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RESUMEN

En esta investigacion se evalud el efecto que tiene el desarrollo de una biopelicula gruesa y una
biopelicula delgada sobre la produccion de hidrégeno (H,). La biopelicula gruesa, generada en un
soporte poroso, favorecio el crecimiento de microorganismos no productores y/o consumidores de H,
llevando a bajos rendimientos del mismo. Se encontrd que una biopelicula delgada, generada en un
soporte pléstico fue la adecuada para este tipo de proceso. Se evalué también la influencia que tiene el
tipo de indculo sobre la produccién de H,. Para ello se probaron dos indculos provenientes de reactores
tipo UASB donde se tratan aguas residuales de la industria cervecera, de actividad metanogénica
diferente. Se encontrd que el tipo de indculo tiene influencia sobre la produccion de H,, obteniéndose
un mayor rendimiento en cuanto a la produccion de H, cuando se usé el indculo de menor actividad
metanogénica: 0.83 mol/ mol de glucosa y 0.14 mol/mol de glucosa para el de mayor actividad
metanogénica. Se evaludé también el efecto de la alcalinidad sobre la produccion de H, y se encontro
que el decaimiento del pH a valores por debajo de 5 llevaba a cero la produccién de H, en menos de 10
ciclos. Se evaluaron 1, 2 y 3 g/L de CaCOj; para controlar el pH, sin embargo los resultados
encontrados no muestran evidencia que la concentracion de CaCOjs tenga efecto sobre la produccion de
H,.
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INTRODUCCION

Por décadas, el uso y abuso de los combustibles fésiles (liquidos, gases o en forma sélida) ha causado
la contaminacién del suelo, aire y agua. Recientemente, se han propuesto diversos combustibles
alternativos para sustituir a los combustibles fésiles. EI hidrégeno (H,) es uno de esos combustibles
alternativos y es reconocido como una de las fuentes de energia del futuro més prometedoras debido a
que tiene el contenido de energia mas alto por unidad de peso que cualquiera de los combustibles
conocidos (ej. la gasolina, gas natural, etanol, etc.) (142 kJ/g o 61000 BTU/Ib) (el valor energético de
un kg de H, es equivalente al de 2.4 kg de metano y contiene 2.75 mas energia que los hidrocarburos).
Ademas, es considerado un combustible limpio ya que durante su combustién no desprende, carbén,
sulfuro o nitrégeno, causantes de contaminacién, sino Unicamente agua. Actualmente el H, es
principalmente producido a partir de combustibles fdsiles como el gas natural y nafta. Sin embargo,
esta practica, es una contradiccion ambiental ya que se produce un combustible limpio a partir de una
fuente contaminante y limitada, de ahi que existe la necesidad de usar otras fuentes y métodos para
obtener H, de una manera renovable, sostenible y ambientalmente amigable.

En este sentido, la biotecnologia a través de la digestion anaerobia puede proveer H, de fuentes
renovables, abundantes y limpias, como el agua residual o desechos organicos (Valdez et al., 2009). El
interés en la digestion anaerobia de cultivos energéticos, residuos y desechos organicos se ha
incrementado en los Ultimos afios debido a la necesidad de reducir las emisiones de los gases que
causan el efecto invernadero y facilitar el desarrollo de una de una fuente de energia sostenible
(Weiland 2010).

Los procesos para la produccion fermentativa de hidrégeno pueden ser divididos en dos categorias:
sistemas de biomasa suspendida y sistemas de biomasa inmovilizada.

Los sistemas de biomasa suspendida permiten una mejor transferencia de masa entre los
microorganismos y el sustrato, pero presentan dificultad para mantener cantidades suficientes de
poblacion de bacterias productoras de hidrogeno en el reactor cuando se trabaja con alta carga
hidraulica (o bajo TRH) debido a que el lavado de la biomasa ocurre a TRH corto.

La mayoria de los estudios realizados sobre la produccion fermentativa de hidrégeno han sido
conducidos en modo de lotes debido a su operacion simple y facil control. Sin embargo, operaciones a
gran escala podrian requerir de procesos de produccién continua. Estudios previos muestran que el
reactor de agitacion continua (CSTR) es el tipo de reactor mas ampliamente usado en la produccién
fermentativa de hidrdgeno.

En un CSTR convencional, la biomasa esta suspendida dentro del reactor y como el tiempo de
retencion de sélidos es igual al tiempo de residencia hidraulica (TRH) puede ocurrir el lavado de la
biomasa, por lo que la concentracion de la biomasa en el reactor y por lo tanto la produccion de
hidrégeno esta limitada (Wang & Wan, 2009)

Ademas de lo anterior, la produccion fermentativa de hidrégeno en reactores de tipo CSTR es muy
sensible a los cambios en los factores ambientales tales como, pH, TRH, T y compuestos toxicos.

Asi que, como mejorar la retencién celular bajo una alta carga hidraulica (o bajo TRH) puede jugar un
rol importante para lograr una tasa de produccién de hidrégeno eficiente y estable (Wu et al., 2008).

Los reactores de biomasa inmovilizada proveen una alternativa a los reactores de biomasa suspendida,
ya que este tipo de reactores son capaces de mantener altas concentraciones de biomasa, por lo que
pueden operar a TRH corto (que es apropiado para la produccion de hidrégeno) sin que haya lavado de
biomasa. La inmovilizacion de la biomasa puede lograrse a través de la formacién de granulos,
biopeliculas usando diferentes medios de soporte o bioparticulas de gel (Wang & Wan, 2009).
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Hasta ahora se ha estudiado la influencia de factores como la temperatura, el pH, el tipo de sustrato, el
inoculo, y el tipo de reactor, sin embargo pese a las diferentes investigaciones realizadas para la
produccién de hidrégeno usando sistemas de biomasa inmovilizada, hasta ahora no ha sido reportada la
influencia que tiene el tipo de biopelicula desarrollada sobre el medio de soporte sobre la produccion
fermentativa de hidrdgeno por lo que el objetivo de esta investigacion fue estudiar la influencia de una
biopelicula delgada y una biopelicula gruesa sobre la produccion de hidrogeno. Se evalué ademas el
efecto del tipo de indculo y de la alcalinidad del medio sobre la produccion de hidrégeno.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la influencia del tipo de biopelicula sobre la produccion de hidrdégeno en un reactor
con biomasa fija empleando dos empaques diferentes.

Objetivos particulares

O Implementar dos reactores con biomasa fija: uno empacado con un medio de soporte
plastico y otro empacado con un medio de soporte ceramico.

O Evaluar la produccion de H, empleando una biopelicula gruesa y una biopelicula
delgada.

O Evaluar la produccion de H, empleando dos indculos diferentes.

Q Evaluar la produccion de H;, bajo diferentes condiciones de alcalinidad del medio.
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES

Desde el inicio de la historia de la humanidad, el hombre ha usado los combustibles para satisfacer sus
necesidades energéticas. Estos han ido evolucionando hacia mejores, mas eficientes, mas seguros y
mas limpios ambientalmente, de la madera a la grasa animal, al carbon, al petréleo, al gas natural y
ahora al hidrogeno. Claramente se muestra una tendencia hacia el desarrollo de combustibles mas
ligeros y limpios. Los combustibles fosiles han sido explotados por mas de un siglo, lo que ha
conducido no solo a serios problemas ambientales sino también al agotamiento de las reservas
limitadas de dichos combustibles, cuyos picos méaximos esta predicho se alcanzaran en 2023 y 2050
para el petréleo y gas natural respectivamente (Brentner et al., 2010), haciendo necesaria la basqueda
de una alternativa de energia limpia. EI H, es el combustible méas prometedor en la sucesion de los
combustibles fésiles, con varios beneficios técnicos, socio-econdmicos y ambientales a su crédito. El
H, tiene el mas alto contenido de energia por unidad de peso que cualquiera de los combustibles
conocidos (144 kJ/g). El H, es un gas ambientalmente amigable ya que de su combustién resulta
Unicamente vapor de agua y energia. Estas caracteristicas hacen del H, un candidato ideal para
reemplazar a los combustibles fésiles. EI H, ha sido aceptado universalmente como un recurso de
energia renovable ambientalmente seguro y como la alternativa mas adecuada a los combustibles
fosiles que no dafia el medio ambiente.

La demanda global de energia se esta incrementando rapidamente, y alrededor del 88% de esta
demanda es satisfecha por combustibles fésiles. Distintos escenarios han mostrado que esta demanda
de energia se incrementara durante este siglo en un factor de 2 6 3. Al mismo tiempo, las
concentraciones de gases causantes del efecto invernadero en la atmosfera se estan incrementado
rapidamente, como las emisiones de CO,, derivadas del uso de combustibles fosiles. Para reducir el
calentamiento global relacionado con dichas emisiones y los impactos por el cambio climatico, es
necesario que las emisiones sean reducidas a menos de la mitad de los niveles de emision global de
1990. Para esto se ha pensado en el H, como una de las soluciones mas prometedoras. (Weiland, 2010)

Actualmente el 40% del H, es producido a partir de los gases naturales, 30% de aceites pesados y nafta,
18% del carbon, 4% por medio de electrélisis y alrededor del 1% de biomasa. Actualmente, los
procesos de produccion biolégica de H, a nivel laboratorio estdn en auge debido a dos razones
principalmente: el uso de recursos de energia renovable y porque dichos procesos se llevan a cabo a
temperatura y presion atmosférica (Sinha & Pandey, 2011).

El interés en el biohidrégeno empez6 a ganar prominencia en los 90s cuando se hizo evidente que la
contaminacion atmosférica por la combustion de combustibles fésiles no solo tenia efectos en la salud
localmente, sino que también puede provocar cambios climaticos significantes globalmente. Como
resultado, algunos gobiernos empezaron a invertir en la produccién bioldgica de hidrégeno,
particularmente los gobiernos de Alemania, Estados Unidos y Japdn y con menor inversion en algunas
otras ciudades. Actualmente, diferentes ciudades han decidido invertir en esta investigacion en la
busqueda de una fuente renovable de energia. La realizacion de procesos practicos para la produccion
de hidrégeno podria resultar en una importante fuente biol6gica de energia sostenible y renovable, sin
emisiones de gases de efecto invernadero o contaminacion ambiental. Sin embargo, el desarrollo de
procesos practicos requerira avances significativos en desarrollo cientifico y tecnoldgico, y
relativamente tiempos largos (>10 afios). Para que el H, sea renovable, debe provenir de fuentes
renovables.

Los procesos para la produccion bioldgica de hidrégeno pueden ser dividos, en términos generales, en
dos grupos distintos: uno dependiente de la luz y el otro independiente. Los procesos que se llevan a
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cabo mediante la luz son biofotdlisis directa o indirecta y fotofermentacion mientras que la
fermentacidn obscura es un proceso independiente de la disponibilidad de luz (Kotay & Das, 2008).

Aunque la produccion fotosintética de H, es un proceso tedricamente perfecto con la transformacion de
la energia solar en hidrogeno por bacterias fotosintéticas, aplicarlo a la practica es dificil debido a la
baja eficiencia de utilizacion de la luz y dificultades en el disefio del reactor. Sin embargo, la
produccion fermentativa de hidrogeno tiene las ventajas de una tasa rapida de produccion de hidrogeno
y su operacion simple. Ademas, puede utilizar varios desechos organicos como sustratos. Entonces
comparada con la produccién fotosintética, la produccion fermentativa es mas viable y por lo tanto la
méas ampliamente usada. Ademas, es de gran significancia producir hidrégeno a partir de desechos
organicos a través de la fermentacién porque no solo se trata los desechos organicos, sino que también
se produce energia limpia. Es por eso que la produccién fermentativa de hidrégeno ha ganado tanto
interés en los Gltimos afios (Wang & Wan, 2009).

Hasta hoy Unicamente se ha logrado una eficiencia del 15% en los procesos de fermentacion. Aun
cuando la fermentacion es rapida, aun no es un proceso eficiente en la conversion de la energia
contenida en la biomasa a hidrdgeno. El objetivo es entonces incrementar el rendimiento de hidrégeno
a alrededor del 85%. Mientras que el proceso de fermentacion para la produccion de hidrégeno ha sido
demostrado en laboratorio, los rendimientos han sido bajos y es incierto si esta tecnologia puede ser
desarrollada para proveer altos rendimientos de hidrégeno y convertirse econémicamente competitivo
con la gasolina o con las ya establecidas rutas de produccién de hidrdgeno.

“The Global Hydrogen Vision” prevee al hidrogeno como un recurso de energia doméstica flexible,
seguro y asequible que serd usado en todos los sectores de la economia y en todas las regiones del
mundo. El hidrégeno se convertira en la “opciéon de energia limpia” del mundo, uniéndose a la
electricidad como portador de energia primaria y proveyendo los fundamentos para el establecimiento
de un sistema de energia sostenible globalmente (Kotay & Das, 2008)
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1.1 Digestion Anaerobia

POLIMEROS COMPLEJOS

(Polisacaridos, proteinas, lipidos)

Bacterias hidroliticas

\4
MONOMEROS Y OLIGOMEROS

(Azlcares, aminoacidos, acidos grasos de cadena
larga)

Bacterias acidogénicas
(fermentacion)

v
ACIDOS GRASOS VOLATILES

(C>2)

Bacterias sintroéficas

Acetato
Bacterias

homoacetogénicas

R CH, + CO, <
Metanogénicas Hidrogenotroficas

acetoclasticas metanogénicas

Figura 1.1. Etapas para la produccion de metano de acuerdo a Gunjer y Zehnder, 1983

---» Reacciones que consumen hidrégeno (Valdez & Poggi 2009)

El proceso de la digestion anaerobia es un proceso complejo, dicho proceso puede ser dividido en
cuatro fases: hidrolisis, acidogénesis, acetogenesis/deshidrogenacion y metanogénesis (Figura 1.1). Los
pasos individuales de degradacion son llevados a cabo por diferentes consorcios de microorganismos,
los cuales en parte estan interrelacionados sintréficamente. Los microorganismos encargados de la
fermentacion e hidroélisis son los responsables del ataque inicial a los polimeros y mondémeros y
producir principalmente acetato e hidrogeno y cantidades variantes de &cidos grasos volatiles como
propionato y butirato. Los microorganismos hidroliticos excretan enzimas hidroliticas, como la
celulasa, xilanasa, amilasa, lipasa, y proteasa. En la hidrdlisis y fermentacion de la materia orgénica
participa un consorcio complejo de microorganismos, la mayoria de las bacterias son anaerobias
estrictas como las bacteriocidas, Clostridia, y Bifidobacteria, ademas de algunas facultativas
anaerobias como las Streptococcus y Enterobacter.(Weiland, 2010). A continuacion una explicacion
mas amplia.
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1.1.1 Hidrdlisis y Acidogénesis

Aqui las bacterias fermentativas se ocupan de la hidrdlisis de los polimeros organicos y de los lipidos
para formar elementos estructurales basicos como monosacaridos, aminoacidos, &cidos grasos,
alcoholes, y posteriormente acidos grasos voldtiles de cadena corta, asi como hidrégeno y didxido de
carbono.

1.1.2 Acetogénesis

En esta etapa, los productos intermedios de la fermentacion, son convertidos a acetato, hidrégeno y
dioxido de carbono por bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrégeno (OHPA). Estas
bacterias son inhibidas por el hidrégeno que producen, por lo que es necesario que éste no se acumule
en el medio. Debido a esto, las bacterias OHPA mantienen una estrecha relacion con las bacterias que
remueven el hidrégeno, como las metanogénicas.

Las bacterias consumidoras de hidrogeno son las encargadas de mantener baja la presion parcial del
hidrégeno en el sistema, de otra manera los &cidos grasos volatiles, se acumularian en el sistema
disminuyendo el pH, lo que inhibiria la actividad de las bacterias productoras de hidrégeno.

En el sistema se pueden desarrollar bacterias homoacetogénicas capaces de transformar el hidrdgeno,
diéxido de carbono y azlcares simples como la glucosa, a acetato Unicamente, disminuyendo asi el
rendimiento en la produccion de hidrogeno.

1.1.3 Metanogénesis

Por altimo, para una degradacién completa de la materia organica, el consumo de los &cidos organicos
e H, por microorganismos metanogénicos acetoclasticos/hidrégenotréficos produciendo CH, y CO, es
esencial. Ademas cuando estan presentes sulfatos o nitratos, las bacterias sulfatorreductoras (SRB) y
nitratoreductoras (NRB) son capaces de usar el H, como donador de electrones produciendo sulfuros y
amoniaco, respectivamente.

De esta manera, el H, es un intermediario clave consumido principalmente por microorganismos
metanogénicos, NRB, SRB y homoacetogénicos. El consumo de H, permite que las reacciones
bioquimicas llevadas a cabo por bacterias sintroficas, se conviertan en exergénicas permitiendo a los
sintrofos producir H, adicional a partir de los acidos organicos. Esta asociacion obligatoria entre
productores y consumidores de H, es llamada sintrofia. En consecuencia, la concentracion de H, y la
actividad de los consumidores del mismo pueden regular las rutas de la fermentacién. Debido al rapido
consumo del H,, su concentraciéon usualmente es extremadamente baja, y los microorganismos tienen
gue competir por él. Por eso, el establecimiento de un tipo de consumidor de H, depende
principalmente del tipo de in6culo, la concentracion de H,, fuente de carbono, la solubilidad del
aceptor de electrones y en la capacidad de utilizar concentraciones traza de H,. (Valdez & Poggi,
2009).

Para la produccion de hidrégeno es necesario entonces darle tratamiento previo al in6culo a fin de
eliminar las bacterias metanogénicas y todas aquellas que consumen el H, y ademas proveer las
condiciones apropiadas durante la operacion del proceso para evitar que esta etapa, donde el hidrégeno
es consumido, se lleve a cabo.

Pese a lo anterior y después de optimizar todos los factores fisicos para la produccién fermentativa de
hidrogeno, no se podrian producir 12 moles de H, (disponibles tedricamente) a partir de la oxidacién
completa de un mol de glucosa. Y ademas, la oxidacion completa de glucosa a H, y CO, nunca sera
posible debido a que la reaccion es termodinamicamente no favorable (ec. 1.1).

CsH1,06 + 6H,0 = 12H, + 6CO, AG°=3.2kJ (1.1)
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Para superar esta limitacion termodindmica se han propuesto sistemas combinados de produccién de
hidrogeno. La Fermentacion oscura seguida de la produccién de hidrogeno a través de
fotofermentacidn es uno de ellos (Figura 1.2). En este tipo de sistemas los productos intermedios de la
fermentacion oscura como los acidos grasos de cadena corta (acético, butirico, etc.) son convertidos a
hidrogeno a través de las bacterias fotosintéticas. EI proceso completo, entonces, incluye dos etapas
representadas como sigue:

Etapa 1: Fermentacidn oscura por bacterias anaerobias facultativas (ec.1.2)
CesH1206 + 2H,0 = 2CH3;COOH + CO, +4H, (1.2)

Etapa 2. Fotofermentacion por bacterias fotosintéticas (ec.1.3)

2CH;COOH + 4H,0 = 8H, + CO, (1.3)

Entonces, usando glucosa como el Unico sustrato en un sistema combinado para la produccion de
hidrogeno se esperarian 12 moles de hidrégeno por cada mol de glucosa consumido, cuando el &cido
acético es el mayor subproducto en la fermentacion oscura.

Glucosa < >
v

Bacterias
fermentativas

'

Fermentacion
oscura

CO,

A 4

A 4

Acidos orgénicos

'

Bacterias
fotosintéticas

v

Fotofermentacion

LD

Figura 1.2. Esquema de dos etapas para la produccidn fermentativa de hidrégeno (Sinha & Pandey, 2011).
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Es importante aclarar que este trabajo est4 enfocado en la produccion de hidrégeno a través de la
fermentacion oscura (primera etapa), la cual no busca disminuir la materia organica, sino que la
transforma en compuestos (ej: &cidos grasos de cadena corta) mas simples que tendran que ser tratados
en una segunda etapa como la mencionada anteriormente.

1.2 Métodos de produccion de hidrégeno

Existen cuatro mecanismos béasicos para la produccién biolégica de hidrogeno: Biofotolisis,
Biofotolisis indirecta, Fotofermentacion y Fermentacion. La tabla 1.1 presenta un resumen de estos
mecanismos incluyendo microorganismos, reacciones, enzimas clave asi como los pro y contra. La
Biofotdlisis se asocia con el tipo de fotosintesis realizada por las plantas ya que utiliza la energia de la
luz para separar el agua y formar hidrdgeno, generalmente es llevada a cabo por algas verdes bajo
condiciones anaerobias. La biofotdlisis indirecta tipicamente involucra cianobacterias que hacen uso de
la energia de los carbohidratos de la fotosintesis para generar hidrégeno a partir del agua. La
fotofermentacion es llevada a cabo por bacterias purpuras no sulfurosas (PNSB) que utilizan la energia
de la luz para transformar acidos orgéanicos en hidrégeno y didxido de carbono. La fermentacion oscura
(independiente de la luz) es un proceso en el cual bacterias anaerobias descomponen los carbohidratos
formando hidrégeno (Brentner, et al., 2010).

Los métodos de produccién biolégica de hidrogeno dependen fundamentalmente de la presencia de
enzimas que metabolizan hidrégeno. Hipotéticamente es posible que la cantidad o actividad inherente
de estas enzimas pueda limitar el proceso. Las enzimas productoras de hidrogeno catalizan la que se
podria decir la reaccién quimica mas simple (ec.1.4):

2H" + 2 €= H, (ec.1.4)

Actualmente se conocen tres enzimas productoras de hidrégeno: Nitrogenasa, Fe Hidrogenasa y Ni-Fe
Hidrogenasa (Sinha & Pandey, 2011). Todos estos métodos tienen aspectos positivos y negativos, asi
como barreras técnicas que tienen que ser superadas antes de que puedan convertirse en practicos
(Hallenbeck & Ghosh, 2009).

Estos métodos pueden ser usados de forma combinada para obtener mayores rendimientos. Por
ejemplo, la fotofermentacién puede ser usada para producir hidrégeno utilizando energia de la luz para
transformar los acidos grasos producidos durante la fermentacion.

La eficiencia de conversidon del sustrato (rendimiento de hidr6geno) esta basada en la fraccién de moles
de hidrdégeno del total de moles tedricos disponibles del donador de electrones:

moles de H, producidos

x100%

Eficiencia de conversion del sustrato (%) =

moles teobricos de H, por mol de sustrato
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Tabla 1.1. Mecanismos de produccion de H, incluyendo microorganismos, reacciones, y enzimas clave. Ventajas y Desventajas

Mecanismo

Biofotolisis

Biofotdlsis indirecta

Fotofermentacion

Fermentacion

Organismos

Algas
cianobacterias

verdes,

Cianobacterias

Bacterias purpuras no
sulforosas

Bacterias anaerobias

Reaccion Enzimas Clave

luz
2H,0 & 2H, + O, [FeFe]- Hidrogenasa

luz

6H,0 + 6CO, =2
2CsH1,06 + 60,
luz [NiFe]-Hidrogenasa
CeH1206 + 6H,0 >
12H, + 6CO,

luz
CsH1206 + 6H,0 >

12H, + 6CO, Nitrogenasa

C6H1206 + ZHZO 9
2CH;COOH + 4H, + Hidrogenasas
2CO,

Ventajas

H, producido a partir
de luz solar y agua.

Heterocistos separan
la produccién de H,
de la de O, en los
microorganismos.

Utiliza energia de la
luz solar para
convertir acidos
organicos de cadena
corta a H, y CO, sin
la generacion de
subproductos.

Altas velocidades de
produccion de Hy,

utiliza aguas
residuales como
sustrato, usa
COoNsorcios
microbianos.

Desventajas
Sensibilidad al Oy,
reactores con bajo
aprovechamiento de
la luz, baja eficiencia
en la produccién de
H,

Se requiere de
mejores disefios de
reactores para el
aprovechamiento de
la luz.

Baja eficiencia en el
aprovechamiento de
la luz

Muchos

subproductos, se
requiere de separacion
del  biogds para

recuperar el H,,
metabolizacion
incompleta del
sustrato/bajos
rendimientos

(Brentner, et al.2010)
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La ecuacion anterior no es aplicable a los procesos fotoautroficos donde el agua es el donador de
electrones. Para los procesos que utilizan la energia de la luz se calcula la eficiencia fotoguimica, la
cual esta dada por la siguiente ecuacion:

velocidad de producci 6n de moles de Hy x contenido de energ ia por mol de Hy

Eficiencia fotoquimica (%) =

Energ ia de la luz incidente

1.2.1 Biofotdlisis

La Biofotdlisis o la produccién de hidrégeno fotoautrdfica, es la produccion de hidrdgeno a partir del
agua usando la energia de la luz absorbida. La ventaja de las biofotélisis es que el donador de
electrones para la produccion de hidrégeno es el agua, sin la necesidad de agregar sustratos organicos,
requiriendo Unicamente la luz solar, dioxido de carbono y nutrientes para que las algas verdes y
cianobacterias que llevan a cabo este proceso a través de la enzima hidrogenasa, se desarrollen. La
energia de la luz es absorbida por los fotosistemas | y Il de las microalgas, excitando los centros de
reaccion que transfieren energia a través de una cadena de transporte de electrones, que reduce la
ferredoxina, la cual provee de electrones a la enzima hidrogenasa (Figura 1.3). Es pensado que las
hidrogenasas existen para proveer de una salida al exceso de electrones cuando el componente de la
fijacion del didxido de carbono de la cadena fotosintética se encuentra comprometido bajo condiciones
especiales (medio anaerobio, pH muy bajo, baja intensidad de luz). Las algas verdes poseen [FeFe]-
hidrogenasas, que son consideradas como las eficientes cataliticamente, de las hidrogenasas. Las
cianobacterias emplean diferentes hidrogenasas, principalmente las [NiFe]-hidrogenasas.

Durante la biofotolisis, 1 mol de O, es liberado por cada mol de H, producido. EI O, actia como
represor transcripcional, como inhibidor de ensamble y como inhibidor irreversible de la actividad
catalitica de las [FeFe]-hidrogenasas. Entonces para tener una eficiente produccion de H, es necesario
gue el O, producido sea removido del medio para provocar condiciones andxicas, ideales para la
actividad de las hidrogenasas.

En este proceso existen tres problemas principales que necesitan ser superados para mejorar los
sistemas de biofotdlisis: 1) bajas eficiencias fotoquimicas, 2) la sensibilidad de las hidrogenasas al O,
y 3) la competencia por el reductante de la ferredoxina entre las hidrogenasas y otras funciones
celulares. El objetivo es al menos 10% en la eficiencia fotoquimica, sin embargo las eficiencias
actuales estan lejos de ese valor debido a las limitaciones en la penetracion de la luz a los
fotobiorreactores y la transferencia de la energia de la luz entre las células (Brentner et al.,.,2010).

Ventajas
Sustrato abundante: agua, productos simples: H,y CO,
Desventajas

Baja eficiencia de conversion de la luz, sensibilidad de las hidrogenasas al O,, se requiere de
fotobiorreactores caros impermeables al H,.
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Figura 1.3. Produccidn de hidrédgeno por Biofotolisis (Hallenbeck & Ghosh, 2009)

1.2.2 Biofotolisis Indirecta

La biofotélisis indirecta separa los procesos fotosintéticos de la produccion de hidrdgeno, ya sea
temporalmente o espacialmente. La biofotélisis indirecta evita los problemas asociados con la
sensibilidad enziméatica al oxigeno. En la biofotdlisis indirecta, las células utilizan las reservas de
almidon de actividades fotosintéticas previas para proveer la energia necesaria para producir H, a
través de la fermentacién. La biofot6lisis indirecta comparte muchas de las ventajas de la biofotdlisis
directa ya que el agua sigue siendo el donador de electrones y el carb6n inorganico la fuente de carbéon
de este proceso.

Las cianobacterias filamentosas como las del género Anabaena, separa espacialmente los dos procesos
formando heterocistos. Los heterocistos son células especializadas para la fijacion del nitrégeno que se
encuentran entre cadenas de células fotosintéticas. Estas células son alimentadas por células
fotosintéticas adyacentes, asi que no necesitan su propia maquinaria fotosintética, lo cual podria
impedir la funcion de las enzimas nitrogenasas que catalizan la fijacién del nitrégeno, sensibles al O,.
Las nitrogenasas también catalizan la formacion de H, como un producto obligatorio de la fijacion del
nitrégeno de acuerdo a la siguiente reaccion (ec.1.5) (Brentner et al., 2010):

N, + 8H" + 8¢+ 16ATP = 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi (1.5)
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1.2.3 Fotofermentacion

La fotofermentacion o la produccion de hidrogeno fotoheterotréfica, es un mecanismo encontrado en
un diverso grupo de bacterias fotosintéticas y bien caracterizado en las bacterias purpuras no sulfurosas
(PNSB). Este mecanismo es primariamente mediado por la enzima nitrogenasa. En comparacion con
las cianobacterias y algas las PNSB tienen la ventaja de que Unicamente existen bajo condiciones
anaerobias y no tienen que separar su fase de crecimiento de sus actividades productoras de H,.

En este proceso las PNSB, que llevan a cabo la fotosintesis anaerobia, usan la energia de la luz solar
capturada para producir ATP y electrones de alta energia (a través del flujo inverso de electrones) que
reducen la ferredoxina. EI ATP y la ferredoxina logran la reduccion de los protones a H, por medio de
las nitrogenasas. Las PNSB no pueden obtener electrones del agua, €s por eso que usan compuestos
organicos, usualmente acidos organicos, como sustratos (Figura 1.4) Las PNSB pueden potencialmente
desviar el 100% de los electrones de un sustrato organico hacia la produccion de hidrégeno. Esta es
una ventaja considerable sobre las bacterias fermentativas, las cuales teéricamente pueden aprovechar
1/3 de los electrones (en la practica es alrededor del 15%) contenidos en desechos con alto contenido
de carbohidratos, para la producciéon de hidrogeno.La fotofermentacion puede mejorar la eficiencia
global degradando los subproductos de la fermentacion y producir biogés de alta pureza con beneficios
ambientales, econdémicos y energéticos.

Cabe mencionar también que algunas PNSB son capaces de producir H, a través de una reaccion de
intercambio, donde el CO reacciona con el agua, produciendo CO, y H, (ec.1.6) (Brentner et al.2010)

CO(g) + H20(|) -> COz(g) + H2(g) (16)

AD
—H+> — e
ATP
Fotosistema

vAg
QDQQD

bacteriano

e

Transporte

inverso de e’

Acidos Organicos

Figura 1.4. Produccién de hidrogeno por fotofermentacion (Hallenbeck & Ghosh, 2009).
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1.2.4 Fermentacion

En este proceso se pueden usar una variedad de microorganismos para romper los substratos ricos en
carbohidratos a hidrégeno y otros productos, principalmente acidos (lactico, acético, butirico, etc) y
alcoholes (etanol, butano, etc.). Las cantidades de estos productos pueden ser diferentes dependiendo
de la composicién del consorcio microbiano desarrollado en el reactor, el estado de oxidacién del
sustrato y las condiciones ambientales (pH, presion parcial del H, T, TRH, etc.)(Figura 1.5).

Acidos grasos,
Alcoholes

Piruvato

Sustratos ricos en carbohidratos J

Figura 1.5.Produccion fermentativa de hidrégeno (Hallenbeck & Ghosh, 2009)
Los lodos productores de H, casi siempre estdn dominados por las especies Clostridia (Fang et al.,

2006, Wang et al., 2003). Los miembros de este género desarrollan esporas resistentes al calor, esto
permite que los lodos (in6culo) sean tratados térmicamente para remover a los microorganismos
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metanogénicos u otras bacterias que interfieren con la produccion de H, por utilizar el H, que esta
siendo producido. Esta es una de las ventajas de la produccion fermentativa de H, ya que las
comunidades de microorganismos son generalmente mas estables y adaptables a los cambios en el
ambiente que los cultivos puros, haciéndolos més adecuados para una operacién continua, por ejemplo.
Los cultivos puros son mas ideales para tareas especificas e ingenieria metabdlica.

La produccion fermentativa de hidrogeno esta caracterizada por altas velocidades de produccion pero
bajas eficiencias en la conversion del sustrato. Los bajos rendimientos de H, son debidos a que los
carbohidratos no son completamente metabolizados, llevando a una conversion incompleta a H, y CO,
y la generacion de subproductos, como &cidos organicos. El biogds producido a través de la
fermentacion contiene una fraccion menor de H, que el producido por fotofermentacion o biofotdlisis,
€S por eso que aqui se requerira un paso de separacion para recuperar el H,. Para lograr la produccién
de H, es necesario mantener el potencial redox necesario para la ferredoxina y NADH que llevan a
cabo la reduccion de H, y esto se logra cuando las presiones parciales de H, estan en menos de 0.3 atm
y 6 x 10™ atm, respectivamente. Entonces es necesario que este tipo de sistema cuente con un
mecanismo para liberacion de la presion, como burbujeo con un gas inerte o agitacion.

Se han disefiado diferentes configuraciones de biorreactores para mejorar la produccién de hidrégeno
por fermentacion a través de fomentar la concentracion de la biomasa y la eficiencia de conversion del
sustrato. Los reactores tipo discontinuo son los mas usados en experimentos a nivel laboratorio, sin
embargo estos no son préacticos para aplicaciones industriales donde podria requerirse de ciclos de
produccién mas largos.

La mayoria de los estudios de laboratorio hasta hoy realizados han utilizado la glucosa como sustrato
modelo para la produccién de H,. La ruta metabolica de Clostridium spp para producir hidrégeno via
fermentacion de glucosa, ha sido uno de los mas estudiados y por lo tanto el mejor entendido (Figura
1.6).
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Figura 1.6. Ruta metabdlica de la fermentacion de glucosa por Clostridium spp. Las transformaciones del sustrato son mostradas por lineas

solidas, la formacion de ATP y su utilizacion es mostrada por lineas punteadas, el flujo de electrones es mostrado por las lineas de guiones.

ATP: adenosin trifosfato; G3PDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; NADH: Nicotinamida adenina dinucelétido; Fd: ferredoxina;
PFOR: piruvato Fd oxidorreductasa; NFOR: NDAH Fd Oxirreductasa. CoA: Coenzima A. (Sinha & Pandey, 2011)
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El piruvato es convertido a acetil-CoA y CO, a través de la piruvato ferredoxina oxidorreductasa
(PFOR). La oxidacidn del piruvato necesita de la ferredoxina la cual a su vez transfiere electrones a los
protones, reduciendo de este modo los protones generando H,. La transferencia de electrones de la
ferredoxina a los protones es catalizada por la enzima hidrogenasa. El proceso completo resulta en una
produccién méaxima de 2 moles de H, por mol de glucosa metabolizado.

Otros 2 moles de H, pueden ser producidos a través de la oxidacion del NADH producido en la
glucdlisis. EI NADH se oxida por la transferencia de electrones a la ferredoxina (fd). La reduccion de
la ferredoxina es llevada a cabo por la NADH: ferredoxina oxidorreductasa (NFOR). La oxidacion de
la fd reducida por la enzima hidrogenasa resulta en la produccion de H,.

De este modo, se puede obtener, de manera global, 4 moles de H, por mol de glucosa. Sin embargo en
la practica se obtienen valores mas bajos debido a que la oxidacién del NADH por NFOR es inhibida
bajo ciertas condiciones (requiere de presiones parciales de H, muy bajas, < 60 Pa)

Las reacciones involucradas en la produccién de H, por microorganismos anaerobios estrictos son (ec.
1.7,1.8, 1.9):

PFOR: 2piruvato + 2CoA + 2Fd(oxidada) =» 2acetil-CoA + 2CO, + 2Fd(reducida) (1.7)

NFOR: 2NADH + 2Fd(oxidada) = 2NAD" + 2Fd(reducida)  (1.8)

4Fd(reducida) + H* =» 4H, + 2Fd(oxidada) caltalizada por la hidrogenasa  (1.9)

La produccion de H, depende de los productos formados como: acetato, butirato, acetona, lactato o
etanol. La produccién tedrica de H, mas alta puede ser alcanzada Unicamente cuando la acetil-CoA es
metabolizada a la forma ya sea de acetona (ec.1.11) o acetato (ec.1.10) como producto final de la
fermentacion.

CsH1,06 + 2H,0 & 2CH,COOH + 2CO, + 4H,  (1.10)

CeH1206 + H,O = CH3;COCH;+ 3CO, +4H,  (1.11)

Cuando el butirato es el producto final de la fermentacion la produccion méxima tedrica de H, es de 2
moles de H, por mol de glucosa (ec 1.12):

CsH1,06 = CH;CH,CH,COOH + 2CO, + 2H, (1.12)
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Cuando los alcoholes son los productos finales de la fermentacion se obtiene la produccion mas baja de
H, debido a que los alcoholes contienen atomos adicionales de hidrogeno que no pueden ser
convertidos a hidrégeno gas (Sinha & Pandey, 2011).

La tabla 1.2 presenta de manera general las reacciones de produccién y consumo de H2 en un proceso
anaerobio. En dicha tabla se puede ver el valor de la energia libre de Gibbs, ésta da la condicién de
equilibrio y de espontaneidad para una reaccion quimica (a presion y temperatura constantes). Un valor
negativo de la energia libre de Gibbs indica que el proceso o reaccibn quimica ocurrira
espontaneamente en la direccién dada, con base en esto se puede observar que las reacciones de
produccion de hidrégeno se dan de manera espontanea y natural, obteniendo como subproductos la
formacion de &cido butirico y acético.

Tabla 1.2. Reacciones productoras y consumidoras de H, en procesos anaerobios

Tipo de reaccion Reaccion Energia libre de Gibbs )
AGO(a) AGO(b)
Fermentacion CeH1206 + 2H,0 = 2H; + butirato + 2HCOs + 3H"  _135 -284
Fermentacion C¢H1,06 + 4H,0 = 4H, + 2acetato + 2HCO;5 + 4H* 207 -319
Oxidacion anaerobia (sintrofia) Butirato + 2H,0 = 2H, + 2acetato + H* +48.2 -17.6
Oxidacion anaerobia (sintrofia) Propionato + 3H,0 = 3H, + acetato + HCOs + H" 4762 -5.5
Metanogénesis hidrégenotréfica  4Hz + HCOs + H" = CH4+ 3H0 -136 -3.2
Acetogénesis a partir de CO, y H,  4Hz+2HCOs + H" = acetato + 4H,0 -105 -7.1
Sulfatorreduccion 4H; + S04 > HS™+ 3H,0 + OH NA -165
(a) Condiciones estandar (b) Condiciones prevalecientes en ambientes anaerobios (Valdez & Poggi, 2009)

En la mayoria de los ambientes anaerobios, el consumo de H, se lleva a acabo también de manera
espontanea por los diferentes grupos microbianos (bacterias metanogénicas, acetogénicas y
sulfatorreductoras). Sin embargo, en un sistema productor de H, lo que se busca es lograr la
acumulacioén de H,, y para ello debe evitarse que existan concentraciones de nitratos y sulfatos en el
influente, ya que en la medida que estos compuetos se incorporen, la eficiencia del sistema disminuye
debido a que asumen la funcion de aceptores finales de la cadena de electrones.

1.3 Factores que afectan la produccion de hidrogeno

La produccion de hidrégeno por fermentacion es un proceso muy complejo e influenciado por
diferentes factores como lo son el indculo, sustrato, el tipo de reactor, minerales, temperatura, pH entre
otros. Los efectos de estos factores sobre la produccion fermentativa de H, han sido reportados por un
gran namero de estudios alrededor del mundo en los dltimos afios (Wang & Wan, 2009). A
continuacion se presenta uno a uno.

1.3.1 Inéculo
Inéculo puro

Una gran cantidad de in6culos puros han sido usados para producir hidrégeno a partir de varios
sustratos. La tabla 1.3 resume varios estudios usando cultivos puros para la produccion de hidrégeno
por fermentacién. Como se muestra, el género, Clostridium y Enterobacter fueron los mas usados
como indculo para la produccion de hidrégeno por fermentacion. La mayoria de los estudios realizados
con cultivos puros fueron realizados en reactores tipo discontinuo y usando glucosa como sustrato. Sin
embargo es mas deseable producir hidrégeno a partir de desechos organicos usando cultivos puros de
manera continua ya que éste seria mas viable para ser instalado en la industria.
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Cultivo mixto

Las bacterias capaces de producir hidrégeno existen ampliamente en ambientes naturales como suelos,
lodos de aguas residuales, composta, etc. (Cheong et al., 2006). Por lo tanto estos materiales pueden
ser usados como indculos para la produccion de hidrogeno por fermentacion. Actualmente los cultivos
mixtos de bacterias de lodos anaerobios, lodos municipales, composta y suelos, han sido ampliamente
usados como inéculos para la produccion de hidrégeno por fermentacion. Los procesos de produccion
de hidrogeno que emplean cultivos mixtos son méas practicos que aquellos que usan cultivos puros,
debido a que son maés faciles de controlar. Sin embargo en un proceso de produccion de hidrégeno por
fermentacidn que usa un cultivo mixto, el hidrogeno producido puede ser consumido por bacterias
consumidoras de hidrogeno, pero si el medio es tratado bajo condiciones severas, las bacterias
productoras de hidrégeno tienen mejor oportunidad de sobrevivir que aquellas que consumen el
hidrogeno. Asi que para asegurar la produccion de hidrégeno por medio de un proceso de
fermentacidn, los cultivos mixtos pueden ser pretratados por varios métodos para eliminar las bacterias
consumidoras de hidrégeno y preservar la actividad de las productoras.

Montes et al., (2007) realizaron pruebas de actividad anaerobia para la seleccion del inéculo que
presentara los mejores resultados en la produccién de hidrégeno por fermentacion. Los autores
estudiaron cuatro fuentes de in6culo 1. Lodos activados, 2. Lodo granular anaerobio, 3. Estiércol de
vaca y 4. Composta de hojarasca, usando glucosa como Unica fuente de carbono a 26 °C y un pH de
6.2. Lo que encontraron fue una mayor produccién de hidrégeno usando el in6culo derivado del lodo
granular, con un valor de 1.79 £0.20 mmol de hidrégeno respecto de los demas inéculos evaluados.

Carvajal (2009) report6 que el maximo rendimiento molar de hidrégeno obtenido fue de 2.25 + 0.18
mol de H,/ mol de glucosa alimentada, utilizando el inéculo MESO1 (colectado de un reactor UASB
que trata las aguas de una industria cervecera ubicada en Toluca) alcanzando rendimientos
comparables con estudios realizados en cultivos puros por Taguchi et.al. (1995) quienes reportaron que
el mayor rendimiento molar de hidrégeno por mol de glucosa alimentada con bacterias Clostridium sp
fue de 1.61 — 2.36 mol de H, por mol de glucosa alimentada y ligeramente menor a los resultados
reportados por Ueno et.al. (2001) que obtuvieron un rendimiento molar de hidrégeno de 2.52 mol de
H, por mol de glucosa a partir del agua residual de una industria de azlcar, operando un reactor
continuo a nivel de laboratorio, con microflora mixta
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Tabla 1.3. Cultivos puros de bacterias productoras de hidrégeno por fermentacion

Inéculo Sustrato Tipo de Produccién maxima Referencia
Reactor de H,
Clostridium acetobutylicum Glucosa Discontinuo 2 mol/mol glucosa Chin et al., 2003
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Glucosa Continuo ;iSEOT;VmOI Zhang et al. 2006
Clostridium butyricum CGS5 Xilosa Discontinuo 0.73 mol/mol xilosa Lo et al.. 2008
Clostridium butyricum CGS2 Almidén Discontinuo 9.95 mmol/ g DQO Chen et al., 2007
Clostridium pasteurianum CH, Sucrosa Discontinuo ﬁg(?()gal/ mol Lo et al.. 2008
- . Desechos - - Evvyernie et al.,
Clostridium paraputrificum M-21 residuales Discontinuo 2.2 mol/ mol sustrato 2001
- Biomasa - - 2.3 mol/ mol de .
Clostridium thermocellum 27405 celulbsica Discontinuo glucosa Levin et al., 2006
Clostridium thermolacticum Lactosa Continuo 3 mol/ mol lactosa g:g(l)lfct etal,
Clostridium sp. variedad no.2 Celulosa Continuo 0.3 mol/mol glucosa I;ggchl etal.,
Clostridium sp. fanp2 Glucosa Discontinuo 0.2 mol/ L medio Pan et al., 2008
Enterobacter aerogenes HO-39 Glucosa Discontinuo 1 mol/ mol glucosa 1Yg;)9k5? etal,
Enterobacter cloacae IIT-BT 08 Glucosa Continuo - I2<(;J0nIar etal.,
Enterobacter cloacae 1IT-BT 08 Sucrosa Discontinuo 6 mol/ mol sucrosa ZK(;JOrBar etal.,
Enterobacter cloacae IIT-BT 08 Celobiosa Discontinuo 54 m_ol/ mol Kumar etal.,
celobiosa 2000
Escherichia Coli MC13-4 Glucosa Discontinuo 1.2mol/ mol glucosa Izigglgawa etal,
Escherichia coli Glucosa Discontinuo 2 mol/ mol glucosa ng(leealllon etal.,
Escherichia coli Glucosa Continuo 2 mol/ mol glucosa ggé%m etal,
Pseudomonas sp. GZ1 Logjos Discontinuo 0.007 mol/ g DQO Guo et al., 2008
residuales
Thermoanaerobacterium . .
thermosaccharolyticum KU0O1 Glucosa Discontinuo 2.4 mol/ mol glucosa  Ueno et al., 2001
. . . Kanai et al.,
Thermococcus kodakarensis KOD1 Almidon Continuo - 2005
Thermotoga elfii Glucosa Discontinuo 84.9 mmol/ L medio \zlggzNell etal.,
Hydrogen- Producing bacteria B49 Glucosa Discontinuo 0.1 mL/ L cultivo \zl\é%r;g etal,
Ruminococcus albus Glucosa Discontinuo 2.52 mol/ mol Ntaikou et al,
glucosa 2008
Hafnia alvei Glucosa Discontinuo - Eggssm etal,
Citrobacter amalonaticus Y19 Glucosa Discontinuo 8.7 mol/ mol glucosa  Oh et al., 2008
Ethanoligenens harbinense YUAN-3 Glucosa Continuo gl;igio?;” mol Xing et al., 2008
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1.3.1.1 Pretratamiento del In6culo

Los métodos de pretratamiento reportados para enriquecer las bacterias productoras de hidrégeno de
los cultivos mixtos principalmente son: choque térmico, acidificacion, alcalinizacion, congelacion y
fusion, adicion de cloroformo, 2-bromoetanosulfonato de sodio o acido 2-bromoetanosulfénico e
iodopropano (Cheong et al., 2006).

Cada uno de los métodos de pretratamiento tiene propiedades diferentes y se han realizado
comparaciones entre estos métodos a fin de encontrar el adecuado para un proceso dado de produccion
de hidrégeno por fermentacion. La tabla 1.4 resume varios estudios comparando diferentes métodos de
pretratamiento para enriquecer las bacterias productoras de hidrégeno.

Tabla 1.4 Comparacion entre varios métodos de pretratamiento para enriquecer a las bacterias productoras de
hidrégeno de un inéculo mixto.

Método de Tioo de Méxima Método de
Indculo pretratamiento de Sustratos Regctor produccion pretratamiento Referencia
indculo estudiado de H, optimo
Acidificacion, 1.8 mol/
Lodos de S - - o Wang
NN alcalinizacién, térmico, Glucosa Discontinuo  mol Térmico
digestion - 2008
aeracion y cloroformo glucosa
Congelacion y fusion,
Estiércol de acidificacion, térmico, Glucosa Discontinuo 1 mol/ mol Acidificacion Cheong et
ganado 2-bromoetanosulfonato glucosa al., 2006
de sodio
Granulos Acidificacion, térmico, . . 1.2 mol/ Hu et al.,
- Glucosa Discontinuo  mol Cloroformo
metanogénicos  cloroformo 2007
glucosa
Térmico, aeracion,
L_odos_ Qe ac'd'.f"?“".’f" - . . 6.12 mol/ L Zhuetal.,
digestion de alcalinizacién, acido 2- Sucrosa Discontinuo Alcalinizacion
. . mol sucrosa 2006
agua residual bromoetanolsulfonico,
yodopropano
Lodos 2-bromoetanosulfonato Agua . . 0.0317 2- Mohan et
. L . Discontinuo  mmol/ g bromoetanosulfonato
anaerobios de sodio, térmico residual . al., 2008
DQO de sodio

Como se puede ver en la tabla anterior existen ciertos desacuerdos en cuanto al tratamiento 6ptimo. La
posible razon pueden ser las cantidades de indculo usados para estos estudios y la clase de sustrato,
entre otros (Mohan et al., 2008).

Algunas especies de microorganismos como Bacillus y Clostridium tienen la capacidad de esporular
cuando las condiciones ambientales se tornan hostiles como cuando ocurre un choque térmico, cambios
en los nutrientes, la presencia de quimicos nocivos, entre otros. Las esporas son metabolicamente
inactivas Yy resistentes al calor, radiacion, desecacion, pH extremo y quimicos téxicos. En ambientes
anaerobios, los principales microorganismos formadores de esporas son varios géneros de bacterias
acidogénicas. Este hecho ha sido usado por varios autores para eliminar microorganismos no
formadores de esporas, principalmente metanogénicos, por medio de tratamiento térmico tipicamente a
~100 °C durante 15-120 min. Este tratamiento es el més usado en la produccién de H, ya que
selecciona esporas de bacterias acidogénicas que germinaran y produciran hidrégeno una vez que las
condiciones vuelvan a ser favorables para el crecimiento.
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La transicion de esporas inactivas a esporas activas puede ser divida en tres fases (Figura 1.7):
activacién, germinacion y crecimiento. La activacion de las esporas se logra a través de calentamiento
en una suspension acuosa. Después, la germinacion es iniciada por la interaccidon de las esporas con
germinantes especificos (Valdez & Poggi, 2009).

Activacion
Choque térmico a 100°
C durante 15 a 60 min
Corteza
Interaccién con

Cubierta germinantes especificos

como aminodcidos, Germinacion
azucares o purina

v
Liberacién O

Figura 1.7. Transicion de una espora inactiva a una forma activa (Valdez & Poggi, 2009).

A

1.3.2 Sustrato

Una gran cantidad de sustratos han sido usados para la produccién de hidrégeno por fermentacién. La
tabla 1.5 muestra estudios realizados usando varios sustratos para la produccion de hidrégeno por
fermentacion. Como se puede observar, la glucosa, la sucrosa y el almidén fueron los sustratos mas
usados. Sin embargo en afios recientes se han empezado a usar desechos organicos como sustrato. Ha
sido demostrado que en un rango apropiado, el incremento de la concentracion del sustrato puede
incrementar la habilidad de las bacterias productoras de hidrégeno durante la produccion de hidrégeno,
pero una concentracion demasiado alta puede afectar dicha habilidad. Existen ciertos desacuerdos en
cuanto a la concentracion Optima de sustrato para la produccion de hidrégeno por fermentacion, por
ejemplo Van Ginkel et al.,(2001) reporté 7.5 g DQO/L mientras que Lo et al., (2008) reporté 40g
DQOI/L. La posible razén de esta diferencia son los rangos de estudio tanto de in6culo como de
sustrato.
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Tabla 1.5. Comparacidn entre varios sustratos para la produccién de hidrégeno por fermentacion

Tino de Concentracién de sustrato Méxima
In6culo Sustrato Reglctor (g DQO/L) produccion Referencia
Rango estudiado Optimo de H,
Clostridium butyricum . . . Loetal,
CGS5 Xilosa Discontinuo 5-40 20 1729 mL 2008
Lodc_)s_de desechos Xilosa Continuo 10 - 100 20 2.25 mol/ Linetal.,,
municipales mol xilosa 2006
. . . Zheng et
Lodos anaerobios Glucosa Discontinuo 0.27 -4.3 11 0.13 mL/h al 2008
Clostridium 1270 mL/g Zhand et
acetobutylicum ATCC Glucosa Continuo 11-112 11.2 glucosa-L g
al., 2006
824 reactor
Ethanoligenens . . 1.93 mol/ Xingetal.,
harbinense YUAN-3 Glucosa Discontinuo 53-213 107 mol glucosa 2008
Thermoanaerobacterium 6 mol/ mol O-Thona et
Thermosaccharolyticum Sucrosa Discontinuo 5.6 - 56 5.6 g
sucrosa al., 2008
PSU-2
389mL/g .
Cultivo mixto Sucrosa Discontinuo 15-75 75 DQO-L Van Ginkel
) et al., 2001
cultivo
Lodos de desechos . . 2.46 mol/ Wang et al.,
municipales Sucrosa Discontinuo 10-30 10 mol sucrosa 2006
Clostridium butyricum . . 2.78 mol/ Chen et al.,
CGS5 Glucosa Discontinuo 5-30 20 mol sucrosa 2005
Lodos de digestor Sucrosa Continuo 10-60 30 1.22 mol/ Kimetal.,
anaerobio mol hexosa 2006
Clostridium . . 2.07 mol/ Loetal.,
pasteurianum CH, Sucrosa Discontinuo 5-40 40 mol hexosa 2008
. . - - 67mL/g Zhang et
Lodos anaerobios Almidén Discontinuo 9.8-39 9.8 almidon al., 2003
Lodos anaerobios Almidén Discontinuo 5-60 20 2.2 molf mol Lin etal,
hexosa 2008
Lodos de desechos Almidén Discontinuo 8-32 30 1125 mmol/ Leeetal,
municipales g almidén 2008
Composta de estiércol de  Tallos de . . 149.69 mL/ Zhang et
vaca maiz Discontinuo 5.3-42.7 16 SVT al., 2007
Lodos de digestor Slurry de . . 346 mL/ g Fang et al.,
anaerobio arroz Discontinuo 29-236 5.9 carbohidrato 2006
Composta de estiércol de  Sedimentos . . 68.6 mL/ Fan et al.,
vaca de cerveza Discontinuo 5.3-53.3 21.3 SVT 2006
Lodos de digestor Desechos de . . 101 mL/g Chenetal.,
anaerobio comida Discontinuo 0-323 4.6 DQO 2006
Lodos anaerobios DES?ChOS de Discontinuo 3.2-10.7 6.4 1.8 mol/ mol Shin etal,
comida de hexosa 2004
Lodos de digestor Leche seca . . 119mL/g Chenetal.,
anaerobio sin grasa Discontinuo 0-96 4 DQO 2006
. Desechos de . . 471 mmol/g Wuetal.,
Lodos activados comida Discontinuo 10 -160 40 DQO 2004
Residuos de
Lod(_)s_de desechos vinos de Continuo 14-36 14 1.9 mol/ mol Yuetal.,
municipales arroz hexosa 2002

Algunos sustratos complejos, como los residuos agricolas y vinazas que contienen celulosa,
hemicelulosa, lignina, proteinas entre otros compuestos, no son ideales para la produccion de
hidrégeno por fermentacion debido a sus estructuras complejas, sin embargo después de ser pretratados
por algunos métodos, pueden ser facilmente usados por las bacterias productoras de hidrégeno.
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Los lodos activados de las plantas de tratamiento de aguas residuales, contienen altos niveles de
materia organica y por lo tanto son un sustrato potencial para la produccion de hidrogeno. Después de
un pretratamiento apropiado como, ultrasonicacion, acidificaion, congelacion y fusion, esterilizacion,
inhibicion de bacterias metanogénicas, o microondas, la habilidad de las bacterias productoras de

hidrégeno por fermentacion puede ser mejorada. (Zhang et al., 2007).

La tabla 1.6 presenta estudios comparando varios métodos de pretratamiento del sustrato para la
produccion de hidrégeno por fermentacion.

Tabla 1.6. Diferentes métodos de pretratamiento del sustrato para lodos activados

In6culo

Tipo de Reactor

Meétodo de

pretratamiento

del sustrato

Método 6ptimo

Méxima
produccion de
H,

Referencia

Clostridium

. Discontinuo
bifermentans

Clostridium

. Discontinuo
bifermentans

Psedumonas sp.

G71 Discontinuo

Congelacion 'y
fusion,
ultrasonicacion,
acidificacion,
esterilizacion,
inhibidor
metanogénico
Congelacion 'y
fusion,
ultrasonicacién,
acidificacion,
esterilizacion
Esterilizacion,
microondas,
ultrasonicacién

Congelacion 'y
fusién

Congelacién y
fusion

Esterilizacion

2.1 mmol/ g DQO

4.1 9/ Kg SD

15.02 mL/ g DQO

Wang et al. 2003

Ting et al. 2004

Gou et al. 2008

Es importante hacer notar que cuando se usa como inéculo a Clostridium bifementans el pretratamiento
optimo es el de congelacién y fusion mientras que para Pseudomonas es el de esterilizacion. Esto
quiere decir que el método a emplear depende del indculo usado (Guo et al. 2008).

35



1.3.3 Tipo de Reactor y Tiempo de retencion hidraulica

Las tablas anteriores muestran que la mayoria de los estudios de la produccién de hidrégeno por
fermentacidn se han realizado en reactores discontinuos debido a su simple operacion y control. Sin
embargo, operaciones a gran escala podrian requerir procesos de produccién continua. La tabla 1.7
resume varios estudios usando reactores continuos para la produccion de hidrogeno por fermentacion.
Como muestra la siguiente tabla, el reactor CSTR (continuous stirred tank reactor) fue ampliamente
usado para la produccion de hidrégeno por fermentacion (Chen et al. 2008).

Tabla 1.7. Reactores continuos usados para la produccién de hidrégeno por fermentacion

) . Tiempo de retencién hidraulica (h) Maxima .
Indculo Sustrato Tipo de Reactor _ produccién de Referencia
Rango estudiado Optima H,
Lod(')s' Glucosa  CSTR 05_2 05 1.81 mol/ mol Zhang et al.
municipales glucosa 2007
Lodos anaerobios ~ Glucosa  CSTR 2-12 4 115.68 mmol/d ggggla etal.
Lodqs_ Sucrosa  CSTR 212 4 4.7 mol/ mol Chenetal.
municipales sucrosa 2008
Lodos 1.68 mol/ mol Leeetal.
municipales Fructosa  CSTR 2-8 8 hexosa 2007
Lodos anaerobios ~ Almidén  CSTR 2-12 12 1.5 mol/ mol Lin etal.
hexosa 2008
Lodos de
digestion Glucosa  CSTR 6-12 10 1.95 mol/ mol Zhang etal.
- glucosa 2006
anaerobia
Lodos anaerobios ~ Glucosa ~ CSTR 4-12 10 1.63 mol/ mol Wuetal.
glucosa 2008
Lodos . 1.63 mol/ mol Wau et al.
municipales Xilosa CSTR 4-12 12 xilosa 2008
Lodc')s' Glucosa  CSTR 4-12 12 1.36 mol/ mol Leeetal.
municipales hexosa 2007
Lodqs_ Sucrosa  CSTR 212 12 1.6 mol/ mol Leeetal.
municipales hexosa 2007
Lodos de digestor s 0.92 mol/ mol Arooj et al.
anaerobio Almidon  CSTR 4-18 12 glucosa 2008
L0dc_)s_ Sucrosa  UASB 4-24 8 1.5 mmol/ mol Chang et
municipales sucrosa al.2004
Lodos anaerobios ~ Glucosa  UASB 2-12 12 96 mmol/ d (;gggla etal.
. 3.6 mol / mol Chang et al.
Lodos residuales Sucrosa  UASB 6-24 8 sucrosa 2006
Lodos d_e digestor Glucosa Reactor c!e_ lecho fIU|d|zgido 0125 -3 025 1.7 mol/ mol Zhang et al.
anaerobio con biopélicula anaerobia glucosa 2008
Lodos d_e digestor Glucosa React,or de lecho flu!dlzado 0125 -3 025 1.6 mol/mol Zhang et al.
anaerobio de granulos anaerobios glucosa 2008
Lodos Reactor de lecho de lodo 3.3 mol/ mol Leeetal
municipales Sucrosa granular inducido 0.25-4 0.5 sucrosa 2004
L0dc_)s_ Sucrosa Reactor empacado 05-4 4 3.9 mol/ mol Lee etal.
municipales sucrosa 2004
Lodc'>s' Glucosa  Biorreactor de membrana 1-4 4 1.72 mol/ mol Lee et al.
municipales hexosa 2007
Lodos - . - 0.8 mol/ mol Wu et al.
municipales Xilosa CSTR con biomasa fija 2-6 6 xilosa 2008

En un CSTR convencional, la biomasa esta suspendida en el licor mezclado, el cual tiene la misma
composicion que el efluente. Como la biomasa tiene el mismo tiempo de retencion que el tiempo de
retencion hidraulica, el lavado de la biomasa puede ocurrir a tiempos de retencion hidraulica cortos,
por lo tanto la concentracion de la biomasa en la mezcla y la produccion de hidrogeno estan limitadas.
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Los reactores con biomasa inmovilizada proveen una alternativa al convencional CSTR, porque son
capaces de mantener altas concentraciones de biomasa y pueden operar con tiempos de retencion
cortos sin que ocurra el lavado de biomasa. Por ejemplo, Zhang et al.(2008) encontraron que la
formacidn de lodo granular facilito la concentracion de la biomasa.

Se ha demostrado que al incrementar el tiempo de retencion hidraulica, puede aumentar la habilidad de
las bacterias productoras de hidrégeno, sin embargo un tiempo demasiado alto, puede afectar esta
habilidad (Chen et al. 2008).

En estos estudios también hay desacuerdos en cuanto al tiempo de retencion hidraulica 6ptimo, por
ejemplo Zhang et al (2007) reporté 0.5h mientras que el dptimo para Arooj et al., fue de 12h. La
posible razon de estas diferencias pude deberse a la a la diferencia entre el indculo estudiado, el
sustrato empleado y el rango de tiempo de retencion hidraulica.

1.3.4 Nitrogeno y Fosfato

Debido a que el nitrégeno es un componente muy importante de las proteinas, acidos nucléicos y
enzimas es de gran importancia en el crecimiento de las bacterias productoras de hidrégeno. Por lo
tanto un nivel apropiado de nitrégeno es benéfico para las bacterias productoras de hidrégeno
(Baisaillon et al, 2006).

La tabla 1.8 presenta estudios realizados con el fin de investigar el efecto de la concentracion del
nitrégeno en la produccién de hidrégeno por fermentacion.

Tabla 1.8. Efecto de la concentracion de nitrogeno en la produccion de hidrégeno por fermentacion

Concentracion de N

. Tipo de Fuente de Maxima produccién de .
In6culo sustrato Rango A Referencia
reactor N - optimo H>
estudiado
Escherichia . . Baisaillon
coli Glucosa Discontinuo  NH,CI 0-02gN/L 0.01gN/L 1.7 mol/ mol glucosa etal., 2006
. . . 05-10¢g Salerno et
Lodosinagua  Glucosa Discontinuo  NH,CI N/L 7gN/L 150 mL al.. 2006
Composta de Desechos . - ) Layetal.,
pasto de comida Discontinuo  NH4HCO;3 0-06gN/L 04gN/L 77mL/ g SVT 2005
Cereal molido ~ Almidén  Discontinuo  NH,HCO; ~ 01-2gN/L  0.1-2gNiL 1gN/L 'z-g)‘éjt al,
. . Extracto de 2-8% 4% extraxto Morimoto
Composta Glucosa Discontinuo extraxto de 70 mmol
levadura de levadura et al., 2004
levadura
Enterobacter o o .
aerogenes Glucosa Discontinuo  Polipeptona 0 ].5 % 2 /(I) 58 mL Y;)gkm etal,
HO-39 polipeptona polipeptona 1995

Se observa que el nitrégeno en forma de amonio es la fuente de nitrogeno mas investigada para la
produccion de hidrégeno por fermentacion.

El fosfato es necesario para la produccion de hidrégeno debido a su valor nutricional ademés de su
capacidad como buffer. Se ha demostrado que dentro de un rango apropiado, incrementar la
concentracion de fosfato puede incrementar la habilidad de las bacterias productoras de hidrogeno,
pero niveles demasiados altos de fosfato pueden resultar contraproducente (Lay et al., 2005).

Se ha demostrado que una relacion apropiada de carbon/nitrégeno (C/N) y carbén/fésforo (C/P) son
fundamentales para la produccion de hidrégeno por fermentacion. En la tabla 1.9 se muestran estudios
realizados para investigar los efectos de estas relaciones.
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Tabla 1.9. Efecto de la relacion C/N y C/P en la produccion de hidrégeno por fermentacion

Tipo de CI/N C/P Maxima
Indculo Sustrato Rango P Rango P produccion  Referencia
Reactor estudiado optimo estudiado optimo de H,
LoQos sucrosa Discontinuo 40 - 130 47 - - 48 mol/mol  Linetal,
activados sucrosa 2004
Lodos . . . 281 mL/g Argun et
anaerobios Trigo polvo  Discontinuo 20 - 200 200 50 - 1000 1000 almidan al.. 2008
Efluente de
molino para
Lodos extraer Discontinuo 45 -95 74 450 - 650 559 633L/L O-Thong et
anaerobios - sustrato al., 2008
aceite de
palma

1.3.5 lones Metélicos

Aunque en altas concentraciones, los iones metélicos pueden inhibir la actividad de las bacterias
productoras de hidrégeno, un nivel traza de dichos iones es necesario para la produccion de hidrégeno.
La tabla 1.10 presenta estudios realizados para evaluar el efecto de la concentracién de algunos iones
metélicos en la produccion de hidrégeno por fermentacion.

Como se muestra en la tabla, el Fe?* fue el més investigado para la produccién de hidrégeno por
fermentacion, esto se debe principalmente a que su presencia es esencial para la hidrogenasa (Wang et
al., 2008).

Otras investigaciones se han desarrollado para investigar la toxicidad de los metales pesados dentro de
la produccion de hidrogeno por fermentacién. Por ejemplo Li y Fang reportaron que la toxicidad
relativa de seis metales para la produccion de hidrégeno por fermentacién fue en el orden siguiente
Cu>Ni-Zn>Cr>Cd>Pb (Li et al., 2007).

Tablal.10. Efecto de la concentracion de iones metalicos en la produccion de hidrégeno por fermentacion

Concentracion (mg/L)

Tipo de Maxima

Indculo Sustrato Reactor lon Ran_go éptimo produccion de H, Referencia
estudiado
Lodos Almidén Discontinuo Fe?* 0-1473.7 55.3 296.2mL/ g Yangetal,
anaerobios almidén 2006
Compostade ~ Desechos oo hvinig Fe* 0-250 132 77mL/gSVT Lay etal,
pasto de comida 2005
Efluente
de molino
Lodos para Bact Fe?* 2 - 400 257 633U/ Lsustrato O 'nonget
anaerobios extraer al., 2008
aceite de
palma
L_odos_ de Glucosa Discontinuo Fe?* 0-1500 350 311.2mL/g Wang etal.,
digestion glucosa 2008
Bacterias
productoras . . 2+ 3 2360.5mL/ L Wang et al.,
de hidrogeno Glucosa Discontinuo Mg 1.2-23.6 23.6 cultivo 2007
B49
Lodos de Glucosa Discontinuo Ni%* 0-50 0.1 296.1 mL/ g Wangetal.,
digestion glucosa 2008
L_odos_ de Sucrosa Continuo ca?* 0-300 150 3.6 mol/ mol Chang etal.,
digestion sucrosa 2006
Lodc_Js_ Sucrosa Continuo Ca** 0-27.2 27.2 2.19 mol/ mol Leeetal,
municipales sucrosa 2004
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1.3.6 Temperatura

La temperatura es uno de los factores méas importantes que influencia la actividad de las bacterias
productoras de hidrdégeno y por lo tanto la produccién de hidrégeno por fermentacion. Se ha
demostrado como con otros factores, que dentro de un rango apropiado, un incremento en la
temperatura puede mejorar la habilidad de las bacterias productoras de hidrogeno, temperaturas muy
altas puede inhibir esa actividad (Wang et al., 2008). La tabla 1.11 resume varios estudios donde se
investigd el efecto de la temperatura en la produccion de hidrégeno por fermentacion.

Wang J. y Wan W, (2009) reportaron que la concentracion de etanol en pruebas discontinuo se
incrementa cuando la temperatura se incrementa de 20°C a 35°C, pero disminuye si la temperatura se
eleva nuevamente de 35°C a 55°C. Sus resultados también reportaron gque la concentracion de acido
acético en pruebas discontinuo se incrementa cuando la temperatura se eleva de 20°C a 35°C, pero
tiende a decrecer cuando la temperatura se eleva de 35° a 55°C. El cambio en la concentracion de
etanol y &cido acético a metabolitos solubles cuando se incrementa la temperatura puede resultar de la
ruta metabdlica seguida por las bacterias dominantes a causa de la temperatura.

Tabla 1.11. Efecto de la temperatura en la produccion de hidrédgeno por fermentacion

Temperatura (°C)

. Tipo de Méxima produccion .
In6culo Sustrato Reactor Rango 6ptimo de H, Referencia
estudiado
Ethanoligenens harbinense . . Xing etal.,
YUAN-3 Glucosa Discontinuo 2044 37 1.34 mol/ mol glucosa 4
Lodos anaerobios Glucosa Discontinuo 25-55 40 275.1 mL/ g glucosa \2/\(/)%%9 etal,
Lodos anaerobios Glucosa Discontinuo 33-41 41 1.67 mol/ mol glucosa '\Z/I(')“'O‘g al,
Lodos anaerobios Sucrosa Discontinuo 25-45 35.1 3.7 mol/ mol sucrosa g\é%gg etal,
Lodos anaerobios Sucrosa Discontinuo 25-45 355 252 ml/ g sucrosa g/lolégt al.
Lodos de disgestor anaerobio Slurry de Discontinuo 37-55 37 346 mL/_ g Fangetal.,
arroz carobohidrato 2006
Lodos municipales Sucrosa Continuo 30-45 40 3.88 mol/ mol sucrosa Iz_gggat al,
Thermoanaerobacterium O-Thona et
thermosaccharolyticum PSU-  Sucrosa Discontinuo 40-80 60 2.53 mol/ mol hexosa al 2003
2 v
. L . . L Lee etal,
Lodos municipales Almidon Discontinuo 37-55 55 1.44 mmol/ g almidén 2008
. Estiércol de . - 743 mL/ kg de Yokoyama et
Estiércol de vaca vaca Discontinuo 37-75 60 estiércol de vaca al., 2007
Slurry de Yokoyama et
Slurry de estiércol de vaca estiércol de  Discontinuo 37-85 60 392 mL/ L slurry al 28/07
vaca N
Lodos de digestor anaerobio Desgc_hos Semicontinuo 37-55 55 360mL/ g SV Valdezetal,
organicos 2005

En estudios realizados por Carvajal (2009) se observé que independientemente de la temperatura del
origen del indculo, para todos los casos evaluados la velocidad especifica de produccién de hidrégeno
se presento por encima de los 35°C.
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1.3.7 pH

Este es otro factor importante que afecta las actividades de las bacterias productoras de hidrégeno y la
produccion de hidrégeno por fermentacion debido a que puede afectar la actividad de la hidrogenasa y
por lo tanto la ruta metabolica seguida. Se ha demostrado que dentro de un rango apropiado, al
incrementar el pH se puede incrementar la habilidad de las bacterias que producen hidrégeno durante el

proceso de produccion de hidrégeno por fermentacion, pero pH’s altos pueden disminuir dicha
habilidad.

La tabla 1.12 resume varios estudios que se hicieron para investigar el efecto de pH inicial en la
produccion de hidrégeno por fermentacion en reactor discontinuo.

Tabla 1.12. Efecto del pH inicial en la produccion de hidrégeno por fermentacion en un reactor

discontinuo
pH inicial Méxima
In6culo Sustrato Rango éptimo produccion de H, Referencia
estudiado
Khanal et
Composta Sucrosa 45-6.5 45 214 mL/ g DQO al., 2004
Lodos anaerobios Almidén 5-7 5 1.1 mol/ mol hexosa Iz_(l)rsget al,
Clostridium butyricum 2.78 mol/ mol Chenetal.,
CGS5 Sucrosa 5-65 55 sucrosa 2005
. Desechos Wu et al.,
Lodos activados de comida 4-8 6 47.1 mmol/ g DQO 2004
Lodos anaerobios Almidén 4-9 6 92 mL/ g almidon ggggg etal,
Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum Sucrosa 4-85 6.2 2.53 mol/ mol O-Thong et
hexosa al., 2008
PSU-2
Lodos municipales Xilosa 5-95 6.5 2.25 mol/ mol xilosa Iz‘éggt al,
Lodos municipales Xilosa 5-8 6.5 1.3 mol/ mol xilosa Iz_érg)gt al.
Composta de estiércol de Tal]os de 4-9 7 149.69 mL/ SVT Zhang et al.,
vaca maiz 2007
Lodos de estiércol de vaca  Celulosa 55-9 7.5 2.8 mmol/ g celulosa Iz_(l)rsgt al,
Lodos municipales Sucrosa 55-85 7.5 2.46 mol/ mol Wang etal.,
sucrosa 2006
Lodos granular anaerobio Glucosa 3.88-8.12 7.5 1.46 mol/ mol Davilaetal.,
glucosa 2008
Lodos d_e digestor Sucrosa 3-12 9 126.9 mL/ g sucrosa Leeetal,
anaerobio 2002

40



Ademas de los estudios reportados para el pH inicial, en afios recientes se han desarrollado, estudios
también del efecto del pH durante el transcurso del proceso, la tabla 1.13 resume estos estudios.

Tabla 1.13. Efecto del pH en la produccion de hidrégeno por fermentacion

pH inicial
Indculo Sustrato . Maxima produccion Referencia
Tipo de Rango 6timo de H;
reactor estudiado P
Lodos d_e digestor Slurry de Discontinuo 4-7 45 346 mL/ g almidon Fangetal,
anaerobio arroz 2006
Lodos anaerobios Sucrosa Discontinuo 4.7-6.3 55 3.7 mol/ mol sucrosa \2/\(/)6(1)29 etal,
Lodos anaerobios Sucrosa Discontinuo 45-6.5 55 252 mL/ g sucrosa Mu et.al. 2006
Enterobacter cloacae . . 29.63 mmol/ g células Kumar et al.,
IT-BT 08 Sucrosa Discontinuo 45-75 6 secas 2000
. . . Mu et al.,
Cultivo mixto Sucrosa Conitnuo 34-6.3 4.2 1.61 mol/ mol glucosa 2006
Lodos anaerobios Glucosa Continuo 4-7 55 2.1 mol/ mol glucosa gggg etal,
. . . Zhao et al.,
Cultivo mixtpo Sucrosa Continuo 6.1-95 7 1.61 mol/ mol glucosa 2008

Observando las tablas 1.12 y 1.13 se nota que es ideal empezar en un pH alrededor de 7 para que a
medida que la reaccion avanza el pH no caiga mas alla de 5.5 que es el ideal reportado para la
produccién de H,.

1.3.8 Presion parcial de H,

El incremento en la presion parcial del H, en el espacio de cabeza del reactor durante la fermentacion
ha sido asociado con el decremento en la produccion de H,. Se ha observado que cuando la presion
parcial de H, se incrementa a cierto nivel, en el espacio de cabeza del reactor, se produce un cambio de
la produccion de acidos grasos a la produccion de alcoholes resultando en una menor produccion de
H,. Bajo estas condiciones, el potencial redox H*/H, disminuye y el flujo de electrones de la
ferredoxina reducida hacia hidrégeno molecular a través de la hidrogenasa es inhibido.

Se han desarrollado diversas estrategias para evitar la acumulacién de H, en espacio de cabeza del
reactor. Por ejemplo, se ha reportado el burbujeo de un gas inerte para remover el H, o la remocion in
situ del H, del biogas a través de membranas (Valdez & Poggi, 2009)

1.4 Microorganismos productores de Hidrégeno

El disefio y operacién de los procesos en biotecnologia ambiental son formas practicas en las cuales la
ecologia microbiana es manipulada para que comunidades microbianas especificas logren objetivos
particulares. En particular, la produccion de hidrogeno como fuente de energia renovable presenta un
buen ejemplo. Se han establecido diferentes métodos para la generacion de hidrégeno biol6gicamente,
incluyendo fotdlisis directa e indirecta, fotofermentacion y fermentacién oscura. Basado en las
velocidades de produccion de hidrogeno, la fermentacion oscura se destaca por ofrecer un excelente
potencial para aplicaciones practicas e integracion con las tecnologias emergentes del hidrégeno (Levin
et.al., 2004).

La operacion exitosa de cualquier biorreactor para la fermentacion oscura depende del desempefio de
los microorganismos presentes en el sistema; por lo tanto entender la estructura de las comunidades
productoras de hidrégeno es un paso critico hacia la optimizacion de las comunidades microbianas y
mejoramiento de la produccion de hidrégeno.
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En ocasiones, comunidades microbianas con el mismo perfil de composicion resulta en diferentes
rendimientos de produccion de hidrégeno, indicando que la produccion no cambia como repuesta a
cambios en la comunidad microbiana, sino por la ruta metabolica seguida en respuesta a las
condiciones ambientales (Hawkes et.al., 2002).

El proceso de la fermentacion oscura para la produccion de hidrégeno ha atraido mucha atenciéon en
afios recientes porque puede ser integrada en el tratamiento de desechos orgénicos, y tiene la
posibilidad de ser escalado para propositos comerciales. Los lodos anaerobios son frecuentemente
utilizados como in6culo en la produccidn de hidrégeno que usa desechos organicos como alimentacion
(Yang et al., 2007). Hallenbeck & Ghosh 2009, dejan en claro que en el futuro la produccion
fermentativa de hidrogeno comercializado, sera llevado a cabo bajo condiciones no estériles y haciendo
uso de sustratos complejos. Asi que el uso de un cultivo mixto o consorcio microbiano es una técnica
gue mejora la produccién de hidrégeno ya que comunidades microbianas complejas contienen una
gama de actividades hidroliticas necesarias en este tipo de procesos ademas de ser potencialmente mas
robustas a los cambios en las condiciones de operacion (Hung et al., 2011).

Asi como las tecnologias ya maduras de lodos activados y digestion anaerobia para el tratamiento de
aguas residuales, la produccién de hidrogeno usando cultivos mixtos fue demostrada antes de que los
avances en biologia molecular permitiera estudiar las comunidades microbianas responsables (Hawkes
et al., 2007). Muchos microorganismos son capaces de producir hidrégeno a partir de carbohidratos sin
embargo a partir de técnicas moleculares se han identificado principalmente especies del género
Clostridium (Lin et al., 2006). Fang et al., (2002) analizaron las especies presentes en un cultivo
productor de hidrogeno (CSTR, pH 5.5, 36 °C, TRH 6.6h) a partir de glucosa. Ellos encontraron que el
64.4% de todos los clones presentes eran del género Clostridia, con 43.8% relacionado a Clostridium
cellulosi, 12.5% relacionado a Clostridium acetobutylicum y 8.3 relacionado a Clostridium
tyrobutyricum, el 18.8% de todos los clones fueron relacionados al género Enterobacter y 3.1% con
Streptococcus bovis. Otro estudio de lodo granular (26 °C, pH 5.5, TRH 6h sucrosa como sustrato)
mostrd que el 69% de los clones estaban relacionados con cuatro especies del género Clostridia y
13.5% con Sporolactobacillus racimecus en el grupo Bacillus/Staphylococcus.

También se ha seguido la distribucion de los metabolitos junto con la caracterizacion de las
poblaciones microbianas. Con respecto a esto, los metabolitos mas cominmente formados durante la
produccién fermentativa de hidrdgeno, son el acetato, propionato, butirato, etanol y butanol. De esta
manera, varios autores han sugerido que las especies Clostridia son las dominantes en los sistemas de
produccién de H, (Lay, 2001) Otra forma indirecta de determinar la estructura microbiana es el método
usado para el enriquecimiento del inoculo con productores de H,.El tratamiento térmico por un lado y
la operacion acidogénica enriquecen el indculo con bacterias formadoras de esporas relacionada con el
género Clostridia/Bacillus. Esta idea fue corroborada por Liu & Fang, 2002 quienes usaron un
microscopio electronico de barrido (SEM) para observar la estructura de granulos acidogénicos
productores de hidrégeno. Las imagenes del SEM mostraron que los granulos estaban formados
tipicamente por bacterias formadoras de esporas. (Valdez & Poggi, 2009).

1.4.1 Otros microorganismos

Diferente estudios han mostrado que ademas de los microorganismos directamente involucrados en la
produccion de hidrogeno existen otros microorganismos que si bien no son productores de hidrogeno
contribuyen a mantener las condiciones adecuadas para que se lleve a cabo dicha produccién de
hidrégeno, como la Kleibsiella sp que remueve el oxigeno y mantiene condiciones anaerobias en el
reactor o el grupo Bacillus/Staphylococcus el cual produce EPS y cuyo rol podria ser contribuir a la
formacion de granulos o facilitar la colonizacion de superficies, y también coexisten microorganismos
que por el contrario son inconvenientes para la produccion de hidrégeno. La tabla 1.14 resume algunos
estudios donde se reporta el rol de algunos microorganismos presentes en los sistemas de produccién
de hidrégeno por fermentacion.
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Tabla 1.14. Caréacteristicas filogénitcas y rol de microorganismos coexistiendo con los ya conocidos productores de H..

Rol/Microorganismo Taxonomia Influencia en el proceso Referencia
Mejoramiento de la produccién de H, por formacion de granulos/retencion de biomasa
Sporolactobacillus racemicus  Sporolactobacillaceae  La produccion de sustancia polimérica extracelular podria ayudar en la formacion granular Fang et al.,
2002a
Streptococcus sp. Streptococaceae Aparece cuando se mejora la produccién de H,, pero aparentemente no es productor de H, Davila-Vazquez
Et al.,, 2009
Clostridium sp. y Streptococcus sp. forman una estructura de malla durante la formacion Hung et al.,
de granulos. 2011
Ambiente anaerobio por el consumo de Oxigeno
Enterobacter Aerogenes Enterobacteriaceae Anaerobio facultativo que remueve el oxigeno y genera condiciones anaerobias para el Yokoi et al.,
Clostridium productor de H, 1998
Klensiella sp. Enterobacteriaceae Podria significativamente reducir el potencial Redox generando condiciones anaerobias Hung et al.,
2011
Bacillus sp. Bacillacaea Disminucion del oxigeno Huang et al.,
2010
Mejoramiento de la produccion de H, por degradacion de sustratos organicos complejos
Bacillus sp. Bacillacaea Alta eficiencia de solubilizacion de compuestos solidos Ueno et al.,
2006
Bifidobacterium sp. Bifidobacteriaceae Rompe el almidén en pequefias moléculas y simplifica compuestos organicos que son usados Cheng et al.,
por Clostrium sp. 2008
Olsenella sp. Corobacteriaceae Lo et al
Klebsiella oxytoca Enterobacteriaceae Puede contribuir a la degradacion de sustratos de carbono 2008
°Pseudomonas sp. Pseudomonaceae
Megasphaera sp. Veillnollaceae Transformacion del sustrato Doi et al.,
2009
Cytophagales str. Cytophagaceae Luetal.,
Acetivibrio cellulolyticus Ruminococcaceae D . 2009
L - egradacion de celulosa -
Clostridium cellulosi Clostridaceae Nisila et al.,
Clostridium stercorarium 2011

Consumo de hidrégeno
Lactobacillus sp.

Sporolactobacillus sp.
Schwatzia succinivorans
Megasphera sueciensis

Bacillus recemilacticus

Prevotella sp.

Lactobacillaceae
Sporolactobacillaceae
Veillonellaceae
Bacillaceae

Prevotellaceae

Coexiste con Clostridium y puede tener un efecto adverso en la produccion de H,
Puede excretar bacteriocidas

Consumidor potencial de H,

Puede incrementar la concentracion de lactato y disminuir la produccion de H,

Puede competir por sustrato y afectar la produccién de H,

Kawagoshi et al.,
2005
Saraphiromy
Reungsang, 2010
Koskinen et al.,
2007
Kimetal.,
2006
Castell6 et al.,
2009

43



1.5 Biopeliculas

Una biopelicula puede ser definida como una comunidad microbiana caracterizada por células que se
adhieren a un sustrato (superficie) o una interface y entre ellas mismas, embebidas en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares. (Shirtliff et al.,2002).

Existe suficiente evidencia para convencernos que en cualquier habitat, natural, industrial o médico, la
mayoria de las bacterias preferentemente colonizan superficies en comunidades organizadas en
biopeliculas en lugar de crecer individualmente en suspensién (Stickler, 1999). La idea de que las
bacterias crecen preferentemente en superficies ha estado presente por mas de 150 afos. En 1947
Antonie van Leuwnhoek usd su microscopio primitivo para describir agregados de “animalculos” que
desprendio de la superficie de dientes de humanos. Casi 100 afios después Claude Zobell examind
poblaciones marinas naturales por microscopia directa, y concluyd que esas bacterias son atraidas a
superficies a las cuales a veces se adhieren para formar poblaciones estables. En 1964, Ralph Mitchel y
Kevin Marshall examinaron las primeras etapas de la formacién de biopeliculas por bacterias en
cultivos puros, y distinguieron entre la adsorcion reversible de las bacterias en la superficie y la
subsecuente adhesion irreversible que constituye la primera etapa de la formacién de la biopelicula
(Costerton, 1999).

1.5.1 Formacion de las biopeliculas

La formacion de las biopeliculas, necesariamente, empieza con la adhesion de un pequefio nimero de
bacterias a la superficie. Para que la bacteria se adhiera a la superficie, las células deben “sentir” su
proximidad a esas superficies. Se propone que las bacterias plantonicas liberan protones y moléculas
sensoras conforme se mueven a través de todo el fluido. Y se propone también que esos protones y
moléculas sensoras como la acil homoserina-lactona (AHLS) en las Gram negativa (Stickler, 1999) se
pueden difundir radialmente hacia superficies adyacentes o a cualquier otra superficie. Se propone que
si la bacteria detecta una alta concentracion de protones o moléculas sensoras del mismo lado donde
ésta se encuentra, la bacteria puede “identificar” que esta cerca de una superficie ya que la difusion se
vio limitada en ese lado. (Costerton, 2009).

Un gran namero de bacterias, se sabe, poseen un sistema quérum-sensing. Este sistema estimula una
respuesta de autoinduccion que ocurre cuando la bacteria responde a concentraciones de un compuesto
secretado alcanzadas Unicamente si la poblacion microbiana colectivamente presenta una densidad
critica. La funcion de este sistema garantizar a una célula individual o una poblacién de densidad
critrica antes de inducir la expresion de funciones especializadas (Shirtliff et al. 2002). Las bacterias de
algunas especies recorren toda la superficie antes de establecerse en un lugar e iniciar su
comportamiento de adhesion. Estas bacterias recorren toda la superficie aun cuando se encuentre
poblada ya por bacterias de la misma especie, es por eso que forman monocapas en la superficie
colonizada. Otras bacterias se mueven muy poco sobre la superficie antes de poder adherirse y otras
forman agregados en lugares especificos y forman microcolonias.

Las bacterias adheridas deberan sintetizar exopolisacaridos para cimentar su adhesion a la superficie, y
algunas otras bacterias en la biopelicula en desarrollo, para progresar de la adhesion reversible a la
etapa de adhesion irreversible.

1.5.2 Estructura de las biopeliculas

Revelaciones de la arquitectura basica de las biopeliculas ha mostrado que la microcolonia es la unidad
structural basica de una biopelicula. Anélisis estructurales han mostrado que las microcolonias son
comunidades discretas de bacterias encerradas en una matriz que puede incluir también otras especies.
Dependiendo de las especies involucradas, una microcolonia puede estar compuesta de 10-25% de
células y una matriz del 75-90% de EPS (Sustancias Poliméricas Extracelulares) la cual casi siempre es
maés densa en el &rea méas cercana al ndcleo de la microcolonia. Un andlisis cuidadoso de la estructura
de muchas microcolonias casi siempre revela una forma de hongo. La mayoria de las células se
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encuentra en la corona del hongo y muy pocas en el tallo. Las microcolonias estan ordenadas de forma
horizontal en biopeliculas delgadas, aunque también pueden ordenarse de manera vertical en
biopeliculas gruesas (Costerton, 1999).

La estructura de una biopelicula madura variara con la ubicacion, la naturaleza de los microorganismos
constituyentes y la disponibilidad de nutrientes (Stickler, 2002).

Existen diferentes factores que influencian la estructura de las biopeliculas, algunos de ellos son
listados en la tabla 1.15, no es facil ubicar estos factores en orden de importancia y la bdsqueda de un
consenso acerca de que regula la estructura de una biopelicula puede ser infructuosa. La colonizacion
inicial de una superficie, aunque restringida a un subconjunto de la poblacion completa que puede
colonizar superficies, sera totalmente aleatoria, dependiendo en que se adhiere, donde y cuando. Una
vez gue los microorganismos se han adherido, cualquier posible interaccion ocurrird ya que este punto
estd gobernado no por el azar sino por una serie de reglas fisicoquimicas y bioldgicas. Dos
microcolonias pueden competir, cooperar o ser independientes (Wimpenny et al., 2000).

1.5.3 Biopeliculas VS bacterias plantdnicas

Las bacterias que desarrollan una biopelicula presentan ventajas frente a su contraparte las bacterias
planténicas, como la habilidad de capturar y concentrar a través de la matriz polimérica nutrientes
como carbdn, nitrogeno y fosfato. Permite la resistencia a diferentes estrategias de remocion, el uso de
agentes de remocién y antimicrobianos, estrés por fuerzas de corte. Una biopelicula presenta la
habilidad de actuar como barrera de difusion disminuyendo la penetracion de algunos agentes
antimicrobianos, las bacterias que crecen en forma de biopelicula tienen el potencial de dispersarse via
desprendimiento (Shirtliff et al., 2002). Crecer en forma de biopelicula es ventajoso para la comunidad
como un todo, por ejemplo en la degradacion de moléculas organicas recalcitrantes. Para la
degradacion de sustancias de este tipo, la interaccion de diversas especies (co-metabolismo) es la
manera mas eficiente.

Una de las ventajas de estas asociaciones y agregados para la degradacién, es su amplio uso en todos
los tipos de tratamiento de aguas residuales, lodos activados, reactores de biomasa fija, y reactores
UASB, por mencionar algunos (Wimpenny et al., 2000)
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Tabla 1.15. Factores que influencian la formacidn de biopeliculas

Factores Genotipicos

Factores fisicoquimicos

Procesos estocasticos
Fenomenos deterministicos
Procesos mecanicos
Importacion — Exportacion

Cambios temporales

El genotipo especifico del microorganismo

Expresién de genes codificando propiedades de superficie

Expresidn de sistemas sensoriales

Produccion de EPS

Dindmica de crecimiento del microorganismo: velocidad especifica de
crecimiento, periodos lag, afinidad por el sustrato, etc.

Expresion de factores genéticos no directamente conectados a la
formacion de biopeliculas (motilidad, quimiotaxis, genes de represion
de catabolitos)

Interface de fase (combinacion de solido, liquido y gas)

Composicién de la superficie y rugosidad

Composicién del sustrato

Temperatura, pH, presion,

Colonizacion inicial: adhesion y desprendimiento

Cambios aleatorios en factores bidticos y abidticos

Interacciones especificas entre  microorganismos: competicion,
neutralismo, cooperacion y depredacion.

Cortes debido a condiciones de flujo laminar o turbulento, abrasion,
restricciones logisticas.

Adicién o remocidn de componentes bi6ticos o abioticos, como la
adicion de arena, minerales o desechos organicos.

Cambios periédicos en al ambiente bidtico o abidtico como la luz,
temperatura, pH, etc.
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1.5.4 ;Por qué biomasa fija?

Hasta hace poco los estudios de produccion de H, en continuo, solo eran desarrollados en sistemas de
biomasa suspendida, los reactores de agitacion continua (CSTR), son el tipo de reactor mas
frecuentemente usado para la produccién de H; en continuo (Roch, et al., 2010). Sin embargo, este tipo
de reactor usualmente exhibe un desempefio pobre en la velocidad de produccion de H, debido a su
incapacidad de mantener altos niveles de biomasa productora de H, a bajos tiempos de retencion
hidraulica debido a su estructura intrinseca (Zhang et al., 2007)

La tendencia en nuestros dias, es el uso de la tecnologia de la inmovilizacién, debido a las ventajas que
presenta en operacion continua. Por ejemplo, hacen méas faciles operaciones de larga duracion y la
separacion liquido-sélido. Ademas, la inmovilizacidn disminuye los efectos inhibitorios de compuestos
toxicos, puede ayudar a la aclimatacion de de las bacterias y disminuye la fase lag del cultivo de las
mismas (Bai et al., 2009).

Para lograr una velocidad de produccion de H, satisfactoria, los sistemas de biomasa inmovilizada se
han convertido en alternativas populares a los sistemas de biomasa suspendida para la produccién
continua de H, ya que estos son capaces de mantener altas concentraciones de biomasa incluso a
tiempos cortos de retencion hidraulica. Estudios previos nos llevan a creer que las técnicas de
inmovilizacién de biomasa como el encapsulado y la adhesién mejoran la retencién celular y por lo
tanto la velocidad de produccién de H..

Estudios recientes encontraron una produccién favorable de H, usando reactores con biomasa
inmovilizada, como los UASB (Upflow anaerobic sludge blanket), CSTR (granule-based continuous
stirred tank reactor), de lecho fijo, AFBR (anaerobic fluidized bed reactor), y biofiltros. Estas técnicas
de inmovilizacién de biomasa estdn basadas principalmente en la granulacion y en biopeliculas. Y
como consecuencia de la alta retencion de biomasa se encontraron mejores velocidades de produccion
de H, (Zhang et.al. 2008).

Ademas de los parametros del proceso de produccién de H,, la configuracion del reactor es uno de los
aspectos mas importantes que influencia el desempefio del proceso de producciéon de H, y el
tratamiento del agua residual. La configuracion del reactor tendrd influencia directa en el
microambiente del mismo, como la poblaciéon microbiana, el comportamiento hidrodindmico, el
contacto sustrato-consorcio, etc. (Lalit et al., 2009).

En resumen, las ventajas de los sistemas de biopelicula son:

Una mayor cantidad de biomasa pudiendo tratar aguas residuales con alta carga organica.
Acttan como buffer y reducen la concentracién de tdxicos.

Mejor tratamiento de agua residual con compuestos de dificil biodegradacian.

Aumenta la supervivencia de los microorganismos.

Protege las células de depredacién por otros organismos.

Mas resistentes a cambios en los pardmetros del proceso.

El tiempo de retencion hidraulica puede ser acortado: puede permitir la biodegracion en continuo

La retencion pobre / lavado celular, generalmente observado en sistemas de crecimiento suspendido,
puede ser evitado en sistemas de biopelicula.
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1.6 Reactores con biomasa fija

Los reactores con biomasa fija son usados en situaciones donde la capacidad obtenida del reactor de
biomasa suspendida estd limitada por la concentracion de la biomasa y el tiempo de retencion
hidraulica. Este puede ser el caso cuando se trabaja con microorganismos de lento crecimiento, los
cuales crecen en suspension requiriendo de tiempos largos de retencién, o cuando se tiene
alimentaciones diluidas en las cuales se alcanza una muy baja concentracion de biomasa. En estos
casos, las biopeliculas son una solucion efectiva para la retencién de la biomasa mejorando la
capacidad de conversion volumétrica del reactor.

Los agregados de células microbianas, como los fléculos y biopeliculas, son de gran interés en
biotecnologia. Estos ofrecen ventajas con respecto a las células que crecen de forma suspendida, como
una mas facil separacion bacterias-liquido, por sedimentacion o filtracion. Los agregados microbianos,
ya sea en la forma de biopeliculas, granulos o fléculos, y el medio, constituyen dos fases diferentes.
Esta caracteristica clave tiene tres consecuencias principales:

1. La retencién de la biomasa puede ser usada para mejorar la capacidad de conversion volumétrica
del reactor cuando la conversién esta limitada por la cantidad de biomasa presente. Si no se aplica la
retencion de la biomasa, la concentracion de la biomasa depende Unicamente de la concentracion del
sustrato en la alimentacion y por consecuencia se requieren de largos tiempos de retencién cuando se
trata de alimentaciones diluidas. Dependiendo de las caracteristicas de sedimentacion de los agregados,
la biomasa puede ser facilmente separada del liquido y retenida en el reactor.

2. El sustrato tiene que cruzar la interfase liquido-agregado y ser transportado a través del agregado,
alcanzar los microorganismos y ser consumido. Este transporte es en general por difusion a través del
agregado y resulta en un gradiente de concentracion. La profundidad de penetracion de los sustratos en
una biopelicula depende principalmente de la porosidad de la biopelicula, concentracion del sustrato, la
transferencia de masa en la interface biopelicula-liquido y la velocidad de reaccién en la biopelicula.

3. Debido al gradiente de concentracion en la biopelicula, existe también un gradiente de crecimiento
en la biopelicula. Esto producira biopeliculas con diferentes capas, donde los microorganismos con la
tasa de crecimiento mas alta se encontraran en el exterior de la biopelicula mientras que los de lento
crecimiento se encontraran en el interior (Nicollela et al., 2000).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Estrategia experimental
A continuacion se describen las etapas utlizadas en este estudio:

1)

2)

3)

4)

Colonizacién de empaques para poner a punto los métodos analiticos: colonizacion de
empagues, cuantificacion de la produccion de H,, CO, y CH4, AGV's, consumo de glucosa,
DQO y determinacion de la concentracion de sélidos suspendidos volatiles (SSV). (Ver punto
2.8)

Puesta en marcha de dos reactores de 8 L de volumen total y 4L de volumen Util, empacados
con un tipo diferente de empaque cada uno, se evalud la colonizacion de los empaques, la
produccién de hidrégeno, el consumo de glucosa y la produccién de AGV’'s , a 37 °C en
operacion discontinua. La glucosa alimentada fue de 3g/L. El pH inicial fue de 7 y no se
controld por lo que al final Ilegaba a 4.7. Estos reactores fueron operados durante 2 meses con
un TRH de 48h.

Se realizé una réplica de los experimentos usando un inéculo diferente, proveniente de un
reactor discontinuo que trata las aguas residuales de una cerveceria ubicada en Guadalajara,
Jal.

Se evalud la influencia de la alcalinidad del medio sobre la produccion de H,.

De esta manera la nomenclatura para los experimentos queda de la siguiente manera

Reactor empacado con

pldstico
A
Inéculo 1 Inéculo 2
Al A2

Para el reactor empacado con empaque cerdamico Unicamente cambiard la A por B.

2.2 Indculo

Se us6 lodo granular anaerobio. Los lodos fueron pretratados térmicamente a 104 °C durante 24h para
inhibir las bacterias consumidoras de hidrégeno y cosechar a las formadoras de esporas productoras de
hidrégeno (Van Ginkel et.al. 2001). Después del tratamiento térmico, el lodo fue pulverizado en un
mortero y almacenado hasta su uso. El polvo obtenido de esta forma, fue utilizado como inéculo en
cada uno de los reactores en una concentracion de 3 g/L.
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Para evaluar el efecto del in6culo sobre la produccion de H, se utilizaron dos indculos diferentes. El
inoculo 1 extraido de un reactor UASB que trata las aguas residuales de una industria cervecera en
Toluca, Mex., y el in6culo 2 de también de un reactor UASB que trata las aguas residuales de una
industria cervecera en la ciudad de Guadalajara, Jal.

2.3 Medicion del biogas
El biogas producido fue medido usando el método de desplazamiento de agua, por medio de un
dispositivo de Mariotte.

2.4 Pruebas de colonizacién de los empaques

Se evaluaron dos tipos de soporte comerciales para la inmovilizacion de la biomasa, uno cerdamico (230
m?m® y uno de polietileno (963 m*m®) (Figura 2.1). Las pruebas fueron realizadas usando una
concentracion de glucosa de 3 g/L como sustrato, y se ajustd el pH inicial del medio a 5.5 y una
temperatura de 35 °C.

Figura 2.1.Soportes para pruebas de colonizacion. 1zq: cerdmico Der: HDP

Dichas pruebas fueron realizadas en matraces erlenmeyer de un litro (Figura 2.2). En cada matraz se
agregaron 750 mL de medio mineral de acuerdo con Mizuno et.al.(2000) y glucosa como sustrato en
una concentracion de 3g/L.

Figura 2.2. Pruebas de colonizacion

Ambos matraces fueron colocados en un bafio a temperatura constante de 35 °C, el pH de operacion se
ajustd manualmente a 5.5 al inicio de cada ciclo, que fue de 24h. Las muestras del biogéas se tomaron al
final de cada ciclo y fueron almacenadas en tubos de ensayo llenos con una solucién salina a un pH de
2.5 para su posterior analisis. Para la evaluacion de la colonizaciéon de los soportes, se tomaron
soportes de cada tipo semanalmente.
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2.5 Operacion de los reactores

Se emplearon dos reactores de lecho fijo operados en paralelo, empacados con un soporte plastico
(Reactor A) (polietileno, 963 m2/m3) para desarrollar una biopelicula delgada y un soporte cerdmico
poroso (Reactor B) (silicato, 230 m2/m3) para desarrollar una biopelicula gruesa. EI medio de soporte
y el inéculo se pusieron en contacto desde el arranque de los reactores; los reactores fueron operados
durante dos meses. Para cada configuracién se hicieron dos experimentos. Cada andlisis se hizo por
triplicado.

Ambos reactores fueron operados hasta que se observd una produccion constante de biogas. Los
micronutrientes necesarios fueron agregados a través de una solucién mineral conteniendo por cada
litro: 250 mg K2HPO4, 520 mg NH4CI, 0.5 mg MnCI2-4H20, 25 mg MgCI2-6H20, 25 mg FeSO4-
7H20, 12.5 mg CoCIl2-6H20, 2.5 mg Na2Mo04-2H20, 2.5 mg H3BO4, 2.5 mg NiCI2-6H20, 2.5 mg
ZnCl,. Los experimentos fueron realizados en reactores de 8L con un volumen (til de 4L. El tiempo de
vaciado fue de 5 min, llenado 10 min. y tiempo de reaccion 23.75 h, dando un tiempo total de ciclo de
24h. El volumen de intercambio en ambos reactores fue de 2L (50%). El tiempo de retencidén hidraulica
(TRH) fue calculado en base al volumen de intercambio, por lo que se tenia un TRH de 48h. La
temperatura fue controlada en 35°C a través de una chaqueta en el reactor A y de un serpentin, por el
gue circulaba agua caliente en el reactor B, el pH solo se ajustaba al inicio de cada ciclo con HCI 2N o
NaOH 2N.

2.6 Analisis cinético

Se realizé un andlisis cinético de la produccién acumulativa de H, para cada uno de los experimentos a
partir de los datos experimentales obtenidos. Cada grafica representa el promedio de tres experimentos
de la produccion de H, durante el tiempo de reaccion. Para realizar el analisis se utilizo la ecuacion
modificada de Gompertz. Esta ecuacion ha sido ampliamente usada para modelar datos de la
produccién de gas. (Davila-Vazquez et al., 2008; Buitrén y Carvajal, 2010):

271828 + Ry A= 1) | 1)]

Hmax

H(t) = Hpayx * exp [_exp (

Donde

H(t) (mL) es la cantidad total producida de H, al tiempo de cultivo t(h)
Himax (ML) es la cantidad maxima producida de H,

Rimax (ML/h) es la velocidad maxima de produccion de H,

A (h) es el tiempo lag antes de la produccion exponencial de H,

2.7 Evaluacion del efecto de la alcalinidad sobre la produccion de H;

Se utilizaron dos reactores de acrilico de 6.35 cm de diametro y una altura de 50 cm de un volumen
total de 1298 mL con un volumen util de 750 mL empacados hasta una altura de 8 cm del fondo con
empaque de polietileno. Se alimentaron con agua residual sintética a base de glucosa, 3g/L. El volumen
de intercambio fue de 500 mL. El inéculo utilizado para esta prueba fue el 2, proveniente de un reactor
UASB que trata las aguas residuales de una industria cervecera en la ciudad de Guadalajara, Jal.
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2.8 Técnicas analiticas

2.8.1 Cuantificacion de H,, CO,y CHy

La muestra de biogas fue colectada por medio de una jeringa succionando y desplazando el gas por lo
menos dos veces para homogenizar la atmdsfera en la probeta de almacenamiento del biogas. Una vez
homogenizado se tomaron 10 mL de muestra e inmediatamente se inyectaron al cromatografo de gases.

Se utilizd un cromatografo de gases SRI provisto con un detector de conductividad térmica (TCD) y
una columna de silica gel de 1.82m en serie con una columna de tamiz molecular 13x de 1.82m y un
didmetro de 3.175 mm que trabajo a 40°C durante 4 minutos y después se calent6 a 110°C con un
incremento de 20°C/min. El gas portador utilizado fue nitrégeno con un flujo de 20mL/min. La
temperatura del inyector fue de 90°C y del detector de 150°C. Los datos de area obtenidos fueron
cotejados con la curva patron realizada para cada gas y asi poder determinar la composicion del biogas.

2.8.2 Acidos grasos volatiles y solventes

Para el anéalisis de los AGV's y solventes, 1 mL de muestra fue centrifugado durante 5 min a 3500 rpm.
Para la determinacién cuantitativa de los AGVs y solventes (&cido acético, propidnico, isobutirico,
butirico, isovalérico y valérico) se utilizé un cromatdgrafo de gases (Varian) equipado con un detector
de ionizacion de flama FID y una columna capilar de silice Zebram ZB-FFPA de 0.53 (mm) de
diametro, 15 m de largo y 1 um de espesor de pelicula, con las siguientes condiciones de operacién:
temperatura inicial de horno en 55°C, se mantiene 3 min aumentando a 135 °C a una tasa de 45°C/min,
temperatura del inyector, 190°C; temperatura del detector, 210°C; el gas portador fue, nitrégeno. Las
areas arrojadas por el sistema se compararon con las curvas de calibracion a partir de las cuales se
calcul6 la concentracion de los AGVs y solventes.

2.8.3 Determinacion de la colonizacion de los empaques

Para cuantificar la colonizacion de los empaques se hizo una relacion de SSV vs absorbancia. De una
solucion de concentracion conocida de SSV se prepararon soluciones en un rango de 0-200 mgSSV/L,
de cada una de las soluciones se tomd una muestra y se tratd de acuerdo al método para la
determinacion de proteina de Lowry, cada una de las concentraciones mostrd una coloracion diferente,
inherente al contenido de proteina y por lo tanto una absorbancia diferente, ésta entonces se relaciond
con el contenido de SSV. Asi, los empaques fueron tomados del reactor, colocados en tubos y
sonicados durante 30 minutos, una vez realizada la sonicacion se tom6 una muestra de 2 mL y se
determind el contenido de proteina mediante el método de Lowry. Los 2 mL de muestra se colocan en
un tubo hach y se agregan 6 mL de una solucién de dodecilsulfato de sodio y sulfato de cobre entre
otros reactivos, se agita y se deja reposar durante 30 min; después de este tiempo se agregan 0.6 mL de
una solucion de folin-ciocalteu se agita y se deja reposar durante 45 min, después de este tiempo se lee
la absorbancia a 660 nm. Antes de cada experimento se ajusta el equipo con un blanco empleando agua
destilada en lugar de la muestra (Lowry et al., 1951) y por la relacion se determiné el contenido de
SSV en los empaques (Figura 2.3) y al dividir entre el &rea superficiel de los empaques se tuvo la
relacion SSV/m?.
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Figura 2.3 Relacion de entre absorbancia y concentracion de SSV

2.8.4 Glucosa

Se tom6 una muestra del reactor a intervalos previamente establecidos; la muestra se centrifugo, filtrd
y se ajustd el pH a un valor menor a 3 con &cido sulfurico para detener la actividad microbiana. Se
tomaron 0.5 mL para realizar el analisis de contenido de carbohidratos por el método colorimetrico
para la determinacién de azucares (Dubois et al., 1956). Los 0.5 mL de muestra se colocan en un tubo
hach y se agregan 0.5 mL de una solucién de fenol al 80% se agita y se agregan 2.5 mL de &cido
sulfurico concentrado, se deja enfriar durante 10 min y se lee la absorbancia a 720 nm. Para ajustar el
equipo se corre un blanco antes de cada experimento usando agua destilada en lugar de la muestra.

2.8.5 Demanda quimica de oxigeno

Para su determinacion se utilizaron tubos HACH con dicromato de potasio y &cido sulfurico en un
rango de 0 — 1500 mg DQOJ/L. A cada vial se le adicionaron 0.2mL de la muestra.

Se colocaron los tubos dentro del reactor HACH precalentado a una temperatura de 150 °C, se efectud
la digestion por 2 horas. Después de las 2 horas se apag6 el reactor y los tubos se dejaron enfriar por 20
minutos. De nuevo se mezclé la solucidn, invirtiendo los tubos cuidadosamente y se leyeron en el
espectrofotometro HACH a 620 nm. Se utilizé un blanco agregando a un tubo HACH 0.2 mL de agua
destilada. El resultado obtenido esta en unidades de mg O,/L.

2.8.6 Sdlidos suspendidos totales, volatiles y fijos

La determinacion de los sélidos suspendidos totales, volatiles y fijos se realiz6 por métodos
gravimétricos.

Para la determinacion de los sélidos suspendidos, volatiles y fijos se preparo el filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF/A), enjuagandolo con agua destilada y aplicando vacio en el embudo de filtracién, hasta
eliminar totalmente el agua en exceso. Se dejo secar en estufa a 105 °C por una hora, se dejo enfriar en
el desecador por 20 min y luego se peso en la balanza analitica.
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Una vez que se obtuvo el peso constante del filtro, se coloco en el embudo de filtracion y se mojo el
filtro con una pequefia cantidad de agua destilada. Se tom6 un volumen de 10 mL de la muestra
homogenizada, vertiendo el volumen en el embudo de filtracion y se aplic6 vacio hasta eliminar
totalmente el exceso de agua. Usando un soporte de aluminio se pone a secar en la estufa a 105 °C por
una hora, se dejé enfriar en el desecador durante 20 min y se registrd su peso, obteniendo asi los datos
para el céalculo de los sélidos suspendidos totales.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Pruebas de colonizacion del medio de soporte en los matraces

La figura 3.1 muestra la colonizacion de los empagues en funcion del tiempo, ambos tipos de empaque
alcanzan una colonizacién maxima alrededor del dia 20, después de este dia la cantidad de biomasa en
los empaques empieza a disminuir lo que puede ser atribuido al desprendimiento natural de la
biopelicula.
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Figura 3.1. Colonizacién de empaques

La figura 3.2 muestra la produccién de H, durante las pruebas de colonizacion del medio de soporte, se
puede observar que el rendimiento alcanzado fue de 0.8 mol H, / mol de glucosa para ambos reactores,
con esto se confirma que la biomasa utilizada en las pruebas de inmovilizacion era efectivamente
biomasa productora de Hs,.
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Figura 3.2. Produccidn de H, durante las pruebas de colonizacién en los matraces.
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En esta etapa del experimento se pudo determinar que era posible la inmovilizacion de la biomasa
productora de H, en los empaques propuestos para los experimentos, asimismo se pudo determinar a
partir de qué dia los empaques alcanzan la mayor colonizacion bajo las condiciones de operacién
establecidas. Se puede notar que el empaque cerdmico mostré una mayor capacidad de inmovilizacion
de biomasa que el empaque pléstico, este resultado es similar a lo reportado por Rocha et al. 2010. Sin
embargo no hubo una diferencia en la produccion de H, y esto se debe a que la concentracion de
biomasa en cada uno de los matraces era la misma (3 g/L).
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3.2 Evaluacion de la produccion de Hidrégeno en el reactor empacado con medio de
soporte de polietileno

La activacion y aclimataciéon del inoculo en el reactor empacado con medio de soporte plastico se
realiz6 utilizando agua sintética a base de glucosa. Se consider6 una aclimatacién completa cuando se
obtuvo un volumen y composicion constante del biogas. En la figura 3.3 se muestra la produccion de
biogas y su composicion en funcion del tiempo.
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Figura 3.3. Produccion de biogas e hidrogeno en funcion del tiempo de operacion. Experimento Al y A2
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3.3 Contenido de H»

Se observa una diferencia en la produccion de biogés y por lo tanto en la de hidrdgeno entre el
experimento 1y 2, esto se atribuye principalmente a la diferencia entre el in6culo 1 y el in6culo 2, aun
cuando el in6culo 2 estuvo almacenado durante un afio, presentd practicamente la misma actividad
metanogénica que el indculo 1, 0.43 y 0.44 gDQO CH,/gSSV-d para el indculo 1y 2 respectivamente,
de acuerdo con esto se propone que el indculo 2 estuvo compuesto por un consorcio mas especializado
en la produccién de CH,4. EIl volumen de biogas por lote en el experimento Al fue de 2636.2 + 227 mL
y en el experimento A2 se obtuvo un volumen por lote de 1113 + 192 mL, en ambos casos compuesto
Unicamente de CO, y H,. El porcentaje més alto de H, alcanzado en cada uno de los experimentos
después de alcanzar la estabilidad fue de 51% y 21% respectivamente. La figura 3.4 muestra la cinética
de un ciclo de operacion del reactor A, la mayor velocidad especifica de produccion de hidrogeno en
ambos experimentos se encontrd entre las 5 y 15 h de operacién siendo para el experimento Al de
21.16 mL H, h™ gSSV™* mientras que en el experimento A2 fue de 9.14 mL H, h* gSSV™* .
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Figura 3.4. Cinética del reactor A, experimento Al y A2 durante la produccién de H,
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La diferencia en la produccion de H, puede deberse a la generacion de productos reducidos de la
fermentacion en el experimento B1, como el acido propionico, lo cual puede ser el resultado de un
cambio en el metabolismo de las especies del consorcio microbiano o un cambio en la abundancia de
las especies homoacetogénicas o productoras de propionato. lyer et al., (2004) siguid el cambio de una
poblacién microbiana productora de hidrogeno. Realiz6 estudios en un CSTR operado a pH de 5.5
alimentado con glucosa. A un TRH de 10 h solo se detectaron microorganismos del género
Clostridiaceae mientras que a 30 h la poblacién fue mas diversa incluyendo microorganismos del
género Bacillaceae y Enterobacteriaceae. Con base en esto, es posible que en el reactor de empaque
cerdmico se haya desarrollado una poblacion méas diversa debido a las caracteristicas de la biopelicula
favorecido por un TRH largo (48 h).

La figura 3.5 muestra el ajuste de los datos experimentales para cada experimento en el reactor A
usando la ecuacion modificada de Gompertz (véase punto 2.6).
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Figura 3.5. Ajuste de los datos experimentales del reactor A por la ecuacion de Gompertz

La tabla 3.1 resume los parametros de ajuste de la ecuacion de Gompertz

Tabla 3.1. Parametros de ajuste de la ecuacién de Gompertz para el reactor A

Hmax I:zmax }\.
Condicién mmol H, mmolH./h h
Al 61 +6.42 4.1+0.208 4.3 +£0.0305
A2 125+0.28 21+0.2 6 +0.05

Como lo muestran los resultados, en el experimento Al se alcanz6 practicamente el doble de la
produccion de H;, de lo producido en el experimento 2, esto se atribuye a las diferencias entre el
inoculo 1 e indeulo 2 lo cual también se ve representado en el tiempo lag (4 y 6 h respectivamente), es
decir se requirié un mayor tiempo durante el experimento A2 para que la biomasa empezara a producir
H, después de ser alimentada.

Las velocidades méximas de produccion para el Al y A2 fue de 91.78 y 47.01 mL H,/h

respectivamente. Para determinar el tiempo al cual ocurre esta velocidad méaxima de produccion de H,
se calcula la derivada de la ecuacion de Gompertz y entonces se obtiene lo siguiente (figura 3.6)
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El tiempo al cual ocurre la velocidad maxima de produccion de H, para el experimento 1 en el reactor
A, Al fue de 9.773 h y para el experimento 2, A2, de 8.19. Es notorio que aun cuando las producciénes
son diferentes el tiempo al cual ocurre la velocidad maxima de produccion son cercanas.

3.4 Acidos grasos volatiles

Como lo muestra la figura 3.7 durante el experimento Al los principales subproductos fueron el acido
acético y butirico, mismos que estan relacionados con la produccién de hidrédgeno a través de las
siguientes reacciones (ec. 3.1, 3.2):

CesH1206 + 2H,0»2CH;COOH + 2CO, + 4H, (3.1)

CsH12,06»CH3CH,CH,COOH + 2CO; + 2H, (3.2)

En menor cantidad también se obtuvo la produccién de acido propionico e isobutirico.

Tedricamente se pueden producir 4 moles de hidrégeno por cada mol de glucosa cuando el producto
final de la fermentacién es el acido acético (ec. 13) y 2 moles de hidrégeno cuando el producto final de
la fermentacion es el acido butirico (ec.14), ambas reacciones llevadas a cabo por el género clostridia.
Aunque varios microorganismos son capaces de producir hidrégeno a partir de carbohidratos, se han
identificado, a través de técnicas moleculares, principalmente especies de este género como las
predominantes en consorcios microbianos productores de hidrégeno (Lin et al.,2006). Sin embargo, la
versatilidad de este grupo de microorganismos en cuanto al consumo de carbohidratos que incluye el
almidén, celulosa y hemicelulosa, le permite también tener felixibilidad en las rutas metabdlicas
permitiendo un amplio rango de productos finales de la fermentacién lo que lleva a valores menores
que los tedricos de produccion de hidrogeno (Hawkes et al., 2007). Este comportamiento puede
explicar los resultados ilustrados en el experimento A2, donde ademas de acido butirico y acético, se
obtuvo también &cido propiodnico y valérico lo que condujo a una menor produccién de hidrégeno.
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Figura 17. Productos finales de la fermentacion durante la produccién de hidrégeno durante los experimentos
Aly A2

La tabla 3.2 resume las cantidades de los productos finales de la fermentacion para cada uno de los
experimentos en el reactor A.
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Tabla 3.2. Productos principales al final de la fermentacion durante la produccion de hidrégeno en el reactor Al

y A2
Compuesto  Concentracion (mg/L)
Al A2
Acidos
Acético 1369+ 308 241+21
Propionico 416 +274 373 +54
Isobutirico 312 + 97 62+6
Butirico 663 £+ 306 138+84
Isovalérico 164+ 9 29+4
Valérico -- 246 £ 45
Total 2924 1089

El acido propidnico y valérico no estan en la ruta metabolica que lleva a la produccién de hidrégeno
(Jianzheng et al., 2008) de esta manera, su produccion lleva a una menor produccion de H,, sin
embargo, el acido propidnico puede ser producido por las mismas bacterias productoras de hidrégeno
(clostridia) o por bacterias competidoras en el consorcio microbiano (Hawkes et al., 2007) ya que se ha
visto que el tratamiento térmico del indculo reduce de manera considerable el nimero de bacterias
productoras de &cido propidnico pero no las elimina completamente y pueden crecer cuando se tienen
TRH’s altos. Selenomonas spp. y propionicbacteria, son no formadoras de esporas y son los grupos de
bacterias normalmente encontradas en los cultivos mixtos productores de H, (Kim et al.,2008).
Ademas, un estudio ha demostrado que las bacterias productoras de &cido propionico son capaces de
inhibir a otros microorganismos secretando sustancias bactericidas (Holo et al., 2002) todo esto
redundando en una baja eficiencia en cuanto a la produccién de H,.

64



3.5 Consumo de glucosa
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Figura 3.8. Produccién de H, en funcién del consumo de glucosa en el reactor Al y A2

La figura 3.8 muestra la produccion de H, en funcién del consumo de glucosa; se alcanza
practicamente un 100% del consumo de glucosa en ambos experimentos, durante las primeras 8h
después de la alimentacidn. Para ambos experimentos hay una caida pronunciada de la concentracion
de glucosa debido a que en estas horas es cuando ocurre la produccién exponencial de hidrégeno, por
lo tanto una alta tasa de consumo de glucosa.
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3.6 pH

El pH no estuvo controlado durante los ciclos, Gnicamente ajustado al inicio de cada uno a 6.5 en
ambos experimentos. La figura 3.9 muestra el comportamiento en cada uno de los experimentos, el pH
final en todos los ciclos estuvo alrededor de 4.7, similar a lo reportado por Karapinar & Kargi, (2006).
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Figura 3.9. Comportamiento del pH durante un ciclo de operacién.en el experimento Al y A2
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3.7 Evaluacion de la produccion de Hidrdgeno en el reactor empacado con medio de

soporte de ceramico

Al igual que el reactor A, el in6culo del reactor B fue activado y aclimatado con glucosa. Cuando se
obtuvo una produccion y composicién constante del biogas se considerd una aclimatacion completa. La
figura 3.10 muestra el comportamiento del reactor en cuanto a la produccidn de biogas en funcién del

tiempo.
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Figura 3.10. Produccién de biogas e hidrégeno en funcién del tiempo de operacion durante el experimento B1 y

B2.
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3.8 Contenido de H»

Los resultados en los experimentos B1 y B2 fueron similares. Se logr6 una aclimatacion de la biomasa
después del dia 20 aproximadamente. El volumen de biogas producido durante los experimentos Bl y
B2 fue de 568 + 64 mL y 690 + 76 mL respectivamente. El biogas estuvo compuesto Unicamente por
H, y CO,, en ninguna de las muestras analizadas se detectd metano. El porcentaje de H; en el biogas
fue de 3.6% y 2.8% respectivamente.

La figura 3.11 es la representacion del estudio de un ciclo de operacion del reactor B1 y B2, la mayor
velocidad especifica de produccion de hidrogeno se encontrd entra las 2 y las 10 horas de operacion y
fue, para el experimento B1 de 0.8 mL H, h™ gSSV™!y 0.6 mL H, h™* gSSV™* para el experimento B2.
Ambos experimentos mostraron mayor estabilidad durante su operacion que los experimentos del
reactor A, sin embargo se obtuvo un menor volumen de biogés y un bajo contenido de hidrdgeno, lo
cual se relaciona con la ruta metabolica seguida, que fue la de produccion de acido propidnico (ec. 15),
cuya reaccion indica el consumo de hidrégeno de la siguiente manera (Argun et al., 2008):

CoHuOs + 2H, - 2CH,CH,COOH + 2H,0  (3.3)
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Figura 3.11. Cinética del reactor B. Experimento B1 y B2 durante la produccién de H,
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La figura 3.12 muestra el ajuste de los datos experimentales para cada experimento en el reactor B
usando la ecuacion modificada de Gompertz.
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Figura 3.12. Ajuste de los datos experimentales del reactor B por la ecuacion de Gompertz
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La tabla 3.3 resume los parametros de ajuste de la ecuacion de Gompertz

Tabla 3.3. Parametros de ajuste de la ecuacion de Gompertz para el reactor B

Hmax Rmax }\.

Condicién mmol H, mmolH./h h
B1 0.6 £ 0.005 0.25+0.08 2.1 +0.057
B2 0.62 +£0.015 0.12 +0.015 1.8+0.152

La tabla 3.3 muestra que para ambos experimentos, B1 y B2 se obtiene una produccion molar
semejante, no asi en cuanto a las velocidades de produccién de H, donde la del experimento B1 duplica
la del B2 esto atribuido a las diferencias entre el in6culo 1y 2, y todas estas menores a las de los
experimentos realizados en el reactor A, esto debido a que en el reactor B la ruta metabélica siempre
estuvo dirigida hacia la produccion de acido propiénico cuya produccion implica el consumo de
hidrégeno.

Las velocidades maximas de produccion para el B1 y B2 fue de 5.6 y 2.69 mL H,/h respectivamente.
Para determinar el tiempo al cual ocurre esta velocidad méxima de produccion de H, se calcula la
derivada de la ecuacion de Gompertz y entonces se obtiene lo siguiente (Figura 3.13)
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El tiempo al cual ocurre la velocidad méaxima de produccién de H, para el experimento 1 en el reactor
B, B1 fue de 2.9 h y para el experimento 2, B2, de 2.1, aun cuando las velocidades maximas de
produccion de H, son diferentes el tiempo al cual ocurren es muy cercano en ambos experimentos

3.9 Acidos grasos volatiles

En la figura 3.14 se observa en el experimento B1 que el acido acético, relacionado con la produccion
de hidrégeno, fue uno de los mayores subproductos. Sin embargo, se obtuvo un bajo rendimiento del
hidrgeno que puede ser explicado por la presencia de bacterias homoacetogénicas, principalmente
clostridia homoacetogeénica, que crece heterotréficamente convirtiendo azlcares simples en acetato sin
generar hidrégeno. (Chen et al., 2009) ademas de presentar una mayor produccién de acido propidnico.
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Figura 3.14. Productos finales de la fermentacion durante la produccién de H, en el experimento B1 y B2.

De acuerdo con la figura 3.14 se sugiere que en el periodo del experimento B2 se desarrollaron
microorganismos diferentes a los del experimento 1, los cuales llevaron a la produccion de &cido
valérico el cual no esta en la ruta metabdlica de produccion de hidrégeno y esto provocd un menor
porcentaje de H,.
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La tabla 3.4 resume las concentraciones de los acidos grasos producidos durante la produccion
anaerobia de H, en el reactor B

Tabla 3.4. Productos principales al final de la fermentacion durante la produccion de hidrégeno durante los

experimentos B1 y B2

Compuesto  Concentracion (mg/L)
B1 B2

Acidos

Acético 815+71 337+48
Propionico 1736 £+69 483+ 100
Isobutirico 99 + 33 31+8

Butirico 88 +£49 68 + 21

Isovalérico 167 +3 17+4
Valérico -- 289 + 11
Total 2905 1225

Las reacciones 3.4 a la 3.7 muestran que el hidrégeno es generado cuando la ruta metabdlica es hacia la
produccion de &cido acético, acido butirico o etanol. No asi cuando se sigue la ruta metabdlica de la
produccién de acido propidnico (Jianzheng et al., 2008, Wang et al.,2006,Kim et al.,2005)

CeH1206 + 4H,0 + 2NAD" = 2CH3;COO™ + 2HCO; + 2NADH + 2H, + 6H*  AG’ = -215.67 kJ/mol

(3.4)
CsH1206 + 2NADH = 2CH;CH,COO™ + 2H,0 + 2NAD" AG’ =-357.87 kJ/mol
(3.5)
CeH1206 + 2H,0 & CH3CH,CH,COO + 2HCO; + 2H, + 3H" AG’ = -261.46 ki/mol
(3.6)

CoH1.05 + 2H,0 + 2NADH = 2CH,CH,0H + 2HCO; + 2NAD* +2H,  AG’ = --234.83kJ/mol
(3.7)

Se ha visto que cuando una biopelicula se hace gruesa sobre un empaque no poroso, los
microorganismos desarrollan una estructura acanalada a fin de que el fluido pase a través de ella
proveyendo de esta forma de sustrato y removiendo aquellos productos que de otra manera habrian
tenido que removerse Unicamente por difusion celular, un proceso mucho més lento (Wimpenny et al.,
2000). Esto no podria ocurrir en un material poroso donde hay microorganismos hacia el interior del
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empaque que quedan desprovistas de sustrato debido a las capas méas externas de la biopelicula que
cubren la superficie del empaque, asi que recibiran sustrato cuando éstas sean removidas por el flujo
circundante o por el proceso natural de desprendimiento. Con base en esto habra dentro del empaque
periodos de ayuno y esto puede llevar a la seleccién de bacterias no formadoras de esporas, productoras
de &cido propidnico como la selenomonas sp. (Hawkes et al., 2007).

Cuando se usa un medio de soporte poroso, como en este caso, las burbujas de biogas pueden penetrar
el medio de soporte lo que hara que exista un menor contacto entre la biopelicula y el sustrato lo que
como consecuencia dara una menor produccion de hidrégeno.

Otro factor que puede conducir a una baja produccion de hidrégeno cuando se tiene un empaque
poroso con biopelicula gruesa, es la acumulacién de &cido propiénico debida a una diferencia entre el
valor de pH hacia el interior de los poros del empaque, donde existe una cantidad considerable de
microorganismos, y el pH del medio, esto debido a la limitacion de la transferencia de masa y al
incremento en la presion parcial del hidrégeno dentro del empaque. (Kim et al., 2005).

Estudios realizados por (Kim et al., 2005) muestran que la acumulacién de acido propidnico y otros
acidos grasos causan inhibicion severa de los microorganismos productores de hidrégeno y que su
actividad no puede ser recuperada incluso una vez que la acumulacién ha disminuido.

3.10 Consumo de glucosa
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Figura 3.15. Produccion de H, en funcién del consumo de gluocosa en el reactor B1y B2
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La figura 3.15 muestra la produccion de H, en funcién del consumo de glucosa, donde se alcanza
practicamente un 100% del consumo de glucosa en ambos experimentos, B1 y B2. La biomasa
consume la glucosa en 5 horas después de que era alimentada, mismas que corresponden al periodo de

produccion exponencial de H,.

3.11 pH

Al igual que en el reactor A el pH no fue controlado durante el ciclo, solo se ajusto al inicio de cada
uno a un valor de 6.5 y la figura 3.16 muestra que su valor final después de cada ciclo estuvo alrededor

de 4.5 para ambos experimentos.
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Figura 3.16. Comportamiento del pH durante un ciclo de operacion del experimento B1 y B2.
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3.12 Caracterizacén de los lodos

Caracteristica Lodo Toluca | Lodo Guadalajara
Actividad metanogénica, (gDQO- CH,/ g SSV-d) 0.43 0.44
Masa de 0.6 mm, % 41 86
Masa de 0.4 mm, % 20 7
Masa de floclulo, % 39 7
% de recuperacion 85 94

El resultado de la caracterizacion de lodos muestra que el lodo de Guadalajara es un lodo de fléculos
mas grandes y mejor formados que los del lodo de Toluca, el cual se considera un lodo floculento, lo
cual sugiere que el reactor de Guadalajara opera bajo condiciones muy bien controladas lo que hace
gue su lodo sea estable, esto también se muestra en el analisis de la actividad metandgenica, que aun
después de estar alamcenado durante aproximadamente un afio presenta una actividad practicamente
igual al lodo de Toluca recién muestreado. Todo esto se ve reflejado en los resultados en los
experimentos donde se trabaja con el in6culo 2, presentando bajos rendimientos en cuanto a la

produccion de Ha.

3.13Balance de electrones

La tabla 3.5 presenta el balance de DQO para los experimentos Al y B1.

Tabla 3.5. Balance de electrones para el experimento 1

Experimento Entrada Salida Porcgntaje
Compuesto | (g) | (g DQO) | Compuesto (9) (g DQO) de cierre
Ac.Acético 4.35 4.65
Ac.Propidmico | 1.624 | 2.457
Ac.Isobutirico | 0.9024 | 1.64
Al Glucosa | 135 144 Ac.Butirico | 1.319 | 2.397 93%
Ac.lsovalérico | 0.6180 | 1.29
Hidrégeno 0.996
Ac.Acético 3.03 3.24
Ac.Propibnico | 6.63 10.04
B1 Ac.lsobutirico | 0.316 | 0.574
Glucosa | 136 | 14511 "5 "Biitfrico | 01530 | 0.278 106 %
Ac.lsovalérico | 0.6608 | 1.347
Hidrogeno 0.008

El balance de electrones con un buen cierre indica que los resultados obtenidos son confiables. Es decir, se tuvo
un buen control en la cuantificacion del biogas asi como de los subproductos.
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3.14 Comparacion de los dos sistemas
La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos en los experimentos Al y B1.

Tabla 3.6. Tabla de resultados de los experimentos Ay B

Biogéas H, AGV
Experimento Rmax mg/L
P mL o mL n;cl)lljéorgg | (mrr?.?)' 2 | Acético Propionico | Butirico
Al 2683 493 | 1324 | 0.83 4.1 1369 416 663
A2 1240 20.1 | 250 0.14 2.1 241 373 138
Bl 511 3 14.6 .008 0.25 815 1736 88
B2 626 2 13 .007 0.12 337 483 68

La diferencia entre los resultados de los experimentos del reactor A y B se debié a que en los
experimentos del reactor B la ruta metabolica seguida fue la de produccién de acido propidnico que
como Vya se discuti6 anteriormente, involucra el consumo de hidrégeno. Por otro lado el uso de un tipo
de indculo diferente tuvo un efecto negativo sobre la produccion de hidrégeno en el reactor A2 al
producir la mitad de lo producido en Al mientras que este efecto se vid reflejado Gnicamente en la
velocidad méaxima de produccién de hidrégeno en el reactor B. Los resultados del reactor Al coinciden
con los reportados en literatura donde los rendimientos varian entre 1 y 2 mol/mol de glucosa y
teniendo como principales subproductos los acido acético y butirico (Lo et al., 2008, Zhang et al.,
2006, Baisaillon et al., 2006).

Un analisis estadistico mediante la prueba t, muestra que la probabilidad asociada con el valor t entre
los experimentos Al y A2 es de 0.001 lo que quiere decir que existe una diferencia significativa entre
ambos valores, de igual manera entre los experimentos A1y B1y entre A2 y B2 donde la probabilidad
asociada con el valor t fue de 0.001 para ambos, no asi entre los experimentos B1 y B2 donde no existe
diferencia significativa entre los resultados obtenidos, donde se obtuvo una probabilidad asociado al
valor t de 0.189.

3.14 Efecto de la alcalinidad sobre la produccion de hidrégeno

Debido a los resultados obtenidos con el indculo 2, se decidi6 emplear este indculo en pruebas de
produccion de H, donde el pH estuvo amortiguado con una solucion de CaCOj; a fin de determinar si
esto podia de alguna forma mejorar el desempefio de dicho indculo.

3.14.1 Produccién de H; sin control de pH

La figura 3.17 presenta el comportamiento del reactor (véase punto 2.7) sin CaCOg; durante el primer
ciclo se produce la mayor cantidad de biogéas y después la produccién de biogas empieza a disminuir
hasta cero (1). Este comportamiento se asocia con una caida en el pH (3.88) (figura 3.18) debida a la
alta produccion de AGV, la cual se sabe puede inhibir la produccion de biogas (Won & Lau, 2011).
Debido a este comportamiento, se hizo un centrifugado de todo el medio y se reemplazé con medio
nuevo, esto provocd un comportamiento similar al del primer ciclo, se produce un pico de biogas,(lo
que puede comprobar que en el medio existe la cantidad suficiente de AGV capaz de inhibir la
produccion de biogas) e inmediantamente después la produccién cae hasta menos de la mitad (75 mL)
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y se mantiene estable (2). Sin embargo, la cantidad producida de biogés, aunque estable, fue muy baja
considerando la produccién tedrica de acuerdo a la cantidad de sustrato alimentado. Por esta razon, se
aumento la cantidad de sustrato alimentado (de 1 g/L en la etapa inicial a 2 g/L) y como se esperaba,
aumento la produccion de biogas (3) sin embargo la cantidad producida seguia siendo baja y después
de 8 ciclos de operacién la produccion empez6 a caer (4). En este punto se volvio a centrifugar el
medio, sin embargo, a partir de este punto la produccion de biogas no se recuperd

300
250
200
150
100
50
0t

biogas (mL)

timepo (d)
—=—Biogds O H2

Figura 3.17.Produccion de biogas e H, sin alcalinidad. Etapa 1 el arranque, 2 centrifuagado uno,
3 aumento de la concentracion de sustrato, 4 centrifuado 2

Cada caida en la produccién de biogas estuvo relacionada con una caida en el pH relacionado a su vez
con una alta concentracion de AGV, de ahi que resulta congruente que cada vez que el medio se
centrifuga hay un pico de produccion de biogas.

3.14.2 pH

Al iniciar el experimento el pH se ajustd a 7 al inicio de cada ciclo. Estudios recientes de experimentos
en discontinuo reportaron que el pH inicial 6ptimo para la produccion de H, puede variar de acuerdo al
tipo de sustrato usado. Asi para Xilosa se tiene 6.5 (Lin & Cheng, 2006), pH de 5.5 a 5.7 para sacarosa
(Wang et al., 2005), 6 para almidédn y suero de queso (Ferchichi et al.,2005); al iniciar cada ciclo en 7
se esperaba que a medida que transcuerriera la reaccion el pH fuera disminuyendo, debido a la
produccion de &cidos grasos, hasta alcanzar el éptimo (Kawagoshi et al. 2005). Sin embargo, el pH
cay0 a valores inferiores del 6ptimo y la produccion de H, ceso, con esto se decidié emplear una
solucion buffer de citratos para mantener el pH en el rango 6ptimo, asi, se arrancaba el reactor a pH de
5.5. Sin embargo, aparentemente la produccion de AGV alcanzd niveles inhibitorios de la produccion
de hidrogeno lo cual simultaneamente disminuy6 la capacidad amortiguadora del buffer utilizado.
Figura 3.18.

78



pH

0 5 10 15 20 25 30 35 40
tiempo (d)

=—&—pH inicial ===pH final

Figura 3.18. Comportamiento del pH durante la produccion de H, sin control del pH

3.15 Produccién de H, controlando el pH con 1y 2 g/L CaCOs

Por los resultados obtenidos se decidio realizar nuevos experimentos, teniendo como objetivo, evaluar
el efecto de la alcalinidad sobre la produccion de hidrégeno, usando la alcalinidad del medio como una
forma de amortiguar el pH. La figura 3.20 muestra el comportamiento para el reactor donde se uso 2
g/L de CaCO:a. El reactor donde se us6 1 g/L, figura 3.19 tuvo un rapido decaimiento en la produccién
de biogas por lo que solo se siguié con la operacion del reactor de 2 g/L de CaCOs.
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Figura 3.19. Produccion de H,, pH controlado con 1 g/L CaCO;
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Figura 3.20. Produccion de H,, pH controlado con 2 g/L CaCO;

3.15.1 Acidos grasos volatiles

En la figura 3.19 se observa el desempefio del reactor, una concentracion de 2 g/L de CaCO; ayudo a
mantener la produccién de H, estable pero baja. Como se obseva en la figura 3.21 a medida que la
concentracion de &cido propidnico fue aumentando la produccion de H, fue en decaimiento y como
consecuencia el pH llegé a volores inferiores a 5 los cuales se sabe (Mu et al., 2006, Wang et al., 2005)
(Figura 3.22), no son 6ptimos para la produccion de H,.
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Figura 3.21. Productos finales de la fermentacion cuando el pH es controlado con 2 g/L de CaCOs
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Es interesante que en esta prueba se haya producido més acido propionico que lo que se esperaria de
acuerdo al proceso (butirico y acético), lo cual sugiere la presencia de no Unicamente C.Butyricum sino
también de otras especies de clostridia productoras de acido propiénico como C.arcticum, C.novyi, y
C.propionicum. (Khanal et al., 2004).

3.15.2 pH

La produccidon de acidos grasos, especificamente de acético y propionico, fue lo suficientemente alta
como para abatir la capacidad bufer del medio conduciendo a un desequilibrio en el pH llevandolo
hasta valores inferiores a 5 los cuales se saben (Mu et al., 2006, Wang et al., 2005) no son los
indicados para la produccion de H,.
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Figura 3.22.Comportamiento del pH durante la produccién de H, cuando el pH es controlado con 2 g/L CaCO;

3.16 Produccién de H; controlando el pH con 2 g/L. CaCOs

De acuerdo a los resultados anteriores 2 g/L. de CaCOs podrian ayudar a tener un mejor desempefio en
cuanto a la produccién de H, ayudando a neutralizar la acidéz causada por la produccion de AGV por
esto se hizo una réplica del estudio usando 2g CaCOs. La figura 3.23 muestra los resultados de dicho
experimento.
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Figura 3.23. Produccion de H, cuando se usa 2g/L de CaCOj; para controlar el pH
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El reactor se mantuvo en una produccion de biogas de alrededor de 500 mL, sin embargo con una
composicion de H, tendiendo a disminuir con cada ciclo.

3.16.1 Acidos grasos volatiles

Si se observa el comportamiento de la produccion de &cido acético en la figura 3.24, se notaré que este
es simultaneo a la produccién de H, de la figura 3.23, ya que este se relaciona con la produccién de H,,
En esta misma grafica se observa que a medida que pasan los ciclos y que el acetato disminuye la
produccion de &cido propidnico va en aumento acelerando el decaimiento de la produccion de H,. El
reactor muestra una produccion de acido acético estable aunque también se observa que el acido
propidnico tiende a aumentar después del ciclo 4.
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Figura 3.24. Productos finales de la fermentacion cuando se usa 2g/L CaCO3

Es importante notar que se presenta la produccion de etanol. Sobre esto existen varios puntos de vista
en la literatura acerca de la produccion de etanol durante la fermentacién para la produccién de H,. De
acuerdo con Skonieczny y Yargeau (2009), la presencia de etanol durante la fermentacion por
Clostridia es indeseable debido a su efecto tdxico en esta bacteria. Sreethawong et al., (2010), report6
gue la fermentacion etanélica puede consumir electrones libres que son requeridos para formar
hidrégeno y conduce por lo tanto a un mayor contenido de CO, en el biogas. Por otro lado, la
fermentacion de solventes durante se sabe asociada con los primeros pasos de esporulacion de las
Clostridia (Won & Lau, 2011). Ren et al., (2006) encontré que el rendimiento de H, se ve afectado por
la presencia de etanol y acetato en fase liquida, y que la maxima velocidad de produccion de H, ocurrié
cuando la relacion EtOH: HAc fue cercano a 1 en un estudio a escala piloto usando un CSTR y melaza
como sustrato. Ellos reportaron que el pH 4.5 es adecuado para la produccion de H, por medio de una
fermentacion etandlica ya que la relacion NADH/NAD® es inestable via fermentacién de &cido
butirico, la cual puede cambiar facilmente a fermentacion de acido propidnico a pH mas alto.

3.16.2 pH

La figura 3.25 muestra el comportamiento del pH durante la operacién del reactor, se tuvo un mejor
control del pH, aunque tiende a disminuir a medida que pasan los ciclos. Cuando esto ocurria se
decidia parar la operacion del reactor, puesto que la produccion de H, empezaba a disminuir también,
sin recuperarse.
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Figura 3.25. Comportamiento del pH durante la produccion de H,. 2g/L CaCO3;

3.17 Produccion de H; controlando el pH con 3 g/L CaCOs

El mal desempefio de los reactores se asocié con la caida del pH por lo que se decidié hacer un
experimento mas usando una concentracion mas alta de CaCO; (3g/L) y evaluar el desempefio del
reactor bajo esta condicion. Se trato de mantener el pH del medio en 6.5 y. La figura 3.26 muestra el
desempefio de dicho reactor.
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Figura 3.26. Produccién de H, cuando se usa 3g/L de CaCOj; para controlar el pH.

La figura 3.26 muestra que el reactor presentd un buen desempefio, lo cual fortalece la hipétesis de que
el pH ha afectado todas estas series de experimentos ya que el medio tenia un pH mayor a 6 durante
cada ciclo. Sin embargo, nuevamente a medida que pasan los ciclos la produccién de H, (no de biogas)
empieza a disminuir, por lo que se asume un cambio en la composicion del consorcio microbiano
debido a las condiciones ambientales (produccion de AGV principalmente) lo que se puede apreciar en
la figura 3.27.

3.17.1 Acidos grasos volatiles

El reactor presentd una alta produccion de acido acético (2231 mg/L) con respecto a las pruebas
anteriores. Sin embargo, nuevamente esta produccion no se relacion6 con una alta produccién de H2
como se esperaria. La explicacion de esto es que es posible la existencia de bacterias
homoacetogénicas, principalmente clostridia homoacetogénica, que crece heterotréficamente
convirtiendo los azlcares simples a acetato sin producir hidrégeno. De esta manera resulta inadeacuado
hacer uso de la produccién de acido acético como un indicador del desempefio del reactor (Chen et al.,
2009). Ademas también algunas veces, comunidades bacterianas con el mismo perfil de composicion
resultan en diferentes rendimientos de produccion de H2, indicando que la produccién no es cambiada
como respuesta a los cambios en la comunidad bacteriana, sino debida a un cambio en la ruta
metabolica en respuesta a las condiciones ambientales (Hung et al., 2011)

2500 ~
2000 - M
1500 - M

1000 -

concentracion (mg/L)

500

.

1

———————
ey |

“___
-1

|

e

=

SN

I SN A A A [ 1
8

5 6 7 9 10 11
tiempo (d)

BEtanol OAc.Acético Z'Ac.Propiénico CiAc.Butirico = Ac.Isovalérico iAc.Valérico

Figura 3.27. Productos finales de la fermentacion cuando se usa 3g/L CaCO3

Por otro lado los resultados aqui encontrados contrastan con los de Leite et al.(2008), quien reportd que
el aumento en la alcalinidad de 0 a 1 g/L provoco el cese total de la produccion de acidos organicos, ya
que el pH arriba de 5 afect6 la fermentacion acida, y que ademas un incremento de la concentracion de
bicarbonato de sodio de 0 a 2 g/L caus6 que la concentracion de acido butirico y &cido capridico
disminuyeran y que aumentara el contenido de &acido propionico, y que la concentracion de acido
acético no se vera afectada por la alcalinidad del agua residual.
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La figura 3.28 muestra el comportamiento del pH durante esta prueba. Se observa una tendencia a
disminuir a medida que va aumentando el nimero de ciclos, cuando esto ocurre la produccién de H, va
en decaimiento hasta llegar a cero, por lo que se concluye que el pH tiene un fuerte impacto sobre la
produccion de H,. Sin embargo, también se asume que es posible que se haya tratatado de un consorcio
microbiano pobre en bacterias productoras de H, ya que en las pruebas de evaluacion del tipo de
biopelicula no se tuvo un control de pH y no se tuvieron este tipo de problemas.

3.17.2 pH

Con base en los resultados obtenidos se recominenda probrar otras estrategias de control de pH. Se ha
reportado en algunos estudios que un pH inicial en el rango de 4 — 4.5 favorece la produccién de H2
aunque causa periodos lag mas largos que un pH inicial alrededor de 9. Sin embargo, la produccion de
H2 decrece a pH inicial alto. Ha sido reportado que a pH altos se tiene una rapida produccién de H2
pero también una rapida produccion de acidos que alcanzan niveles inhibitorios los cuales
simultdneamente disminuyen la capacidad amortiguadora de las soluciones buffer. Como resultado las
bacterias podrian no adaptarse a los cambios rapidos en su ambiente y mueren. Pero por otro lado en
un pH inicial bajo, el ambiente podria no ser el mas favorable para las bacterias. Sin embargo, una vez
adaptadas, las bacterias producen H2 gradualmente a una velocidad moderada por tiempos mas largos
(Sinha & Pandey, 2011).
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Fugura 38. Comportamiento del pH durante la produccion de H, cuando se controla con 3g/L CaCOs.

3.18 Comparacion de los sistemas

Los resultados obtenidos muestran que no existe una ventaja considerable en la produccion de H,
cuando se agrega CaCO; como una forma de controlar el pH. Esto es similar a lo reportado por Amorin
et al., (2010). Ellos reportan que la produccién de H, puede lograrse ya sea agragando o no CaCOjs sin
gue haya una diferencia significativa.
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Tabla 3.7. Resultados del efecto de la alcalinidad sobre la produccion de hidrogeno

CaCO; | Biogas (mL) | H, (mL) | pHsinal
0 180 77 4.48
2 460 251 4.92
3 250 111 5.88

Los resultados obtenidos muestran que un proceso que emplea biomasa fija en forma de biopelicula,
se ve impactado por el tipo de biopelicula desarrollada. De acuerdo a los resultados, una biopelicula
delgada es la ideal para la produccién de H,, mientras que una biopelicula gruesa propiciara el
crecimiento de bacterias no productoras o consumidoras de H,. El tipo de biopelicula que se desarrolle
dentro de un reactor de biomasa fija, esta directamente relacionado con el tipo de empaque empleado.
De acuerdo con este estudio un empaque poroso generard una biopelicula gruesa y se obtendra una
biopelicula delgada cuando se tenga un empaque plastico. Este estudié muestra también que el tipo de
indculo empleado tiene influencia en la produccién de H,, cuando se emplea un indculo que proviene
de un reactor bien operado se tendra un in6culo estable y especializado lo que lo hace inadeacuado para
la produccion de H,, mientras que un lodo floculento y con mayor diversidad microbiana resultara en
mayores rendimientos en cuanto a la produccion de H,. Los resultados de las pruebas realizadas para
determinar efecto de la alcalinidad del medio sobre la produccién de H,, como una forma de mejorar el
desempefio del in6culo 2, muestran que cuando se emplea un tipo de inéculo proveniente de un reactor
estable es dificil tener un efecto en su desempefio.
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CAPITULO 4
CONCLUSIONES

Fue posible la produccidén de hidrégeno en un reactor con biomasa fija a través de la inmovilizacion de
la biomasa productora de hidrogeno en dos diferentes tipos de empaque, un empague ceramico y un
empaque de polietileno. Siendo el reactor empacado con medio de soporte pléstico el que mostrd un
mejor desempefio.

De acuerdo a la evaluacion de la colonizacidn de dichos reactores, se encontrd que el soporte cerdmico
fue colonizado con mas alta concentracion de SSV (2270 mg SSV/ m?) que el soporte plastico (1145
mg SSV/m?), esto puede deberse a las propiedades del empaque, como rugosidad y porosidad.

Se observo que el tipo de biopélicula empleado en los reactores tiene influencia sobre la produccion de
H,, el reactor empacado con medio de soporte plastico, el reactor A, present6 los mejores resultados en
cuanto a la produccion de hidrégeno, independientemente del tipo de indculo utilizado.Siendo de 0.8 y
0.14 mol/mol de glucosa para Al y A2 respectivamente. Mientras que para el reactor empacado con
medio de soporte ceramico, reactor B, los rendimientos alcanzados fueron de 8 y 7 mmol/mol de
glucosa para Bl y B2, respectivamente. Esta diferencia puede deberse a que en capas gruesas de
biopelicula pueden desarrollarse microorganismos no productores y/o consumidores de hidrégeno
llevando a una baja produccién del mismo.La alta produccidon de acido propiénico en el reactor
empacado con medio de soporte cerdmico poroso inhibié la produccion de hidrégeno. Esto puede
deberse al crecimiento de microorganismos diferentes a los productores de hidrégeno.

Los resultados mostraron que el tipo de in6culo tiene influencia en la produccion de H,. El indculo 2
mostro la misma actividad metanogénica (0.43 gDQO CH,/ SSV-d) que el indculo 1, recién
muestreado, aun cuando estuvo almacenado en una cdmara fria durante un afio. Esto aunado a la
apariencia fisica de los floculos (fléculos bien definidos) sugiere que el indculo 2 proviene de un
reactor bien controlado que ha seleccionado su consorcio microbiano siendo pobre en bacterias
productoras de Ho.

Se encontrd que no existe una ventaja considerable en la produccién de H, cuando se agrega CaCOs;
como una forma de controlar el pH. Esto estuvo relacionado con el tipo de indculo empleado.

RECOMENDACIONES

De acuerdo a los observado en el desarrollo de este trabajo, dar seguimiento de manera estricta el valor
del pH cuando no se tiene un control automatico, ya que es dificil de mantenerse dentro de los valores
adecuados durante los ciclos de operacion, y es un factor determinante en el desarrollo del consorcio
microbiano y por lo tanto de los productos obtenidos.

Una vez hechos estos experimentos se sugiere llevar a cabo la operacion en continuo de los reactores,
donde se espera se alcancen mayores rendimientos en cuanto a la produccion de H,.
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