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Introduccién

A lo largo de la historia humana, la relacion entre la especie y el medio ambiente ha experimentado
transformaciones significativas. Desde el nomadismo del Paleolitico hasta el sedentarismo actual
impulsado por la Revolucion Agricola (Colmer & Gallardo, 2007). Estas transiciones han dejado
una huella indeleble en los ecosistemas. Méas de 250 arquedlogos coinciden en que el periodo de
cazadores-recolectores y los inicios de la agricultura, hace aproximadamente 5000 afios, marcaron

el inicio de los impactos antropicos que alteraron las condiciones terrestres (Rodriguez, 2022).

El crecimiento exponencial de los asentamientos urbanos, paralelo al aumento de la poblacion
y el desarrollo industrial, ha intensificado los efectos negativos sobre el medio ambiente. Esta
realidad, junto al inconformismo social y los avances cientifico-tecnologicos, ha impulsado la
conciencia sobre la necesidad de preservar los recursos naturales no renovables, esenciales para la

supervivencia humana (Greenpeace, 2023).

La desolacion causada por la Segunda Guerra Mundial motivé la creacion de la Organizacion
de las Naciones Unidas (ONU) en 1945, con el objetivo de prevenir futuros conflictos y promover
el desarrollo humano en armonia con el medio ambiente. Organizacion de las Naciones Unidas
(ONU, 2019). En 1972, la primera Cumbre de la Tierra en Estocolmo, Suecia, marcé un hito al

reconocer la urgencia de abordar el cambio climatico y mitigar sus impactos (ONU, 1972).

Desde entonces, se han realizado numerosas reuniones internacionales enfocadas en la
proteccién ambiental y la transicion hacia un modelo sostenible. En 2015, los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) adoptados por la ONU establecieron metas ambiciosas para erradicar
la pobreza, proteger el planeta y garantizar paz y prosperidad para todas las personas en 2030
(ONU, 2015).

En este contexto historico, el presente proyecto de investigacion se centra en el aprovechamiento
de la biomasa lignoceluldsica proveniente de residuos organicos generados en la plaza de mercado
El Potrerillo para la produccién de hidrogeno verde (Vazquez, 2017). Esta iniciativa cobra

relevancia ante la alarmante cifra de 11.200 millones de toneladas de Residuos Sélidos Urbanos
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(RSU) generados anualmente a nivel global, de los cuales el 5% corresponden a la fraccion
organica, contribuyendo significativamente a las emisiones de Gases Efecto Invernadero (GEI)
(ONU, 2022).

En el ambito local, la Empresa Metropolitana de Aseo (EMAS by Veolia) gestiona la
recoleccién y disposicion final de residuos en Narifio, Putumayo y Cauca. Sin embargo, el potencial
energético latente en estos desechos motivo a explorar su valorizacion mediante un proceso de
fermentacién oscura controlado (Corredor, 2018). El sensor MQ8 permitié la cuantificacion del
gas hidrégeno (H2) producido (Miranda, 2021).

La caracterizacion fisicoquimica de los residuos y la utilizacion de tres indculos diferentes
(estiércol de cerdo, lodos de la laguna anaerobia del Parque Tecnolégico Ambiental Antanas
(PTAA) y del frigorifico Frigovito) permitieron optimizar la actividad microbiana y maximizar la

produccion de hidrogeno verde (Fuentes, 2022).

Los resultados obtenidos evidenciaron que el reactor inoculado con lodos del Parque
tecnolégico Ambiental Antanas (PTAA) present6 la mayor produccion de hidrégeno. El proceso
detallado en este documento invita al lector a profundizar en el potencial de esta investigacion para
la valorizacion energética de residuos organicos y la produccion de hidrégeno verde como fuente

de energia renovable y sostenible.
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1. Resumen del proyecto

El presente proyecto de investigacion se centra en el rea de las energias renovables, con el objetivo
de aprovechar los residuos organicos generados en la plaza de mercado El Potrerillo. Estos residuos
son transportados por un vehiculo recolector de EMAS by Veolia hasta el sitio de disposicion final
conocido como Parque Tecnoldgico Ambiental Antanas (PTAA). EMAS, Empresa Metropolitana
de Aseo, se encarga de la recoleccién de los residuos solidos de 44 municipios del departamento

de Narifio, ademas de otros municipios de Cauca y Putumayo.

La propuesta se enfoca en la valorizacion de los residuos organicos mediante un proceso de
fermentacion oscura, donde un consorcio de microorganismos degrada la materia organica a traves
de un proceso de digestion anaerobia. Para potenciar la degradacion, se utilizaron inoculos
provenientes de diferentes fuentes: estiércol de cerdo, lodos de la laguna de lixiviacion del PTAA
(Cury, 2017) y lodos de laguna del Frigorifico Frigovito SA (Jiménez, 2020).

El biogas resultante de la fermentacion presenta una mayor concentracion de metano (CH4)
debido a la accidn de bacterias metanogenicas en la ultima fase de la digestion. Para fines practicos
del proyecto, se implementd un agente buffer con el fin de regular las condiciones de pH y asi
inhibir la produccion de metano (Mata-Alvarado et al., 2014). Es preciso aclarar que, se debe evitar
llegar al punto de produccién de metano (fase metanogeénica) pues es donde se presentan reacciones
bioguimicas redox que conllevan electrones para el paso reductivo los cuales son obtenidos de la
oxidacidn hidrdgeno, es decir un gasto de la materia que se desea obtener. (Sosa, Galindo, Bocourt,
et al., 2007).

Adicionalmente, para garantizar el desarrollo 6ptimo de los microorganismos, los reactores se
dispusieron en un medio a temperatura controlada entre 25 y 30 °C. Se ha comprobado que, en
condiciones mesofilas, los microorganismos presentan una mayor interaccion con el sistema, y por

tanto generan una mayor cantidad de biogas en un menor lapso (Mata-Alvarado et al., 2014).
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1.1. Descripcion del problema

El crecimiento demogréafico mundial llegé a 8000 millones de personas en noviembre de 2022
(ONU, 2022), lo que a su vez ha provocado un aumento exponencial de la demanda de materia
prima utilizada para transformarse productos y servicios, generando impactos ambientales
negativos como el cambio climatico, provocado por las emisiones de gases efecto invernadero
(GEI) a la atmosfera, la degradacion de la cobertura vegetal, el cambio de las caracteristicas del
suelo y demas (AEMA, 2019). Dichos productos y servicios cumplen un ciclo que muchas veces
no se renueva terminando en un punto, es ahi donde se revela la probleméatica con la
sobreproduccién y posterior generacion de residuos solidos que no son reutilizados o no se
aprovechan sus caracteristicas en su totalidad. La inminente alteracion al bienestar humano
provoco que, en 2015, se planteara, en el acuerdo de Paris, un objetivo primordial en el que se
busca limitar el incremento de la temperatura global 2°C mas y esforzarse por no superar los 1,5°C;
sin embargo, por las actividades antropicas insostenibles la temperatura planetaria ha incrementado
gradualmente hasta 1,1°C (Naciones Unidas, 2015).

En la COP 26 realizada en Glasgow se plantearon fundamentos cientificos, soluciones, la
voluntad politica de tomar medidas y las indicaciones claras para la accion por el clima. En la
cumbre se destaco la urgencia de disminuir las emisiones de dioxido de carbono (CO2) en un 45
% para alcanzar emisiones netas cero a mediados de siglo (Naciones Unidas, 2021). se considera
que la emisién solo en el transporte o energia conlleva el 37% y los RSU como tal el 7% segln
estudios de proyeccidn Arellano et al., 2015. Posteriormente en la COP 27 realizada en Sharm el-
Sheikh, Egipto, en noviembre de 2022, se lleg6 a un acuerdo universal en cuanto a actuaciones
inmediatas para la mitigacion de las crisis ambientales que se viven actualmente y a las que se
encamina el planeta (ONU, 2022).

En la dltima conferencia de las partes, COP 28, celebrada en Dubai (Emiratos Arabes Unidos),
se realiz6 un llamamiento a alejarse de los combustibles fosiles de manera definitiva. El secretario

ejecutivo de las Naciones Unidas declar6 que "Aungue en Dubai no hemos pasado pagina a la era
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de los combustibles fosiles, este es el principio del fin". Ademas, el secretario general de la ONU,
Antonio Gutiérrez afirmd que "Para conseguir lo planteado en el acuerdo de Paris en 2015, en lo
concerniente al limite permisible de incremento de la temperatura global, es imprescindible
eliminar progresivamente los combustibles fosiles". En dicha COP se lograron entablar
compromisos para triplicar la capacidad de las energias eléctricas renovables y duplicar la
eficiencia energética para 2030 (ONU, 2023).

Existen seis tipos de gases efecto invernadero (GEI) a nivel global, entre los cuales se encuentran
el dioxido de carbono (CO2), que se emana en mayor proporcion, con el 80%, convirtiéndolo en el
mayor contaminante del planeta; seguido del CO2 se encuentra el metano (CH4) generado a partir
de la descomposicion de la materia organica con trazas de 11% de las emisiones. EI CH4 posee un
poder calorifico mayor que el del CO2 por lo que una tonelada de metano es igual a emitir 21
toneladas de dioxido de carbono; y otros gases con trazas menores como el 0xido nitroso (6%), los
hidrofluorocarburos (2%), perfluorocarburos (PFCs), mezcla inespecifica de PFCs y HFCs,
hexafluoro de azufre (SF6) y trifluoruro de nitrogeno (< 0.2%), (Agencia Europea de Medio
Ambiente 2019).

En el mundo se recolectan alrededor de 11.200 millones de toneladas de Residuos Solidos
Urbanos (RSU) al afio, de los que el 44 % corresponde a residuos organicos y el 38 % a reciclables
secos, como el plastico, papel y carton, metales y vidrios. Por el crecimiento de poblacion se estima
que pueden llegar a generar 3400 millones de toneladas de residuos en 2050 (World Bank Group
et al., 2018). En 2019, para Colombia la tasa de reciclaje se acerco al 11,82 % y la materia organica
producida en mayores proporciones no es aprovechable por la baja media de clasificacion en los
hogares, 39% en todo el pais y 42,2% en las cabeceras municipales (DANE, 2020) (DNP, 2022).

La demografia nacional estima que el total de personas que habitan el territorio colombiano son
48.258.494 (censo DANE, 2018). Inevitablemente cada habitante genera residuos, que provocan
repercusiones a la atmosfera, el agua y/o el suelo segun corresponda el caso. El inventario de

emisiones realizado por Ecopetrol determind que el total de GEI, para el afio 2021 fue de
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10.869.936 tCO2e al afio, presentando una disminucién con respecto a los afios anteriores 2018,
2019, 2020, esto en concordancia con el cumplimiento de la meta de disminucién del 50% de
emisiones nocivas que aportan al cambio climético (Ecopetrol, 2022).

A nivel nacional, el Ministerio de Minas y Energias a través de la ministra de minas, Irene Vélez
(2024), anuncié la hoja de ruta que serd el primer paso para la construccion de la transicion
energética en el pais a través de anlisis técnicos, de la normatividad existente, como la Ley 2099
de 2021 y el Conpes 4075 de 2022. Vélez afirmo que el proceso contempla una etapa detallada de
planeacion, que se realizard en seis meses, y abordara temas como cualificacion laboral de los

trabajadores asociados al sector minero energético y la transicion productiva.

1.1.1. Formulacion del problema

La problematica se centra en el desaprovechamiento de una fuente energética sostenible con
sentido integral en cuanto al cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible, como: energia
asequible y no contaminante, ciudades y comunidades sostenibles, produccién y consumo
responsables y accion por el clima. Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD,
2015). En este sentido, aprovechar los residuos organicos para producir hidrégeno es una iniciativa
que beneficia la reduccion de los GEI y de la cantidad de residuos transportados para la disposicion
final (Mata-Alvarado et al., 2014).

La obtencion de hidrogeno (H2) conlleva un proceso complejo porque este gas no esta en la
naturaleza, y, su captacion en el proyecto de investigacion requirio el control de factores como el
pH y la temperatura interna y externa. Ademas, las trazas de Hz no habrian sido significativas sin
emplear indculos que propicien el desarrollo microbiano efectivo en la fase acetogénica, donde los

microorganismos desprenden moléculas de dicho gas, para conseguir un equilibrio (IRENA, 2023)

1.1.2. Formulacion de la pregunta de investigacion
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¢Cual es el efecto del indculo en el proceso de fermentacion oscura, para produccion de hidrogeno
verde, utilizando la biomasa de la plaza de mercado El Potrerillo?

1.1.3. Formulacién de la hipdtesis

Para conocer sobre el cumplimiento o no de la investigacion planteada se formul6 la hipétesis:
“El mayor efecto del in6culo sobre el sustrato para la produccién de biogas lo proporciona los lodos
colectados de Antanas, con un 20% de mas produccién de hidrogeno”

1.2. Justificacion

De acuerdo con la Convencién Marco de Naciones Unidas para el Cambio Climatico (CMNUCC,
1992), se han realizado 28 Conferencias de las Partes (COP) siendo estos de caracter internacional,
destacando entre estos el COP 3 “protocolo de Kioto” (Naciones unidas 1998) y COP21 “Acuerdo
de paris” donde se planted como objetivo principal la lucha contra el cambio climatico, destacando
la reduccion de emisiones de Gases Efecto Invernadero (GEI), para evitar el incremento que la
temperatura planetaria se aproxime a 2 °C donde han sido constantes en la busqueda de la
transicion energética y utilizacion de recursos renovables sostenibles (Naciones Unidas, 2015). En
las tres ultimas conferencias de las Naciones Unidas sobre cambio climatico (COP 26, 27 y 28), se
reafirmo el objetivo del acuerdo de Paris, ademas de subrayar la importancia de eliminar
progresivamente el aprovechamiento de combustibles fosiles y el cambio por energia sostenible,

para alcanzar las emisiones netas cero en mediados del siglo. (Naciones unidas, 2021).

A nivel nacional, la ley 99 de 1993, por la cual se cre6 el ministerio de ambiente y desarrollo
sostenible (MADS), el sistema nacional ambiental (SINA), las corporaciones autonomas regionales
(CAR) y las de desarrollo sostenible, como autoridades ambientales encargadas de la conservacion
medioambiental mediante normativas que involucran los sectores socio econdémicos del pais como
la fraccién susceptible de control y regulacion para el desarrollo progresivo y sostenible. En el

mismo se enfatiza la necesidad de los deberes y derechos conferidos en la constitucion politica de
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1991 en torno al cuidado del territorio, en aras de la prevencion, preservacion, mitigacion,

recuperacion, restauracion, entre otras. (Ministerio de Ambiente, 1993).

La investigacion se centra en los residuos sélidos urbanos (RSU) y su impacto en el cambio
climético al degradarse. EI CONPES 3874 de 2016 establecié una politica para la gestion integral
de los RS, promoviendo el cambio hacia una economia circular que reintegre los desechos como
recursos Utiles en los &mbitos social, econdmico, ambiental y sanitario. Para ello, se ampliaron las
responsabilidades del productor en la prevencion, aprovechamiento y disposicién final adecuada
de los residuos, y se impulsaron programas de separacion en la fuente para reducir los residuos

enviados a los rellenos sanitarios. Departamento Nacional de Planeacion (DNP, 2016)

La gran produccion per cépita de RS y su mal manejo en su disposicion final conlleva al
deterioro de la calidad de vida de las personas y del medio a su alrededor, ya que se convierten en
focos de contaminacion. En ese orden de ideas, el posible aprovechamiento de estos residuos como
estrategia de economia circular vislumbra la oportunidad de obtener hidrégeno verde o bio-
hidrogeno por el proceso de fermentacidn oscura para el aprovechamiento de la biomasa
(Contreras, 2022). De esta manera, se busco contribuir con la ley 2099 de 2021 la cual trata sobre
la transicion energética, la dinamizacion del mercado y la reactivacion economica del pais; esta ley
reconoce al hidrogeno verde y azul como una fuente no convencional de energia renovable, la cual
puede obtenerse por diferentes procedimientos bioquimico, fotoquimico, hidrdlisis entre otros.
Ademas, teniendo en cuenta el CONPES 4075 de 2022, en el que se plantea la politica de transicion

energética (Mendoza, 2020).

Por esto, se espera que los residuos organicos que se generan en la plaza de mercado Potrerillo
en Pasto-Narifio puedan usarse en un modelo de produccion de hidrégeno a escala piloto en
laboratorio, con lo que se podra identificar la viabilidad de uso de este gas para reducir las
emisiones de gases efecto invernadero (Simdén-Martin, 2021), acorde a lo planteado con los

objetivos estipulados a nivel global y nacional en la transicidn energética sostenible (Lagos, 2019).
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del indculo en el proceso de fermentacion oscura, para la produccion de hidrégeno
verde, utilizando la biomasa de la plaza de mercado El Potrerillo.

1.3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar fisicoquimicamente la biomasa de la plaza de mercado El Potrerillo.
e Implementar el reactor de fermentacion oscura a partir de un modelo de analisis factorial.
e Analizar la cantidad de hidrogeno verde presente en el biogas, resultado del proceso de

fermentacién oscura.

1.4. Marco referencial o fundamentos tedricos

1.4.1. Antecedentes

1.4.1.1. Internacionales.

e (Vasquez et al, 2020) en la tesis denominada “produccion de hidrégeno mediante
fermentacion oscura” planted una revision sistematica relacionada con los datos obtenidos de 62
articulos cientificos relacionados con la cuantificacion del gas hidrégeno desprendido de los
procesos de degradacion anaerobia de la materia organica proveniente de los residuos solidos
organicos. El tipo de investigacion es descriptivo, por lo cual se planted obtener informacidn sobre
estudios realizados por diferentes autores centralizados a esta tematica; para ello, se tuvieron en
cuenta las categorias y subcategorias de los tipos de sustrato. La produccién de hidrégeno fue de
236 mol H2/mol lactato; condiciones operativas como el pH (5 a 6), la temperatura (37°C en

condiciones mesofilicas y 80°C en termofilicas), el tiempo de retencion hidraulico (24h), la
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demanda quimica de oxigeno (83 g/L); los tipos de reactores utilizados como reactores UASB,
AFBR, FPPBR, CSTR, FBR; y el pretratamiento con &cidos diluidos, congelamiento, térmico y

ultrasoénico.

e (Cisneros & Bustamante, 2021). propusieron el desarrollo de un modelo basado en el
individuo (IBM) para la produccion de metano e hidrégeno a partir de los lodos residuales
provenientes de las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) en condiciones mesofilicas
y termofilicas. Para ello utilizaron el software Netlogo 6.1.1, con el que se pueden simular sistemas
complejos que evolucionan con el tiempo, en base a los modelos INDISIM-DA-H2 e INDISIM -
DA-CH4, con los cuales se estudi6 la actividad microbiana de los grupos fermentativos,
acetogenicos, metanogénicos y sulfato-reductores de la digestion anaerobia. Mediante la
fermentacion de lodos residuales se obtuvo un rendimiento de gas hidrogeno de 10.6 ml/g de
solidos volatiles (SV) a 37°C de temperatura, y a 55°C la produccion de H2 aumenté a 93.7 mi/g
SV.

1.4.1.2. Nacionales.

e (Moreno-Céardenas, et al, 2014), en su idea de investigacion titulada “Analisis de la
produccion de hidrogeno por fermentacion anaerobia de residuos organicos urbanos” planted
mediante la utilizacidn de tres herramientas matematicas que optimizany modelan los bioprocesos
multivariantes no lineales (superficie de respuesta multiple, Algoritmo genético y ldgica difusa),
la cuantificacion del hidrégeno molecular desprendido por accion de la degradacion de la materia
organica en condiciones anaerobias en 10 test realizados sin la adicion de inoculo, sin agitacion y
en condiciones mesofilas; teniendo en cuenta factores como el pH dptimo para inhibir la
metanogénesis, el tiempo de acidificacion, el pH operacional y la carga organica, esperando como

respuesta la maxima produccion de hidrégeno (L/dia) y el maximo contenido de hidrogeno (%).

Para el trabajo se realizaron biorreactores de 2000L, a los que se les afiadieron mezclas

heterogéneas de 550+/- 20 Kg de sustrato compuesto principalmente de residuos de frutas, citricos
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y hortalizas con una adicion de agua en proporcion 1:2, representando un 70% del volumen del
reactor ocupado. Cuando el tiempo de acidificacién se completé se adiciono cal agricola (CaO
54%) hasta que se estabilizd con lo correspondiente a cada prueba. EI mejor resultado de maximo
contenido de hidrégeno y maxima produccion se present6 en la prueba 8 con un contenido de 18%

y una produccién de 33,6 L/dia.

e En el articulo denominado “principales rutas en la produccion de hidrogeno” (Brijaldo et
al, 2021) pretende mostrar los avances realizados en la produccion de hidrégeno en los ultimos 7
afios. Teniendo en cuenta investigaciones de rutas tradicionales (Bioquimicas, termoquimicas,

electroquimicas y fotoquimicas)

Existe una gran variedad de mecanismos para la obtencion de hidrégeno a partir de la biomasa
(Galan, 2016). Diversos autores han planteado procesos de fermentacion, como la fermentacion
oscura, la foto fermentacion, la fermentacion micro aerobia oscura y la electrdlisis microbiana.
Cabe aclarar que, al aumentar la densidad de esta biomasa, entonces se aumenta el nimero de
biocombustibles y el producto de valor afiadido, con lo cual en buena medida mejora el rendimiento

y composicion de los productos de pirolisis (Sanchez-Hervas, 2023).

En un estudio, Wong y Col. exploraron la presencia de nitrato para mejorar la generacion de
hidrogeno desde la fermentacion oscura de lodos activados, determind que la presencia de nitrato
promovia la solubilizacion, y causaba una mayor inhibicion en los procesos de consumo de
hidrogeno que en los de produccion. Con lo anterior, la produccién maxima de hidrégeno de la
fermentacion acida (pH 5.5) de residuos de lodos activados aumentaba de 12.6 + 0.5a 19.3 £ 0.9

mL por gramo de sdlidos suspendidos volatiles.

1.4.1.3. Regionales.

e (Enriquez & Pérez, 2021) Realizaron un analisis del potencial de produccién de biohidrégeno a

partir de agua residual agroindustrial del café, caso de estudio: vereda Matarredonda,
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Chachaglii, Narifio. Para ello caracterizaron muestras de agua residual agroindustrial
provenientes del lavado del café de manera artesanal, al cual se le implementé un sensor de
produccién de hidrégeno calibrado con un voltimetro de Hoffman. Después de 32 dias se obtuvo
que el valor de generacion maximo de hidrogeno en las muestras fue de 202 ppm (L6pez, 2021).
Ademas, se realizo la diferencia de los carbohidratos iniciales y finales, sobre las partes por
millén de produccion de H2, con lo que el hidrégeno generado en este tipo de aguas fue de 3.607
H2/L de mucilago al dia.

(Rodriguez-Lopez et al, 2022) En este estudio, se realiza una revision sistemética de la
literatura sobre el potencial de produccidn de biogas a partir de residuos de café en Colombia.
Se analizaron 25 articulos publicados entre 2010 y 2021, que evaluaron la composicion de los
residuos de café, las condiciones de digestion anaerdbica y la produccion de biogas. Los
resultados muestran que los residuos de café tienen un alto potencial para la produccion de
biogas, con un rendimiento promedio de 400-600 L/kg de materia seca. Se identificaron varios
factores que afectan la produccion de biogas, como la composicion del sustrato, la temperatura
de digestion, el tiempo de retencion hidraulica y la relacion C/N. Se concluye que la produccion
de biogés a partir de residuos de café es una alternativa viable para la generacion de energia

renovable y la gestion de residuos en Colombia.

Las investigaciones a nivel regional abarcan una amplia gama de temas, desde estudios
socioecondmicos hasta avances cientificos y tecnoldgicos especificos de la region. En el ambito
socioecondmico, se realizan investigaciones sobre el desarrollo econémico local, la calidad de
vida de la poblacién, la educacion y la salud publica. En cuanto a la ciencia y la tecnologia, se
Ilevan a cabo investigaciones en campos como la energia renovable, la agricultura sostenible, la
conservacion del medio ambiente y la biodiversidad. Ademas, se exploran temas relacionados
con la cultura, la historia y las tradiciones locales, asi como también se analizan cuestiones
politicas y de gobernanza. Estas investigaciones contribuyen a comprender mejor los desafios y
oportunidades que enfrenta la regién, asi como a desarrollar soluciones innovadoras y adaptadas

a sus necesidades especificas.
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1.4.2. Marco tedrico

1.4.2.1. Residuos solidos (RS). Son objetos, sustancias, materiales o elementos generados por
causas antrdpicas o naturales, que se degradan al entrar en contacto con el ambiente en condiciones
aerobias o anaerobias mediante microorganismos como bacterias y hongos que los descomponen
en compuestos mas simples. El tiempo de degradacion depende de los componentes del material
(Gonzales, 2014).

1.4.2.2. Energia de la biomasa. Segun Fernandez, et al. (2003) “la biomasa es un conjunto
heterogeneo de materias organicas en descomposicion, dependiendo de su origen y naturaleza. La
energia contenida en cada residuo vegetal se puede aprovechar como fuente de energia renovable”.
Para obtener dicha energia, la via bioldgica se presenta como la mejor opcion. Bien sea en
condiciones aerobias 0 anoxicas, el ciclo bioquimico puede ser controlado para obtener de la
materia, el producto deseado (Romero, 2010). En relacién con su estructura quimica, la biomasa
se clasifica en triglicéridos, azucar y almidon, y lignoceluldsica; a los que, mediante un proceso de

biorrefineria, se puede emplear para obtener productos con valor agregado (Romero, 2010).

Cuando se lleva a cabo la hidrdlisis (rompimiento de polimeros), los compuestos organicos mas
simples pueden convertirse en energia, biocombustibles, biomateriales o sustancias quimicas. Para
la obtencion de biocombustibles se emplea el pirdlisis rapido, del cual se obtiene un bioaceite
(Hincapie, 2017). Cabe aclarar que, por ejemplo, algunos de los subproductos que se usan para la
obtencidn de estos aceites son producto del desecho de industrias, por este motivo, estos desechos
pueden resultar beneficiosos (Compean, 2006), ya que, mediante un tratamiento quimico puede
generar biocombustible y gases como Hz, CO2, CHa e hidrocarburos que pueden utilizarse para

producir calor (Yoplac, 2021).

1.4.2.3. Hidrdgeno. En la mayoria de los casos se encuentra presente en la troposfera terrestre,
puesto que reacciona rapidamente con otros componentes, formando compuestos mas estables

(Smith & Jones, 2023). La versatilidad energética de este gas provoca que sea utilizado a nivel
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industrial para solventar procesos en los que se requiera grandes inyecciones de energia; ademas,
su capacidad de almacenar la energia quimica sin interaccion con carbonos provoca que su
aprovechamiento sea potencialmente viable para obtener una economia sin emisiones de GEI
(Smith & Jones, 2023).

Para la obtencion de este gas se necesitan de reacciones quimicas que puedan romper los enlaces
que unen al hidrégeno con otros componentes. Entre los procesos mas comunes esta la electrolisis,
que consiste en la separacion del hidrogeno y el oxigeno del agua (H20) (Smith & Jones, 2023).
Otro de los métodos de generacion es mediante la degradacion de la materia orgénica por accion
de los microorganismos en condiciones aerobias o anaerobias. Este Gltimo, en el que esta enfocado
la investigacion, se genera en los procesos hidroliticos, acidogénicos y acetogénicos que se llevan

a cabo en la fermentacion oscura (Blanco, 2017).

1.4.2.4. Fermentacion oscura. De acuerdo con (Vasquez et al, 2020) la fermentacion oscura
permite obtener biogases producto de la degradacion de diferentes residuos organicos en un

ambiente sin oxigeno y en oscuridad perpetua.

Con relacion al parrafo anterior, (Londofio & Chaparro, 2012) indican que “la generacion de
bioproductos a través de la fermentacion oscura se logra principalmente por bacterias estrictamente
anaerobias o anaerobias facultativas que consumen todos los aztcares lignocelulosicos”. En
general, son especies del género Clostridium formadoras de esporas, facultativas de los géneros
Enterobacter y Bacillus, algunas bacterias termofilicas y acidogénicas anaerobias provenientes de

lodos; sin embargo, la mas empleada es Saccharomyces cerevisiae. (Gomez, 2016)

En la fermentacion se utiliza el ATP (adenosin trifosfato), una molécula orgéanica de tipo
nucle6tido compuesta por un enlace covalente entre nucle6tidos (moléculas compuestas por un
azucar de tipo pentosa y una base nitrogenada) y un grupo fosfato (PO). EI ATP es la principal
fuente de energia para la mayoria de los procesos y funciones celulares. funcionando como sintesis

de macromoléculas complejas como el ADN y el ARN o las proteinas (Tangkam, 2008).
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1.4.2.5. Inéculo. La real academia espanola (RAE, 2024) sefiala que “un indculo es la pequefia
cantidad de la sustancia que se inocula”. Es decir, se trata de introducir en un sistema una sustancia
que contenga -en este caso singular- el consorcio de microorganismos que degradan el sustrato en

condiciones anaerobias.

Segun (Wang, et al, 2009) Para la obtencién de H2 se han empleado bacterias en cultivos puros
y mixtos como indculos que para el primer caso en su mayoria corresponden a especies del género
Clostridium y Enterobacter, los primeros son bacilos gram-positivos estrictamente anaerobios y
formadores de esporas, los segundos son bacterias gram-negativas y anaerobias facultativas. Por
otra parte (Li & Fang, et al, 2007) afirman que cultivos mixtos de bacterias de lodos anaerobios,
plantas de tratamiento, compost y el suelo se han empleado como indculo para la produccién de
H2, debido a que estos son potencialmente mas resistentes a cambios en las condiciones

ambientales en relacion con los cultivos puros.

1.4.2.6. Arranque de reactor anaerobio. El arranque de cualquier reactor anaerobio es lento,
debido a la baja produccién de biomasa en relacién al sustrato consumido y se hace necesaria una
inoculacion, ademas, se debe tener en cuenta buenos indculos adaptados. Pacheco, J. y Magafia, A.
(2003) mencionan que “para asegurarse de la estabilidad de un reactor anaerobio se hace viable
que exista un ambiente que permita la mejor actividad de la biomasa y que el tiempo de retencion
de solidos sea adecuado, la variacion de la temperatura, una sobrecarga organica causada por el
aumento en la concentracion y la entrada de compuestos toxicos al reactor, son causas que rompen
la estabilidad”.

1.4.2.7. pH en el medio. Este factor afecta el rendimiento de produccion de hidrégeno, durante
la produccion de hidrogeno por fermentacidn oscura se podria evidenciar disminucion gradual de
este parametro. Esto por la produccion de &cidos organicos que agotan la capacidad amortiguadora
del sistema obligandolo a reducir su nivel de pH (Khanal, et al., 2004). Segun Dabrock, et al. (1992)

se puede explicar la inhibicién en la produccion de hidrogeno en relacién a la disminucion del
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pardmetro en cuestion (pH) porque afecta a la actividad del hierro que contiene la enzima
hidrogenasa e induce el desvio a rutas metabdlicas que no conducen a la produccion del gas.

Adicionalmente, el pH influye directamente en la actividad de las bacterias para la hidrogenasa
y sus rutas metabolicas (Londofio & Chaparro, 2012); alterando el nivel de produccién de Ho.
También se plantearon estudios comparativos con respecto al efecto del pH en la produccion del
gas, indicando que el rango de pH 6ptimo para lograr la méaxima produccion de H2 esta entre 4,5
y 6,0. En caso de que el pH se encuentre en un rango bajo (4,0 a 4,5) puede cambiar la ruta de

produccion de Hidrdgeno a otros productos reducidos: lactato y alcoholes. (Giron & Pinzén, 2019).

1.4.2.8. Temperatura. El proceso de produccion de hidrdégeno por via fermentativa, al igual
que otros procesos bioldgicos, es fuertemente dependiente de la temperatura. El incremento de la
temperatura en los sistemas biologicos suele estar asociada con mayores producciones y esto es
debido a que la velocidad de reaccion del proceso depende de la velocidad de crecimiento de los
microorganismos involucrados que a su vez, depende de la temperatura. En muchos sistemas de
produccién de hidrogeno por via fermentativa operan en los intervalos mesofilico (entre 30-35°C)
y termofilico (entre 50-60 °C) (Angenent et al., 2004; Kapdan y Kargi, 2006; Akutsu et al., 2008;
Lee et al., 2010)

1.4.2.9. Microorganismos. La temperatura es un parametro fisico de crecimiento que permite
establecer una clasificacién de los microrganismos, asi entonces, los microrganismos capaces de
crecer a temperaturas menores a 10°C se catalogan como psicréfilos, aquellos que se desarrollan
entre los 10°C y 50°C se catalogan como mesofilos, los que proliferan entre los 50°C y 75°C se
catalogan como termdfilos y por ultimo los hipertermofilos que se desarrollan a temperaturas
superiores a 75°C (Navas, 2010). Segun Forero, L (2017 estos organismos incorporaron diversas
adaptaciones a diferentes factores ambientales tales como la composicion de minerales y gases,

pH, potencial reductor, la salinidad y la temperatura.
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1.4.2.10. Proceso anaerobio. Retomando que la degradacion anaerobia se lleva a cabo en
ausencia de oxigeno; Lorenzo, Y. Obaya, M. (2005) confiere que, los microorganismos degradan
la materia orgénica en sucesivas etapas y que ademas en la practica ingenieril se acostumbra a

considerar tres etapas para residuos solidos o lodos (hidrélisis, acidogénesis, metanogénesis)

e Hidrdlisis. En esta etapa los compuestos organicos son solubilizados por enzimas
excretadas por bacterias hidroliticas que ademas actGan en el exterior celular vy
denomindndose exoenzimas. Es, por tanto, la conversién de los polimeros en sus
respectivos monémeros.

e Acidogénesis. En esta etapa los compuestos organicos solubles que comprenden los
productos de la hidrolisis son convertidos en &cidos organicos tales como acético,
propidnico y butirico principalmente.

e Acetogénesis. Es una etapa importante en la presente investigacion, se le conoce también
como acidogénesis intermediaria, aqui los productos correspondientes son convertidos en
acido acético, hidrégeno y CO2.

e Metanogeénesis. EI CH4 es producido a partir del acido acético o de mezclas de H2 y CO2,
pudiendo formarse también a partir de otros sustratos tales como acido formico y metanol.

El rol de las bacterias metanogenicas se define por el tipo de sustrato disponible.

1.4.2.11. Acidos Grasos Volatiles (AGV). Durante el proceso de fermentacion la formacion
del hidrégeno se desarrolla adicionalmente la produccion de AGV y de solventes (por ejemplo, el
etanol). Estos son productos microbianos con caracteristicas solubles. Las concentraciones de estos
productos liquidos son reflejo del metabolismo de los microorganismos productores de hidrogeno.
De ese modo, la distribucién de AGV y solventes en la fase liquida son indicadores de la evolucion

de la produccion del biogas. (Monteserin. V, 2013)

1.4.3. Marco contextual
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Para el desarrollo de la investigacion planteada se hizo uso del Campus Deportivo Alvernia (Figura
1) de la universidad Mariana donde quedan ubicados los bloques de laboratorio del alma mater,
esta se encuentra ubicada a 1,2 km por la via que conduce al corregimiento de Mapachico con
coordenadas N1.219825, W-77.298831 en Pasto - Narifio. (Universidad Mariana, 2022) En estas
instalaciones se dio solucion a los objetivos especificos planteados anteriormente, para la ejecucién
de este se procedera a llevar las muestras del sustrato e indculo clasificados a la sede de laboratorios
(Gancedo, 2002), para tener el control completo de los procesos de degradacién que se efectuaran
en cada uno de los reactores de fermentacion oscura. Los laboratorios son destinados
principalmente al estudio de ramas ambientales como emisiones atmosféricas, también se llevan a

cabo procesos quimicos y de control de agua, la temperatura promedio registrada es de 12°C.

Figura 1
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1.4.4. Marco legal

Tanto a nivel nacional como internacional se han planteado diversas normativas en pro del
bienestar humano y del ambiente; ademas, la transicion energética en cumplimiento de los
objetivos del milenio hace hincapié en lo que se planted en esta investigacion. Con lo anterior se

tiene:

1.4.4.1. Normativa Internacional

e La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) establece tratados y convenciones
internacionales en una amplia gama de temas, incluidos los derechos humanos, el medio
ambiente, la seguridad, etc.

e La Organizacion Mundial del Comercio (OMC) establece regulaciones comerciales
internacionales.

e La Organizacion Internacional del Trabajo (OIT) establece estandares laborales internacionales.

e Los Tratados y Convenciones Internacionales

1.4.4.2. Normativa Nacional

e La Constitucion politica de 1991 establece los principios fundamentales y la estructura del

gobierno en un pais; entre ellos el articulo 79 y 80, concerniente al ambito ambiental y social.

e Las leyes son promulgadas por el poder legislativo del pais y cubren una amplia gama de temas,
desde el derecho penal hasta el derecho civil y el derecho laboral.
e Las Regulaciones Administrativas establecidas por agencias gubernamentales para detallar

cdémo se implementaran las leyes.

1.4.4.3. Normativa Regional
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e La Union Europea (UE) tiene su propio sistema legal que opera junto con los sistemas legales
nacionales de sus estados miembros.

e MERCOSUR (Mercado Comun del Sur) establece regulaciones para el comercio y la
cooperacion entre los paises miembros.

e La Organizacion de los Estados Americanos (OEA) Promueve la cooperacion y los acuerdos

entre los paises americanos.

De este modo, la normativa nacional que tiene mayor relevancia para fines de la presente

investigacion; aqui se encuentran:

e Ley 217: ley general del medio ambiente y los recursos naturales por establecer normas para la
conservacion, proteccion, mejora y restauracion de los recursos naturales, con relacion a los
residuos solidos.

e Ley 559: Ley especial de delitos contra el medio ambiente y recursos: Establece las acciones u
omisiones que violen o alteren las disposiciones relativas de conservacion, proteccion, manejo,
defensa y mejora del medio ambiente y sus recursos.

e Ley 1259: Instaura en territorio nacional la aplicacion del comparendo ambiental a los
infractores de las normas de aseo, limpieza y recoleccion de escombros, y la implementacion
municipal de planes de gestion integral de residuos solidos.

e Resolucion 2184: por el cual se reglamenta el codigo de colores y la separacion de residuos en
la fuente.

e CONPES 2750: habla sobre las politicas de manejo de residuos solidos.

e CONPES 3874: se crea una politica nacional para la gestion integral de residuos sélidos.

e Resolucion 1164: la cual establece los requisitos técnicos para la disposicion final de residuos
solidos en rellenos sanitarios y controla las emisiones contaminantes.

e Resolucidon 754: establece criterios técnicos para la clasificacion de los residuos sélidos y los
procedimientos para la identificacion y manejo de los residuos peligrosos.

e Ley 2099 de 2021: donde se dictan disposiciones para la transicion energética, dinamizacion

del mercado energético y reactivacién econémica del pais.
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1.4.5. Marco Etico

El proyecto se desarrollé con diversos enfoques, siempre priorizando el respeto hacia las personas
involucradas, cuya colaboracion fue fundamental para su ejecucion. Desde la interaccién con
recuperadores y vendedores en la plaza de mercado durante la recoleccion de residuos, hasta la
colaboracion de quienes suministraron indculos vitales para la investigacion, asi como el apoyo
brindado por el personal de la Universidad Mariana en sus sedes central y Alvernia (Figura 1); se
mantuvo un trato humano adecuado, reconociendo la dignidad de cada individuo y su contribucion

al logro de objetivos comunes.

Ademas, se asumio la responsabilidad y la imparcialidad en el manejo de la informacion
obtenida de diversas fuentes secundarias, como péaginas web, libros y la propia institucion
universitaria. Esto se llevé a cabo con el objetivo de evitar el plagio y respetar el trabajo de quienes
previamente han dedicado tiempo y esfuerzo a investigaciones similares. Se fomentd un ambiente
de trabajo saludable, con miras a una transicion sostenible que busque mitigar y prevenir los

impactos negativos que han afectado la calidad de vida en nuestro planeta.

Este enfoque refleja una conciencia profunda sobre la interconexidn entre nuestras acciones y
el curso historico del desarrollo humano. Al reconocer la importancia de la ética y la
responsabilidad en la investigacion, se establecido un modelo ejemplar de colaboracion y respeto,
promoviendo la equidad y valorando las contribuciones individuales. Este compromiso con la
integridad y la justicia no solo fortalecid el proyecto, sino que también sentd las bases para una
relacion armoniosa y de confianza con las comunidades involucradas y los proveedores de
informacion. La transparencia y el respeto hacia todas las partes interesadas se convirtieron en

pilares fundamentales, garantizando la credibilidad y el impacto positivo del trabajo realizado.

1.5. Metodologia
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1.5.1. Paradigma de investigacion

Durante el desarrollo del proyecto, se llevaron a cabo observaciones directas detalladas con el fin
de identificar cualquier factor que pudiera afectar las condiciones Optimas del sistema. Se
consideraron varios aspectos cruciales, tales como la temperatura del agua en la piscina, el volumen
de agua necesario para los reactores, las condiciones de oscuridad constante, asi como el correcto
funcionamiento de los instrumentos encargados de regular la temperatura y garantizar una
distribucion uniforme en la piscina, como el termostato y la bomba de agua sumergible,
respectivamente. Ademas, se tuvieron en cuenta otros elementos que podrian haber alterado los

resultados de la investigacion.

Adicionalmente, se realizaron mediciones preliminares antes de implementar el sensor MQ8
con el objetivo de evaluar los factores influyentes en la obtencion de H2 verde a partir de biomasa
lignoceluldsica proveniente de la plaza de mercado El Potrerillo. Estas mediciones incluyeron la
evaluacion del pH y la temperatura interna. El propdsito de estas mediciones fue detectar las
variaciones a lo largo del experimento, lo que a su vez contribuyé a abordar la hipdtesis planteada.
Este enfoque mantuvo una estrecha relacion con los indculos implementados y el objetivo

especifico del estudio, lo que garantizo la precision y la fiabilidad de los resultados obtenidos.

1.5.2. Enfoque de investigacion

El campo de investigacion del proyecto es ambiental, enfocado en la linea de energias renovables,
debido a que se obtuvo un producto gaseoso H2 (hidrogeno molecular), derivado del proceso de
fermentacion oscura de la materia organica proveniente de la plaza de mercado El Potrerillo, de la
ciudad San Juan de Pasto. El hidrégeno producido por este método esta asociado a la reduccion de
la problemética ambiental arraigada a la generacion per cépita de residuos organicos en la plaza de
mercado El Potrerillo, cuyas caracteristicas energéticas aportan un valor agregado desaprovechado

cuando su disposicion final culmina en el parque tecnolégico ambiental Antanas PTAA.
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1.5.3. Tipo de investigacion

Se presenta una investigacion de enfoque mixto debido a que se planted un andlisis tanto
cuantitativo como cualitativo, teniendo en cuenta aspectos que, segun (Fernandez & Diaz, 2002),
recogen y analizan datos cuantitativos sobre variables, estudiando la asociacion y la relacién entre
las mismas. Se considerd la generalizacion y objetivacion de resultados mediante una muestra en
inferencia a una poblacion, junto a la anterior, la investigacion trata de identificar su naturaleza
profunda, el sistema de relaciones, la estructura dindmica y registros narrativos de los fendmenos

estudiados sobre el proceso que dirige hacia el hidrégeno mediante procesos estructurados.

1.5.4. Poblacion y muestra / Unidad de trabajo y unidad de analisis

La poblacion referente con el proyecto de investigacion corresponde a los residuos organicos que
se generan en la plaza de mercado El Potrerillo; por lo tanto, se considera como muestra la cantidad
de residuos obtenidos por los investigadores en cada visita al centro de acopio de los mismos en la
plaza de mercado; y que fueron, a posteriori, utilizados para su analisis y disposicion en reactores
tipo batch (Figura 7).

1.5.5. Técnica e instrumentos de recoleccion de informacién

Para la presente investigacion se utilizé informacion de fuentes secundarias, provenientes de
motores de blsqueda académicos (Google académico, Scopus, Scielo, Biblioteca Luis Angel
Arango - BLAA, entre otros), los documentos elegidos contienen informacion relevante sobre
caracteristicas fisicoquimicas de la biomasa, indculos utilizados para la fermentacion oscura,
limitaciones y potencialidades, lo cual permite recopilar informacion y posteriormente indagar
sobre los aspectos mas relevantes en la creacion del disefio metodoldgico y experimental del

presente estudio.
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Por otra parte, se crearon diferentes matrices para las etapas del proyecto, donde se registraron
los datos de los factores que intervienen en la investigacion, esos datos son cuantitativos discretos
y se les asigna su unidad de medida, los datos obtenidos son el resultado de aplicar y utilizar
herramientas adecuadas como balanza digital, termdmetro, pH metro y sensor de gas hidrégeno.

Con los resultados obtenidos se realizaron grupos focales con el equipo de investigacion para
debatir sobre la credibilidad de los datos, al igual que proponer ideas sobre los valores arrojados,
que conllevo a la estructuracion de los analisis y conclusiones pertinentes al proyecto.

1.5.5.1. Las técnicas de investigacion.

1.5.5.1.1. La técnica de observacion. Los resultados de gas hidrogeno obtenidos en PPM fueron
posibles con el sensor MQ8 y un lenguaje de programacién en C++ usado para arrojar valores
secuencialmente durante el minuto de toma de muestra. Previo a lo anterior, el sensor se calibré -

por el método Hoffman- para especificar la medida de hidrogeno netamente (Sanchez et al., 2023).

Para iniciar con el experimento que culmind en lo mencionado en el anterior parrafo, primero
se obtuvo la materia prima; es decir, los residuos organicos tomados los dias de comercio en la
plaza de mercado El Potrerillo. Posterior a esto, se llevaron a la sede Alvernia (Figura 1) para su
clasificacion y determinacion de la masa de la muestra necesaria para cada reactor tipo batch;
disefiados de forma preliminar, siguiendo las especificaciones técnicas que se mencionan a la

postre.

En concordancia, parametros como: humedad, peso especifico, tamafio de particula, en los
fisicos, y, pH y determinacion del Nitrégeno total en los quimicos; dieron mayor robustez al trabajo
de investigacion, al analizar los valores de H» obtenidos. Por ultimo, una adecuacion idonea del
sustrato y los indculos utilizados, conllevaron a que el ciclo bioquimico se realice para la toma

efectiva de la muestra. Dicha adecuacion relaciona al pH y la temperatura, como factores internos
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dependientes; y a la temperatura externa, el proceso de agitacion, la prevencion/mitigacién de

fugas, el proceso de pretratamiento de los residuos, entre otras, como factores externos.

El pH fue influyente para que el desarrollo microbiano desprendiera H> de la degradacion, segln
la revision bibliogréfica en el marco de antecedentes, los pH éptimos para lo mencionado pueden
estar entre 5.0-7.0; asi pues, en los reactores se agreg6 de un agente Buffer fruto de la combinacion
de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y acido acético (CH3:COOH). Estas dos moléculas actian como
agente tampdn, regulando la acidificacion a valores favorables para la investigacion. Para la
solucion se implementd 29g de NaHCO3 y 95mL de &cido acético a uno molar para el volumen
total de la muestra. Para el calculo de las cantidades necesarias para la solucion Buffer se hizo uso
de la ecuacién de equilibrio quimico para la disociacion acido-base [Ecuacion 1]. (Parra-Orobio et
al, 2014). Para fines del experimento, y con base a la revision bibliogréafica, se calculo el PKa para
un pH de 7.0.

— _Jpg A1 i
PKa = —log ™ [Ecuacion 1]

En donde se utilizo acido acético (CH3COOH) cémo acido debil [HA], y el bicarbonato de
Sodio (NaHCO3), como la base conjugada [A].

1.5.5.2. Instrumentos de investigacion. La revision bibliogréafica, el analisis documental y la
técnica de observacion -mencionada anteriormente-, favorecieron a la linea base de la
investigacion, que, a su vez, otorgd la potestad a los investigadores para actuar en el transcurso de
la experimentacion. Enfatizando en lo anterior, la parte experimental inicié con los procedimientos

mencionados ulteriormente:

1.5.5.2.1. Disefio metodologico de la investigacion. El objetivo general y los especificos
planteados para la investigacion se realizaron con actividades planteadas por los investigadores,
para obtener resultados que permitieron responder a la hipotesis planteada. El desarrollo

metodoldgico con sus respectivos resultados esperados se presenta en la tabla 1.
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Tabla 1
Descripcion metodologica

Produccion de hidrégeno verde por medio de fermentacion oscura

Objetivo general

Evaluar el efecto del indculo en el proceso de

fermentacion oscura, para la produccién de

hidrégeno verde, utilizando la biomasa de la plaza

de mercado El Potrerillo.

Obijetivos Especificos

Actividades

Resultados esperados

e Caracterizar
fisicoquimicamente la biomasa
proveniente de la plaza de

mercado El Potrerillo.

Identificacion de los

residuos a utilizar.

Clasificacion de

sustrato

Caracterizacion fisica

de los residuos.

Caracterizacion
quimica  de los

residuos.

Matriz de cuantificacion,
clasificacion y
separacion de residuos en
punto de recoleccion.

4 muestras
homogeneizadas con los
residuos organicos.

% de humedad, peso
especifico, tamafo de las
particulas,

PH y nitrégeno total.

e Implementar el reactor de
fermentacion oscura a partir de

un modelo de analisis factorial.

Adecuacion de los
recipientes que seran
utilizados como
reactores

discontinuos.

Reactor anaerobio con un
sistema de 3 valvulas.

Conocer las diferentes
cantidades de sustrato,

indculo y agua que se
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Disefio de adicionaran a cada
experimentos. reactor.
identificacion de las
variables dependientes e

independientes.

Adicién de sustrato y
Todos los reactores

agua a los reactores. ) .
contaran con la misma

cantidad de sustrato y

Adicion del inéculo a
agua.
los reactores.

Cada reactor contendra
un inbéculo diferente a

excepcion del blanco.

Adaptar un sensor Dispositivo programado

para la medicion de para la lectura del gas

e Analizar la cantidad de H2. generado.
hidrogeno verde presente en el Identificar los
biogas resultado del proceso de microorganismos ~ Mas
fermentacion. eficientes en la

produccién de H2.
Determinar el nimero
de moles de H2 Cuantificar la produccion

generado. de hidrégeno generado.

1.5.5.2.2. Disefio experimental.

En la tabla 2 muestra la tabla de los procesos involucrados en el disefio experimental:

Tabla 2
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Disefio de experimentos

Elementos del
disefio

experimental

Descripcion

Tipo de estudio

Experimental

Variable de moles de H generadas

respuesta ppm de Ho

Caso Se toma la muestra de residuos orgéanicos que serviran como sustrato para
la generacion de H> se realizara un analisis fisicoquimico, y se depositaran
los elementos segin corresponda a cada tratamiento, el volumen de la
mezcla en todos los reactores sera de 11,08 L y se dispone de un volumen
de 3,920 L de acumulacion de gases lo que representa un 26,2% del
volumen
total, del reactor

Factores | = indculo

Niveles de factor

I1=inoculo de laguna anaerobia del relleno sanitario (LA)
I12=inoculo de laguna anaerobia de planta de sacrificios (Frigovito) (LF)

I3=inoculo de estiércol de cerdo (P)

Confusing factors

Material del Recipiente

Tiempo de retencion celular (TRC)

Covariables T = temperatura
P =pH
Unidad Tras realizar el método del cuarteo (Figura 3), se toma 16 kg de residuos

experimental

organicos, luego se adiciona a cada reactor en partes iguales la masa que
le corresponde siendo de 4 kg por cada recipiente, se afiaden 4 L de agua y
se deja listo para inocular. La cantidad de indculo sera la misma en todos

los reactores 2,5 L, adicionalmente, se agregan 580 ml de solucion buffer
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(Acido acético) por lo tanto, la distribucion en %V/V dentro del contenedor
es 26.7% sustrato, 26,7% agua, 16.7% indculo, y el 3,8% de buffer lo que
equivale a 11.08 L; La cantidad de reactores a utilizar son 4, por lo tanto,
es necesario marcar cada contenedor con su respectiva etiqueta para
facilitar su identificacion, de esta manera se tiene:

Muestra control (Mc): corresponde a uno (1) de los reactores con 4kg de
R organicos + 4L de agua sin indculo.

Muestra Inoculada 1 (MI-1): en 1 de los recipientes que contienen 4kg
de R orgénicos + 4L de agua se agrega el in6culo 1+ buffer.

Muestra Inoculada 2 (MI-2): en 1 de los recipientes que contienen 4kg
de R organicos + 4L de agua se agrega el indculo 2 + buffer.

Muestra Inoculada 3 (MI-3): En 1 de los recipientes que contienen 4kg

de R organicos + 4L de agua se agrega el inoculo 3 + buffer

NUmero
unidades

experimentales

de

3

Tratamientos

Nk=4*1=4

Figura 2

Diagrama de disefio de experimentos
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Confusing factors
@ Material del recipiente

Niveles de factor

' @ 'néculo 1. Estiércol
Tiempo de retencién celular
@ Porcentajes de proteinas y ~ Blanco Indeulo 2. Lodos de laguna PTAA
carbohidratos (Biomasa+agua) . Indeulo 3. Lodos de laguna
@ Grasas Frigovito
Biomasa — Regulacion
(30%) Reactor 1 de pH
—|(Biomasa+indculo (Buffer) y
1+agua)

temperatura
externa a -
25-30°C
Reactor 2 (Termostato y
——=((Biomasa+Indcul bomba
Agua 2+agua)
Produccién (20%)
de Hidrégeno Reactores _
a partir de los de 15L Reactor 3
residuos (100%) L_»(Biomasa+iniculo}———
organicos 3+agua)
30%

Hidrégeno
producido

Inéeulo

Sensor MQ8
(20%)

sumergible)

Volumen

Variables dependientes para la
™| disposicion

de gases

Variables independientes

@ e

Temperatura intern
Temperatura externa emperatura interna
@ Presion interna

@ Wicroorganismos presentes

1.5.5.2.3. Caracterizacion fisicoquimica. Se realiz0 una revision bibliografica de las
caracteristicas fisicoquimica para una mejor comprension de los residuos organicos antes de iniciar

y después, con los resultados obtenidos.

Para la caracterizacion fisica se analiz6 tres diferentes caracteristicas de los residuos:

e Peso especifico: Es larelacion que existe entre el peso y el volumen que ocupan los residuos
(Mitchell & Soga, 2005)

e Humedad: La cantidad de agua contenida en los residuos influye en la procesabilidad, la
vida Util y la facilidad de uso. La humedad se analiza por el método termogravimétrico, en donde
la diferencia del peso antes y después de ser sometido a calentamiento indica, a escala porcentual,
con gue contenido de humedad cuentan los residuos (Mettler-Toledo, 2015).

e Tamafio de particula: Varia segun el grado requerido para la investigacidn, pero por rasgo
comun entre mas pequefia la particula tiene una mayor area de contacto lo cual hace que
interaccione mas rapidamente con los agregados (Mitchell & Soga, 2005). Para la investigacion,

se trabajé con una procesadora de alimentos, estipulando el tamafio de particula menor a 2cm.
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e Tiempo de Retencion Hidraulico: Este concepto hace referencia al tiempo promedio que
permanece cierto contenido en un reactor para que los procesos bioquimicos se desarrollen a
cabalidad (Chen, 2024). En el caso de esta investigacion hace referencia al tiempo que permanecio
el sustrato homogenizado con indculos y agua para que se desarrollara el proceso microbiano que
desencadend en la produccion de hidrogeno.

Para la caracterizacion quimica se analizaron caracteristicas quimicas influyentes en la

investigacion:

e pH: serealiza con el método potenciométrico, se basa en la actividad de los iones hidrogeno
en una solucion acuosa de residuos organicos al 10%. (McLaughlin & Albers, 2015)

e Nitrogeno total: se puede determinar por el método de Kjeldahl, basado en la destruccion
de la materia organica con acido sulfurico concentrado (Jones et al., 2009).

1.5.5.2.4. Obtencion y caracterizacion de inoculos utilizados. La variable que cambio la
generacion de H verde cuantificable fue el material con el que se inoculo los reactores. Por tanto,

se consideraron tres puntos diferentes de los cuales obtener una muestra representativa de indculos:

e Inoculo 1 (Lodos Antanas): mediante solicitud escrita y firmada por el asesor del proyecto
de investigacion, la directora del programa de ingenieria ambiental y un representante del proyecto
se obtuvieron muestras de los lodos de las lagunas anaerobias de lixiviacion del PTAA.

e Ino6culo 2 (Lodos Frigovito): Por medio de una respectiva peticion con las firmas
correspondientes, se consiguié muestras de lodos de las lagunas anaerdbicas de las instalaciones
de una planta de sacrificios principalmente de vacunos y porcinos (Frigovito SA).

e Inoculo 3 (Estiércol de cerdo): Mediante un sondeo realizado por los alrededores de la
ciudad de Pasto se encontrd un criadero de cerdos ubicado en el corregimiento de Mapachico, pues

el estiércol de este fue utilizado como el tercer inéculo.
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1.5.5.2.5. Disefio del reactor. Segun el disefio de experimentos (Tabla 2), se realiz6 en 4
reactores con los sustratos mencionados, su descripcion consta de cuatro recipientes de plastico
con capacidad para almacenar un volumen de 15L, cada recipiente tiene dos salidas laterales
constituidas por su respectivo racor y manguera usadas en la regulacion de algunos parametros,
ademas, con una tapa de sello hermético para evitar la fuga de gas, y luego se usa una salida con

vélvula que cumplen funciones de regulacion de presion en el reactor.
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2. Presentacion de resultados

En este apartado se presentan los resultados tras el procesamiento de la informacién obtenida en el
desarrollo experimental de la investigacion. De la misma forma se presenta un analisis pertinente
que explica el comportamiento de las variables en el proceso de generacion de Hidrogeno en los
reactores. Finalmente se realiza una discusion por cada objetivo para especificar los factores que
determinan las diferencias e intervienen en la produccion de hidrogeno en cada reactor. En seguida

se detalla el proceso por cada objetivo especifico.

2.1 Caracterizacion fisicoquimica de la biomasa generada en la plaza de mercado El
Potrerillo.

2.1.1. Obtencion de residuos generados en la plaza de mercado El Potrerillo.

Se recolectaron residuos organicos provenientes de los contenedores predispuestos por la empresa
de aseo EMAS by Veolia en la plaza de mercado el Potrerillo. Para obtener una muestra
significativa de los residuos generados, las muestras se tomaron los dias de mercado en la mafiana,
horario en el cual se presenta mayor movimiento comercial.

Ademas, considerando la bioseguridad de los investigadores, se llevaron los respectivos
implementos como: guantes, tapabocas, bata, gafas de seguridad y botas. Para extraer la muestra
se utilizaron bolsas plasticas y costales donde transportara la muestra para identificar residuos y
realizar el método del cuarteo segun la norma mexicana NMX-AA-15-1985.

Las actividades realizadas fueron:

1. Setomaron los residuos recolectados y se los apilé sobre un area plana.
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2. Se realizd una clasificacion de los residuos organicos Aprovechables y No Aprovechables,
tales como: residuos inorganicos y citricos, asi como residuos en descomposicion, para dar

cumplimiento a los objetivos de la investigacion.

3. Se procedi6 a homogeneizar todos los residuos y se dividio en cuatro partes iguales A, B,
C, D. Luego se eliminaron, al azar, las partes opuestas Ay C o B y D, hasta obtener una muestra
representativa. Teniendo en cuenta el volumen de los reactores tipo batch (Figura 7), la muestra
fue de 16 kg.

Figura 3
Método de cuarteo utilizado

Muestra ideal

=

D=

La plaza de mercado EIl Potrerillo alberga una cuantiosa cantidad de trabajadores quienes
comercializan con una variedad significativa de productos organicos, bien sea propios de la region
0 ajenos a la misma. El expendio genera, de alguna u otra manera, deshechos que son retirados con
regularidad por la empresa. De esta manera, los residuos que se recolectaron como materia prima
estuvieron sujetos a diferentes condicionantes que provocan variabilidad en los residuos

encontrados.
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Por lo anterior fue indispensable realizar el muestreo aleatorio simple, pues con esto se pudo
identificar los residuos que tuvieron preponderancia en los 10 muestreos, y asi, a la postre, se
investigd de manera concisa la caracterizacion fisicoquimica del sustrato agregado a los reactores

tipo Batch. La proporcién de los residuos se muestra en la figura 4.

Figura 4

Acumulado de residuos encontrados en los muestreos realizados.

Acumulado de residuos por cada muestreo
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Tabla 3

Estadistica descriptiva de los residuos encontrados

Residuos Media (g) Distribucion (g) Varianza (g) Desviacion estandar (g)
rama de cebolla larga  1999,9 17.34 1175684,5 1084,2
cascara de frijol 1935,5 16.78 121556,7 348,6
cascara de arveja 1934,5 16.78 176523,8 420,1
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cascara de haba 1533 13.29 226967,7 476,4
repollo 612,9 5.31 81733,4 285,8
pepino 576,4 5.00 156591,3 395,7
mango 570,8 4.95 58875,7 242,6
lechuga 555,2 4.81 79826,8 282,5

platano maduro 500,5 4.34 67817,6 260,4
papaya 458,3 3.97 93447,7 305,6
bananos 444 3.85 125500,4 354,2

cascara de papa 410,9 3.56 45364,7 212,9

Particularmente, la cascara de frijol, arveja, haba y rama de cebolla larga fueron, segun la
dispersion y la media, los residuos de mayor presencia en el punto de recoleccion durante los
muestreos realizados con una distribucion de 64.19% (Tabla 3). Por lo que se puede apreciar que
es mas comun encontrar residuos de leguminosas que frutas u hortalizas. Los tres primeros residuos
mencionados contienen un elevado valor energético, debido a su considerable contenido de
hidratos de carbono, proteinas y fibra, ademas de presentar minerales tales como hierro, potasio,
zinc y magnesio. La cebolla por su parte, a pesar de ser baja en calorias, es rica en fibra y algunos
de los minerales nombrados anteriormente (lllescas, Bacho & Ferrer, 2008). Dichos minerales son
importantes para el proceso microbiologico, pues segun Varnero (2011), “se requiere que estén en
equilibrio sales minerales (azufre, fosforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, manganeso,

molibdeno, zinc, cobalto, selenio, tungsteno, niquel y otros menores)”

En aclaracion de que no se pueden obtener los mismos componentes organicos en la
conformacion del sustrato pues los residuos restantes se distribuyen heterogéneamente en los
reactores, la caracterizacion fisicoquimica se estimd para los productos mas comunes encontrados

en los contenedores durante los muestreos, que conforman el 64.19% del total de la muestra.

Tabla 4
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Matriz de clasificacion, separacion y cuantificacion de los residuos organicos mas encontrados

Residuos organicos Promedio en Distribucion en sustrato (%0)
muestreos (g)

Cebolla larga 1999,9 0.27

Céscara de frijol 1935,5 0.26

Céscara de arveja 1934,5 0.26

Cascara de haba 1533 0.21
Figura 5

Gréfica de promedio y distribucion de los residuos mas encontrados

PROMEDIO Y DISTRIBUCION DE LOS
RESIDUOS

B Cebolla larga M Cascara de frijol

B Cascara de arveja M Cascara de haba

La figura 5 indica graficamente el promedio y la distribucion obtenidos de los cuatro residuos de
mayor preponderancia, a los cuales se les realizd la caracterizacion fisicoquimica para comprender

el comportamiento en los reactores.

2.1.2. Caracterizacion fisicoquimica.
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Comprender el comportamiento de la degradacién es un proceso arduo en donde influyen distintos
factores. La presente investigacién se enfocd en aquellos parametros que en la linea base

demostraron mayor relevancia para la generacion de hidrdgeno.

La informacién recolectada permitié tener consideraciones para que el proceso anaerobio se
desarrollara en 6ptimas condiciones, aqui se tiene que el contenido de carbono y nitrogeno jugé un
rol fundamental, pues segin Varnero (2011), corresponden a las principales fuentes de
alimentacion para el metabolismo microbiano. El carbono representa la fuente energética y por su
parte, el nitrégeno actla en la formacion de nuevas células. Ademas, Varnero también afirma que
“Las bacterias consumen 30 veces mas carbono que nitrdgeno, por lo que la relacion se considera

en un rango de 30:1 hasta 20:1 para que el sustrato sea consumido™.

Conrelacion a lo anterior, los residuos que se agregaron a los reactores cuentan con una fraccion
aceptable de C/N, puesto que la mayoria se encuentra en el rango estimado por Varnero. De lo
anterior se deduce que las moléculas complejas tales como proteinas, carbohidratos y lipidos,
fueron hidrolizadas produciendo compuestos sencillos, tales como aminoacidos, azlcares y acidos
grasos de cadena larga. Estos ultimos, mediante bacterias acidogénicas, dan lugar a acidos grasos
de cadena corta, alcoholes, hidrégeno, didxido de carbono y trazas de otros elementos (Londofio,
2013). En este punto cabe destacar que las proteinas contienen generalmente 16% de nitrégeno. De
este, el nitrdgeno organico, al ser hidrolizado, da lugar a formas amoniacales, que, de no contener

los valores 6ptimos, puede limitar la reproduccion bacteriana. (Varnero, 2011).

Por otro lado, la materia organica lignoceluldsica (Lignina, celulosa y hemicelulosa) es
susceptible a una lenta degradacion, debido a que la lignina presenta una resistencia considerable
a la misma. Esto a su vez desencadena que la celulosa y hemicelulosa se vean afectadas (Varnero,
2011). Teniendo en cuenta lo anterior mencionado, se incremento la superficie de adsorcion por
medio del rompimiento de la pared celular lo que generd que las bacterias puedan asimilar la

materia para convertirla en moléculas menores y que el proceso anaerobio continue.
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Las proteinas constituyen una parte fundamental, no solo por ser fuente de carbohidratos y
energia, sino que contiene un valor nutricional considerable. Los géneros de bacterias productores
de proteasas degradan las proteinas y aminoacidos (Chernicharo, 1997). Parte de los aminoéacidos
se utilizan para sintetizar nuevo material celular y el restante se degrada en CO2, H2, &cidos
volatiles, sulfuro y amonio. (Varnero, 2011). Por su parte, Chernicharo (1997), afirma que
bacterias como Clostridium, Micrococus y Staphylococus denominadas, lipasas, se encargan de

degradar los lipidos produciendo &cidos grasos de cadena larga y glicerol.

Una parte importante en la produccion del biogas es la glucosa que contenga el sustrato o que
se genere a partir de la hidrolisis, pues en la fermentacion oscura los monosacaridos, en particular
la glucosa, microorganismos tales como Clostrium, Enterobacter sp y Bacilos sp se alimentan y
desarrollan de esta. En el aprovechamiento, dichas bacterias transforman la glucosa a acido acético,
H2 y CO2. (Ntaikou, Antonopoulou & Lyberatos, 2010). Cuando la fermentacion se encamina a la
produccién de acido acético como unico acido graso volatil (AGV), la relacion de produccion de
H2 es en razon de 4mol de H2 por cada mol de glucosa, sin embargo, el consumo del monosacéarido
y la formacién de &cidos desencadenan que la produccion de hidrégeno disminuya (Londofio,
2013).

Toda la informacidn recolectada tras la revision bibliografica permitié estimar la composicion
elemental de los residuos de mayor relevancia en los 4 kg de sustrato agregados a cada reactor, tal

como se muestra en la tabla 5.

Tabla s

Caracterizacion fisicoquimica de los residuos mas encontrados

Residuo Humedad Cenizas (%) Carbono (%) Nitrégeno

organico (%) en base seca (%)
Cebolla 922 6,6" 289 1,68¢
larga
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Cascara 60,2° 12,5° 44° 1,7°
de frijol

Cascara 55¢ 15,2¢ 428 2,1¢
de arveja

Cascara 88,7" 2,36° 56" 4,6'
de haba

a-  Duarte 2016.

b-  Aguilar et al, 2019.

c-  Tchobanoglous & Theisen, 1994.

d-  Gonzales Avila, 2016.

e-  Morales, Pefia, Garcia, Aguilar & kohashi, 2017

f-  Belloetal, 2013

g- Martinez-Nieto, P., Garcia-Gonzélez, D., Silva-Bonilla, P. S., Vargas-Chaparro, G., &
Valderrama-Escallén, F. (2011).

Con la informacién de referencia se calculdo la composicion elemental en relacion a la

composicion de los 4 Kg de sustrato, obtenida después de realizar el método de cuarteo (Figura 3).

Tabla 6

Composicion elemental de los 4Kg de sustrato

% % en la Kgen N (Kg)en C(Kg)en Humedad %cCenizas
muestra sustrato base seca  base seca (Ko)
Cebolla 0.27 1.08 0.01814 0.3024 0.9936 0.0713
larga
Céascara 0.26 1.0 0.01768 0.4576 0.6240 0.1300
de frijol
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Céscara 0.26 1.0 0.02184 0.4368 0.5720 0.1580
de arveja

Céascara 0.21 0.8 0.03864 0.4704 0.7450 0.0198
de haba

TOTAL 100.00 4.00 0.0963 1.6672 2.9300 0.3791

En la tabla 6 se presenta la composicion elemental de los cuatro subproductos predominantes
en los muestreos (Tabla 4). Ademas, indica la composicion elemental tedrica total del sustrato que
fue homogenizado luego de realizar el método de cuarteo (Figura 3) y posteriormente agregado a
cada uno de los reactores, el cual se compone de: 0.0963 Kg de nitrogeno, 1.6672 Kg de carbono,
2.9300 Kg de humedad y 0.3791 Kg de cenizas (Figura 6). De esta manera en el reactor ingresa
una relacion elemental [C/N] de 17.31 para cada reactor, lo que tedricamente es favorable para la
generacion de biogas, pues existi0 un contenido adecuado de nutrientes para que los

microorganismos sigan una ruta metabdlica para la produccion de hidrégeno.

Figura 6

Composicion elemental de los residuos mas encontrados

COMPOSICION
ELEMENTAL

B N(Kg) en base seca ® C(Kg) en base seca)

Humedad (Kg) % Cenizas
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En la figura 6 se evidencia la distribucion elemental de la totalidad de los residuos que se

agregaron a los reactores de fermentacion oscura.

A pesar de contar con valores favorables para el arranque, los residuos encontrados no cuentan
con las caracteristicas mas propensas para que la degradacion que conlleve a la produccion de
hidrégeno sea efectiva. Segun el estudio realizado por Rojas (2023), y en comparacion con los
residuos encontrados en esta investigacion, las frutas contienen mayores contenidos de humedad y
azucares, lo que favorece a la descomposicién y al enriquecimiento energético de los
microorganismos para que desarrollen sus procesos mas rapido. Para la produccién de hidrégeno
se requiere de monosacaridos como la glucosa, xilosa, los almidones, entre otros, pues es a partir
de ellos, y transitando por la fase acetogénica, que la fermentacion puede desencadenar en valores
de hidrégeno més elevados (Londofio & Rodriguez, 2012). En ese orden de ideas, las frutas se
convierten en una de las mejores opciones para el aporte de glucosa y por ende para la generacion
de Hz. Ademas, en su estudio, Rojas (2023) tambien analizo el contenido elemental de algunos
residuos de frutas, evidenciando que también presentan valores mas elevados. Tal es el caso del
carbono, que debido a la cantidad de azUcares y carbohidratos contiene compuestos ricos en

carbono que favorecen a la fermentacion oscura.

Esclarecido lo anterior, para analizar si la produccion se eleva con la utilizacion de residuos de
frutas, es conveniente realizar la misma experimentacion empleando dichos residuos, pues asi se
podréa concluir si en realidad el aporte de glucosa incrementa la generacién de dicho gas o, por el
contrario, se desmiente lo que indica la teoria.

2.2. Implementacion de reactores experimentales para fermentacion oscura.

2.2.1. Disefio de los reactores.

Siguiendo lineamientos importantes en el disefio del reactor, se tuvieron en cuenta puntos

importantes como lo sugiere Vivian, V. y Liana, G (2022); donde se involucra una respectiva
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entrada de alimentacion, salida de purga, valvula para la salida y recoleccion de gas y pH, control
de temperatura y presion con el fin de ajustarse a las necesidades de seguimiento, control y
caracteristicas de las mezclas de sustrato, se garantiz6 que la fermentacidn oscura se realice de la
mejor manera. Las tres variables fundamentales en el proceso (pH, temperatura y presion),
permitieron deducir hasta cierto modo cémo se desarrollé el microbiota en cada uno de los

reactores.

Concerniente a los parametros establecidos anteriormente, se sugiere ademas la revision de los
materiales y métodos para el disefio haciendo énfasis en la seleccion de los materiales, de tal manera
que estos sean resistentes a la mezcla, no generen reacciones adversas y de la misma manera que
se ajusten al presupuesto destinado. Hilbert (2006), menciona que se han desarrollado diversos
tipos de biodigestores de acuerdo a la aplicacion de gas, la caracterizacion del material a ser
digerido y a la relacion costo-inversion-beneficio. Como montajes empleados se tienen aquello de
intensidad de mezcla, de manejo de sustrato, manejo bioquimico y el sistema de interés para el
presente estudio el cual es el de carga donde se encuentra el sistema discontinuo batch. Garcia, M.,
e Intriago, S. (2019).

Segun Garcia y Gomez, (2016) el sistema discontinuo batch se caracteriza porque el sustrato se
carga una sola vez en forma total, la descarga se efectla una vez que ha dejado de producir biogas
y es utilizado para degradar materias primas solidas. Siendo faciles de construir ademas de ideales
a nivel de laboratorio para evaluar los pardmetros del proceso o el comportamiento de un residuo

organico o una mezcla. Vasquez y Riveros, (2013).

Figura7

Modelo de reactor tipo Batch implementado para fermentacion oscura
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Asi entonces, se consolidaron cuatro reactores tipo Batch de polietileno de alta densidad
(HDPE), con capacidad de almacenamiento de 15L (Figura 7). Cada recipiente es hermético y no
permite el paso de los rayos de luz debido al material. Tiene dos salidas laterales que forman su
respectivo racor, caucho para sello de fugas. Debido al peso especifico de los residuos, los solidos
sedimentables se disponen en el fondo de los reactores, por lo que, para la toma de muestra de pH,
la valvula se dispuso en la mitad de estos; asi, luego de realizar un proceso de agitacion pre-
muestreo, se obtuvo un valor significativo del valor del pH en la solucion. En la parte superior
tienen una tapa de sello hermético para evitar la fuga de gas; en ella se emple6 una salida con
valvula bifuncional, regulando la presion en el reactor y, ademas, fue usada para la toma de muestra

de H; con el sensor MQS8.

Seguido a esto, en la parte inferior de los reactores, se hicieron efectivos los termdmetros tipo
punzén, con los que se obtuvieron datos de la temperatura interna durante la fermentacion. Para un
desarrollo microbiano eficiente, los recipientes se dispusieron en un medio liquido a temperatura
controlada. Para lo anterior, se implementaron en la piscina dos calentadores basicos para piscina
0 termostatos con potencia de 50w cada uno, ademas de una bomba para agua sumergible, que
tiene la finalidad de recircular el agua uniformemente por el sistema y asi se consiguio evitar zonas

muertas que puedan afectar al consorcio de microorganismos en los reactores (Figura 8).
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Figura 8
Modelo de los reactores de fermentacién oscura

Con la totalidad de las instalaciones verificadas, se dispuso el material triturado que fue
previamente adecuado mediante un pretratamiento térmico a bafio maria, lo que garantiza la
proliferacion de los microorganismos benéficos en la produccion de hidrégeno y eliminando
aquellos consumidores de hidrogeno (Wang et al., 2002), ademas de representar una reduccion en
los tiempos de arranque de la degradacion organica. El bafio maria tuvo una duracién de 30 minutos

a una temperatura de 80 °C con agitacion constante.

En este punto cabe resaltar que el indculo, por su parte, no fue sometido a elevadas temperaturas,
pues a criterio de los investigadores, el pretratamiento del sustrato fue suficiente para que los
microorganismos se desarrollaran eficientemente, pues se tuvo en cuenta que de exceder los valores
Optimos en la temperatura, puede desencadenarse la inactivacién térmica por parte de las enzimas
celulares, y dado que en la investigacion se planted obtener valores mesofilos, se limité a adecuar
el sustrato para que no existan cambios en las rutas metab6licas (Cadena & Cérdoba, 2022). Sin
embargo, segin Ren y col (2008), es indispensable realizar el pretratamiento térmico a altas
temperaturas al indculo para eliminar los microorganismos consumidores de hidrogeno. Es asi
como queda a consideracion para futuras investigaciones la variacion real de la produccién de

hidrogeno implementando el pretratamiento de los indculos.

55



Produccion de hidrégeno verde por medio de fermentacion oscura

2.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de los inéculos.

Dado que la investigacion se baso en identificar cuél de los reactores inoculados tuvo mayor
produccion de hidrogeno durante la experimentacion, fue menester que se analice cada uno de los
niveles de factor mencionados. Para este fin, se realiz6 una revision bibliografica de los inéculos,
teniendo en cuenta que los parametros de interés fueron: el nitrégeno, carbono, humedad, cenizas

y grasas. Luego de recolectada la informacion, la caracterizacion se sintetiz6 en la tabla 7.

Tabla 7

Caracterizacion fisicoquimica de los inoculos

Residuo % % % % %Grasas
organico Nitrégeno  Carbono  Humedad Cenizas

Antanas 2,5¢ 45° 73¢ 6 108

Frigovito 1,93° 43,86° 83,18° 19,28° 2,55°

Porcino 1,42 19,62 64,682 20,322 8,43

a- Mojica, vidal, rueda & Acosta 2005.

b- Mojica et al, 2016.

c- Cardenas, 2022

d- Pellon Arrechea, A., Lépez Torres, M., Espinosa Lloréns, M. D. C., & Gonzéalez Diaz, O.
(2015).

e- Donado R 2013.

f- Valdés, Esperanza, Gonzélez, P., & Obaya, M. C. 1991

El estiércol de cerdo presenta una variabilidad en sus caracteristicas producto de factores como
la alimentacién, las condiciones climaticas, la especie de animal, la edad, el manejo, etc. Este

indculo contiene una rica diversidad microbioldgica, esencial para el proceso de fermentacion. Los
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microorganismos predominantes incluyen Clostridium spp. Bacillus spp y diversas especies de
Bacteroidetes (lglesias Martinez 1994). Estas bacterias son cruciales en la descomposicion de
materia organica y contribuyentes a la produccion de acidos grasos volatiles, los cuales son
precursores en la produccion de hidrégeno durante la fermentacion oscura. (Universidad de
Minnesota, 2024).

Ademas, este indculo es rico en nutrientes y compuestos organicos, tales como el nitrégeno,
fosforo, potasio y &cidos grasos volatiles. (Universidad de Minnesota, 2024). Sin embargo, a pesar
de ser rico en nitrégeno, aun presenta limitaciones debido a la baja relacion de C/N (Neshat, 2017).
Para la produccion de hidrégeno no es benéfico debido a que es propenso a la produccion de
amoniaco, el cual afecta el metabolismo de microorganismos hidrogenotroficos (Universidad de
Minnesota, 2024). Segun Varnero (2011), la relacion C/N para el estiércol de cerdo se encuentra
en13:1

Por otra parte, los lodos de una laguna anaerobia provenientes de un relleno sanitario también
varian en relacion a la ubicacion geogréfica, el tipo de residuos que se dispongan y la antigiedad
(Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial. MAVDT, 2002). El proceso de
lixiviacion o percolacion de los residuos solidos urbanos llegan en forma acuosa y sélida con un
elevado contenido de nitrogeno, fosforo y materia organica, y también contienen sustancias toxicas
como metales pesados. Por la compresion de los residuos se generan procesos anaerobios que
desencadenan en la proliferacion de bacterias metanogénicas las cuales afectan negativamente la
produccion de Acidos Grasos Volatiles (AGV) (Erazo, 2011). En un estudio realizado por Mufi6z
& Muriel, (2020) , indica que la relacion C/N puede encontrarse entre 15:1 y 30:1 dependiendo de
la composicion de los lodos, el tiempo de retencion y demas factores de influencia. Entre los
problemas que pueden desencadenar para la produccion de hidrogeno esta que los metales pesados
pueden inhibir a los microorganismos generadores de hidrogeno y, ademas, al presentar un proceso
metanogénico marcado, el microbiota esta acostumbrada a consumir las moles de hidrégeno para

producir metano.
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Los lodos de Frigovito presentan diversas caracteristicas, producto de los procesos que conlleva
el sacrificio de animales. Asi pues, en el proceso de lavado, se desprende agua ruminaza y agua
sangre que llega a la laguna anaerobia. A pesar de presentar variaciones por la raza, edad y
alimentacion contiene unos valores medios de 80% de agua, 18% de proteinas y 2% dividido en
hidratos de carbono, lipidos y sales minerales (Linden y Lorient, 1997). Ademas, también contiene
altas concentraciones de grasa y compuestos organicos provenientes de materiales vegetales como
la celulosa, lignina o el metabolismo del animal (Pabén & Suérez, 2009). Las caracteristicas
encontradas de este tipo de lodos hacen que sea favorable utilizarlos como in6culo para potenciar
la generacion de hidrégeno pues como menciona Rodriguez (2023), la relacion C/N se encuentra

en valores cercanos a 17,48.

Con lo anterior, fue posible realizar el calculo elemental para cada uno de los in6culos, y asi, a

su vez, identificar qué caracteristicas tuvo cada indculo agregado (Tabla 8).

Tabla 8

Caracterizacion elemental de los 2.5L de in6culo agregados

Indculo %N %C %Humedad %Cenizas %Grasas
Antanas 0.0625 1.1250 1.8250 0.1500 0.2500
Frigovito 0.0483 1.0965 2.0795 0.4820 0.0638
Porcino 0.0350 0.4900 1.6170 0.5080 0.2108

Ademas, la homogenizacion del sustrato con el indculo provocd que la composicion elemental
para cada reactor variara. Para identificar la caracterizacion fisicoquimica resultante de la mezcla,
luego de obtener la composicion elemental de los 2.5L de in6culo agregados a cada reactor, se
realizd la sumatoria del sustrato e indculo para cada uno, obteniendo lo que se evidencia en la tabla
9.

Tabla 9
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Sumatoria de la mezcla sustrato e indculos

Relacién

Reactor N (kg) C(kg) Humedad (kg) Cenizas(kg) Grasas (kg) CI/N
Blanco 0.10 16.67 29.30 0.38 0.00 16.7:1
Antanas  0.16 17.80 31.13 0.53 0.25 17.8:1
Frigovito  0.14 17.77 31.38 0.86 0.06 17.7:1
Porcino 0.13 17.16 30.92 0.89 0.21 17.2:1

Los resultados arrojan que el mayor aporte de nitrégeno se encuentra en el reactor de Antanas
con 0,16 kg, de importancia porque segun Garavito Ruas, O. P., et al 2018, durante el proceso
anaeradbico en la etapa de la hidrolisis el nitrogeno organico da lugar a formas amoniacales que son
nutrientes importantes para el crecimiento bacteriano siempre y cuando la produccion de nitrogeno
organico no se encuentre en exceso. En cuanto al carbono, Antanas y Frigovito determinan valores
superiores a 17 kg que en relacion al nitrogeno estan en valores de relacion C/N (17:1) cercanos a
lo sugerido por Werner et al., 1989 lo que podria determinar una inhibicion en el crecimiento de
bacterias metanogenicas por la cantidad excesiva de amonio lo cual es importante en el proceso de
produccidn de hidrégeno. Por otra parte, la FAO 2011, explica que en relaciones C/N relativamente
bajas la actividad bacteriana es mucho menos acelerada y tiende a producirse amonio lo que podria
inhibir el proceso de digestion anaerobia. El amonio libre puede ser inhibitorio para la fermentacion
anaerdbica y toxico para las bacterias metanogénicas (Guevara, 1996; Gallert y Winter, 1997; Cui
y Jahng, 2006).

Las grasas como contribucion al proceso son netamente aportadas por los in6culos (Tabla 8)
donde se reportan los valores mas elevados por parte de Antanas y Porcino mayores a 0,20kg segun
Mojica, C., Vidal, E., Rueda, B., & Acosta, D. (2016), reporta que en 1000kg de estiércol de cerdo
es posible encontrar hasta 8,43% de grasas que en relacidn son valores similares a los expuestos en
la tabla 9. Rivas S et al., 2010 destaca que, la utilizacion de grasas junto con la combinacion de

sustratos ricos en nitrogeno y abundantes en carbono eleva la productividad de biogas.
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A nivel general, los reactores a los que se les agreg6 inoculos de Antanas y Frigovito representan
los valores mas elevados a nivel elemental, por lo que en ambos los microorganismos van a tener
mayor disponibilidad a los nutrientes para sus procesos metabolicos. Sin embargo, Porcino no varia
significativamente con relacién a los dos, asi que, en este punto cabe destacar la cantidad de
cenizas, pues Antanas es el que representa la menor cantidad, lo que puede indicar que los
contenidos inorganicos contenidos en estas no representan un problema tan importante que altere

los procesos anaerobios que desencadenen en la generacién de hidrégeno.

2.2.3. Siembra de sustrato e inéculo.

Una vez preparada la mezcla homogénea de inoculo y sustrato se procede a implementar en los
reactores para iniciar con la fermentacion oscura. Se sefializo cada recipiente con una nomenclatura
que identifica el contenido dentro de ellos. Los nombres y las proporciones de elementos

depositados dentro de cada reactor son:

e Blanco (B): Este reactor, servira de control en la generacion de hidrégeno verde; lleva en
su contenido 4 Kg de sustrato caracterizado, cuantificado y homogenizado, 4 L de agua adicional
y 0.58 L de solucion buffer (CHsCOOH+NaHCO3). Se cierra herméticamente, se rastrea pH,
temperatura interna y presion de agua constante con los accesorios instalados en cada reactor.

e Lodos de Frigovito (LF): Aqui se dispusieron 4 L de agua adicional, 4 kg de sustrato
homogenizado y 2.5 L del in6culo proveniente de la planta de sacrificios Frigovito S.A y 0.58 L
de solucion buffer (CHsCOOH+NaHCOs). Con todos los elementos dentro del reactor se cierra
herméticamente y se dispone en la piscina para el inicio de su funcion.

e Lodos de Antanas (LA): En este recipiente se adiciona 4 kg de sustrato homogeneizado,
4 L de agua adicional, 2.5 L del indculo proveniente de la laguna de igualacién del PTAA y 0.58
L de solucién buffer (CH;COOH+NaHCO3).
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e Porcino (P): En este contenedor se agregaron 4 kg de sustrato homogeneizado, 4 L de agua
adicional, 2.5L del in6culo estiércol de cerdo suministrado por una unidad familiar ubicada en el
corregimiento de Mapachico, Pasto y 0.58L de solucion buffer (CH;COOH+NaHCOs).

En cada uno se cargé la mezcla homogenizada de sustrato-inculo-agua, en las proporciones
mencionadas en el disefio de experimentos (Tabla 2). Dicha mezcla solo ocup6 el 70% del volumen
total de cada reactor, debido al espacio predestinado al almacenamiento de los gases
correspondiente al 30% restante.

Ahora bien, aunque en un proceso fermentativo, la produccion de hidrogeno se da per sé, es
consumido por las bacterias metanogénicas. Este ciclo se da de forma natural y es asi como la
degradacion y el reciclaje de la materia es posible. Sin embargo, para fines de la experimentacion,
no fue suficiente con la degradacion del sustrato extraido de la plaza de mercado El Potrerillo. De
esta manera, inocular la muestra con un consorcio de microorganismos adaptados a condiciones
anaerobias, potencié significantemente la degradacion de la materia, y a su vez, en condiciones
mencionadas, la produccion de hidrégeno. Es asi que sistemas como los lodos de lagunas
anaerobias y el porcino permitieron analizar mas ampliamente, si la produccion, gracias a estos,
incremento. Para ello, el analisis del tercer objetivo especifico, centrado puntualmente en el estudio
de la produccidn, permitio centralizar la idea principal de la investigacion, y darle una respuesta a

la hipdtesis planteada.

2.2.4. Implementacion de reactores en piscina de calefaccion.

Una vez adecuados los reactores se obtuvieron unos valores iniciales para cada parametro

influyente en la investigacion. En la tabla 10 se indican los datos mencionados.

Tabla 10

Datos Iniciales para el proceso de fermentacion
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Inicio del proceso de fermentacion oscura

Parametros medidos VALOR UNIDADES

Interna 20-25 °C
Temperatura
Externa 18 °C
Unidades de
pH 55-7.0
pH
» o Atmosferas
Presidn manométrica 0.0014
(Atm)
Volumen de agua en la ]

piscina

Los parametros expuestos en la tabla 10 representan dichos valores iniciales para una mejor
produccién de hidrégeno. La presion se reguld para que esté constante durante el periodo de
experimentacion. Gracias al agente buffer suministrado, el pH consigui6 una estabilidad entre ese
rango optimo de valores. La temperatura externa se planted en valores cercanos a los 18°C para
garantizar un medio estable y, por ultimo, la temperatura interna se mantuvo entre los 20-25°C,
gracias al pretratamiento mencionado, lo que otorgd un ambiente propicio para la degradacion

microbiana.

La presion, que se fijo el valor en 0.0014atm, se concatena con las demas variables a la hora de
la produccion de hidrégeno. Lo anterior debido a que, al no estar en un rango 6ptimo, puede llegar
a la inhibicion por la acumulacion del gas, que a su vez reduce la actividad bacteriana, o, por otro
lado, no conseguir la solubilidad del hidrégeno en el medio. Al tomar las muestras puntuales de
H>, la presion interna se reduce significativamente, ocasionando que las bacterias puedan seguir
consumiendo el sustrato y emitiendo gases en la zona de disposicion predestinada en el disefio de
experimentos (Figura 2), pues dado que la presién influye en la solubilidad de los gases, al

mantenerse constante se puede conseguir la estabilidad en la formacion de gases.
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2.2.5. Descripcion de las series de tiempo en el proceso de generacion de H2.

Para evidenciar el comportamiento de las variables que influyeron en la produccion de hidrégeno

se analiz6 el comportamiento temporal del pH y la temperatura tanto interna como externa.

2.2.5.1. pH. En total se realizaron 18 muestreos durante el proyecto de investigacion,
identificando una tendencia producto de la adicion del agente Buffer, adecuado para que la
degradacion de la materia sea efectiva, sobre todo hasta la fase acetogénica. Los resultados para

cada dia estan explicitos en la figura 9.

Figura 9
Gréfica de comportamiento y tendencia del pH

Registro de pH en Reactores

pH

Muestreo

== BLANCO == L FRIGOVITO L ANTANAS == PORCINO

Los datos de pH permitieron acceder a diferentes medidas de tendencia central para analizar a

profundidad que ocurrié durante el tiempo del experimento.

Tabla 11
Estadistica descriptiva del pH
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Blanco Frigovito Antanas  Porcino

Nombre (B) (F) (A) P)
Media 5.49 5.38 6.42 5.73
Maximo 6.56 6.74 7.19 6.21

Mediana 5.28 521 6.38 5.7
Minimo 5.15 5.07 6.21 5.33
Variacion 0.15 0.18 0.052 0.035
Desviacion estandar 0.39 0.42 0.23 0.19
Error estandar 0.09 0.1 0.05 0.04

Sesgo 1.19 1.88 2.16 0.5
Curtosis 0.6 3.34 4.49 0.82

La estadistica de latabla 11 permitio inferir que el efecto Buffer actuo, a nivel general, de manera
eficiente en los reactores, esto debido a que se mantuvieron en un valor medio de 5.49 el menor,
hasta 6.42 el mayor. Segun Varnero (2011), el pH 6ptimo para la digestion anaerobia de un cultivo
mixto esta en un rango de 5.2 y 7.4, siendo el pH neutro el ideal. El bicarbonato de sodio (NaHCO3)
reacciona con los Acidos Grasos Volatiles (AGV), liberando COz, el cual, a su vez, se mezcla en
la fase acuosa desarrollando una alcalinidad natural en el sistema (Mohammadi et al., 2012; Mohan
etal., 2011), lo que permite obtener un pH dptimo sin alterar abruptamente el balance fisicoquimico

de la comunidad microbiana.

El pH fue una de las variables mas indispensables para que la ruta metabdlica siguiera el camino
de la produccion de hidrogeno por medio de la actividad de la enzima hidrogenasa, encargada de
la oxidacion reversible de hidrogeno, pues aqui, los microorganismos pueden presidir en la
formacidn de &cidos grasos volatiles como el butirato y el acetato si el pH se encuentra entre 5y 6.
Ademas, este rango también inhibe la proliferacion de microorganismos metanogénicos, debido a
que las arqueas de este tipo son afectadas directamente por el pH. (Hawkes er al., 2022; Fang y
Liu, 2002).
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Ahora bien, en este punto se debe considerar que el rango 6ptimo de pH esté sujeto al sustrato
utilizado, pues dependiendo de las caracteristicas de este, la produccién de hidrégeno puede
aumentar. En este sentido, cabe resaltar que la biomasa lignoceluldsica estad compuesta de celulosa,
hemicelulosa y lignina. Por su parte la hemicelulosa se compone de polisacaridos ramificados en
cadenas de monosacaridos mucho menos resistentes a la hidrélisis que la celulosa, por lo que son
propensos a una digestion anaerobia méas efectiva (Tenkanen et al., 1995). Segln Peraza et al., 1993
“los residuos de los monosacaridos incluyen pentosas, hexosas y acidos uranicos”. En un estudio
realizado por Lin et. Al (2006), el rango 6ptimo de pH para la produccion de hidrégeno fue de 6.5

empleando xilosa y glucosa.

Se evidencié que, a pesar de mantenerse en valores cercanos, durante el tiempo de
experimentacion el pH de Antanas siempre se mantuvo en valores mas altos que los demas (Tabla
11). Segun el pH cercano a la neutralidad es benéfico para que la ruta metabolica desencadene en
el desprendimiento de Hy, pues mediante la glucdlisis se desprende piruvato, y la oxidacion de este,
a su vez, determina el rendimiento. Un cambio en el metabolismo puede desencadenar en la
acumulacion de &cidos, elementos toxicos para la produccion (Cadena & Cordoba, 2022). Con la
anterior aclaracion, hasta el momento se deduce que el reactor que contiene el sustrato con las
caracteristicas lignocelulosicas mencionadas anteriormente y el in6culo de Antanas fue el mas

adecuado para la produccion de hidrogeno.

2.2.5.2. Temperatura interna y externa. De igual manera, junto con la toma de muestras de
pH se recolectaron los datos de temperatura dentro de los reactores (con los termémetros de
punzén) y la temperatura externa (con un termometro digital); obteniendo los datos que aparecen

en la figura 10.

Figura 10

Comportamiento y tendencia de la temperatura
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Temperatura interna en reactores y temperatura externa (°C)
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Para identificar el comportamiento de la temperatura en los 18 muestreos se realizo la estadistica
descriptiva de los datos (Tabla 12).

Tabla 12

Estadistica descriptiva de temperatura

Blanco Frigovito Antanas  Porcino

Nombre (B) (F) (A) (P)
Media 28.66 25.33 25.16 28.61
Méximo 32 30 30 31
Mediana 29 25 25 29
Minimo 25 20 20 24
Variacion 3.53 6 6.15 3.31
Desviacion estandar 1.88 2.44 2.48 1.82
Error estandar 0.44 0.58 0.58 0.43
Sesgo -0.55 0.07 0.24 -0.94
Curtosis -0.51 0.04 -0.06 0.06
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Para garantizar unas caracteristicas ambientales favorables, fue necesario realizar el
pretratamiento térmico al sustrato. Segun Liy Fang (2007), es de los métodos més utilizados para
favorecer el predominio de microorganismos productores de H.. Aqui también cabe resaltar que
las bacterias metanogénicas no logran sobrevivir a temperaturas elevadas pues son muy sensibles
a cambios drésticos. Por ende, al aumentar la temperatura los microorganismos que consumen el

hidrégeno se inactivan.

Segun Varnero (2011), “la temperatura es uno de los principales parametros de diseno”, debido
a que el crecimiento microbiano es directamente proporcional al incremento de la temperatura. Por
lo tanto, al disponer los reactores en un ambiente acuoso en un rango de temperatura mesofilo, se
garantiza que den lugar a las fases anaerdbicas con mayor eficiencia pues se incrementa la
produccién de hidrégeno a medida que hay mayor degradacion de la materia organica, dado que,
con un incremento en la temperatura, menor es el tiempo que se demora la fermentacion en

efectuarse.

Ademas, La temperatura externa también fue una variable influyente, puesto que su control
externo y el realizado en el pretratamiento del sustrato provoco una activacion de las bacterias
productoras de hidrégeno. Segun la linea base, la temperatura Optima debe estar en un rango
mesofilo, para que el proceso fermentativo se desarrolle a cabalidad y en un menor lapso de tiempo.
Mantener la temperatura externa en los rangos mencionados en la piscina, influyd en que las
bacterias actuaran de manera eficiente, pues, de lo contrario, un cambio brusco en la temperatura
hubiera ocasionado el decremento de la actividad microbiana y, por tanto, valores mucho menores

a los obtenidos.

Ahora bien, de acuerdo a la figura 8 se puede observar el comportamiento de la temperatura
interna de los reactores durante los 18 muestreos realizados, destacando entre estos datos, la

desviacion estandar de los reactores inoculados con lodos de PTAA y de Frigovito, pues presentan
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casi 1 punto de diferencia al alza, en comparacion con los demas reactores, lo que representa una

mayor variabilidad entre los datos recolectados (Tabla 12).

La diferencia en la temperatura interna observada entre los reactores inoculados por una parte
con lodos de Antanas y lodos de Frigovito y por otra parte el reactor inoculado con estiércol de
cerdo y el blanco, se debe a varios factores relacionados con el metabolismo microbiano y la
composicion del inoculo, pues las condiciones externas fueron las mismas para todos los reactores

durante el proceso investigativo (Tabla 12).

2.2.5.3 Diferencia entre los tratamientos. Se realizd la comparacion de los cuatro indculos
mediante la aplicacion de las pruebas Kruskal-Wallis, cuya finalidad es comparar si existen
diferencias entre las medianas de los reactores. Se utilizé esta prueba dado que no se cumple el
supuesto de normalidad. Ademas, la prueba de Tukey sirvio para tener el contraste de las
diferencias encontradas. Para determinar si realmente existen diferencias significativas se trae a
colacion el valor p, utilizado para identificar si el valor obtenido cumple o no con los supuestos de
normalidad planteados en las hipotesis. En este sentido se tomo un rango de significancia del 5%,
lo que indica, si los valores obtenidos se encuentran por debajo de 0.05 se interpreta que los datos

no se comportan normalmente.

2.2.5.3.1. pH. El anéalisis de Kruskal-Wallis, con un grado de libertad de 3, el p-valor arrojado
por el software RStudio fue de 4.14*10°°, estando muy por debajo del 0.001, lo que implica que en
este caso los datos no se comportan normalmente y por tanto existen diferencias entre el pH de los

reactores.

Figura 11

Comparacion de pH en reactores
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Dispersion de pH en reactores
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Las figuras 11 y 12 permiten analizar que, a nivel general, si existen diferencias en el pH de los
cuatro reactores. Sin embargo, el reactor Blanco y el de Frigovito no presentan una diferencia tan
considerable, dado que las medias entre ellos se encuentran cercanas. Por ello, se aplicé una prueba
de rangos de Wilcoxon, para determinar si existen diferencias y efectivamente, la prueba arroj6 un
valor de 0.1246, con lo que se deduce que no hay diferencias significativas entre ellas. También se
identifica una dispersion mas considerada en el reactor blanco, en donde el pH tuvo un

comportamiento variable, hasta el punto de presentar valores atipicos.
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A pesar de que al igual que los demas, se agrego6 el agente buffer, la ausencia de in6culo afecto
a la estabilizacion del pH, debido a que el consorcio de microorganismos que se encuentran en los
indculos, en el proceso degradativo, se encargan de estabilizar los &cidos, alcoholes y bases
producto de los cambios de fases y de la produccion acuosa y/o gaseosa de compuestos propios de
la fermentacion (Londofio & Rodriguez, 2012). Lo anterior en conjunto con que el contenido
elemental incrementa con el indculo, explica porque este es indispensable para los parametros

influyentes en la produccion de hidrogeno.

Por otra parte, los reactores con inoculos de Antanas y Porcino presentan las dispersiones mas
bajas durante la investigacion, por lo que se deduce que el efecto Buffer fue mas efectivo en ambas.
Sin embargo, el pH del porcino no logréo amortiguarse en los valores cercanos a la neutralidad,
razon por la cual se vio afectada la produccion de hidrégeno; a comparacion que con en el reactor
de Antanas, donde el pH obtuvo los mayores valores. Para corroborar esta diferenciacion se aplicé

la prueba de Tukey, la cual arrojo la figura 13.

Figura 13

Diferencias de pH entre reactores
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De la figura 13 se puede argumentar que tanto el Porcino, el Blanco y Frigovito se encuentran
en rangos cercanos y que el Blanco se encuentra en medio de Frigovito y Porcino, viendo asi que
la variacion de pH no es tan abrupta. También se evidencia que, exceptuando Antanas, el efecto
Buffer no regulo los valores de pH en los valores iniciales. Por el contrario, tendieron a acidificarse,
producto de los procesos de hidrélisis y acidogénesis, en donde se maximiza el desprendimiento
de compuestos &cidos y Acidos Grasos Volatiles (Parra, 2015) que provocan una caida en el pH

interno.

Por su parte, Antanas tiene medias significativamente diferentes en comparacion con los demas
reactores, siendo el inico mas cercano a la neutralidad. Lo anterior se explica si se tiene en cuenta
que los residuos de lixiviacion y percolacion que gravitatoriamente sedimentan, entran a una serie
de fases, en donde, al disminuir el oxigeno, la fase de transicion ocasiona una reduccién del pH, al
igual que en la fase acida, pero esta incrementa en la fase fermentativa anaerobia, donde de no ser
por el agente Buffer, culminaria en liberacion de CH4 y CO> (Zuluaga, 2019). Sin embargo, debido
a que la alcalinidad natural del sistema se da en la descomposicion, especialmente de las proteinas,

donde se libera amoniaco, que al reaccionar con el dioxido de carbono del medio produce
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bicarbonato de amonio, el cual aporta a la alcalinidad (Varnero, 2011) el pH en el sistema se
estabiliza. Esto, en contraste con la tabla 9, indica que los valores de nitrégeno en el caso de
Antanas son los mayores en comparacion con los demas y, por tanto, se especifica que son mas

propensos a regular el pH.

Dado que, a pesar de las variaciones, segun la revision bibliografica todos se encuentran en
rangos éptimos para la produccién de hidrdgeno, se vio necesario realizar el contraste con la

temperatura.

2.2.5.3.2. Temperatura interna. Al igual que con el pH, primero se aplico Kruskal-Walllis,
arrojando un p valor de 7.04*10°, con un grado de libertad de 3. Lo anterior indica que también

hay diferencias muy marcadas entre los cuatro reactores.

Figura 14

Comparacion de temperatura interna en reactores
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Figura 15

Dispersion de temperatura en reactores

72



Produccion de hidrégeno verde por medio de fermentacion oscura

30.0

275

25.0

225

200

Blanco Frigovito Antanas Porcino
Reactor

Con las figuras 14 y 15 se demuestra que, a pesar de que existen diferencias significativas, hay
reactores cuya media se encuentra estrechamente relacionada; tal es el caso de los lodos de
Frigovito y Antanas y de Blanco y Porcino. Para lo anterior se aplicO nuevamente la prueba de
rangos de Wilcoxon, con lo que se obtuvo un valor de 1 para las dos relaciones mencionadas, lo
que significa que la temperatura tuvo un comportamiento similar en los dos casos, a pesar de que

la dispersion de los datos es parecida.

Los reactores de lodos anaerobios presentaron una temperatura decreciente, después del octavo
dia de experimentacion, lo que condujo a que sean quienes presenten, aungque no drasticas, las
menores temperaturas. Lo anterior puede explicarse si se aprecia que los microorganismos
presentes son anaerobios estrictos y facultativos, pues se tomaron directamente de un habitat
anoxico, esto indica que bacterias Clostridium y Enterobacter, mencionadas anteriormente,
incrementaron la velocidad de degradacion gracias a la temperatura suministrada en el proyecto, lo
que evidentemente redujo el tiempo (Varnero 2011). Ademas, lo anterior también explica que la

dispersion de ambos presente valores atipicos muy por debajo de la media.

En comparacion con el blanco y porcino, la composicion lignocelulésica de los dos, en conjunto
con que se tomaron a temperatura ambiente, afecta a la degradacidn efectiva de la materia, por lo
que los procesos microbianos se van desarrollando lentamente, conservando asi la temperatura,

pues el microbiota tiene materia que consumir, inclusive hasta el tltimo dia de muestreo.
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De acuerdo con Detman A, et al (2021) los lodos anaerdbicos y el estiércol de cerdo albergan
distintas poblaciones microbianas, el estiércol de cerdo suele contener una mayor concentracion de
bacterias fermentativas altamente activas, como Clostridium, que producen mas energia y, por lo
tanto, mas calor durante la fermentacion oscura al descomponer los residuos organicos en gases

como hidrégeno (H2) y diéxido de carbono (CO2).

Ademas, Lee J-H et al (2024) declara que el estiércol de cerdo podria contener bacterias como
Clostridium y Thermoanaerobacterium, que son productores de hidrégeno y suelen generar mas
calor durante el proceso de acidogénesis en condiciones mesofilicas o incluso termofilicas, este
fendmeno podria explicar por que el reactor con estiércol de cerdo muestra una temperatura interna
superior a la externa. Estas bacterias generan mas energia debido a una mayor actividad
fermentativa, descomponiendo los sustratos organicos a una velocidad superior, lo que genera mas
calor. En contraste Junkyung Lee, et al (2024) manifiesta que los lodos anaerobios, puede contener
una mezcla microbiana adaptada a condiciones mesofilicas o incluso psicrofilicas, por lo cual
tienden a liberar menos energia térmica en sus reacciones metabdlicas, ya que los microorganismos
presentes no generan suficiente calor para compensar la pérdida hacia el ambiente, este tipo de
comunidades es mas eficiente en la degradacion de compuestos organicos complejos a bajas

temperaturas, pero menos efectiva en la produccion de calor.

Por otra parte, Herwig C, et al (2012) menciona que, en la fase metabdlica de los
microorganismos, los procesos de fermentacion especialmente en la fermentacion oscura, la
descomposicidén de compuestos organicos genera acidos grasos volatiles, alcoholes y gases, durante
esta actividad metabdlica dependiendo del tipo de microorganismos y la fase de crecimiento, puede
generarse calor (termogénesis). Los microorganismos presentes en el estiércol de cerdo tienden a
ser mas eficientes en esta conversion, lo que explica la mayor temperatura interna del reactor con
este inoculo. Para verificar lo anterior se aplico la prueba de Tukey (figura 16) para ver las

diferencias entre cada reactor.
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Figura 16

Diferencia entre temperatura interna de los reactores
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A nivel general, la figura 16 permitio corroborar que, como se explico anteriormente, los Unicos
cuya comparacion es similar es entre los indculos de lodos y los de porcino y blanco. Las demas
comparaciones entre pares presentan diferencias significativas. Debido a que para los cuatro casos
el sustrato es el mismo, la variacion de temperatura radica en el in6culo. Asi pues, se identifica que
los lodos consumen mas rapido la materia por lo que la actividad microbiana decrece luego de unos
dias. Lo anterior se fundamenta en qué, segin Varnero (2011), la velocidad de los procesos
biologicos depende de la temperatura. Al disminuir la temperatura, la actividad decrece, producto
de la disminucion en el alimento y variaciones en el pH como se evidencia en el apartado posterior.
Por otro lado, la composicion elemental de los in6culos expuesta en la tabla 7 indica que se
presentan mayores valores de nitrogeno, carbono, humedad, cenizas y grasas (este ultimo
exceptuando Frigovito), que el porcino. Por lo que hay més nutrientes y caracteristicas fisicas

favorables para que la descomposicion se haya dado de esta manera. Los valores mas bajos en el
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estiércol tuvieron sus repercusiones en la efectividad del consumo del sustrato por parte de los

microorganismos presentes en él, cuyas caracteristicas también difieren de los lodos.

2.2.5.4. Correlacion entre pH y Temperatura. Para la correlacion de datos, se utilizo el
coeficiente de correlacion de Spearman, siguiendo con la linealidad de las pruebas no paramétricas,
pues como se evidencia en la tabla 13, no todos los datos se comportan con normalidad. El
coeficiente de correlacion se calculd con el software RStudio, teniendo en cuenta que valores de
0.10 a 0.29 presentan una correlacion pequefia, de 0.30 a 0.49 mediana y de 0.50 en adelante son
altas. Dicha correlacién se realiz6 entre el pH y la temperatura interna de los cuatro reactores,
teniendo en cuenta que se planteé como hipotesis nula (HO): No existe una correlacion entre las

variables; y una hipoétesis alternativa (H1): Existe una correlacion entre las variables.

Tabla 13

Normalidad de pH y temperatura

Normalidad (Shapiro-Wilk) Blanco Frigovito Antanas Porcino
pH 0.00173 0.000223 0.000101 0.422
Temperatura Interna 0.0347 0.196 0.256 0.0139

A excepcion del blanco, la temperatura tuvo un comportamiento normal en los reactores, y asi
mismo, solo el porcino logré la normalidad en los valores de pH obtenidos. Viendo esta

discrepancia se continu6 el analisis con pruebas no paramétricas.

Tabla 14

Correlacion de spearman de pH y temperatura

Parametros Correlacion de P valor
Spearman
pH Blanco — Temperatura Blanco 0.084 0.74
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pH Frigovito-Temperatura Frigovito 0.46 0.05
pH Antanas — Temperatura Antanas -0.18 0.41
pH Porcino -Temperatura Porcino -0.23 0.36

Segln la tabla 14, el comportamiento entre temperatura y pH del blanco es directamente
proporcional positivo, con una correlacion de 0.084. A pesar de que, si existe una correlacién entre
las dos, esta es muy pequefia, por lo que se identifica que la conexién entre ambas no es
significativa. Con lo que se infiere ademas que, al no contener indculo, no existi6 una actividad en
los microorganismos degradadores que permitieran fluctuar las variables dependientes. Por otra
parte, teniendo en cuenta un p-valor mayor a 0.05, los datos no tienen un comportamiento normal.
Con todo lo anterior, se aprueba la hipotesis alternativa, argumentando que a medida que la

temperatura del blanco aumenta, el pH lo hara proporcionalmente en un nivel insignificante.

En el reactor con indculo de Frigovito se presenta la correlacion més fuerte en comparacion con
los demas reactores. Aqui, con un resultado de 0.46, se aprueba la hipétesis alternativa pues se
evidencio una relacion media entre ambas, y se dedujo que influyen positivamente de manera
reciproca. Ademas, el p-valor de 0.05 esta en los limites de la normalidad, por lo que hay datos
fuera del rango de normalidad. En este reactor se intuye que el indculo agregado si incremento la

actividad microbiana, provocando que los dos pardmetros tengan un comportamiento creciente.

La correlacion del reactor con inoculo de Antanas, arrojo un valor de -0.18, que indica la
comparacion inversa entre los dos parametros. Se evidencia que a medida que la temperatura
disminuye, el pH aumenta pH. El p-valor esta alejado de la normalidad, dado que fue de 0.41y la
dispersion de algunos datos estan por fuera de los limites. Sin embargo, aqui también se aprueba

la hipdtesis alternativa.

El reactor con inéculo de Porcino, cuyo comportamiento es decreciente presenta una relacion
entre pH y temperatura negativa, representando que a medida que incrementa el pH la temperatura

interna disminuye. A pesar de esto, los valores de la tabla 14 indicé que, si existe una correlacion,
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por lo que se aprueba la hipdtesis alternativa. Por su parte, el p-valor, con un resultado de 0.36, no

presenta normalidad en sus valores.

A nivel general, si existio una correlacion en todos los reactores, dado que segin HANNA
instruments (s.f), el movimiento de los iones de hidrégeno es potenciado por el aumento en la
temperatura del medio y viceversa. Aquellos a los que se les agregd indculo, tuvieron una
correlacion mayor, por lo que la interaccidn microbiana sembrada en los reactores potencializa los

procesos fisicoquimicos que alteran tanto los niveles de pH como de temperatura.

En el caso del reactor con indculo estiércol de cerdo, el decremento de la temperatura pudo
deberse a que los microorganismos no lograron desarrollarse a cabalidad por la composicion del
mismo, pues este contiene, segun Soltanian (2020), materiales lignocelulésicos que son dificiles
de degradar debido a la celulosa y hemicelulosa compuestas dentro de este material. Esto en
conjunto con el sustrato, que también tiene esas caracteristicas en la lignina, hacen que las bacterias
descomponedores no logren trabajar eficientemente y a su vez ocasionan que la temperatura no
aumente en el sistema. Ademas, en el articulo escrito por Vanegas (2022), estipula que para
optimizar la degradacion de el estiércol se requiere de una temperatura meséfila en un rango mayor

al planteado en el experimento, rondando los 35-40 °C.

En este punto también se trae a colacion que la relacion C/N es baja en el estiércol, por lo que
también fue un factor de influencia en la produccion microbiana. Asi es que, la falta de actividad
microbiana en el ambiente fermentativo pudo ocasionar que el ambiente se acidificara, pero el
efecto buffer estabilizo los niveles de pH desprendiendo, por parte del bicarbonato de sodio (como
se mencionod anteriormente), CO., que al mezclarse en la fase acuosa formara una alcalinidad

natural.

Por su parte, la diferencia del reactor de Antanas con el anterior radica en que aqui, los
microorganismos tuvieron mejores cantidades de nutrientes y caracteristicas fisicas, al igual que

los niveles de pH no tuvieron un decremento considerable. Puesto que segun Varnero (2011), la
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solubilidad de los gases generados desciende al aumentar la temperatura, en este caso particular, la
solubilidad de los gases fue mayor luego del octavo dia de experimentacion. Esto implica que los
gases se mezclaron con la fase acuosa, lo que pudo desencadenar en la formacion de &cidos, que,

a su vez, pudieron ser contrarrestados gracias al agente tampon.

Ademas, la actividad microbiana, producto de la reduccion de temperatura y el aumento del pH,
ralentizé la actividad de algunos microorganismos o en algunos casos inclusive se extinguieron,
ocasionando que la formacidn de acido acético disminuya, y que también, no den lugar a las arqueas
metanogénicas, puesto que este consorcio de microorganismos es mas susceptible a desactivacion
por cambios drasticos en el ambiente (Barrios, 2015). Sin embargo, al aumentar los valores de pH,
favorece a que, de cierta manera, los microorganismos generadores de hidrogeno se adapten al
sistema con baja temperatura, por lo que, como se vera en el apartado posterior, la produccion sea

la mayor en este caso.

A pesar de que, en este caso, los parametros se comportaron de esta manera, en la revision
realizada por Davila y Razo (2007) indican que, en maltiples experimentos, el comportamiento del
pH, en valores cercanos al arrojado en la experimentacion, implica que la temperatura tenga valores
mas elevados, para que asi, la actividad microbiana se desarrolle a cabalidad y se produzcan
mayores trazas de hidrogeno, por lo que hay una contradiccion con los valores obtenidos en la
investigacion, dado que la temperatura bajo. En este punto vale la pena destacar que tanto el
sustrato como el inculo presentan consorcios microbianos que no fueron sujeto de evaluacion para
el proyecto, debido a los limites del proyecto y a que la investigacion se centro en identificar el
tamafo del efecto. Sin embargo, para una mejor comprension de los procesos acaecidos en los
reactores, que permitan esclarecer el porqué de la variacion entre el pH y temperatura
desencadenaron en la produccion de hidrégeno, es conveniente realizar un analisis microbiolégico

de la materia agregada.
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2.3. Andlisis de produccion de hidrdgeno verde a partir del gas generado en la fermentacion

oscura.

Se tomaron muestras diarias del pH en cada reactor y al mismo tiempo se registraron los datos de
temperatura interna y externa para su respectivo control. Las mediciones del biogas se hicieron
posibles empleando el sensor MQ8 -calibrado para la medicion de hidrogeno mediante el método
Hoffman- (Arduino.cc, s.f), el cual hizo la lectura de los datos gracias a la adaptacion de una tarjeta

para el procesamiento de la informacién (Arduino), tomados durante un minuto por cada muestreo.

El registro de datos fue posible empleando la metodologia de programacion con el software
“Arduino IDE”, donde se estableci6 un codigo de salida C++, que, segun las especificaciones
técnicas del fabricante “Hanwei Electronics”, se adapta a la medicion de hidrogeno a través del
sensor MQ8. Cable aclarar que el sensor esta capacitado para registrar otros gases como alcohol,
GLP y vapores de cocina, pero con baja sensibilidad a estos. Ademas, el codigo utilizado en la
programacion del Arduino se enfoca especialmente a la medicion del biogas en el desarrollo de

esta investigacion, hidrégeno.

La toma de muestra empez6 a realizarse 3 dias después del experimento, puesto que, se requirio
evacuar las primeras trazas de gases contenidas, pues los microorganismos consumian el oxigeno
contenido al inicio del experimento, lo que no favorecia una anaerobiosis completa. Ademas, el
tiempo en que estuvo confinado sin medicion favorecié a la fermentacion del material organico vy,

consecuentemente, a una muestra inicial representativa.
2.3.1. Descripcion de la generacion de H;
La produccion de hidrégeno tuvo fluctuaciones considerables a lo largo del experimento, razén por

la cual, para un mejor entendimiento se realizé la grafica de produccion en el tiempo, obteniendo

la grafica que se muestra en la figura 17.
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Figura 17

Produccion de hidrogeno verde por medio de fermentacién oscura
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Tabla 15

Muestreo

@® BLANCO @ L ANTANAS L FRIGOVITO @ PORCINO

Estadistica descriptiva de produccion de Hz

Blanco  Frigovito  Antanas  Porcino

Nombre (B) (F (A) P)
Media 281.28 492.21 507.78 505.21
Maximo 8.32.16 757.53 1288.67 1180.73
Mediana 209.88 564.72 433.63 521.9
Minimo 0 0 0 0
Variacion 52058.41 52217.57 132469.84 112832.87
Desviacion estandar 228.16 228.51 363.96 335.91
Error estandar 53.78 53.86 85.79 79.17
Sesgo 1 -0.94 0.53 0.26
Curtosis -0.01 -0.24 -0.6 -0.87
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La estadistica de la tabla 15 permitié identificar que, en promedio, el que tuvo mayor produccion
de hidrégeno fue el de Antanas. El reactor del blanco report6 valores en un rango maximo de 832
partes por millén (ppm) siendo el que presenté menores trazas de generacion de Hz. Con respecto
a la desviacion estandar, se mostraron resultados cercanos a la media establecida lo que rescata un
sentido de confiabilidad en la toma de las muestras. En cuanto a la columna de los lodos de Antanas
expone una media mejor establecida con respecto a las medias de los otros reactores, pues se mostro
un comportamiento de produccién mas constante registrando valores mayores a 507 ppm del biogas
y registrando el valor maximo con respecto a los otros reactores. Lo anterior confiere una
importancia significativa, pues el volumen de hidrogeno obtenido se potencializa al mantener una

constante de produccion durante el tiempo establecido en los muestreos.

Frigovito establece una produccion mas lenta con respecto porcino y Antanas, aunque la media
establecida se encuentre por encima de 490 ppm, los comportamientos en los reactores del indculo
con estiércol de cerdo y lodos de Antanas, podrian presentar una mejor adaptacion de los
microorganismos al control del pH y temperatura como se explica en parrafos anteriores. Los
valores que se encontraron a lo largo de los muestreos dictaminaron una media en el pH de 6,42 y
temperaturas de entre 27°C y 30°C lo que segun Londofio & Chaparro 2012 son valores que ayudan

a la eficiencia en la produccién por proporcionar el medio ideal.

En general la produccion de hidrogeno muestra una alta variabilidad entre los diferentes puntos
de medicion. Esto sugiere que diversos factores, ademas del pH y la temperatura, podrian estar
influyendo en el proceso. La presencia de valores maximos muy altos indica que pueden existir
eventos o condiciones especificas que favorecen picos de produccidn en ciertos momentos, ademas
los valores de sesgo y curtosis sugieren que la distribucién de los datos no es perfectamente normal,
esto puede indicar la presencia de valores atipicos o de condiciones que afectan la simetria de la

distribucion.

La interaccién entre el pH y la temperatura puede ser compleja. Un pH Optimo a una

determinada temperatura puede no ser el mismo a otra temperatura. Ademas, cambios bruscos de
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temperatura o pH afectan negativamente la estabilidad del sistema y la produccion de hidrégeno,
ademas, la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco expone en su articulo “Produccion bioldgica
de hidrégeno mediante fermentacion oscura” que controlar la reaccion en pH acido hace que
crezcan los microorganismos favorables, pero no en la misma proporcion y sélo muy pocos

prefieren pH bésico.

2.3.2. Diferencias en la produccién de H2 entre los reactores.

Se realizd la comparacion entre la produccion de hidrégeno en los cuatro reactores para identificar
las diferencias entre cada uno. La comparacion de Kruskal-Wallis indico que, en un grado de
libertad de 3, el p valor fue de 0.00529, por lo que, al estar por debajo de 0.05, no existe normalidad

y por ende si existen diferencias entre los cuatro reactores.

Figura 18

Comparacion de hidrégeno en reactores
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Dispersion de hidrégeno en reactores
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En las figuras 18 y 19 se evidencid que efectivamente, las medias en la produccion varian en
cada caso, siendo el del reactor blanco, segun la media, el que presenté valores méas bajos en la
experimentacion, producto de que no se inoculd con un consorcio de microorganismos
especializados. También se observo que entre los reactores con indculos de Antanas y porcino no
existieron diferencias significativas en la produccion de hidrégeno. Ademas, el IQR indica que los
datos fueron muy dispersos, presentando valores atipicos en cada caso. Esto indica que el
comportamiento microbiano fue variable en los reactores en cada muestreo, lo que puede atribuirse
principalmente a los valores de pH y Temperatura del medio, pero ademas a diversas reacciones

gue acontecieron en el proceso y que provocaron la variabilidad de los datos.

Figura 20

Diferencia entre hidrogeno de los reactores
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Los resultados de la prueba de Tukey mostrados en la figura 20 evidencian diferencias
significativas entre los grupos. El blanco presenta una produccion de hidrogeno significativamente
menor que los lodos de Antanas. Los lodos de Frigovito y el estiércol Porcino muestran resultados

mas cercanos al de Antanas, aunque aun presentan diferencias significativas.

Los lodos de Antanas muestran la mayor produccion de hidrégeno, seguida de los lodos de
Frigovito y el estiércol Porcino. La diferencia en la produccion entre los lodos de Antanas y los de
Frigovito es menor que la diferencia entre Antanas y el blanco. Los lodos de Frigovito presentan
una produccion significativamente mayor que el blanco, pero menor que los lodos de Antanas y el
estiércol porcino. El estiércol porcino, a su vez, produce mas hidrogeno que el blanco, pero menos

que los otros dos indculos.

2.3.3. Correlacion de variables determinantes para la produccion de H2.
Se utilizd la correlacién de Spearman teniendo en cuenta que se esta realizando una prueba no

paramétrica. Para ello, utilizando el software Rstudio se analizé la relacion entre las variables de

influencia en el experimento y la produccion de hidrégeno para cada reactor.
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Antes de realizar la correlacion se aplico el test de normalidad de Shapiro-Wilk para identificar

la normalidad de los datos.

Tabla 16
Normalidad de hidrégeno

Normalidad (Shapiro-Wilk) Blanco Frigovito Antanas Porcino
Hidrégeno (ppm) 0.0158 0.6337 0.420 0.804

En la tabla 16 se observa que al aplicar el test se evidencié que hay diferencias entre la
normalidad de los datos, dado que en el blanco no es normal y en los demas reactores se cumplen
los supuestos de normalidad. De aqui se puede deducir que la adicién de los inoculos actuo
eficientemente para que los datos siguieran un comportamiento normalizado durante el tiempo que
se tomaron los datos. Para realizar el analisis estadistico, teniendo en cuenta lo anterior, se aplicaron

pruebas no paramétricas.

Asi pues, se realizd la correlacion entre el pH y la temperatura con relacion a la produccion de

hidrogeno, para identificar cual fue su influencia.

Tabla 17

Correlacion de pH e Hidrégeno

Correlacion P valor
pH Blanco — H2 Blanco 0.2 0.66
pH Frigovito — H2 Frigovito -0.11 0.31
pH Antanas — H2 Antanas 0.37 0.95
pH Porcino — H2 Porcino -0.12 0.39

Tabla 18
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Correlacion Temperatura e Hidrégeno

Correlacion P valor
Temperatura Blanco — H2 Blanco 0.41 0.2
Temperatura Frigovito — H2 Frigovito -0.25 0.097
Temperatura Antanas — H2 Antanas -0.5 0.008
Temperatura Porcino — H2 Porcino 0.26 0.45

Las tablas 17 y 18 indican que los valores de pH y Temperatura en el blanco no tienen una
correlacion significativa, por lo que, a pesar de que en ambos casos se presentan datos positivos,
es decir, que a medida que la temperatura y pH aumentan, el hidrégeno tambiéen lo hace, estos no
tienen una influencia fuerte que potencie la produccion. Se puede deducir que los microorganismos
consumieron lentamente los residuos a causa de la composicion lignocelulosica. También, en la
estadistica descriptiva, la produccion de hidrégeno indico un crecimiento, por lo que puede ser
posible que el tiempo de retencion celular no fue el necesario para que el microbiota logre

descomponer toda la materia.

Es fundamental considerar el tiempo de retencidén hidraulica (TRH) en procesos continuos o
semicontinuos para la produccién de hidrdgeno, ya que se debe determinar un punto optimo de
retencion. Un tiempo de retencion excesivamente prolongado puede reducir la produccion de
hidrogeno, y esto varia segun el tipo de sustrato y su biodegradabilidad (Vasquez Garzon et al.,
2023). Por su parte Aguilera et al. (2016) destaca la produccion de biogas, midiendo el volumen
en mililitros obtenido durante un periodo de retencion de 7 dias, que marco el inicio de la
produccidn de biogas. Este tiempo es mas corto que el del estudio actual, que presenta un periodo
de retencion mayor y podria explicar el descenso final, aunque ambos registraron un pico de
produccién comin en los reactores. Barrena M. et al. (2017) sefiala que el TRH esta inversamente
relacionado con la temperatura ambiente promedio; temperaturas mas altas favorecen una
produccidén mas rapida de biogas, lo cual coincide con lo indicado por Marti (2008) en Bolivia y
Varnero (2011) en Chile. Ademas, la altitud de la ubicacion y el volumen del recipiente no influyen

en el proceso.
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La correlacion del hidrogeno con los dos pardmetros de mayor influencia en el reactor de
Frigovito arrojo valores significativos que afectan a la produccion. La relacién en ambos es
inversamente proporcional, de lo que se puede inferir que la adaptabilidad microbiana a ese
ambiente fue efectiva, pues a pesar de las reducciones siguié produciendo hidrégeno.
Anteriormente se menciono que la temperatura en los lodos result6 ser menor, pero el pH si varid.
La variacion de este parametro fue el causante de que la produccion de hidrégeno sea menor que
en Antanas, pues se dice que el pH 6ptimo debe estar entre 5y 7, en el caso particular de los
desechos de cultivos se habla de un pH de 5 a 6; es necesario el control del pH en el proceso debido
a que la produccién de hidrogeno esta acompafiada por la &cidos organicos (acético, lactico,
butirico y propidnico) los cuales pueden disminuir el pH por debajo de 5 y hacer que la actividad
de las enzimas baje ademés de una limitacion en las bacterias para mantener el pH intracelular.
(Vasquez Garzon, et al., 2023). Coincidentemente en otro estudio Aguilera, et al., 2016 resalta que,
una vez estabilizado el proceso fermentativo, los registros de pH no sobrepasaron 8.0 y no bajaron
de 6.0 permitiendo el desarrollo de fermentacion anaerobia alejando la inhibicién del proceso
fermentativo o evitando que se detenga. También se habla de que los registros de pH bajos en el
periodo de arranque producen gran cantidad de acido organico en los digestores por la actividad de
las bacterias aciddgenicas, permitiendo retomar la importancia de la preseleccién de material
vegetal con ausencia de lignina y limoneno para la implementacion en el sustrato. Por otra parte,
Magafa, et al., 2006 habla de que la fase inicial acida, puede durar 2 semanas, el pH puede bajar a
6 0 menos produciendo una gran cantidad de CO, pero también, conforme prosigue la digestion se
produce menos CO2 y el pH se eleva lentamente hasta llegar a un valor mas bésico, también
menciona un punto importante y es que observo que cuando la temperatura aumenta y el pH de la

mezcla se mantiene constante la produccion de gas tiende a aumentar o ser mas regular.

En Antanas el pH en donde a correlacion del pH incide significativamente en la produccion de
hidrogeno, se mantuvo en valores mas cercanos a la neutralidad, provocando que, como se observa
mas adelante, la produccion de hidrogeno sea mayor. Teniendo en cuenta esto, los

microorganismos si lograron adaptarse al cambio de temperatura en el medio, pero la acidificacion
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provoco que la tasa de produccion se redujera, porque fue més dificil que los microorganismos se
estabilizaran para producir hidrégeno. La reduccion del pH pudo provocar que el hidrogeno
desprendido fuera consumido por otras bacterias y se desencadenaran otros procesos, como la

produccion de metano.

Por su parte, la temperatura también tiene una influencia inversa significativa en la produccion.
Lo anterior se resume en que, a medida que el pH aumenta y la temperatura baja, la produccion de
hidrégeno sera mayor. En este caso se deduce que los microorganismos lograron adaptarse al
cambio de temperatura en el medio, pues el lugar de procedencia de ellos se encuentra a unas
temperaturas mas elevadas. Por su parte, el efecto Buffer trabajé de manera mas eficiente en este
reactor, manteniendo valores cercanos a la neutralidad. Esos valores de pH favorecieron a que la
produccidén microbiana trabajara de mejor manera en la produccién de hidrégeno, convirtiendo a
este reactor en el indicado para fermentacion oscura con dicha finalidad. El tltimo dia de muestreo,
la produccidn tuvo una tendencia decreciente, con lo que se puede identificar que el consumo de la

materia fue mas rapido, lo que respalda que la generacién de hidrogeno sea mayor.

A diferencia de los lodos de Antanas, en el caso del porcino, aunque la relacion de la temperatura
y el pH varia, en este caso lo hace a medida que la temperatura aumente y el pH disminuya. Este
reactor fue el segundo con mayor produccion de hidrogeno, después de Antanas. Aqui pudieron
suceder varias limitaciones. Una de ellas, como se ha mencionado con anterioridad, fue la dificultad
en la degradacion de los residuos por los compuestos lignoceluldsicos. La segunda pudo deberse a
la reduccion del pH. Pues como se evidencia en la estadistica descriptiva del pH, el efecto Buffer
no logré estabilizar a valores cercanos a la neutralidad, afectando directamente al microbiota
productor de hidrégeno. Sin embargo, el comportamiento de la produccion el ultimo dia de
muestreo indicé un comportamiento creciente, al igual que el blanco, indicando la importancia de
los TRH.

2.3.4. Tamanio del efecto de la produccién de Ho.

89



Produccion de hidrégeno verde por medio de fermentacion oscura

Se utiliz6 la g de Hedges para determinar el tamafio del efecto en cada uno de los reactores en
comparacion con el blanco. El tamafio del efecto estipula cuanto difiere un grupo de otro para
determinar cuél de los grupos presenta mayor efecto. En este caso, la g de Hedges indica cudl
generé mayor cantidad de hidrégeno en la conglomeracion de los muestreos realizados.

Tabla 19
Tamafio de efecto de la produccién de Hz en los reactores

Reactores Tamarno de efecto
Blanco — Frigovito 0.767 (Medium)
Blanco — Antanas 1.209 (Large)
Blanco - Porcino 0.906 (Large)

De acuerdo a los resultados arrojados en la prueba de Hedges mostrados en la tabla 19 y
destacando que el valor mas alto es el que representa el mejor rendimiento, se infiere que, para la
presente investigacion el indculo con la mejor tasa de produccién de hidrégeno verde son los lodos
de Antanas, pues la prueba arroja un valor significativo con mayor diferencia al blanco a
comparacion de los otros indculos siendo este de 1.209. Como se describe en parrafos anteriores,
diferentes variables, circunstancias y hechos pudieron jugar un papel importante para que se
presentaran dichos resultados, el pH en el reactor con el efecto Buffer actué de manera eficiente,
esto debido a que se mantuvo en un valor medio de 6.42, ademas de ser Antanas el Unico en
sobrepasar maximos de 7.0 y no bajar de un valor de 6.0 corroborando lo que segin Varnero
(2011), dice con respecto a que el pH 6ptimo para la digestion anaerobia de un cultivo mixto esta

en un rango de 6.8y 7.4, siendo el pH cercano al neutro el ideal.

Los valores de temperatura segin las correlaciones anteriores no fueron directamente
proporcionales a la produccién de hidrogeno, pues su tendencia a disminuir no ocasiono la
disminucion en la tasa de produccion, podria decirse que con un mejor control y destacando una

tendencia positiva en la temperatura, el hidrogeno podria potencializarse ain mas pues segun
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Varnero (2011) el crecimiento microbiano de interés se favorece al incrementar la temperatura.
Para el caso, Antanas tuvo una media de 25°C que por teoria aun se encuentra en los rangos 6ptimos
de produccién como lo presenta Aguilera, et al., 2016 que también destacd un correcto desempefio
en biodigestores pues la temperatura durante el tiempo de funcionamiento y evaluacion del proceso
anaerdbico se mantuvo bajo un régimen mesofilico (entre 20°C y 40°C) similares a los del presente
estudio, cabe resaltar que los elementos presentes en los lodos de Antanas, provienen de un lugar
cuya temperatura es ligeramente mas baja que la del lugar donde se realizaron los estudios, lo que
podria explicar una adaptacién de los microorganismos o el que la media de la temperatura
registrada no sea un choque mayor en el rendimiento de su trabajo pudiéndolo asimilar con
facilidad.

Ademas de las variables de interés, en este punto cabe resaltar la importancia de la comprension
de los microorganismos presentes en dicho proceso que conllevo a la produccion de biogés. Asi,
es menester saber que, por la ruta de la glucdlisis, las moléculas de ATP que desprendieron energia
transformandose en ADP; y el NADH transformado a NAD, forman acetato y butirato. La ruta del
acetato genera, en total, 4 moles H2/mol de glucosa consumida. Por otra parte, el butirato, empleado
por la oxidacion del acetil-CoA, finaliza con una produccion de 2 moles Ha/mol de glucosa
consumida. Con este contexto se identifico la necesidad de que la fase fermentativa llegase hasta
la acetogénesis. Lo anterior junto con las caracteristicas elementales del indculo, plasmadas en la
tabla 9, hicieron que el ambiente fuera propicio para que la generacion de hidrogeno se diera de
una mejor manera pues los lodos de Antanas, que contienen microorganismos anaerobios estrictos
y facultativos, son quienes degradaron la materia de forma eficiente para el fin del proyecto. Al
provenir de una laguna anaerobia de un relleno sanitario, puede que los microorganismos estén
adaptados a este tipo de compuestos, pues se formaron a partir de la lixiviacion y percolacion de

los RSU, los cuales se componen en mayor parte de residuos organicos.

En general, cualquier substancia en cuya composicion aparezca hidrégeno puede servir como
una posible fuente para su obtencion. Se puede producir hidrégeno a partir del agua o de los

hidrocarburos, asi como de materia organica de origen vegetal o animal. Gémez, et al., 2022. La
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adopcion a largo plazo de estas tecnologias emergentes depende de varios factores claves, porque
a pesar de las ventajas ambientales, muchas de estas tecnologias ain enfrentan desafios
relacionados con la eficiencia energética y los altos costos de produccion. Moreno et al, 2024. Es
necesario realizar mas investigaciones exhaustivas para mejorar la eficiencia y reducir los costos
asociados con estas tecnologias emergentes Huang, et al., 2020. Aparte de la necesidad de
tecnologias mas eficientes, los principales obstaculos para la adopcion del hidrégeno se encuentran
en la infraestructura de distribucion y el equipo de los usuarios finales; ambos tendran que
adaptarse para hacerlos adecuados para la transmision de hidrégeno. Barrio, et al., 2023.
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3. Conclusiones

Las condiciones mas relevantes en el desarrollo del primer objetivo de la presente investigacion se
deben a la disponibilidad y cantidad de residuos aprovechables, lo cuales se encuentran
condicionados por aspectos geogréaficos, econdmicos y de consumo principalmente, seguido a eso
se tienen en cuenta que los residuos predominantes hacen alusion a las cé&scaras de haba, frijol y
arveja (legumbres), ademas de la rama de cebolla larga que de acuerdo a los resultados obtenidos
en la tabla 5 son los productos que en mayor cantidad se encuentran, por lo cual se considera que

estos elementos son los de mayor relevancia en la produccion de hidrogeno.

La adecuacion de los reactores jugdé un rol fundamental para que los procesos se dieran a
cabalidad, pues controlar las fugas, procurar condiciones completamente oscuras, adecuar las
valvulas de salida, de manera que no se fuge el gas, fue un trabajo arduo para que el hidrégeno, el
gas mas liviano existente, no se perdiera en la atmosfera; pues de ser asi implica que no se tomen
valores veridicos. Para obtener un correcto proceso de fermentacion se utilizo recipientes donde no
atraviesen los fotones, porque los microorganismos afiadidos prefieren un medio oscuro, templado

y hiimedo para realizar actividades metabolicas.

Concerniente a los materiales utilizados no hubo relevancia de interferencia quimica en la
degradacion de la muestra al interior de los recipientes, el funcionamiento de los mismos fue
efectivo considerando que en el arranque se llevaron a cabo condiciones idoneas para el desarrollo
de laactividad en su interior. Cabe destacar que, siendo reactores tipo batch (Figura 7), la agitacion
del material en descomposicion se hizo diariamente para cada uno, pues un mecanismo de agitacion
contintio adaptado con paletas no era lo idoneo para prevenir posibles fugas del biogas. Una pieza
clave fue el control de temperatura externa, pues por las caracteristicas geograficas del lugar donde
se llevo a cabo la investigacion no habria sido posible generar un rendimiento 6ptimo en la
produccion de H» verde, dado que a temperaturas bajas el metabolismo microbiano también se

reduce.

93



Produccion de hidrégeno verde por medio de fermentacion oscura

Por otra parte, los parametros fisicoquimicos de dichos residuos cuentan con altos porcentajes
de carbohidratos y porcentajes de nitrégeno, carbono, humedad y cenizas favorables para que los
microorganismos, bajo condiciones controladas, se alimentaran y desarrollaran eficientemente sus
procesos metabdlicos andxicos en donde se libera hidrogeno, el cual es tema de esta investigacion.
Debido a que, en la descomposicién del sustrato, el microbiota no estd adecuado para la
fermentacién oscura, y menos para la produccion de hidrogeno, se vio necesaria la implementacién
de tres tipos de indculo diferentes, para determinar cual es el mas favorable en la produccion de
hidrégeno. Los in6culos (Frigovito, Antanas y Porcino), implican microorganismos anaerobios

estrictos o facultativos que favorecen a la degradacion y a la emision de hidrégeno.

Al adicionar los in6culos al sustrato se evidencio que los porcentajes de nitrogeno, carbono,
humedad, cenizas y grasas incrementaron, siendo el reactor con el indculo de Antanas el de mayor
contenido elemental, exceptuando el contenido de cenizas, que también pudo ser benéfico por los
contenidos de sustancias inorganicas que pudieron afectar a la digestion. El carbono, fuente
energética de las células, beneficia la interaccion de los procesos en los reactores, el nitrégeno, que
beneficia la formacidn de nuevas células y ademas provoca una alcalinidad natural en el sistema
que permite que el pH no se acidifique, la humedad, que favorece a la ruptura de moléculas
complejas mediante la hidrdlisis y las grasas, que pueden transformarse en acido grasos volatiles

tales como el &cido acético, el cual beneficio la produccion de hidrégeno.

Para que el ciclo anaerobio no desencadene en la produccion de biogas fue necesario controlar
las variables de temperatura y pH. Para el control de la temperatura se adecu6 un medio acuoso a
temperaturas mesofilas de entre 18 y 25°C, para que los microorganismos se desarrollaran
eficientemente. El pH, mediante la adicién de un agente Buffer constituido por acido acético y
bicarbonato de sodio, se adecud a pH cercanos a la neutralidad, pues esto favorece a que el ambiente
no se acidificara en rangos extremos. Ademas, la presion se fijé en un valor constante de 0.0014
atm, para que la solubilidad de los gases no altere la produccién de hidrogeno ni altere los niveles
de pH.
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A medida que se desarrollé la experimentacion, tanto el pH como la temperatura interna
tendieron a fluctuar, debido a la actividad metabdlica de las comunidades microbianas presentes
en cada reactor. En el caso de los reactores Blanco y Frigovito, cuya comparacion no resulté variar
significativamente en el pH, aunque en la temperatura si, el comportamiento fue directamente
proporcional. Para Antanas, el pH aumentd a medida que la temperatura disminuy6, constatando
la adaptabilidad a medios con temperaturas relativamente bajas. Y, por ultimo, el de Porcino, al
contrario de Antanas, redujo el pH a medida que la temperatura aumento.

Con lo anterior se concluye que el pH es el parametro que requiere mayor control, pues se
evidencio que un cambio brusco puede afectar significativamente la produccién. Tal fue el caso
del reactor con porcino como indculo, en donde, a pesar de presentar una temperatura tedricamente
favorable, la reduccidn del pH ocasiono que no fuera el mayor generador de hidrogeno. A pesar de
lo anterior, no se debe menospreciar la temperatura, pues esta juega un rol fundamental en la
actividad microbiana. Sin embargo, el reactor de Antanas permitio concluir que los
microorganismos pueden adaptarse a temperaturas mas bajas de lo acostumbrado en sus ambientes

originarios.

La composicion microbiana también fue un tema que, a pesar de no haber analizado en la
experimentacion, juega un rol fundamental; pues comprender que microorganismos trabajan en los
procesos degradativos de cada reactor ayuda a comprender alteraciones que afectaron o aportaron
a la produccion de hidrogeno. Sin embargo, este aspecto se analizé a nivel tedrico Unicamente,
haciendo la relacién con la cantidad de nutrientes y las caracteristicas fisicoquimicas de los

reactores.

Por dltimo, se identifico que la concentracién de hidrégeno verde varia en funcion de los
parametros de operacion de los reactores y la composicion de los desechos utilizados. Con esta
aclaracion, el reactor de Antanas fue el generador de mayores trazas de hidrégeno, dado que tuvo
mayores cantidades de nutrientes, el pH fue idoneo durante el experimento, los consorcios

microbianos estaban adaptados a ambientes andxicos y, por su procedencia, a consumir ese tipo de
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materia y que los mismos lograron adaptarse a reducciones en la temperatura. Con todo lo anterior

mencionado, se aprueba la hip6tesis planteada al inicio de esta investigacion.

Los dos in6culos utilizados también son adecuados para la produccion de hidrégeno, pero los
parametros de influencia jugaron en contra al consorcio de microorganismos provocando que se

disminuyera la produccion de hidrégeno.

La integracion de la fermentacion oscura con otros procesos de tratamiento de residuos y la
promocion de tecnologias para la purificacién y almacenamiento eficiente del hidrégeno verde son
areas de investigacion prioritarias. Los hallazgos de este estudio tienen un impacto significativo
como base para la busqueda de un futuro energeético sostenible. La produccién de hidrogeno verde
a partir de desechos organicos mediante la fermentacion oscura representa un paso importante hacia

la descarbonizacion del sector energeético y la construccion de un futuro sostenible.
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4. Recomendaciones

Es necesario realizar estudios mas detallados sobre como diferentes tipos de desechos organicos
afectan la produccién de hidrégeno verde, pues al variar la composicién lignoceluldsica y de
hidratos de carbono de la materia se pueden obtener mejores resultados en la produccién de
hidrégeno. Se recomienda experimentar con residuos de frutas, pues al contener mayores trazas de
azucares y carbohidratos, segun teoria, puede beneficiar a la emisién de H.. Esto implica analizar
la composicion de los desechos y su impacto en la eficiencia del proceso y la concentracion de
hidrégeno en el biogas. Se recomienda explorar la integracion de la fermentacion oscura con otros
métodos de tratamiento de residuos para maximizar la recuperacion de recursos y minimizar el

impacto ambiental general.

También, se recomienda hacer mas estudios con temperaturas mas elevadas en el rango de los
mesofilos, pues la disminucion del pH en la investigacion pudo provocar que no se potencialice al
méaximo la produccion de hidrogeno. Ademas, para que el analisis del sustrato y por ende de lo que
sucede en la fermentacion sea mas clara, se recomienda que se agreguen solo los residuos de mayor
preponderancia, o los que, mediante el analisis bibliografico indiquen que contienen caracteristicas

benéficas para la produccién de Ho.

Ademas, a pesar de que el indculo extraido de la laguna anaerobia de Antanas fue el que mas
repercute en la produccion, cabe destacar que hay que conseguir un control mas exhaustivo para
que se potencialice la generacidn de hidrogeno, pues esta puede ser la base para trabajos posteriores
en donde se busque el aprovechamiento de este gas, con un potencial energético considerable. Este
control sugiere conseguir que tanto temperatura como el pH se encuentren en rangos éptimos, que
no fluctien durante el experimento, para gque asi la produccion mejore. Teniendo en cuenta que los
lodos de Antanas produjeron mas H», se recomienda que se tome como la base, analizando la

variacion con diversos factores como el sustrato o el tiempo de retencion celular.
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Asi mismo se recomienda identificar el tiempo de retencion celular idéneo para la produccion
de hidrogeno, pues luego de que los microorganismos hayan consumido toda la materia presente,
la produccion de hidrégeno ya no va a ser la ideal para que pueda ser utilizada, lo que implicaria
abastecer nuevamente el sistema para seguir generando Hz. También, identificar si el microbiota
no esta consumiendo el hidrégeno es importante, pues indica si el proceso productivo va por buen
camino. Para ello se sugiere que, ademas del sensor de hidrégeno (MQ8) se implementen medidas
de metano con un sensor MQ4 y de diéxido de carbono MQ135, pues son los mayores compuestos

del biogas.

Dado que la produccion de hidrégeno no arroja valores favorables para ser utilizado como fuente
energética, se recomienda continuar con la investigacion y el desarrollo continuo que permita
optimizar el proceso de fermentacion oscura y escalarlo a nivel industrial, para asi, posteriormente
poder evaluar la viabilidad economica de la produccion de hidrogeno verde a partir de desechos
organicos a una escala mayor. Esto incluye el costo de recoleccion y procesamiento de los residuos,
la inversion en infraestructura y tecnologia, y el valor de mercado del hidrégeno verde. Es
fundamental considerar la aceptacion social de la produccion de hidrégeno a partir de desechos
organicos. Se debe involucrar a lacomunidad y abordar cualquier inquietud sobre olores, emisiones

o0 el impacto en la salud publica.

Se considera necesario promover la investigacion y el desarrollo de tecnologias para la
purificacion y almacenamiento eficiente del hidrogeno verde producido a partir de la fermentacion
oscura. Esto permitira su integracion en las redes de energia existentes y facilitard su uso en
diversas aplicaciones. La investigacion futura deberia centrarse en escalar el proceso de
fermentacion oscura a nivel industrial. Esto requerira abordar desafios como el disefio y
optimizacion de reactores a gran escala, el control preciso de las condiciones de operacion y la
gestion eficiente del volumen de residuos organicos necesarios para la produccion continua de

hidrogeno verde.
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