180,3 £ 6,2 198,1 £59 0,2+0,1
R1-CC24 373,1%+59 4252+ 11,9 0,3+0,1
R1-CC48 427,41 79,6 568,2 + 33,2 -

Co, CH, Acido acético
R2-CM6 88,6 £4,0 86,0 +2,0 0,1+0,1
R2-CM12 172,6 +6,9 166,1 +3,5 0,840,3
R2-CM24 362,0 £11,2 350,0 £10,2 0,7 0,2
R2-CM48 772,8 £18,1 736,9 £9,9 -

Existe una tendencia a que tanto el CO. como el CH. crezcan en ambos reactores con el aumento
del flujo de gas de sintesis, lo que indica que ambos grupos de microorganismos fueron capaces
de producir biometano, con los flujos de gas de sintesis propuestos, incluso con la presencia de
monoxido de carbono que, como se presentd anteriormente, puede considerarse toxico en
concentraciones mas altas.

También se observa que la concentracion de acido acético es mayor en el reactor 2, con la
presencia del consorcio microbiano, especialmente con el envejecimiento de la biomasa
microbiana. Mientras tanto, el reactor 1 tiene una concentracion mas alta al comienzo del
experimento. Cabe sefialar que no se contd con registros de la concentracion de acido acético
para el flujo de 48mL/min, dada la falta de representatividad de la muestra.

En la tabla 15 a continuacion, podemos ver la selectividad de los principales productos
metabolicos extracelulares. Este parametro indica qué producto esta siendo favorecido en el
sistema.
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Tabla 15. Selectividad del producto (CO-, CHa y acetato) en los reactores R1 (cocultivo sintrofico) y
R2 (consorcio microbiano) a diferentes caudales de syngas.

Selectividad

Co, CH, Acido acético
R1- CC6 0,5199 0,4776 0,0025
R1-CC12 0,4762 0,5231 0,0007
R1-CC24 0,4672 0,5324 0,0004
R1-CC48 0,4293 0,5707 -

Co, CH, Acido acético
R2-CM6 0,5070 0,4922 0,0008
R2-CM12 0,5085 0,4893 0,0023
R2-CM24 0,5080 0,4910 0,0010
R2-CM48 0,5119 0,4881 -

En el Reactor 1 (R1- CC), se puede observar que a medida que aumenta el flujo de gas de
sintesis, también aumenta la selectividad del metano, sin embargo, la selectividad del didxido
de carbono disminuye. Se indica por tanto un sistema que tiende a favorecer la formacion de
metano incluso con grandes cantidades de gas de sintesis suministradas. También se observo
una baja produccién de acido acético, la cual mostré una tendencia a disminuir con el aumento
del caudal.

Mientras tanto, en el reactor 2 (R2-CM), la selectividad se mantiene relativamente constante en
todas las pruebas, incluso con diferentes suministros de gas de sintesis. Indicando por tanto un
sistema mas equilibrado y estable. La formacion de &cido acético también es minima, aunque
tiende a aumentar a medida que aumenta el tiempo de funcionamiento del reactor.

3.4. Eficiencia de la biometanizacién

En esta seccidn se calculara la eficiencia de biometanizacion para cada flujo de gas de sintesis,
en ambos reactores. Con el objetivo de verificar las condiciones 6ptimas para cada grupo
microbiano.En la tabla 16, podemos ver las eficiencias de conversidn del carbono presente en
el gas de sintesis de entrada en biometano a la salida de ambos reactores.

Tabla 16. Eficiencia de conversion de gas de sintesis a CHa en los reactores R1 y R2.

Eficiencia R1-CC (%)

R1- CC6 49,6%
R1-CC12 61,2%
R1-CC24 63,8%
R1-CC48 41,2%
Eficiencia R2-CM (%)
R2-CM6 54,6%
R2-CM12 51,3%
R2-CM24 52,5%
R2-CM48 53,5%
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Podemos observar que el reactor 1 con presencia de co-cultivo sintrofico logré una mayor
eficiencia de biometanizacion que el reactor 2 para flujos de suministro de gas de sintesis de 12
y 24 mL/min. Sin embargo, es evidente que cuando se alcanzé el caudal de 48 mL/min se
produjo una reduccion significativa de la biometanizacion del reactor.

El sistema R1 CC no logré retener una buena porcién del flujo para el caudal de 48 mL/min,
dado que para este caudal la velocidad de recirculacién lineal en el reactor también se duplico,
pasando de 5,4857 L.min~1.m~2 aun caudal de 24 L/mina 10,9714 L/.min~1.m~? aun caudal
de 48 L/min, y como resultado el sistema present6 una baja tasa de transferencia de gas de
sintesis.

Sin embargo, se puede observar que el reactor 2 presenta aproximadamente la misma eficiencia
en todos los flujos de gas de sintesis, lo que indica que el sistema presenta una mayor robustez
con diferentes caudales suministrados. En la figura 09, podemos ver la relacion de eficiencia en
la biometanizacion y selectividad para la formacion de Biometano para R1-CC, a lo largo de
los diferentes caudales.

Relacion entre la eficiencia y la selectividad en el
reactor R1-CC

70%0

65%
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45%

40%

35%

Eficiencia/Selectividad (%)

309% ¢
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Flujo de syngas (mL/min)

—&— Eficiencia R1 (%) Selectividad R1

Figura 09.: Comparacion entre la eficiencia de conversion y la selectividad hacia CHa en el
reactor R1-CC. Fuente: Autor.

Se observa que la eficiencia aumenta significativamente entre caudales de 6 y 12 mL/min,
alcanzando un valor maximo a un caudal de 24 mL/min. Sin embargo, con un aumento de flujo
de 48 mL/min, se produce una fuerte caida en la eficiencia, lo que indica una posible limitacion
operativa en el sistema.

Sin embargo, la selectividad por el metano presenta un comportamiento creciente y continuo,
indicando que, a pesar de la baja eficiencia en la produccion de metano para el flujo de 48
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mL/min, el sistema aun prefiere formar biometano que otros productos metabdlicos
extracelulares.

En la figura 10, podemos ver la gréfica comparativa entre eficiencia y selectividad para el
reactor 2, con presencia del consorcio microbiano.

Relacion entre la eficiencia y la selectividad en el
reactor R2-CM

55%
\/_,k e

Eficiencia/Selectividad (%)
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Flujo de syngas (mL/min)

—&— Eficiencia R2(%) Selectividad R2

Figura 10.: Comparacion entre la eficiencia de conversion y la selectividad hacia CHa en el
reactor R2-CM. Fuente: Autor.

Para el reactor 2, existe una mayor estabilidad en la formacion de biometano con diferentes
flujos de gas de sintesis, asi como una tendencia estable a la formacién de biometano en
comparacion con otros productos metabdlicos extracelulares.
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4. CONCLUSION

En este trabajo se investigo el comportamiento de la biometanizacion del gas de sintesis con
una composicion similar al generado en procesos de gasificacion de biomasa (35% Hz, 30%
CO, 25% CO: y 10% CHa), de dos grupos de microorganismos en biofiltros, a saber: un
cocultivo sintrofico con presencia de Methanothermobacter thermautotrophicus y
Carboxydothermus hydrogenoformans y un consorcio microbiano con presencia de arqueas
metanogeénicas del género Methanothermobacter y bacterias carboxidotroficas del filo
Firmicutes

Se encontr6 que el cocultivo sintréfico presentd mayor oscilacion en la eficiencia de
biometanizacidn, sin embargo, logré alcanzar el valor de metanizacion mas representativo, el
cual fue de 63,8%, utilizando un caudal de gas de sintesis de 24 mL/min. Esto contrasta con el
valor maximo alcanzado por el consorcio microbiano que fue del 53,49% a un flujo de gas de
sintesis de 48 mL/min.

Sin embargo, a pesar de lograr una mayor eficiencia de biometanizacion, el co-cultivo soportd
un proceso mas inestable, dado que no fue capaz de asimilar el flujo de gas de sintesis de 48
mL/min, reduciendo la eficiencia de metanizacion en mas de un 22% con relacion al maximo
citado. En este sentido, el consorcio microbiano se mostré como el sistema mas estable en la
produccion de biometano, dada la baja oscilacion en las eficiencias de biometanizacién y en la
selectividad de produccién de biometano, y por tanto es el sistema que puede asimilar la mayor
concentracion de CO.

Respecto a la generacion de productos secundarios, existe una tendencia del cocultivo sintréfico
a liberar mas &cidos grasos volatiles en los primeros dias del experimento, probablemente
debido a la adaptacion de los metabolismos de dos microorganismos. Sin embargo, el consorcio
microbiano presentd una mayor produccion de AGV con el aumento en la carga de gas de
sintesis.

5. SUGERENCIA PARA TRABAJOS FUTUROS

Como sugerencia para trabajos futuros, recomendamos la implementacion de sensores de
temperatura y presion, con captura instantanea de datos a la entrada y salida del reactor, con el
objetivo de un monitoreo mas inmediato de los cambios. Ademas de verificar las posibilidades
de otros co-cultivos sintréficos en los que los microorganismos tengan caracteristicas similares
para tener mejor adaptabilidad, como se muestra en la tabla 3 de este estudio, citando a Galani
et. (2025) [16].
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