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1. Marco Teórico 
 
1.1 Panorama energético actual 
 
Desde 1970, debido al elevado crecimiento demográfico y la urbanización presentada a lo largo de todos 
los continentes, se ha experimentado un elevado incremento en la demanda energética global, la cual ha 
sido satisfecha principalmente mediante el uso de combustibles fósiles como se observa Figura 1.1. A 
pesar de que actualmente se estima una especie de ralentización en el incremento de las necesidades 
energéticas mundiales, gracias a la aparición de tecnologías más eficientes en el uso de la energía, se 
estima que la demanda per cápita para el año 2030 podría alcanzar cifras cercanas a 1.09 toneladas 
equivalente de petróleo (tep) anuales, valor que a pesar de haber sido estipulado con base en un probable 
lento incremento en la demanda energética no deja de ser holgado, al contrario, representa un reto para 
la generación de recursos energéticos globalmente (WECl, 2011, 2016a). 
 

 
Figura 1.1. Consumo mundial de energía en Mtep por tipo combustible desde 1971 a 2015. 

Adaptado de IEA, (2017). 
 
En adición a este incremento en la demanda energética mundial, la disminución de los recursos 
energéticos no renovables, y la necesidad de reducir las emisiones contaminantes generadas por el uso 
de combustibles fósiles se han materializado. Realidades que a pesar de ser de distinta índole, confluyen 
en la necesidad de buscar nuevos recursos energéticos que permitan reducir el uso de combustibles como 
el carbón y el petróleo y del mismo modo favorezcan la disminución de las emisiones generadas por la 
combustión de estos materiales contribuyendo directamente a la búsqueda de la sostenibilidad energética 
(WEC, 2011, 2016a). 
 
En consecuencia, en la actualidad el sector energético mundial se encuentra atravesando una de las etapas 
más críticas de la historia. En las próximas décadas enfrentará desafíos sin precedentes dictados por la 
demografía y la urbanización, sumados a la disminución paulatina de los recursos energéticos no 
renovables y a la inminente necesidad de reducir las emisiones de contaminantes derivadas de la 
producción y el consumo de energía, las cuales afectan directamente a la población mundial, ocasionando 
serios problemas de salud pública y ambiental al rededor del mundo (WEC, 2011, 2016a, 2016c). 
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La búsqueda de soluciones a esta problemática a nivel mundial ha llevado a la toma de un gran número 
de medidas al rededor del mundo, las cuales pueden englobarse en tres grandes grupos. La 
reestructuración de planes y políticas energéticas, la provisión de recursos para la formulación y 
ejecución de estos planes y políticas y el desarrollo de investigación básica y aplicada enfocada en la 
búsqueda de nuevos recursos energéticos renovables capaces de suplir las necesidades energéticas  
globalmente sin repercutir en el deterioro del medio ambiente y la salud (IEA, 2017; WEC, 2016a). 
 
Dentro del marco de las energías renovables, algunas tecnologías que emplean la energía solar, eólica y 
la bioenergía actualmente se han establecido como importantes actores energéticos a lo largo de todo el 
mundo. Los combustibles producidos a partir de biomasa (bioenergía) se destacan por ofrecer, en teoría, 
un ciclo del carbono (C) completo, ya que el dióxido de carbono (CO2) producido durante sus procesos 
de obtención puede ser empleado por organismos fotosintéticos como plantas y algas, las cuales 
generarían más biomasa que podría emplearse para la producción de más energía (Gonzales, 2016; 
REN21, 2016; WEC, 2016c). 
 
Asociado al grupo de combustibles generados a partir de biomasa se encuentra el hidrógeno (H2), al cual 
se le ha atribuido el potencial de convertirse en el vector energético del futuro dentro del concepto de 
“Economía del Hidrógeno”, donde se emplea el gas en un ciclo de abastecimiento energético, el cual 
además de ser el combustible con mayor contenido energético por unidad de peso (122-142 kJ/g), tiene 
las ventajas de ser sustentable y no repercutir negativamente sobre el medio ambiente, razones por lo 
cual es considerado dentro de la actual Estrategia Nacional de Energía Mexicana como uno de los pilares 
de la transición energética, junto con otros recursos renovables como energía solar, eólica, geotérmica y 
oceánica entre otras (Gonzales, 2016; SENER, 2014). 
 
1.2. Residuos susceptibles a valorización mediante fermentación oscura 
 
El crecimiento demográfico, junto a el consumismo, la progresión y diversificación actual de los sectores 
productivos, han impulsado la velocidad de generación de residuos sólidos y líquidos globalmente a 
niveles que superan la capacidad que tiene el medio para asimilar los mismos (Avendaño, 2015; M.-S. 
S. Kim et al., 2012; Morantes, 2016).  
 
Según estimación realizada por el Banco Mundial, se prevé que en el 2025 la producción de residuos 
sólidos urbanos (RSU) a nivel mundial estará próxima a 2.2 billones de toneladas por año, cifra cercana 
al doble de la estimación realizada para el año 2012 (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012). A pesar de que 
en la mayoría de países se cuenta con políticas y programas de gestión integral de RSU enfocados en 
minimizar la generación de desechos y maximizar su valoración, el desarrollo e implementación de estos 
programas no han sido suficientes para disminuir la generación de desechos o aumentar el valor de los 
mismos (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; SEMARNAT, 2016). 
 
Del mismo modo que la generación de RSU a nivel mundial ha aumentado, en México los niveles de 
generación de RSU han incrementado desproporcionadamente en los últimos años, aumentando el 61% 
entre el año 2003 y 2015, llevando su producción de 10.24 a 53.1 millones de toneladas anuales 
(SEMARNAT, 2016). La composición de los residuos varía de región en región y está influenciada por 
distintos factores asociados al país, como la cultura, el desarrollo económico, el clima y las fuentes de 
energía. Los países de bajos y medianos ingresos presentan mayor proporción de desechos orgánicos en 
sus RSU, en contraste con los países de altos ingresos, los cuales producen papel, plásticos y otros 
materiales inorgánicos en mayor proporción (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012). 
 
En la Figura 1.2., se puede observar la composición de los RSU en México. La fracción orgánica de 
residuos sólidos urbanos (FORSU), es el componente de mayor importancia en sus desechos, representa 
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al rededor del 52% de la totalidad de RSU, seguido del papel, plástico y otros tipos de residuo 
(SEMARNAT, 2016). 

 
Figura 1.2. Composición de los RSU en México por tipo de residuo en 2012. Adaptado de 

SEMARNAT, (2016). 
 
Al igual que la generación, la disposición final de RSU se encuentra íntimamente relacionada con el 
producto interno bruto (PBI) del país. La gran mayoría de países de medianos y bajos ingresos disponen 
sus desechos en sitios no controlados, los cuales generan serios problemas medioambientales y de salud 
pública (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012). 
 
En México la disposición final RSU se realiza básicamente de cuatro maneras. En rellenos sanitarios, 
rellenos de tierra controlados, sitios no controlados y reciclaje. En el año 2013, México logró disponer 
al rededor del 75% de los residuos en rellenos sanitarios y rellenos de tierra controlados, los cuales, a 
pesar que están diseñados para impedir la diseminación de los residuos y evitar los potenciales riesgos 
que estos pueden ocasionar a los ecosistemas y la salud ambiental, no tienen la capacidad de valorizar ni 
reutilizar sus componentes prescindiendo de la oportunidad de recuperar su poder calorífico o su 
reincorporación en procesos productivos (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; SEMARNAT, 2016). 
 
La FORSU, además de ser el principal componente de los RSU de muchos países, se encuentra dentro 
del grupo de residuos susceptibles a valorizarse gracias a su capacidad de transformarse en combustibles 
gaseosos como H2 o metano (CH4) mediante procesos biológicos como digestión anaerobia.  
 
La utilización de la FORSU como sustrato para la producción de H2 como fuente de energía, además de 
solucionar la problemática asociada a su disposición, contribuir a la disminución del uso de recursos 
energéticos no renovables y reducir las emisiones contaminantes atmosféricas derivadas del uso de 
combustibles fósiles, es considerada una de las opciones más viables para producción de H2, debido a 
sus bajos requerimientos de energía e importantes tasas de producción, en comparación con otros 
procesos biológicos como la fotofermentación y la biofotólisis del agua, los cuales dependen de la luz y 
no han demostrado tasas de producción con potencial para aplicaciones prácticas (Balachandar et al, 
2013). 

Tabla 1

TIPO DE RESIDUO PORCENTAJE

(FORSU) Residuos 
de comida, de 
jardines y 
materiales 
orgánicos similares

52,4

Papel, cartón, 
productos de 
papel

13,8

Otro tipo de 
residuo (residuos 
finos, pañal 
desechable, etc.)

12,1

Plásticos 10,9

Vidrios 5,9

Aluminio 1,7

Textiles 1,4

Metales ferrosos 1,1

Otros metales no 
ferrosos (incluye 
cobre, plomo, 
estaño y niquel)

0,6

1%
1%

1%
2%

6%

11%

12%

14%

52%

(FORSU) Residuos de comida, de jardines y materiales orgánicos similares Papel, cartón, productos de papel
Otro tipo de residuo (residuos finos, pañal desechable, etc.) Plásticos
Vidrios Aluminio
Textiles Metales ferrosos
Otros metales no ferrosos (incluye cobre, plomo, estaño y niquel)

�1
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Teniendo esto en consideración, la sinergia de los atributos propios de la producción de H2 a partir de 
residuos sólidos orgánicos (RSO) puede contribuir a mejorar la salud pública y ambiental de las 
poblaciones, al mismo tiempo que tiene la capacidad de aportar capital económico para subvencionar las 
economías de los países que implementen estos procesos de valorización de recursos (Hoornweg & 
Bhada-Tata, 2012; INECC; SEMARNAT, 2012; M.-S. S. Kim et al., 2012; SEMARNAT, 2016; WEC, 
2016b). 
 
Por otro lado, la mayoría de las actividades humanas que involucran agua en sus procesos generan aguas 
residuales, por lo cual a medida que aumenta la demanda de agua, el volumen de generación de aguas 
residuales y su carga contaminante incrementa desmesuradamente. Se estima que globalmente entre 85 y 
95% del agua residual se descarga directamente a ríos, lagos y océanos sin recibir tratamiento previo  (UN, 
2017; SEMARNAT, 2016). 
 
La capacidad de tratamiento de las aguas residuales urbanas e industriales, al igual que sucede con los 
RSU, depende del producto interno bruto (PIB) de cada país. Los países con altos ingresos, tratan 
aproximadamente el 70% de sus aguas residuales, los países de mediano-alto ingreso alrededor del 38%, 
los países con rentas medio-bajas tratan el 28% y en los países pobres sólo el 8% de las aguas residuales 
generadas recibe algún tipo de tratamiento (UN, 2017). 
 
En 2014, las cifras de generación de aguas residuales en México estuvieron alrededor de 7,200 hm3/año, 
el equivalente a 228.7 m3/s, de los cuales sólo se trataron 3,510 hm3 (111.3 m3/s), cifra que no llega al 
50% del flujo generado a nivel nacional (SEMARNAT, 2016). 
 
En la actualidad, además de depurar los contaminantes presentes en las aguas residuales tanto de origen 
municipal como industrial, el objetivo es valorizarlas con el fin de subvencionar los costos de su gestión 
y mejorar la sustentabilidad económica de los sistemas. Las estrategias de valorización se basan en la 
recuperación de energía y nutrientes. Dentro de las estrategias de recuperación de energía, se destacan la 
producción de combustibles gaseosos como H2 o CH4 mediante procesos biológicos, calefacción o 
refrigeración y generación de electricidad (UN, 2017). 
 
1.3. Producción biológica de H2 mediante fermentación oscura 
 
Dentro del proceso de digestión anaerobia (DA), se diferencian cuatro etapas; hidrólisis, acidogénesis, 
acetogénesis y metanogénesis, en las cuales están involucradas reacciones bioquímicas y fisicoquímicas 
desde que la biomasa bacteriana entra en contacto con la materia orgánica susceptible a biodegradarse 
anaerobiamente dentro del reactor, hasta que se produce el biogás. Dentro del proceso de DA, el H2 se 
produce dentro de las etapas de acidogénesis y acetogénesis, a lo cual se le conoce como fermentación 
oscura (FO), debido a que es un proceso que no requiere luz para ser realizado (Berrocal, 2017; Cabrol 
et al., 2017; Etchebehere et al., 2016)   
 
1.3.1. Bioquímica y microbiología de la producción de H2 
 
Según el Modelo de Digestión Anaerobia Nº 1 (ADM1 por sus siglas en inglés), previo al proceso de 
hidrólisis, se lleva a cabo una etapa de desintegración no biológica del material orgánico, donde ocurren 
procesos como lisis, decadencia no enzimática, separación de fases y degradación física como 
cizallamiento. Durante el proceso de hidrólisis, bacterias con actividad hidrolítica convierten el material 
orgánico no soluble como polisacáridos, proteínas y lípidos complejos mediante la secreción de enzimas 
extracelulares en componentes orgánicos solubles como monosacáridos, aminoácidos y algunos ácidos 
grasos de cadena larga.  
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En la acidogénesis o fermentación, se inicia la producción de H2 cuando dos grupos de fermentadores 
distintos catabolizan los monosacáridos y aminoácidos en ácidos grasos volátiles (AGVs) como acético, 
butírico, propiónico, valérico y láctico principalmente, alcoholes como etanol y butanol y gases como 
H2 y dióxido de carbono (CO2). En la acetogénesis la producción de H2 continúa, mediante el 
metabolismo del butirato, valerato y propionato producidos en la fase acidogénica y los ácidos grasos de 
cadena larga del metabolismo de lipídico a ácido acético, H2 y CO2 por bacterias acetogénicas, como se 
presenta en la Figura 1.3. Debido a que el proceso acidogénico es termodinámicamente más favorable 
que la reacción acetogénica, los microorganismos acidogénicos son mucho más activos durante un 
proceso de producción de hidrógeno fermentativo (Batstone et al., 2002; Berrocal B., 2017; Etchebehere 
et al., 2016; M.-S. S. Kim et al., 2012). 
 
1.3.1.1. Vías metabólicas descritas en la producción de H2 
 
En todos los procesos de FO, el H2 no se produce únicamente como compuesto reducido, se genera en 
conjunto con AGVs, alcoholes y CO2, como se presenta en la Figura 1.3. La producción de H2 como tal, 
no representa ninguna ventaja a los grupos bacterianos involucrados en el proceso de FO; no obstante, 
la eliminación de equivalentes reductores generados en el proceso de fermentación (electrones en exceso) 
es imperativamente necesaria para algunos miembros de la comunidad microbiana, situación que 
promueve la producción de H2 mediante el uso de hidrogenasas (Berrocal B., 2017; M.-S. S. Kim et al., 
2012). 
 

 
Figura 1.3. Rutas metabólicas del proceso de producción de H2 consideradas en el ADM1 

(Adaptado de Batstone et al., 2002). 
 
La producción de hidrógeno molecular generalmente se realiza mediante dos vías, en las cuales mediante 
la degradación anaerobia del piruvato se produce hidrógeno. La ruta piruvato formato liasa (PFL) 
asociada a anaerobios facultativos y la ruta piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR), la cual es 

Residuos complejos orgánicos + Biomasa inactiva

Polisacáridos Lípidos 
complejosProteínas

Monosacáridos Ácidos grasos 
de cadena largaAminoácidos

Hidrólisis

Acidogénesis 

Acetogénesis
AGVs CO2 AcetatoAlcoholes

Desintegración
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común en bacterias anaerobias estrictas, la Figura 1.4. presenta las dos vías de producción de H2 (Cabrol 
et al., 2017; Etchebehere et al., 2016; Oh et al., 2003; Ramirez-Morales et al., 2015). 
 
 

 
 

Figura 1.4. Rutas bioquímicas PFOR y PFL implicadas en la producción de H2 mediante 
fermentación oscura (Adapatado de Hallenbeck, 2013)  

 
En la ruta PFOR, la degradación del piruvato proveniente de la glucólisis es catalizada por la enzima 
PFOR, la cual genera una molécula de ferredoxina reducida (Fdred). La generación de hidrógeno ocurre 
cuando la proteína reducida transfiere los electrones a la hidrogenasa dependiente de la ferredoxina (Fd- 
[FeFe]), la cual convierte cationes hidrógeno (H+) en hidrógeno molecular (H2).  Anaerobios estrictos 
como Clostridium, junto a esta manera de producir H2, tienen la capacidad de emplear moléculas de 
NADH producidas durante la glucólisis, mediante dos hidrogenasas alternas, una dependiente de NADH 
(NADH-[FeFe]) y otra dependiente de NADH y Ferredoxina reducida (NADH-Fdred)-[FeFe]). Por lo 
cual, gracias a esta capacidad de reoxidar las moléculas de NADH, la producción mediante esta ruta 
podría teóricamente generar 4 moléculas de H2 a partir de la fermentación de una molécula de glucosa. 
Figura 1.4. (Cabrol et al., 2017; Oh, Park, Seol, Lee, & Park, 2003; Ramírez-Morales et al., 2015). 
 
En la ruta piruvato formato liasa, anaerobios facultativos metabolizan parcial o totalmente el piruvato 
producido en la glucólisis a formato, en un proceso redox neutral. El formato posteriormente puede 
acumularse o utilizarse para generar H2 y CO2 mediante el complejo enzimático piruvato formato liasa, 
el cual consiste en una formato deshidrogenasa, una hidrogenasa y transportadores de transferencia de 
electrones responsables de la oxidación del ácido fórmico a CO2 y H2. Dependiendo de la especie 
microbiana involucrada, la hidrogenasa puede presentar iones de níquel y hierro ([NiFe] - hidrogenasa), 
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como en el caso de Escherchia coli, conocida también como Ech hidrogenasa o ser una hidrogenasa 
dependiente de formato ([FeFe]-hidrogenasa). Los microorganismos que no tienen la capacidad de 
reoxidar las moléculas de NADH, como lo hacen algunas cepas de Clostridium, teóricamente están 
limitados a producir 2 moles de hidrógeno por molécula de glucosa. Figura 1.4. (Cabrol et al., 2017; Oh 
et al., 2003; Ramírez-Morales et al., 2015) 
 
1.3.1.2. Grupos microbianos productores de hidrógeno 
 
Las bacterias productoras de hidrógeno (HPB, por sus siglas en inglés), se clasifican en tres grandes 
grupos, microorganismos anaerobios obligados formadores de endósporas, anaerobios obligados no 
formadores de endósporas y anaerobios facultativos con metabolismo fermentativo. (Cabrol et al., 2017; 
Oh et al., 2003). 
 
Anaerobios obligados formadores de endósporas (principales productores de H2) 
 
Las especies de Clostridium sp. al ser el grupo de HPB más eficiente y abundante en reactores 
productores de hidrógeno son considerados los principales productores de H2. A pesar de que exhiben 
patrones metabólicos diferentes de especie a especie, como los casos de C. acetobutylicum  (productor 
de solventes) y C. butyricum (productor de acetato y butirato); y las abundancias relativas de clostridiales 
varían dependiendo del tipo de sustrato, las condiciones de operación y configuración del proceso, las 
poblaciones de Clostridium spp. usualmente predominan en los períodos de mayor producción de H2, 
alcanzando rendimientos de 1.5 a 3 mol H2/mol glucosa (Cabrol et al., 2017; White, Drummond, y 
Fuqua, 2012). En la Tabla 1.1., se pueden ver algunos ejemplos de clostridiales productores de H2.  
 
Tabla 1.1. Bacterias productoras de H2 anaerobias formadoras de endósporas.  
 
Especie Referencia 

Clostridium butyricum (Masset et al., 2012; Sivagurunathan et al., 2014) 

Clostridium pasteurianum (Cheng et al., 2011; Li et al., 2010) 

Clostridium beijerinckii (Chang et al., 2008; Noparat et al.,2011) 

Clostridium acetobutylicum (Argun et al., 2009; Baghchehsaraee et al., 2008; Lutke-Eversloh y Bahl, 
2011)  

Clostridium histolyticum (Song et al., 2011) 

Clostridium perfringens (Huang et al., 2010; M.-S. S. Kim et al., 2012; Sivagurunathan et al.,2014) 

Clostridium tyrobutyricum (Jo et al., 2007; Sivagurunathan et al., 2014) 

Clostridium celerecrescens (Li et al., 2010; Liang et al., 2010) 

 
Anaerobios obligados no formadores de endósporas (productores auxiliares de H2) 
 
Algunas poblaciones de anaerobios estrictos no formadores de endósporas pueden persistir e incluso 
dominar en sistemas de producción de H2 con cultivos mixtos a pesar de los radicales pretratamientos 
térmicos cuando las condiciones del sistema son favorables en términos de origen del inóculo, selección 
del sustrato y parámetros operativos (Cabrol et al., 2017). 
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Bajo condiciones de operación específicas las especies de Clostridium spp. podrían no ser las HPB más 
adecuadas para la producción de H2. No obstante, algunos anaerobios estrictos no formadores de 
endósporas pertenecientes a los filos Firmicutes y Bacteroidetes con patrones metabólicos específicos 
permiten mantener la producción de H2 en intervalos aceptables cuando las especies de Clostridium sp. 
se encuentran inactivas (Cabrol et al., 2017). En la Tabla 1.2., se pueden ver los principales anaerobios 
no formadores de endósporas productores de H2. 
 

Tabla 1.2. Bacterias productoras de H2 anaerobias no formadoras de endósporas. 
 

Orden o filo Ejemplo de género o 
especie Referencia 

Clostridiales 
 
 
  

Ethanoligenens harbinense (Chen y Dong, 2004; Xing  2008; Xing et al., 2006)  

Acetanaerobacterium 
elongatum 

(Chen y Dong, 2004; Ren et al., 2007; Xing et al., 
2006; Xing et al., 2008) 

Hydrogenoanaerobacterium 
saccharovorans  (Song y Dong, 2009) 

Firmicutes 

Megasphaera elsdenii 

Marounek et al.,1989; Ohnishi et al.,2010, 2012; 
Xing et al.,2008 
(Chen y Dong, 2004; Ren et al., 2007; Xing et al., 
2006; Xing et al.,2008) 

Selenomonas (Luo et al., 2008) 

Acidaminococcus sp.  (Chang et al., 2008) 

Bacteroidetes Prevotella sp.  
(Castelló et al., 2009; Cheng et al., 2011; Hung et 
al., 2011; C Li, Zhang, y Fang, 2006) 

 
Anaerobios facultativos fermentadores (productores de H2 “desafiantes”) 
 
Los anaerobios facultativos son considerados productores “desafiantes” en el proceso de producción de 
H2, debido a que en la práctica, algunos de ellos tienen la capacidad de alcanzar o superar la productividad 
de H2 reportada para cultivos de Clostridium (Cabrol et al., 2017). Como lo es el caso de Enterobacter 
aerogenes el cual ha alcanzado rendimientos superiores a 2 mol H2/mol glucosa (Jayasinghearachchi et 
al., 2009).  
 
A pesar de que sus rendimientos son teóricamente más bajos, comparadas con otras HPB, las bacterias 
anaerobias facultativas son particularmente atractivas para la producción de H2 debido a su poca 
sensibilidad al oxígeno en comparación con HPB anaerobias estrictas. No obstante su presencia en 
procesos de FO se encuentra limitada debido a los drásticos pretratamientos realizados al inóculo y 
sustrato (Cabrol et al., 2017). 
 
Los principales grupos de HPB anaerobias facultativas son principalmente miembros de la familia de 
Enterobacteriaceae o especies pertenecientes al orden de los Bacillales, donde se destacan 
principalmente géneros como Enterobacter sp. y Bacillus sp. (Cabrol et al., 2017). En la Tabla 1.3. se 
presentan microorganismos anaerobios facultativos asociados a la producción de hidrógeno. 
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Tabla 1.3. Bacterias productoras de H2 anaerobias facultativas.  
 
Grupo Género o especie Referencia 

Enterobacteriaceae 

Citrobacter sp. (Ren et al., 2007) 

Klebsiella sp. (Li et al., 2006; Niu et al., 2010; Pattra et al., 2011) 

Enterobacter aerogenes (Jayasinghearachchi et al., 2009; Seol et al., 2008) 

Escherichia sp. (Varrone et al., 2013) 

Shigella sp. (Varrone et al., 2013) 

Pantoea agglomerans (Zhu,et al., 2008) 

Bacillales 
Bacillus sp. (Kotay y Das, 2007; Liu et al., 2015; Patel et al., 2012; 

Porwal et al., 2008) 

Paenibacillus polymyxa (Huang et al., 2010; Lal et al., 2012) 

Otros PBH 

Shewanella oneidensis  (Meshulam-Simon et al.,2007) 

Pseudomonas stutzeri (Penislus Shiyan & Krishnaveni, 2013) 

Vibrio spp. (Oh et al., 2003) 

 
Sinergismo entre HPB 
 
En la práctica del proceso de FO se deben considerar ciertas relaciones entre HPB. Se han reportado 
casos de coexistencia natural entre diversas HPB, en los cuales estas relaciones son usualmente 
beneficiosas para la producción de H2 (Cabrol et al., 2017). En la Tabla 1.4. se presentan algunas de 
estas interacciones reportadas entre HPB. 
 

Tabla 1.4. Asociaciones entre bacterias productoras de H2 en biorreactores 
 
HPB involucrados Sustrato Operación del reactor Referencia 

Enterobacteriaceae + Clostridium Glucosa CTSR ( Song et al., 2011) 

Clostridium spp. + Klebsiella y 
Prevotella Sacarosa CSTR  ( Li et al.,2006) 

Selenomonas + Enterobacter + 
Clostridium spp Glucosa Continuo (Luo et al., 2008) 

Paenibacillus polymyxa 
+  Eubacterium multiforme 

Lodo cloacal 
pretratado Lote (Cai et al., 2004) 

Clostridium tyrobutyricum + 
Ethanoligenens harbinense Sacarosa Lote (Mariakakis et al., 2011) 

 
1.3.1.3. Enzimas hidrogenasas 
 
La hidrogenasa es la enzima que cataliza la interconversión de H2 en protones y electrones (Ecuación 
1.1.), la cual se encuentra en bacterias, arqueas y eucariotas. Los microorganismos la emplean para 
generar energía, dispersar equivalentes reductores producidos durante la fermentación y generar 
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cofactores enzimáticos reducidos implicados en varias reacciones del metabolismo celular (Constant y 
Hallenbeck, 2013). 
 

2𝐻# + 2𝑒&
'()*+,-./0/
1222222223𝐻4 

 
Las hidrogenasas se clasifican en tres clases distintas en función del contenido metálico de su sitio activo. 
En este sentido, las hidrogenasas conocidas son [NiFe]-hidrogenasa, [FeFe]-hidrogenasa y [Fe]-
hidrogenasa.  
 
Las [NiFe]-hidrogenasas solo se encuentran en arqueas y bacterias, catalizan la oxidación o la producción 
de H2 in vivo. Las [FeFe]-hidrogenasas se han detectado en bacterias y eucariotas donde se ha 
determinado que catalizan exclusivamente la producción de H2. Por otro lado, las [Fe]-hidrogenasas se 
distribuyen de forma indistinta en arqueas metanógenas hidrogenotróficas y utilizan el H2 para 
proporcionar equivalentes reductores para los pasos intermedios de reducción de CO2 a metano (Cabrol 
et al., 2017; Constant y Hallenbeck, 2013) 
 
1.3.2. Factores involucrados en la producción de H2 a partir de RSO 
 
1.3.2.1. Inóculo 
 
En sistemas en lote y continuos operados por cortos periodos de tiempo el inóculo es un factor que puede 
afectar la productividad de los sistemas productores de H2 significativamente. Se ha reportado el uso de 
diversas matrices como inóculo, desde microorganismos provenientes de lodos de plantas depuradoras 
de aguas y digestatos de procesos de producción de biogás, hasta estudios donde no se ha empleado 
ninguna fuente de inóculo y el proceso es llevado a cabo por la microbiota autóctona fermentativa del 
sustrato (Kim 2009; Kim et al., 2013; Pakarinen et al., 2008) 
 
La presencia de ciertos grupos microbianos como metanogénicos, homoacetógenos, productores de 
propionato y sulfatoreductores, entre otros, puede afectar el sistema y disminuir trascendentalmente la 
eficiencia del mismo. Por tal razón, para potenciar la productividad de los sistemas, se realizan 
pretratamientos a los inóculos, los cuales se basan principalmente en el sometimiento a condiciones de 
estrés térmico y químico a los microorganismos y buscan la selección de poblaciones HPB anaerobias 
formadoras de endósporas en el inóculo e inhibir las demás poblaciones presentes (Berrocal, 2017; 
Castillo, 2015; Kim et al., 2012; Kim et al., 2013; Venkata Mohan et al., 2008) 
 
Pretratamiento térmico 
 
Es el pretratamiento usualmente más empleado, por su eficiencia y simplicidad. Se basa en someter al 
inóculo a temperaturas que van desde 100 hasta 125 ºC por intervalos de tiempo prolongados, los cuales 
pueden ir desde 15 minutos a 24 horas (Bujanos, 2013; Castillo, 2015). 
 
Pretratamiento químico 
 
Es el sometimiento del inóculo a condiciones de pH extremas o por medio de la exposición a compuestos 
tóxicos inhibitorios. El pretratamiento en condiciones ácidas, se puede  realizar mediante adición de 
ácidos concentrados como el ácido ortofosfórico hasta llegar a condiciones de pH inferiores a 3 por 
intervalos de tiempo de un día (Kim et al., 2013). En cuanto a los tratamientos con compuestos tóxicos, 
se ha reportado el uso de lumazina, cloroformo y ácido sinfónico 2-bromoetano (BEA), todas en un 
amplio número de concentraciones e intervalos de tiempo que pueden ir de horas a días (Bujanos, 2013; 
Castillo, 2015; Kim et al., 2013; Venkata Mohan et al., 2008). 

(Ecuación 1.1.) 
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1.3.2.2. pH 
 
El pH es uno de los parámetros de mayor transcendencia para la producción de hidrógeno mediante FO, 
debido a que puede afectar la actividad enzimática de las hidrogenasas, las rutas metabólicas de los 
microorganismos y las poblaciones bacterianas dominantes durante el proceso. Para garantizar la 
estabilidad y productividad del sistema, el pH debe mantenerse en un rango óptimo, lo cual se puede 
lograr mediante la implementación un sistema de control de pH y/o garantizando cierto grado de 
alcalinidad en el sistema mediante la adición de soluciones buffer (Kim et al., 2013) 
 
El intervalo de pH del proceso además de controlar las poblaciones presentes en el sistema, influye en la 
tasa de hidrólisis del sustrato, los tipos y cantidad de metabolitos acidogénicos y la velocidad y cantidad 
de hidrógeno producido (Kim et al.,  2013). El pH óptimo de producción H2 depende de varios factores 
asociados a la biodiversidad microbiana presente en el biorreactor, como el origen, tipo y composición 
microbiana del inóculo, además, el tipo de pretratamiento aplicado al mismo y la temperatura a la que se 
opere el proceso. Se ha demostrado que rangos de pH de 5.5 ±1 favorecen las rutas de producción de 
hidrógeno y afectan las reacciones no hidrogénicas  et al., 2016). En la Tabla 1.5. se pueden observar 
algunos valores de pH de operación óptimos en sistemas de producción de H2 empleando RSO.  
 
Tabla 1.5. Valores de pH de operación óptimos en sistemas de producción de H2 empleando RSO. 
 
Sustrato pH YH2 Referencias 

Residuos de cervecería 5.5 2.2 mol-H2/mol-glucosa ( Fan et al., 2006) 

Residuos de maíz 5.5 176 mL-H2/g-ST (Fan et al., 2008) 

Residuos de comida + lodos de 
aguas residuales 5.5 194 mL-H2/g-SV (Li et al., 2008) 

FORSU 5 180 mL-H2/g-STV (Lay et al., 1999) 

*: Pretratamiento térmico al sustrato a 102 ºC por 30 min; **: Pretratamiento enzimático al sustrato 

 
1.3.2.3. Temperatura 
 
La temperatura, junto con el pH es uno de los parámetros operacionales más importantes en la producción 
de biohidrógeno. La temperatura óptima para la producción de H2 a partir de RSO, varía con el sustrato, 
debido a la complejidad de las comunidades microbianas a emplear en el sistema y la composición de 
los materiales constituyentes de la materia prima (Kim et al., 2013). 
 
Los procesos de digestión anaerobia se llevan a cabo usualmente en condiciones mesófilas (30 a 40 ºC) 
o termófilas (50 a 60 ºC). Se ha reportado que el rendimiento de producción de H2 en condiciones de 
termofilia es aproximadamente 90% mayor con respecto a los procesos mesófilos gracias a la 
disminución directa de poblaciones consumidoras H2 y mejores eficiencias en los procesos hidrolíticos. 
No obstante, económicamente, se prefiere la operación en condiciones mesófilas puesto que el gasto 
energético para llevar a cabo los procesos termofílicos es sustancialmente mayor  (Castillo, 2015; Kim 
et al., 2013).  
 
Yokoyama et al., 2007 estudiaron la influencia de la temperatura en un proceso de producción de 
hidrógeno empleando estiércol de vacas lecheras como sustrato, encontrando dos picos máximos de 
producción de H2  a 60 y 55 °C, con producciones de 392 y 348 mL H2/L suspensión respectivamente, 
en la Figura 1.5., se presentan los resultados determinados en el estudio. 
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Figura 1.5. Influencia de la temperatura en sistemas de producción de H2 empleando residuos 
orgánicos de vacas lecheras. (Adaptado Yokoyama et al., 2007). 
 
1.3.2.4. Presión parcial de hidrógeno (PpH2) 
 
Las rutas metabólicas PFOR y PFL involucradas en la producción de H2 mediante FO son muy sensibles 
a la PpH2, debido a que esta afecta directamente el equilibrio químico del sistema y por lo tanto la 
velocidad de formación de H2. Una elevada PpH2 en la fase líquida puede inhibir el proceso y disminuir 
la producción de H2, debido a que en esas condiciones la energía de Gibbs de la reacción descrita en la 
Ecuación 1. pasa de tener valores de DGº < 0 a valores DGº > 0, lo que hace termodinámicamente 
desfavorable los procesos de reducción de protones H+ llevados a cabo por las hidrogenasas NADH- 
[FeFe] y NADH-Fdred - [FeFe] mediante los cuales se produce la gran mayoría H2 en procesos FO y 
además se promueve la reducción de la Fdox, lo que favorece la oxidación de H2 a protones, disminuyendo 
directamente la productividad del sistema (Bundhoo y Mohee, 2016).  
 
Algunos autores han reportado que una alta PpH2 puede inhibir el metabolismo ácidos grasos de cadena 
larga a acetato e hidrógeno de la etapa acetogénica en el sistema y además direccionar el metabolismo 
microbiano hacia la producción de otros metabolitos como propionato, lactato, etanol, acetona y butanol, 
a expensas del H2 presente en el sistema (Berrocal, 2017; Bundhoo y Mohee, 2016).  Considerando la 
influencia de la PpH2 en FO, la eliminación del exceso de H2 es de transcendental importancia para 
mantener óptima la producción de hidrógeno en el sistema. Se han desarrollado diferentes estrategias 
para eliminar o separar el H2 como el burbujeo de nitrógeno gaseoso (N2) evitando el efecto negativo de 
la acumulación de H2 en las fases gaseosa y líquida del proceso (Balachandar et al., 2013; Bundhoo y 
Mohee, 2016) 
 
 

Tiempo (días)
0 2 4 6 8 10 12

37 ºC

50 ºC

67 ºC

75 ºC

55 ºC

60 ºC

E
vo

lu
ci

ón
 to

ta
l d

e 
H

2 
 (m

L 
H

2/L
 S

us
tr

at
o)

100

200

300

400



   

 25 

1.3.2.5. Tiempo de residencia hidráulico y tiempo de retención de sólidos  
 
El Tiempo de residencia hidráulico (TRH) indica el tiempo medio teórico que permanecen las partículas 
de fluido alimentadas en el interior del reactor y puede definirse según lo descrito en la Ecuación 1.2.  
 

𝑇𝑅𝐻 =	
𝑉
𝐹 

 
Donde, TRH: tiempo de residencia hidráulica; V: volumen del reactor y F: flujo del influente o 
alimentación de entrada. 
 
El TRH junto con el pH y la temperatura del sistema es uno de los factores operacionales del sistema 
más importantes en la producción de hidrógeno, debido a que está íntimamente relacionado con la 
cantidad de sustrato a manejar en el sistema y porque puede determinar las poblaciones microbianas 
presentes en el biorreactor mediante la selección de comunidades microbianas con velocidades 
específicas de crecimiento (μ) capaces soportar la tasa de dilución (D) causada por el continuo flujo 
volumétrico de la alimentación (Balachandar et al., 2013; Berrocal, 2017; M. S. Kim et al., 2013; 
Redondas, 2013)  
 
El uso de TRH cortos junto con la manutención constante de la concentración de sustrato es una estrategia 
de control biocinético eficiente que permite eliminar bacterias no productoras de H2 y favorece el 
desarrollo de una comunidad microbiana estable de HPB en sistemas continuos tradicionales 
(Sivagurunathan et al.,  2016). Las HPB más eficientes como Clostridium sp. tienden a producir ácidos 
acético y butírico junto con H2 en la fase de crecimiento exponencial, no obstante, en la fase de 
crecimiento estacionario producen alcohol, por tal razón el establecimiento de un TRH capaz de retener 
sólo los microorganismos útiles en la fase exponencial es ampliamente ventajoso para el proceso 
(Sivagurunathan et al., 2016). 
 
El TRH tiene un impacto directo en la viabilidad económica de un bioproceso puesto que precisa la 
cantidad de sustrato que puede manejarse por unidad de tiempo en el sistema y por lo tanto define tanto 
el tamaño del biorreactor, como desembolso de capital a emplear en la construcción del mismo (Kim et 
al., 2013). Cuando se emplean sustratos complejos como residuos de comida en procesos de producción 
de hidrógeno, son necesarios TRH amplios para garantizar un óptimo proceso hidrolítico, en este 
contexto, TRH bajos pueden reducir tanto el uso eficiente de sustrato, como la retención de la biomasa 
activa, y por ende disminuir eficiencia global del proceso. Sin embargo, TRH altos (del orden de días) 
pueden propiciar un aumento de microorganismos que pueden afectar el proceso como consumidores de 
hidrógeno y competidores o inhibidores de HPB (Balachandar et al., 2013; Kim et al., 2013; Redondas, 
2013). 
 
Algunos estudios que han empleado RSO como sustrato han determinado TRH óptimos para el proceso 
óptimos entre 6 y 8 horas, no obstante, esto puede variar de acuerdo con el tipo de sustrato a emplear, la 
temperatura de funcionamiento, la etapa del proceso y el tipo de reactor a emplear (Balachandar et al., 
2013; M. S. Kim et al., 2013; Redondas, 2013). 
 
Por otro lado, el tiempo de retención de sólidos (TRS) es otro parámetro de diseño importante sobre todo 
en sistemas tratando residuos sólidos y semisólidos para la producción de H2, del mismo modo que el 
TRH, determina la eficiencia de consumo de sustrato, la población microbiana y las vías metabólicas a 
desarrollarse en el sistema. En biorreactores de mezcla completa, asumiendo que no existe acumulación 
alguna de sólidos, el TRH coincide con el TRS y es definido como el tiempo medio de permanencia de 
los microorganismos en el sistema (Berrocal, 2017; Redondas, 2013) 
 

(Ecuación 1.2.) 
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Se conoce que TRS altos pueden permitir una adecuada degradación de los componentes del sustrato y 
garantizar la retención de biomasa activa de HPB, no obstante, TRS muy elevados pueden favorecer el 
crecimiento de microorganismos que afectan el proceso, como consumidores de H2, competidores e 
inhibidores de HPB, lo que se traduce en una disminución de la eficacia del proceso  (Berrocal, 2017; 
Redondas, 2013). En contraste, el empleo de TRS bajos puede limitar crecimiento de poblaciones 
nocivas para el sistema, sin embargo, cuando los TRS son muy bajos, la eficiencia de degradación del 
sustrato y la retención de biomasa de HPB en el sistema pueden verse afectadas, situación que afecta 
directamente la productividad global del sistema. 
 
Por tal razón, el TRS es un parámetro que al igual que el TRH, se debe considerar de manera 
transcendente durante todo el proceso, para así poder permitir una óptima tasa de consumo de sustrato,  
garantizar el crecimiento adecuado de poblaciones que trabajan en función del sistema y al mismo tiempo 
impedir el crecimiento de poblaciones nocivas para el proceso (Berrocal B., 2017; Redondas, 2013). 
 
1.3.2.6. Acumulación de metabolitos solubles 
 
En la etapa de acidogénesis, la acumulación de metabolitos solubles como los ácidos acético, butírico, 
propiónico y el etanol causan inconvenientes que disminuyen la producción de H2 a medida que 
incrementa su concentración en el medio (Bundhoo y Mohee, 2016). La presencia de los compuestos en 
el sistema ya sea en su forma disociada o no, tiene efectos de inhibición en la producción de H2. Las 
especies disociadas de ácidos en el sistema tienen la capacidad de incrementar la fuerza iónica del medio, 
lo que puede promover la lisis celular en HPB, las cuales para disminuir la fuerza iónica del medio, 
modifican su metabolismo, mediante el cambio de acidogénesis a solventogénesis reduciendo 
directamente la producción de H2  (Berrocal B., 2017; Bundhoo y Mohee, 2016). 
 
Se ha reportado que, en sistemas con elevadas concentraciones de ácidos, los protones del medio pueden 
ingresar a la matriz intracelular bacteriana de HPB y alterar el equilibrio fisiológico celular. Para 
restaurar la homeóstasis, las células tienen la necesidad de emplear energía del mantenimiento celular, 
lo cual compromete tanto el crecimiento bacteriano como la producción de hidrógeno significativamente 
(Balachandar et al., 2013; Bundhoo y Mohee, 2016). 
 
1.3.2.7. Nutrientes 
 
Los sustratos contienen una amplia variedad de constituyentes que varían de acuerdo con las fuentes de 
generación, método de recolección y clima del sitio de generación de los residuos, entre otros factores. 
No obstante, en ocasiones los requerimientos de carbono (C), nitrógeno (N) y fosfatos (PO4

3-) entre otros 
elementos necesarios para los microorganismos, no se encuentran en las proporciones adecuadas para 
suplir las necesidades microbianas y por lo tanto su adición en el sistema se hace imprescindible para la 
optimización del proceso (Kim et al., 2013).  
 
Se conoce que el suplemento de nitrógeno, fosfatos y otros minerales a procesos de producción de 
hidrógeno es esencial para maximizar el YH2 cuando se emplean carbohidratos como sustrato en el 
sistema (Balachandar et al., 2013). 
 
El nitrógeno es un componente esencial de los aminoácidos, proteínas y otros componentes celulares 
esenciales, por lo cual es un nutriente necesario para el crecimiento óptimo de los microorganismos 
involucrados dentro del sistema. Entre los factores asociados a la presencia de N en el medio, se ha 
demostrado que tanto el control de una adecuada relación C/N, como el uso de fuentes orgánicas de N 
pueden potenciar la producción de hidrógeno, en contraste a cuando la relación C/N no es la adecuada  
o el elemento es suplementado con fuentes inorgánicas en el sistema (Balachandar et al., 2013; Lin, 
2004; Yokoi et al., 2002). 
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El PO4

3- es un nutriente inorgánico determinante para la optimización de la producción de H2. Se ha 
demostrado que concentraciones óptimas de PO4

3- pueden mejorar el rendimiento general del proceso, 
no obstante, su presencia en exceso puede direccionar el sistema a la producción de AGVs y por ende 
desviar las especies reductoras involucradas en la producción de hidrógeno y afectar el proceso 
(Balachandar et al., 2013; Kim et al., 2013). 
 
1.3.2.8. Iones metálicos 
 
El suplemento de iones metálicos adecuados al medio es esencial para el desarrollo óptimo de cualquier 
proceso fermentativo. Ciertos metales juegan un importante papel en el metabolismo, crecimiento y 
funcionamiento celular microbiano, no obstante, cuando las concentraciones de metales sobrepasan 
cierto umbral en el medio, la presencia de estos iones puede estar involucrada en distintos procesos de 
inhibición celular y afectar la producción de hidrógeno (Balachandar et al., 2013; Berrocal, 2017).  
 
En sistemas de producción de H2 se ha estudiado la influencia de algunos iones metálicos como el hierro 
(Fe), magnesio (Mg), sodio (Na), calcio (Ca) y níquel (Ni). En la Tabla 1.6. se describe el papel que 
pueden tener de estos iones en procesos de FO. 
 

Tabla 1.6.  Influencia de metales en sistemas de producción de H2. 
 
Metal Influencia Referencias 

Hierro Presencia en enzimas hidrogenasas (Y. J. Lee et al., 2013) 

Magnesio Cofactor de 10 enzimas involucradas en la glucólisis, como 
hexoquinasa, fosfofructocinasa y fosfoglicerato quinasa (Balachandar et al., 2013) 

Sodio Mejora la reducción de Fdox por NADH, aumentando la proporción de 
Fdred (Bundhoo y Mohee, 2016) 

Calcio Promueve el crecimiento bacteriano y favorece la resistencia 
mecánica del lodo granular (Berrocal B., 2017) 

Níquel Presente en la [Ni-Fe] hidrogenasa de la vía PFL 
(Bundhoo y Mohee, 2016; 
Constant y Hallenbeck, 
2013) 

 
1.3.2.9. Presencia de amoniaco (NH3) y compuestos fenólicos 
 
Se ha determinado que el amoniaco y los compuestos fenólicos pueden inhibir la producción de 
biohidrógeno mediante FO. Estos compuestos pueden presentarse en el sistema, por la reducción de 
nitratos y el metabolismo de aminoácidos en el caso del NH3 o gracias a procesos de pretratamiento e 
hidrólisis de sustratos como en el caso de los compuestos fenólicos (Bundhoo y Mohee, 2016). 
 
El N amoniacal puede presentarse en dos formas en el sistema, como amoníaco libre (NH3) o iones 
amonio (NH4

+). Aunque el N en forma de NH3 o NH4
+ representa una fuente importante de nutrientes 

para el crecimiento bacteriano, altas concentraciones de estas especies pueden tener efectos tóxicos o 
inhibidores en los procesos de digestión anaerobia (Bundhoo y Mohee, 2016). 
 
El NH3 se considera el principal supresor del proceso, debido a que puede difundirse con facilidad a 
través de las membranas bacterianas, reaccionar con protones H+ y formar NH4

-+, creando un 
desequilibrio en el pH intracelular e inhibiendo las actividades celular (Bundhoo y Mohee, 2016). Wang 
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et al., 2009  determinaron que concentraciones de amoniaco superiores a 0.1 g/L de N pueden reducir el 
rendimiento máximo de producción de H2. 
 
Para reducir la inhibición por amoniaco se han empleado estrategias como sistemas de control de pH y 
métodos de aclimatación del inóculo con elevadas concentraciones de amoniaco. Salerno et al, 2006 
evaluaron ambas estrategias; determinaron que en condiciones de pH inferiores a 5,2 el umbral de 
inhibición del amoniaco es mayor en comparación con el presentado a pH de 6,2. También observaron 
producción de hidrógeno a una concentración de amoniaco de 0.8 g/L de N después de un proceso de 
aclimatación al inóculo, demostrando que tanto el mantenimiento del pH en el sistema, como la 
aclimatación previa del inóculo pueden ser estrategias empleadas para reprimir la inhibición por 
amoniaco en sistemas de producción de H2 mediante FO. 
 
Los compuestos fenólicos se generan a partir de la degradación de la lignina presente en el sustrato 
durante su pretratamiento o hidrólisis, incluyen la vainillina y el siringaldehído. Estos compuestos 
pueden afectar las membranas celulares, mediante el aumento de su permeabilidad o el deterioro directo 
de las membranas, lo cual permite el ingreso de compuestos tóxicos y la salida de componentes celulares, 
desencadenando finalmente efectos adversos como supresión de actividades microbianas, reducción 
directa de la tasa de crecimiento y cambios en las vías metabólicas, afectando globalmente la 
productividad del sistema (Bundhoo y Mohee, 2016). 
 
Con el fin de prevenir la presencia de concentraciones elevadas de compuestos fenólicos en el sustrato, 
se han planteado estrategias para prevenir su aparición en los procesos de pretratamiento como la 
modificación de las condiciones de pH y temperatura del pretratamiento o el empleo de otros métodos 
de pretratamiento como los biológicos (Bundhoo y Mohee, 2016). 
 
1.3.2.11. Tipos de reactores y operación en sistemas de producción de H2. 
 
Para el estudio de la producción de H2 mediante FO, se han realizado trabajos empleando biorreactores 
operados en modo discontinuo, semicontinuo y continuo. Entre los reactores más empleados para la 
producción de H2, se encuentran el reactor continuo de tanque agitado (CSTR por sus siglas en inglés), 
el reactor anaerobio de flujo ascendente (UASB por sus siglas en inglés), el reactor discontinuo 
secuencial anaerobio (ASBR por sus siglas en inglés), el biorreactor de membrana (MBR por sus siglas 
en inglés), el biorreactor de lecho fluidizado (FBR por sus siglas en inglés) y el reactor de lecho de lodo 
granular inducido (CIGSB por sus siglas en inglés) (Balachandar et al., 2013). A continuación, se 
mencionan algunas consideraciones de cada uno de ellos. 
 

� Reactor continuo de tanque agitado 
 
EL CSTR se usa comúnmente para la producción continua de hidrógeno debido a que ofrece un patrón 
de mezcla constante que favorece la transferencia de masa en el sistema y el contacto de la biomasa con 
el sustrato.  Su elevado grado de mezcla, no permite su operación a elevadas tasas de dilución puesto que 
se corre el riesgo de eliminar la biomasa del reactor. En comparación con sistemas que emplean lodos 
granulares o estrategias de inmovilización de biomasa, el CSTR presenta tasas de producción menores, 
debido a su diseño e incapacidad de mantener altos niveles de biomasa productora de hidrógeno. En este 
contexto, aunque la producción de H2 en modo continuo mediante sistemas inmovilización de biomasa 
se ha vuelto más popular que los sistemas de biomasa suspendida, gracias a sus elevadas tasas de 
producción incluso con TRH bajos, se ha demostrado que la producción de H2 a partir de RSO alcanza 
una tasa máxima de producción de hidrógeno en tiempos de retención hidráulica más bajos por lo que el 
uso de CSTR puede ser una opción a considerar cuando se pretende trabajar con este tipo de matrices 
(Balachandar et al., 2013). 
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� Reactor Anaerobio de flujo ascendente 
 
El UASB se ha empleado ampliamente en estudios a nivel laboratorio y escala piloto para la producción 
de H2 a partir de diversas matrices de desecho mediante fermentación oscura. En este biorreactor el 
sustrato asciende a través del lecho de lodo anaerobio y entra en contacto con la biomasa microbiana, la 
cual puede asociarse en forma de gránulos de 0.2 a 2 mm de diámetro. Esta agrupación favorece la 
velocidad de sedimentación y permite la conservación de biomasa inclusive cuando se emplean cargas 
hidráulicas elevadas. El movimiento del biogás generado desde los gránulos hacia la parte superior del 
reactor genera un patrón de turbulencia hidráulica que mezcla las fases del sistema. La separación del 
biogás se realiza mediante un dispositivo separador de gas / lodo / líquido trifásico interno (Balachandar 
et al., 2013). 
 

� Reactor discontinuo secuencial anaerobio 
 
El proceso consiste en la ejecución repetitiva de un ciclo de cuatro etapas: alimentación, reacción, 
sedimentación y vaciado. El ASBR es una tecnología recientemente desarrollada, la cual se ha convertido 
en una opción atractiva para producir hidrógeno mediante FO gracias a su alta capacidad para remover 
materia orgánica, sus considerables tasas de producción de H2 y su simple manipulación y control; no 
obstante, si durante los ciclos de operación el biorreactor es sobrecargado, el rendimiento del reactor 
puede verse reducido en gran medida (Balachandar et al., 2013).  
 

� Biorreactor de membrana 
 
El MBR es una tecnología de combinación de procesos muy prometedora de las técnicas de filtración 
por membrana y tratamiento de lodos activados con el fin de aumentar la retención de biomasa. Ofrece 
la opción de independizar el TRH del TRS, lo que brinda mayor autonomía al controlar los parámetros 
operacionales  (Balachandar et al., 2013). Algunos autores han reportado aumentos en la producción de 
H2 empleando MBR en comparación con reactores sin membrana, no obstante, el aumento de sus 
producciones no ha estado muy distante de los obtenidos con algunos CSTR. Entre las desventajas del 
MBR se encuentran la saturación constante de las membranas y los elevados costos de operación 
(Balachandar et al., 2013; Li y Fang, 2007). 
 

� Biorreactor de lecho fluidizado 
 
EL FBR es una combinación de los reactores de lecho empacado y tanque agitado más comunes, el cual 
tiene excelentes características de transferencia de calor y masa. El FBR ofrece atractivas tasas de 
degradación de materia orgánica debido a que la biomasa forma agregados en forma de biopelícula o 
gránulos, los cuales se mantienen suspendidos y en contacto con el sustrato gracias a las fuerzas de 
arrastre del flujo ascendente de la alimentación. En comparación con el UASB, el FBR se considera un 
reactor más eficaz puesto que presenta una mejor retención de las partículas, sin embargo, tiene la 
desventaja de que requiere más energía para lograr la fluidización en el biorreactor y por ende sus costos 
de operación son mayores (Balachandar et al., 2013). 
 
1.3.2.10. Sustrato 
 
La diversidad de matrices estudiadas como sustratos en procesos de producción de hidrógeno mediante 
FO ha sido particularmente elevada, aguas residuales municipales e industriales, RSO como desechos de 
comida, residuos agrícolas y de actividades de ganadería, entre otros, pueden potencialmente ser usados 
como fuentes económicas y de fácil acceso para la producción de H2 (Kim et al., 2013) . El anexo B, 
presenta en promedio las características de la FORSU de 14 ciudades en ocho países, con base en reportes 
realizados por diferentes autores. Debido a la gran variedad en la composición del sustrato, este es el 
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principal factor que determinará el potencial de producción de hidrógeno. Entre los factores asociados al 
sustrato que pueden afectar la productividad de los sistemas, se encuentran la composición de 
biomoléculas presentes en el sustrato, el tamaño de las partículas y la carga orgánica con la que se 
alimenta el reactor.  
 
El tamaño de la partícula del sustrato que entra al reactor es un factor en procesos de producción de H2. 
Empleando residuos de comida como sustrato, se ha demostrado que tamaños de partícula menores de 
0.5mm, ofrecen mejores tasas de producción de H2 que partículas con tamaños superiores a 0.5mm 
considerando cargas orgánicas de alrededor de 15 gST/L. Estas diferencias en las tasas producción, se 
asocian a que los tamaños de partícula más pequeños aumentan la tasa de solubilidad del sustrato y por 
ende aumentan el grado de accesibilidad de la materia orgánica para los microorganismos dentro del 
reactor (Castillo, 2015; Moreno-Andrade y Buitrón, 2015). 
 
Por otra parte, la carga orgánica (CO) establece la cantidad de materia orgánica alimentada al biorreactor 
por unidad de tiempo y por unidad de volumen; también puede considerarse como el flujo volumétrico 
de la materia orgánica por unidad de volumen o la concentración del sustrato entre el tiempo de retención 
hidráulica (TRH)  (Castillo, 2015) y puede expresarse como está descrita en la Ecuación 1.3. 
 

𝐶𝑂 =	
𝑆>𝑄
𝑉 =

𝐹
𝑉 =	

𝑆>
𝑇𝑅𝐻 

 
Donde, CO: carga orgánica; S0: concentración del sustrato de entrada; Q: flujo de la alimentación; V: 
volumen del reactor; F0: flujo del sustrato en la alimentación; TRH: tiempo de retención hidráulica. 
 
Algunos trabajos han demostrado que el aumento en la CO alimentada a los biorreactores, incrementa la 
producción de H2, no obstante, la eficiencia de remoción de la materia orgánica y el rendimiento de la 
producción puede verse afectada si el aumento de la CO es muy elevado (Berrocal B., 2017; Castillo H, 
2015; Koutrouli et al., 2009). En la Tabla 1.7. se presentan las productividades de H2  a partir del uso de 
distintos sustratos en  sistemas en lote y en continuo, distintas condiciones de operación. 
 
Tabla 1.7. Producción de H2 a partir de distintos sustratos en sistemas en continuo y discontinuo 

de fermentación oscura. 
 

Sistemas continuos 

Sustrato Temperatura 
(ºC) Reactor Carga orgánica 

(g-O2/ L/día) TRH YH2 
Rmax (L H2/ 
L/día) 

Referencias 

Residuos 
de comida 30 SBHR 45.9 2h 332 mL-H2/g 

SSV 4.8 (Elbeshbishy y 
Nakhla, 2011) 

Residuos 
de cocina 35 I-CSTR 100 1.3h 

86 mL-H2/g-
SV 3.4 (Li et al., 2011) 

Residuos 
líquidos + 
papel 

55 MBR 97 1.2 
días 

2.4 mol-H2/ 
mol-glucosa 5.4 (Ueno, Fukui, y 

Goto, 2007) 

Residuos 
de cocina Termofílico CSTR 39 1.9 

días 
1.82 mol-H2/ 
mol-glucosa 11.1 (Lee y Chung, 

2010)  
Residuos 
de tofu Termofílico MBR - - 1.45 mol-H2/ 

mol-glucosa 19.9 ( Kim et al., 
2011) 

(Ecuación 1.3.) 
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Sistemas discontinuos 

Sustrato Pretratamiento pH Temperatura 
(ºC) YH2 Referencias 

Residuos de cafetería Calentamiento 7 35 154 mL-H2/g-SV (D.-H. Kim et al., 2009) 

Residuos de maíz Ácido 7 36 150 mL-H2/g-x (Zhang et al., 2007) 

Residuos de cafetería Ninguno 6.5 35 120 ml- H2/g-SV (Zhu et al., 2008) 

Residuos de maíz Biológico 5.5 36 176 mL-H2/g-ST (Fan et al., 2008) 

Residuos de paja de 
trigo 

Ácido + 
calentamiento - 36 141 mL-H2/g-SV (Nasirian, 2012) 

FORSU Ninguno 5 37 180 mL-H2/g-STV (Lay et al., 1999) 

Residuos de comida  
+ lodo PTAR 

 5 36 194 mL-H2/g-SV (M. Li et al., 2008) 

 
Composición de biomoléculas del sustrato 
 
Las principales biomoléculas (carbohidratos, proteínas y lípidos) consideradas como sustrato directo 
para la producción de hidrógeno en el contexto del proceso de FO, han demostrado tener influencia en 
los sistemas de producción de H2 a partir de RSO. Las productividades de H2 más elevadas se han 
asociado al uso de sustratos ricos en carbohidratos, a su vez, sustratos con proporciones elevadas de 
lípidos y proteínas se han asociado a producciones bajas o nulas de H2 (Alibardi y Cossu, 2016). En la 
siguiente sección se describen los procesos de producción de H2 a partir de carbohidratos, lípidos y 
proteínas. 
 

� Carbohidratos 
 
El H2 en sistemas de FO usualmente se deriva de la descomposición anaerobia de azúcares mediante 
glucólisis, donde la mayor proporción de hidrógeno es impulsada por el metabolismo anaerobio del 
piruvato (Figura 1.4.). Los procesos fermentativos para la producción de H2 donde se generan acetato y 
butirato a partir carbohidratos son termodinámicamente favorables como se presenta en las ecuaciones 
1.3. y 1.4. (Dong et al., 2009). 
 
En teoría, la acetogénesis tiene la capacidad de generar 4 mol H2/mol glucosa (Ecuación 1.3.) cuando se 
emplean las 2 moléculas de NADH y las 2 moléculas de Fdred generadas durante la ruta PFOR (Figura 
1.4.), lo cual se conoce como el "límite de Thauer” (Cabrol et al., 2017; Dong et al., 2009). 
 
Producción de H2 vía fermentación acética 
 

𝐶@𝐻A4𝑂@ + 2𝐻4𝑂	 ⟶ 2𝐶𝐻C𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂4 + 4𝐻4 
 

∆𝐺> = 	−206.3	𝑘𝑗/𝑚𝑜𝑙 
 
El rendimiento en la producción de H2 derivado de la fermentación de butírica es de 2 mol H2/mol glucosa 
(Ecuación 1.5.), debido a que la producción únicamente se lleva a cabo por el uso de las 2 moléculas de 

(Ecuación 1.4.) 
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Fdred y las dos moléculas de NADH no son destinadas a la producción de H2. (Dong et al., 2009; 
Rosenberg et al., 2013) 
 
Producción de H2 vía fermentación butírica 
 

𝐶@𝐻A4𝑂@ 	⟶ 𝐶𝐻C𝐶𝐻4𝐶𝐻4𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂4 + 2𝐻4 
 

∆𝐺> = 	−254.8	𝑘𝑗/𝑚𝑜𝑙 
 
En la práctica, los rendimientos de producción y las rutas metabólicas por las cuales se lleva a cabo la 
producción de H2 a partir de carbohidratos, es variable. Muchos estudios indican que los rendimientos 
reales son mucho menores a los del límite de Thauer, oscilando usualmente entre 0.5 y 2.5 mol H2/mol 
glucosa. Así mismo, el proceso fermentativo tiende a ser acido-mixto  como se describe en la Ecuación 
1.6., generando una mezcla de acetato y butirato como metabolitos secundarios (Dong et al., 2009). 
 
Producción de H2 vía fermentación ácido-mixta 
 

4𝐶@𝐻A4𝑂@ 	⟶ 2𝐶𝐻C𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐶𝐻C𝐶𝐻4𝐶𝐻4𝐶𝑂𝑂𝐻 + 8𝐶𝑂4 + 8𝐻4 
 

∆𝐺> = 	−279.1	𝑘𝑗/𝑚𝑜𝑙 
 

� Lípidos 
 
Los lípidos no son considerados buenos sustratos para la producción de H2 por medio de FO, debido  a 
que la producción de H2 a partir de ácidos grasos de cadena larga (LCFA por sus siglas en inglés) por 
medio de β-oxidación es termodinámicamente desfavorable, a menos que la PpH2 se mantenga en niveles 
extremadamente bajos, lo cual no es una situación habitual en procesos de FO donde el hidrógeno se 
genera constantemente para disminuir los equivalentes reductores generados durante el proceso 
fermentativo (Ecuación 1.7.)  (Dong et al., 2009) 

Producción de H2 vía de β-oxidación LCFA 
 

𝑛 − 𝐿𝐶𝐹𝐴	 ⟶ (𝑛 − 2) − 𝐿𝐶𝐹𝐴 + 	2𝐶𝐻C𝐶𝑂𝑂𝐻 
 

∆𝐺> = 	+48	𝑚𝑗/𝑚𝑜𝑙 
 
Aunado a su incapacidad como sustratos para producir H2, los LCFA son inhibidores de bacterias 
anaerobias debido a que pueden adherirse a la pared bacteriana y limitar el transporte transmembrana 
(Dong et al., 2009). El estudio de su potencial de inhibición en sistemas de FO no ha sido estudiado con 
detalle hasta la fecha en que se realizó la presente revisión bibliográfica. 
 

� Proteínas 
 
Las proteínas son hidrolizadas a aminoácidos por medio de complejos enzimáticos extracelulares. El 
metabolismo anaerobio de aminoácidos se lleva a cabo por medio de tres procesos, la reacción de 
Stickland (Ecuación 1.8.), la desanimación oxidativa de un sólo aminoácido (Ecuación 1.9.) y la 
desanimación reductiva de un sólo aminoácido (Ecuación 1.10). 
 
Reacción de Stickland  
 

𝐶𝐻C𝑁𝐻C𝐶𝑂𝑂𝐻 + 	2𝐶𝐶𝐻C𝑁𝐻4𝐶𝑂𝑂𝐻	 ⟶ 3𝐶𝐻C𝐶𝑂𝑂𝐻 + 3𝑁𝐻C + 𝐶𝑂4 
 

(Ecuación 1.5.) 

(Ecuación 1.6.) 

(Ecuación 1.7.) 

(Ecuación 1.8.) 
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Desaminación oxidativa  
 
                       2𝐶𝐻C(𝐶𝐻)C𝑁𝐻C𝐶𝑂𝑂𝐻 ⟶ 2𝐶𝐻C𝐶𝐻4𝐶𝐻𝑁𝐻4𝐶𝑂𝑂𝐻 +𝐻𝐶𝑂C&	+	𝑁𝐻] + 2𝐻4 
 

∆𝐺> = 	+4.2	𝑘𝑗/𝑚𝑜𝑙 
Desaminación reductiva 
 

	2𝐶𝐶𝐻C𝑁𝐻4𝐶𝑂𝑂𝐻 +	𝐻4 ⟶ 3𝐶𝐻C𝐶𝑂𝑂𝐻 + 3𝑁𝐻C + 𝑁𝐻C 
 

∆𝐺> = 	−77	𝑘𝑗/𝑚𝑜𝑙 
 
Todas las rutas de degradación de aminoácidos implican la generación de AGVs y amoniaco como 
metabolitos secundarios. La producción de H2 a partir de sustratos ricos en proteínas, no ha tenido 
resultados alentadores experimentalmente, puesto que aproximadamente el 90% de la degradación 
anaerobia de aminoácidos se lleva a cabo mediante la reacción de Stickland la cual no produce H2, la 
desaminación oxidativa no es termodinámicamente favorable a menos que PpH2 sea muy baja y la 
desaminación reductiva consume H2 (Dong et al., 2009). Aunado a esto, la generación de amoniaco 
producida por la degradación de los aminoácidos puede afectar la productividad del sistema como se 
describe en la sección 1.3.2.9. 
 
Independientemente, de su papel como sustrato directo para la producción de H2, algunos trabajos han 
evaluado el efecto de ciertos aminoácidos en la producción de H2. Sharma y Melkania, 2018 
determinaron que algunos aminoácidos como metionina, alanina, histidina, citosina y lisina pueden 
mejorar las productividades de H2 en procesos de FO, debido a que su biodisponibilidad puede mejorar 
el crecimiento y las actividades biológicas de bacterias fermentativas como HPB. 
 
Considerando la potencial influencia de los carbohidratos, proteínas y lípidos en la productividad de los 
sistemas de FO y debido a que son aspectos que no han sido estudiados a profundidad, la influencia de 
estas tres biomoléculas en la productividad, velocidad y rendimiento de la producción de H2 será objetivo 
de estudio del presente trabajo de investigación.  
  

(Ecuación 1.9.) 

(Ecuación 1.10.) 
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2. Objetivos y alcances 
 
2.1. Objetivo General 
 
Determinar la influencia de la composición del sustrato sobre la producción de hidrógeno en un sistema 
discontinuo de fermentación oscura. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
• Evaluar el efecto la composición de carbohidratos, proteínas y lípidos del sustrato sobre la 

productividad de hidrógeno en sistemas discontinuos de fermentación oscura. 
 

• Optimizar la productividad de hidrógeno en sistemas de fermentación oscura discontinuos 
modificando la composición inicial del sustrato. 

 
• Evaluar la remoción de materia orgánica y la producción de metabolitos secundarios bajo diferentes 

composiciones de carbohidratos, proteínas y lípidos en el sustrato. 
 
2.3. Alcances 

 
• Se propondrá un modelo matemático que estime los tres objetivos de optimización: producción 

máxima, tasa máxima específica y rendimiento de producción de hidrógeno. 
 

• Se seleccionará una de las formas canónicas de Scheffe’ como modelo de estimación de los tres 
objetivos de optimización. 

 
• Se determinarán las composiciones de carbohidratos, proteínas y lípidos bajo las cuales se logra 

maximizar la producción de hidrógeno. 
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3. Metodología 
 
El trabajo de investigación se realizó en dos etapas. La primera se enfocó en la evaluación de la influencia 
de las composiciones de carbohidratos, proteínas y lípidos del sustrato sobre la productividad de 
biohidrógeno en ensayos en modo discontinuo empleando sustratos sintéticos y la segunda, en la 
maximización de tres objetivos de optimización: la producción máxima de H2 (Hmax), la tasa máxima de 
producción de H2 (Rmax) y rendimiento de producción de H2 (YH2). En la Figura 3.1. se presenta el 
esquema metodológico implementado en el presente estudio y sus diferentes etapas. 
 

 
 

Figura 3.1. Esquema metodológico. 
 
3.1. Etapa 1. Evaluación de la influencia de la composición del sustrato 
 
3.1.1. Diseños experimentales. 
 
Se determinó la influencia de las composiciones de carbohidratos, proteínas y lípidos empleando un 
sustrato sintético denominado sustrato modelo (descrito en la sección 3.1.2.3.) en Hmax, Rmax y YH2 
mediante dos diseños de experimentos tipo factorial ampliados a diseño central compuesto (DCC) 
denominados DCC1 y DCC2. 
 
Diseño Central Compuesto 1. Obedece al diseño con el cual se realizó el análisis y el ajuste de los 
modelos de superficie de respuesta descritos en la sección 3.2.1. Este diseño de experimentos consideró 
dos variables de entrada u optimización, las cuales fueron relación carbohidratos:proteínas (C:P), y 
relación carbohidratos:lípidos (C:L) codificadas en la Tabla 3.1. como variables A y B, respectivamente.  
 
Diseño Central Compuesto 2. Obedece al diseño con el cual se realizó el análisis estadístico y ajustes a 
los modelos de datos composicionales o de mezcla descritos en la sección 3.2.2. Este diseño de 
experimentos consideró tres variables de entrada u optimización, las cuales fueron concentración de 
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carbohidratos (g/L), concentración de proteínas (g/L) y concentración de lípidos (g/L), codificadas en la 
Tabla 3.2. como variables A, B y C respectivamente. 

Tabla 3.1. Variables y niveles del diseño experimental DCC1 
 

Variable Codificación Nivel alto (+1) Nivel bajo (-1) Punto central (0) 

Relación carbohidratos:proteínas A 1.5 0.5 1.0 

Relación carbohidratos:lípidos B 1.5 0.5 1.0 

 
 

Tabla 3.2. Variables y niveles del diseño experimental DCC2 
 

Variable Codificación Nivel alto (+1) Nivel bajo (-1) Punto central (0) 

Concentración de carbohidratos A 15 10 - 

Concentración de proteínas B 20 10 25 

Concentración de lípidos C 20 10 15 

 
3.1.2. Inóculo y sustrato. 
 
3.1.2.1. Selección y almacenamiento del inóculo  
 
Como inóculo se empleó lodo granular anaerobio de un reactor UASB de una planta de tratamiento de 
aguas residuales (PTAR) de una cervecera localizada en el estado de Jalisco, México. El cual se almacenó 
a una temperatura de 4 ºC hasta el proceso de pretratamiento y respectivo uso.  
 
3.1.2.2. Pretratamiento y caracterización del inóculo 
 
Se realizó un pretratamiento térmico a 105 ± 5 °C por un periodo de 24 h, con el propósito de seleccionar 
las poblaciones de HPB anaerobias estrictas formadoras de endósporas e impedir la presencia de 
poblaciones que puedan interferir en el proceso de producción de H2 (Bujanos, 2013; Castillo, 2015). 
Posterior al pretratamiento térmico, el inóculo se trituró y tamizó con un tamiz Nº 65 (210 µm) con el 
fin de homogeneizar el inóculo y permitir una adecuada caracterización en términos de ST, SV, SF y 
humedad. Los métodos empleados en la caracterización del inóculo están definidos en la sección 3.4. 
 
3.1.2.3. Sustrato 
 
Con el fin de valorar la reproducibilidad de la influencia de las biomoléculas en la producción de 
hidrógeno, los diseños experimentales se ejecutaron empleando un sustrato sintético denominado 
sustrato modelo. En el cual se ajustaron en cada uno de los ensayos las concentraciones de carbohidratos, 
proteínas y lípidos definidas por los niveles de los diseños experimentales DCC1 y DCC2, empleando 
D-(+)-glucosa (SIGMA ALDRICH, ≥99.5%), peptona de caseína (BD BIOXON, ≥ 90% ) y aceite de 
oliva extravirgen comercial (Carbonell selección especial, 100%) como matrices de cada una de las 
biomoléculas, de acuerdo con lo estipulado en la Tabla 3.3., como matrices de cada uno de los 
componentes, de acuerdo con lo estipulado en la Tabla 3.3., para la disposición del aceite de oliva en los 
ensayos, se realizó una conversión de peso a volumen asumiendo una densidad del aceite del 0.9172 
g/mL, reportada a 20 ºC por Mariotti, 2014. como se presenta en el Anexo C. El sustrato modelo se 
preparó momentos antes de iniciar el ensayo con el fin de prevenir la degradación o descomposición de 
los componentes del mismo. 
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Tabla 3.3. Composiciones y relaciones C:P y C:L en ensayos  de composición de carbohidratos, 
proteínas y lípidos en el sustrato. 

 
Ensayo Nº Inóculo (gSV/L) C (g/L) P (g/L) L (g/L) Relación C:P Relación C:L 

1-2 10 15 10 15 1.5 1 

3-4 10 15 10 10 1.5 1.5 

5-6 10 10 10 20 1 0.5 

7-8-9 10 15 15 15 1 1 

10-11 10 15 15 10 1 1.5 

12-13 10 10 20 20 0.5 0.5 

14-15 10 10 20 10 0.5 1 

C*. endógeno 10 0 0 0 N/A N/A 

C*.proteínas (10g/L) 10 0 10 0 N/A N/A 

C*.proteínas (15g/L) 10 0 15 0 N/A N/A 

C*. lípidos (10g/L) 10 0 0 10 N/A N/A 

C*. lípidos (15g/L) 10 0 0 15 N/A N/A 

C*. glucosa (10g/L) 10 10 0 0 N/A N/A 

C*. glucosa (15g/L) 10 15 0 0 N/A N/A 

C*: Control; C: carbohidratos; P: proteínas; L: lípidos. N/A: no aplica 

 
3.1.3. Configuración y operación de biorreactores 
 
3.1.3.1. Configuración de biorreactores 
 
Los ensayos se realizaron en el Sistema Automático de Potencial de Metano II (AMPTS II por sus siglas 
en inglés) de la empresa Bioprocess Control (Suecia), el cual está compuesto por tres unidades, unidad 
de incubación de muestras, unidad de absorción de CO2 y dispositivo de medición de volumen de gas. 
En la Figura 3.2. se presentan todas las unidades que conforman el sistema AMPTS II. 
 
La unidad de incubación de muestras está compuesta por 15 reactores de vidrio con un volumen total de 
500 mL, con dimensiones de 59 x 34 x 28 cm, cada uno de ellos presenta un sistema de control de 
temperatura con una precisión de 0.2ºC hasta 95ºC, la unidad provee un sistema de agitación mecánica 
(intervalo ajustable, velocidad y direcciones de rotación), con una velocidad máxima de 200 rpm.  
 
La unidad de absorción de CO2 está compuesta por 15 botellas trampa de CO2 de 100 mL, con 
dimensiones de 44 x 30 x 6 cm, las cuales son cargadas con 80 mL de solución de NaOH 3 M e indicador 
de pH (líquido de absorción). La unidad de absorción de CO2 tiene una eficiencia de adsorción de CO2 
superior al 98%, por lo cual se garantiza que la mayoría del CO2 producido durante los ensayos es 
retenido. 
 
El dispositivo de medición de volumen de gas tiene como principio de funcionamiento el desplazamiento 
de líquido y flotabilidad, presenta 15 celdas de medición de volumen en paralelo. Dimensiones de 1 x 
44 x 18 cm y está hecho de plástico. Presenta un sensor incorporado de presión y temperatura, resolución 
estándar de 9 mL con posibilidad 2 mL (opcional), capacidad de detección acumulada de 12 L por canal 
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para cada prueba en lote con celda de flujo de 9 mL o hasta 2.5 L por canal para cada prueba en lote con 
celda de flujo de 2 mL. El rango de medición para la tasa de flujo de gas instantáneo del dispositivo es 
de 9 a 110 mL/min para celda de flujo de 9 mL y de 2 a 24 mL/min para celda de flujo de 2 mL. Presenta 
un sistema de adquisición de datos integrado con una capacidad máxima de  2 × 104 aperturas de celda 
de flujo y una precisión con un coeficiente de variación (CV) menor al 1%. 
 

 
 
 

Figura 3.2.  Equipo AMPTS II con sus respectivas unidades. a) unidad de incubación de 
muestras; b) unidad de absorción de CO2; c) dispositivo de medición de volumen de gas. 

 
3.1.3.2. Operación de biorreactores 
 
Los biorreactores se operaron en lote con un volumen de trabajo de 450 mL por un periodo de 30 horas, 
a excepción de los controles de lípidos, en los cuales las cinéticas tuvieron un tiempo de 30 días. 
Mediante la adición de la solución A, se garantizó la proporción necesaria de nutrientes y minerales para 
un óptimo metabolismo microbiano, del mismo modo, mediante la adición de compuestos como fosfato 
disódico (Na2HPO4), fosfato de amonio (NH4H2PO4) y fosfato dipotásico (K2HPO4) se previno la 
acidificación de los biorreactores por la producción de AGVs (ver anexo A). Se empleó el inóculo el 
descrito en la sección 3.1.1.2., el pH al inicio de todos los ensayos se ajustó a 7.5 mediante la adición de 
NaOH 5 N y HCl 5 N. (Nowak et al., 2011). La temperatura de operación fue de 37 ºC, se tuvo un patrón 
de agitación de 120 rpm, programado en un minuto de agitación constante por cada tres minutos de 
descanso del motor. 
 
Con el objetivo de valorar la influencia de las composiciones y relaciones C:P y C:L del sustrato en Hmax, 
Rmax y YH2, se evaluaron los niveles definidos en el diseño experimental descrito en la sección 3.1.1. 
empleando el sustrato modelo de acuerdo con las composiciones y relaciones descritas en la Tabla 3.3. 
En la tabla se pueden observar el número de réplicas de cada uno de los ensayos y las concentraciones 
en g/L de cada una de las biomoléculas. 
 
3.1.4. Evaluación de biorreactores 
 
La productividad de los biorreactores se evaluó con base en Hmax, Rmax y YH2. Aunado a esto, se evaluó 
la producción metabolitos secundarios (acetona, etanol, butanol, acetato, propionato, isobutirato, 
butirato, valerato, isovalerato y caproato) y se determinaron las remociones de carbohidratos, proteínas, 

a b c 
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lípidos y demanda química de oxígeno (DQO). Los métodos empleados en la evaluación están definidos 
en la sección 3.4.  A continuación, se describen los mecanismos empleados para determinar los 
indicadores de Hmax, Rmax y YH2. 
 
Productividad máxima de H2 (Hmax) 
 
La productividad máxima se determinó a las 30 horas de la cinética de producción de hidrógeno 
empleando los resultados de producción de biogás suministrados por el equipo AMPTS II y realizando 
la normalización por volumen de reactor en operación empleando la Ecuación 3.1. 
 
 

𝐻^/_ = 	
𝐻𝑖𝑑𝑟ó𝑔𝑒𝑛𝑜	𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑜	(𝑁𝐿)
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛	𝑑𝑒	𝑜𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛	(𝐿)  

 
Tasa máxima especifica de producción de H2 (Hmax) 
 
La tasa máxima específica de producción de H2 se definió como el máximo valor de flujo de producción 
de biogás generado por hora, en las primeras 30 horas de las cinéticas de producción de H2. Considerando 
la precisión ofrecida por el sistema de adquisición de datos del equipo AMPTS II (CV < 1%), se decidió 
emplear el dato directo arrojado por el equipo. 
 
Rendimiento de producción de H2 (YH2) 
 
El rendimiento de la producción de H2 se definió como el cociente del número moles de H2 generados a 
las 30 horas entre la cantidad de moles de carbohidrato (glucosa) consumidos. En la Ecuación 3.3. se 
presenta la fórmula empleada para el cálculo de YH2. 
	

𝑌'4 = 	
	𝐻𝑖𝑑𝑟ó𝑔𝑒𝑛𝑜	𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑜	(𝑚𝑜𝑙)

𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜ℎ𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑠	𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜𝑠	(𝑚𝑜𝑙) 

 
3.2. Etapa 2. Optimización de la composición del sustrato 
 
El proceso de optimización del presente trabajo se realizó con un enfoque multiobjetivo, pues se procuró 
la maximización de tres respuestas que reflejan la productividad de sistemas de fermentación oscura FO; 
como lo son Hmax, que ofrece una medida de la cantidad de hidrógeno generado por volumen de trabajo 
dentro del reactor, Rmax, que es una estimación de la velocidad máxima alcanzada por el sistema para 
producir hidrógeno y YH2, que indica la capacidad de transformación o generación de hidrógeno por 
carbohidrato consumido dentro del sistema.  
 
Considerando la disponibilidad de dos diseños experimentales, la etapa de optimización se realizó 
empleando dos metodologías de análisis distintas. La de superficie de respuesta, considerando las 
relaciones C:P y C:L como variables de optimización con la restricción de que ambas variables dependen 
de la concentración de carbohidratos; y el análisis de datos composicionales, considerando tres variables 
composicionales independientes de optimización.  
 
3.2.1. Análisis de superficie de respuesta. 
 
Los resultados obtenidos de Hmax, Rmax y YH2 a las 30 horas bajo la ejecución del diseño experimental 
DCC1 de la primera etapa, se ajustaron a los modelos lineales de superficie de respuesta de primer grado 
para ambas variables (Ecuación 3.4.) y de segundo grado para ambas variables (Ecuación 3.5.), 
considerando las relaciones C:P y C:L como variables de entrada u optimización y empleando los 

(Ecuación 3.1.) 

(Ecuación 3.3.) 
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estadísticos R2 y R2
adj (Anexo D) como indicadores de la bondad del ajuste de los datos a los modelos 

evaluados.  
 

𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 
 
 
 

𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 + 𝑃4>𝑥4 + 𝑃AA𝑥𝑦 + 𝑃>4𝑦4 
 
Donde, x: Relación carbohidratos:proteínas; y: Relación carbohidratos:lípidos; P00, P10, P01: coeficientes 
lineales; P20, P02: coeficientes cuadráticos y P11: coeficientes de interacción.  
 
Se procuró encontrar una aproximación de la relación de las variables C:P y C:L con las variables de 
respuesta u objetivos de optimización Hmax, Rmax y YH2, con el fin de emplear estas relaciones como 
elementos de decisión en la etapa de optimización. Para el desarrollo de la metodología de superficie de 
respuesta se utilizó el software MATLAB ® empleando la aplicación curve fitting. 
 
3.2.2. Análisis composicional 
 
Los resultados de Hmax, Rmax y YH2  obtenidos a las 30 horas bajo la ejecución del diseño experimental 
DCC2, se ajustaron a las formas canónicas de Scheffe’ de los modelos de mezcla para datos 
composicionales empleando los estadísticos R2 y R2

adj (Anexo D) como indicadores de la bondad del 
ajuste de los datos a las formas canónicas de Scheffe’.  
 
Para el adecuado análisis de las composiciones del sustrato se ejecutó el operador o transformación 
Clausura C, el cual permite la ubicación de los elementos de las composiciones en el espacio muestral 
Simplex, el operador Clausura C, está definido en la Ecuación 3.6.  
 
Operados Clausura  

𝐶(𝑥) = 	s
𝑥A

∑ 𝑥(u
(vA

w , s
𝑥4

∑ 𝑥(u
(vA

w , s
𝑥C

∑ 𝑥(u
(vA

w 

	 
Donde, C: composición del sustrato; x1: subcomposición de carbohidratos; x2: subcomposición de 
proteínas y x3: subcomposición lípidos. 
 
Las transformaciones obtenidas de las composiciones (concentración de carbohidratos, proteínas y 
lípidos) se ajustaron a las formas canónicas lineal, cuadrática y cúbica especial de Scheffe’, que obedecen 
a las ecuaciones 3.6., 3.7. y 3.8. respectivamente, para cada una de las respuestas Hmax, Rmax y YH2. 
 
Forma lineal de Scheffe’ 

𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A 

 
 
Forma cuadrática de Scheffe’ 

𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥| 

 
 
 

(Ecuación 3.4.) 

(Ecuación 3.5.) 

(Ecuación 3.6.) 

(Ecuación 3.7.) 

(Ecuación 3.8.) 
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Forma cúbica especial de Scheffe’ 
 

𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥|yy y 𝛽𝑥(|~

{

(}|}~v4

𝑥(𝑥|𝑥~ 

  
Donde, E: es cada una de las respuestas Hmax [NmL H2/Lreactor], Rmax [NmL H2/Lreactor*día], y YH2 [mol 
H2/mol glucosa] xi: subcomposición de carbohidratos [%]; xj: subcomposición de proteínas [%] y xk: 
subcomposición lípidos [%], βi, βj y βk: son coeficientes lineales; βij, βik, βjk y βijk: son coeficientes de 
interacción. 
 
Posteriormente, empleando la forma canónica de Scheffe’ que mejor se ajustó a los datos de las 
composiciones y los tres objetivos de optimización (Hmax, Rmax y YH2), se procuró encontrar una 
aproximación de la relación de las variables composicionales con las variables de respuesta, con el fin 
de emplear estas relaciones como elementos de decisión en la etapa de optimización, al igual que lo 
realizado en la metodología de superficie de respuesta. Para el desarrollo de la metodología de análisis 
de composicional de datos, se emplearon los software MATLAB ® y CoDaPack. 
 
3.2.3. Configuración de ensayos de optimización 
 
Las etapas de optimización se realizaron de forma paralela para Hmax, Rmax y YH2 empleando el modelo 
de superficie de respuesta y la forma canónica de Scheffe’ que ofrecieron mejores ajustes como 
herramientas de decisión para la configuración de los ensayos en cada una de las etapas de optimización. 
 
Superficie de respuesta. 
 
Considerando la relación entre las variables C:P, C:L y los objetivos de optimización estimada por el 
modelo de superficie de respuesta y sus parámetros de ajuste, se procedió a agregar al diseño 
experimental DCC1 nuevos niveles para cada una de las variables con el fin de acercarse a las potenciales 
condiciones de optimización para los tres objetivos. 
 
Este procedimiento se realizó reiteradamente hasta determinar las condiciones para las variables C:P y 
C:L que maximizaron las respuestas Hmax, Rmax y YH2 simultáneamente bajo las condiciones de 
experimentación evaluadas. 
 

Análisis composicional. 
 

Considerando la relación entre las composiciones de carbohidratos, proteínas y lípidos del sustrato con 
los objetivos de optimización estimada por la forma canónica de Scheffe’ seleccionada y sus parámetros 
de ajuste, se procedió a agregar al diseño experimental DCC2 nuevos niveles para cada una de las 
composiciones con el fin de acercarse a las potenciales condiciones de optimización para los tres 
objetivos. 
 
Este procedimiento se realizó reiteradamente hasta determinar las composiciones que maximizaron las 
respuestas Hmax, Rmax y YH2 simultáneamente bajo las condiciones de experimentación evaluadas. 
 
El ajuste de los sustratos en los ensayos de optimización se realizó de la manera descrita en la sección 
3.1.2.3. La configuración y operación de los biorreactores en las etapas de optimización siguió los 
parámetros definidos en la sección 3.1.3. La productividad de los biorreactores se evaluó con base en los 
parámetros definidos en la sección 3.1.4. La configuración y operación de los biorreactores fueron 

(Ecuación 3.9.) 
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definidos con base los parámetros definidos en la sección 3.1.3. Finalmente, La productividad de los 
biorreactores se evaluó con base en los mismos parámetros definidos en la sección 3.1.4. 
3.4. Métodos analíticos  
 
En la Tabla 3.4, se presentan las técnicas que se emplearon en la caracterización y determinación de los 
diferentes parámetros evaluados durante toda la experimentación, las cuales permitieron conocer las 
características del inóculo y dar seguimiento a todos los ensayos que se realizaron en la experimentación 
del proyecto.  
 

Tabla 3.4. Métodos analíticos 
 
Determinación Método 

Humedad Gravimetría, se obtiene por diferencia entre la masa inicial y los sólidos totales 
determinados (APHA, 2540 B) 

Sólidos totales (ST) Gravimetría. Sólidos secados a una temperatura de 103 a 105°C (APHA, 2540- B)  
Sólidos volátiles (SV) y 
sólidos fijos (SF) 

Gravimetría. Sólidos previamente secados a 103-105°C e incinerados a 550°C (APHA, 
2540-E)  

Demanda química de 
oxígeno (DQO) 

Fotometría. Digestión por reflujo cerrado a 150°C con reactivos preparados HACH, 
lectura a 600 nm (APHA, 5220-D) 

Carbohidratos totales Fotometría. Fenol y ácido sulfhídrico 490 nm por el método colorímetro de Dubois 
(Dubois et al., 1956) 

Grasas y aceites  Gravimetría. Extracción con mezcla cloroformo-metanol y posterior evaporación 
(Método Soxhlet modificado de APHA, 5520-D)  

Proteínas totales Fotometría. Método modificado de Lowry, 1951 (Lowry., 1951) 
pH Medido con potenciómetro Fisher Scientific™ accumet™ AE150 pH 

Ácidos Grasos Volátiles 
(AGVs) 

Cromatógrafo de gases (CG) (7890B, Agilent Technologies, USA) equipado con un 
detector de ionización de llama (FID) y una columna DB-FFAP de 15 m de longitud 
(530 μm x 1 μm). Las temperaturas del inyector y detector fueron mantenidas a 190 y 
210 °C, respectivamente. Se empleará nitrógeno como gas acarreador, con un flujo de 
25 mL/min. 

Composición del biogás 

Cromatógrafo de gases (SRI 8610c) equipado con detector de conductividad térmica, 
columna de acero inoxidable empacada con sílica gel (8600-PK1A), helio como gas 
de arrastre con flujo de 27 mL/min. Inyección de 0.5 ml de biogás a las siguientes 
condiciones: 1 min a 50 °C, incremento 50 °C/min hasta 100 °C y se mantiene por 1 
min. La temperatura del detector es de 150 °C.  
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4. Resultados 
 
4.1. Etapa 1. Evaluación de influencia de biomoléculas 
 
4.1.1. Caracterización del inóculo  
 
En la Tabla 4.1. se presentan las características del lodo granular anaerobio pretratado en términos ST, 
SV, SF, % de humedad y tamaño de partícula. En la Figura 4.1., se presenta el inóculo antes y después 
del proceso de pretratamiento térmico. 
 

Tabla 4.1. Caracterización del inóculo pretratado 
 

Parámetro Promedio ± s Máximo Mínimo 
ST (g/g inóculo) 0.973± 0.001 0.97 0.971 
SV (g/g inóculo) 0.783 ± 0.028 0.804 0.750 
SF (g/g inóculo) 0.190 ± 0.027 0.222 0.170 
Humedad (%) 2.708 ± 0.130 2.853 2.60 

Tamaño de partícula < 210 µm - - 
 

  

  
a b 

 
Figura 4.1. Inóculo. a) lodo granular anaerobio; b) lodo granular anaerobio después del 

pretratamiento (b). 
 
4.1.2. Evaluación de influencia de biomoléculas en la producción de H2. 
 
En la Tabla 4.2. se presentan los resultados de las respuestas de productividad (Hmax), tasa máxima 
específica (Rmax) y rendimiento de producción de H2 (YH2) a las 30 horas realizados bajo los diseños 
experimentales DCC1 y DCC2 descritos en la sección 3.1.1. junto a los respectivos controles de 
carbohidratos, lípidos, proteínas y endógeno. 
 
Considerando que la productividad de hidrógeno a partir del control de glucosa de 15 g/L fue de 2206 ± 
17 NmL H2/LReactor, y la productividad  a partir del control de glucosa de 10 g/L fue de 1444 ± 28 NmL 
H2/LReactor, es posible deducir con base en los resultados, que hay cierto grado de correlación en la 
productividad máxima de hidrógeno y la concentración de glucosa, conjetura que está de acuerdo con lo 
descrito por Dong et al., 2009 los cuales definen que la concentración de carbohidratos dicta el grado de 
productividad del proceso en términos de Hmax. 
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Tabla 4.2. Resultados de Hmax, Rmax y YH2, bajo distintas configuraciones de sustrato. 

 

Ensayo Nº C (g/L) P (g/L) L (g/L) Hmax  (NmL 
H2/LReactor ± s) 

Rmax (NL 
H2/LReactor/día ± s) 

YH2 (mol H2/mol 
glucosa) 

1-2 15 10 15 839 ± 57 3.4 ± 0.7 0.51 ± 0.04 

3-4 15 10 10 1639 ± 60 7.8 ± 0.5 1 ± 0.03 

5-6 10 10 20 337 ± 75 1.2 ± 0.2 0.31 ± 0.07 

7-8-9 15 15 15 1362 ± 138 6.5 ± 0.3 0.84 ± 0.09 

10-11 15 15 10 1137 ± 51 4.9 ± 1.8 0.71 ± 0.03 

12-13 10 20 20 744 ± 180 3.2 ± 0.9 0.69 ± 0.19 

14-15 10 20 10 583 ± 95 2.3 ± 0.6 0.55 ± 0.09 

C*. endógeno 0 0 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

C*.proteínas (10g/L) 0 10 0 32 ± 7 1 ± 0.1 0 ± 0 

C*.proteínas (15g/L) 0 15 0 53 ± 15 1.3 ± 0.1 0 ± 0 

C*. lípidos (10g/L) 0 0 10 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

C*. lípidos (15g/L) 0 0 15 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

C*. glucosa (10g/L) 10 0 0 1444 ± 28 4.4 ± 0.2 1.32 ± 0.01 

C*. glucosa (15g/L) 15 0 0 2206 ± 17 4.1 ± 0.0 1.29 ± 0.02 

C*: Control; C: carbohidratos; P: proteínas; L: lípidos. N/A: no aplica 
 
Por otra parte, los resultados demuestran que no hay una correlación definida entre la concentración de 
glucosa y los indicadores tasa máxima específica y rendimiento de producción. En primer lugar, porque 
las respuestas alcanzadas por ambos controles no distan en gran medida, a pesar de haber diferencias 
significativas en el caso de Rmax; y en segundo, porque tanto la tasa máxima (4.4 ± 0.2 NL H2/L Reactor/día) 
como el rendimiento más alto de producción (1.32 ± 0.01molH2/mol glucosa) lograda con ambos 
controles, se alcanzaron con la concentración de 10g/L de glucosa, y los más bajos (4.1 ± 0.0 NL H2/L 
Reactor/día y 1.29 ± 0.02molH2/mol glucosa) se lograron con el ensayo de 15g/L. 
 
La producción de hidrógeno a partir de lípidos como único sustrato (aceite de oliva) no fue efectiva, pues 
tras de 30 días de proceso fermentativo no hubo producción alguna de hidrógeno, lo cual se justifica en 
el hecho de que a pesar de que los microorganismos pueden metabolizar de forma anaerobia los lípidos, 
la producción de H2, mediante la ruta de B-oxidación no es termodinámicamente favorable (Ecuación 
1.7.).(Dong et al., 2009) 
 
Del mismo modo, en el caso de las proteínas (peptona de caseína), la producción de H2 no supero los 53 
± 15 NmL con una concentración de 15 g/L. Esta baja producción se debe a que las rutas de catabolismo 
anaerobio de aminoácidos como la reacción de Stickland (Ecuación 1.8.) y las rutas de desaminación 
oxidativa (Ecuación 1.9.) y desaminación reductiva (Ecuación 1.10.) termodinámicamente no tienen la 
capacidad de producir hidrógeno en los sistemas. La poca producción de hidrógeno demostrada por los 
controles de proteínas se puede atribuir a procesos anabólicos de gluconeogénesis a partir del esqueleto 
de ácido carboxílico presente en aminoácidos, donde la glucosa generada posteriormente derivó el poco 
hidrógeno producido en el sistema (Dong et al., 2009; Munoz-Elias y McKinney, 2006). 
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4.2. Etapa 2. Optimización de biomoléculas en sustrato 
 
4.2.1. Análisis de superficie de respuesta 
 
Ajuste de modelos a Hmax 

 

Considerando que el estadístico R2 para el modelo de primer grado fue de 0.546 y para el modelo de 
segundo grado fue de 0.9623 (Figura 4.2.), el ajuste de las variables C:P y C:L a la respuesta de Hmax, 
presentó significativamente mejor ajuste al modelo lineal de segundo grado para ambas variables 
(Ecuación 3.5.) 
 

a 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 

 

 

 
 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.546 
R2

adj: 0.4703 
 
Parámetros (intervalos 
con 95% de confianza): 
P00=  28.04  (-572.7, 628.8) 
P10=  202.3  (-370.5, 775.1) 
P01=  745.9  (173, 1319) 
 
 

b 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 + 𝑃4>𝑥4 + 𝑃AA𝑥𝑦 + 𝑃>4𝑦4 

 

  

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.9623 
R2

adj: 0.9414 
 
Parámetros (intervalos 
con 95% de confianza): 
P00=  -318.8  (-1075, 437) 
P10=  1145  (-13.49, 2303)  
P01=  1501  (342.8, 2659)  
P20=  -2943  (-3777, -2109) 
P11=  4971  (3834, 6107) 
P02=  -2816  (-3650, -1982) 

 
Figura 4.2. Gráficas de superficie de respuesta. Hmax (NmL H2/LReactor). vs. C:P y C:L. a) ajuste a 

modelo de primer grado; b) ajuste a modelo de segundo grado. 
 
Puesto que el coeficiente de determinación R2 presenta la limitación de aumentar con el número de 
parámetros del modelo, se descartó la presencia de este sesgo estadístico empleando el R2

adj, el cual 
ajusta el coeficiente de determinación al número de parámetros del modelo, y por lo tanto, permite la 
comparación entre modelos con diferentes número de predictores. El R2

adj, al igual que el R2, presentó 

Hmax (NmL H2/L) 

Hmax (NmL H2/L) 
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significativamente mejor ajuste al modelo lineal de segundo grado, con un R2
adj de 0.9414, a diferencia 

del R2
adj de 0.4703 alcanzado por el modelo de primer grado para ambas variables. Teniendo en 

consideración la superioridad para representar la respuesta Hmax demostrada por el modelo lineal de 
segundo grado en comparación con el modelo de primer grado, se determinó como herramienta de 
optimización el modelo lineal de segundo grado para las variables C:P y C:L. 
 
Ajuste de modelos a Rmax 
 
Considerando que el estadístico R2 para el modelo de primer grado fue de 0.4724 y para el modelo de 
segundo grado fue de 0.927 (Figura 4.3.), el ajuste de las variables C:P y C:L a la respuesta de Rmax, 
presentó significativamente mejor ajuste al modelo lineal de segundo grado para ambas variables 
(Ecuación 3.5.) 
 

a 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 

 
 
 
 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.4724 
R2

adj: 0.3844 
 
Parámetros (intervalos con 
95% de confianza): 
P00=  -0.3191 (-3.72, 3.081) 
P10=  1.061 (-2.181, 4.304) 
P01=  3.592 (0.3498, 6.834) 
 
 

b 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 + 𝑃4>𝑥4 + 𝑃AA𝑥𝑦 + 𝑃>4𝑦4 

 

  

 
 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.9271 
R2

adj: 0.8866 
 
Parámetros (intervalos con 
95% de confianza): 
P00=  -2.131 (-7.03, 2.769) 
P10=  5.829 (-1.678, 13.34)  
P01=  6.728 (-0.7789, 14.23)  
P20=  -14.49 (-19.89, -9.08) 
P11=  24.2 (16.84, 31.57) 
P02=  -13.67 (-19.07, -8.264) 
 

 
Figura 4.3. Gráficas de superficie de respuesta. Rmax (NL H2/LReactor*día). vs. C:P y C:L. a) ajuste 

a modelo de primer grado; b) ajuste a modelo de segundo grado. 
 

Rmax NL H2/L*d 

Rmax NL H2/L*d 
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A pesar de tener seis parámetros predictores, en comparación con los tres que presenta el modelo de 
primer grado, el coeficiente de determinación R2

adj del modelo lineal de segundo grado fue superior, con 
un valor de 0.8866, a diferencia del R2

adj alcanzado por el modelo de primer grado que fue sólo de 0.3844. 
 
Valorando la eficacia demostrada por el modelo lineal de segundo grado para representar Rmax con base 
en los coeficientes de determinación R2

 y R2
adj, se seleccionó este modelo como herramienta de 

optimización en la metodología de superficie para maximizar el objetivo Rmax. 
 
Ajuste de modelos a YH2 
 
El ajuste de la respuesta YH2, al igual que Hmax y Rmax fue mejor representada por el modelo lineal de 
segundo grado para las variables C:P y C:L (Figura 4.4.); considerando estadísticos R2

 y R2
adj de 0.9009 

y 0.8458 respectivamente, a diferencia de los coeficientes de determinación R2 de 0.3462 y R2
adj de 

0.2372 alcanzados por el modelo lineal de primer grado. 
 

a 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.3462 
R2

adj: 0.2372 
 
Parámetros (intervalos con 
95% de confianza): 
P00=  0.3475 (-0.02054, 0.7155 
P10= -0.04956 (-0.4005,0.3013)  
P01=  0.3737 (0.02283, 0.7246) 

b 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 + 𝑃4>𝑥4 + 𝑃AA𝑥𝑦 + 𝑃>4𝑦4 

 

  

Bondad de ajuste:   
R2: 0.9009 
R2

adj: 0.8458 
 
Parámetros (intervalos con 
95% de confianza): 
P00=  0.5432 (-0.01227, 1.099) 
P10=  -0.1532 (-1.004, 0.698) 
P01=  0.4255 (-0.4256, 1.277) 
P20=  -1.248 (-1.861, -0.635) 
P11=  2.599 (1.764, 3.435) 
P02=  -1.326 (-1.939, -0.7127) 

 
Figura 4.4. Gráficas de superficie de respuesta. YH2. (mol H2/mol glucosa).  vs. C:P y C:L. a) 

ajuste a modelo de primer grado; b) ajuste a modelo de segundo grado. 
 
 

YH2  
(mol H2/mol glucosa) 

YH2  
(mol H2/mol glucosa) 
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4.2.2. Análisis composicional de datos 
 
Para proceder con el análisis composicional de datos, se realizó la transformación de las variables y los 
controles de concentración de carbohidratos, proteínas y lípidos descritas en el diseño experimental 
DCC1, empleando el operador clausura (Ecuación 3.6.) y el software CoDaPack - Version 2.02.21, como 
se presenta en la Tabla 4.3. 
 

Tabla 4.3. Transformación de variables composicionales 
 

Ensayo Nº Carbohidratos (g/L) Proteínas (g/L) Lípidos (g/L) % C % P % L 

1-2 15 10 15 37.50 25.00 37.50 

3-4 15 10 10 42.90 28.60 28.60 

5-6 10 10 20 25.00 25.00 50.00 

7-8-9 15 15 15 33.30 33.30 33.30 

10-11 15 15 10 37.50 37.50 25.00 

12-13 10 20 20 20.00 40.00 40.00 

14-15 10 20 10 25.00 50.00 25.00 

C. endógeno 0 0 0 0.00 0.00 0.00 

C. proteínas (15g/L) 0 15 0 0.00 100.00 0.00 

C. lípidos (15g/L) 0 0 15 0.00 0.00 100.00 

C. carbohidratos (15g/L) 15 0 0 100.00 0.00 0.00 

C: control       
 
Ajuste de modelos a Hmax 

 

El ajuste a la respuesta Hmax fue significativamente mejor para la forma cúbica especial de Scheffe’, con 
coeficientes de determinación R2

 y R2
adj de 0.9294 y 0.9045 respectivamente. Las formas lineal y 

cuadrática de Scheffe’ presentaron coeficientes de determinación R2
 y R2

adj inferiores como se presenta 
en la Figura 4.5., por lo cual se seleccionó a la forma canónica cúbica especial de Scheffe’ como 
herramienta de optimización de este objetivo. 
 
Ajuste de modelos a Rmax 

 

Considerando los estadísticos R2 (0.8169) y R2
adj (0.7523) alcanzados por el modelo cúbico especial de 

Scheffe’, para representar el objetivo de optimización Rmax (Figura 4.6.), en comparación con los 
estadísticos R2 (0.6980) y R2

adj (0.6915) alcanzados por el modelo cuadrático de Scheffe’ y los R2 
(0.2577) y R2

adj (-0.0042) logrados por el modelo lineal de Scheffe’, se determinó al modelo cúbico 
especial de Scheffe’ como herramienta de optimización para la respuesta  Rmax. 
 
Ajuste de modelos a YH2 

 

Al igual que los objetivos Hmax y Rmax, el ajuste a la respuesta YH2 fue estadísticamente mejor a la forma 
canónica cúbica especial de Scheffe’, con coeficientes de determinación R2

 y R2
adj de 0.9041 y 0.8702 

respectivamente como se presenta en la Figura 4.7. Considerando esa situación, se seleccionó la forma 
canónica cúbica especial de Scheffe’ como herramienta de optimización de este objetivo. 
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a 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A 

 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.546 
R2adj: 0.7358 
  
Parámetros: 
𝝱1=  2466.74 
𝝱2= 245.57 
𝝱3= 104.50 

b 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥| 

 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.8723 
R2adj: 0.8273 
 
  Parámetros: 
𝝱1=  2220.71 
𝝱2= 29.59 
𝝱3= -19.19 
𝝱12= 4681.36 
𝝱13= 49.64 
𝝱23= -2011.67 

c 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥|yy y 𝛽𝑥(|~

{

(}|}~v4

𝑥(𝑥|𝑥~ 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2:   0.9294   
R2adj: 0.9045 
 
Parámetros: 
𝝱1=  2221.13 
𝝱2= 41.96 
𝝱3= -6.81 
𝝱12= -18281.25 
𝝱13= -22912.97 
𝝱23= —17205.73 
𝝱123= 192235.41 

Figura 4.5. Diagramas ternarios. Hmax. vs. C, P y L. a) ajuste a modelo lineal de Scheffe’; b) 
ajuste a modelo cuadrático de Scheffe’; c) ajuste a modelo cúbico especial de Scheffe’. 
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a 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.2577 
R2adj: -0.0042 
   
Parámetros: 
𝝱1=  6.83 
𝝱2= 2.16 
𝝱3= 1.65 

b 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥| 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.6980 
R2adj:0.5915 
 
  Parámetros: 
𝝱1=  4.18 
𝝱2= -0.04 
𝝱3= -0.11 
𝝱12= 34.28 
𝝱13= 12.36 
𝝱23= -16.33 

c 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥|yy y 𝛽𝑥(|~

{

(}|}~v4

𝑥(𝑥|𝑥~ 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.8169   
R2adj: 0.7523 
 
Parámetros: 
𝝱1=  4.18 
𝝱2= 0.03 
𝝱3= -0.04 
𝝱12= -91.76 
𝝱13= -113.67 
𝝱23= -99.73 
𝝱123= 1055.18 

 
Figura 4.6. Diagramas ternarios. Rmax. vs. C, P y L. a) ajuste a modelo lineal de Scheffe’; b) 

ajuste a modelo cuadrático de Scheffe’; c) ajuste a modelo cúbico especial de Scheffe’. 
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a 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.7440 
R2adj: 0.6536 
 
   
Parámetros: 
𝝱1=  1.48 
𝝱2= 0.26 
𝝱3= 0.15 

b 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥| 

 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.8680  
R2adj: 0.8214 
 
  Parámetros: 
𝝱1=  1.30 
𝝱2= -0.01 
𝝱3= -0.01 
𝝱12= 2.53 
𝝱13= -1.31 
𝝱23= 1.24 

c 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥|yy y 𝛽𝑥(|~

{

(}|}~v4

𝑥(𝑥|𝑥~ 

 

 
 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.9041   
R2adj: 0.8702 
 
Parámetros: 
𝝱1=  1.30 
𝝱2= -0.01 
𝝱3= -0.01 
𝝱12= -8.15 
𝝱13= -11.9 
𝝱23= -5.82 
𝝱123= 89.44 

Figura 4.7. Diagramas ternarios. YH2. vs. C, P y L. a) ajuste a modelo lineal de Scheffe’; b) ajuste 
a modelo cuadrático de Scheffe’; c) ajuste a modelo cúbico especial de Scheffe’. 
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4.2.3. Configuración de ensayos de optimización 
 
4.2.3.1. Optimización de Hmax, Rmax y YH2 empleando las relaciones C:P y C:L como variables de 
optimización 
 
El análisis de superficie de respuesta realizado en la sección 4.2.1., indicó que las variables C:P y C:L 
presentaron influencias similares en los tres objetivos de optimización. No sólo porque las variables se 
ajustaron mejor al mismo modelo de superficie de respuesta (modelo lineal de segundo grado), como se 
presenta en la Tabla 4.4., sino porque Hmax, Rmax y YH2 presentaron mejores respuestas al aumento de las 
relaciones C:P y C:L del sustrato como se evidencia en las Figuras 4.2.b., 4.3.b. y 4.4.b. 
 
Tabla 4.4. Bondad de ajustes de los modelos de superficie de respuesta a los objetivos Hmax, Rmax 

y YH2. 
 

Modelo 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 𝑓(𝑥, 𝑦) = 	𝑃>> + 𝑃A>𝑥 + 𝑃>A𝑦 + 𝑃4>𝑥4 + 𝑃AA𝑥𝑦 + 𝑃>4𝑦4 

Respuesta R2 R2adj R2 R2adj 
Hmax 0.5466 0.471 0.9623 0.9414 
Rmax 0.4724 0.3844 0.9271 0.8866 
YH2 0.3462 0.2372 0.9009 0.8458 

 
Maximización simultánea de Hmax, Rmax y YH2 empleando las relaciones C:P y C:L 
 
Con el fin de aumentar la productividad, velocidad y rendimiento de la producción de H2 forma paralela, 
se decidió emplear la capacidad del modelo lineal de segundo grado (Ecuación 3.5.) para describir las 
respuestas Hmax, Rmax y YH2 junto a la similitud de la influencia de las variables C:P y C:L en las tres 
respuestas como herramientas de decisión en la configuración de los ensayos de optimización. 
 
Para facilitar la visualización de la influencia de las variables C:P y C:L en las respuestas Hmax, Rmax y 
YH2 y poder considerar un acercamiento a las relaciones C:P y C:L adecuadas u óptimas para maximizar 
la productividad, velocidad y rendimiento de la producción, se construyeron las gráficas de contorno 
presentadas en las Figuras 4.8., 4.9. y 4.10., empleando los ajustes al modelo de superficie de respuesta 
realizados en la etapa 4.2.1. 
 

 
Figura 4.8. Gráfica de contorno. Hmax (mL H2/Lreactor). vs. C:P y C:L. 
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Figura 4.9. Gráfica de contorno. Rmax (NL H2/LReactor/día ± s) vs. C:P y C:L. 

 

 
Figura 4.10. Gráfica de contorno. YH2 (mol H2/mol glucosa) vs. C:P y C:L. 

 
Las líneas de contorno sugieren que los valores óptimos de las variables C:P y C:L en el proceso se 
encuentran inmersos en valores superiores a 1.5 para ambas variables, donde la productividad del proceso 
puede superar los valores de 1639 ± 60 NmL H2 /Lreactor para Hmax, 7.8 ± 0.5 NL H2/LReactor/día para Rmax 
y 1 ± 0.03 mol H2/mol glucosa para YH2 alcanzados con las relaciones 1.5 de C:P  y C:L. 
 
Por tal razón, con base en estos resultados y la solución analítica del modelo lineal de segundo grado 
empleando los estimadores determinados para cada una de las respuestas (Figuras 4.2.b., 4.3.b. y 4.4.b), 
se decidió agregar paulatinamente nuevos niveles más al diseño experimental DCC1, manteniendo la 
misma concentración de carbohidratos como se presenta en la Tabla 4.5. 
 
Con los datos de las respuestas Hmax, Rmax y YH2 obtenidos a partir de la modificación del diseño 
experimental DCC1, se realizaron nuevos ajustes al modelo descrito por la Ecuación 3.5. 
 
El análisis estadístico del modelo de superficie de respuesta para el objetivo Hmax, al igual que el primer 
análisis realizado describe un buen ajuste de los datos al modelo, con coeficientes de determinación R2 
y R2

adj de 0.9588 y 0.9467 respectivamente, por lo que el grado de precisión del modelo obtenido, 
continúa siendo relativamente bueno y podría emplearse potencialmente para estimar la producción 
máxima de hidrógeno después atravesar una etapa de validación del mismo. 
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Tabla 4.5. Modificación del DCC1. 
 

Componentes del sustrato Relaciones  

Carbohidratos (g/L) Proteínas (g/L) Lípidos (g/L) C:P C:L 

10 20 20 0.5 0.5 

10 10 20 1 0.5 

10 20 10 0.5 1 

15 15 15 1 1 

15 10 15 1.5 1 

15 15 10 1 1.5 

15 10 10 1.5 1.5 

15 7.5 10 2 1.5 

15 7.5 7.5 2 2 

15 6 6 2.5 2.5 

15 1.9 2.13 7.9 7.0 
 
Los parámetros de ajuste del modelo lineal de segundo grado a la respuesta Hmax bajo el diseño DCC1 
modificado con un 95% de confianza son: P00 = 81.35 (-162.1, 324.8); P10 = 232.3 (-315.4, 780); P01 = 
1115 (410.9, 1820); P20 = -1999 (-2553, -1444);  P11 = 4060  (2842, 5277); P02 =  -2216 (-2984, -1448).  
 
El segundo ajuste realizado al modelo de superficie de respuesta para el objetivo Hmax, sustenta el 
comportamiento de las variables evidenciado en el primer análisis. Se puede observar que el aumento de 
las relaciones C:P y C:L en el sustrato, aumentó la productividad máxima del sistema significativamente, 
pasando de 1639 ± 60 NmL H2/Lreactor con relaciones C:P y C:L de 1.5 a 2605 ± 54 NmL H2/Lreactor con 
relaciones 2.5 de C:P y C:L, como se presenta en la Figura 4.11. 
 

 
Figura 4.11. Superficie de respuesta. Hmax (mL H2/Lreactor). vs. C:P y C:L. 

 
El análisis estadístico del modelo de superficie de respuesta para el objetivo Rmax, al igual que el primer 
análisis realizado para esta respuesta, describe un buen ajuste de los datos al modelo, con coeficientes de 
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determinación R2 y R2
adj de 0.9226 y 0.8998 respectivamente, por lo que el grado de precisión del modelo 

obtenido, continúa siendo relativamente bueno y al igual que sucede con la respuesta Hmax, podría 
emplearse potencialmente para estimar la tasa máxima específica de producción de hidrógeno después 
atravesar una etapa de validación del mismo. 
 
Los parámetros de ajuste del modelo a la respuesta Rmax bajo el diseño DCC1 modificado con un 95% 
de confianza son: P00 = -1.124 (-3.249, 1.001); P10 = 2.811 (-1.969, 7.591); P01 = 5.426 (-0.7242, 11.58); 
P20 = -12.27 (-17.11, -7.434);  P11 = 24.1 (13.47, 34.73); P02 = -12.69 (-19.39, -5.987). 
 
Al haber incrementado las relaciones C:P y C:L mediante la adición de nuevos puntos al diseño 
experimental DCC1, la tasa máxima específica de producción de H2 del sistema aumentó 
significativamente, pasando de 7.8 ± 0.5 NL H2/L Reactor/día con relaciones C:P y C:L de 1.5 a 14.8 ± 1.4 
NL H2/L Reactor/día con relaciones 2.5 de C:P y C:L, como se presenta en la Figura 4.12. 
 

 
 

Figura 4.12. Superficie de respuesta. Rmax (NL H2/LReactor/día). vs. C:P y C:L. 
 
El análisis estadístico del modelo de superficie de respuesta para el objetivo YH2, al igual que el primer 
análisis realizado para esta respuesta, describe un buen ajuste de los datos al modelo, con coeficientes de 
determinación R2 y R2

adj de 0.8989 y 0.8692 respectivamente, por lo que el grado de precisión del modelo 
obtenido, continúa siendo relativamente bueno y al igual que sucede con las respuestas Hmax y Rmax, el 
modelo podría emplearse potencialmente para estimar el rendimiento de producción de hidrógeno 
después atravesar una etapa de validación del mismo bajo las condiciones de experimentación evaluadas. 
 
Los parámetros de ajuste del modelo a la respuesta YH2 bajo el diseño DCC1 modificado con con un 95% 
de confianza son: P00 = 0.3031 (0.1036, 0.5027); P10 = -0.08623 (-0.5351, 0.3626); P01 = 0.7406  (0.1631, 
1.318); P20 = -1.203 (-1.658, -0.7489);  P11 = 2.564 (1.566, 3.562); P02 = --1.447  (-2.077, -0.8178). 
 
Al haber incrementado las relaciones C:P y C:L mediante la adición de nuevos puntos al diseño 
experimental DCC1, el rendimiento de producción de H2, al igual que sucedió con los objetivos Hmax y 
Rmax aumentó significativamente, pasando de 1 ± 0.03 mol H2/mol glucosa con relaciones C:P y C:L de 
1.5 a 1.48 ± 0.24 mol H2/mol glucosa con relaciones 2.5 de C:P y C:L, como se presenta en la Figura 
4.13. 
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Figura 4.13. Superficie de respuesta. YH2 (mol H2/mol glucosa). vs. C:P y C:L. 
 
La búsqueda de la maximización de las respuestas del proceso empleando las variables C:P y C:L fue 
satisfactoria, pues se lograron un aumentos definitivos en los tres objetivos de optimización de forma 
paralela empleando la misma concentración de carbohidratos (15g/L).  
 
La metodología de superficie de respuesta demostró que las relaciones C:P y C:L además de tener 
influencia en la productividad, velocidad y rendimiento de producción de H2, tienen un gran potencial 
como herramienta optimización de procesos de FO para la producción de hidrógeno, pues se comprobó 
su capacidad para mejorar Hmax, Rmax, y YH2 de forma simultánea. 
 
4.2.3.2. Optimización de Hmax, Rmax y YH2 empleando las composiciones de carbohidratos, 
proteínas y lípidos del sustrato como variables de optimización 
 
El análisis de datos composicionales indicó que las variables composicionales carbohidratos, proteínas 
y lípidos presentaron influencias similares en los tres objetivos de optimización. No sólo porque las 
variables se ajustaron mejor al mismo modelo de datos composicionales (modelo cúbico especial de 
Scheffe’), como se presenta en la Tabla 4.6., sino porque se evidenció que las respuestas Hmax, Rmax y 
YH2 tuvieron disminuciones significativas en el proceso cuando las composiciones de proteínas y lípidos 
aumentaron en el sustrato (Figuras 4.5.c., 4.6.c. y 4.7.c). 
 
Tabla 4.6. Bondad de ajustes de los modelos de datos composicionales a las respuestas Hmax, Rmax 

y YH2. 
 

Modelo 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥| 𝐸(𝑥) = 	y𝛽
{

(vA

𝑥A +y y 𝛽𝑥(|

{

(}|v4

𝑥( 𝑥|yy y 𝛽𝑥(|~

{

(}|}~v4

𝑥(𝑥|𝑥~ 

Respuesta R2 R2
adj R2 R2

adj R2 R2
adj 

Hmax 0.8047 0.7358 0.8723 0.8273 0.9294 0.9045 

Rmax 0.2577 -0.004 0.6980 0.5915 0.8169 0.7523 

YH2 0.7440 0.6536 0.8680 0.8214 0.9041 0.8702 
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Maximización simultánea de Hmax, Rmax y YH2 empleando las composiciones de carbohidratos, proteínas 
y lípidos 
 
Con el fin de alcanzar el objetivo principal del presente proyecto, maximizar la productividad, velocidad 
y rendimiento de la producción de H2 de forma paralela, se decidió emplear la capacidad del modelo 
cúbico especial de Scheffe’ para describir las respuestas Hmax, Rmax y YH2 junto a la similitud de la 
influencia de las variables composicionales carbohidratos, proteínas y lípidos en las tres respuestas como 
herramientas de decisión en la configuración de los ensayos de optimización. 
 
Empleando los ajustes del modelo cúbico especial de Scheffe’ para cada una de las respuestas, se 
procedió a realizar los diagramas ternarios que se presentan las Figuras 4.14., 4.15. y 4.16., para Hmax, 
Rmax y YH2 respectivamente. Esto con el fin de comprender con un poco más de profundidad la influencia 
de cada una de las composiciones de biomoléculas en los tres objetivos de optimización.  
 

Bondad de ajuste: 
R2: 0.7464 
R2adj: 0.6569 
 
Parámetros: 
𝝱1= 4.21 
𝝱2= -0.05 
𝝱3= -0.21 
𝝱12= 11.13 
𝝱13= -0.05 
𝝱23= -81.37 
𝝱123= 351.78 

 
Figura 4.14. Diagrama Ternario. Hmax (mL H2/Lreactor). vs. C, P y L. 

 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.6699  
R2adj: 0.5534 
 
Parámetros: 
𝝱1= 4.21 
𝝱2= -0.05 
𝝱3= -0.21 
𝝱12= 11.13 
𝝱13= -0.05 
𝝱23= -81.37 
𝝱123= 351.78 

 

 
Figura 4.15. Diagrama Ternario. Rmax (NL H2/LReactor/día) . vs. C, P y L. 
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Bondad de ajuste: 
R2: 0.7120 
R2adj: 0.6103 
 
Parámetros: 
𝝱1= 1.20 
𝝱2= 0.00 
𝝱3= -0.02 
𝝱12= -0.86 
𝝱13= -1.53 
𝝱23= -3.78 
𝝱123= 30.40 

 
Figura 4.16. Diagrama Ternario. YH2 (mol H2/mol glucosa).  vs. C, P y L. 

 
Las líneas de contorno estimadas por el modelo cúbico especial de Scheffe’ sobre los diagramas 
ternarios, sugieren que los valores óptimos de las composiciones en el proceso para maximizar Hmax, 
Rmax y YH2 se encuentran entre 49% a 79% en términos de composición de carbohidratos, y entre 10 y 
28% en términos de composición de lípidos y proteínas, situación que va de la mano, con lo descrito en 
estudios previos, donde se destaca que los carbohidratos son mejores sustratos que las proteínas y los 
lípidos para la producción de hidrógeno (Alibardi & Cossu, 2016; Dong et al., 2009). 
 
Con base en estos resultados y la solución analítica del modelo cúbico especial de Scheffe empleando 
los estimadores determinados para cada una de las respuestas (Figuras 4.14., 4.15. y 4.16.) se decidió 
agregar paulatinamente nuevos niveles más al diseño experimental DCC2, manteniendo la concentración 
de carbohidratos en 15 g/L como se presenta en la Tabla 4.7. 
 
Con los datos de las respuestas Hmax, Rmax y YH2 obtenidos a partir de la modificación del diseño 
experimental DCC2, se realizaron nuevos ajustes al modelo descrito por la Ecuación 3.9. El análisis 
estadístico del modelo de datos composicionales para el objetivo Hmax, ajustó en menor medida en 
comparación con el primer ajuste realizado, con coeficientes de determinación R2 y R2

adj de 0.7464 y 
0.6569 respectivamente. Este ajuste del modelo soporta el primer análisis realizado, donde se estima que 
los valores óptimos de las composiciones en el proceso para maximizar las respuestas se encuentran entre 
49% a 79% en términos de composición de carbohidratos, y entre 10 y 28% en términos de composición 
de lípidos y proteínas.  
 
Se puede observar que la modificación de las composiciones del sustrato, aumentó la productividad 
máxima del sistema significativamente, pasando de productividades de 839 ± 57 NmL H2/Lreactor con 
composiciones de 37.5 % de carbohidratos, 25 % de proteínas y 37.5% de lípidos a 2605 ± 54 NmL 
H2/Lreactor con composiciones de 56 % de carbohidratos, 22 % de proteínas y 22 % de lípidos como se 
presenta en la Figura 4.17. 
 
Los resultados demuestran que el uso de la metodología de análisis composicional para maximizar este 
objetivo en el sistema fue exitoso, pues aunque no se logró determinar las composiciones óptimas para 
maximizar la respuesta Hmax, el empleo del modelo cúbico especial de Scheffe’ como herramienta de 
optimización para la respuesta Hmax, permitió un aumento neto de la producción de H2 de 1543 NmL 
H2/Lreactor empleando la misma concentración de carbohidratos, lo que se traduce aproximadamente en 
210 % más productividad  por volumen de reactor en el sistema. 
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Tabla 4.7. Modificación y transformaciones del DCC2. 
 

Carbohidratos (g/L) Proteínas (g/L) Lípidos (g/L) % Carbohidratos % Proteínas % Lípidos 

15 10 15 37.50 25.00 37.50 

15 10 10 42.90 28.60 28.60 

10 10 20 25.00 25.00 50.00 

15 15 15 33.30 33.30 33.30 

15 15 10 37.50 37.50 25.00 

10 20 20 20.00 40.00 40.00 

10 20 10 25.00 50.00 25.00 

0 0 0 0.00 0.00 0.00 

0 15 0 0.00 100.00 0.00 

0 0 15 0.00 0.00 100.00 

15 0 0 100.00 0.00 0.00 

15 7.5 10 0.46 0.23 0.31 

15 7.5 7.5 0.50 0.25 0.25 

15 6 6 0.56 0.22 0.22 

15 1 10 0.58 0.04 0.38 

15 10 1 0.58 0.38 0.04 

 

Bondad de ajuste: 
R2: 0.7120 
R2adj: 0.6103 
 
Parámetros: 
𝝱1= 1.20 
𝝱2= 0.00 
𝝱3= -0.02 
𝝱12= -0.86 
𝝱13= -1.53 
𝝱23= -3.78 
𝝱123= 30.40 

 
Figura 4.17. Diagrama Ternario. Hmax. vs. C, P y L. 
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El análisis estadístico del modelo de datos composicionales para el objetivo Rmax, ajustó en menor medida 
en comparación con el primer ajuste realizado, con coeficientes de determinación R2 y R2

adj de 0.6699 y 
0.5534 respectivamente. 
 
El ajuste del objetivo Rmax bajo la modificación del diseño DCC2 soporta el primer análisis realizado, 
donde se estima que los valores óptimos de las composiciones en el proceso para maximizar las 
respuestas se encuentran entre 49% a 79% en términos de composición de carbohidratos, y entre 10 y 
28% en términos de composición de lípidos y proteínas.  
 
Se puede observar que la modificación de las composiciones en el sustrato, aumentó la tasa específica 
máxima de producción de H2 significativamente, pasando de velocidades de 3.4 ± 0.7 NL H2/LReactor/día 
con composiciones de 37.5 % de carbohidratos, 25 % de proteínas y 37.5% de lípidos a 14.8 ± 1.4 NL 
H2/LReactor/día con composiciones de 56 % de carbohidratos, 22 % de proteínas y 22 % de lípidos como 
se presenta en la  Figura 4.18. 
 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.6699  
R2adj: 0.5534 
 
Parámetros: 
𝝱1= 4.21 
𝝱2= -0.05 
𝝱3= -0.21 
𝝱12= 11.13 
𝝱13= -0.05 
𝝱23= -81.37 
𝝱123= 351.78 

 
Figura 4.18. Diagrama Ternario. Rmax. vs. C, P y L. 

 
Al igual que ocurrió con el objetivo Hmax, aunque no se logró determinar las composiciones óptimas para 
maximizar la respuesta Rmax bajo las condiciones de experimentación empleadas, los resultados 
demuestran que el uso de la metodología de análisis composicional para maximizar este objetivo en el 
proceso fue exitoso, pues al emplear el modelo cúbico especial de Scheffe’ como herramienta de 
optimización para la respuesta Rmax, hubo un aumento neto de la tasa máxima específica de producción 
de H2 de 11.4 NL  H2/LReactor/día empleando la misma concentración de carbohidratos, lo que se traduce 
en al rededor 335 % más velocidad de producción de H2 en el sistema.  
 
El análisis estadístico del modelo de datos composicionales para el objetivo YH2, ajustó en menor medida 
en comparación con el primer ajuste realizado, con coeficientes de determinación R2 y R2

adj de 0.7120 y 
0.6103 respectivamente. 
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La modificación del diseño DCC2 soporta el primer análisis realizado, donde se estima que los valores 
óptimos de las composiciones en el proceso para maximizar Hmax, Rmax y YH2 se encuentran entre 49% a 
79% en términos de composición de carbohidratos, y entre 10 y 28% en términos de composición de 
lípidos y proteínas.  
 
Se puede observar que la modificación de las composiciones en el sustrato, aumentó el rendimiento de 
producción de H2 significativamente, pasando de rendimientos de 0.51 ± 0.04 mol H2/mol glucosa con 
composiciones de 37.5 % de carbohidratos, 25 % de proteínas y 37.5% de lípidos a 1.48 ± 0.24 mol 
H2/mol glucosa con composiciones de 56 % de carbohidratos, 22 % de proteínas y 22 % de lípidos como 
se presenta en la  Figura 4.19. 
 

Bondad de ajuste:   
R2: 0.7120  
R2adj: 0.6103 
 
Parámetros: 
𝝱1= 1.20 
𝝱2= 0.00 
𝝱3= -0.02 
𝝱12= -0.86 
𝝱13= -1.53 
𝝱23= -3.78 
𝝱123= 30.40 

 
Figura 4.19. Diagrama Ternario. YH2. vs. C, P y L. 

 
Del mismo modo que ocurrió con los objetivos Hmax y Rmax, aunque no se logró determinar las 
composiciones óptimas para maximizar la respuesta YH2 bajo las condiciones de experimentación 
empleadas, los resultados demuestran que el uso de la metodología de análisis composicional para 
maximizar este objetivo en el proceso fue exitoso, pues al emplear el modelo cúbico especial de Scheffe’ 
como herramienta de optimización para la respuesta YH2, hubo un aumento neto en el rendimiento de la 
producción de H2 de 0.97 de mol H2/mol glucosa empleando la misma concentración de carbohidratos, 
lo que se traduce en al rededor 190 % más rendimiento de producción de H2 en el sistema.  
 
Al comparar el rendimiento de producción alcanzado (1.48 ± 0.24) con el límite de Thauer (4 de mol 
H2/mol glucosa), es evidente que el valor dista en gran medida del máximo teórico (Cabrol et al., 2017; 
Dong et al., 2009). 
 
Esta situación puede justificarse debido a que algunos parámetros operativos como el pH y la agitación 
no estuvieron optimizados durante la operación del sistema; pues además de no haberse implementado 
un sistema de control de pH y contar con un sistema de agitación poco robusto en el equipo AMPTS II, 
el pH al inicio del proceso fue de 7.5, valor equidistante del 5.5 óptimo determinado por muchos autores 
(K. S. Fan et al., 2006; Y. Fan et al., 2008; M. Li et al., 2008).  
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4.2.4. Influencia de los componentes del sustrato en los objetivos de optimización Hmax, Rmax y YH2 
 
Los análisis de superficie de respuesta y de datos composicionales, demostraron que las proteínas y los 
lípidos, al igual que los carbohidratos, tienen influencia en la productividad máxima del proceso, 
independientemente de su papel como sustrato directo en la producción de H2, del mismo modo, se 
demostró su influencia en la velocidad y rendimiento de la producción de hidrógeno, como se presenta 
en la Tabla 4.8. 
 

Tabla 4.8. Resultados de Hmax, Rmax y YH2 en la totalidad de los ensayos realizados. 
 

C 
(g/L) 

P 
(g/L) 

L 
(g/L) %C %P %L C:P C:L Hmax (NmL 

H2/LReactor ± s) 
Rmax (NL 

H2/LReactor/día ± s) 
YH2 (mol H2/mol 

glucosa) 

15 10 15 37.5 25.0 37.5 1.5 1 839 ± 57 3.4 ± 0.7 0.51 ± 0.04 

15 10 10 42.9 28.6 28.6 1.5 1.5 1639 ± 60 7.8 ± 0.5 1 ± 0.03 

10 10 20 25.0 25.0 50.0 1 0.5 337 ± 75 1.2 ± 0.2 0.31 ± 0.07 

15 15 15 33.3 33.3 33.3 1 1 1362 ± 138 6.5 ± 0.3 0.84 ± 0.09 

15 15 10 37.5 37.5 25.0 1 1.5 1137 ± 51 4.9  ± 1.8 0.71 ± 0.03 

10 20 20 20.0 40.0 40.0 0.5 0.5 744 ± 180 3.2 ± 0.9 0.69 ± 0.19 

10 20 10 25.0 50.0 25.0 0.5 1 583 ± 95 2.3 ± 0.6 0.55 ± 0.09 

15 7.5 10 46.2 23.1 30.8 2 1.5 1518 ± 269 8.1 ± 3.2 0.96 ± 0.18 

15 7.5 7.5 50.0 25.0 25.0 2 2 1980 ± 113 11.8 ± 0.6 1.23 ± 0.07 

15 6 6 55.6 22.2 22.2 2.5 2.5 2605 ± 54 14.8 ± 1.4 1.48 ± 0.24 

15 1.9 2.13 78.8 10.0 11.2 7.9 7.0 986 ± 26 4.9 ± 0.6 0.60 ± 0.01 

15 1 10 57.7 3.8 38.5 15 1.5 1019 ± 127 4.0 ± 0.9 0.62 ± 0.07 

15 10 1 57.7 38.5 3.8 1.5 15 1050 ± 27 6.1 ± 0.2 0.65 ± 0.05 

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 N/A N/A 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

0.0 10* 0.0 0.0 100.0 0.0 N/A N/A 32 ± 7 1 ± 0.1 0 ± 0 

0.0 15* 0.0 0.0 100.0 0.0 N/A N/A 53 ± 15 1.3 ± 0.1 0 ± 0 

0.0 0.0 10* 0.0 0.0 100.0 N/A N/A 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

0.0 0.0 15* 0.0 0.0 100.0 N/A N/A 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

10* 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 N/A N/A 1444 ± 28 4.4 ± 0.2 1.32 ± 0.01 

15* 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 N/A N/A 2206 ± 17 4.1 ± 0.0 1.29 ± 0.02 

C: carbohidratos; P: proteínas; L: lípidos. N/A: no aplica; *: Control. 

 
Los ensayos donde las concentraciones de proteínas y lípidos superaron el 37.4 % en el sustrato 
ofrecieron menores productividades en términos de Hmax, Rmax y YH2. Las bajas productividades en el 
sistema cuando las concentraciones de proteínas predominaron en el sustrato pueden tener varios 
justificantes. En primer lugar, el hecho de que la producción H2 a partir de estas moléculas no es viable 
como se discutió en la sección 4.1.2.; en segundo, la existencia de procesos catabólicos que consumen 
H2, como la desaminación reductiva (Ecuación 1.8); y en tercero, aunque no se midió experimentalmente, 
la acumulación de amoniaco producida por la degradación de las elevadas concentraciones de 
aminoácidos en los ensayos pudo desbalancear el pH intracelular y haber interferido en la productividad 
del proceso como se ha determinado en investigaciones previas  (Bundhoo y Mohee, 2016; Dong et al., 
2009; Wang et al., 2009). 
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En cuanto a los lípidos, aunado a la limitante termodinámica que no los hace un buen sustrato para la 
producción de H2, los lípidos presentan características que podrían afectar los sistemas de producción de 
H2 de manera biológica y química cuando se presentan en el proceso en concentraciones elevadas. La 
inhibición biológica tiene lugar mediante la restricción del transporte transmembrana cuando los LCFA 
se adhieren a la pared bacteriana e impiden la adecuada nutrición de los microorganismos (Dong et al., 
2009), por otra parte, se observó que al encontrarse en concentraciones por encima de 15g/L se forma 
una capa superficial que impide la adecuada liberación de los gases formados durante el proceso 
fermentativo como se presenta en la Figura 4.20., la cual potencialmente puede aumentar la PpH2 dentro 
del sistema, lo que hace termodinámicamente desfavorable los procesos de reducción de protones H+ 
llevados a cabo por las hidrogenasas NADH- [FeFe] y NADH-Fdred - [FeFe] mediante los cuales se 
produce la gran mayoría H2 en procesos FO (Bundhoo y Mohee, 2016). 
 

 
Figura 4.20. Biogás atrapado por capa superficial de lípidos en biorreactor del equipo AMPTS II 
 
De manera similar, la productividad de los sistemas puede verse comprometida cuando hay presentes 
LCFA instaurados, como en el caso del sustrato empleado (aceite de oliva), puesto que el hidrógeno 
generado por el sistema podría potencialmente emplearse en reacciones de hidrogenación en presencia 
de metales como Ni, Pd, Pt, Cu, Ag, Au/Rh, tal cual ocurre en los procesos de hidrogenación 
convencional (Ajzenberg, 2002; Johnstone, 1985). 
 
Las metodologías de superficie de respuesta y de análisis composicional de datos determinaron que 
relaciones C:P y C:L de 2.5 para el análisis de superficie de respuesta y composiciones de 55.6 % de 
carbohidratos, 22.2 % de proteínas y 22.2% de lípidos para análisis composicional de datos, ofrecieron 
productividades en términos de Hmax, Rmax y YH2 determinante superiores a todos los ensayos evaluados, 
incluyendo los controles para cada una de las biomoléculas.  
 
Este hecho puede deberse a que, aunque no juegan un papel directo en la producción de hidrógeno en el 
sistema, tanto las proteínas como los lípidos cumplen papeles elementales en el metabolismo y la 
fisiología bacteriana. Situación a la cual, en el presente trabajo de investigación se le atribuyen los 
marcados aumentos en la productividad, velocidad y rendimiento de producción alcanzados, a pesar de 
emplear las mismas concentraciones de carbohidratos en el sustrato (15g/L). 
 
Recientes investigaciones han demostrado que la presencia de ciertos aminoácidos en procesos de FO 
puede mejorar las productividades de H2. Sharma y Melkania, 2018 demostraron que la suplementación 
de metionina, alanina, histidina, citosina y lisina pueden mejorar las productividades de H2 en procesos 
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de FO, debido a que su biodisponibilidad puede mejorar el crecimiento y el desempeño fisiológico de 
HPB. 
 
Por otra parte, aunque no existen antecedentes de que los lípidos puedan mejorar la productividad de 
sistemas de FO, los resultados de la presente investigación demuestran que cuando las composiciones de 
lípidos en el sustrato son extremadamente bajas (3.8 %), manteniendo las concentraciones de 
carbohidratos, en valores cercanos al óptimo determinado (57.7 %), la productividad del sistema al 
disminuye alrededor de 40% en términos de productividad máxima de H2, 41% en términos de tasa 
específica máxima de producción y 43% en términos de rendimiento de producción de H2. 
 
4.2.3.5. Influencia de composición del sustrato en la remoción de materia orgánica  
 
En la Tabla 4.9. se presenta la capacidad de los sistemas para remover materia orgánica en términos de 
proporción de remoción de carbohidratos, proteínas, lípidos y DQO en los ensayos realizados. 
 

Tabla 4.9. Remoción de carbohidratos, proteínas, lípidos y DQO en ensayos. 
 

C 
(g/L) 

P 
(g/L) 

L 
(g/L) %C %P %L Remoción de C 

 (% ± s) 
Remoción de P 

(% ± s) 
Remoción de L 

(% ± s) 
Remoción de 
DQO (% ± s) 

15 10 15 38 25 38 98.7 ± 0.7 37 ± 6.0 20.6 ± 4.5 66 ± 2.7 

15 10 10 43 29 29 98.7 ± 0.0 35 ± 8.8 38.2 ± 5.7 57.6 ± 6.1 

10 10 20 25 25 50 98.5 ± 1.9 42 ±1.8 34.1 ± 1.4 78.3 ± 0.1 

15 15 15 33 33 33 98 ± 0.8 43.5 ±8.7 35.3 ± 3.2 60.2 ± 3.4 

15 15 10 38 38 25 97.5 ± 0.5 60.3 ± 4.0 32.1 ± 5.0 57.5 ± 2.4 

10 20 20 20 40 40 97.1 ± 2.5 57.3 ± 4.8 33.8 ± 6.8 67.5 ± 0.8 

10 20 10 25 50 25 97.1 ± 1.1 47.6 ±2.8 54.6 ± 4.9 52.1 ± 0.5 

15 7.5 10 46 23 31 96.1 ± 1.2 42.3 ± 6.1 15.4 ± 0.6 59.1 ± 4.3 

15 7.5 7.5 50 25 25 97.3 ± 0.2 32.7 ± 0.0 24.8 ± 1.6 57.4 ± 0.4 

15 6 6 56 22 22 96.4 ± 1.5 31.7 ± 1.2 25.8 ± 6.8 53.3 ± 6.4 

15 1.9 2.13 79 10 11 97.0 ± 0.7 49.6 ± 4.1 35.9 ± 2.8 62.9 ± 1.8 

15 1 10 58 4 39 97.5 ± 0.5 36.6 ± 1.1 24.2 ± 3.2 57.3 ± 1.9 

15 10 1 58 39 4 99.3 ± 0.2 53.7 ± 2.6 40.6 ± 3.4 52.0 ± 2.8 

15* 0 0 100 0 0 91.5 ± 2.3 - - 97.0 ± 2.5 

10* 0 0 100 0 0 95.4 ± 2.5 - - 93.5 ± 2.5 

0 15* 0 0 100 0 - 39.9 ± 2.4 - 46.6 ± 1.9 

0 10* 0 0 100 0 - 46.2 ± 2.3 - 41.3 ± 2.1 

0 0 15* 0 0 100 - - 49.3 ± 1.2 70.2 ± 0.0 

0 0 10* 0 0 100 - - 55.2 ± 4.2 58.7 ± 3.5 

C: carbohidratos; P: proteínas; L: lípidos; *: Control 
 
La remoción de carbohidratos en todos los ensayos superó el 95% como se presenta en la Tabla 4.9. 
Estos resultados, además demostrar que el sistema tuvo una elevada capacidad de remoción de esta 
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biomolécula, lo cual se puede justificar debido a la elevada biodegradabilidad y afinidad de los 
microorganismos a la glucosa, evidencian que las composiciones de las biomoléculas no influyen en el 
grado de consumo de los carbohidratos en el sistema, pero sí en el grado de transformación de los 
carbohidratos a H2, como se demostró en las secciones anteriores.  
 
El rango de remoción de proteínas en los ensayos fue bastante amplio, se obtuvieron remociones entre 
el 30 y 60%, sin asociaciones marcadas entre las composiciones del sustrato y la capacidad de remoción 
de proteínas en el sistema como se presenta en la Tabla 4.9. 
 
 La remoción de lípidos en los ensayos, al igual que en el caso de las proteínas, presentó un rango bastante 
amplio, se obtuvieron remociones entre el 15 y 55%, sin asociaciones marcadas entre la composición de  
del sustrato y la capacidad de remoción de lípidos en el sistema como se presenta en la Tabla 4.9. 
 
 La remoción de materia orgánica en forma de DQO en todos los ensayos superó el 50% como se presenta 
en la Tabla 4.9., con rangos entre el 52 y 78%. Estas elevadas capacidades de remoción demostradas 
pueden asociarse al elevado consumo de carbohidratos alcanzado en todos los ensayos, debido a la 
afinidad de los microorganismos a la glucosa como se describió en apartados anteriores. 
 
4.2.3.6. Productos de fermentación 
 
La producción de AGVs en los ensayos de fermentación fue bastante variada, con rangos que estuvieron 
desde concentraciones 12.9 ± 2.3 gO2/Lreactor alcanzados con el ensayo (50% de carbohidratos y 25% de 
proteínas y lípidos) a concentraciones de 20.1 ± 1.6 gO2/Lreactor alcanzados con el ensayo de 20% de 
carbohidratos y 40% de proteínas y lípidos.  
 
A pesar de que sí existen diferencias significativas entre la producción de AGVs de los ensayos con 
distintas concentraciones de materia orgánica en el sustrato como se presenta en la Figura 4.21., se 
prescindió de esta asociación mediante un análisis de regresión lineal, el cual permitió descartar la 
existencia de una asociación entre la concentración de DQO inicial (gO2/L) en el sustrato y la generación 
de productos de fermentación en forma de AGVs (gO2/L) con coeficientes de determinación R2 y R2

adj 

de 0.4571 y 0.4406 respectivamente. 

 
Figura 4.21. Regresión lineal entre concentración de materia orgánica del sustrato y producción 

de AGVs. 
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La composición de AGVs en los ensayos evidencia la presencia de procesos metabólicos de fermentación 
acido-mixta, con un perfil de etanol, acetato, propionato, isobutirato, butirato e isovalerato bastante 
diverso, como se presenta en la Tabla 4.10. y la Figura 4.22.  

Tabla 4.10. Composición de AGVS en los distintos ensayos fermentativos 
 

Composición 
de 

biomoléculas 
Composición de productos de fermentación (% ± s) 

%
C 

%
P 

%
L Acetona Etanol Butanol Acetato Propionato Isobutirato Butirato Valerato Isovalerato Caproato 

38 25 38 0.3 ± 0.4 11.2 ± 4.7 0.3 ± 0.2 28.7 ± 0.7 23.9 ± 12.4 3.3 ± 0.3 28.8 ± 7.5 0.5 ± 0.3 2.9 ± 0.2 0.1 ± 0.1 

43 29 29 0.0 ± 0.0 4.7 ± 0.5 0.9 ± 0.1 37.0 ± 1.9 9.6 ± 2.0 3.1 ± 0.1 41.4 ± 0.3 0.0 ± 0.0 3.4 ± 0.6 0.0 ± 0.0 

25 25 50 0.0 ± 0.0 4.2 ± 2.0 0.3 ± 0.0 32.1 ± 7.1 27.9 ± 0.5 3.8 ± 0.0 27.3 ± 7.9 0.1 ± 0.1 4.2 ± 0.7 0.0 ± 0.0 

33 33 33 0.5 ± 0.0 6.3 ± 0.5 0.3 ± 0.1 39.7 ± 0.1 17.3 ± 2.0 3.8 ± 0.1 27.6 ± 2.2 0.1 ± 0.1 4.4 ± 0.0 0.1 ± 0.1 

38 38 25 0.5 ± 0.1 4.9 ± 0.9 0.5 ± 0.1 47.2 ± 13.8 7.1 ± 1.6 3.8 ± 0.3 31.4 ± 12.0 0.0 ± 0.0 4.6 ± 0.9 0.0 ± 0.0 

20 40 40 0.4 ± 0.0 4.2 ± 0.7 0.4 ± 0.0 57.4 ± 4.4 8.2 ± 1.0 5.1 ± 0.1 18.5 ± 3.2 0.0 ± 0.0 5.8 ± 0.6 0.0 ± 0.0 

25 50 25 0.6 ± 0.1 8.0 ± 0.4 0.5 ± 0.1 31.6 ± 3.5 13.4 ± 2.5 6.5 ± 0.0 32.5 ± 1.4 0.0 ± 0.0 6.9 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

46 23 31 0.0 ± 0.0 9.6 ± 1.0 0.7 ± 0.0 48.8 ± 5.1 8.1 ± 2.8 3.3 ± 0.2 25.5 ± 0.6 0.3 ± 0.1 3.6 ± 0.3 0.0 ± 0.0 

50 25 25 0.0 ± 0.0 6.3 ± 0.6 0.8 ± 0.3 52.8 ± 1.2 5.3 ± 0.0 3.2 ± 0.3 27.7 ± 1.2 0.2 ± 0.1 3.4 ± 0.1 0.0 ± 0.0 

56 22 22 0.0 ± 0.0 5.7 ± 0.7 0.7 ± 0.0 48.8 ± 2.1 4.8 ± 0.6 3.0 ± 0.2 32.4 ± 0.2 0.6 ± 0.2 3.5 ± 0.0 0.1 ± 0.1 

79 10 11 0.0 ± 0.0 8.5 ± 0.0 0.8 ± 0.1 35.2 ± 0.9 17.5 ± 0.9 6.2 ± 0.4 28.1 ± 0.0 0.8 ± 0.1 2.7 ± 0.4 0.2 ± 0.0 

58 4 39 0.0 ± 0.0 8.7 ± 0.1 0.3 ± 0.1 36.9 ± 0.6 15.9 ± 0.1 3.1 ± 0.2 26.8 ± 0.4 0.4 ± 0.1 7.5 ± 0.1 0.2 ± 0.1 

58 39 4 0.0 ± 0.0 7.4 ± 0.4 0.5 ± 0.0 40.0 ± 0.4 14.0 ± 0.1 4.0 ± 0.1 26.7 ± 0.4 0.6 ± 0.0 6.5 ± 0.3 0.0 ± 0.1 

100 0 0 0.0 ± 0.0 17.1 ± 0.6 0.8 ± 0.1 40.3 ± 0.6 3.1 ± 0.2 1.6 ± 0.1 39.4 ± 1.0 0.3 ± 0.0 1.6 ± 0.1 0.2 ± 0.1 

0 100 0 0.0 ± 0.0 1.8 ± 0.3 0.4 ± 0.0 56.4 ± 1.3 16.7 ± 0.3 9.8 ± 1.7 23.3 ± 1.2 0.7 ± 0.0 11.8 ± 0.5 0.6 ± 0.0 

0 0 100 0.6 ± 0.9 0.0 ± 0.0 0.4 ± 0.2 48.6 ± 1.1 14.1 ± 0.1 4.6 ± 1.7 20.8 ± 1.3 1.4 ± 0.3 8.6 ± 0.1 1.0 ± 0.2 

 
 

Figura 4.22. Composición de AGVS (%) en los distintos ensayos fermentativos. 
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Asociación entre Hmax y la generación de acetato y butirato como productos de fermentación 
 
Se determinó una relación de tipo exponencial entre la productividad máxima de hidrógeno en los 
ensayos y la sumatoria de las proporciones de acetato y butirato en los productos de fermentación como 
se presenta en la Figura 4.23 

 
 

Figura 4.23. Regresión no lineal entre Hmax y proporción de acetato y butirato en los productos 
de fermentación 

 
Se realizó un análisis de regresión no lineal, donde se demuestra por medio de la función descrita en la 
Ecuación 4.1., y coeficientes de determinación R2 y R2

adj de 0.7971 y 0.787 respectivamente, que el 
aumento de la proporción de ácido acético y butírico en los productos de fermentación se asoció a 
incrementos en la productividad máxima del sistema. 
 

𝑓(𝑥) = 	𝑎 ∗ 𝑒(�∗_)	
 

Los parámetros de ajuste a la Ecuación 4.1. con un 95% de confianza son: a = 1169 (1022, 1317) y b = 
0.4231 (0.3177, 0.5285). Esta situación puede justificarse gracias a que las rutas metabólicas de 
fermentación acética y butírica en procesos de FO son las que derivan la producción de hidrógeno en los 
sistemas, como lo describen las ecuaciones 1.2., 1.3. y 1.4. definidas en el marco teórico del presente 
trabajo de investigación (Dong et al., 2009) 
 
Asociación entre Hmax y la generación de propionato como producto de fermentación 
 
Del mismo modo que se correlacionó la proporción de acetato y butirato en los productos de 
fermentación con la productividad máxima del sistema. Se determinó una relación de tipo exponencial 
entre la productividad máxima de hidrógeno y la concentración de propionato en términos de DQO 
equivalente (mg O2/L) los ensayos como se presenta en la Figura 4.24. 
 
Se realizó un análisis de regresión no lineal, donde se demuestra por medio de la función descrita en la 
ecuación 4.1., y coeficientes de determinación R2 y R2

adj de 0.8176 y 0.8089 respectivamente, que cuando 
la generación de ácido propiónico aumenta en los productos de fermentación, la productividad máxima 
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del sistema se ve afectada. Los parámetros de ajuste a la ecuación exponencial Ecuación 4.2.3.6.1. con 
un 95% de confianza son: a = 1141 (1006, 1276) y b = -0.4762 (-0.589, -0.3634). 

 
Figura 4.24. Regresión no lineal entre Hmax y generación de propionato en los productos de 

fermentación 
 
La correlación identificada por el análisis de regresión no lineal está de acuerdo con lo determinado por 
un amplio número de investigaciones previas, donde se ha definido de manera general que la producción 
de ácido propiónico es un problema grave en sistemas continuos y discontinuos de FO para la producción 
de hidrógeno, como en el presente trabajo de investigación. Esta asociación se justifica debido al 
consumo de equivalentes reductores por microorganismos productores de propionato que impiden su uso 
por para la síntesis de H2 por las rutas PFOR y PFL (Bundhoo y Mohee, 2016; Cabrol et al., 2017; 
Sivagurunathan et al., 2014). A continuación, en la Tabla 4.11. se presentan algunas estrategias 
implementadas para impedir la acumulación de propionato en sistemas de FO, las cuales van desde 
operaciones en condiciones de termofilia hasta cambios en los regímenes de operación. 
 
Tabla 4.11. Estrategias implementadas para reducir la inhibición por propionato en sistemas de 

FO. 

Sustrato 
Concentración de 
propionato (g/L) 

Inhibición de YH2  

(mol H2/mol glucosa) Estrategia Referencias 
I* N.I* I* N.I* 

Almidón trigo 
y otros 0.77 0.15 0.5 1.87 Disminución TRH y 

gasificación con N2 
(Hussy et al., 

2003) 

Sucrosa 3.47 1.05 0.06 0.08 Cambio de operación 
de lote a continuo 

Kim et al., 2008 
( Kim et al., 

2008) 
Agua residual 
industria de 

bebidas 
2.36 0.73 1.04 1.68 

Variación de 
temperatura de 37 a 

45ºC 

(Sivagurunathan 
et al., 2014) 

Sustrato 
sintético 2.2 0.4 0.3 1.48 

Adecuación de 
biomoléculas del 

sustrato 
Este trabajo 

* I: inhibición; N.I: no inhibición 
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La adecuación de los componentes del sustrato en términos de carbohidratos, proteínas y lípidos, 
permitió reducir efectivamente la acumulación de propionato en los ensayos, pasando de 2.2 g/L a 0.4g/L 
como se presenta en la Tabla 4.11. Esta estrategia permitió mejoras sustanciosas en el rendimiento de 
producción de hidrógeno en el sistema pasando de 0.3 a 1.48 mol H2/mol glucosa, lo que se traduce en 
mejoras alrededor de 393%. Situación comparable con estrategias como la termofilia a 60 ºC, cambios 
en TRH y gasificación con N2, y cambios de operación de lote a continuo, entre otros, como se presenta 
en la Tabla 4.11. 
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5. Conclusiones 
 
Se determinó la influencia de la composición del sustrato sobre la producción de hidrógeno en un sistema 
discontinuo de fermentación oscura encontrando que existe una influencia significativa de los 
componentes del sustrato en forma de carbohidratos, proteínas y lípidos sobre la productividad máxima, 
tasa específica máxima y rendimiento de la producción de hidrógeno. 
 
La concentración de carbohidratos influyó en la productividad máxima de los procesos, no obstante, no 
se evidenció una influencia significativa de la concentración de esta biomolécula en la tasa máxima 
específica y rendimiento de la producción de hidrógeno. 
 
El uso de las metodologías de optimización empleadas para maximizar la productividad de hidrógeno en 
los sistemas permitió la definición de composiciones iniciales de carbohidratos, proteínas y lípidos que 
pueden aumentar la productividad máxima en 210%, la velocidad en 335% y el rendimiento de 
producción en 190%. 
 
Se determinó que los procesos de remoción de materia orgánica y la generación de metabolitos 
secundarios no están asociados a la concentración de materia orgánica en el sustrato debido a que 
componentes orgánicos como las proteínas y los lípidos no son metabolizados totalmente. 
 
La composición de carbohidratos, proteínas y lípidos en el sustrato, además de estar relacionada con la 
productividad de hidrógeno de los sistemas de FO, está relacionada exponencialmente con la producción 
de metabolitos secundarios como acetato, butirato y propionato. 
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6. Recomendaciones 
 
 
Implementar la estrategia de optimización ejecutada en la presente investigación empleando sustratos 
reales mediante estrategias de codigestión.  
 
Determinar el efecto de los carbohidratos, las proteínas y los lípidos en la productividad y estabilidad de 
reactores acidogénicos operados en régimen continuo. 
 
Identificar si las diferencias de productividad están asociadas a procesos físico-químicos del sistema o a 
cambios poblaciones y/o fisiológicos microbianos. 
 
Determinar el efecto de las composiciones de carbohidratos, proteínas y lípidos en procesos de inhibición 
como la acumulación de amoniaco e incrementos de la PpH2 dentro de los sistemas. 
 
Emplear los efluentes del proceso en celdas de electrólisis microbiana o reactores metanogénicos con el 
fin de incrementar el poder calorífico de los residuos. 
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8. Anexos 
Anexo A Medio mineral 
 
Solución A (Medio mineral)  
 
En la Tabla A.1. se presenta la concentración de los distintos compuestos empleados como fuente de 
nutrientes y capacidad buffer durante las tres etapas experimentales .(Davila-Vazquez et al., 2009). 
 

Tabla A.1. Concentración de sales y nutrientes en los ensayos de producción de biohidrógeno. 
 

Compuesto Concentración final en ensayos (mg/L) 
Na2HPO4 11900 

NH4H2PO4 4500 
K2HPO4 125 
MgCl2 100 
ZnCl2 75 

FeSO4 * 6H2O 25 
MnSO4 * 7H2O 15 

Na2MoO4 * 2H2O 12.5 
CuSO4 * 5H2O 5 
CoCl2 * 8H2O 3 

Agua destilada 1L 
Adaptado de Davila-Vazquez et al., (2009) 
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Anexo B Características de la FORSU 
 
Características de la FORSU 
 
En la Tabla A.2 se presentan promedio y desviaciones estándar de las características de muestras FORSU 
de 14 ciudades en ocho países, con base en reportes realizados por diferentes autores (Campuzano-
Ángeles, 2015). 
 
Tabla A.2. Promedios de las características de la FORSU en distintos países 
 

pH* ST 
(%)* 

SV 
(%)* 

Composición elemental 
(%) ** Lípidos 

(%SV)  
Proteínas 

(%SV)  

Azúcares 
totales 
(%SV)  

 

Lignina 
(%SV)  

Fibras 
crudas 
(%SV)  

DQO 
(gO2/kg)* 

C H N S 

4.5 
± 

0.99 
23.7± 

6.9 
23.1± 

6.0 
46.6 

± 
4.7 

2.8 
± 

0.37 

6.7 
± 

0.68 

0.18 
± 

0.04 
15.2 ± 4.2 17.2 ± 4.0 55.1 1 ± 

13.4 
10.2 ± 
5.8 24.0 ± 8.1 368.6 ± 

141.11 

*: Valores reportados en base húmeda 
**: Valores reportados en base seca 
-Promedios calculados con base en datos de distintos países 
-Adaptado de (Campuzano, 2015) 
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Anexo C Conversión de masa a volumen 
 
Ecuación de conversión de masa a volumen 
 
Ecuación empleada para la conversión de masa (g) de aceite de oliva extra virgen a volumen (mL), 
considerando una densidad de 0.9172 a 20ºC (Mariotti, 2014) 
 

𝑃𝑒𝑠𝑜	𝑑𝑒	𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒	(𝑔) =
1

0.9172	 � 𝑔𝑚𝐿�
= 𝑚𝐿	𝑑𝑒	𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒 
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Anexo D Indicadores de ajuste a modelos 
 
Estadísticos empleados en el ajuste de los datos a los modelos 
 
Estadísticos empleados en el ajuste a los modelos de superficie de respuesta y de las formas canónicas 
de Scheffe’.  
 
Coeficiente de determinación R2 
 
 

𝑅4 =
𝑆𝑆�
𝑆𝑆�

= 	1 −
𝑆𝑆�
𝑆𝑆�

 

 
 
Donde, R2: coeficiente de determinación R2; SSR:suma de cuadrados debidos a la regresión; SST: suma 
corregida total de cuadrados ; SSE : suma de cuadrados debida al error.  
 
Coeficiente de determinación R2

adj 
 

𝑅4�)| = 	1 − �
𝑛 − 1
𝑛 − 𝑝�

𝑆𝑆�
𝑆𝑆�

 

 
 
Donde, R2

adj: coeficiente de determinación R2 ajustado; SSE : suma de cuadrados debida al error; SST: 
suma corregida total de cuadrados; p: es el número de coeficientes de regresión (incluyendo 
intervención); n es el número de observaciones. 
 
 

(Ecuación A.1.) 

(Ecuación A.2.) 
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