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RESUMEN

El crecimiento poblacional y el excesivo consumo de combustibles exponen de manera
inmediata una necesidad en busca de posibles alternativas para la produccion y uso de
nuevas energias como lo es el hidrogeno, de manera sostenible con el fin de brindar un
mejor futuro a las nuevas generaciones. Para tal fin, a nivel mundial se han venido
desarrollando diferentes metodologias y avances en este campo, que implican un gran
avance cientifico.

La utilizacién del hidrégeno puede ser una de las alternativas energéticas al petréleo que
permita sortear los problemas ambientales que plantea el actual uso de combustibles
fésiles, que es insostenible. Es por esto que con este trabajo se pretende desarrollar una
metodologia en régimen Batch para la produccion de hidrogeno a partir del tratamiento
anaerobio de las aguas residuales de la industria cervecera.

Para poder cumplir con los objetivos de este proyecto, se realizd inicialmente una revision
de la literatura que comprende el periodo de 2003 a 2005 con el fin de tener diferente
informacién y de esta manera seleccionar las mejores referencias, desde el punto de vista
técnico y econémico. Posteriormente se realizé un montaje experimental que consistié en
aplicar la metodologia de la fermentacion oscura del agua residual de la industria
cervecera.

Se realizaron dos experimentos, en el primero se utiliz6 como sustrato el agua residual de
Bavaria y agua sintética asi como un inéculo proveniente del lodo del reactor UASB de
dicha empresa y en el segundo se utiliz6 los mismos sustratos e in6culo aumentando su
concentracion. Los resultados mostraron que hubo un mejor comportamiento en el
experimento 2, debido principalmente a la fermentacion de un volumen reaccional mayor
en comparacion con el montaje 1. Estos valores se comprobaron con los ensayos de
DQO y AVT cuyos resultados presentaron una disminucién y un aumento
respectivamente en cada ensayo durante los 17 dias de operacién. De lo anterior se
puede decir que la metodologia empleada en el experimento 2 es mas efectiva para
comenzar a explorar el estudio de la produccién de hidrogeno a partir de aguas residuales
de la Industria Cervecera utilizando fermentacion oscura.
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ABSTRACT

Population growth and excessive fuel consumption immediately exposed a need
for possible alternatives for the production and use of new energy sources such as
hydrogen, in a sustainable way in order to provide a better future for the new
generations. For this reason, all around the world have been developing different
methodologies and advances in this field, involving a scientific breakthrough.

The use of hydrogen can be one of energy alternatives to oil that allows to
circumvent the environmental problems posed by the current use of fossil fuels, is
unsustainable. That is why this work is to develop a methodology in batch system
for hydrogen production from anaerobic treatment of wastewater from the brewing
industry.

To achieve the objectives of this project, initially a literature review was made
covering the period from 2003 to 2005 in order to have different information and
thus select the best references, from the standpoint of technical and economic.
Later an experimental mounting was performed which consisted of applying the
methodology of the dark fermentation of waste water from the brewing industry.

The results showed higher performance in assembling number 2, where a higher
volume was fermented reaction compared assembly number 1, which was proved
by tests AVT COD and the results showed a decrease and increase respectively in
each test during 17 days of operation also achieved a better control of the
influential parameters in the process, making this a viable methodology for the
production of hydrogen from the dark fermentation.
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INTRODUCCION

El hidrogeno se ha venido posicionando como una alternativa  viable,
demostrando grandes ventajas, ya que es limpio, renovable, presenta un alto
contenido energético, se puede acumular, no genera impacto ambiental y lo que
mas llama la atencion, es la posibilidad de reutilizar desechos organicos, que se
presentan en un buen porcentaje en las aguas residuales.

Este documento, presenta una revision de la literatura sobre la produccion de
hidrégeno y adicionalmente se quiere dar a conocer un analisis experimental,
basado en una de las mas eficientes metodologias para la produccion de
hidrégeno, como lo es la fermentacion oscura, buscando las condiciones optimas
para su buen desarrollo.
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1. ESTUDIO DE L A PRODUCCION DE HIDROGENO EN REGIMEN BATCH
CON AGUA RESIDUAL PROVENIENTE DE LA INDUSTRIA
CERVECERA.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por medio de diferentes estudios realizados desde varios afos atras, se han
conocido diversas metodologias para la produccién de bio-hidrégeno.

En este proyecto se empled una metodologia ya establecida para la produccion de
hidrogeno, utilizando aguas residuales, en especifico las de la industria cervecera.
Esta industria ocupa uno de los renglones mas importantes en la economia del
pais por tanto; recuperar un subproducto en la degradacion de las aguas
residuales, representaria un aporte importante para este sector, asi como para la
Ingenieria Sanitaria. Con base en esto, el problema que se pretende resolver es:

¢Es posible producir hidrogeno a partir del tratamiento anaerobio de aguas
residuales de la industria cervecera?

1.2. JUSTIFICACION

Frente a toda la problematica de energética a nivel mundial y a la necesidad de
buscar una solucién, actualmente se vienen desarrollando diferentes procesos
experimentales en busca de un desarrollo éptimo en la generacién de hidrégeno a
partir de la utilizacion de diversas aguas residuales. Por tal motivo se pretende por
medio de una metodologia que se basa en la fermentacion de oscura de agua
residual de la industria cervecera, determinar las condiciones mas viables para
producir hidrégeno.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Realizar un andlisis experimental en reactores en régimen Batch para determinar
la produccién de hidrégeno con agua residual de la industria cervecera.

1.3.2. Objetivos especificos
Realizar una revision bibliogréafica de la produccién de hidrogeno en el periodo

2003- 2005.

Determinar por medio de los valores de DQO y AVT la produccion indirecta de
hidrogeno utilizando inoculo sin previa adaptacion.

14



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. GENERALIDADES

Los estudios de generacion de hidrogeno se han enfocado principalmente en la
busqueda de diferentes tecnologias que maximicen los rendimientos de
produccién, explorando las condiciones de operacion éptimas para el desarrollo
del mismo.

En la revision se categoriza la informacion en cuatro grupos que se describen a
continuacion.

2.1.1. Procesos quimicos

Este proceso puede ser empleado mediante dos métodos. El primero de ello es
usando molibdeno el cual se basa en la implementacion de un catalizador que
contiene molibdeno que al entrar en contacto con el agua genera varias
reacciones encadenadas que separan de manera sencilla las moléculas de agua
en hidrégeno y oxigeno. Este proceso tiene como ventaja que es economico
(Anukard’s Weblog, 2012).

El segundo es mediante la implementacion de boro, el cual en contacto con el
agua puede crear hidrégeno en forma gaseosa. Teniendo como ventaja la
reutilizacion del mismo ya que tras su uso (para crear energia mecanica para el
vehiculo) vuelve a emitir boro que puede utilizarse de nuevo, con el fin de ir
generando un ciclo (Anukard’s Weblog, 2012).

2.1.2. Procesos fisicos

Este proceso esta basado en la implementacién de la electrdlisis del agua, la cual
ha sido hasta ahora la Unica técnica comercializable para producir hidrégeno a
partir de combustibles no fésiles. El principal desafio que enfrenta esta tecnologia
es la seleccibn de materiales que posibiliten la produccién de hidrégeno
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econémica y eficaz. El material mas estudiado es el niquel, sus aleaciones y
compuestos, ya que muestra una buena actividad electro-catalitica, durabilidad
aceptable y bajo precio. Los esfuerzos actuales estan dirigidos a mejorar el
desempeiio de los electrodos de base N;, y para ello es necesario mantener una
alta actividad catalitica a la reaccion de evolucion de H,, aumentando la superficie
especifica, logrando una alta hidrofilicidad de la superficie para facilitar el
desprendimiento de las burbujas de gas generadas (Stoklusa et al, 2012). Su
desventaja es el alto requerimiento de electricidad lo cual es un poco costoso.

2.1.3. Procesos biolégicos

El biohidrogeno denominado de esta manera debido a su obtencion por medio de
procesos bioldgicos puede ser producido mediante la utilizacion de diferentes
bacterias provenientes principalmente de sedimentos y lodos (aerobios o
anaerobios). Por ende los procesos biolégicos han sido utilizados desde hace
tiempo para el tratamiento de aguas residuales. Estos se pueden dividir, de
acuerdo al aceptor final de electrones involucrado en la via metabdlica de los
microorganismos, en dos procesos: procesos aerobios, en los cuales el oxigeno
es el principal aceptor de electrones y los anaerobios que funcionan en ausencia
de oxigeno. (Gujer & Zenhder, 1983).

Asi mismo los procesos de produccion de hidrogeno biolégico se pueden clasificar
en tres categorias principales: Biofotdlisis (empleando algas y cianobacterias), foto
fermentacion (descomposicion de compuestos organicos por bacterias
fotosintéticas) y fermentacion oscura (produccién de hidrogeno fermentativo por
medio de la descomposicion de materia organica), (Hallenbeck & Ghosh, 2009),
los cuales seran referidos de manera breve a continuacion.

A. Biofotdlisis: También puede ser llamada foto-disociacion bioldgica del agua, el
cual se refiere a la conversion de agua y energia solar a hidrégeno y oxigeno
usando microorganismos, cominmente microalgas y/o cianobacterias.
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El hidrégeno se puede producir a través de la absorcion directa de la luz y la
transferencia de electrones a las enzimas hidrogenasa y/o nitrogenasa. Bajo
condiciones anaerobias o de excesiva energia, los excesos de electrones son
liberados por los microorganismos empleando la enzima hidrogenasa la cual
convierte los iones hidrogenasa a gas hidrégeno. Los protones y electrones
extraidos a través de las reacciones de division de agua son combinados por
cloroplastos hidrogenasa para formar gas hidrégeno molecular.

En los procesos de divisibn se produce también oxigeno, para prevenir la
acumulacién de oxigeno, se ha investigado en identificar algas y bacterias menos
sensitivas al oxigeno (Show et al, 2011)

Este método puede ser clasificado de la siguiente manera:

e Biofotdlisis directa:

Este es un proceso de produccion de hidrégeno y oxigeno
fotosintéticamente a partir de agua y luz solar (Ecuacion. 1). En él se usan
algunos microorganismos que constituyen las algas verdes, las cuales
requieren de un tiempo de incubacion anaerobia en oscuridad para inducir
la sintesis o la actividad de enzimas involucradas en el metabolismo del
hidrogeno, como las hidrogenasas reversibles e irreversibles (Daday, Platz,
& Smith, 2007), (Melis & Happe, 2001), (Weissman & Benemann, 1977).
Estas canalizan la produccién de dos protones (2H+) a hidrogeno gaseoso
(H2) mediante la siguiente reaccion (Jorquera , Hernandez , & Herrera ,
2003), (Levin, Pitt, & Love , 2004).

2H,0 — 2H,+ 0, (1)

Teniendo en cuenta que la hidrogenasa en este proceso no es tolerante al
oxigeno y que el proceso genera los dos gases en forma simultdnea
(hidrégeno y oxigeno), no es viable a lo largo del tiempo, sino se hacen
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ciertas modificaciones. (Bedoya, Castrillon, Ramirez, Vasquez, & Arias,
2008).

Este presenta como ventajas la utilizacion de sustratos con abundante
agua y productos simples, aunque como desventaja tiene una eficiencia
baja en conversion de luz, una sensibilidad de la enzima hidrogenasa frente
al oxigeno y un valor alto en su implementacién. (Sinha & Anjana, 2011),
(Aispuro Castro, 2011).

Biotolisis indirecta:

Se lleva a cabo por cianobacterias y algas verde- azules, donde a partir del
proceso fotosintético el CO, es fijado a sustratos ricos en hidrégeno
endogeno generando luego hidrégeno molecular cuando estos
microorganismos se incuban en condiciones anaerobias (Dutta, De,
Chauduri, & Bhattacharya, 2005).

6H,0 +6C0, » C.H,,0, +60, (2)

C.H,,0, +6H,0 = 12H, + 6C0, (3)

En el proceso se requiere un sistema de cultivo inicial para la fotosintesis
normal y otro sistema aparte para la generacion de hidrogeno (Kovacs,
Maréti, & Rakhely, 2006). Las cianobacterias poseen varias enzimas
involucradas directamente en el metabolismo del hidrogeno. La mas
importante, la nitrogenasa, cataliza la produccién de hidrogeno en el
proceso de fijacion del nitrégeno. Otra enzima es la hidrogenasa captadora,
la cual oxida el hidrégeno que sintetiza la nitrogenasa y, por ultimo, estan
las hidrogenasas bidireccionales que tienen la habilidad de oxidar y
sintetizar hidrégeno.

18



La produccién de hidrégeno por cianobacterias ha sido estudiada por cerca
de tres décadas y se ha revelado que la eficiente fotoconversién de agua
en hidrogeno es influenciada por muchos factores, siendo la intensidad de
luz el mas importante (Bedoya, Castrillon, Ramirez, Vasquez, & Arias,
2008).

Presenta como ventaja la habilidad de fijar el nitrogeno de la atmosfera y
como desventaja las hidrogenasas consumidoras de hidrogeno deben ser
removidas para detener la degradaciéon de hidrégeno (Aispuro Castro,
2011).

B. Fotofermentacion: Utiliza bacterias purpuras no sulfurosas que producen
hidrogeno, catalizado por la nitrogenasa bajo condiciones deficientes en Ny,
usando luz y compuestos reducidos, como acidos organicos, que muchas veces
estan contenidos en sustancias de desecho. (Bedoya, Castrillon, Ramirez,
Vasquez, & Arias, 2008).

En este proceso también interviene la hidrogenasa captadora de hidrégeno, la cual
compite por el hidrégeno disponible en el medio, reduciendo la actividad de la
nitrogenasa al quedar sin sustrato. Uno de los parametros que mas afectan la
fotofermentacion es la intensidad de luz, pues un incremento en ésta se ha visto
gue afecta de forma simultanea la velocidad de produccién y el rendimiento del
hidrogeno (Hillmer & Gest, 1977), (Reith, Wijffels, & Barten, 2003), (Kapdan &
Kargi, 2006), (Bedoya, Castrillén, Ramirez, Vasquez, & Arias, 2008).

Se han evaluado configuraciones tubulares, de panel de platos y de columna de
burbujeo, obteniéndose diferentes resultados en la produccién de hidrégeno,
debido a las diferencias en la agitacion e intensidad de la luz, parametros cruciales
para este método de produccion (Reith, Wijffels, & Barten, 2003), (Kapdan & Kargi,
2006), (Bedoya, Castrillon, Ramirez, Vasquez, & Arias, 2008).
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Este método presenta como ventaja la conversion completa de diferentes residuos
de &cidos organicos a H, y CO,, y como desventajas la baja eficiencia en la
conversion de luz presente entre el 1 y 5%, alta demanda de energia por la
enzima nitrogenasa, el caldo fermentado necesita ser tratado para su disposicion
(Pallavi & Pandey, 2011), (Vaceque Acosta, Villalba , & Yuruhan Cabello , 2010),
(Aispuro Castro, 2011)

C. Fermentacion oscura: La producciéon de hidrogeno por este método esta dada
por bacterias anaerobias que crecen en oscuridad y usan sustratos ricos en
carbohidratos. Los subproductos de la fermentacién lo constituyen los &cidos
aceético (maximo teorico de 4 mol H,/mol glucosa) y butirico (maximo teorico de 3.4
mol Hz/mol glucosa), con lo que los rendimientos practicos de hidrogeno en la
fermentacion oscura estan alrededor de 2 mol H,/mol glucosa (Levin , Pitt, & Love
, 2004)

C.H,,0, +2H,0 — 2CH,COOH +
4H, + 2C0, (4)

7C.H,,0, + 6H,0 » 6CH,CH,CH,COOH
+24H, + 18C0, (5)

Las fermentaciones se llevan a cabo a diferentes temperaturas, desde mesofilicas
(25-40 °C), hasta termdfilicas (>50 °C), (Zhang , Liu, & Fang , 2003 ), (Lin &
Chang, 2004 ), produciéndose biogas que contiene H2, CO2, CO, H2S vy, en
alguno casos, CH4. Las especies bacterianas que producen hidrogeno por este
sistema, y que son mas conocidas, son las que corresponden a los géneros
Enterobacter, Bacillus y Clostridium (Reith, Wijffels, & Barten, 2003) (Levin , Pitt, &
Love , 2004).

La produccién de hidrégeno por estas bacterias depende de condiciones del
proceso como pH, tiempo de retencién hidraulica (HRT) y presion parcial del gas.
La formacion de los productos obedece a las condiciones ambientales en las
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cuales los microorganismos crecen. Productos como etanol, butanol y lactato,
contienen hidrégeno que todavia no se ha liberado; asi, para maximizar la
cantidad de hidrégeno, el metabolismo de la bacteria debe enfocarse hacia la
produccién de acidos grasos volatiles (VFA) (Chen, Tseng, Lee , & chang , 2005),
(Lee, Lin , & Chang , 2006) (Lin & Chen, 2006) (Bedoya, Castrillén, Ramirez,
Vasquez, & Arias, 2008).

Presenta como ventajas el no requerimiento de luz solar produciendo mas
hidrégeno ya que no depende del todo de ella, la utilizacion de reactores de simple
operacién y un adecuado manejo de residuos, a su vez es un proceso anaerobio
por lo que no tiene problemas de limitacion de oxigeno. Como desventajas esta la
baja produccion de hidrogeno, y la generacidén de una gran cantidad de productos
secundarios (Sinha & Anjana, 2011), (Vaceque Acosta, Villalba , & Yuruhan
Cabello, 2010).

Algunos estudios se han enfocado en la produccion de biohidrégeno por
fermentacion, usando cepas puras anaerobias o una mezcla de ellas (Lay, 2000),
dado que muchos organismos anaerobios pueden producir hidrégeno en ausencia
de la luz, a partir de los carbohidratos contenidos en los residuos organicos
(Kapdan & Kargi, 2006), que a su vez genera una mayor velocidad de produccion
de hidrogeno debido a que se encuentran condicionadas para optimizar dicha
obtencion.

Generalmente los cultivos bacterianos (inoculo) utilizados en la produccion de
hidrogeno son sometidos a diferentes pre-tratamientos con el fin de seleccionar a
las bacterias generadoras de hidrogeno, alterando la comunidad microbiana
presente en la poblacion inicial (Cheong y Hasen, 2006). Siendo significativo que
los organismos pertenecientes al género Clostridium, estrictamente anaerobios y
formadores de esporas, han sido ampliamente estudiados para la produccién
fermentativa de hidrégeno, con muy buenos resultados (Buitrén & Carvajal, 2009),
dichas esporas son seleccionadas de los ambientes naturales por tratamiento
térmico o sometidas a condiciones &cidas (bajos pH).
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Cuando los cultivos mixtos son utilizados como inéculo, las especies
predominantes en el reactor dependen de las condiciones de operacién como
temperatura, pH, sustrato, tipo de inéculo, pretratamiento del inéculo, presiéon
parcial de hidrogeno, entre otros. En los Ultimos afios, varias investigaciones se
han llevado a cabo para identificar la comunidad microbiana presente en los
cultivos mixtos, usados para la produccion de hidrégeno. Fang et al., (2002),
identificaron las especies microbianas en un lodo granular para la produccion de
hidrogeno, a partir de sacarosa. Ellos encontraron que el 69 % de los
microorganismos eran especies Clostridium y 13.5% eran especies Bacillus y
Staphylococcus. (Buitrén & Carvajal, 2009)

Sin embargo, los rendimientos de la transformacion de la materia organica a Ho,
durante la etapa de fermentacion pueden ser bajos (Hallenbeck y Beneman,
2002), por lo cual es necesario desarrollar mas investigacion en el tema, con el fin
de ampliar el potencial para sus aplicaciones practicas.

2.2. PROCESOS ANAEROBIOS.

Recientemente, se ha observado que existe la posibilidad de emplear los procesos
anaerobios para la produccién de hidrégeno, sin llegar a la transformacion del
sustrato a metano (Hallenbeck, 2005). El principal interés en el uso del hidrégeno
es que este combustible no contribuye a la generacion de gases de efecto
invernadero, pues, como subproducto de su combustion, solo se genera agua.
Ademas, tiene un alto poder calorifico (120 MJ/kg). Por ejemplo, el valor
energético de un kilogramo de hidrégeno es equivalente al de 2.4 kg de metano o
2.75 veces mas energia que los hidrocarburos. Si bien es cierto que la materia
organica procedente de aguas residuales, es probablemente insuficiente para
sostener una economia global basada en el hidrogeno. Esta forma de produccion
de energia renovable podria ayudar a compensar de forma sustancial los costos
del tratamiento de las aguas residuales (sobre todo aquéllas con muy altas
concentraciones en materia organica) asi como a contribuir en el aprovechamiento
del hidrégeno como fuente de energia (Buitron & Carvajal, 2009).
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El proceso de tratamiento anaerobio es en la mayoria de veces ideal para el
tratamiento del agua residual y es casi seguro el incremento de su uso en el
futuro. Entre las principales ventajas de emplear procesos anaerobios en el
tratamiento biolégico de aguas residuales, estan los bajos costos de operacién
porque es simple técnicamente y el uso de los reactores es relativamente
econémico, bajo consumo de energia ya que en lugar de ser consumida, la
energia es producida en forma de biogas, la capacidad de degradar altas cargas
organicas, resistencia de la biomasa a permanecer mucho tiempo en ausencia de
sustrato, sin perder su actividad metabdlica, puede ser aplicado en practicamente
en cualquier lugar y a cualquier escala, el exceso de lodos generalmente es bien
estabilizado los organismos anaerobios pueden ser preservados sin alimentar por
largos periodos de tiempo (superior a un afo) sin un serio deterioro de su actividad
mientras otras caracteristicas importantes de los lodos anaerobios permanecen
casi inafectados debido a sus bajos requerimientos nutricionales. A su vez la
digestion anaerobia puede no proveer un completo tratamiento si no se resuelve
los siguientes problemas: 1. La relativa susceptibilidad de acetégenos vy
metanogenos a variar en compuestos xenobioticos. A pesar de esto, la situacion
es mucho menos que en el pasado, 2. La presumida baja estabilidad del
tratamiento anaerobio, aunque en realidad los procesos de digestion anaerobia
son altamente estables, siempre que el sistema este bien operado. Esto quiere
decir que el proceso debe ser suficientemente comprendido por ingenieros y
operadores, 3. No se puede realizar mas de una puesta en marcha. Se sabe un
poco mas de las condiciones de crecimiento de los organismos anaerobios, y se
disponen de mas cantidades de lodos anaerobios activos, por lo tanto la puesta en
marcha de instalaciones completas pueden ser realizadas en unas semana,
algunos incluso en pocos dias, (Lettinga , 1995), generando como principales
desventajas los bajos rendimientos obtenidos en relacion con el proceso de
fotosintesis y el gas producido que se encuentra mezclado con el CO,, por lo que
requiere una posterior separacion para ser utilizado (Peixoto G. , 2008).

(Gujer & Zenhder, 1983) propusieron seis etapas bajo las cuales se lleva a cabo la
degradacion anaerobia: hidrolisis de proteinas y carbohidratos; fermentacion de
azlcares y aminodacidos; oxidacién anaerobia de los acidos grasos de cadena
larga y alcoholes; oxidacion anaerobia de intermediarios como &cidos grasos
volatiles; conversion de acetato a metano, y conversion de hidrégeno a metano,
aunque vale la pena mencionar que en los procesos anaerobios tradicionales, el
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hidrogeno se produce a traves de la hidrolisis de la materia organica; sin embargo,
éste se utiliza inmediatamente por los microorganismos consumidores de
hidrégeno, tales como los formadores de metano y las bacterias sulfato-
reductoras. Por lo tanto, la cantidad de hidrégeno presente en la fase gaseosa es
insignificante. No obstante, en ausencia o debido a la inhibicion de las bacterias
consumidoras de hidrégeno, la cantidad de H2 formada bajo condiciones
apropiadas se puede incrementar significativamente. Por ejemplo, (Fang H & Liu ,
2002), reportaron un porcentaje de H2 formado en la fase gas de hasta 60%.

2.2.1. Bioquimica o microbiologia de la digestion anaerobia
La digestion anaerobia representa un sistema ecolégico delicadamente
balanceado, el cual involucra procesos metabdlicos complejos, que dependen de
actividades de no minimo tres grupos fisiolégicos de microorganismos: 1.
Bacterias fermentativas (o acidogénicas), 2. Bacterias sintroficas (o acetogénicas)
y 3. Los microorganismos metanogénicos (Chernicharo, 2007).

Las bacterias fermentativas acidogénicas convierten por hidrélisis y fermentacion,
los compuestos (carbohidratos, proteinas y lipidos) en otros compuestos mas
simples, principalmente acidos organicos, a la vez de hidrégeno y didxido de
carbono. Los organismos sintroficos acetogénicos convierten los compuestos
organicos intermedios como propionato y butirato, en acetato, hidrogeno y diéxido
de carbono. Después, el acetato y el hidrogeno producidos en las etapas
anteriores son convertidos en metano y dioxido de carbono. Esta conversion es
efectuada por un grupo especial de microorganismos, denominados arqueas
metanogénicas las cuales son procariotas estrictamente anaerobias. Los
organismos metanogénicos dependen del sustrato proporcionado por las bacterias
formadoras de acidos, configurando por lo tanto una interaccion sintréfica.
(Chernicharo, 2007).
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Orgéanicos Complejos
(carbohidratos, proteinas, lipidos)

Bacterias fermentativas

Orgénicos Simples
(azucares, aminoacidos, péptidos)
l Bacterias fermentativas

(acidogénicas)

Acidos Organicos
(propianato, butirato, etc.)

A

A

Bacterias acetogénicas  Bacterias acetogénicas
l (Producen Hy) (Producen acetato)

H>+CO» Acetato

A 4

Bacterias acetogénicas
(Consumen Hy)

\ 4

Metanogénicas CH#CO Metanogénicas
hidrogenotroficas acetoestaticas

Figura 1. Procesos de digestion anaerobia y puntos de generacién y consumo de
hidrégeno. Fuente: (Peixoto G., 2008)

A. Hidrdélisis y acidogénesis: La primera fase del proceso de degradacion
anaerobia consiste en la hidrélisis de materiales particulados complejos
(polimeros) en materiales disueltos mas simples (moléculas menores), los cuales
pueden a travesar las paredes celulares de las bacterias fermentativas. Esta
conversion de materiales particulados en materiales disueltos es seguida a través
de la adicion de enzimas excretadas por las bacterias fermentativas hidroliticas
(Chernicharo, 2007).

La fermentacion de productos monoméricos por estas y otras bacterias
fermentativas hidroliticas, resulta en la generacién de una amplia variedad de
productos finales de fermentacion que incluyen acetatos, formiatos, metanol,
hidrogeno y diéxido de carbono. (O’Flaherty, Collins , & Mahony, 2006).
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B. Acetogénesis: Los producto de la acidogénesis son después oxidados a
acetatos, hidrogeno y diéxido de carbono (O Flaherty, Collins , & Mahony, 2006) .
Las bacterias sintroficas acetogénicas son las responsables de la oxidacion de
compuestos organicos intermediarios, como propinato y buritrato, en un sustrato
apropiado para los microorganismos metanogénicos (acetato, hidrogeno y diéxido
de carbono).

La formacién de acetato resulta una gran produccién de hidrégeno, haciendo que
el valor de pH en el medio acuoso decrezca. En los sistemas de tratamiento la
reduccion de hidrégeno en la fase liquida es afectada principalmente por
microorganismos metanogénicos hidrogenotréficos y también por bacterias
reductoras de sulfato (Chernicharo, 2007).

C. Metanogénesis: En ausencia de aceptores de electrones, tales como
sulfatos o nitratos, la digestion anaerobia de la materia organica ocurre por la
accion de la secuencia cooperativa de un numero diferente de bacterias
(O’Flaherty, Collins , & Mahony, 2006). La etapa final del proceso de conversion
anaerobia de compuestos organicos en metano y diéxido de carbono es efectuado
por los microorganismos metanogénicos. (Chernicharo, 2007).

Los organismos metanogénos son estrictamente anaerobios Archea los cuales se
pueden subdividir en dos grupos:

1. Especies hidrogenofilicas o especies hidrogenotroficas, las cuales forman
metano por la reducciéon de H,/CO,,

2. Metanogénas acetoclasticas o acetotroficas, las cuales generan metano por
la decarboxilacion de acetato. Las metandégenas acetoclasticas son
consideradas las especies metanogénicas mas importantes, el 70% del
metano total generado durante la digestion anaerobia es por esta ruta.
(O"Flaherty, Collins , & Mahony, 2006).
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2.3. FERMENTACION OSCURA

Entre los procesos de produccion de hidrogeno se destaca el proceso
fermentativo, pues es un proceso de bajo costo comparado con otros procesos y
posibilita unir el efluente tratado con la generacion de energia, por ende la etapa
fermentativa de la digestién anaerobia de los residuos organicos es un proceso
clave en la produccion de hidrégeno. A través de esta etapa, los microorganismos
acidogénicos descomponen la materia organica (Soares Fernandes, 2008).

2.3.1. Principales principios de la produccion de hidrogeno via fermentacion
oscura

La generacion de biohidrégeno a través de la fermentacidon oscura se logra
principalmente por bacterias estrictamente anaerobias o anaerobias facultativas
bajo condiciones anaerobias.

Para la estimacion del rendimiento (produccién) tedrica de hidrégeno fermentativo
se acepta como referencia la reaccion de bio-transformacion de glucosa a acetato
(Ntaikou , Antonopoulou , & Lyberatos , 2010). Estando definido el rendimiento
como la cantidad de H; producido por cantidad de sustrato consumido (mol Hz/mol
de glucosa) (Argun & Kargi , 2011).

C.H,0, +4H,0 — 2CH,C00™ + 2HCO; + 4HT + 4H,

AG® = —206,3 Kg.mol™* (6)

De acuerdo con la reaccion (6) el maximo rendimiento tedrico de biohidrogeno de
fermentacion de la glucosa es 4 mol H, por mol de glucosa consumida, se puede
ver también en dos pasos via fermentacion de glucosa a acetato y formiato de
acuerdo con las reacciones (7 a) y (7b).
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C.H,,0, +2H,0 — 2CH,C00™ + 2HCOO + 4H™ + 2H,

AG® = —209,1 Kg.mol™ (7a)

2HCOO H— 2€0, + 2H,

AG® = —6 Kg.mol™*  (7b)

Cuando solo el butirato es el Unico subproducto organico, la maxima produccion
tedrica de hidrégeno convierte 2H, por mol de glucosa consumida de acuerdo con

la reaccion (8):

C,H;0, +2H,0 — CH;CH,CH,CO0"™ + ZHCO; + 3HT + 2H,

AG" = —254,8 Kg.mol™* (8)

El paso basico en todas las reacciones anteriores es el metabolismo de la glucosa
hacia piruvatos como se muestra en la reaccion 9, a través de la cual 2 moles de
hidrogeno pueden tedricamente ser generados durante la subsecuente generacion
del producido NADH (NADH + H* - NAD™ + H,). En la mayoria de bacterias el
metabolismo de la glucosa a piruvato es llevado a cabo via ruta metabdlica EMP.

C.H,,0, + 2NAD* — C2H,COC000~ + 4H* 4+ 2NADH

AGY = —112,1 Kg.mol™?
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Sin embargo la substancia clave para la produccién de hidrogeno de la materia
organica es el acetil CoA, el cual es mas productor de piruvato. La subsecuente
tasa de acetil C,A es el factor que define si la maxima produccion teorica de
hidrogeno sera 4 o 2 mol de H;, por mol de azlcar consumido.

Dependiendo del sistema enzimatico que el microorganismo tenga, el acetil C,A
puede ser generado a través de las reacciones 10 y 11. (Ntaikou , Antonopoulou ,
& Lyberatos , 2010)

piruvato + CoA+ Fdox ¢ acetil CoA + CO, + Fd red (10)

AG? = —19,2 Kg.mol™?

piruvato + CoA ¢ acetil CoA+ Formiato (11)

AG? = —16,3 Kg.mol™?

La reaccion 10 es catalizada a través de la enzima piruvato - ferredoxin oxido
reductora, donde el ferrodoxin es la coenzima que actia como receptor de
electrones (Ntaikou , Antonopoulou , & Lyberatos , 2010).

Comprendiendo que la fermentacion oscura se puede realizar bajo condiciones
mesofilicas (25°C- 40°C), termofilicas (40°C- 65°C), o hipertermofilicas (> 80°C).
La operacion termofilica ha reportado el mayor rendimiento en H, debido al
crecimiento limitado de las consumidoras de H;, y la actividad metabdlica mas
rapida de las bacterias (Argun & Kargi , 2011 ), (Sinha & Anjana, 2011).
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2.3.2. Rendimientos segun tipos de fermentacion.

A. Fermentacion oscura en batch: Los rendimientos en la formacion de
hidrogeno estan usualmente entre 1,5 y 2,5 mol Ho/ mol™ glucosa, en la mayoria
de estudios de fermentacion oscura sin embargo se ha reportado actualmente un
rendimiento entre 3 y 4 mol Hy/mol glucosa (Argun & Kargi , 2011 ).

B. Fermentacion oscura continua: Se han usado cultivos suspendidos e
inmovilizados para emplear reactores de tanque con agitacion continua CSTR y
reactores anaerobios de flujo ascendente UASB para la produccion de
biohidrogeno (Argun & Kargi , 2011 ). Se han reportado producciones de
hidrogeno en continuo entre 0,58 molH,/mol glucosa y 2,80 molH,/mol glucosa. La
mas alta produccion de hidrégeno es de 1,7 molH,/mol glucosa, obtenido con un
alimento de glucosa de 10g/L, un TRH= 0,25 h, pH=5,5 y una T=37°C. Ningtn
sistema suspendido a continuo ha sido capaz de proveer una alta produccion de
hidrogeno, con altas cargas de sustrato y bajos niveles de TRH (Argun & Kargi ,
2011).

C. Fermentacion oscura fed-batch: La alta densidad celular de la operacion
en fed-bach tiene considerables ventajas comparado con la operacion en batch y
continuo y es usualmente empleada para superar sustrato/producto y los
compuestos toéxicos inhibitorios encontrados en altas tasas de concentracion del
sustrato (Argun & Kargi, 2011 ).

En el fed-bach la solucion del sustrato se adiciona a una tasa suficiente para
soportar las comunidades bacterianas y eliminar la inhibicién del sustrato que no
se remueven en el efluente (Argun & Kargi, 2011).

2.3.3. Bacterias fermentativas.

La produccién de hidrégeno puede ser llevada a cabo a través de un amplio rango
de microorganismos con diversos requerimientos en términos de preferencia de
sustrato, pH y temperatura. Estos parametros no solo determinan el crecimiento
de los microorganismos, sino también tienen un rol crucial en la ruta metabdlica
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gue los microorganismos seguiran, afectando de esta manera la produccién de
hidrégeno (Speece , 1983).

A. Cultivos Mixtos: A pesar de las ventajas de los cultivos mixtos en términos
econémicos, su uso siempre estard hacia la predominancia de especies no
productoras de hidrogeno tales como las metanogenicas, homoacetdégenas y
acidos lacticos (Ntaikou , Antonopoulou , & Lyberatos , 2010).

La estrategia seguida para reducir tal posibilidad incluye por un lado un
pretratamiento de la semilla a fin de remover lo mas posible los microorganismos
indeseados, y por otro lado el mantenimiento de condiciones ambientales y
operacionales que favorezcan la predominancia de las especies productoras de
hidrégeno.

En términos de pretratamiento de la semilla el tratamiento con calor es
generalmente la practica mas comun. Al someter los cultivos semilla a altas
temperaturas, solo los microorganismos acidogénicos formadores de espuma
sobreviven al choque térmico, mientras las bacterias metanogénicas no
formadoras de esporas mueren. Se han reportado temperaturas de 75 °C, 100°C o
incluso 121°C, mientras la duracién del proceso se ha reportado entre 15 minutos
y 2 horas. Alternativo al tratamiento por calor un tratamiento acido base de la
semilla se ha sugerido como una posible forma para garantizar la dominancia de
bacterias productoras de hidrogeno (Ntaikou , Antonopoulou , & Lyberatos , 2010).
Algunos cultivos mixtos estudiados se observan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Cultivos mixtos estudiados para la produccion fermentativa de hidrogeno.

In6culo Sustrato Tipo de Rendimiento de Referencia
reactor H2
Consorcio: Glucose Batch 41.23 mL Kotay and
Enterobacter H2/gCODremovido Das
cloacae IIT-BT [2006]
08. Citrobacter
freundii lIT-BT
L 139, Bacillus
coagulans IIT-
BT S1
Lodos Glucosa Batch 1.4 mol H2/ mol = Kawagoshi et
aerobios y glucosa al
anaerobios, [2005]

sedimentos de
suelos y lagos

Lodo Glucosa Batch 1.78 mol H2/ mol Zhengy Yu
anaerobio glucosa [2005]
(acondicionado
con calor)
Cultivo mixto Glucosa CSTR 1.93 mol H2/mol Zhang et al
glucosa [2004]
Lodos de Sacarosa CSTR 3.43 mol H2/mol Lyny Lai
aguas sacarosa [2005]
residuales
Microflora de Sacarosa Batch 1.8 mol H2/mol Logan et al
suelo sacarosa [2002]

Fuente: (Aispuro Castro, 2011)

B. Cultivos puros de sepas silvestres: Los argumentos principales son, la
selectividad de sustratos, la facilidad de manipulacion del metabolismo por la
alteracion de condiciones de crecimiento, la alta productividad de hidrdgeno como
efecto de la reducciéon de bioproductos no deseados asi como la repetibilidad del
proceso. Por otro lado los cultivos puros pueden ser bastantes sensibles a la

32



contaminacién y su uso demanda, la presencia de condiciones asépticas (Ntaikou
, Antonopoulou , & Lyberatos , 2010).

Segun (Chernicharo, 2007), (Ntaikou , Antonopoulou , & Lyberatos , 2010), y
(Vijayaraghavan & Soom , 2004 ), existe un amplio rango de microorganismos
capaces de producir hidrégeno, entre las que se destacan:

e Costridium, micrococcus y staphylococcus, que son géneros productores de
lipasas que degradan los lipidos a &cidos grasos.

e Bacteroides, Butyvidrio, Clostridium, Fusobacterium, Selenomonas,
Streptococcus, Proteus, Peptococcus y Bacillus que son géneros
productores de proteasas, para la generacion de proteinas y aminoacidos.

e Clostridium, Staphylococcus, Acetividrio, Eubacterium, que son géneros
productores de amilasas, para la degradacion de azucares menores.

o anaerobias estrictas como Clostridia , Methylotrophos y Bacterias
metanogeénicas, Arqueas
o anaerobias facultativas como E. Coli, Enterobacter, Citrobacter e

incluso aerébias del género Alcaligenes, Bacillus.

Por ende el rendimiento de hidrogeno a partir de especies de Clostridium tales
como C. Bytirium, C. Acetobutyrium, C. Beijerinckii, C. Thermolacticum,
C.tyrobutyrium, C. Thermocellum y C. Pararputriicum son ejemplos de
microorganismos estrictamente anaerobias y formadoras de esporas que generan
gas hidrogeno durante la fase de crecimiento exponencial, el cual generalmente es
mayor, en relacion con las bacterias aerobias facultativas como las Enterobacter
Sp (Peixoto G. , 2008).

La Tabla 2. muestra algunos estudios que han sido realizados utilizando cultivos
puros a partir de glucosa y sacarosa (Wang & Wan, Optimization of fermentative
hydrogen production process using genetic algorithm based on neural network and
response surface methodology, 2009). Mientras que la Tabla 3 muestra algunos
estudios de la produccién de hidrogeno utilizando cultivos mixtos (Davila Vazquez
, Arriaga , Alatriste Mondragon , de Leén Rodriguez , Rosales Colunga , & Razo
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Florez , 2007). Las bacterias fermentativas como las especies de Clostridium y
Enterobacter son los principales géneros con la habilidad de producir hidrégeno,
de las cuales Clostridium ha sido reconocida como un productor de hidrogeno muy
efectivo (Chen, Tseng, Lee , & chang , 2005), (Aispuro Castro, 2011).

Tabla 2. Cultivos puros estudiados para la produccion fermentativa de hidrégeno.

Tipo de Rendimiento

In6culo Sustrato reactor de H2 Referencia
C. 2 mol/mol Chin et al
) Glucosa Batch
acetobutylicum glucosa (2003)
C.
) 2.07mol/mol
pasteurianum Sacarosa Batch 07mol/mo Lo et al (2008)
hexosa
CH4
E. aerogenes 1 mol/mol Yokoi et al
I Batch
HO-39 Glucosa atc glucosa (1995)
E. cloacae IIT- Sacarosa Batch 6 mol/mol Kumar y Das
BT 08 sacarosa (2000)
Escherichia Glucosa Batch 2mol/mol Bisaillon et al
coli glucosa (2006)
Escherichia Glucosa Continuo 2mol/mol Turcot et al
coli glucosa (2008)

Fuente: (Aispuro Castro, 2011)

Asi mismo (O’Flaherty, Collins , & Mahony, 2006), muestra otros grupos
microbioldgicos involucrados en la digestion anaerobia, como lo son:

1. Bacterias reductoras de sulfato BRS: Las bacterias reductoras de sulfatos
BRS son un grupo de bacterias estrictamente anaerobias que tienen la
capacidad de emplear el sulfato como un aceptor terminal de electrones
para la oxidacion de hidrégeno molecular y una amplia variedad de
compuestos organicos.
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La manifestacion de los principales problemas relacionados con BRS
incluye:

a. Unareduccién en la produccion de metano.

b. Inhibiciébn del efecto de hidrégeno en muchas bacterias de grupos
troficos involucrados en la digestion anaerobia, lo cual disminuye el
desempeiio del reactor.

c. Mal olor, corrosion de tuberias, bombas, entre otras, necesarias para la
depuracion de el biogas y los efluentes.

2. Bacterias homoacetogénicas: Son otro grupo tréfico, estos organismos son
capaces de tener un crecimiento autotréfico y heterotrofico, generando
acetato como unico producto final de compuestos H,/CO, o multi-carbono.

2.4 PARAMETROS DE INFLUENCIA EN LA PRODUCCION DE HIDROGENO

Se ha visto que la produccién de hidrogeno se ve influida por varios factores, entre
los que se encuentran el tipo y la concentracidén de sustrato (Okamoto , Miyahara ,
Mizuni , & Noike , 2000), la relacion carbono/nitrogeno, el pH (Fang H & Liu ,
2002), el tiempo de retencion de hidraulica (Fan, 2006) y la temperatura (Zhang ,
Liu, & Fang , 2003 ). De esta manera, se ha estudiado la produccion de hidrogeno
a partir de residuos organicos (Noike & Mizuno , 2000), de azucares, almidén y
materiales celulésicos (Lloyd & Wyman , 2005) y desechos de la industria papelera
(Valdez vazquez , Sparling , Risbey , Rinderknecht , & Poggi Varaldo , 2005),
(Buitron & Carvajal, 2009) lo que nos lleva a resaltar unos de ellos como se
muestra a continuacion.

A. pH del cultivo:

Es importante mencionar que debajo de 4,7 es altamente desfavorable para la
produccion de hidrégeno, puesto que inhibe la actividad de la hidrogenasa y otras
enzimas involucradas en el proceso (Lay, 2000), (Show, Lee, & Chang, 2011).
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Algunas investigaciones muestran que el pH optimizado para la produccién de
hidrégeno esta en la franja de 5,0 a 6,5 (Soares Fernandes, 2008), empleando en
la mayoria de estudios cultivos de bacterias puras o mixtas (Show, Lee, & Chang,
2011).

A su vez en algunos estudios se empleo flora mixta donde se uso un pH bajo (4,2-
5,0) que soporto la produccién maxima de hidrogeno. Sin embargo en cultivos
puros muy pocas cepas dan una produccién maxima de hidrégeno con un pH por
debajo de 6,0 (Sinha & Anjana, 2011) .

B. Tiempo de retencion hidraulica (TRH):

De acuerdo con (Show, Lee, & Chang, 2011), el tiempo de retencion hidraulica
puede ser empleado como una herramienta para seleccionar la poblacion
microbiana cuyas tasas de crecimiento son alcanzadas con la dilucion mecéanica
creada por la tasa de flujo volumétrico.

La tasa de crecimiento especifico de bacterias productoras de metano es cerca de
0,0167- 0,02 h™, lo cual es mucho mas bajo que las bacterias productoras de
hidrégeno cerca de 0,172 h™.

C. Presion parcial de hidrégeno:

La produccién de hidrégeno es menos favorable cuando aumenta la presion
parcial de hidrégeno. Por lo tanto es importante remover el exceso de hidrogeno
de los sistemas para mantener la produccion de hidrogeno. Mdultiples estudios han
demostrado que reducir la presién parcial de hidrégeno puede aumentar
considerablemente la produccion de hidrégeno (Show, Lee, & Chang, 2011).

D. Nutrientes:

En el proceso de fermentaciéon de hidrégeno se necesitan suplementos como
nitrdgeno, fosfato y otros minerales traza inorganicos. Estudios previos indicaron
gue el nitrégeno organico parece ser mas favorable para el desarrollo del
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hidrogeno, comparado con uno inorganico. El fosfato es uno de los nutrientes
inorganicos importantes requerido para una produccion optima de hidrégeno
(Show, Lee, & Chang, 2011).

E. Temperatura:

(Zhang & Shen , 2005),0bservaron que la temperatura influye en la produccion de
hidrogeno. En la franja de 25°C a 40 °C ocurren las mejores eficiencias del
proceso principalmente en condiciones proximas a la ideal (35°C) para el
funcionamiento de los catalizadores bioquimicos.

Asi mismo muchas investigaciones terminaron concluyendo que las temperaturas
gue varian de 30 °C a 36,8 °C, son definidas como temperaturas optimizadas para
sistemas anaerobios fermentativos productores de hidrogeno (Soares Fernandes,
2008).

F. Concentracion del sustrato:

El efecto en la concentracion del sustrato para la producciéon de hidrégeno, ha sido
un punto de debate. En estudios concernientes se ha encontrado que la
produccion de hidrogeno aumenta con el aumento de la concentracion de glucosa,
mientras otros encontraron disminucién en la produccion de hidrégeno con adicion
de hexosa (Show, Lee, & Chang, 2011).

No es tan importante la presencia o ausencia de nutriente sino mas la proporcion
en la cual estan disponibles. Segun (Lin & Lay, 2004), la proporcion de carbono y
nitrdgeno pueden influir significativamente en el contenido de hidrégeno en biogas
y la velocidad de formacién de gas hidrégeno (Peixoto G. , 2008)

A su vez y como se reporta en diferentes estudios los carbohidratos son la
principal fuente de hidrégeno, en consecuencia los residuos y la biomasa rica en
azucares y los carbohidratos complejos resulta ser la materia prima mas adecuada
la generacion de hidrégeno (Show, Lee, & Chang, 2011).
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G. In6culo:

(Kawagoshi , y otros, 2005 ), demostraron que el inéculo es uno de los factores
determinantes en la produccién de hidrégeno, un estudio realizado con inéculo
obtenido de lodos activados obtuvo 0,15 mol H,. Mol™ de glucosa y un inéculo
obtenido de lodo anaerobio digerido obtuvo 1,35 mol H,. Mol™ de glucosa.

Los miembros de Clostridium y Enterobacter fueron los mas empleados como
indculos para la produccion de hidrogeno fermentativo. La dificultad de emplear
cultivos mixtos es que en el medio coexisten bacterias consumidoras y
productoras de hidrogeno. Esto se puede solucionar si se hacen condiciones
duras a las bacterias consumidoras (Sinha & Anjana, 2011).

Diversos meéetodos de pre tratamiento incluyen choque térmico, aireacion acido-
base, congelacion y descongelacion entre otros (Sinha & Anjana, 2011).

2.5. CONDICIONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales que prevalecen en un reactor anaerobio
parcialmente dependen de las condiciones impuestas del proceso. Estas
generalmente estan relacionadas con las caracteristicas del agua residual y las
medidas especificas tomadas, tales como la adicidon de quimicos.

2.5.1. Nutrientes y elementos traza

Los organismos requieren todos los elementos esenciales para su crecimiento. El
proceso comunmente empleado, para evaluar los requerimientos de nutrientes
estdn basados en el rendimiento del crecimiento y en la composicién de la
biomasa (Lettinga , 1995).

Cabe sefalar que de acuerdo con (Speece , 1983) el extracto de levadura es
comunmente empleado como fuente de nutrientes organicos e inorganicos traza,
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tomando a cuatro elementos tales como hierro, cobalto, niquel y sulfuros como
nutrientes obligatorios para la metanogénesis para convertir acetato a metano; el
molibdeno, tungsteno y selenio también han sido reportados como metales traza
requeridos.

A pesar del hecho que los sulfuros pueden afectar perjudicialmente la produccion
de metano por la precipitacion de metales traza esenciales, y estos por si solos
son toxicos a concentraciones mayores de 100 a 150mg/L de hidrogenos (Speece
, 1983).

2.5.2. Toxicidad

La toxicidad es un factor importante que se debe considerar, junto con la
presencia de nutrientes y elementos traza. Los organismos anaerobios,
particularmente los metanogénos, son bastante susceptibles a una larga variedad
de componentes. El factor clave en la aplicacion del tratamiento anaerobio de
aguas residuales toxicas es la adaptacion. (Lettinga , 1995)

En el caso del oxigeno de hecho podria ser muy perjudicial para la
metanogénesis, su presencia podria impedir la aplicacion de tratamiento
anaerobio para aguas residuales de muy baja resistencia (Lettinga , 1995).

Con algunas excepciones, las metanogénicas son consideradas comunmente por
ser las mas sensibles a la toxicidad de todos los microorganismos en general de la
conversion anaerobia. Algunos toxicos encontrados en aguas residuales
industriales son (Speece , 1983):

e Catdlisis de metales pesados de procesos quimicos

e Farmacéuticos

e Detergentes y desinfectantes empleados en limpieza de equipos

e Inhibidores formados como productos secundarios (cianuros en
operaciones de coque)

e Procesos toxicos en lixiviados (formaldehidos)

e Tratamientos con inhibidores quimicos para la preservacion de alimentos
(cloroferil isopropil N-3 carbonato para inhibir el deterioro de papas).
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2.6. TECNICAS PARA MEJORAR LA PRODUCCION DE HIDROGENO.

Los principales sistemas de produccion de biohidrogeno (fotdlisis directa e
indirecta, foto- fermentaciéon y fermentacion oscura) actualmente estan bajo
intensa investigacion con el fin de desarrollar métodos que mejoren tanto las tasas
de produccion de H2 como sus rendimientos. Por ejemplo, se ha reportado el
mejoramiento de la produccién de H2 con la utilizacion de un mutante por
radiacion UV de Rhodobacter sphaeroides. Esta mutacion hizo reducir el
contenido de carotenoides debido a que este tipo de pigmentacidén esta presente
en exceso en la célula limitando la incidencia de la luz en el sistema fotosintético y
haciendo que la produccion en una cepa silvestre de Rhodobacter sphaeroides
sea menor que en la cepa mutante (Kondo, Arakawa, Hirai, T, Hara, & J, 2002),
(Bedoya, Castrillon, Ramirez, Vasquez, & Arias, 2008).

El mejoramiento genético de algunos microorganismos, realizando cambios o
mutaciones en las enzimas involucradas que las hace mas resistentes a los
inhibidores como el oxigeno, eliminando las hidrogenasas captadoras de
hidrogeno e incrementando los niveles de actividad de la hidrogenasa
bidireccional, han demostrado mejoras en los rendimientos y la produccién de
hidrogeno (Franchi, Tosi, Scolla, Penna, Rodriguez, & Pedroni, 2004), (Kruse, y
otros, 2005), (Vignais, Magnin, & Willison, 2006).

La integracion de dos de los procesos mas productivos, la fermentacion oscura y
la fotofermentacion, con el fin de aprovechar al maximo las fuentes de carbono
presentes en el sustrato, hacen mas eficiente el proceso de produccion de
biohidrogeno (Nath & Das, 2004).

Esta integracion permite primero la degradacion de los carbohidratos hasta acidos

organicos implicando una produccién de hidrégeno, y luego estos &acidos
organicos son utilizados en un reactor en serie conectado al anterior en el cual los
microorganismos fotofermentadores transforman estos acidos en presencia de luz
a hidrégeno y CO2 (Eroglu, Eroglu, Turker, & Yucel, 2006), (Redwood & Macaskie,
2006).

40



La configuracién de biorreactor mas utilizada para la produccion de biohidrogeno
por fermentacién, es el reactor continuo de tanque agitado (CSTR) (Yang, Shao,
Lu, Shen, Xu, & Yuan, 2006). Estos reactores ofrecen una simple construccion,
facil operacion y mezcla homogénea efectiva. Sin embargo, en estos reactores el
tiempo de retencién hidraulica (TRH) controla el crecimiento microbiano y por lo
tanto el TRH debe ser mayor que la maxima tasa de crecimiento microbiano.

La ventaja de un reactor CSTR es su tasa de produccion, la cual en algunos
casos es mayor. Un problema potencial con este tipo de reactores es la perdida de
hidrogeno a través de la formacion de metano. Dado que el crecimiento celular ya
no es directamente controlado por TRH en los sistemas que emplean biomasa
microbiana retenida, un lento crecimiento de metandgenas puede ocurrir incluso
en altas tasas de rendimiento liquido (Hallenbeck & Ghosh, 2009).

También existen otros tipos de biorreactores que actualmente operan, la mayoria
basados en los procesos de digestion anaerdbica para producir metano. En la
produccion de biohidrogeno, los reactores deben retener las bacterias productoras
para obtener una mayor capacidad catalitica de éstas y permitir grandes tasas de
carga organica, lo que a su vez permite llegar a altas tasas volumeétricas de
produccion de hidrogeno, sin dejar de lado que se debe evitar la retencién de
bacterias metandgenas o productoras de propionato (Bedoya, Castrillén, Ramirez,
Vasquez, & Arias, 2008).

Se han utilizado reactores biologicos secuenciales (SBR) en los cuales los
microorganismos son retenidos por un periodo de inmovilizacion y se han
encontrado tasas volumétricas y especificas de produccién de hidrogeno similares
a las encontradas en CSTRs.

Los métodos para retener la biomasa en los reactores incluyen la inmovilizacién
en matrices de etilén-vinil-acetato (EVA), celulosa, capas de alginato-polivinil-
acetato, carbon activado y alginato de calcio, aprovechando la formacion de
biopeliculas en estos soportes (Wu, Lin, & Chang, 2005), (Wu & Chang, 2007).
También se ha retenido la biomasa con membranas, pero no se recomienda como
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una buena opcidn, pues los biorreactores de membrana poseen grandes costos de
operacion. Otras de las configuraciones que también han sido utilizadas son
reactor de lecho fluidizado (FBR), de lecho empacado (PBR) y anaerdbico
bafleado de tres compartimentos (ABR) (Chang, Wu, & Chang, 2007), (Lee, Lin, &
Chang , 2006), (Wang, Zhou, & Li, 2006).

La retencion de bacterias para producir hidrégeno puede incrementar la biomasa y
las ratas de carga organica, ademas de presentar ventajas en la creacién de
ambientes locales anaerbébicos que favorecen el proceso. Las principales
configuraciones de biorreactores de lecho empacado con biomasa inmovilizada,
generalmente cultivos mixtos libres de metandgenos, son el reactor de lecho
ascendente anaerobio (UASB) y el reactor de cargador inducido granular (CIGSB)
(Wolfrum & Weaver, 2000), (Chang & Lin, 2004), (Lee & Lo, 2004), (Gavala,
Skiadas, & Ahring, 2006).

Finalmente, la optimizacién de condiciones de cultivo tales como la intensidad de
la luz, pH, temperatura, contenido de nutrientes, mantenimiento de una baja
presion parcial, eliminacion de microorganismos competidores y el disefio de
nuevos bioreactores, podran contribuir al incremento en la produccion de Ha.
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2.7. METODOLOGIAS DE MEDICION DE GASES.

Tabla 3. Sintesis de procesos para la cuantificacién de produccién de H,

METODOLOGIA

DESCRIPCION

METODOS
ANALITICOS

Se pueden determinar alcoholes y acidos por cromatografia
gaseosa. La produccion de hidrogeno puede ser medida por
un medidor de caudal de gas MilliGas-counter da Ritter, asi
mismo parametros de monitoreo tales como solidos
suspendidos volatiles (SSV), solidos totales (ST), pH,
Temperatura  entre otros son realizados empleando la
metodologia dada por (APHA , 2005). El analisis de biogas
especificamente hidrégeno, didxido de carbono y metano, por
cromatografia gaseosa fue desarrollada teniendo como base
la metodologia desarrollada por (Stenerson , 2004).

MEDICION DEL

La medicion de hidrégeno es realizada por medio de un
medidor de gas en linea, al cual se le adiciona una solucién de

CAUDAL hidroxido de sodio (N,0H) con concentraciéon de 5 mol.L™,
VOLUMETRICO DE | para que el diéxido de carbono del biogas sea retenido en la
GAS solucion, facilitando de esta manera que solo el gas hidrogeno

sea medido (Peixoto G. , 2008).
La biomasa adherida al material de soporte empleado en
EXAMENES reactores tipo batch puede ser analizada por medio de

MICROBIOLOGICOS

microscopia éptica y la segunda con técnicas de biologia
molecular como PCR y DGGE (Peixoto G. , 2008).

El analisis de Gram es realizado con la intension de detectar la

EXAMEN DE presencia de bacterias pertenecientes al género Clostridium ya

MICROSCOPIA que dicho método divide a los microorganismos en Gram

OPTICA positivas y Gram negativas, este hecho se debe a la diferente
composicion de la pared celular.(Peixoto G. , 2008).

Son técnicas de biologia molecular DGGE y seguimiento del

ANALISIS DE !Z)NA gue tiene como obje_t(,J inves'Figa}r los microorge}r?is.mos

BIOLOGIA involucrados en la p.)r.oduccmn de .hldrogeno. Estg ,anaI|S|s se

MOLECULAR pueden presentar dificultades debido a la extraccion de DNA

para la posterior aplicacion en DGGE, debido a la presencia
de interferencias en la muestra (Peixoto G. , 2008).
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3. MATERIAL Y METODOS.

REACTORES.

En cuanto a metodologias de produccion, en la fase experimental el rendimiento
de los sistemas de bioreactores estd determinado por varios factores entre los
cuales se encuentran: factores asociados con las condiciones ambientales y
condiciones de operacién del proceso (Show, Lee, & Chang, 2011).

Para ello la fase experimental se dividié6 en dos etapas, la primera donde se
estudié la produccion de hidrégeno empleando reactores en batch con frascos
tapa rosca azul (Duran ® frascos) de 250ml, en duplicado; con un volumen
reaccional de 100 ml (90 ml de medio y 10 ml de in6culo) y 150 de headspace,
como se muestra en la Figura 2, llevando un control en condiciones iniciales, a los

4y 8 dias.

Figura 2. Montaje 1.
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En la segunda fase se evalu6 la produccion de hidrégeno a partir de reactores en
batch con erlenmeyers (Duran ®frascos) de 2000ml, empleando jeringas de 60mi
para realizar la toma de las muestras; los cuales fueron operados con un volumen
reaccional de 1800 ml (1200 ml de medio y 600 ml de inoculo) y 600 ml de
headspace, como se presenta en la Figura 3, realizando controles en condiciones
iniciales y dias intermedios hasta completar un periodo de 16 dias.

Figura 3. Figura esquematica del reactor en bachelada.

AGUA RESIDUAL

Una de las grandes ventajas que presenta la produccion de hidrégeno,
considerada dentro de un entorno de proteccion al medio ambiente, es la
posibilidad de poder utilizar residuos.
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En las aguas residuales, principalmente en los efluentes de las industrias de
alimentos, se pueden encontrar variedad de carbohidratos en forma de azUcares
simples, almidén y celulosa, los cuales son sustratos aptos para la produccién de
hidrogeno.

e Aguaresidual de Bavaria

Se sabe que esta agua residual presenta la posibilidad de produccion de
hidrogeno, pues contiene fracciones significativas de sacarosa y demas
carbohidratos, que son las fuentes preferenciales para la generacion de
hidrégeno (Hawkes, Dinsdale , Hawkes , & Hussy, 2002). El agua residual se
obtuvo de la industria cervecera de Bavaria, ubicada en el municipio de
Tocancipa (Colombia).

De acuerdo a la naturaleza del agua residual, ésta puede contener una gran
variedad de compuestos; en el caso de la industria cervecera, la mayoria de
estos son carbohidratos y proteinas. Para el desarrollo experimental se realizo
una colecta de agua residual, la cual fue sometida a una caracterizacion fisico-
guimica, donde se analizaron: solidos suspendidos totales (SST), sélidos
suspendidos totales (SST), sélidos totales (ST), solidos totales volatiles (STV),
alcalinidad total, sulfatos, fosforo, DQO, DBOs y pH; de acuerdo con los
métodos descritos por (APHA , 2005). Las caracteristicas de esta agua residual
se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas del agua residual de Bavaria.

e Agua control

PARAMETRO UNIDAD MEDIA
+DS
pH 6,7+0,5
Alcalinidad oo coL 392450
Parcial
Alcalini
calinidad - coL 729450
Intermedia
Alcalinidad
+
Total mgCaCOs/L  1122+1
Solidos
+
Totales mg/L 83302450
Soélidos
Suspendidos 211667
mg/L
Totales
Solidos
Suspendidos ma/L 1800+1
Volatiles g
DQO mg /L 994+419
DBOs mg /L 46+37
Sulfatos mg SO./L 9+0.1
Fosforo mg PO./L 4+0.26

Se elaboro un agua sintética empleando como fuente de carbono, la sacarosa.
Mediante estequiometria se determino la cantidad de sacarosa necesaria para
obtener un valor de DQO correspondiente a 250 mg/L como se muestra a

continuacion.

» Composicion de sacarosa.

C,H,, 0, +120, - 12C0, + 11H,0
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Masa atobmica

C=12 H=1 0=16

» Célculo.

Masa atéomica (120;)
Do = — ¥ cantidad sacarosa.
Masa atéomica(Cy,H;,04,)

DQRO = Masa atomica (C;,H,,04,)
Masa atémica (120,)

Cantidad sacarosa.=

250 mg /L = (12% 124+ 22 + 11 * 16)
(24 = 16)

Cantidad sacarosa. =

250 mg/L =342
384

Cantidad sacarosa. =

Cantidad sacarosa.= 222,66 mg/L

MEDIO DE ALIMENTACION

En cada uno de los reactores las aguas empleadas fueron diluidos para alcanzar
un valor de DQO= 250 mg/L, con el objetivo de poder trabajar en las mismas
condiciones que el agua residual real. Los efluentes se enriquecieron con los
nutrientes mostrados en la Tabla 5 (Soares Fernandes, 2008).
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Tabla 5. Composicion de nutrientes utilizados.

COMPUESTO CONCENTF\ZACION
(mg.L™)
Urea 6
Sulfato de niquel 0,15
Sulfato ferroso 0,75
Cloruro férrico 0,075
Cloruro de calcio 0,618
Cloruro Cobalto 0,012
Oxido Selenio 0,0108
Fosfato de potasio Monobasico 1,608
Fosfato de potasio Dibasico 0,39
Fosfato de Sodio Dibasico 0,828

Fuente: (Soares Fernandes, 2008)

INOCULO.

Para el desarrollo del experimento se coloco un inoculo obtenido de un reactor
Anaerobio de Flujo Ascendente UASB proveniente de la planta de tratamiento de
la industria cervecera de Bavaria, que se centrifugo a 1600 rpm durante 1 min
(Heraeus, Labofuge 2000). Al inicio de cada montaje se evalud la cantidad de
sélidos totales (ST) y solidos suspendidos volatiles (SSV) con el fin de garantizar
condiciones iniciales iguales.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El montaje experimental se desarroll6 mediante el siguiente protocolo:

1. Medicion de la DQO al agua residual de Bavaria (este valor debe ser mas o
menos de 250 mg/L).

2. Preparacion del agua control bajo las condiciones de DQO anteriormente
descritas.
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Adicion del medio de alimentacion descrito en la Tabla 5.

4. Inoculacion y ajuste del pH; en un valor de 5,0 con acido sulfarico o
hidréxido de sodio (1mol/L).

5. Montaje.

Montaje 1.

Se emplearon reactores en régimen Batch, colocando una bomba en cada una de
las botellas y asegurandolas con cinta del lacre de PTFE para evitar cualquier
fuga. El ensayo se desarrollo mediante fermentacién oscura, cubriendo por
completo las botellas con papel aluminio, evitando la aparicion de
microorganismos fototréficos y controlando la temperatura en 40°C por medio de
un bafio maria como se muestra en la Figura 4.

R g
L] L e o

Figura 4. Montaje experimental 1.
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Montaje 2.

Se utilizaron Erlenmeyers, los cuales fueron asegurados con un tapén de
caucho y cinta del lacre de PTFE con el fin de evitar cualquier fuga de
gases. Asi mismo, en el montaje se implemento un sistema de succién
mediante mangueras y jeringas, que permitié la toma de muestras de una
manera controlada. Cada uno de los Erlenmeyers fue cubierto con papel
aluminio en una camara oscura, sin agitacion a una temperatura de 34°C
como se observa en la Figura 5.

Figura 5. Montaje experimental 2.

6. Periddicamente se tomaron muestras para ser analizadas y evaluadas
mediante la toma de diferentes parametros como se muestra en la Tabla 6
de acuerdo con (APHA , 2005) con el fin de observar su comportamiento y
poder evaluar la produccion de gases. Las muestras se tomaron en
intervalos de 4 dias para el montaje 1 teniendo un total de 6 muestras y
cada 2 0 3 dias para el montaje 2, teniendo un total de 18 muestras.
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Tabla 6. Parametros evaluados.

PARAMETRO

UNIDAD METODO

pH
DQO
T

AVT

4500H"
mg /L (5220D)

°C
mgHACc/L (2320)
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

A continuacién son presentados y analizados los resultados de las dos etapas de
este trabajo.

4.1. PRIMERA ETAPA DEL EXPERIMENTO

En esta etapa, se alcanz0 un total de 3 muestras para cada agua, con intervalos
de 4 dias. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa el siguiente
comportamiento en los parametros evaluados.

e Variacion de latemperatura y pH

En el desarrollo experimental se tuvo una temperatura inicial de 19.05 °C + 1.2,
fijando en el bafio maria el valor de 40°C recomendado para procesos
anaerobios.

Dentro de los estudios comparativos realizados con respecto al efecto del pH en la
produccion de H, se ha mostrado que el rango Optimo para lograr la maxima
produccion esta entre 4.5y 8.0 (Show, Lee, & Chang, 2011). El valor de pH inicial
para el agua control fue de 7,36 y para el agua residual de Bavaria fue de 7,27;
los cuales fueron ajustados a un pH inicial de 5 con el fin de tener un mayor
control en la produccion de hidrégeno.

En la Figura 6 se evidencia que tanto el agua residual como el agua control
presentan un comportamiento similar variando en un rango entre 5y 7,5 el cual
estd dentro del valor 6ptimo para la produccion de hidrégeno, este
comportamiento presenta una tendencia al aumento.
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Figura 6. pH, Montaje 1.

e Reduccién de DQO

Para la produccién de hidrogeno, es necesario que la DQO se mantenga
constante y si es el caso disminuya muy poco (Peixoto G. , 2008). En la Figura 7
se puede observar que los reactores presentaron un comportamiento decreciente
con respecto a la DQO, durante los 8 dias de operacion, siendo mas significativa
la disminucion en el agua control. Por lo tanto se puede concluir que el
experimento presenta una condicion adecuada en relacion con este parametro
para la produccion de hidrogeno.
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Figura 7. DQO, Montaje 1.
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e Generacion de AVT

De acuerdo al comportamiento de los reactores, los resultados no fueron éptimos,
debido a que no se presento un aumento considerable en la generacion de AVT
(Soares, Peixoto, Rui, Saavedra del Aguila, & Zaiat, 2010), puesto que la muestra
gue contenia el agua residual de Bavaria, presentd una disminucién mayor en
relacién a el agua control como se presenta en la Figura 9.
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Figura 8. AVT, Montaje 1.

4.2. SEGUNDA ETAPA DEL EXPERIMENTO

La segunda parte de la fase experimental, consistio en dos reactores que operaron
en las mismas condiciones, y a los cuales se les realiz6 un seguimiento de
parametros de control, durante un periodo de tiempo de 17 dias con toma de
muestras en intervalos de 2 a 3 dias. Los resultados presentaron el siguiente

comportamiento.
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e Variacion del pH y temperatura.

Durante el tiempo de operacién de estos dos reactores, el pH aumento un poco,
manteniéndose en una rango 6ptimo (5 a 6,1) para la produccién de hidrogeno. Al
mismo tiempo, se registrd una temperatura inicial de 19,8 °C en ambas aguas,
manteniéndola en 32°C en la cadmara anaerobia.

Es importante mencionar que la produccién de hidrégeno se da en un amplio
rango, encontrandose que a valores de pH menores que 4 y mayores de 12 se
inhibe por completo la produccién de dicho gas (Bedoya, Castrillon, Ramirez,
Vasquez, & Arias, 2008). Con base en lo anterior se puede decir que al controlar
inicialmente dicho parametro en los dos montajes se presentd un comportamiento
creciente, el cual se mantuvo dentro de los valores optimos referenciados en la
literatura.

De igual manera se puede pensar que la produccion de hidrogeno se pudo dar ya
gue los valores presentes en la Figura 9 son reconocidos como valores de alta
produccion de hidrégeno los cuales estan entre el rango de 5,5 a 5,7.
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Figura 9. pH, Montaje 2.
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e REDUCCION DE DQO

Los resultados obtenidos mostraron ser buenos para la produccion de hidrégeno,
presentdndose valores constantes en algunos periodos en especial para el agua
residual de Bavaria. Igualmente, la tendencia de la DQO muestra una disminucion
mas significativa para el agua control en relacion con el agua residual de Bavaria a
partir del 5 dia de operacion, lo cual indica que son mejores los resultados para el
agua residual de Bavaria.
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Figura 10. DQO, Montaje 2.

e GENERACION DE AVT
La generacion de acidos volatiles aunque fue baja, tuvo un aumento gradual como

se observa en la Figura 11. Este comportamiento permite pensar que con esta
estrategia y bajo estas condiciones se puede producir hidrogeno.

57



10

3 <&
) ® o
z ¢ T & w -
£4i *
|
2 2

0 T 1T T 0 L 1

012 3 456 7 8 91011121314151617 18

DIAS DE OPERACION

© Control, inoculo UASB

[l A.R.Bavaria, inoculo UASB

Figura 11. AVT, Montaje 2.

58



5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

5.1. CONCLUSIONES

La revision bibliografica muestra que la adicion de macro y micro nutrientes en
cada uno de los reactores, actia positivamente sobre la produccion de
hidrogeno, esta caracteristica se evidencio en el montaje 2 al cual se
adicionaron nutrientes presentando de esta manera mejores resultados.

De acuerdo con la revision bibliografica, se puede concluir que la produccién de
hidrégeno por procesos fermentativos genera una mayor tasa en comparacion
con los deméas métodos.

La mejor alternativa entre los montajes desarrollados es el numero 2, esto se
evidencia en el comportamiento de la DQO y AVT, donde para dicho
experimento la DQO disminuye poco y los AVT aumentan considerablemente,
siendo estas condiciones favorables para la produccion de hidrégeno.

5.2. PERSPECTIVAS

Identificar el reactor que bajo diferentes configuraciones permita evaluar la
generacion de hidrégeno de manera optima.

Estudiar diferentes concentraciones del sustrato y del in6culo con el fin de
evaluar los diferentes efectos que se pueden presentar en del desarrollo del
proceso
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Producir hidrogeno en periodos cortos a partir de aguas residuales
provenientes de industrias alimentarias.

Desarrollar métodos de pre-tratamiento mas eficientes para la inoculacion de
las aguas.

Generar un aprovechamiento adecuado de los subproductos para que la
produccién de hidrégeno se maneje de manera sostenible econdémica y
ambientalmente.

De acuerdo con los resultados obtenidos el agua residual de Bavaria es una
opcion viable para el desarrollo de nuevos experimentos con diferentes
indculos, desarrollando  un mejor desarrollo del tema en el campo
investigativo.

El experimento realizado de acuerdo con las condiciones establecidas permitid
obtener hidrégeno fermentativo el cual se recomienda para futuros proyectos
cuantificar mediante cromatografia de gases.
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