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Resumen

Los procesos de fermentacion anaerobia vienen teniendo lugar de forma natural desde hace
millones de anos llevados a cabo por diversas poblaciones de microorganismos que
transforman unas sustancias quimicas en otras. Estos procesos de fermentacion en cultivos
mixtos (FCM) de microorganismos tienen lugar como parte integrante de los ciclos naturales
sostenidos por el aporte continuado de energia solar al planeta. Los microorganismos
involucrados obtienen energia mediante estas conversiones y de ese modo pueden
sobrevivir y reproducirse, garantizando la continuidad de sus genes a lo largo del tiempo.
De la misma forma que con muchos otros procesos naturales, el ser humano viene
utilizando desde hace tiempo fermentaciones microbianas para desarrollar tecnologias para
su propio interés. Asi, el hombre aprovecha las conversiones que estos microorganismos
realizan y obtiene productos valiosos o logra degradar substratos indeseados. Con esta
perspectiva esta Tesis contribuye al modelado de fermentaciones anaerobias en cultivo
mixto con el fin de desarrollar y mejorar tecnologias para fines diversos, entre los que se
encuentran la produccion de sustancias con valor de mercado o portadoras de energia o
procesos de tratamiento de residuos. Esta Tesis contribuye al modelado de los procesos de
fermentacion en cultivos microbianos mixtos desde distintas perspectivas, cuya idoneidad

depende de la aplicacion y objetivos que tengan los modelos.

En el Capitulo 1 se presentan algunos fundamentos de las fermentaciones anaerobias y
se describen las biorreacciones mas comunes, con una especial atencion a la energética y
termodinamica de las mismas. En particular, se analizan los contenidos de energia de las
distintas especies quimicas involucradas asi como los cambios de energia a través de las
diversas reacciones. Se pone de manifiesto, ademas, como la necesidad que tienen los
microorganismos de producir sustancias muy oxidadas y de bajo contenido energético para
obtener la energia metabdlica necesaria para crecimiento y mantenimiento, obliga a la
formacion de otras sustancias de mayor contenido energético y con un menor grado de
oxidacion para cerrar los balances de materia y carga, asi como para satisfacer las
restricciones termodinamicas. Estas sustancias reducidas y de alto contenido energético
son, en general, productos de interés tecnologico. En este capitulo se presentan también
algunos fundamentos tedricos de modelado matematico con el fin de fundamentar y ubicar
el trabajo a realizar en la Tesis. De estos fundamentos teoéricos se pone de manifiesto la
importancia de plantear correctamente y tener muy presentes los objetivos que se buscan

a lo largo de cualquier el proceso de modelado. Se presenta una breve historia del
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modelado de los procesos de digestion anaerobia, donde se puede observar como la
mayoria de los trabajos realizados hasta la fecha se han centrado fundamentalmente en
aplicaciones orientadas al tratamiento de aguas residuales o de residuos sélidos y no en la
obtencion de productos de valor. Existe un interés emergente en los procesos anaerobios
de fermentacion con el objetivo de obtener productos con valor de mercado, como pueden
ser bioplasticos, sustancias combustibles portadores de energia como hidrégeno, metano o
ciertos alcoholes, otras sustancias de interés como precursores de productos quimicos, etc.
Esto complementa la mera aplicacion de los procesos anaerobios de fermentacion para el
tratamiento de corrientes residuales que venia siendo tan relevante hasta la fecha. Este
interés motiva el avance y desarrollo en este campo, en el que se tenga en cuenta la
mecanistica de los fendmenos que rigen estos procesos, con el fin de controlar la formacion

de productos.

En el Capitulo 2 de la Tesis se presenta un nuevo y prometedor enfoque para abordar el
modelado de procesos de FCM, basado en realidades mecanisticas y en particular orientado
hacia la prediccion de la formacion de productos. El cultivo mixto microbiano es
considerado como si fuese un microorganismo virtual capaz de llevar a cabo las rutas
metabolicas de fermentacion mas comunes y todo ello implantado en forma de red
metabolica. Los productos de fermentacion inicialmente considerados son acetato,
propionato, butirato, lactato y etanol junto con hidrégeno y didxido de carbono y se busca
una relacion entre la formacion de unos u otros con las condiciones ambientales de
operacion. De este modo se desarrolla un modelo inicial que predice la formacion de
productos en funcion de variables ambientales de operacion del cultivo como son el pH, la
presion parcial de hidrégeno y la concentracion de substrato. Para calcular los flujos de
productos se procede a la optimizacion de la red metabdlica, tomando como valor objetivo
la maxima produccion de biomasa, que a su vez se encuentra limitada por la disponibilidad
de energia como ATP. Se trata de un problema de maximizacion con restricciones,
definidas por el cumplimiento de los balances de materia asi como de las leyes
termodinamicas que obligan a que cada reaccion presente un cambio de energia libre de
Gibbs negativo. Las condiciones ambientales de operacion impuestas afectan a la
energética de las bioconversiones conducentes a los diversos productos; asi se ve afectada

la cantidad de ATP que se obtiene o bien el coste energético derivado de la produccion de
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ciertos productos. De este modo, por ejemplo, el transporte hacia el exterior de la célula
de productos acidos se vuelve energéticamente costoso a valores de pH bajos en el medio,
por tener que realizarse en contra del gradiente de concentraciéon de la forma libre del
acido. Ademas, la forma libre de los acidos difunde libremente a través de la membrana
celular con lo cual si se producen productos acidos a bajo pH en el medio, éstos difunden
hacia el interior de la célula cuyo pH es neutro y obligan, con el fin de mantener la
homeostasis celular, a un consumo de energia para su reexpulsion. Asi los productos de
caracter acido perderian rendimiento energético para la célula y en estas condiciones se
favorecera la formacion de otros productos de caracter no acido, buscando el maximo
beneficio energético. La suposicion del funcionamiento energéticamente optimo por parte
de los microorganismos se fundamenta en la hipotesis de que la evolucion ha seleccionado
a aquellos organismos capaces de aprovechar al maximo la energia disponible en el medio
para su crecimiento. Los resultados obtenidos con el modelo inicial desarrollado predicen
que el producto principal de la fermentacion pasa a ser butirato en lugar de acetato al
disminuir el pH del medio y/o aumentar la presion parcial de hidrégeno. Ademas para
valores de pH inferiores, el etanol se convierte en el principal producto de la fermentacion
debido a su caracter no acido. Este primer modelo requiere de validacion experimental
bajo condiciones muy bien controladas que permitan identificar procesos y parametros y es

concebido como semilla de una nueva generaciéon de modelos mecanisticos para FCM.

El modelo desarrollado en el Capitulo 2 se plantea como un primer modelo conceptual
que permita una primera estimacion de los productos que se forman en FCM. En el Capitulo 3
de la Tesis se discuten con detalle las importantes suposiciones realizadas durante el
desarrollo del modelo. Se proponen ademas una serie de modificaciones a incorporar en el
modelo que tendran un mayor o menor impacto sobre los resultados obtenidos de su
aplicacion. Entre los aspectos considerados para incluir se encuentran: (i) los procesos de
transferencia de materia liquido-gas (que son controlados cinéticamente) y que afectan a
los valores de concentraciones en fase liquida de, por ejemplo, hidrdgeno, con valores que
pueden ser muy superiores a los de equilibrio; (ii) el papel del acido férmico como
transportador de electrones ya que puede ser excretado como producto final acido o bien
descomponerse en hidrégeno y dioxido de carbono; (iii) la incorporacion de otras moléculas

transportadoras de electrones, ademas del NAD como son el FAD, Fd o el NADP y que

ifi
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pueden aportar restricciones adicionales al sistema y permitir la prediccion mediante el
modelo de situaciones con formacion de productos distintos. En este capitulo se evidencian
como de especial importancia, diversos procesos controlados cinéticamente que tienen
lugar en estos sistemas y no han sido considerados en la version inicial del modelo, basada
fundamente en procesos controlados termodinamicamente. Entre estos procesos
controlados cinéticamente se analiza, en particular, el papel de eventuales limitaciones
cinéticas inducidas por restricciones termodinamicas. Las leyes termodinamicas pueden
imponer restricciones que en ocasiones obliguen a disminuir mucho la concentracion de los
productos de algunas reacciones para permitir su flujo, manteniendo su cambio de energia
libre de Gibbs en valores negativos. Esto puede llevar a que ciertas especies intermedias en
una ruta metabolica deban tomar valores de concentracion extremadamente bajos, lo cual
puede llevar a una situacion de bloqueo cinético del flujo de la reaccion. Este aspecto
aparece como un fenomeno potencialmente interesante para mejorar la prediccion de la
formacion de ciertos productos como puede ser el caso de la formacion de lactato por
bloqueo de las rutas metabdlicas a través de acetil coenzima A. Finalmente en este
capitulo se propone una hoja de ruta para la mejora de estos modelos en la que se
recomiendan una serie de modificaciones. Se propone para ello un orden de prioridad para
su implantacion, siguiendo el criterio de implementar primero aquellas mas eficientes en
términos de las mejoras esperadas en el modelo por dicha modificacion frente a la
complejidad o grado de incertidumbre estimados que plantean.

En el Capitulo 4 se presenta una extension de Modelo de Digestion Anaerobia No.1
(ADM1) de la IWA para incorporar la degradacién de etanol. La extension se lleva a cabo
mediante una modificacion estructural en el modelo ADM1 original agregandose el proceso
de consumo de etanol catalizado por un grupo especifico de microorganismos. En primer
lugar se lleva a cabo la implementacion del ADM1 en Matlab/Simulink y se comprueba la
ausencia de errores de programacion mediante la comparacion con los resultados de otras
dos implementaciones en plataformas distintas, tanto en estado estacionario como en
dindmico, simulando datos experimentales de un CSTR. Durante las simulaciones se
identifican como etapas limitantes computacionales por un lado el calculo numérico de la
fisicoquimica del sistema, incluyendo el pH, y por otro la integracion numérica del balance

de materia del hidrégeno debido a su variacion brusca de concentracion en intervalos
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cortos de tiempo (stiff). Se recomienda la aproximacion algebraica tanto de la
fisicoquimica como del balance de hidrégeno para mejorar la velocidad de las simulaciones
siendo muy pequefio el error adicional introducido. Para estimar la estequiometria del
proceso de degradacion, asi como los parametros cinéticos de la velocidad de consumo de
etanol se utilizan resultados experimentales obtenidos de la operacion de un reactor
anaerobio UASB-AF a escala piloto alimentado con vino diluido. Dadas las dificultades de
identificabilidad por separado de la velocidad maxima de consumo y del rendimiento de
biomasa, se estima, a partir del valor para glucosa, un valor del rendimiento sobre etanol
considerando diferencia de generacién de ATP entre estos dos substratos. El valor estimado
de rendimiento tiene un efecto muy grande en el calculo de la concentracion de biomasa
consumidora de etanol en estado estacionario, que es el valor asumido como valor de
partida para las simulaciones. Se plantea de este modo un modelo ADM1 modificado
incorporando el proceso de degradacion de etanol en su estructura y utilizando los valores
estimados para los nuevos parametros. El modelo modificado se calibra con datos
procedentes de varios experimentos en los que se realizan diversas sobrecargas en el
reactor UASB-AF piloto. Los resultados obtenidos evidencian ciertas limitaciones en la
aplicabilidad del modelo, heredadas del propio ADM1. Estas limitaciones estas asociadas a
diversos factores como es la adopcion de una estequiometria fija por parte del ADM1 y la
version modificada para los procesos de acidogénesis tanto de glucosa como de etanol
respectivamente. La exhaustiva caracterizacion del influente requerida por el modelo es
otra importante limitacion asociada a la presencia de errores e incertidumbres en algunas
concentraciones del influente. Otros factores tales como la gran sensibilidad de ciertos
parametros a pequefos cambios en sus valores son responsables de estos resultados. El
modelo es, sin embargo, de gran interés para su aplicacion al disefo y ajuste de
controladores del proceso ya que es capaz de simular con gran detalle la dinamica de estos

sistemas en situaciones de transicion.

A la vista de las limitaciones recientemente reconocidas del ADM1 asociadas entre otros
factores al uso de uso de estequiometrias fijas en los procesos de acidogénesis y al uso de
unidades expresadas en DQO conjuntamente con molares, en el Capitulo 5 se estudian los
efectos derivados del uso de estequiometria variable sobre el comportamiento del modelo.

En primer lugar el ADM1 se implementa en unidades molares para evitar el uso simultaneo
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de unidades en DQO y molares y para facilitar la implantacion posterior de las funciones de
estequiometria variable. Para establecer las funciones de cambio de estequiometria como
funcion de condiciones ambientales para realizar el estudio, se han utilizado parte de los
resultados obtenidos con el modelo de FCM desarrollado en el Capitulo 2. Se construyen las
funciones de variacion de estequiometria con el fin de que durante la simulacion, ésta
pueda cambiar dindmicamente como funcion de condiciones tales como pH o concentracion
de hidrogeno. Los resultados del modelo FCM predecian un cambio de acetato a butirato
como producto principal al disminuir el pH y/o aumentar la concentracion de hidrogeno
disuelto. Con el fin de integrar estos resultados del modelo desarrollado en el Capitulo 2 en
el ADM1 de forma compatible, se ha utilizado Unicamente el ratio obtenido entre estos dos
productos de fermentacion que aunque cambia dinamicamente mantiene constante la suma
total de carbono en ambos productos y permite cerrar el balance de DQO mediante la
mayor o menor produccion de hidrogeno. De este modo los coeficientes estequiométricos
del catabolismo de glucosa se calculan en cada instante. Al realizar la comparacion
dinamica entre el modelo ADM1 estandar y el implementado con estequiometria variable
no aparecen apenas diferencias en los resultados de la simulacion de una sobrecarga fuerte
cuando se trata de un sistema metanogénico. Esto se atribuye a que la etapa acidogénica
de fermentacion de glucosa no limita el proceso con lo que la capacidad de eliminacion de
DQO permanece practicamente inalterada. Por otro lado si se realiza la comparacion en un
sistema de digestion anaerobia en dos etapas, siendo la primera un reactor acidogénico sin
microorganismos metanogénicos, aparecen importantes diferencias en la composicion del
efluente de este primer reactor, ya que la presion parcial de hidrogeno es mucho mayor. El
efluente del reactor acidogénico entra en el metanogénico donde la eliminacion de DQO
global predicha por ambos modelos es nuevamente equivalente ya que la conversion de los
productos de fermentacion de glucosa hasta acetato no es una etapa limitante del proceso
frente a la metanogénesis. Estos resultados sugieren que la incorporacion de una
estequiometria variable no afecta las predicciones del modelo de un modo relevante en
sistemas metanogénicos pero resulta necesaria para extender la aplicabilidad del ADM1 a
sistemas anaerobios no metanogénicos ya que la prediccion de productos de fermentacion
es totalmente diferente. Se podria plantear también la posibilidad de agrupar los procesos
acidogénicos y acetogénicos en un sélo proceso con estequiometria variable en funcion de

las condiciones ambientales.
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En el Capitulo 6 se presenta un método estadistico para la caracterizacion estructural
de modelos que puede ser aplicado también para la reduccion o simplificacion de los
mismos. El método consiste en la aplicacion de la técnica de analisis de componentes
principales (ACP) a datos experimentales previamente filtrados y normalizados con el fin de
determinar el nimero minimo de procesos de conversion que han de ser considerados en un
modelo para retener un porcentaje deseado de la variabilidad de esos datos. Esta técnica
se puede englobar dentro de los llamados métodos de caracterizacion estructural a priori
como apoyo en el proceso de desarrollo de modelos candidatos, en concreto en el
planteamiento de su estructura a partir de datos experimentales. Los modelos candidatos
se deberan plantear con al menos el nUmero minimo de procesos que se hayan estimado
como necesarios para poder reproducir el nivel de variabilidad deseado para un caso
particular. Esta técnica no define de por si cuales son los procesos a considerar sino solo el
numero necesario de éstos. Los procesos tendran que ser definidos a partir de un
conocimiento experto asi como de la informacion obtenida de los componentes principales,
que estan relacionados linealmente con la estequiometria de los procesos buscados.
Frecuentemente sin embargo, la extraccion de ésta informacion de los mismos no es
sencilla. Ademas, la técnica ACP propuesta puede ser aplicada sobre datos simulados
generados mediante un modelo de complejidad alta con el objetivo de reducirlo o
simplificarlo en términos de su nimero de procesos. Se podra plantear un modelo mas
simple que el original en los casos en que la variabilidad de los datos simulados pueda ser
retenida por un nimero de procesos menor que los presentes en el modelo complejo. Del
mismo modo que lo sucedido anteriormente, se necesita un conocimiento experto del
sistema para extraer la informacion implicita de los componentes principales obtenidos y
para determinar de ese modo la relacion de los procesos mas adecuados a considerar en el
nuevo modelo reducido. En este caso la existencia de una estructura mas compleja previa,
sirve de ayuda adicional para definir estos procesos. La técnica ACP presentada se aplica al
analisis de los datos experimentales obtenidos en diversos experimentos de sobrecarga en
un reactor UASB-AF y en un CSTR a escala piloto y laboratorio, alimentados con agua
sintética e industrial respectivamente. Los resultados obtenidos indican que son suficientes
cuatro procesos para retener casi completamente (en mas de un 95 %) la variabilidad de los
datos experimentales. De esto se concluye que un modelo con cuatro procesos deberia ser

capaz de reproducir datos experimentales generados bajo condiciones similares de
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operacion. Finalmente la técnica ACP se aplica también al tratamiento de datos simulados
mediante el ADM1 con el fin de analizar si un modelo mas sencillo podria reproducir su
variabilidad. Se concluye de nuevo que cuatro procesos relevantes son suficientes para
retener casi completamente (en mas de un 95 %) la variabilidad de los datos y que por lo
tanto resulta factible la simplificacion del ADM1 en un modelo de solamente cuatro
procesos para simular experimentos en condiciones y con aguas residuales de

caracteristicas similares.
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Resumo

As bioconversions anaerobias ocorren na natureza dende hai miles de anos e xogan un
importante papel nos ciclos globais sostidos polo aporte continuado de enerxia solar ¢
planeta. Estes procesos son efectuados por microorganismos que obtefen enerxia 6
realizaren estas conversions e que, en ausencia dun aceptor de electrons externo, realizan
fermentacions para converter os substratos organicos. Do mesmo xeito que con moitos
outros procesos naturais, os humans vefen utilizando as fermentacions en cultivos mixtos
(FCM) microbians para desenvolver tecnoloxias para o seu interese. Baixo esta perspectiva,
esta Tese contrible 6 modelado de fermentacions anaerobias en cultivo mixto coa fin de
desenvolver tecnoloxias para diversos propositos, incluindo o tratamento de augas residuais

e a produccion de sustancias quimicas de valor ou alto contido enerxético.

No Capitulo 1 preséntanse os fundamentos das fermentacions anaerobias, cunha
especial atencion a enerxética dos mesmos. Analizanse os fluxos de enerxia a traveso das
diversas sustancias involucradas nas bioconversions, nas que a produccion de sustancias
reducidas e de alto contido enerxético é consecuencia da necesidade de pechar os balances
de masa, carga e de cumprir coas leis termodinamicas. Neste capitulo preséntanse
asemade algins fundamentos de teoria de modelado coa fin de aportar perspectiva 6
traballo a desenrolar na Tese e de onde se pon de manifesto que os obxectivos para os que
se crean os modelos deben estar sempre presentes no proceso de modelado. Incliese
tamén unha breve historia do modelado dos procesos de dixestion anaerobia, amosandose
como a maioria dos traballos de modelado se centraron no tratamento de augas residuais.
O interese emerxente dos procesos anaerobios de FCM para obter productos con valor de
mercado fronte 6 mero tratamento de augas é unha das principais motivaciéns para o

desenvolvemento desta area de coflecemento.

No Capitulo 2 preséntase un novo e prometedor enfoque para o modelado de FCMs
buscando a prediccion dos productos de fermentacion. Os productos considerados son
acetato, propionato, butirato, lactato e etanol asi como hidréxeno e didxido de carbono. O
cultivo mixto microbian aproximase como un microorganismo virtual coas rutas metabolicas
de fermentacion mais comuns implantadas nunha rede metabdlica. Desenroélase un modelo
inicial para predecir os productos de fermentacion de glucosa en estado estacionario que

se obtefen baixo diferentes condicions ambientais de pH, presion parcial de hidrdxeno e
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concentracion de substrato. Os fluxos de productos calcilanse mediante unha optimizacion
da rede metabdlica maximizando a produccion de biomasa (limitada pola cantidade de
enerxia como ATP) cumprindose os balances de materia e as leis termodinamicas. As
condicions ambientais afectan a enerxética das conversions cara os diversos productos e
polo tanto a cantidade de ATP que se obtén delas. Este 6ptimo aproveitamento enerxético
baséase na hipotese de que a evolucién ten seleccionado aqueles microorganismos capaces
de aproveitar o maximo de enerxia para o seu crecemento. O modelo desenrolado predice
un cambio de acetato a butirato como producto principal da fermentacion cando o pH
diminle e/ou a presion parcial de hidréxeno aumenta; a pH baixos o etanol aparece como
o principal producto. Este primeiro modelo precisa dunha validacion experimental baixo
condicions ben controladas e foi concibido como semente dunha nova xeracion de modelos

mecanisticos para FCMs.

0 modelo desenrolado no Capitulo 2 considérase como un primeiro modelo conceptual
que permite obter unha primeira estimacion dos productos formados en FCM. As
importantes suposicions realizadas durante o desenvolvemento do modelo son discutidas
con detalle no Capitulo 3. Propoiense unha serie de melloras mais urxentes e discltese o
seu potencial de mellora do modelo. Entre os aspectos a ser resoltos atdpanse a
consideracion dos procesos de transferencia de materia liquido-gas (controlados
cinéticamente); o papel do acido formico como transportador de electréns; a incorporacion
doutros transportadores de electrons, engadindo restriccions 6 sistema para mellorar a
prediccion de productos, etc. De especial importancia son diversos procesos cinéticos, non
incluidos nesta versién do modelo, e en particular eventuais limitacidns cinéticas inducidas
por restriccions termodinamicas que se estudian en mais detalle. As leis termodinamicas
impofen restriccions que poden obrigar a diminuir a concentracion de certas especies
intermedias ata valores extremadamente baixos impedindo cinéticamente o fluxo de
reaccion. Isto foi identificado como un fendmeno de potencial interese na prediccion da
formacion de certos productos. Finalmente neste capitulo proponse unha folla de ruta para
a mellora dos modelos de FCMs, considerando primeiramente aquelas modificacions mais
eficientes en termos de mellora esperada no modelo fronte a complexidade ou grao de

incertidume da sua implantacion.
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No Capitulo 4 preséntase unha extension do Modelo de Dixestion Anaerobia No.1 (ADM1)
da IWA coa fin de incluir o tratamento de augas residuais con etanol. A extension realizase
mediante unha modificacion estructural no modelo incorporando o proceso de degradacion
de etanol catalizado por un grupo de microorganismos especifico. Primeiramente o ADM1
estandar foi implantado en Matlab/Simulink e validado fronte a erros de programacion
mediante a comparacion con implantacions noutras plataformas. O calculo numérico do pH
xunto coa integracion do balance de materia do hidroxeno foron identificadas como duas
etapas limitantes computacionais. Para estimar a estequiometria da degradacion de etanol
asi como os parametros cinéticos do consumo de etanol, utilizaronse resultados
experimentais obtidos da operacion dun reactor anaerobio UASB-AF a escala piloto,
alimentado con vino diluido. Prantéxase un ADM1 modificado, engadindo o proceso de
degradacion de etanol na estructura do ADM1 estandar e cos valores estimados para os
novos parametros. O modelo modificado calibrase con datos de varios experimentos de
sobrecarga e os resultados obtidos evidencian certas limitacions, consecuencia de diversos
factores, como a adopcion dunha estequiometria fixa no ADM1, a detallada caracterizacion
do influente requirida asi como a alta sensibilidade de certos parametros. Este modelo é
asi mesmo de grande interese de cara 6 control do proceso xa que é capaz de reproducir

con detalle a dinamica destes sistemas en situacions de transicion.

Tendo en conta as limitacions recofecidas no ADM1 polo uso de estequiometrias fixas
nos procesos de acidoxénese, no Capitulo 5 realizase un estudio do efecto do uso de
estequiometria variable no seu comportamento. En primeiro lugar o ADM1 é convertido a
unidades molares para eliminar alglns erros recentemente reportados e para facilitar a
implantacion da estequiometria variable. En base ds resultados obtidos co modelo de FCM
desenrolado no Capitulo 2, xéranse as funcions de variacion da estequiometria. Estes
resultados predecian un cambio de acetato a butirato como producto principal cando o pH
diminle e/ou a concentracién de hidroxeno aumenta. Estas funcidns calculan
dinamicamente os coeficientes estequiométricos do catabolismo de glucosa en funcion do
pH e da concentracion de hidroxeno. Non aparecen diferencias importantes nos resultados
da comparacion do modelo estandar co de estequiometria variable na simulacion dun
sistema metanoxénico, atribuido elo a que a acidoxénese no é limitante no proceso. Doutra

banda, na simulacion de dixestion anaerobia en dlas etapas aparecen importantes
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diferencias na composicion do efluente do reactor acidoxénico. Estes resultados suxiren
que é necesaria a consideracion dunha estequiometria variable para estender a aplicacion
do ADM1 a sistemas non metanoxénicos. Suxirese tamén a posibilidade da agrupacion dos

procesos acidoxénicos e acetoxénicos nun so proceso de estequiometria variable.

No Capitulo 6 desenvolvese unha metodoloxia para a caracterizacion estructural e
reduccion de modelos. O método consiste na aplicacion da analise de compoientes
principais (ACP) a datos experimentais coa fin de determinar o nimero de procesos de
conversion que poden reter unha porcentaxe desexada da variabilidade do sistema. Isto
considérase como un método de caracterizacion estructural a priori para axudar & proposta
de modelos candidatos a partires de datos experimentais. Os modelos candidatos deben ter
o nimero de procesos necesario para reproducir o nivel de variabilidade desexado do
sistema. Estes procesos teran que ser definidos a partires dun cofecemento experto asi
como da informacion obtida dos compoientes principais. Ademais disto, a técnica ACP
pode aplicarse a datos simulados xerados mediante modelos de alta complexidade
buscando a sUa reduccion ou simplificacion. Poderase prantexar un modelo mais simple no
caso en que a variabilidade dos datos simulados poida ser reproducida por un nimero de
procesos menor que os presentes no modelo complexo. De novo o cofecemento experto
xunto coa informacion obtida dos compoiientes principais serve de axuda para determinar
os procesos no novo modelo reducido. A técnica ACP foi aplicada a datos experimentais
obtidos de varios experimentos de sobrecargas nun reactor UASB-AF e nun CSTR
alimentados con auga sintética e industrial respectivamente. Os resultados obtidos indican
que catro procesos son suficientes para reter case que completamente a variabilidade dos
datos. Polo tanto un modelo con catro procesos deberia ser capaz de predecir datos
experimentais xerados en condicion similares. Por outra banda o método ACP foi aplicado
tamén a datos simulados xerados co ADM1 concluindose que de novo catro procesos son
suficientes para reproducir case que completamente (en mais dun 95 %) a variabilidade dos

datos simulados.
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Anaerobic bioconversions have been occurring in nature for millions of years and play an
important role in the global cycles as driven by solar energy and conducted by
microorganisms that harvest energy from these conversions. In absence of an external
electron acceptor the anaerobic microorganisms rely on fermentation processes for
conversion of organic substrates. As for many other microbial processes, humans have
made use of these so called mixed culture fermentation (MCF) processes to develop
technologies. This thesis contributes to the modelling of anaerobic mixed culture
fermentations aiming for the development of technologies for multiple purposes, including

wastewater treatment processes and production of chemicals or energy carriers.

The fundamentals of anaerobic fermentations, with special attention to their
energetics, are presented in Chapter 1. The bioenergetic implications of the different
species involved in the bioconversions are presented, showing how the production of
reduced high-energy compounds is necessary to accomplish with thermodynamic laws and
mass and redox balances. A general background of modelling theory is also presented in
this chapter to support the work described in this thesis. A brief history of the modelling of
anaerobic digestion is presented as well, showing how most of the modelling work focused
on wastewater treatment. The emerging interest of anaerobic MCFs to obtain valuable
chemical products instead of only for waste treatment purposes appears as a major

motivation for further development in this field.

A new and promising approach for developing mechanistic models of MCFs, aiming at
the prediction of product formation as a function of the environmental conditions of
cultivation, is presented in Chapter 2. The organic end products of the MCF process
considered are acetate, propionate, butyrate, lactate, ethanol and biomass with hydrogen
and carbon dioxide as by-products. The mixed culture microbial population is assumed as a
virtual microorganism in a metabolic network that conducts the most typical fermentation
pathways. An initial model was developed to predict the product spectrum obtained in
steady state by fermentation of glucose under different environmental conditions of pH,
partial pressure of hydrogen and substrate concentration. The fluxes of products are
calculated by optimisation of the metabolic network, in terms of maximum biomass growth
(limited by energy as ATP), while fulfilling thermodynamic laws and mass balances. The

environmental conditions affect the energetics of the conversions towards the diverse
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products and consequently the amount of ATP vyielded. This optimum energetic
performance is based on the hypothesis that evolution has selected those microbial species
that most efficiently harvest energy for growth. The model developed predicts a shift from
acetate to butyrate as main fermentation product when pH decreases and/or hydrogen
pressure increases, while ethanol is predicted as main product at lower pH values. The
model requires experimental validation under well controlled conditions and it was

conceived as the seed of a new generation of mechanistic models for MCFs.

The model developed in Chapter 2 should be regarded as a first, conceptual model that
allows for obtaining a first estimate of the products formed in MCF processes. However,
during model development major assumptions and simplifications were made. These
aspects of the MCF model are extensively discussed in Chapter 3. The most important and
urgent add-ins to the model are also proposed and their potential for model improvement
is discussed in this chapter. Among the issues to be addressed are the incorporation of
liquid-gas mass transfer processes (kinetically controlled); the role of formic acid as
electron carrier; incorporation of additional electron carriers that can add more constraints
to the system for a more realistic products prediction, etc. Of particular importance are
certain kinetic processes not currently included in the model, and among them, kinetic
limitations induced by the thermodynamic constraints are studied in more detail.
Thermodynamic laws impose restrictions that can decrease certain intermediate
concentrations down to extremely low values creating kinetically unfeasible fluxes. These
phenomena are identified of potential interest for the prediction of product formation.
Finally in this chapter a route plan for improvement of MCF models is proposed, considering
first the most efficient modifications in terms of expected improvements of the model

output versus complexity of implementation.

The general purpose IWA Anaerobic Digestion Model No.1 (ADM1) is extended in Chapter 4
to include the treatment of ethanolic wastewaters. This is achieved by incorporating
ethanol degradation process in the model, catalyzed by an independent microbial group.
First, the standard ADM1 is implemented in Matlab/Simulink and validated for
programming errors by comparison with implementations in other platforms. The numeric
calculation of pH and the integration of the hydrogen mass balance are identified as two

important computational bottlenecks. Experimental results obtained from the operation of
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a pilot scale UASB-AF anaerobic reactor, treating diluted wine, are used to estimate the
stoichiometry of ethanol degradation, as well as the kinetic parameters of the ethanol
uptake rate. A modified ADM1 is built-up by addition of the ethanol degradation process to
the standard ADM1 structure with the new estimated parameters. The modified model is
calibrated using data from several overload experiments and the results obtained
demonstrated certain limitations, due to the fixed stoichiometry utilized, the detailed
influent characterisation required and the high sensitivity of certain parameters. This
model appears as very interesting to be applied for control purposes, since it reproduces

properly the dynamics of these systems under transient conditions.

Considering the limitations of using a fixed stoichiometry approach in the acidogenic
processes recognised in ADM1, the effect of using a variable stoichiometry on the model
performance is studied in Chapter 5. The standard ADM1 was first converted into molar
units, to avoid some errors reported and to facilitate the subsequent implementation of a
variable stoichiometry. Based on the results obtained from the MCF model developed in
Chapter 2, that predict a shift from acetate to butyrate as the major product at decreasing
reactor pH and/or increasing hydrogen concentration, variable stoichiometry functions are
built up. These functions return dynamically the ADM1 stoichiometry coefficients of the
catabolism from glucose as a function of the operational pH and the hydrogen
concentration. The results of the standard versus the variable stoichiometry ADM1 showed
that for methanogenic systems no difference appears in the process performance
simulated, since the acidogenesis is not the rate limiting process. On the other hand when
a two step anaerobic digestion process is simulated, important differences appear
especially in the product composition of the acidogenic reactor. These results suggest that
a variable stoichiometry approach is required to extend the application of ADM1 to non
methanogenic systems. A lumping of acidogenic and acetogenic processes in ADM1 into a

sole variable stoichiometry process is furthermore suggested.

A methodology for structural characterisation and model reduction is developed in
Chapter 6. The method consists of the application of principal component analysis (PCA) to
experimental data, in order to assess the number of conversion processes required to
retain a desired percentage of the data variability. This can be considered as an a priori

structural characterisation method that assists the modeller to generate candidate model
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structures from experimental data. A candidate model should have the number of
processes required to reproduce the desired level of variability of the system. The
characteristics of these processes must be defined by the modeller's expertise and the
information extracted from the principal components obtained. In addition to this, the PCA
can be applied also to simulation data generated by complex models, aiming at their
reduction or simplification. A simpler model can be set up if the simulated data variability
can be reproduced by a lower number of processes than those present in the complex
model. Again, the modeller's expertise and the principal components provide guidelines for
the definition of the reduced model processes. The PCA methodology is applied to
experimental data from overload experiments in a UASB-AF and a CSTR reactor treating
synthetic and industrial wastewater respectively. The results obtained indicate that only 4
processes can retain almost completely the data variability and a four-process model
should be therefore able to reproduce experimental data generated under similar
conditions. Moreover the PCA method was applied to simulation data generated by the
ADM1, obtaining that also 4 processes are enough to reproduce almost completely (more
than 95 %) the data variability.
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Abstract

This chapter provides background for the work developed in this
thesis. Anaerobic fermentations are introduced with a brief
explanation of the most important fermentation pathways, their
energetics and ecological issues. General 