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DESCRIPCION

Procedimiento de produccion de hidrégeno por fermentacion oscura a partir de biomasas obtenidas de la industria
vitivinicola, sin aporte de consorcio microbiano

Campo técnico

La presente invencion se refiere a la produccion de hidrogeno por fermentacién oscura a partir de biomasas
obtenidas de la industria vitivinicola (fangos, orujos, tortas de filirado, depdsitos, orujos agotados, aguas de lavado
de materiales de recoleccion, seleccion y vinificacion).

La presente invencion encuentra sobre todo una aplicacién en el sector de la energia con la produccién de un vector
energeético (hidrégeno) a partir de una biomasa agricola. Otra aplicacién posible es la produccién de hidrogeno para
uso industrial usando el hidrégeno como reactivo in situ y preparando biomasas metabolizables.

En la descripcion mostrada a continuacion, las referencias entre corchetes ([ ]) remiten a la lista de referencias
presentadas al final del texto.

Estado de la técnica

Francia es el mayor productor de vino: 50 millones de hectolitros producidos en promedio al afio entre 2000 y 2011
[1]. La generacion de residuos organicos, incluidos subproductos como los orujos de uva, los fangos, los depésitos,
los raspones y lodos deshidratados, se considera uno de los problemas mas importantes a los que debe hacer frente
la industria mundial del vino [2] .Los orujos de uva representan el 27 % del rendimiento medio de la vifia que se situa
en torno a 7.000 kg.ha™! en Francia, y estan compuestos en el 4,5 % por pepitas de uva, en el 19,5 % por piel de uva
y en el 3 % por raspones [3, 4]. Segun el Reglamento del Consejo Europeo 1234/2007, los orujos de uva y los
depésitos de vino deben ser enviados a las destilerias de alcohol salvo las pequefias industrias vinicolas. Cada afio
se envian a las destilerias francesas aproximadamente 850.000 toneladas de orujo de uva [5]. Teniendo en cuenta
las elevadas cantidades producidas cada afo por la industria del vino, el desfase creciente entre problemas
ambientales y escasez de combustibles fdsiles, la valoracion de los subproductos y los residuos es inevitable. Las
valoraciones actuales se refieren a: polifenoles, taninos como colas para madera, acido tartarico, sustratos
vegetales, alimentacion animal, bioetanol, etc.

Hoy en dia, el 95 % del hidrégeno es producido a partir de combustibles fésiles mediante procedimientos térmicos
(por ejemplo, reformado por vapor del gas natural). Entre las posibilidades de valoracién y en el marco de la
exploracion de nuevas fuentes de energia renovable, el hidrogeno (H?) producido a partir de biomasas es un vector
de energia propio y prometedor. En efecto, el hidrogeno puede usarse como vector energético en las pilas de
combustible. Las tecnologias de produccién de hidrogeno a partir de la biomasa pueden clasificarse en dos
categorias: (i) los procesos termoquimicos: gasificacion (procedimiento directo de produccion de H?), pirdlisis,
licuefaccion hidrotérmica, y (ii) los procesos bioquimicos: fotdlisis directa/indirecta, fermentacion [6], esterificacion,
digestion. Estos ultimos, aunque poco consumidores de energia con respecto a los procesos termoquimicos,
producen respectivamente etanol, biodiésel y biogas que deberan someterse a un tratamiento de reformado, etapa
térmica catalitica, para producir hidrégeno. Entre estos procedimientos, la fotdlisis del agua que usa algas o
cianobacterias y la fermentacion oscura (dark fermentation) de compuestos organicos con microorganismos, que
actian como biocatalizadores, permiten producir hidrégeno a baja temperatura (37 °C) evitando las etapas de
reformado catalitico o de gasificacion que consumen mucha energia. El rendimiento energético maximo (conversion
de la biomasa en hidrégeno) del procedimiento de fermentacion oscura es del 67 % (en la practica, del 15 al 33 %),
un valor muy superior al del procedimiento de fotdlisis del agua.

La produccion de Hz por procedimientos bioldgicos, como la fermentacion oscura, consume menos energia y puede
realizarse en condiciones no estériles, usando cultivos mixtos y residuos organicos poco costosos como sustratos
[7]. La conversion de residuos organicos en Hz implica una comunidad microbiana compleja que usa diferentes vias
metabdlicas. El rendimiento tedrico maximo en Hz a partir de 1 mol de hexosa es de 4 moln2.mol'hexosa por medio de
la via del acetato (ecuacion 1) y 2 moliz.mol-'hexosa por medio de la via del butirato (ecuacion 2) [8, 9]. El rendimiento
experimental puede alcanzar un limite de 2,5 molnz2.mol'hexosa (ecuacion 3) cuando intervienen diferentes vias
metabolicas (combinacién de la via de acetato y butirato) [10]. La razén molar butirato/acetato (B/A) puede estimar la
conformidad de la ecuacion 3 en la que lo optimo es 3/2. Estos rendimientos son posibles solo si la presion parcial
en Hz es baja y si se inhiben los microorganismos que consumen Hz, como las arqueas metandgenas o las bacterias
homoacetdgenas (ecuacion 4). El tratamiento térmico es uno de los tratamientos mas usados para inhibir los
microorganismos que consumen Hz y aumenta especificamente el crecimiento de bacterias esporuladas que
producen Hz. Fuera de las vias de produccion y de consumo de Hz, las vias competitivas como la via etandlica
(ecuacion 5) pueden estar implicadas en el curso de la fermentacion anaerobia.

CsH1205 i 2H20 - ZCHECOOH - 2C02 o 4H2 (.-\Gozgg - -215kJ.mO|'1) (1)
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CgH120g — CH3CHoCH,COOH + 2C0, + 2H, (AGyqq = -264kJ.mol) (2)

4CgH1,0g + 2H,0 — 3CH3CH,CH,COOH + 2CH,COOH + 8CO, + 10H, (AGlyq =-
252kJ.mol) (3)

2C0, + 4H, —> CH3COOH + 2H,0 (AG0,gq = -94kJ.mol!) (4)
CgH1206 — 2CH3CH,0H + 2C0O, (AG,qg = -235kJ.mol-) (5)

Sin embargo, en la bibliografia, los lodos 0 aguas usadas se usan a menudo como indculo, y muy pocos autores han
estudiado la fermentacién oscura a partir de residuos organicos sin el uso de cultivos mixtos adicionales.

Marone y col. (Renewable Energy 68:6-13, 2014) describen la produccion de hidrégeno por fermentaciéon oscura de
residuos de verduras, sin tratamiento térmico, y sin la adiciéon de un inéculo.

Ademas, el coste del hidrégeno esté relacionado principalmente con su transporte. De hecho, el coste de produccion
industrial del hidrégeno se eleva a 2 € por kg de hidrégeno obtenido por reformado por vapor del metano; a este
coste se le afade sin embargo el de la distribucion hasta el usuario, en funcién de las distancias que se han de
recorrer y de la densidad de los lugares de entrega. Desde una optica de descentralizacion de la produccion del
hidrégeno el procedimiento de fermentacion oscura de biomasas u otros procedimientos de produccion de hidrégeno
podrian hacerse competitivos y la produccion descentralizada de hidrégeno a partir del gas natural tendria en esta
configuracion un coste minimo de 6 € por kg de hidrogeno [11].

Por tanto, existe una necesidad real de poner a punto un nuevo procedimiento de producciéon de hidrégeno
ecologico, eficaz y que consuma poca energia para paliar los defectos, inconvenientes y obstaculos de la técnica
anterior, en particular un procedimiento que permita producir hidrégeno con un buen rendimiento, sin produccién de
metano, sin tener que hacer uso de inéculo de cultivos mixtos, y reducir los costes.

Descripcion de la invencion

Los autores de la invencion han puesto asi de relieve de forma totalmente inesperada una produccion eficaz de
hidrégeno en diversas biomasas vitivinicolas obtenidas de varios suelos sin aporte de in6culo microbiano, sin aporte
nutricional adicional ni pretratamiento térmico; mientras tanto, los trabajos descritos en la bibliografia usan
sistematicamente un inéculo de cultivos mixtos con rendimientos inferiores a los obtenidos con el procedimiento de
la invencion.

El procedimiento de la invencién esta constituido por los primeros trabajos de valoracion de biomasas vitivinicolas,
todavia no exploradas para algunos hoy en dia (por ejemplo, fangos, orujos, aguas de lavado de los lagares, aguas
de lavado de las cubas de desfangado), para la produccién de hidrégeno por el proceso biolégico de fermentacion
oscura. De forma global, el procedimiento de fermentacion oscura consume poca energia comparativamente con los
procedimientos de valoracion actuales como la destilacion de orujos y fangos para la produccion de etanol. El
consumo energético para la aplicacion de la fermentacion se basa esencialmente en el mantenimiento del reactor en
isoterma (temperatura a 37 °C) y la puesta en suspensién de la biomasa por agitacion.

El procedimiento de la invencion permite asi producir hidrogeno con buenos rendimientos sin produccién de metano,
sin tener que hacer uso de indculo de cultivos mixtos pero usando el consorcio microbiano endégeno presente en la
biomasa vitivinicola, y sin pretratamiento térmico. De hecho, el procedimiento de produccién pone de relieve una
seleccion de microorganismos productores de hidrogeno forzada por las condiciones de aplicacion del biorreactor de
semilotes (extraccidon de gases producidos, funcionamiento en anaerobiosis y en oscuridad, condiciones de pH y
temperatura controladas). Los resultados muestran que los consorcios microbianos presentes en la biomasa son los
mas adaptados para metabolizar los azlcares constitutivos de esta en hidrogeno (fangos: rendimiento medio de 2,0
mol de Hz/mol de hexosa; orujo de uva: rendimiento medio de 1,4 mol de H2/mol de hexosa). De hecho, los datos de
la bibliografia en la fermentacion oscura de uvas maduras en presencia de cultivos mixtos (consorcio microbiano
exogeno) refieren un rendimiento de solo 0,1 mol de Hz/mol de hexosa [12], muy inferior a los obtenidos por el
procedimiento de la invencién. Ademas, salvo la regulaciéon del pH del medio de reaccién a un valor optimizado, no
es necesario ningun tratamiento térmico para seleccionar los microorganismos buscados en el procedimiento de la
invencion. Mientras que, de una forma general, en los procedimientos de fermentacion de la técnica en presencia de
un consorcio microbiano complejo (como puede encontrarse en los lodos de estacién de depuracion (STEP)), es
necesario un tratamiento térmico antes de la fermentacién para inhibir la actividad de los organismos hidrogenétrofos
o competidores de la produccion de hidrégeno y aumentar asi el rendimiento de produccién de hidrégeno.

La presente invencion tiene asi por objetivo un procedimiento de produccién de hidrégeno que comprende la
fermentacion oscura de biomasas vitivinicolas, sin adicién de indculo microbiano y sin pretratamiento térmico.
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Por «fermentaciéon oscura» en el sentido de la presente invencion, se entiende la fermentacién anaerobia que
consiste en la transformacién por fermentacion de sustratos organicos en biohidréogeno. Se trata de un proceso
complejo realizado por diversos grupos de microorganismos, que implica una serie de reacciones bioquimicas que
usan tres etapas similares de la digestién anaerobia. La fermentacion oscura difiere de la fotofermentacion en que se
desarrolla en ausencia de luz.

Segun una realizacion en particular del procedimiento de la invencidon, no se aporta ningun aporte nutricional
adicional a la biomasa.

Segun una realizacion en particular del procedimiento de la invencién, la biomasa vitivinicola se elige entre los
fangos de uva, los orujos de uva, los depdsitos de vino, los orujos agotados, las tortas de filtrado, las aguas de
lavado de los materiales de recoleccién, seleccion vy vinificacion. La biomasa vitivinicola puede provenir de una o
varias fuentes diferentes, por ejemplo de fangos de uva y de aguas de lavado. Esta biomasa, obtenida de la industria
viticola, se refiere a todas las uvas usadas para la vinificacion por prensado de la cosecha con independencia del
color de la uva sin restriccion de variedad o de suelo. Por ejemplo, la biomasa vitivinicola puede obtenerse de
fangos, orujos de uva y/o aguas de lavado de lagares, tortas de filtrado, depdsitos de vino, que provienen de
diversos suelos (Alsacia, Borgofia) y/o aguas de lavado de lagares; y cuya uva proviene de variedades diversificadas
(Moscatel, Auxerrois, Pinot gris, Gewurztraminer, Riesling, Pinot negro, Chardonnay, Pinot negro/Chardonnay o
Aligoté).

Segun una realizacion en particular del procedimiento de la invencion, la fermentacién se realiza a 37 °C + 2 °C.

Segun una realizacion en particular del procedimiento de la invencién, la biomasa vitivinicola puede conservarse por
refrigeracion o por congelacion antes de uso.

Segun una realizacién en particular del procedimiento de la invencion, el pH de la biomasa se mantiene por encima
de 5,5 + 0,2 durante la fermentacion.

Segun una realizacién en particular del procedimiento de la invencion, el gas producido por la fermentacion de la
biomasa se extrae mediante un gas de barrido (nitrdgeno, por ejemplo).

Segun una realizacion en particular del procedimiento de la invencion, dicho procedimiento puede comprender
ademas una etapa de aislamiento del consorcio microbiano contenido en la biomasa fermentada o en fermentacion.

La presente invencion tiene por objeto igualmente un procedimiento de obtencién del consorcio microbiano, obtenido
de la biomasa vitivinicola, que puede obtenerse por el procedimiento de la invencién. Por ejemplo, el consorcio
microbiano comprende mayoritariamente una flora microbiana que pertenece a los géneros
Enterobacter/Klebsiella/Kluyvera/Buttiauxella para los orujos y a las especies Clostridium saccharobutylicum,
Clostridium spp. (saccharoperbutylacetonicum, beijerinckii, puniceum, diolis, roseum), Streptococcus spp.
(lutetiensis, infantarius, equinus, luteciae), Clostridium butyricum para los fangos.

Otras ventajas seran evidentes para el experto en la materia a partir de la lectura de los ejemplos mostrados a
continuacién.

Breve descripcion de las figuras

- La figura 1 representa la clasificacién taxonémica en los niveles de phylum y de familia (a y b) de las muestras
extraidas en el curso de la fermentacion durante la prueba en la biomasa de fangos de Pinot Gris de Alsacia
(cosechas de 2014) almacenada a -20 °C durante 47 dias (c).

- La figura 2 representa los rendimientos de produccion de hidrogeno obtenidos en funcién del tiempo de
almacenamiento a -20 °C de la biomasa de fangos de Alsacia Pinot Gris (cosechas de 2014): 35, 47, 63 y 115
dias.

- La figura 3 representa la clasificacion taxonémica en la familia realizada a partir de muestras extraidas a 24 h
de fermentacion durante pruebas de «35 dias», «47 dias» y «63 dias» para la biomasa de fangos de Alsacia
(Pinot Gris) (cosechas de 2014). La figura 4 representa los rendimientos de produccién de hidrégeno obtenidos
en funcion de la carga de biomasa.

- La figura 5 representa la clasificacion taxondmica en la familia realizada a partir de muestras extraidas a 24 h
de fermentacion durante pruebas de «14 g de DCO/L», «28 g de DCO/L», «60 g de DCO/L» y «92 g de DCO/L».
- La figura 6 representa los rendimientos de produccion de hidrégeno obtenidos en funcién del pretratamiento y
de la naturaleza del gas de barrido.

- La figura 7 representa la clasificacion taxonémica en la familia realizada a partir de muestras extraidas a 24 h
de fermentacion durante pruebas «sin pt», «ptf» y «ptf + ptcr».

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 184 T3

La fermentacion oscura se realizé en un reactor de 1 L de doble envoltura colocado en oscuridad y dotado de un
sistema de extraccion de gases, que permite al mismo tiempo garantizar las condiciones de anaerobiosis y reducir al
minimo la presion parcial de hidrégeno, que es un inhibidor de la actividad microbiana.

Dispositivo experimental - Equipos

Las pruebas se realizaron en un reactor de 1 L (Biichi AG) agitado, que funciona a presiéon atmosférica. Esta
equipado con una doble envoltura conectada a un bafio con termostato (Bioblock Scientific) que permite controlar la
temperatura en el biorreactor. El pH del medio de reaccion se sigue in situ con ayuda de una sonda pH-métrica y se
ajusta con un regulador de pH (Hanna Instruments BL 7916) conectado al reactor, por inyeccion de una solucion de
sosa. El reactor se alimenta con un gas de barrido (nitrégeno) cuyo flujo se regula con un flujdmetro masico (Brooks
5850F) conectado a un regulador (Brooks Instruments 0254). Los gases producidos durante la fermentacion,
arrastrados por el flujo de nitrdgeno en salida del biorreactor, circulan en dos trampas colocadas en serie,
refrigeradas a 0 °C con ayuda de un criostato (Huber TC40) para atrapar por condensacion los compuestos volatiles
que provienen del medio de reaccion liquido. La produccion de gas es analizada en linea por un microcromatégrafo
en fase gaseosa (Agilent M200). El reactor estd equipado con una valvula de purga para realizar las tomas
necesarias para la cuantificacion de los metabolitos identificados y analizados con ayuda de un cromatdégrafo en fase
gaseosa con un detector de ionizacién de llama (Agilent GC 7890Q).

Protocolo de implementacién y condiciones experimentales

Acondicionamiento y preparacién de la biomasa

Las muestras (orujos, fangos, aguas de lavado) se recogieron en suelos, y después se almacenaron a -20 °C para
limitar el inicio de procesos de fermentacion, salvo para el lote de muestras «nuevas» almacenadas a 4 °C.

Para las aguas de lavado, se colocé en el biorreactor un volumen de 700 mL de aguas de lavado.

Para los fangos, se afiadié un volumen de 650 mL de agua de la red de la Comunidad Urbana de Estrasburgo (CUE)
0 de aguas de lavado a 50 mL de fangos colocadas previamente en el biorreactor para obtener un volumen final de
700 mL. Para los ensayos preliminares, lodos activados (zona anoxica) de la estacion de depuracion (lodos de
STEP) de la Comunidad Urbana de Estrasburgo han sustituido al agua de la red de la CUE con el fin de afiadir un
indculo externo.

Para los orujos, se afiadié un volumen de 650 mL de agua de la red de la CUE o de aguas de lavado a 50 g de
orujos de uva colocados previamente en el biorreactor para obtener un volumen final de 700 mL.

Prueba de fermentacion

El pH del medio de reaccién (fangos diluidos, orujos diluidos o aguas de lavado) se ajusté inicialmente a 7,0 en el
biorreactor con ayuda de una solucién de hidréxido de sodio 3 M. Cuando se aplicd un pretratamiento térmico (ht)
(ensayos preliminares y orujos diluidos), el medio de reaccién experimentd un aumento de temperatura de 15 min
hasta 70 °C en atmésfera de aire estatico y un tramo de una hora a esta temperatura, al cabo del cual la temperatura
disminuyé hasta 37 °C. A continuacién se coloc6 el medio de reaccién bajo flujo de nitrégeno con un flujo de 50
mbnz2/min, a una temperatura controlada a 37 °C y en agitacion a 220 vueltas/min y después en oscuridad. Este flujo
de nitrdgeno permitid al mismo tiempo garantizar condiciones anaerobias y extraer los gases producidos. Asi, la
presion parcial de hidrogeno no superé 0,05 bares. Cuando se aplicé la regulacion de pH, se inyectaron 0,5 mL de
solucion de sosa 1 M (salvo para los ensayos a 3 M) cuando el valor de pH fue inferior a 5,50 £ 0,2.

Las pruebas de fermentacién se realizaron sin ningun aporte de medio nutritivo adicional (salvo la biomasa
vitivinicola).

Analisis

Analisis de gases

El analisis en linea de los gases se garantizé mediante un microcromatégrafo Agilent M200 compuesto por dos
moédulos equipados con detectores de conductividad térmica (TCD). El primer médulo permitié la deteccidon de N,
02, CHa y H2 y esta constituido por una columna de tipo tamiz molecular de 5 A (10 m x 0,32 m x 30 ym) que usa
argon como gas vector. El segundo modulo permitié detectar y cuantificar CO2 y CHas gracias a una columna capilar

PoraPlot U (8 m x 0,32 m x 10 ym) constituida por divinilbenceno-etilenglicol como fase estacionaria y usando helio
como gas vector.

Analisis de metabolitos
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Se analizé la composicién en acidos grasos volatiles (AGV) y en alcoholes de la fase liquida: acetato (C2),
propionato (C3), butirato e isobutirato (C4 e iC4), valerato e isovalerato (C5 e iC5), etanol y butanol por
cromatografia en fase gaseosa (Agilent 7890Q GC) con un detector de ionizacion de llama (FID) y una columna
FFAP (15 m x 0,1 m x 0,1 ym) usando el polietilenglicol modificado con &cido nitrotereftalico como fase estacionaria.

Las muestras se centrifugaron previamente a 15.000 vueltas/min durante 15 min, y después se filtraron los
sobrenadantes en filtros de jeringa (diametro de poros de 0,22 pm). A continuacidon se mezclé cada muestra, diluida
Y, con acido trifluoroacético en una concentraciéon de 0,03 M en relaciéon de volumen 1:1 antes de cualquier
inyeccion en el GC-FID para estar a un pH inferior a 2. Se usé helio como gas vector a un flujo de 0,4 mL/mn y una
presion de 3,6 bares.

Andlisis de azlcares

El andlisis de azucares totales se realizd por dosificacion colorimétrica con antrén. Se calculd la cantidad de
azucares consumidos realizando la diferencia entre la cantidad inicial y la cantidad final medidas en los
sobrenadantes obtenidos por centrifugacion a 4.500 vueltas/min durante 30 min de las muestras obtenidas del
biorreactor. Para la medida de la cantidad inicial de azuUcares contenidos en los orujos de uva se realizd un
tratamiento de 4 horas con ultrasonidos.

Andlisis cualitativo de la microflora por secuenciacion de alto flujo (realizada de forma externa por el INRA Transfert
Environnement, Narbona)

Se efectud el estudio de las poblaciones microbianas presentes en las matrices ADN por pirosecuenciacion Roche
454 (secuenciador: quimica de secuenciacion Roche GS FLX + System XLR 70) y por secuenciacion lllumina MiSeq
del gen del ARN ribosémico 16S presente en todos los genomas microbianos. Los analisis bioinformaticos
permitieron tratar los archivos de secuencias en bruto y realizar la identificacién de cada secuencia basandose en la
taxonomia SILVA. Se realiz6é una agrupacion basandose en homologia al 100 % entre dos secuencias y se identifico
la secuencia mas proxima en la base de datos Genbank.

EJEMPLO 2: POTENCIALIDAD DE LA BIOMASA DE «<FANGOS» COMO SUSTRATO Y DEMOSTRACION DE LA
PRESENCIA DE UN CONSORCIO MICROBIANO ENDOGENO PRODUCTOR DE HIDROGENO

Se estudid la potencialidad de la biomasa de «fangos» para la produccion de hidrégeno como sustrato para inéculo
de los cultivos mixtos (CM) urbanos obtenidos de lodos activados (zona andxica) de la estacion de depuracion (lodos
STEP) de la Comunidad Urbana de Estrasburgo. Se ensayé el efecto del pretratamiento térmico (ht) de la biomasa
de «fangos» con cultivos mixtos y sin cultivos mixtos en la produccion de hidrégeno.

El primer enfoque relacionado con la experiencia de los autores en el uso de los lodos de STEP fue diluir la biomasa
de «fangos» en los lodos de estacion de depuracion (MES = 4 g/L) y aplicar un pretratamiento térmico a 70 °C que
permite la inhibicion de bacterias hidrogenotrofas, consumidoras de hidrégeno o de arqueas metandégenas
productoras de metano; de hecho, sin tratamiento térmico los cultivos mixtos con adiciéon de un sustrato modelo son
muy poco productivos de hidrégeno (rendimiento de Hz de 0,23 mol de Hz/mol de hexosas consumidas).

Los resultados obtenidos, presentados en la tabla 1, en fangos que provienen de Alsacia (variedad Pinot gris)
(PG+CMM) (prueba 1) y de Borgoiia (B+CMM) (prueba 5) mostraron no solo un volumen producido de hidrégeno
elevado relacionado con una concentracion de materias metabolizables (azucares) importante sino sobre todo un
rendimiento mas elevado respectivamente de 2,31 y 2,21 mol de Hz2.mol"' de hexosas consumidas, que el obtenido
con un sustrato modelo (2,10 mol de Hz.mol! de hexosas).

El segundo enfoque consistié entonces en probar la biomasa de «fangos» diluida en los lodos de STEP sin aplicar
tratamiento térmico (muestras PG+CM y B+CM) (pruebas 2, 6). Se observé un rendimiento de hidrégeno claramente
mas bajo que para la biomasa tratada térmicamente pero aun asi muy significativo, de 2,1 a 3,6 veces mas elevado
que el obtenido para los cultivos mixtos afiadidos de un sustrato modelo y no tratados térmicamente; de manera que
la produccién de gas es favorable a diéxido de carbono (razén molar H2/COz baja).



10

15

20

25

30

35

ES 2742 184 T3

Tabla 1: Rendimientos de la produccion de hidrogeno para fangos de Alsacia (variedad Pinot gris (PG) y de Borgona
(B)) (cosechas de 2012) con cultivos mixtos (CM) o sin (agua de la red de la CUE) y con pretratamiento térmico a 70
°C (ht) o sin pretratamiento.

Prueba # 1 2 3 4 5 6 7 8

Variedad de fangos PG+CM" PG+CM PGM PG B+CM"t B+CM Bht B

Productividad de H2

(mmol.L-".h")

Rendimiento (mol 8,18 1,43 5,05 3,80 8,91 4,54 2,38 2,97
Hz.mol"' de

hexosas

consumidas) 2,31 0,49 1,85 1,18 2,21 0,83 2,12 1,99
Relacion

butirato/acetato

(B/A) 0,30 0,18 2,78 >>> 0,81 0,37 0,33 1,38
Relacion H2/CO2 0,80 0,24 0,91 0,86 0,95 0,42 1,08 0,88
P (L Hz.L"de

reactor) 2,09 0,46 3,59 2,78 2,41 0,71 2,57 2,25
P (L Hz.L-"de

fangos) 29,19 6,45 50,31 38,90 33,72 9,87 35,97 31,56

>>>: gcetato no detectado

Esta producciéon de hidrogeno reveladora de una actividad microbiana distinta a la de los lodos de STEP y
productora de hidrégeno orientd las experiencias hacia un tercer enfoque mediante la implementacién de la biomasa
de «fangos» en el biorreactor en ausencia de cultivos mixtos y diluidos en el agua de la red de la Comunidad Urbana
de Estrasburgo.

Los resultados de la biomasa de «fangos» diluidos con pretratamiento térmico (PG y BM) (pruebas 3, 7) sin ningtin
aporte de in6culo microbiano han mostrado una actividad notable con un rendimiento de hidrégeno inferior pero
cercano al obtenido para la biomasa de «fangos» con cultivos mixtos, ademas con un volumen de hidréogeno
producido por litro de reactor muy superior especificamente para la biomasa de Alsacia (+72 %). Estos resultados
han puesto de relieve una actividad de fermentacién endégena en este tipo de biomasa, no explorada en la
bibliografia. La razén molar H2/CO2 mas elevada (+13,7 % para los dos tipos de fangos) revel6 la presencia de un
consorcio bacteriano selectivo para la produccion de hidrégeno.

En una optica de minimizar los gastos energéticos relacionados con el pretratamiento térmico durante el
procedimiento, se realizaron pruebas con la biomasa de «fangos» diluida en el agua sin tratamiento térmico
(muestras PG y B) (pruebas 4, 8).

Los resultados han puesto de relieve un rendimiento de hidrégeno claramente mas elevado, del 58,5 % y el 58,3 %
respectivamente para la biomasa de Alsacia y de Borgoia que los de los fangos afiadidos de lodos de la STEP, con
una produccién de hidrégeno por litro de reactor mas importante (prueba 4 con respecto a la prueba 2) o equivalente
(prueba 8 con respecto a la prueba 6). Estos primeros ensayos de prueba han testimoniado la existencia de
consorcios microbianos en la biomasa vitivinicola de tipo «fangos»; lo que desempeia el papel al mismo tiempo de
sustrato y de inéculo microbiano durante la reaccion de fermentacién, no necesariamente mesdfila y sin selecciéon
microbiana especifica. Esta fuerte potencialidad, mostrada por primera vez, dio lugar a ensayos para los que no fue
necesario ningun tratamiento térmico a 70 °C.

EJEMPLO 3: RENDIMIENTO DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO PARA LA BIOMASA DE «ORUJOS»

Los orujos de uva obtenidos de cosechas de 2012 provenientes de diferentes variedades obtenidas de diferentes
suelos (Alsacia (Dominio Pfister, Dahlenheim) y Borgofia (Dominio de la Universidad de Borgofia)) se han usado
como sustrato e inéculo microbiano. Los parametros sometidos a ensayo son el impacto de compuestos
lignocelulésicos que provienen de raspones de racimos de uva en la produccién de hidrégeno asi como el
pretratamiento térmico a una temperatura de 70 °C. Los resultados de produccion se recogen en la tabla 2.
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Tabla 2: Produccién de hidrégeno para diferentes orujos de uva (cosechas de 2012), almacenados a -20 °C y en
diferentes condiciones: Moscatel de Alsacia (Aw), Moscatel de Alsacia sin raspones (AM-S"), Moscatel de Alsacia
pretratado térmicamente (Am™), Auxerrois de Alsacia (Aa), Pinot Negro de Borgofia (Ben), mezcla Pinot
Negro/Chardonnay de Borgofia (Brc) y Aligoté de Borgofia (Ba).

Prueba # 1 2 3 4 5 6 7 8
Muestra de orujos de

uva AnSR AM Amt Am Aa ArPN Brc Ba
Concentracion

NaOH 3M 3M 3M 1M 1M 1M 1M 1M

Productividad de H2
(mmol.L.h") 3,86 4,75 3,46 4,75 4,16 4,45 5,33 5,05

Rendimiento de H2

(mol de Hz.mol"

hexosas

consumidas) 1,34 1,61 1,13 1,62 1,02 1,45 1,33 1,42

Razoén molar
butirato/acetato
(B/A)
0,07 0,12 0,29 0,11 <0,01 0,01 0,12 0,06

Razén molar H2/CO2 0,86 0,89 0,65 0,82 0,79 0,81 0,66 0,72

P (L de Hz. kg™

orujos de uva) 29,44 30,87 22,15 27,86 22,34 2322 2188 19,69
P (L de Ha. L'

reactor) 1,48 2,21 1,59 2,00 1,61 1,66 1,57 1,42

La comparacion de la biomasa compuesta por orujos de Moscatel (Am™) pretratados térmicamente o no (Awm)
(pruebas 3 y 2) puso de relieve una productividad y un rendimiento mas bajos de hidrégeno para la biomasa
pretratada con una razén molar butirato/acetato significativamente mas elevada lo que puede explicar una relacion
H2/CO2 claramente mas baja (0,65 frente a 0,89). Este resultado avalé la idea segun la cual la etapa de tratamiento a
70 °C que realiza potencialmente una seleccion de bacterias termdfilas no aportaba ningun efecto positivo para este
tipo de muestra y constituye una etapa suplementaria que consume energia.

Debe observarse que la concentracion de la solucién en sosa inyectada (3 M y 1 M) para la regulacién de pH
(pruebas 2, 4) tuvo un efecto escaso en los rendimientos de produccion de hidrogeno y aportdé en este caso la
informacién de una muy buena reproductibilidad en cuanto a la velocidad de produccion de hidrégeno
(productibilidad en hidrégeno a 4,75 mmol.L-".h™").

Las diferentes variedades de orujos de uva en funciéon de su variedad (pruebas 4, 5, 6, 7, 8) presentaron una
productividad de hidrogeno del mismo orden de magnitud con un valor medio de 4,57 + 0,51 mmol.L-".h""; un
rendimiento de hidrégeno medio de 1,37 + 0,22 mol de Hz2.mol-! de hexosas consumidas, una razén molar H2/CO2 de
0,76 + 0,07 y una produccion de Hz de 23,00 + 3,01 L de Hz2.kg™' de orujos de uvas. Los rendimientos mas elevados
se obtuvieron para los orujos de Moscatel (Awm).

Debe observarse que estos resultados obtenidos a partir de microfloras autéctonas no tratadas térmicamente son
comparables (e incluso superiores) a los resultados obtenidos con orujos de manzanas con adicién de cultivos
mixtos y pretratamiento térmico (18,48 L de Hz2.kg™ de orujos de manzanas) [13].

Orujos de uva obtenidos de las cosechas de 2013 provenientes de diferentes variedades obtenidas de distintos
suelos:

Se uso Alsacia (Dominio Pfister, Dahlenheim) y Borgofia (Dominio de Poncétys del Lycée Viticole de Macon-Davayé)

como sustrato e in6culo microbiano. Los parametros sometidos a ensayo para las muestras de orujos de Alsacia son
la reproductibilidad de un afio a otro para una misma variedad (Moscatel), la variacion de produccién en funcién de la

8



10

15

20

25

30

ES 2742 184 T3

naturaleza de la variedad en un mismo dominio y para los de Borgofia, el impacto del modo de tratamiento de la vifia
para una misma variedad (Chardonnay) y un mismo dominio. Los resultados de produccién se recogen en la tabla 3.

Tabla 3: Produccién de hidrégeno para orujos de uva (cosechas de 2013) de Alsacia, almacenados a -20 °C,
obtenidos de diferentes variedades: Moscatel (Am), Pinot Gris (Arc), Gewurztraminer (Acw), Riesling (Ari) y Borgofia
(variedad Chardonnay) obtenidos de diferentes modos de tratamiento de cultivos: duradero (Bduradero), €cofitosanitario
(Becofito) Y bioldgico (Bbio).

Prueba # 1 2 3 4 5 6 7

Muestra de orujos de uva Am Arc Acw AR Aduradero  Becofito Bbio

Productividad de H2 (mmol.L-

Th 4,45 3,60 2,87 2,97 3,86 4,75 4,45
Rendimiento de Hz (mol de

Hz.mol! hexosas

consumidas) 1,50 1,05 1,24 1,46 1,09 1,00 1,21

Razén molar butirato/acetato

(B/A) 0,06 0,16 0,41 0,42 0,16 0,07 0,09
Relacion H2/CO2 0,74 0,53 0,54 0,58 0,74 0,53 0,66

P (L de Hz. kg™ orujos de

uva) 23,00 1565 16,95 1515 24,57 21,25 21,85
P (L de Hz. L reactor) 1,63 1,12 1,25 1,12 1,81 1,56 1,58

Debe observarse que, para orujos de uva de una misma variedad (Moscatel) en un mismo dominio vendimiados en
2012 (prueba 4 tabla 2) y 2013 (prueba 1 tabla 3), los parametros de produccién y de productividad de hidrégeno son
muy préximos entre si (separacion del 6,2 % en el rendimiento de Hz, el 6,3 % en la productividad y el 16,8 % en la
relacion H2/COz2). Este resultado puso de relieve la regularidad de la produccién de un afio a otro al menos en este
ensayo y la muy buena sensibilidad con la que se efectuaron las medidas.

Las diferentes variedades de orujos de uva de Alsacia en funciéon de su variedad (pruebas 1, 2, 3, 4) presentaron
una productividad de hidrogeno con un valor medio de 3,47 + 0,73 mmol.L-'.h"", un rendimiento de hidrogeno medio
de 1,32 + 0,21 mol de Hz.mol! de hexosas consumidas, una razon molar H2/CO2 de 0,60 + 0,10 y una produccién de
H2 de 17,69 + 3,62 L de Ha2.kg™" de orujos de uva. Los mejores resultados se obtuvieron para la variedad Moscatel.

Los diferentes modos de tratamiento de los cultivos aplicados a los orujos de Chardonnay de Borgofia (pruebas 5, 6,
7) tuvieron un impacto escaso en el rendimiento de hidrogeno. Debe observarse para las 3 muestras una produccion
por kg de orujos de uva igualmente préxima.

Los parametros suplementarios sometidos a ensayo en los orujos de Alsacia son el efecto de la adicion de las aguas
de lavado de los lagares a los orujos «nuevos» almacenados en frio (4 °C) en duraciones (en dias) equivalentes
para diferentes variedades y la comparacién con las muestras conservadas a -20 °C (tf). Los resultados de
produccién se recogen en la tabla 4.

Tabla 4: Rendimientos de produccion de hidrégeno para orujos de Alsacia (cosechas de 2013) para diferentes
variedades con (ww) aguas de lavado en muestras nuevas (almacenadas a 4 °C) comparadas con las de orujos de
uva con tratamiento en frio (-20 °C) (tf): Pinot Gris (Apc, Arc-ww.12j, Apc-ww-50j, Arc-tr), Gewurztraminer (Acww, Acw-t) ¥
Riesling (Ari-ww-44j, ARi-f).

Prueba # 1 2 3 4 ) 6 7
Aprcww- Apc-ww- Agw-ww-56 ARi-ww-44j

Variedad de orujos 12] 50 ApG-if Acw-if ARitf
Productividad de Hz (mmol.L-".h"") 1,37 045 360 2,67 287 2,91 2,97
Rendimiento (mol de Hzmol' 2,54 1,93 1,05 - 1,24 - 1,46
hexosas consumidas)

Relacion butirato/acetato (B/A) 0,69 0,44 016 0,70 041 0,37 0,42
Relacion H2/CO2 0,41 0,28 053 046 054 0,554 0,58
P (L Hz.L-" de reactor) 0,78 032 112 110 125 099 1,12
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(continuacion)

P (L de H2. kg™! orujos de uva) 10,87 4,44 1565 1533 16,95 13,86 15,15
Acetato (mmol.L™") 10,0 1,4 10,5 206 104 28,0 9,5
Butirato (mmol.L") 6,9 5,0 1,7 14,4 4,2 10,5 4,0
Etanol (mmol.L") 19,0 222 16,3 2,0 151 123 129

Para los orujos de uva obtenidos de variedad Pinot gris afadidos a aguas de lavado, se observé que para estas
muestras se obtuvieron los mejores rendimientos de hidrégeno con respecto al conjunto de las muestras sometidas
a ensayo anteriormente poniendo de relieve que la microflora presente en los orujos «nuevos» es la mas adaptada
para metabolizar los azucares de la biomasa y para producir hidrégeno. Se constaté igualmente que la duracion del
almacenamiento a 4 °C (pruebas 1 y 2) tiene un impacto en los rendimientos de producciéon de hidréogeno; se
observd un descenso importante de la productividad (67,1 %), un rendimiento de hidrégeno y una relacién H2/CO:2
reducidas respectivamente en el 24,0 % y el 31,7 % mientras que los contenidos en metabolitos variaron poco. Los
andlisis de gases en muestras de orujos acondicionadas a 4 °C mostraron que de hecho, durante el
almacenamiento, la fermentacién tuvo lugar con una produccién muy mayoritaria de CO2. Para esta misma variedad,
la comparacion con la biomasa almacenada en frio (-20 °C) (prueba 3) mostré una velocidad de produccién de Hz
mas intensa para esta muestra mientras que el rendimiento se redujo mas de la mitad y la produccién de hidrégeno
por litro de reactor se mantuvo. Estos resultados mostraron que este tratamiento en frio tiene un efecto en el
consorcio microbiano productor de hidrogeno. Para los orujos de Gewurztraminer y de Riesling, a pesar de un
almacenamiento con una duracion de 44 y 56 dias, los rendimientos en términos de produccion de hidrégeno son
buenos, para el Riesling (prueba 6) con un contenido del medio de reaccion mas alto en acetato con respecto a las
otras pruebas.

EJEMPLO 4: RENDIMIENTO DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO PARA LA BIOMASA DE «<FANGOS»

Al igual que para la biomasa de «orujos», los fangos obtenidos de las cosechas de 2013 provenientes de diferentes
variedades obtenidas de distintos suelos: Alsacia (Dominio Pfister, Dahlenheim) y Borgofia (Dominio de Poncétys del
Lycée Viticole de Macon-Davayé) se usaron como sustrato e indculo microbiano. Los parametros sometidos a
ensayo en un primer momento para las muestras de fangos de Alsacia son la variacién de produccion en funcion de
la naturaleza de la variedad en un mismo dominio, el efecto relacionado con el almacenamiento en frio (-20 °C) y el
efecto de la dilucion de los fangos con las aguas de lavado de lagar correspondientes.

Los resultados recogidos en la tabla 5 mostraron que con independencia de la variedad, en las muestras de fangos
«nuevas» almacenadas a 4 °C (pruebas 1, 4, 7), el rendimiento de hidrégeno fue superior a 1,4 mol de Hz2.mol"' de
hexosas con una razén molar H2/CO2 mas elevado que para los orujos de uva. El consorcio microbiano de la
biomasa Pinot Gris permitid obtener la productividad mas elevada 10,04 mmol.L"*.h-! y la biomasa Gewurztraminer
permitié la produccion de hidrégeno mas fuerte (55,00 L de Hz.L-' de fangos) relacionada con un contenido en
azucares importante; el analisis de los metabolitos puso igualmente de relieve una razén molar butirato/acetato mas
elevada. En comparacion con las pruebas realizadas en los orujos de uva, se observé también una productividad de
hidrégeno mucho mas elevada para la biomasa de «fangos», significativa de poblaciones microbianas especialmente
activas o mucho mas concentradas.

Debe observarse que los resultados de este trabajo obtenidos con microfloras endégenas son comparables a los
obtenidos por fermentacion oscura a partir de frutas maduras afiadiendo a la biomasa cultivos mixtos (3,8-4,5 L de
Hz.L-! de reactor y 1,7-2,2 mol.mol") [2].

Tabla 5: Rendimientos de produccion de hidrégeno para fangos de Alsacia (cosechas de 2013) para diferentes
variedades con (ww) o sin aguas de lavado en muestras «nuevas» (almacenadas a 4 °C) o con tratamiento en frio (-
20 °C) (tf): Pinot Gris (PG, PGww, PGY), Gewurztraminer (Gw, Gwuw, Gw') y Riesling (Ri, Riww, Rit).

Prueba # 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Variedad de fangos PG PGw PGf Gw Gww Gwf Ri Riww  Riff
Productividad de Hz

(mmol.L-".h") 10,04 764 653 7,13 7,13 505 564 570 4,63

Rendimiento (mol de
Hz.mol"! hexosas

consumidas) 1,45 1,68 2,46 2,28 1,60 2,24 2,26 1,52 2,47
Relacién

butirato/acetato (B/A) 0,97 1,09 0,96 1,35 1,37 1,11 0,78 0,83 0,96
Relacion H2/CO2 0,82 0,62 0,88 094 0,69 09 087 062 0,88

P (L H2.L" de reactor) 3,02 320 445 393 370 399 279 310 3,39
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(continuacion)

P (L H2.L"'de fangos) 42,33 44,77 62,28 55,00 51,76 55,86 39,12 43,46 47,49

Acetato (mmol.L") 375 320 439 338 305 451 368 351 37,7
Butirato (mmol.L") 36,5 350 420 454 420 499 285 290 36,1
Etanol (mmol.L") 10,1 43,2 8,8 5,2 27,7 24 6,5 36,8 4,1

El uso de aguas de lavado que sirven para diluir los fangos (pruebas 2, 5, 8) puso de relieve una disminucién del
rendimiento de hidrogeno (de 2,00 + 0,47 mol.mol”' a 1,60 + 0,08 mol.mol") para las 3 variedades (Pinot Gris,
Gewurztraminer, Riesling) asi como un descenso de la productividad especificamente para la variedad Pinot Gris (de
10,04 a 7,64 mmol.L-'.h""). Sin embargo, la produccién de hidrégeno por litro de reactor se mantuvo casi equivalente
aun cuando la cantidad de azucares era légicamente mas elevada con la adicion de las aguas de lavado. Por otra
parte, se observé que la produccion de etanol se favorecia induciendo una razén molar H2/CO2 mas baja (en
promedio 0,64 y 0,88 respectivamente con y sin las aguas de lavado). Pudo plantearse la existencia de consorcios
microbianos en las aguas de lavado que entran en competencia con las presentes en los fangos para metabolizar los
azucares.

El tratamiento en frio (-20 °C) de la biomasa de «fangos» (pruebas 3, 6, 9) indujo, con respecto al obtenido para la
biomasa «nueva», un aumento en promedio del rendimiento de hidrégeno (de 2,00 + 0,47 mol.mol" a 2,31 + 0,13
mol.mol') y de la produccion de hidrégeno para cada una de las 3 variedades probadas; las velocidades de
produccién fueron menores.

Se sometié a ensayo la reproductibilidad en materia de produccién de hidrogeno de un afo al otro para una misma
variedad (Pinot Gris) asi como el efecto de un almacenamiento a 4 °C (duraciéon de 7 dias y 35 dias) frente a un
almacenamiento a -20 °C (tf), la variacion de produccion en funcién de la duracién del almacenamiento en frio mas
alld de 6 meses (en dos biorreactores diferentes) y para las muestras de Borgofia, el impacto del modo de
tratamiento de la vifia para una misma variedad (Chardonnay) y un mismo dominio. Los resultados de produccion se
recogen en la tabla 6.

Los fangos de Pinot Gris del mismo dominio tomados en un estado de conservacion semejante (almacenados a 4
°C) (pruebas 2, 3) dieron lugar de un afo al otro a una productividad de hidrégeno equivalente, una producciéon mas
elevada en 2012 mientras que el rendimiento de hidrégeno para el lote 2013 era casi el doble del de 2012. Se
observo igualmente el efecto positivo de la conservacion a -20 °C (prueba 3, 4) en el rendimiento, la productividad y
la produccién de hidrogeno para las muestras de cosechas de 2012.

La conservacion de la biomasa a 4 °C de 7 dias a 35 dias (pruebas 1, 2) tuvo principalmente un efecto en la
productividad de hidrogeno, que paso de 10,04 a 3,56 mmol.L"".h' con una produccion de hidrogeno mas baja
relacionada con el consumo de azucares metabolizables durante la conservacion de la muestra.

Tabla 6: Rendimientos de produccion de hidrogeno para fangos de Alsacia (cosechas de 2012-2013) para la
variedad Pinot Gris en muestras almacenadas a 4 °C en duraciones variables (PGj2013). PGasj2013), PGzsj2012)), de
muestras tratadas en frio (-20 °C) (PGtrrj012), PGtf) y muestras almacenadas durante mas de 6 meses y sometidas
a ensayo simultaneamente en dos reactores de configuraciones diferentes (PGis, PGtfer).

Prueba # 1 2 3 4 5 6 7

Variedad de fangos PGs; PGss PG25(2012) PGty PGT  PGlhis PGfier
(2013) (2013) (2012)

Productividad de Hz (mmol.L-".h- 10,04 3,56 3,80 5,05 6,53 416 2,38

")

Rendimiento (mol de Hzmol' 145 2,39 1,18 1,76 2,46 * *

hexosas consumidas)
Relacion butirato/acetato

0,97 0,51 >>> 1,09 0,96 * *
(BIA)
Relacion H2/CO2 0,82 0,75 0,86 0,90 0,88 0,81 0,74
P (L Hz.L-" de reactor) 3,02 1,91 2,78 3,67 4,45 3,53 2,86
P (L Hz.L-" de fangos) 4233 26,68 3890 51,41 62,28 4944 40,01
Acetato (mmol.L™") 37,5 33,0 0 26.6 43,9 * *
Butirato (mmol.L") 36,5 17,0 24,6 28,9 42,0
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(continuacién)

Etanol (mmol.L™") 10,1 22,7 10,3 5,8 8,8 * *

>>>: gacetato no detectado *: en curso de analisis

Los fangos de Pinot Gris conservados a -20 °C durante mas de 6 meses se pusieron en marcha en dos
biorreactores diferentes que tenian configuraciones préximas, uno de ellos usado para todos los ensayos realizados
(PGbis), y el otro de instalacion nueva situado en otro edificio (PG'fer). Los primeros datos (tabla 6) testimoniaron que
la biomasa almacenada durante mas de 6 meses a -20 °C esta siempre activa para la produccién de hidrégeno y por
otra parte, que la biomasa implementada en un reactor nuevo estuvo igualmente activa descartando asi cualquier
hipétesis de contaminacion. La producciéon de hidrégeno para las pruebas 6, 7 fue mas baja que para el ensayo
(prueba 5), explicable potencialmente por una cantidad menor de material para metabolizar (reduccion del contenido
en azucares) o por un envejecimiento de la biomasa (hipétesis para plantear en analisis ulteriores). La prueba
realizada en el nuevo reactor (prueba 7) puso de relieve en primera aproximacion una produccion de hidrégeno
menos eficaz, lo que puede atribuirse a un modo de extraccion de los gases no optimizado y a la existencia de una
pala de cizalla suplementaria en el biorreactor.

Los fangos de Chardonnay de Borgofia obtenidos de diferentes modos de tratamiento de los cultivos (tabla 7)
(pruebas 1,3, 5) tuvieron un impacto mas mesurado en el rendimiento de hidrégeno (comprendido entre 1,80 y 2,18
mol.mol-1), que para los orujos de uva correspondientes. El mejor rendimiento de hidrégeno se obtuvo, de igual
modo que para los orujos de uva, para la muestra que se sometié al tratamiento ecofitosanitario con la razén molar
butirato/acetato mas elevada (2,32). Para las 3 muestras debe observarse una produccién por litro de fangos muy
proxima (50,58 + 2,87 L de Hz.L" de fangos) y productividades del mismo orden de magnitud (3,52 + 0,37 mmol.L-
1.h1).

Tabla 7: Rendimientos de produccién de hidrégeno para fangos de Borgofia (cosechas de 2013) (variedad
Chardonnay), almacenados a -20 °C, obtenidos de diferentes modos de tratamiento de los cultivos: duradero
(Bduradero), ecofitosanitario (Becofito) y biolégico (Bbio) con (ww) y sin las aguas de lavado.

Prueba # 1 2 3 4 5 6
Chww-
Variedad de fangos Chduradero  duradero Checofto  Chww-ecofito  Chbio  Chww-bio
Productividad de H2 (mmol.L-".h"") 3,86 7,52 3,56 6,53 3,13 5,23
Rendimiento (mol de Hz.mol’
hexosas consumidas) 1,80 1,66 2,18 1,88 1,71 2,00
Relacion butirato/acetato (B/A) 2,21 1,48 2,32 2,24 2,11 2,52
Relacion Ho/CO2 0,96 0,91 0,91 0,95 0,89 0,99
P (L Hz.L-" de reactor) 3,73 3,47 3,73 5,34 3,38 4,07
P (L H2.L-" de fangos) 52,24 48,64 52,24 74,76 47,27 57,00
Acetato (mmol.L™") 19,9 20,8 20,6 28,5 15,9 16,3
Butirato (mmol.L™") 43,9 30,9 47,7 63,8 33,6 411
Etanol (mmol.L") 1,5 7.9 47 1,7 10,0 42

El uso de las aguas de lavado afiadidas a los fangos de Borgofia obtenidos de diversos modos de cultivos del vifiedo
tuvo como resultado aumentar muy significativamente la productividad de hidrégeno (6,43 + 1,15 mmol.L-".h-! con
aguas de lavado). Para las muestras que se sometieron al tratamiento ecofitosanitario y bioldgico, debe observarse
un aumento sustancial de la produccién por litro de fangos con respecto a las pruebas sin aguas de lavado,
respectivamente del 43,1 % y el 19,9 %. Para estas muestras, se observd igualmente una relacion H2/CO: elevada,
respectivamente de 0,95y 0,99.

EJEMPLO 5: RENDIMIENTO DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO PARA LA BIOMASA DE «AGUAS DE
LAVADO»

Los resultados expuestos en la tabla 8 muestran que las aguas de lavado de Alsacia (variedad Pinot Gris y
Gewurztraminer) poco ricas en materiales metabolizables (contenido de hexosa muy bajo) (pruebas 1 y 2) presentan
una actividad en produccion de hidrégeno muy baja con una razén molar H2/CO2 muy favorable a la produccion de
diéxido de carbono, significativa de una produccién por solventogénesis.

Tabla 8: Rendimientos de produccién de hidrogeno para aguas de lavado (ER) de Alsacia (cosechas de 2013) para
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diferentes variedades (Pinot Gris (PG), Gewurztraminer (Gw), Riesling (Ri)) y de Borgofia (cosechas de 2012) (tf).

Prueba # 1 2 3 4 5 6
Variedad de aguas de lavado ERrc ERcew ERri  ERpN™ ERB1f ERB2f

Productividad de Hz (mmol.L-".h-") 0,12 0,01 0,30 1,78 2,73 2,63

Rendimiento (mol de Hz.mol-! hexosas

consumidas) - 0,08 1,19 0,90 1,77 0,55
Relacion H2/CO2 0,09 0,03 0,42 0,90 0,90 0,91
P (L H2.L-" de reactor) 0,03 0,009 0,38 0,72 1,66 1,17
Contenido de hexosa (g/L) 0,5 0,9 2,4 6,1 7.1 15,9

Cuando las aguas de lavado estaban mas concentradas en azucares (pruebas 4,5 y 6) y acondicionadas en frio (-20
°C), el rendimiento de hidrégeno, aunque en general inferior al obtenido en las diversas muestras de orujos de uva
diluidos y sobre todo en los fangos diluidos, reveld la actividad de un consorcio microbiano endégeno favorable a la
produccién de hidrégeno; siendo la relacién H2/COz2 de 0,90.

Estos resultados pusieron de relieve que el sustrato y el consorcio microbiano estan presentes igualmente en las
aguas de lavado y esto ha sugerido la necesidad de recuperar las aguas de primer lavado de los lagares con el fin
de concentrar al maximo los materiales metabolizables de la biomasa para tratamiento.

EJEMPLO 6: RENDIMIENTO DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO PARA LAS BIOMASAS DE «TORTA DE
FILTRADO» Y «DEPOSITOS»

Los resultados expuestos en la tabla 9 muestran los rendimientos de produccion de hidrogeno obtenidos para
diferentes biomasas obtenidas del tratamiento vitivinicola: fangos (B), torta de filtrado (G) y depositos de cuba de
vinificacién (L) de un mismo dominio (Alsacia) y para una misma variedad (Riesling).

Tabla 9: Rendimientos de produccién de hidrégeno para biomasas de Alsacia-variedad Riesling (Ri) (cosechas de
2014): Fangos (B), Torta de filtrado (G) y Depositos (L).

Prueba # 1 2 3
Naturaleza de la biomasa (2014) Bri Gri Lri
Productividad de Hz (mmol.L-".h-") 2,97 1,78 1,78

Rendimiento (mol de Hz.mol'

hexosas consumidas) 2,13 1,35 *

Relacion Hz2/CO2 0,84 0,34 0,37
P (L H2.L-" de reactor) 3,25 1,45 0,67
P (L H2.L" de biomasa) 45,53 20,36 3,12
Contenido de hexosa (g. eq. DCO/L) 12,3 8,7 0,2

*valor calculado a partir de las hexosas consumidas: 52,49 mol/mol

Segun lo esperado, la biomasa mas rica en hexosa (fangos) permite alcanzar la produccién en volumen de
hidrégeno mas importante con una productividad elevada.

Sin embargo, debe observarse que los depdsitos aunque sean muy poco ricos en azucares permiten alcanzar una
produccién de hidrégeno por litro de reactor 2 veces menor con respecto a la torta de filtrado pero con un contenido
en hexosa 43 veces menos elevado y una velocidad de produccion de hidrégeno similar.

Al mostrar un rendimiento de hidrégeno atipico, la biomasa de los «depdsitos» contiene asi material fermentable
(aparte de las hexosas) de hidrogeno.

Si bien la razén molar H2/CO2 es mas baja, el rendimiento de hidrégeno obtenido para la torta de filtrado es
equivalente al obtenido para los orujos de uva aun cuando la razén molar H2/CO2 sea mas baja.

Asi, este estudio muestra que el aumento de valor de la torta de filtrado y de los depdsitos es posible también para la
produccioén de hidrégeno.
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EJEMPLO 7: ESTRUCTURA DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS Y EVOLUCION DURANTE LA
FERMENTACION

Se realizé un estudio de la evolucién de las comunidades microbianas en curso de fermentacién en una muestra de
biomasa de fangos Pinot gris de Alsacia (cosechas de 2014) almacenada a -20 °C durante 47 dias (ptf 47 dias).

La secuenciacion se realizé dirigiéndose a las regiones variables V4-V5 de las secuencias del ARN ribosémico 16S
de los procariotas. Se agruparon las secuencias que compartian como minimo el 97 % de similitud en OTU
(unidades taxonémicas operativas) con ayuda del programa de software Mothur. Este porcentaje corresponde a un
porcentaje intermedio entre los géneros (96 %) y las especies (98 % para la mayoria de los géneros bacterianos
salvo el género Bacillus > 98 %).

La taxonomia en el nivel de phylum y la familia de las muestras extraidas se representa en las figuras 1a 'y 1b en
funcion de la duracion de la fermentacion y la puesta en paralelo con la produccion de hidrégeno (figura 1c).

En el estado inicial, Proteobacteria es el phylum bacteriano mas abundante (45,1 %). Una OTU que tenia una
abundancia relativa del 45,3 % se asigné al reino Plantae (figura 1a). La comparacion de las secuencias
representativas de las OTU con la base de datos ambiental (nr_nt) de NCBI mediante el programa de software en
linea BLAST permitié asignar estas secuencias a la especie Vitis vinifera del reino Plantae con el 100,0 % de
similitud. Asi, en el estado inicial, la biomasa de los «fangos» sometida a ensayo esta constituida principalmente por
bacterias que pertenecen al phylum Proteobacteria.

Durante la fermentacion, el phylum Firmicutes se convierte en el mas abundante en detrimento del phylum
Proteobacteria. De hecho, los valores de abundancias relativas del phylum Firmicutes pasan del 1,0 % inicialmente a
valores comprendidos entre el 92,3 % (58 h) y el 97,4 % (10 h); y los del phylum Proteobacteria pasan del 45,1 % (0
h) a valores comprendidos entre el 0,6 % (34 h) y el 1,8 % (58 h). Las condiciones en las cuales se practica la
fermentacion oscura permiten «favorecer» las bacterias que pertenecen al phylum Firmicutes.

Aun cuando el phylum Firmicutes sigue siendo el mas abundante, la clasificacion taxonémica de las secuencias en el
taxon evoluciona durante la fermentacion (figura 1b). De hecho, inicialmente, la familia Acetobacteriaceae (phylum
Proteobacteria) es la mas abundante después de Vitis vinifera (35,5 %), y tras 10 h de fermentacion, la familia
Clostridiaceae se convierte en la mas abundante (84,3 %) y la abundancia relativa de la familia Enterococcaceae
aumenta pasando del 0,3 % al 12,9 %. Estas dos familias siguen siendo las principales hasta el fin de la
fermentacion (58 h) pero con abundancias relativas diferentes. En el curso del tiempo, la abundancia relativa de las
Clostridiaceae disminuye a la mitad pasando del 84,3 % (10 h) al 40,5 % (58 h) mientras que la de las
Enterococcaceae aumenta pasando del 12,9 % (10 h) al 20,7 % (58 h). A 34 h otra familia se convierte igualmente
en mayoritaria con el 19,3 % de abundancia relativa, las Sporolactobacillaceae. La abundancia de esta familia
disminuye a la mitad al final de la fermentacion (9,7 %) en favor de la familia Lachnospiraceae que pasa del 1,4 %
(34 h) a una abundancia relativa del 21,0 % (58 h).

EJEMPLO 8: PRODUCCION DE HIDROGENO Y ESTRUCTURA DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS EN
FUNCION DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO A -20 °C DE LA BIOMASA

En la figura 2 se representan los valores de rendimientos de produccion de hidrégeno obtenidos en funcién del
tiempo de almacenamiento a -20 °C de la biomasa de fangos de Alsacia Pinot Gris (cosechas de 2014).

Los valores de productividades obtenidos a partir de las diferentes pruebas de fermentacion varian entre 4,75 y 6,24
mmol/L/h. El valor de productividad obtenido durante la prueba de «47 dias» (6,24 mmol/L/h) es el mas elevado
debido en parte a la concentracion inicial en azlicares mas elevada para esta prueba (15,5 g equivalente de DCO/L)
que para las otras pruebas.

Los valores de rendimiento de hidrégeno obtenidos en funcién de las diferentes duraciones de almacenamiento de la
biomasa a -20 °C varian entre 1,67 y 2,02 mol/mol, es decir, una variacion del 9 %.

Por tanto se observa que la duracién del almacenamiento tiene un impacto limitado en la produccion de hidrégeno
que permite plantear el almacenamiento de la biomasa en una duraciéon importante; las variaciones observadas en
los rendimientos de produccién son atribuibles potencialmente a la diversidad microbiana y, por consiguiente, a las
vias metabdlicas usadas por la microflora endégena.

La figura 3 representa las clasificaciones taxondmicas y los indices de diversidad microbiana de las muestras
extraidas con 24 h de fermentacién cuando la biomasa se almacend durante 35, 47 y 63 dias. Como se ha sefalado
anteriormente, el phylum Firmicutes es el mas abundante con valores de abundancias relativas que varian entre el
96,1 % y el 97,4 % respectivamente para «35 dias» y «47 dias» (figura no representada).

En las familias (figura 3), las pruebas de «35 dias» y «47 dias» tienen una distribucién similar a la familia mayoritaria
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Clostridiaceae con el 85,8 % y el 84,3 % de abundancia relativa respectiva, y la familia Enterococcaceae es la
segunda familia mas abundante (respectivamente, el 9,7 % y el 12,9 %). En cambio, las familias Clostridiaceae y
Peptostreptococcaceae son las mas abundantes durante la prueba de «63 dias», con respectivamente el 80,1 % y el
12,4 %.

En la tabla 10 se presenta la afiliacion de las secuencias a la especie o al género microbiano mas proximo para las
pruebas a 35 dias, 47 dias y 63 dias de almacenamiento de la biomasa a -20 °C.

Tabla 10: Afiliacién de las secuencias mayoritarias de ADN que codifican ARNr 16S obtenidos por secuenciacién a
partir de muestras extraidas con 24 h de fermentacion durante las pruebas de «35 dias», «47 dias» y «63 dias».

Similitud «35 dias» «47 dias» «63 dias»

Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii,

butyricum) 99,5 % 35,9 % 58,2 % 74,4 %
Clostridium sp. 98,7 % 23,0 % 8,9 % 0,4 %
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0 % 1,7 % 2,5% 2,3 %
Clostridium intestinale 99,7 % 25,2 % 0,8 % 3,0 %
[Clostridium] bifermentans 100,0 % 0,2 % 0,1 % 12,4 %
Enterococcus villorum 98,7 % 9,7 % 24,8 % 0,8 %
Leuconostoc mesenteroides 100,0 % 0,0 % 0,5 % 2,7 %
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0 % 0,1 % 1,5 % 0,7 %
Enterobacter/Klebsiella/Proteus 99,7 % 1.2 % 1,3 % 0,1 %

El género afiliado a la secuencia representativa de la OTU dominante en todas las pruebas, es Clostridium spp.
(roseum, diolis, beijrinckii, butyricum) con abundancias relativas del 35,9 %, el 80,1 % y el 74,4 %, respectivamente
para las pruebas de «35 dias», «47 dias» y «63 dias». Solo la prueba de «35 dias» contiene dos OTU
subdominantes afiliadas a Clostridium intestinale y Clostridium sp. con respectivamente el 25,2 % y el 23,0 % de
abundancia relativa. Estas dos especies son minoritarias en las pruebas de «47 dias» y «63 dias» (abundancias
relativas inferiores al 3 %). Las especies intermedias afiliadas a las otras secuencias son: Enterococcus villorum con
abundancias relativas del 9,7 % y el 12,9 % respectivamente para la prueba de «35 dias» y «47 dias»; [Clostridium]
bifermentans con una abundancia relativa del 12,4 % para la prueba de «63 dias». Los filotipos bacterianos
minoritarios presentes en todas las pruebas son principalmente Clostridium spp. (sartagoforme, tertium),
Leuconostoc mesenteroides y los filotipos bacterianos entéricos que pertenecen a la familia de las
Enterobacteriaceae con abundancias relativas inferiores al 2,7 %.

En conclusion, cuanto mas largo es el tiempo de almacenamiento mas mayoritario es Clostridium spp. (roseum,
diolis, beijrinckii, butyricum), lo que significa que esta bacteria es resistente a la congelacion hasta 63 dias de
almacenamiento al contrario que Clostridium sp., influido por el tiempo de congelacion. Los datos de rendimientos
mostraron que la produccion de hidrégeno no se veia afectada por el tiempo de almacenamiento, aunque las
abundancias relativas de estas especies sean diferentes. Asi, Clostridium spp. (roseum, diolis, beijrinckii, butyricum)
no son los unicos tipos de bacterias responsables de la produccién de hidrégeno. De hecho, Clostridium intestinale y
varias cepas que no se han caracterizado taxondmicamente de manera formal (Clostridium sp.) son capaces de
producir hidrégeno. [Clostridium] bifermentans presente en la prueba de «63 dias» fermenta al mismo tiempo los
azucares y los aminoacidos vy tiene la particularidad de producir mayoritariamente del hidrogeno a través de las vias
de acetato y formiato.

EJEMPLO 9: INFLUENCIA DEL CONTENIDO DE LA CARGA PARA LA BIOMASA DE «FANGOS» EN LA
PRODUCCION DE HIDROGENO Y EN LA DIVERSIDAD MICROBIANA

Los rendimientos de produccion de hidrogeno obtenidos para la biomasa de fangos Pinot Gris de Alsacia (cosechas
de 2014) en funcién de la carga implementada en el biorreactor, de 14 g de DCO/L a 92 g de DCOI/L, estan
representados en la figura 4.

Cuanto mas elevada es la carga, mas importantes son los voliumenes de hidréogeno producidos y mas elevados los
valores de productividades obtenidos hasta un contenido de 60 g de DCO/L (5,20 + 0,71 mmol/L/h para la prueba a
14 g de DCO/L y 18,41 mmol/L/h para la prueba a 60 g de DCO/L). Estos resultados muestran claramente que la
biomasa no es solo fuente de materiales fermentables sino también fuente de microorganismos productores de
hidrégeno. Para un contenido de 92 g de DCOIL, la productividad obtenida (14,85 mmol/L/h) es inferior a la prueba a
60 g de DCOIL.

Hasta 28 g de DCOIL, el valor de rendimiento de hidrogeno no se ve influido por la carga (1,79 mol/mol obtenidos
para «28 g de DCO/L» frente a 1,82 £ 0,16 mol/mol para la prueba de «14 g de DCO/L»). Por encima de 28 g de
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DCO/L y hasta 60 g de DCOIL, los valores de rendimientos disminuyen ligeramente (1,31 y 1,47 mol/mol,
respectivamente para las pruebas de «45 g de DCO/L» y «60 g de DCO/L») y de forma mas acusada para un
contenido de 92 g de DCOI/L (0,77 mol/mol). Asi, una carga demasiado elevada en azucares influye en la produccién
y la velocidad de produccion de hidrégeno bien por la inhibicidn parcial de ciertas bacterias productoras de hidrégeno
o bien por el hecho de que los biocatalizadores han alcanzado su velocidad maxima de conversion de los azucares
en hidrégeno.

El analisis de la estructura microbiana por la clasificaciéon taxonémica en familias de secuencias obtenidas para cada
muestra (figura 5) muestra que, entre el phylum Firmicutes, phylum mayoritario, Clostridiaceae es la familia mas
abundante a 24 h de fermentacién con independencia de la carga con valores de abundancias relativas
comprendidos entre el 57,4 % («92 g de DCO/L») y el 86,4 % («28 g de DCO/L»).

Debe observarse que cuanto mas elevada es la carga mas baja es la abundancia relativa a esta familia. Las otras
familias presentes, mas minoritarias, son principalmente: Peptostreptococcaceae (12,4 %) para la prueba de «14 g
de DCOJ/L»; Enterobacteriaceae (5,2 %) para la prueba de «28 g de DCO/L»; Enterococcaceae para las pruebas de
«60 g de DCO/L» y «92 g de DCO/L» con respectivamente el 5,2 % y el 31,2 % de abundancias relativas. La
abundancia relativa de esta ultima familia parece estar correlacionada con la carga. De hecho, cuanto mas aumenta
la carga mas se incrementa igualmente la abundancia relativa de las Enterococcaceae.

En la tabla 11 se presenta la afiliacion de las secuencias a la especie o al género microbiano mas préximo.
Tabla 11: Afiliacion de las secuencias mayoritarias de ADN que codifican ARNr 16S obtenidas por secuenciacién a

partir de muestras extraidas con 24 h de fermentacion durante pruebas de «14 g de DCO/L», «28 g de DCO/L», «60
gde DCO/L» y «92 g de DCO/L».

«14g «28 g «60 g «92¢g

Especie Similitud DCO/L» DCO/L» DCO/L» DCO/L»
Clost_ridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, 99,5 % 74,4 % 78,1 % 71,6 % 57.4 %
butyricum)

Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0 % 2,3 % 0,1 % <0,1 % <0,1 %
Clostridium intestinale 99,7 % 3,0 % 6,3 % 0,3 % <0,1 %
Clostridium acetobutylicum 100,0 % 1.2 % 1,9 % 0,1 % <0,1 %
[Clostridium] bifermentans 100,0 % 12,4 % 1,1 % 0,1 % 1,9 %
Lactobacillus johnsonii 100,0 % <0,1 % <0,1 % <0,1 % 5,6 %
Leuconostoc mesenteroides 100,0 % 2,7 % 2,1 % 0,2 % <0,1 %
Enterococcus villorum 98,7 % 0,8 % 2,8 % 52 % 31,2 %
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0 % 0,7 % 0,7 % 3,7 % 0,5 %
Enterobacteriaceae 99,7 % 0,1 % 52% 1.2 % 0,5 %

El género dominante afiliado a la OTU mayoritaria es Clostridium spp. (roseum, diolis, beijrinckii, butyricum) con
independencia de la carga con las abundancias relativas similares mas elevadas para una carga de hasta 60 g de
DCO/L y una abundancia mas baja para la prueba de «92 g de DCO/L».

Ademas, se observa que cuanto mas elevada es la carga de biomasa mayor es la abundancia relativa de la especie
Enterococcus villorum (el 0,8 % a 14 g de DCOJ/L frente a entre el 31,2 % y el 92 g de DCOI/L). Por tanto, parece
posible que el descenso en produccién de hidrogeno a un contenido de 92 g de DCOI/L pueda relacionarse con la
inhibicion parcial de las bacterias productoras de hidrégeno (Clostridium spp.).

Por otra parte, las especies minoritarias afiliadas a cada prueba son: [Clostridium] bifermentans (12,4 %) para la
prueba de «14 g de DCO/L», Clostridium intestinale (6,3 %) y Enterobacteriaceae (5,2 %) para la prueba de «28 g de
DCO/L», Enterococcus villorum para la prueba de «60 g de DCO/L» (5,2 %) y Lactobacillus johnsonii (31,2 %) para
la prueba de «92 g de DCO/L». Tres especies afiliadas a tres OTU minoritarias (< 3,7 %) o muy minoritarias (< 0,1
%) estan presentes en todas las pruebas: Clostridium spp. (sartagoforme, tertium), Clostridium acetobutylicum,
Leuconostoc mesenteroides y Sporolactobacillus laevolacticus. Asi, la secuenciacion permite poner de relieve que
cuanto mayor es el contenido de biomasa mas elevada es la cantidad inicial de azucares y mas importante la
diversidad microbiana.

EJEMPLO 10: INFLUENCIA DEL ESTADO DE CONSERVACION DE LA BIOMASA DE «FANGOS» EN LA
PRODUCCION DE HIDROGENO Y EN LA DIVERSIDAD MICROBIANA - INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DEL
GAS DE BARRIDO QUE PERMITE LA EXTRACCION DE LOS GASES PRODUCIDOS

En este estudio, los rendimientos de produccion de hidréogeno (figura 6) de la biomasa de fangos de Alsacia, Pinot
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Gris (cosechas de 2014) almacenada a 4 °C («sin pt») se compara con la de la biomasa almacenada a -20 °C («ptf»)
y a la biomasa almacenada a -20 °C y que se ha sometido a un pretratamiento térmico a 70 °C (durante 1 h)
(«ptfc»). En paralelo, se realizé un estudio comparativo sobre el impacto de la naturaleza del gas de barrido en la
biomasa almacenada a 20 °C.

Los valores de produccién de hidrogeno obtenidas para las pruebas de «sin ptf», «ptf» (media efectuada en las
pruebas entre 35y 115 dias de almacenamiento) y «ptf + CO2» son préximos con, para la prueba en que la biomasa
almacenada a -20 °C se sometié a un pretratamiento térmico a 70 °C, el volumen de hidrégeno producido mas
elevado (3,7 L/L).

Los valores de productividades de hidrégeno obtenidas a partir de diferentes pruebas varian entre 4,16 y 5,64
mmol/L/h. Los valores obtenidos para las pruebas de «ptf» son estadisticamente superiores a las pruebas «sin ptf» y
«ptf + CO2», y solo los 5,64 mmol/L/h obtenidos durante la prueba de «ptf + ptc» son mas elevados.

Los valores de rendimientos obtenidos a partir de diferentes pruebas varian entre 1,82 + 0,16 y 2,45 mol/mol. El
valor de rendimiento obtenido para la prueba en que la biomasa congelada se traté previamente térmicamente es el
mas elevado y el mas cercano al rendimiento maximo teérico in vivo (61 %).

Ademas, se puede observar que el uso del CO2 como gas de barrido no influye en los rendimientos de produccion
de hidrégeno (rendimiento) comparativamente al uso del nitrdgeno y permite plantear el reciclado del diéxido de
carbono producido reduciendo asi el consumo de gas externo.

El estudio realizado sobre la influencia del tiempo de almacenamiento permitié poner de relieve una evolucion de la
flora microbiana en funcién del tiempo de almacenamiento. Por este motivo se eligieron dos pruebas de «ptf 35
dias» y «ptf 63 dias» como las mas proximas en términos de tiempos de almacenamiento, para comparar
respectivamente las pruebas «sin pt» (12 dias) y «ptf + ptc» (154 dias)

La figura 7 representa la clasificacion taxonémica en la familia obtenida para las muestras pretratadas o no.

El phylum Firmicutes es el mas abundante con valores de abundancias relativas que varian entre el 96,0 % y el 97,6
% respectivamente para «35 dias» y «ptf + ptc» (figura no representada). Clostridiaceae es la familia mas abundante
con independencia de la prueba con valores de abundancias relativas que varian entre el 80,3 % y el 94,5 %. Al
contrario que las pruebas de «ptf 35 dias» y «ptf 63 dias», las pruebas «sin pt» y «ptf + ptc» estan compuestas por
familias minoritarias que tienen abundancias relativas inferiores al 3,8 %.

En la tabla 12 se presenta la afiliacion de las secuencias a la especie o al género microbiano mas préximo para las
pruebas «sin pt» y «ptf + ptcy.

Tabla 12: Afiliacion de las secuencias mayoritarias de ADN que codifican ARNr 16S obtenidas por secuenciacion a
partir de muestras extraidas con 24 h de fermentacion durante pruebas «sin pt» y «ptf + ptc».

Similitud  sin ptf ptf 35 dias ptf 63 dias  ptf + ptc
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii,

butyricum) 95% 344% 359% 74,5 % 67,8 %
Clostridium sp. 98,7% 3,8% 23,0 % 0,4 % 1,8 %
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0% 1,3% 1,7 % 23 % 20,7 %
Clostridium intestinale 99,7% 456% 252% 3,0 % 4,1 %
Clostridium perfringens 100,0% 4,6 % 0,2 % 0,2 % <0,1 %
[Clostridium] bifermentans 100,0% 0,6 % 0,2 % 12,4 % <0,1 %
Anaerosporobacter mobilis 95% 28% <0,1 % <0,1 % <0,1 %
Enterococcus villorum 98,7% 38% 9,7 % 0,8 % 0,6 %
Leuconostoc mesenteroides 100,0% 0,1 % <0,1 % 2,7 % <0,1 %
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0% 0,8% 0,1 % 0,7 % 25%

Cuando la biomasa no se sometié a tratamiento previo, una especie dominante se afilia a la OTU mayoritaria:
Clostridium intestinale (45,6 %) mientras que en el estudio anterior en el tiempo de almacenamiento de la biomasa a
-20 °C, Clostridium spp. (roseum, diolis, beijrinckii, butyricum) fue la especie mayoritaria. En el caso de la prueba
«sin pt», esta especie es «solo» codominante con el 34,4 % de abundancia relativa. El almacenamiento de la
biomasa a -20 °C afecta a la especie Clostridium intestinale cuya abundancia relativa disminuy6 casi a la mitad para
pasar del 45,6 % al 25,2 %, en favor de cepas del género Clostridium que cuando la biomasa se almacena a -20 °C
durante 35 dias pasa del 3,8 % al 23,0 %. Clostridium perfringens y Anaerosporobacter mobilis también se ven
afectadas por el pretratamiento en frio, y sus abundancias relativas respectivas pasan del 4,6 % al 0,2 %, y del 2,8 %
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al < 0,1 %. Por el contrario, Enterococcus villorum no se ve influida por el pretratamiento en frio ya que esta presente
en las dos pruebas (respectivamente del 3,8 % y el 9,7 %). En cuanto al pretratamiento en caliente, afecta
negativamente a [Clostridium] bifermentans y Leuconostoc mesenteroides, para las cuales las abundancias relativas
pasan respectivamente del 12,4 % a < 0,1 %, y del 2,7 % a < 0,1 %. Por el contrario, el pretratamiento térmico en
caliente favorece a Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) cuya abundancia relativa pasa del 2,3 % al 20,7 %.

EJEMPLO 11: ESTRUCTURA DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS DE LA BIOMASA DE «ORUJOS DE UVA»

El estudio de la estructura de las comunidades microbianas en muestras extraidas en curso de fermentacion (24 h)
se realiz6 para orujos de uva obtenidos de las cosechas de 2013, almacenados a -20 °C, y que provienen de
diferentes suelos: Alsacia (variedades Pinot Gris (Arc) y Moscatel (Am)) y Borgofia (variedad Chardonnay
(tratamiento de cultivo ecofitosanitario (Becofito)), cuyos rendimientos de produccién de hidrégeno se recogen en la
tabla 3.

En la tabla 13 se muestra la afiliacion de las secuencias a la especie 0 al género microbiano mas proximo para estas
3 muestras.

Tabla 13: Afiliacién de las secuencias mayoritarias de ADN que codifican ARNr 16S obtenidas por secuenciacién a
partir de muestras extraidas con 24 h de fermentacién para los orujos de uva (cosechas de 2013) de Alsacia,
variedad Pinot Gris (Apc), variedad Moscatel (Av) y de Borgofia, variedad Chardonnay (tratamiento de cultivo
ecofitosanitario) (Becofito).

Similitud Arc Awm Becofito
Klebsiella spp. (oxytoca, michiganensis) 99,7 % 98,0% 99,8 % 98,9 %
Clostridium spp. (roseum, diolis, beijerinckii, g9 59, 03% <01% 0,4 %
butyricum)
Sporolactobacillus laevolacticus 100,0 % 0,3 % 0,0 % 0,0 %
Clostridium spp. (sartagoforme, tertium) 100,0 % <0,1 % 0,0 % 0,0 %
Methylibium sp. 100,0 % 0,4 % <0,1 % 0,1 %

Para las 3 muestras de orujos, el phylum Proteobacteria es el mas abundante con valores de abundancia relativos
del 98,4 %, el 99,9 % y el 99,0 % respectivamente para las muestras Apg, Am Y Becofito. La especie dominante esta
afiliada a la OTU mayoritaria: Klebsiella spp. (oxytoca, michiganensis) (98,0 %, 99,8 % y 98,9 % respectivamente
para las muestras Apg, Am Y Becofito).

Estos resultados muestran que la microflora endégena presente en los orujos en curso de fermentacion es diferente
de las presentes en la biomasa de fangos para las cuales el phylum Firmicutes es el mas abundante.

En resumen:

La fermentacion segun el procedimiento de la invencion se realizé en un reactor de 1 L de doble envoltura colocado
en la oscuridad y dotado de un sistema de extraccidon de gases puesto a punto en laboratorio que permite a la vez
garantizar las condiciones de anaerobiosis y reducir al minimo la presion parcial de hidrégeno, siendo este un
inhibidor de la actividad microbiana. A modo indicativo para los fangos, el rendimiento medio de hidrégeno obtenido
es de 2,0 £ 0,4 mol de Hz/mol de hexosa con un volumen producido comprendido entre 1,9 y 5,3 L de Hz/Lreactor
segun el acondicionamiento de la biomasa, que corresponde potencialmente a una produccién comprendida entre
26,7 y 74,8 L de Hz/Lviomasa. Para los orujos, el rendimiento medio de hidrégeno se eleva a 1,3 + 0,2 mol de Hz/mol
de hexosa y una produccion media de 22,4 + 4,6 L de Ha/kgviomasa. Para los orujos, el rendimiento medio de
hidrégeno se eleva a 1,3 + 0,2 mol de Hz/mol de hexosa y una produccidon media de 22,4 + 4,6 L de Hz/kgbiomasa-

Los estudios sobre la identificacion bacteriana por secuenciacién ponen de relieve la presencia de los géneros
Clostridium y Enterobacter.

La reproductibilidad se sometié6 a ensayo en fangos obtenidos de las cosechas de 2012 y 2013, los perfiles de
produccién son similares en lotes congelados, los volumenes de hidrégeno producido y los rendimientos son del
mismo orden de magnitud.

Las pruebas de la biomasa de orujos con o sin raspones dan lugar a perfiles de producciéon muy similares (volumen
de hidrégeno producido: 1,55 L (con raspones) y 1,48 L (sin raspones).

Al estar el consorcio microbiano compuesto principalmente por bacterias de los géneros Clostridium o Enterobacter,
la actividad de la carga microbiana obtenida de la reaccién debe tratarse de la misma manera que los digestatos
después de la metanizacién. Por este motivo el procedimiento de fermentacién oscura podra finalmente emplearse
por delante de todas las operaciones de extraccion de moléculas de interés de la biomasa inicial con el fin de
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conservar las propiedades de estas moléculas.

El paso a la escala industrial puede efectuarse con el conocimiento industrial en materia de biodigestor para la
metanizacion. De hecho, los dos procedimientos estan proximos tecnolégicamente.
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REIVINDICACIONES

1.Procedimiento de produccion de hidrégeno que comprende la fermentacion oscura de biomasas vitivinicolas, sin
adicion de consorcio microbiano y sin pretratamiento térmico, y en el que se extrae el gas producido por dicha
fermentacioén de la biomasa.

2.Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que no se aporta ningun aporte nutricional adicional a la biomasa.

3.Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la biomasa vitivinicola se elige entre los fangos de uva,
orujos de uva, tortas de filtrado, depositos de vino, orujos agotados, aguas de lavado de los materiales de
recoleccion, seleccion y vinificacion.

4.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la biomasa usada estd compuesta por
una o varias fuentes de biomasas vitivinicolas diferentes.

5.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, en el que la biomasa se obtiene de la
industria vitivinicola y se refiere a las uvas usadas para la vinificacién por prensado de la cosecha, con
independencia del suelo, el color de la uva y la variedad.

6.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la biomasa vitivinicola se elige entre
los fangos u orujos de uva de Alsacia o de Borgofia, y/o aguas de lavado de los lagares.

7.Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que la uva de Alsacia proviene de variedades de Moscatel,
Auxerrois, Pinot gris, Gewurztraminer, Riesling y la uva de Borgofa proviene de variedades de Pinot negro,
Chardonnay, Pinot negro/Chardonnay o Aligoté.

8.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la fermentacion se realiza a 37 °C + 2
°C

9.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la biomasa vitivinicola se conserva por
refrigeracion o congelacion antes del uso.

10.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el pH de la biomasa es superior a 5,5
+ 0,2 durante la fermentacion.

11.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el gas producido por la
fermentacién de la biomasa se extrae mediante un gas de barrido.

12.Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende ademas una etapa de
aislamiento del consorcio microbiano contenido en la biomasa fermentada o en fermentacion.

13.Procedimiento para obtener el consorcio microbiano presente en la biomasa fermentada segun el procedimiento
de la reivindicacién 12.
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