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RESUMEN

TITULO: EXTRACCION CON UNA RESINA DE INTERCAMBIO IONICO DE
LOS ACIDOS CARBOXILICOS PRODUCIDOS EN EL PROCESO MIXALCO®*

AUTOR: LAURA CAMILA RIOS CARRENO**

PALABRAS CLAVE: MIXALCO®, RESINA DE INTERCAMBIO, ACIDOS
CARBOXILICOS, FERMENTACION CONTRACORRIENTE

DESCRIPCION:

El proceso MixAlco® es una tecnologia desarrollada en los laboratorios de Texas
A&M University que transforma materiales biodegradables en una mezcla de
alcoholes combustibles. Durante el proceso de fermentacion se producen acidos
carboxilicos que se acumulan y reducen el pH del caldo de fermentacion. La alta
concentracion de acidos y un pH bajo inhiben el funcionamiento eficiente de los
microorganismos en los fermentadores. Para extraer estos 4cidos se aplican
diferentes técnicas como extraccion liquido-liquido, precipitacion y electrodialisis,
las cuales requieren de multiples operaciones que encarecen el proceso;
mientras que los adsorbentes poliméricos, como las resinas de intercambio
ionico constan de un montaje sencillo.

Este proyecto de investigacion busco mejorar los parametros de operacion de la
fermentacion en contracorriente del proceso de MixAlco®, utilizando una columna
de resina de intercambio i6nico de tipo base débil Amberlite IRA-67 para extraer
los acidos carboxilicos presentes en el caldo de fermentacion. Para ello, se
utilizaron dos grupos de 4 fermentadores, a uno de ellos se le aplico la
transferencia en contracorriente del producto liquido a través de la resina y el
otro se mantuvo como control. La transferencia se llevo a cabo cada 48 h durante
1 mes a partir del dia 107 de la fermentacién y se obtuvo una conversion y
rendimiento de producto de 70.3% y 18.3% respectivamente.

* Trabajo de Grado.
™ Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Ph.D.
Viviana Sanchez Torres y Ph.D. Mark Holtzapple.
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ABSTRACT

TITLE: EXTRACTION OF CARBOXYLIC ACIDS PRODUCED IN MIXALCO®
PROCESS WITH AN ION EXCHANGE RESIN *

AUTHOR: LAURA CAMILA RIOS CARRENO™

KEYWORDS: MIXALCO®, ION EXCHANGE RESIN, CARBOXYLIC ACIDS,
COUNTERCURRENT FERMENTATION

The MixAlco® process is a technology developed at Texas A&M University
laboratories that transforms biodegradable materials into a mixture of
combustible alcohols. The carboxylic acids produced during the fermentation
process accumulate and reduce the pH of the fermentation broth. High acids
concentration and low pH inhibit the efficient functioning of the microorganisms
in the fermenters. Different techniques such as liquid-liquid extraction,
precipitation and electrodialysis can be used to extract these acids, however, they
require multiple operations that make the process more expensive. On the other
hand, polymeric adsorbents such as ion exchange resins are an alternative that
requires a simple assembly.

This research project was aimed to improve the operation parameters of the
counter-current fermentation of the MixAlco® process using a column of weak
base type ion exchange resin Amberlite IRA-67 to extract the carboxylic acids
present in the fermentation broth. To do this, two groups of 4 fermenters were
used and one of them was transferred the liquid product through the resin and
the other was kept as control. The transfer was carried out every 48 h during 1
month from day 107 of the fermentation and a conversion and product yield of
70.3% and 18.3% respectively were obtained.

* Bachelor Thesis.
™ Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Directors: Ph.D.

Viviana Sanchez Torres and Ph.D. Mark Holtzapple.
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INTRODUCCION

La demanda energética mundial aumenta y seguira haciéndolo como respuesta
al crecimiento y expansidon economica de los paises. Actualmente los
combustibles fosiles suplen el 60% de la energia mundial [1]; el incremento en el
consumo de éstos combustibles trae consecuencias ambientales negativas y
nocivas para la salud, y es por ello que los biocombustibles como biodiesel,
bioetanol, biohidrogeno son considerados una alternativa atractiva para sustituir
los aceites fosiles, mitigando asi la contaminacion ambiental, el deterioro de la
capa de ozono, las altas emisiones de gases invernadero, etc [2]. La produccién
de biocombustibles es apoyada por paises como Estados Unidos, Brasil y China,
con el propésito de combatir preocupaciones de seguridad energética y del

agotamiento progresivo de las reservas de petréleo, gas, carbén, entre otros [3].

Los biocombustibles de segunda generacion ademas de ser renovables tienen
ventajas adicionales sobre los de primera generacion como tener una fuente de
materia prima (biomasa lignoceluldsica) abundante, econémica y que no afecta
la cadena alimentaria humana [4]. La biomasa esta presente alrededor del
mundo en una gran variedad de presentaciones, se encuentra en residuos
forestales y agroindustriales como el bagazo de cafia y el rastrojo de maiz,
residuos humanos y animales. Ademas, es considerada una fuente potencial de
azucares fermentables, la cual puede ser utilizada, bajo las condiciones

adecuadas, para producir alcoholes como bioetanol y biobutanol [5].

Sin embargo, la produccion de biocombustibles a partir de biomasa representa
grandes retos para la ingenieria y la ciencia, debido a su compleja composicién.
Los componentes principales de la lignocelulosa son celulosa, hemicelulosa y
lignina, los cuales poseen una dificil degradacion y normalmente deben ser
sometidos a pretratamientos para liberar la celulosa y la hemicelulosa de los
entrelazados de lignina [6]. El proceso de MixAlco® es una tecnologia patentada
gue convierte material biodegradable en combustibles de una mezcla de

alcoholes; se lleva a cabo en un fermentador, donde ocurre la digestion
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anaerobica y con la ayuda de un cultivo mixto de microorganismos formadores

de acidos se producen acidos carboxilicos (acido acético, propibnico, y butirico)

[7].

Los acidos carboxilicos son los acidos organicos mas conocidos. Son usados a
gran escala en la industria quimica y de alimentos. Muchos &cidos carboxilicos
pueden convertirse en carbohidratos u otras materias primas renovables por
medio de la fermentacion. Sin embargo, tienen un efecto téxico sobre los

microorganismos fermentadores [8].

Con el objetivo de aumentar la fermentabilidad de la biomasa es necesario
reducir la concentracion de estos acidos. Existen diferentes métodos de
extraccion, la eliminacién in-situ por extraccion con solvente es la técnica mas
popular. Sin embargo, los microorganismos crecen a un pH de 6.8 y la mayoria
de los extractantes funcionan eficientemente a pH menores a 6, condicion a la

cual los microorganismos tienen bajas tasas de crecimiento [9].

La evaporacién es otro tratamiento usado para la eliminacion de compuestos
volatiles como el acido acético y acido férmico. Sin embargo, compuestos como
el &cido levulinico, no son eliminados. El tratamiento debe realizarse a un pH
bajo ya que compuestos como el acido acético y férmico solo son volatiles en la

forma protonada [10].

Por otro lado, la adsorcion es un método de detoxificacion fisico, donde los
adsorbentes convencionales como el carbén activado usualmente resultan
contaminando el producto, especialmente cuando la biomasa tiene un
componente afin con el carbén. Murali et al.! concluyeron que utilizar
adsorbentes poliméricos, como las resinas de intercambio idnico, tiene

resultados mas eficientes en el proceso de separacion de acidos carboxilicos.

1 MURALI, Nandita; SRINIVAS, Keerthi y AHRING, Brigitte. Biochemical
Production and Separation of Carboxylic Acids for Biorefinery Applications. En:
Fermetation. Mayo, 2017, vol 3, no 2. p 22.
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Esta afirmacion es comprobada por autores como Srivastava et al?. y Gonzalez
et al.® quienes mejoraron la productividad de sus fermentaciones al aplicar esta

técnica de extraccion.

Este proyecto de investigacion se desarrollé en los laboratorios del grupo de
investigacion Holtzapple's lab en Texas A&M University y tuvo como objetivo
principal extraer los acidos carboxilicos producidos durante el proceso Mixalco
en la etapa de fermentacion utilizando una resina de intercambio idnico
Amberlite® IRA-67.

2 SRIVASTAVA, Kiresten, et al. Biological formation of caproate and caprylate
from acetate: fuel and chemical production from low grade biomass. En: Energy
& Environmental Science. Noviembre, 2010, vol 4, no 1. p 216-224.

3 GONZALEZ, Isabel et al. Purification of Lactic Acid from Fermentation Broths
by lon-Exchange Resins. En: Industrial & engineering chemistry research. Marzo,
2006. p 3243-3247.
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1. MARCO TEORICO

1.1 EL PROCESO DE MIXALCO

Para transformar la biomasa lignoceluldsica en biocombustibles se utilizan
principalmente 3 plataformas: termoquimica, de azucar y de carboxilato [11]. El
proceso termoquimico utiliza el calor y/o la catélisis para convertir la
lignocelulosa en productos de valor industrial, que pueden ser gases como CO,
COz2, Hz2, CHa, liquidos como aceites bio-crudos los cuales requieren procesos
de refinacion, separacion y mejoramiento para aumentar su valor y sélidos como

combustible para calentar o cocinar por su alto contenido energético [12].

En la plataforma de azlcar, la celulosa y hemicelulosa se convierten primero en
azucares fermentables como glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa y manosa,

usando acidos o enzimas, los cuales son fermentados para producir etanol [13].

Por otro lado, la plataforma de carboxilato incluye todos los procesos que a partir
de la fermentacién anaerdbica de biomasa producen sales de carboxilato o
acidos carboxilicos. Las sales pueden ser vendidas como productos primarios o
después de ser fermentadas con diferentes microorganismos como productos
secundarios. Una caracteristica especial de esta plataforma es que utiliza una
mezcla de cultivos de microorganismos para la etapa de fermentacion [14].

El proceso de MixAlco, ilustrado en la Figura 1, fue desarrollado en los
laboratorios del profesor Mark Holtzapple en la Universidad de Texas A&M. Es
un ejemplo de la plataforma carboxilato y es una tecnologia capaz de convertir
material biodegradable en quimicos utiles como acidos carboxilicos, cetonas y
biocombustibles [15].

16



Figura 1. Diagrama de la plataforma de carboxilato

Pretratamiento
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Fuente WARNOCK GOLUB, Kristina. Effect of bioreactor mode of operation on
mixed-acid fermentation. Tesis doctoral en ingenieria Quimica. College Station:

Texas A&M University. Departamento de Ingenieria quimica. 2012, p 3- 24.

Inicialmente se alimenta la biomasa a un reactor y se utiliza una mezcla de
cultivos de microorganismos para fermentar la materia prima, lo cual le brinda a
esta fase una mayor flexibilidad metabdlica. También se afiade carbonato de
magnesio para neutralizar los acidos producidos y convertirlos en sales. Estas
sales son separadas del caldo fermentado y convertidas térmicamente en
cetonas, las cuales son hidrolizadas a alcoholes; finalmente estos son

convertidos cataliticamente a hidrocarburo [16].

1.2 FERMENTACION EN CONTRACORRIENTE ANAEROBICA EN EL
PROCESO MIXALCO®

Parar obtener altos valores de conversion y de concentracion de producto, este
proceso utiliza fermentacion por lotes en contracorriente, donde se manejan dos
fases: solida y liquida. Al final de cada lote el liquido y el s6lido se mueven en
contraflujo [17] como se muestra en la Figura 2. A medida que la biomasa se
digiere resulta menos reactiva y la produccion de acidos carboxilicos inhibe la
digestion [18]. No obstante, la fermentacion en contracorriente permite que la

biomasa mas digerida esté en contacto con la menor concentracion de acidos y

17



la biomasa mas fresca esté en contacto con la concentracion mas alta de acidos,

logrando asi las condiciones mas Optimas para la produccion de acidos [17].

Figura 2. Diagrama de un sistema de fermentacién en contracorriente

Acidos carboxilicos

Producto _ Liquido
liquido h Fresco
F1 F2 F3 F4
Sustrato Biomasa no
_ e e e e S
Fresco digerida

Digestion de la biomasa

Fuente MOODY, Andrew Garret. Pilot-scale fermentation of office paper and
chicken manure to carboxylic acids. Tesis de magister en ingenieria Quimica.
College Station: Texas A&M University. Departamento de Ingenieria quimica.
2006.

1.3 RESINA DE INTERCAMBIO IONICO

Las resinas de intercambio consisten en cadenas hidrocarbonadas que
constituyen una matriz donde se unen grupos funcionales iénicos, por medio de
enlaces covalentes [19]. Los grupos funcionales mas comunes son sales de
acidos sulfénicos o carboxilicos y sales de amonio cuaternario. Estos polimeros
iGnicos tienen dos tipos de iones, unos que estan ligados a la estructura y otros
con carga opuesta que estan libres, los cuales pueden ser intercambiados por
una cantidad equivalente estequiométricamente de otros iones de la misma

carga al ponerse en contacto con una solucion de electrolitos.
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Las resinas de intercambio idnico pueden ser fabricadas como dos tipos de

estructuras fisicas: gelatinosas 6 macroporosas, las cuales se diferencian entre

Si por sus caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 1).

Se requiere que el material de las resinas sea insoluble, caracteristica que

confieren las cadenas hidrocarbonadas (hidrofébicas) y resistentes a la fractura

[20]. En general, pueden tener forma esférica (Figura 3), granular o laminar. Por

otro lado, la estabilidad térmica, mecanica y quimica de la resina depende

principalmente de la estructura, el grado de enrrejillamiento de la matriz, de la

naturaleza y el numero de grupos ionicos fijos.

Tabla 1. Caracteristicas principales de las resinas tipo gel y macroporosas

Tipo
Caracteristica Resina gelatinosa Resina macroporosas
Apariencia Transparente Opacas
Dependiente del grado de | Funcion del grado de

Porosidad

reticulacion reticulacion
Capacidad de adsorcion Alta Reducida
Capacidad de elucion Rapida Reducida
Resistencia quimica Baja Alta

Aplicaciones

Sistemas con agua

Aplicaciones especiales

Fuente ZAGANIARIS, Emamanuel.

lon

Exhange Resins in

Uranium

Hydrometallurgy. Estados Unidos: Books On Demand. 2009. p 142.

Figura 3. Representacion esquematica de una esfera de resina tipo gel

—_—_Matriz

[ Agente enlazante

® Grupo funcional
+ Contraion
'] Agua
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Fuente MICHAUD, Chubb. lon Exchange Reactions: A Review. En: Water
conditioning & purification. Junio, 2011. p 2-6.

1.3.1 El intercambio idnico. Los primeros estudios del intercambio idnico datan
del siglo XIX, cuando al practicarse experimentos en suelos se le descubrio.
Actualmente es considerado como una operacion unitaria y es un suplemento
extremadamente valioso para otros procedimientos como filtracion, destilacion y

adsorcion [21].

El intercambio i6nico es un fenbmeno que se produce al poner en contacto un
sélido iénico (intercambiador) y una mezcla liquida que contiene iones en
disolucion (electrolito), produciéndose un intercambio entre los grupos idnicos
del sélido y los iones de la misma carga de la disolucién, hasta que se alcanza
un equilibrio dindmico en el que la distribucién de iones en el sélido y el liquido

permanece constante [22].

1.3.2 Clasificacion

1.3.2.1 Resina Catidnica. Son resinas que reaccionan solo con iones positivos
como Ca*?, Mg*? o Na*. La mayoria de estas resinas son preparadas por
copolimerizacion y tienen adherido al benceno &cidos sulfénicos los cuales

reaccionan con los cationes del medio circundante, intercambiando un H+ [23].

e Resina cationica de acido fuerte: son consideradas de acido fuerte porque
la disociacion del SOsH es tan fuerte como la del acido clorhidrico o sulfurico.
De hecho, se disocia no solo en soluciones alcalinas, sino que también
incluye las soluciones acidas. Se estima que son las resinas mas usadas, y
son implementadas comunmente en procesos de desmineralizacion [24]. Las
ventajas de este tipo de resina incluyen un costo moderado, alta resistencia
a la fractura y eliminacion no selectiva de cationes. Aungue requieren de una

cantidad de regenerante sustancial.
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Resina catidonica de acido débil: Estas resinas tienen como grupos de
intercambio acidos carboxilicos, los cuales muestran una acidez débil, es
decir que no se disocian en una solucion acida. Las resinas de acido débil se
caracterizan por tener una regeneracion eficiente, pero solo pueden ser

usadas en un rango llimitado de pH [25].

1.3.2.2 Resina Anidnica. Las resinas de intercambio anidnico solo reaccionan

con iones cargados negativamente como bicarbonato y sulfato.

Resina anidnica de base fuerte: Estas resinas tienen un grupo amonio
cuaternario como grupo de intercambio. El grupo de intercambio se disocia

en soluciones alcalinas fuertes como NaOH o KOH.

Resina anionica de base débil: El grupo de intercambio de estas resinas es
una amina; como el grupo amino es de base débil, no se disocia en
soluciones alcalinas. Ademas, estas resinas no descomponen sales neutras.
La desacidificacion es el uso mas frecuente de estas resinas, ademas pueden
ser regeneradas con cantidades casi estequiométricas de una base fuerte
[26].

Debido a que el producto de interés para este proyecto son los acidos
carboxilicos, este tipo de resina es la mejor elecciéon. Segin Roy # la resina
Amberlite IRA-67 es la mas adecuada para el proceso de MixAlco®. En la

Tabla 2 se muestran algunas de sus propiedades.

* SAMARPITA, Roy. Effect of extraction using ion-exchange resins on batch

mixed-acid fermentations. Tesis de magister en ingenieria Civil. College Station:

Texas A&M University. Departamento de Ingenieria quimica. 2014, p 21-46.
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Tabla 2. Propiedades de la resina Amberlite ® IRA-67

Caracteristicas Poropiedades

Forma Esferas blancas translicidas
Capacidad (eq /L) 1.6

Grupo Funcional Amina Terciaria

Tamafo de particula (mm) |0.50 -0.75

Fuente HARLAND, Clinve. lon Exchange. Theory and Practice. Cambridge:
Royal society of chemistry, 1994. p 49-53.

1.3.3 Propiedades

1.3.3.1 Humedad. Al entrar en contacto la resina seca con el agua, el agua entra
en las esferas de resina, por la diferencia de presién osmética que existe entre
la resina y la solucién externa. Debido a la penetracion del agua las esferas de

resina se hinchan.

La humedad se representa usualmente como un porcentaje y se define como la
cantidad de agua contenida en 100 g de resina mojada bajo condiciones

atmosféricas. Expresada como:

Peso de la resina himeda — Peso de la resina seca

o dad — 100
foHumeda Peso de la resina himeda "

1.3.3.2 Capacidad de intercambio ionico. Permite cuantificar los grupos
funcionales i6nicos que contiene una cantidad especifica de resina [27]. El
namero total de centros activos varia muy poco entre el mismo tipo de resinas,
por lo que la accesibilidad a los mismos, y la afinidad que presenten por un

determinado tipo de i6n seran los que determinen la capacidad de intercambio.

Esta propiedad se puede expresar de dos maneras, la primera es conocida
usualmente como capacidad intrinseca o especifica y es el nimero de grupos
funcionales equivalentes por kilogramo de resina seca (miliq). La segunda es la
capacidad volumétrica y hace referencia al namero de grupos funcionales

equivalentes en un volumen de resina dado, éste es un volumen aparente el cual
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representa el espacio ocupado por la resina en un cilindro vertical e incluye el
volumen de las esferas de resina mas el volumen intersticial entre las ellas. Este
altimo tipo de capacidad se emplea con mucha mas frecuencia en los

laboratorios e industria y se considera un valor mas util [19].

1.3.3.3 Regeneracion. Después de una serie de ciclos de intercambio iénico las
resinas sufren la pérdida de sitios de intercambio activo o sufren la rotura de los
enlaces transversales de la resina, disminuyendo su capacidad de intercambio
[28]. Por lo tanto, es necesario regenerarlas, este proceso consiste en hacer
pasar a través de la columna de resina una solucién que contenga el ion movil
original, el cual se deposita en la resina y desaloja los iones captados durante el
agotamiento [29]. Los acidos carboxilicos son usualmente recuperados con
hidroxido de sodio o hidroxido de amonio y pueden concentrarse por medio de

evaporacion e hidrolisis para obtener un &cido puro [30].
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2. METODOLOGIA

Durante el desarrollo de este proyecto se llevaron a cabo 3 fases, las cuales se

describen en la Figura 4.

Figura 4. Cuadro metodoldgico

Fase 1 Fase 2 Fase 3

Fermentacion Paso por la resina Andlisis de muestras

Transferencia del Medicisnidels
| Preparacién de |_| producto liquido concentracion de
los materiales por la col_umna de acidos carboxilicos
resina
| SE——
e,
Carga de los Regeneracion con
| fermentadores — una solucién de
NaOH 1 M.
| —
Operacién Batch: | < [ Liberacion y toma de J
» L
| Etapa de = EEERREREEEE Liberacién y toma de
adaptacion de los | -3 SO
) . 1 muestra de biogas
microorganismos | O Toma de muestra de
L —— o ~
producto liquide Toma de muestra de
0 roducto liquido
Operacién Cada 48 h P d
continua en Transferencia de
contracorriente | masa en
contracorriente )

2.1 PREPARACION DE MATERIALES

Como fuente de carbono para los microorganismos, se utilizd papel de oficina
cortado en tiras, debido a su alto contenido de celulosa y hemicelulosa, y
contenido minimo de lignina. Con el fin de aportar los nutrientes y minerales
requeridos se empleo estiércol de pollo, éste se obtuvo fresco del Departamento
de ciencia avicola de Texas A&M University (College Station, TX); se sec0 por
48 h a 105°C en un horno de conveccion. Adicionalmente se afiadié urea como

fuente suplementaria de nitrégeno.

Para garantizar un caracter anaerobio estricto del proceso, se prepar0 agua
desgasificada haciendo hervir agua destilada para asi liberar su oxigeno
disuelto. Después de dejar enfriar el agua en un recipiente cerrado, se agregaron
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0.275 g/L de clorhidrato de cisteina y 0.275 g/L de sulfuro de sodio para

garantizar un menor contenido de oxigeno.

Como inoculo se tomaron muestras de sedimentos de playa a 0.5 m de
profundidad de la orilla del mar en la isla de Galveston (Texas), las cuales se
almacenaron en botellas plasticas y se refrigeraron a 4° C hasta su uso.

2.2 ADAPTACION DE MICROORGANISMOS

Los fermentadores consisten en botellas plasticas de 1 L selladas con un tapon
de caucho que a su vez tenia insertado un tubo de vidrio sellado en la parte
externa con un tapon y agrafe (Figura 5). Ademas, dos tubos de acero inoxidable
atraviesan el tapon, los cuales actuan como deflectores ayudando al mezclado

del contenido del fermentador (Anexo A).

Figura 5. Esquema de un fermentador

Barras de acero inoxidable

Tapa de centrifuga
perfarada

N\

Anillos

Sello de aluminio

Tapon de tabigue

+— Tapon de goma T-11

Tormnillos de ajuste

Fuente DARVEKAR, Pratik. Assessment of shock pretreatment of corn stover
using the carboxylate platform. Tesis doctoral en ingenieria Quimica. College

Station: Texas A&M University. Departamento de Ingenieria quimica. 2016.

Se emplearon 8 fermentadores cargados como se indica en la Tabla 3; se

purgaron con nitrégeno antes de ser sellados.
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Tabla 3. Carga inicial de los fermentadores

Sustancia Cantidad

Papel de oficina 33.79g

Estiércol de pollo 8.2¢

Inéculo 50 mL

Agua desgasificada | 350 mL
Yodoformo 120 pl
Urea 0.84¢g

Los fermentadores operaron en modo discontinuo a 40 °C y 2 rpm en una
incubadora de rodillos (Wheaton, Estados Unidos) durante 30 dias. Cada 48 h
se retiraron de la incubadora, regular la presion interna de los fermentadores
liberando los gases hacia un cilindro invertido (Figura 6) lleno de una solucién
acuosa de 300 g de CaCl2/L (afadido para evitar el crecimiento microbiano y la
adsorcion de dioxido de carbono en el interior del cilindro). El liquido era
desplazado por el gas que entraba y el volumen era medido con una regla

graduada.

Figura 6. Sistema de liberacion de gas

Ademas, cada 48 h los fermentadores se centrifugaron por 10 min a 4000 rpm

en una centrifuga J1 M6 (Beckman Coulter, Estados Unidos) y se recolectd una
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muestra de 5 ml del sobrenadante de cada fermentador para analizar el
contenido de acidos disueltos. El pH del caldo de fermentacion era medido y
posteriormente ajustado el pH a 7.0 empleando MgCOs 0 HCI 5 mol/L segun si
se requeria subir o bajar el pH. Antes de devolver los fermentadores a la

incubadora se purgaban nuevamente con nitrégeno por 30 s.

La concentracion de acidos carboxilicos se midié usando un cromatografo de
gases serie 6890 (Agilent, Estados Unidos) equipado con un detector de
ionizacion de llama y un muestreador automético de liquidos 7683 (Agilent,
Estados Unidos) (Anexo B).

Al finalizar los 30 dias se centrifugaron los fermentadores durante 10 min a 4000
rpm en una centrifuga J1 M6 (Beckman Coulter, Estados Unidos) y se recolecto
el sobrenadante de cada fermentador para usarlo como in6culo en la

fermentacion contracorriente.

2.3 FERMENTACION EN CONTRACORRIENTE

Se repitid el proceso de carga de ocho nuevos fermentadores segun la Tabla 3
y se inocularon con la mezcla de sobrenadantes obtenidos en la etapa anterior.
Los fermentadores se mantuvieron a 40° C en la incubadora de rodillos
(Wheaton, Estados Unidos) y los procedimientos de liberacion de biogas y toma
de muestra de liquido para la medicion de la concentracion de los acidos
carboxilicos se llevaron a cabo como se explica en la seccién 2.2. Sin embargo,
en esta nueva etapa se incluyé la transferencia de masa a contracorriente cada
48 h en dos trenes de fermentacion constituidos por 4 fermentadores (Figura 2).

Esta etapa tuvo una duracion de 107 dias.
A partir del primer lote, para iniciar cada nuevo lote, se fijé un volumen de liquido

de 200 ml y un peso de sdlidos de 200 g para los fermentadores. Se inicid con la
transferencia de liquido la cual se detalla en la Figura 7.
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Figura 7. Procedimiento de la transferencia de liquido en contracorriente

1 - CENTRIFUGACION g 2 - RECOLECCION > 3 - CALCULOS
\4 A\ 4 y
4 N N\

L, L Al liquido recolectado en B4
Recoleccién de liquido en los

Centrif i6 d | se adicionan 60 mL de agua
entritugacion N 0s vasos de precipitado B4, B3, B2 . &
fermentadores a 4000 rpm por iy desoxigenada como

. y Bl y medicion de su . -
10 min alimentacion para el
volumen(Va, Vi3, Viz, V1) siguiente lote
N\ /L J 4
\ 4 A
(] [ ] [ Se calcula el volumen

sobrante el cual es
trasladado al vaso de
precipitados B8.

Vs

@ = Vg4 + 60ml — 200 ml

Todo el volumen recogido en
B8 debe adicionarse a B3. Se
calcula el exceso en B7 segun:
Vgy = Vg3 + Vg — 200 ml
Se repiten los mismos calculos
para los otros fermentadores:

VB6 = VBZ + VB7 —200ml

VBS = VBl + VB6 —200ml

)

A

Agua
desongenad: Los volumenes VB7, VB6, y

VB5 de los sobrenadantes
recolectados en B3, B2 y B1
se adicionan a los vasos de
precipitados B7, B6, y B5

roacnartivamanta

=
(= f=(=1]
o

1 T 1 Se completan los 200 mL en
Froducto B3, B2,y B1

liguido [~ ~
87

Para la transferencia de sdlidos, se pesé el precipitado en los fermentadores (W1,

Py

W2, W3y W) y se calculd la masa que debia ser transferida (Ws, Wes, W7 'y W5)
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para asegurar 200 g de sélidos en cada fermentador. Para este calculo se tuvo

en cuenta el peso del fermentador vacio (Wgerm vacio)-
Ws = Wi — Wegerm vacio — 200 g — g Biomasa fresca
We = Wy — Weermvacio — 200 g + Ws
W7 = W3 — Weermvacio — 200 g + We

Wg = Wy — Wrermvacio — 200 g + W5

Figura 8. Transferencia de solidos

9000 =H00E
T TE

La transferencia se hizo partiendo de F1 hacia F4. En F1 se alimento la biomasa

Biomasa
no digerida
& >

fresca (Figura 8) la cual estaba representada por un 80% de papel de oficina (4.8
g) Y 20% de estiércol de pollo (1.2 g). Se afiadié 0.8 g de urea para mantener
una razon de C/N entre el 25-35% [23]. A los vasos de precipitado B1, B2, B3y
B4 ya ajustados a 200 mL se les ajusto el pH a 7.0 y se adicionaron 120 pl de
yodoformo para prevenir la produccion de metano. Este liquido se afadié al
fermentador correspondiente. Finalmente, se purgaba cada fermentador con
nitrégeno para garantizar un ambiente anaerobio y se sellaban para regresarlos

a la incubadora.

2.4 TRANSFERENCIA DE LIQUIDO A TRAVES DE LA RESINA

Después de alcanzarse la estabilizacion en la concentracion de acidos, se inicio
la transferencia de liquido a través de la resina con el objetivo de mejorar la
actividad microbiana reduciendo la inhibiciéon causada por los acidos carboxilicos
disueltos. La técnica de extraccién de acidos se aplicé a un solo grupo de
fermentadores, el otro se utilizé como grupo de control. La resina empleada fue
Amberlite® IRA-67 (Lenntech, Estados Unidos).
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La resina se lavd con agua desionizada para remover cualquier impureza o
amina libre. El sobrenadante de cada fermentador B1, B2, B3, y B4 (Figura 7),
se paso a traves de una columna cargada con 80 g de resina de intercambio
ionico durante 1 min donde los acidos carboxilicos fueron adsorbidos y el liquido
saliente fue regresado a su respectivo fermentador. Se tomd una muestra del
fermentador F1, representativa del sistema para determinar la capacidad de

adsorcion de la resina.
Masa de acidos adsorbidos (g)

Capacidad de adsorcion de acidos = Masa de la resina (g)

El montaje de esta etapa, mostrado en la Figura 8, consistia en una columna que
contenia la resina y un sistema de filtracion al vacio para facilitar el paso del

producto liquido a través de la resina.

Figura 8. Configuraciéon de la columna de resina y sistema de vacio

/

Para la desorcion de los acidos, la resina fue regenerada utilizando 350 ml de
una solucion alcalina 1 M de NaOH para remplazar los iones acetatos por OH-.
Se tom6 una muestra de 1 ml de liquido para cuantificar los acidos carboxilicos

disueltos en la soluciéon de NaOH.
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RESULTADOS

3.1 ANALISIS DE BIOGAS

Durante los experimentos se hizo seguimiento de cada reactor para verificar que
la fermentacion se estuviera llevando a cabo adecuadamente, sin embargo, el
analisis de biogas se realizo Unicamente al reactor del cual se colecta el producto

liquido, es decir el F1.

En la Figura 9 se presenta el comportamiento en el tiempo del volumen del
fermentador F1 del grupo de resina. Durante la fase de adaptacion se evidencia
una disminucion constante del volumen de biogas debido al agotamiento del
sustrato en el caldo de fermentacién, mientras que en el dia 35 se observa un
aumento subito del volumen de gas que sugiere que los microorganismos tienen
una alta actividad microbiologica causada por el ingreso de biomasa fresca. A
partir del dia 107, se implementé el sistema de extraccion con la resina por 30

dias y se observé que la produccién de gas oscilé entre 276 y 340 ml.

Figura 9. Variacion del volumen de biogéas del grupo de resina
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En la Figura 10, se presenta la variacion del volumen de biogds para el
fermentador F1 del grupo de control. ElI volumen de gas tuvo amplias
oscilaciones durante la fase de adaptacion alcanzando un valor maximo de 550
ml y bajando hasta 148 ml, lo cual sugiere que los microorganismos encontraron
mayor dificultad en adaptarse a este medio. En la etapa de fermentacién
contracorriente el volumen de gas empez6 a estabilizarse el dia 74 en un rango
de 190 hasta 350 ml.

Figura 10. Variacion del volumen de biogéas en el grupo de control
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3.2 CONCENTRACION DE ACIDOS CARBOXILICOS

En la grafica 11 se observa que al iniciar la fermentacién contracorriente, se
produce una alta concentracién de acidos, causada por el contacto entre el
in6culo adaptado y una biomasa rica en nutrientes. A medida que transcurre la
fermentacion, la produccién de acidos se estabiliza en un valor de 13 g/l
aproximadamente, permitiendo iniciar con la fase de la extraccion de acidos con
la resina. En el dia 92, se evidencia una maxima concentracién de acidos de 35
g/l que sugiere que el uso de la resina produjo efectos positivos sobre la

fermentacion.
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Figura 11. Perfil de concentracion de acidos durante la fermentacion
contracorriente
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Para el andlisis de los pardmetros de la fermentacion, se estudiaron los datos de
la transferencia de masa en contracorriente desde el dia 77 de los fermentadores
F1 de cada grupo hasta el final de los experimentos. En la Figura 12 se muestra
la tendencia de los datos de la masa acumulada durante todos los ciclos de la
biomasa no digerida, del sustrato fresco alimentado, de la produccién de acidos
antes y después del uso de la resina y con base a ello se determiné el flujo
promedio de cada variable, identificado como la pendiente de cada recta. Este
método se utilizd para calcular el rendimiento, conversion y selectividad del

proceso.

e Rendimiento del producto respecto al sustrato

g de acidos producidos

g de sustrato
e Conversion de la biomasa

¥ = ( g de sustrato alimentado — g de biomasa no digerida)

g de sustrato alimentado
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e Selectividad

Rendimiento
Conversion

Figura 12. Andlisis del método de pendiente para el grupo de resina

100
%0 y:3x-324.,.0
80
2 70
o o
B 60 @ Residuos solidos
S 50 =
£ @ Sustrato
3 40
< 3o |.@ ® Producto
o y=0,8921x-97,982 o
o 20 P B Producto total (resina)
a B e et e ey ST . [
10 B PR LL Ly y =0,5498x - 57,356
.'.. .‘. ------ e @--ooeerenneee @
0 ﬁ,,.ﬂ. ........... [ TRRRRR) y20,143X-15,469
-10108 113 118 123 128 133 138 143
Tiempo (dia)

En la Tabla 4 se plantea una comparacion entre los resultados de los parametros
de operacion obtenidos por el grupo de control y el grupo de la resina, donde se
observa que al aplicar el proceso de extraccion con la resina de intercambio
ionico de los acidos carboxilicos la conversion y el rendimiento aumentan un
13.02 % y 21.20%.

Tabla 4. Parametros de operacion del grupo de control y el grupo de resina

Grupo Control Grupo Resina
Acidos totales en 30 dias (g) 13.59 14.85
Conversion (g sustrato no 0.622 0.703

digerido /g de sustrato alimentado)

Rendimiento (g totales de 4cidos
carboxilicos producidos/ g de 0.15 0.183
sustrato alimentado)

Selectiy!dad (9 total_es de &cidos 0.243 0.260
carboxilicos producidos/g)
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Se realiz6 un andlisis estadistico de los datos de los dos fermentadores F1 de la
produccion de acidos carboxilicos de cada uno de los ciclos durante la etapa de
extraccion de acidos con la resina. Para ello se empled el software estadistico
R.

Figura 13. Diagrama de caja y bigotes para la produccién de acidos

carboxilicos
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En la grafica 13 se observa un desplazamiento hacia arriba en la produccion de
acidos carboxilicos cuando se implementa la resina, en el control se observé una
produccion minima de 0.51 g y maxima de 2.25 g con un valor promedio de 1.16
g, mientras que para la resina la produccion minima fue de 0,95 g y se obtuvo

una produccion maxima de 2,58 g, el valor medio en este caso fue de 1.72 g.
Con el fin de comprobar si la diferencia observada entre el control y la resina es

estadisticamente significativa, se realizé un analisis de varianza ANOVA, el cual

se presenta en la Figura 14.
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Figura 14. Resultados del analisis ANOVA

Analy=is of Variance Table
Eezponse: Mas=a
Df Sum 5g Mean 5g F walue FPr(>F)
Grupo 1 1.942 1.9420 7.3061 0.01217 *
Eesiduals 25 &6£.645 0.2658
Signif. codes: O “*&=Ff 0 001 *#**r Q.01 *** Q.05 *." 0.1  r

1

Segun los resultados obtenido en el analizas de varianza, ya que el p-valor es

menor de 0,05 se rechaza la hip6tesis nula de igualdad de medias, por tanto, se

concluye con un nivel de confianza del 95% que si existe diferencia

estadisticamente significativa entre el control y el fermentador con resina.

Por otro lado, en la Figura 15 se muestran los resultados que indican que la

productividad de los acidos carboxilicos de cadena media aumenté en el grupo

de la resina en comparacion con el grupo de control, lo que significa que la

extraccion de producto favorece la elongacion de las cadenas. La Figura 16

muestra que el porcentaje de adsorcion para las cadenas de &cidos medias es

de 25% aproximadamente y el de las cortas estuvo entre 25 y 35%.

Figura 15. Composicion de acidos carboxilicos de los productos liquidos
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Figura 16. Porcentaje de adsorciéon de los &cidos carboxilicos producidos

durante la fermentacién contracorriente
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3.3 REGENERACION

En la Tabla 5 se muestran los datos obtenido después de finalizar el ciclo de la
altima transferencia a través de la resina. Se puede observar que la resina
ademas de adsorber acidos también retiene una cantidad de liquido en sus
poros. Este fendmeno tiene gran impacto ya que ese liquido retenido hace parte
de los acidos extraidos del sistema. Asi mismo, los datos mostraron que el

producto se recupera de la resina casi en su totalidad (98.8%).

Tabla 5. Resultados de la regeneracion

Resina Regeneracion
(NaOH)

Concentracién original (g/L) 31.52 0
Concentracién de equilibrio (g/L) 28.67 3.46
Volumen inicial (ml) 0.24 0.2
Volumen después de la extraccion (ml) 0.215 N/A
Acidos adsorbidos (g) 0.68
Acido en el liquido restante (g) 0.72 1.38
% de regeneracion 98.8
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4. CONCLUSIONES

La implementacién del sistema de extraccion de acidos con la resina de
intercambio ibnico Amberlite 67® aumento la produccion de biogas, lo cual indica
que las actividades metabdlicas de los microorganismos mejoran cuando se
disminuyen las concentraciones de acidos carboxilicos disueltos en el caldo de

fermentacion.

El grupo cuyo producto liquido se transfirié a través de la resina, presento un
aumento en su conversion del 11.53% y en el rendimiento del 18% con respecto
al grupo de control. Por lo tanto, se concluye que extraer los acidos del caldo de
fermentacion se disminuye la inhibicion por producto y se aumenta la

fermentabilidad de la biomasa presente en el reactor.

Los acidos de cadena media como el acido butirico, valérico y caproico tuvieron
un aumento en su productividad entre un 5y 25%. Por lo tanto, se puede afirmar
gue las rutas metabdlicas de estos acidos son las que mas se inhiben por la

concentraciéon de acidos en el medio de fermentacion.
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ANEXOS

ANEXO A

Figura 17. Fermentadores con la carga inicial de materias primas
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Figura 19. Incubadora de rodillos
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ANEXO B

Antes de la transferencia de masa descrita en la seccion 2.3, producto liquido se
recolecté6 para analizar la concentracion de acidos presentes en el medio.
Después de centrifugar (4000 rpm, 3300xg, 25 min) el liquido de fermentacion
fue mezclado en partes iguales con estandar interno (1.162 g/L &cido 4-métil-n-
valérico) y acido 3-M fosforico (HsPOa4) y luego la solucion fue ultra centrifugada
(13000 rpm, 10 min). Aiadir el HsPO4 asegura que las sales carboxilicas sean

convertidas a acidos carboxilicos antes del analisis.

La concentracion de acidos carboxilicos se midié usando un cromatografo de
gases Agilent serie 6890 equipado con un detector de ionizacion de llamay un
muestreador automatico de liquidos Agilent 7683. La temperatura del CG se
aumenté de 40 °C a 200 °C de a 20 °C/min. Helio fue usado como el gas de
arrastre. El estandar externo era una mezcla de acido volatil, usado para calibrar
las muestras contra el estandar interno IC-6. La concentracion de acidos

carboxilicos en el estandar externo se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracién de acidos carboxilicos en el estAndar externo

Acido Concentracion (g/L)
Acido etanoico 3.98
Acido propanoico 3.015
Acido iso-butirico 0.997
Acido butirico 1.989
Acido iso-valérico 0.803
Acido valérico 1.562
Acido iso-caproico 1.158
Acido caproico 0.808
Acido heptanoico 0.397
Acido octanoico 0.169
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