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Evaluación de un cultivo mixto para la producción de hidrógeno a través de la co-digestión anaerobia de residuos

· Resumen del proyecto de investigación
Los biocombustibles de segunda generación son una alternativa que cada vez toma mayor relevancia ya que se enfoca en procesos de recuperación de energía y tratamiento de residuos. En cuanto a la producción de hidrógeno, un vector energético limpio, un aspecto fundamental del proceso de fermentación oscura a través del cual se puede producir es la estabilidad del inóculo. Al respecto son los cultivos mixtos los que ofrecen una mayor versatilidad para la obtención de hidrógeno a partir de sustratos complejos. Sin embargo, a la interacción entre las diferentes especies de microorganismos puede promover rutas de degradación adicionales a la generación de hidrógeno. De aquí la importancia de conocer las rutas metabolicas que estén involucradas y que permitan entender mejor la dinámica del proceso para su posterior control.
De acuerdo a lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigación: ¿Cuáles son las rutas metabólicas que se manifiestan durante la fermentación oscura de residuos complejos utilizando un cultivo mixto de microorganismos provenientes de un proceso de producción de hidrógeno? Lo que conduce al planteamiento del objetivo general para establecer las rutas metabólicas generadas por un cultivo mixto seleccionado para la producción de hidrógeno a través de un proceso de co-digestión anaerobia de residuos.

· Palabras clave
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· Planteamiento del problema
La producción de hidrógeno a partir de sustratos complejos tiene varios retos que deben ser superados para volver el proceso sostenible. Entre los principales se encuentran el tema de sustratos complejos, microorganismos y condiciones operativas. El tema de microorganismos es uno de los fundamentales ya que está estrictamente ligado a los otros dos aspectos. El inóculo del proceso puede verse afectado por el ingreso de microorganismos presentes en los sustratos complejos. Así mismo, se afecta por las características de composición de dicho residuo. Mientras tanto las condiciones operativas crean una selección de las especies presentes y muchas veces en relación a esto son desarrollados varios procesos de pre-tratamiento. Todos estos factores influyen en la estabilidad del inóculo representado en las tasas de producción de hidrógeno. Adicionalmente, se debe asegurar la confiabilidad del inóculo en el tiempo evitando el desvío de la ruta metabólica.

· Pregunta de investigación
De acuerdo a lo anteriormente expuesto, la presente propuesta de investigación gira en torno a la siguiente pregunta ¿Cuáles son las rutas metabólicas que se manifiestan durante la fermentación oscura de residuos complejos utilizando un cultivo mixto de microorganismos provenientes de un proceso de producción de hidrógeno?

· Objetivo general
Establecer las rutas metabólicas generadas por un cultivo mixto seleccionado para la producción de hidrógeno a través de un proceso de co-digestión anaerobia de residuos
[bookmark: _GoBack]
· Objetivos específicos
1. Seleccionar una pareja de residuos, generados en el área de Bogotá, que tengan características complementarias para desarrollar el proceso de co-digestión hacia la producción de hidrógeno
2. Evaluar la respuesta de un cultivo mixto usado para la producción de hidrógeno a partir de la modificación de la relación carbono / nitrógeno de  la mezcla de residuos
3. Estudiar la relación entre la variación de la composición microbial, la producción de hidrógeno y los productos microbiales solubles
4. Plantear una ruta metabólica que explique las vías predominantes en el proceso de degradación de los sustratos.

· Justificación
Los microorganismos involucrados en los procesos de fermentación oscura requieren condiciones especiales a fin de evitar la desviación de la ruta metabólica de interés. En este sentido es importante el establecimiento de las posibles vías de degradación presentes durante los procesos de producción de hidrógeno con la finalidad de conocer posibles desvíos de la ruta asociados a las especies de microorganismos presentes. De acuerdo a esto, las variaciones en las condiciones de proceso o el desarrollo en el tiempo del mismo puede facilitar la modificación de la ruta de interés hacia la producción de metabolitos que consuman el hidrógeno del proceso. Por esta razón, es relevante la identificación de las rutas metabólicas que se manifiestan durante un proceso de co-digestión anaerobia para la producción de hidrógeno y que las mismas puedan vincularse a la dinámica de los microorganismos para entender completamente los niveles de confiabilidad y estabilidad.

· Estado del arte
La correcta gestión de los residuos es un problema mundial, principalmente en países en vía de desarrollo como Colombia, donde el incremento en la generación de residuos es directamente proporcional al crecimiento de la economía [1]. La mejor forma de reducir el impacto real de los residuos en el medio ambiente es minimizar la producción en origen [2]. Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos esto no es posible en su totalidad. Por esta razón existe la necesidad de plantear alternativas de tratamiento y valorización de residuos, específicamente para aquellos ricos en materiales putrescibles, es decir aquellos con un alto contenido orgánico [3]. Los Tratamientos biológicos son considerados los más aceptados desde el punto de vista medio ambiental, estos comprenden fundamentalmente la digestión anaeróbica y el compostaje. Estudios previos en esta área confirman que ambas tecnologías pueden maximizar el reciclaje y la recuperación de diferentes residuos orgánicos [2, 4-10]. Sin embargo, debido a las emisiones de CO2 asociadas a los tratamientos aeróbicos y las restricciones que en un futuro cercano podrían implementarse en este aspecto, la digestión anaeróbica se presenta como una alternativa más acorde con el concepto de desarrollo sostenible [7]. La digestión anaeróbica es un proceso utilizado a nivel mundial para la valorización de gran variedad de residuos orgánicos. Van Lier [11] reportó que en el año 2008 existían más de 2200 reactores implementados en el mundo para el tratamiento de residuos orgánicos, lo cual es un fuerte indicador de que la digestión anaeróbica es una tecnología madura consolidada desde hace años. Sin embargo, la tendencia mundial de la comunidad científica es que con futuros desarrollos se puedan mejorar diferentes aspectos de dichos procesos, entre los que se resalta el desempeño ambiental, el rendimiento económico, la calidad de biogás y la posibilidad de producción de hidrógeno a escala industrial utilizando esta tecnología [12]. Aún existen limitaciones en los rendimientos causados por la presencia de sustancias inhibidoras, estructura y composición de algunos sustratos, ajuste de la correcta relación C/N, además de vacios de información en cuanto a los mecanismos de conversión durante las diferentes etapas de reacción [13]. La co-digestión de diferentes tipos de sustratos aprovecha la variabilidad en la composición de los mismos con el objeto de optimizar el proceso y solucionar los problemas mencionados anteriormente. Se ha demostrado a través de diferentes trabajos que los beneficios de la co-digestión incluyen: Dilución de compuestos tóxicos potenciales, mejoramiento del balance total de nutrientes, efectos sinérgicos de los microorganismos, aumento de la carga de materia orgánica biodegradable y mejores rendimientos de biogás [7, 14-16]. Adicional a esto, la mezcla de sustratos realizada en la co-digestión favorece especialmente el ajuste de la relación C/N más óptima para la producción de hidrógeno a través del proceso anaeróbico [17-19]. 

La posibilidad de generar hidrógeno a partir de una fuente renovable como la biomasa y residuos como los desechos agro-industriales y aguas residuales, así como de la fracción orgánica de residuos sólidos urbanos (FORSU), genera amplias expectativas ya que representa un abanico de oportunidades para la implementación técnica y económicamente viable de un proceso tecnológico cuyo producto principal sea el hidrógeno [20-22].

Debido al gran potencial de la co-digestión anaeróbica para la producción de hidrógeno utilizando residuos, una de las principales preocupaciones de la comunidad científica es la evaluación de los sustratos más óptimos que maximicen los beneficios del proceso y la caracterización de los microorganismos que favorecen el mismo, así como las condiciones operacionales que no inhiben y sí favorecen el crecimiento microbiano. De esta forma, Lin et al. [23] evaluó la posibilidad de obtener hidrógeno a partir de residuos de cocina llegando a una velocidad de producción de 118 mmol/L/día y la caracterización de los microorganismos presentes reveló que la mayoría pertenece al género Clostridium spp. Por otra parte, Mangayil et al. [24] evaluó la posibilidad de emplear glicerina cruda (45% v/v de glicerol, 30 % v/v metanol) en la generación de hidrógeno obteniendo un rendimiento de 1.1 mol de H2/ mol de glicerol consumido. 

· Marco teórico o conceptual
Digestión y Co-Digestión Anaeróbica
La digestión anaeróbica es un tratamiento biológico que se lleva a cabo en ausencia de oxígeno por una variedad de microorganismos para descomponer materia orgánica y producir biogás, una mezcla constituida principalmente por metano y dióxido de carbono (60-70% de metano), y un residuo orgánico rico en nitrógeno.En el proceso de digestión anaeróbica intervienen numerosas enzimas como amilasas, proteasas, celulasas, queratinasas y lipasas [25]. La fermentación anaeróbica incluye grandes cantidades de reacciones químicas, bioquímicas y microbiológicas asociadas al metabolismo de numerosos microorganismos. Por lo tanto requiere de macro y micronutrientes, en proporciones adecuadas para atender las necesidades de los microorganismos.

La digestión se ha utilizado para co-generación de energía eléctrica y calor in situ en plantas de tratamiento de aguas demostrando que es una alternativa viable que reduce significativamente los costos de operación, al mismo tiempo que estabiliza los residuos orgánicos que se generan y se reduce la emisión de gases de efecto invernadero [26]. También se ha aplicado con éxito en el tratamiento de desechos agrícolas, residuos de alimentos y lodos de aguas residuales gracias a su capacidad de reducir la demanda química de oxígeno (DQO) y la demanda bioquímica de oxígeno (DBO) de los flujos de residuos, además de la producción de biogás como energía renovable [27].
Años de investigación y de implementación a diferentes escalas de sistemas de digestión anaeróbica permitieron identificar las limitaciones que tiene el proceso. Dentro de ellas se destacan principalmente:
· Bajas tasas de reacción en comparación con procesos aerobios [28].
· Requieren altos tiempos de retención (20-30 días) [28]. 
· En muchas regiones del mundo los cultivos y residuos agrícolas son estacionales y con bajo contenido de nitrógeno [8]. 
· Muchos de estos problemas pueden ser resueltos adicionando co-sustratos en procesos que han sido denominados co-digestión anaeróbica.
La co-digestión anaeróbica es la digestión anaeróbica simultánea de dos o más sustratos, se caracteriza por ser una tecnología en la que se aplica una mezcla de sustratos orgánicos biodegradables, de origen y composición diferente para aumentar la producción de biogás, permitiendo mayores eficiencias del proceso a un bajo coste [29]. Es una alternativa tecnológica que permite superar los inconvenientes de la mono digestión anaeróbica y mejorar los rendimientos económicos de las plantas, aumentando la producción de metano.

Cabe resaltar que sigue siendo importante desde el punto de vista técnico seleccionar el mejor co-sustrato y relación de mezcla para favorecer la sinergia, controlar la concentración de sustancias inhibidoras, aumentar la producción de metano y no disminuir la calidad de la digestión [8, 30].

El Biohidrógeno
El hidrógeno es un combustible renovable y limpio que se presenta como una alternativa viable para la sustitución de los combustibles fósiles en la balanza energética mundial [31]. Durante la combustión del hidrógeno se produce únicamente vapor de agua y energía y además puede ser aprovechado en combinación electroquímica con el oxígeno sin generar flama para producir directamente electricidad dentro de una celda de combustible, lo que garantiza la eliminación de la huella de carbono generada por las centrales generadoras de electricidad aumentando los rendimientos asociados a estos procesos productivos y contribuyendo al desarrollo sostenible participando activamente en la mitigación del cambio climático [17, 32]. Además, este combustible renovable cuenta con un poder calorífico alto comparado con cualquier otro combustible utilizado en la actualidad (122-142 kJ/kg) [33, 34]. Sin embargo, debido a que no se encuentra naturalmente disponible y no existen procedimientos de extracción asociados al mismo; se hace necesario plantear alternativas de producción del hidrógeno a partir de biomasa o el agua. La producción biológica a partir de biomasa residual, que permita realizar una valorización de este material es la más interesante de evaluar y en la que se centran la mayoría de los esfuerzos de la comunidad científica mundial [12, 16, 19, 35]. 

De esta forma, la fermentación oscura se considera la alternativa más favorable ya que genera de forma continua y con altos rendimientos hidrógeno a partir de materia orgánica [36-38]. A su vez, si se utiliza materia orgánica procedente de residuos se alcanzan dos objetivos, la valorización de los mismos y la producción en continuo de hidrógeno. Sin embargo, los estudios en relación con la producción de hidrógeno vía fermentación oscura no generan resultados concluyentes, por lo que se puede considerar un campo por explorar y en el que se hace necesario profundizar en los mecanismos de generación de hidrógeno, microorganismos presentes, optimización de variables, etc. Con el objeto de poder realizar un escalamiento a nivel industrial de esta tecnología en un futuro próximo [35].

Proceso fermentativo.
Es un proceso que se lleva a cabo en un recipiente llamado fermentador o biorreactor, en el cual el sustrato o sustratos que componen el medio de cultivo son transformados por acción microbiana en metabolitos y biomasa. El microorganismo va aumentando su concentración, así mismo el medio se va modificando y se forman productos nuevos como consecuencia de las actividades catabólicas y anabólicas. Los dos fenómenos, crecimiento y formación de producto, tienen lugar durante el desarrollo del proceso simultáneamente o no según los casos. La producción de bio-hidrógeno puede ser realizada por microorganismos anaeróbicos y fotosintéticos usando materiales ricos en carbohidratos; en condiciones anaeróbicas, el hidrógeno es producido como un sub-producto durante la conversión de residuos orgánicos en ácidos orgánicos los cuales son entonces usados para la generación de metano. El proceso fotosintético incluye las algas que usan el dióxido de carbono y agua para la producción de hidrógeno gaseoso; en el caso de algunas bacterias foto-heterotróficas utilizan ácidos orgánicos como acético, láctico y butírico para producir hidrógeno y dióxido de carbono, la ventaja de este método es la alta producción de hidrógeno y la utilización de materiales de residuo como materia prima [39].

Microorganismos en la Fermentación Oscura
En los procesos de producción de hidrógeno a través de la fermentación oscura están implicadas bacterias estrictamente anaeróbicas o anaeróbicas facultativas las cuales utilizan de forma secuencial los productos metabólicos generados por cada una de las clases de bacterias [35]. El flujo de carbones y electrones generado durante la degradación anaerobia de los compuestos orgánicos involucra tres grandes grupos tróficos: bacterias hidrolíticas y fermentativas, bacterias acetogénicas y bacterias metanogénicas [40]. Entre las principales se encuentran especies del género Clostridium formadoras de esporas, facultativas de los géneros Enterobacter y Bacillus [41-44], algunas bacterias termofílicas [45] y acidogénicas anaeróbicas provenientes de lodos [46].

Una de las principales ventajas de trabajar con mezclas de cultivos es el contar con la presencia de diferentes tipos de microorganismos en el proceso que pueden generar una sinergia y trabajar mutuamente en la degradación de mezclas complejas de substratos [12]. Otro aspecto importante a tener en cuenta, es la aclimatación de los mismos al sustrato y entre sí, ya que de esto depende directamente el rendimiento de producción de hidrógeno a través de los procesos anaeróbicos. Por ejemplo, para sustratos como los estiércoles que cuentan con una gran cantidad de microorganismos la adición de un nuevo tipo de bacteria puede generar efectos negativos en el proceso [47].

· Contribución del proyecto a las líneas de investigación del grupo
Con el presente proyecto se busca consolidar el conocimiento sobre un cultivo mixto para la producción de hidrógeno el cual sea la base para llevar a cabo estudios confiables de la evaluación de sustratos utiles para la generación de este biocombustible. Este desarrollo estará enmarcado en la línea de investigación de Tecnologías Ambientales del grupo de investigación INAM-USTA de la Facultad de Ingeniería Ambiental. Además se consolida esta temática de interés sobre la producción de un vector limpio en concordancia con la maestría en tecnologías limpias que se proyecta para la formación de posgrado de la Facultad.

· Metodología
La metodología del trabajo de semillero se desarrollará en varias etapas que involucran la recopilación de información, el análisis de los datos adquiridos y por último unas pruebas experimentales para confirmar las estimaciones teóricas realizadas.

1. Sustratos de trabajos
Se llevará a cabo una identificación de sustratos potenciales para la producción de hidrógeno vía fermentación oscura. Las características principales para la selección de los sustratos serán: contenido de carbohidratos, biodegradabilidad, nutrientes, capacidad buffer, disponibilidad espacial y temporal, entre otras. Se priorizará la selección teniendo en cuenta sustratos que se generen en una misma área geográfica.

2. Obtención y evaluación del cultivo mixto 
El cultivo mixto provendrá de un reactor anaerobio utilizado para la producción de hidrógeno a partir de la co-digestión de mucílago de café y estiércol de cerdo (Hernández et al., 2014). La selección de este tipo cultivo corresponde a los buenos resultados encontrados en comparación con otro tipo de sustratos complejos. En el cultivo se identificaron los siguientes especies de microorganismos vinculadas al proceso fermentativo resultante en la producción de hidrógeno: Bacillus, Clostridium y Thermoanaerobacterium. La evaluación del cultivo mixto se llevará a cabo a través de la modificación de la relación de sustratos en términos de la relación carbono / nitrógeno. La parte experimental se llevará a cabo en un reactor con configuración Anaerobic Sequential Batch Reactor (ASBR).

3. Composición microbial 
Esta etapa se desarrolla de manera paralela durante la fase experimental a partir de la toma de muestras a lo largo del tiempo de retención hidráulico del proceso. La dinámica poblacional dentro del cultivo mixto se evaluará a través de mediciones de PCR cuantitativo en tiempo real haciendo seguimiento a las especies mencionadas a través de los siguiente primers:
La pareja de primer para Bacillus se obtuvo de Xiao et al. [12], BacF: 5'-GGCTCACCAAGGCAACGAT-3' y BacR: 5'-GGCTGCTGGCACGTAGTTAG-3'.
La pareja de primer para Clostridium se obtuvo de  Wang et al. [13]: CloF 5'-AGCGTTGTCCGGATTTACTG-3' y CloR 5'-TTCGCCACTGGTATTCTTCC-3'.
La pareja de primer para T. thermosaccharolyticum fue tomada de Hernández et al., 2014 TherF: CAATAAGTATCCCGCCTGGG y TherR: CCTCTTACGAGGCACTCAAG.

4. Productos microbiales solubles
Esta etapa se desarrolla de manera paralela durante la fase experimental a partir de la toma de muestras a lo largo del tiempo de retención hidráulico del proceso. La medición de productos microbiales solubles se llevará a cabo a través de HPLC determinando aquellos compuestos que están vinculados con rutas principales y de desviación en el proceso de fermentación oscura. La detección de productos microbiales solubles estará enfocada hacia la determinanción de algunos compuestos dentro de los grupos de ácidos grasos volátiles, alcoholes y otros compuestos como lactato y succionato.

5. Ruta metabólica
Los resultados de las etapas 3 y 4 servirán de insumo para la identificación de las rutas metabólicas del proceso de producción de hidrógeno. De aquí se obtendrá información fundamental para el entendimiento del cultivo mixto utilizado.

· Resultados e impactos esperados 
Los resultados esperados con el desarrollo del proyecto son:
1. Comprensión de las dinámicas internas de los microorganismos involucrados en un proceso de fermentación oscura teniendo en cuenta varios puntos a lo largo del tiempo de retención de los experimentos.
2. Definición de la ruta metabólica principal y paralela generada por el cultivo de microorganismos utilizado para la producción de hidrógeno a partir de sustratos complementarios.
3. Avances en el conocimiento sobre la dinámica del cultivo mixto como paso para la evaluación confiable de los potenciales de hidrógeno de diferentes sustratos. Esto servirá de base para proponer proyectos relacionados a la producción de biohidrógeno de segunda generación.

· Productos esperados (según asignación presupuestal) y plan de generación de productos: Se debe describir detalladamente, el tiempo y las etapas requeridas para que el producto sea visible y los medios para la verificación de su existencia.

A continuación se relacionan los productos esperados de acuerdo a la asignación presupuestal:
· Dos (2) productos resultado de actividades de generación de nuevo conocimiento

Una vez culminada la fase experimental y empezando el análisis de resultados se puede dar inicio a la consolidación de los productos de generación de nuevo conocimiento. Esto implica los 2 últimos meses del proyecto, al final de este periodo se someterán los artículos a publicación tiempo en el cual se estima que los journal tomen entre 1 y 2 meses para la decisión. La verificación de esta etapa se logra a través de las comunicaciones generadas por el journal de investigación. 

· Cronograma (a nueve meses máximo) NOTA: Si el proyecto es a dos años, se debe presentar cronograma por fases. Cada fase a nueve meses.
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· Presupuesto (En miles de pesos)
	RUBROS FINANCIABLES
	FUENTES
	TOTAL

	
	FODEIN
	Contrapartida Programa
	Contrapartida Externa
	

	Personal
	
	33142.5
	
	33142.5

	Equipos 
(Equipos electrónicos o mecánicos, necesarios para procesos de experimentación en laboratorios o en la creación de nuevas tecnologías)
	7150
	4000
	
	11150

	Software 
	
	
	
	

	Materiales 
(Elementos necesarios para el desarrollo del proyecto: tornillos, tuercas, reactivos químicos, sensores, etc). 
	300
	
	
	300

	Papelería
(Resmas de papel, marcadores, lápices, resaltadores, casetes de audio, cds, etc.)
	
	
	
	

	Fotocopias
	
	
	
	

	Salidas  de campo
(Desplazamiento para realizar labores de recolección de datos. Se financia: transporte, hospedaje, gastos necesarios para recopilar información, Se pueden presupuestar hasta 40 mil pesos por cada 24 horas que el investigador esté haciendo trabajo de campo). 
	600
	
	
	600

	Material bibliográfico
(Libros necesarios para el desarrollo del proyecto que no se encuentren en el catálogo de la USTA)
	
	
	
	

	Publicaciones y patentes
	1000
	
	
	1000

	Servicios técnicos (Contratación de personal externo y especializado)
	12624.5
	
	
	12624.5

	Movilidad académica
(Eventos de socialización de resultados)
	5000
	
	
	5000

	Imprevistos (10% de la asignación)
	2667.5
	
	
	2667.5

	Pares Académicos
	600
	
	
	600

	TOTAL
	29942
	37142.5
	
	67084.5
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