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RESUMEN

El hidrogeno (H,) comunmente es generado por fuentes fésiles, principalmente por
refinacion del gas natural, por lo que una produccion a través de fuentes renovables
puede responder a una demanda de alternativas de explotacion més amigables con el
medio ambiente. Un medio para la produccién de H, de manera biolégica es la
fermentacién oscura, la cual resulta ser una estrategia atractiva ya que se obtienen
altas tasas de produccion de hidrogeno, ademas de que si se utiliza materia organica
de residuos como fuente de produccion es posible obtener un producto con valor
agregado a partir del tratamiento de un desecho. Sin embargo, varios factores pueden
afectar de manera beneficiosa o perjudicial el proceso de produccion de H, durante la

fermentacion oscura.

En el presente trabajo de investigacidn se estudiaron dos factores, la adicion de ion Fe
en una solucion de 75 mg/L y 150 mg/L de FeSO, y la relacién Sustrato-Indculo inicial
(So/Xo) de 0.25:1, 0.5:1 y 1:1, usando como sustrato sacarosa y como inéculo el lodo
anaerobio de una planta de tratamiento de aguas residuales domésticas de la ciudad
de Mérida, Yucatan. Se obtuvo un rendimiento de 2.90 mol H, / mol Sacarosa, asi
como los coeficientes cinéticos de la produccion de hidrégeno donde la mayor
produccion fue en la relacion de 0.25 So/X, teniendo un Hmax de 299.29 mL, ademas
en esta relacion también se presentd la mayor tasa de producciéon de hidrégeno que
fue de 36.79 mL/h.



ABSTRACT

Hydrogen (H;) is commonly generated by fossil fuels, mainly by refining natural gas,
so that production through renewable sources can respond to a demand for more
environmentally friendly exploitation alternatives. One of the means to produce H, in a
biological way is dark fermentation, which turns out to be an attractive strategy since
high rates of hydrogen production are obtained, in addition if organic waste material is
used as a production source is possible to obtain a product with added value from the
treatment of a waste. However, several factors can beneficial or detrimentally affect the

H, production process during dark fermentation.

In the present research two factors were studied, the addition of Fe ionina 75 mg /L
solution and 150 mg / L of FeSO, and the initial Substrate-Inoculum (S,/X,) ratio of
0.25: 1, 0.5: 1 and 1: 1, using sucrose as substrate and anaerobic sludge as inoculum
from wastewater treatment plant in the city of Merida, Yucatan. The kinetic coefficients
of hydrogen production were obtained, where the highest production was in the 0.25
So / X, ratio, with a Hmax of 299.29 mL, furthermore in this relation also was obtained

the highest rate of biogas production with 36.79 mL / h.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

La necesidad de mitigar el impacto al medio ambiente ha llevado a investigar nuevas
fuentes de energias limpias, donde la produccion de hidrogeno representa una gran
alternativa, debido a que es un combustible limpio libre de carbono, donde el Unico
subproducto final de su combustién es el agua. Ademas, puede ser Gtil para mitigar el
calentamiento global y los problemas de contaminacion al utilizar desechos organicos

como sustrato para la produccion de hidrégeno (Ghimere et al.,2015).

El hidrogeno (H,) cominmente es generado por fuentes fésiles, principalmente por
refinacion del gas natural, por lo que una produccién a través de fuentes renovables
puede responder a una demanda de alternativas de explotacién mas amigables con el
medio ambiente (Balat, 2008).

Entre los principales estudios de la produccion de hidrégeno biolégico se han enfocado
en la biofotdlisis del agua empleando algas y cianobacterias, asi como en la
fotofermentacién de compuestos organicos por bacterias fotosintéticas y en la
fermentacién oscura de compuestos organicos ricos en carbohidratos mediante

bacterias anaerobias.

Dentro de estas biotecnologias la fermentacion oscura resulta ser una estrategia
atractiva ya que se obtienen altas tasas de produccién de gas hidrégeno comparado
la biofotdlisis y la fotofermentacion, ademas de que si se utiliza materia organica de
residuos como fuente de produccién es posible obtener un producto con valor

agregado a partir del tratamiento de un desecho.

Sin embargo, varios factores pueden limitar o en el caso contrario ayudar al proceso
de produccién de hidrégeno durante la fermentacién oscura. Dentro de los factores

qgue influyen en la fermentacion oscura se encuentra el pH, que condiciones acidas



logra inhibir la actividad metanogénica o a los microorganismos consumidores de H,
(Luo et al., 2011), en cuanto al factor temperatura, se ha observado que rangos de 37-
40 °C y 55-60 °C se logra una mejor produccién de H, sin que se de inhibicion

(Elbeshbishy et al., 2017).

En cuanto al factor nutrientes, necesarios para el metabolismo bacteriano, se ha
reportado que el sodio, el magnesio, el zinc y el hierro son metales traza importantes
que afectan la produccién de hidrogeno (Blanco y Rodriguez, 2012; Lin y Lay, 2005).
Entre ellos, el hierro es un nutriente importante para formar hidrogenasa u otras

enzimas (Yang y Shen, 2006).

Finalmente, el factor relacién sustrato- indéculo también influye, observandose que
sustratos ricos en carbohidratos como glucosa, sacarosa y mezclas de almidones han

sido ampliamente usados en la fermentacidn oscura.

De acuerdo con lo anterior, este estudio se centra en la evaluacion de los parametros
de funcionamiento que afectan a la produccién de hidrogeno durante la fermentacion
oscura, pretendiendo obtener un mayor entendimiento de las condiciones Optimas de

operacion lo que permitira mejorar la eficiencia de dicho proceso.



1.2 Hipotesis

La variacion de los factores relacion sustrato-indculo y concentracion ion Fe generara
condiciones que permitan mejorar la produccion de hidrogeno durante el proceso de

fermentacion oscura.



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de los cambios de la relacion de sustrato-indculo (Se/X,) Yy
concentracion de ion hierro en la produccién de hidrogeno, mediante la fermentacion

oscura con un indculo procedente de un digestor de tratamientos de aguas residuales.

1.3.2 Objetivos especificos.

Comparar la produccion de hidrogeno durante la fermentacion oscura bajo diferentes

condiciones de Sy/X, y concentracion de ion hierro.

Determinar la cinética de produccion de H, durante la fermentacidn oscura bajo las

diferentes condiciones de estudio.

Analizar el efecto de las condiciones de Sy/X,y concentraciones de ion hierro en los

subproductos de la fermentacion oscura.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO

En los Ultimos afios, los intereses de investigacion y desarrollo se han dirigido hacia
tecnologias que ayuden a mitigar el impacto ambiental. Entre las diversas fuentes de
energia alternativa destaca la produccién de hidrogeno (H;), considerado como uno
de los combustibles preferenciales para el futuro, debido a su alta eficiencia energética,
sin embargo, el principal desafio en el uso del hidrogeno radica en su produccion

(Tabla 1) y almacenamiento sostenible.

En aplicaciones comerciales, el hidrogeno se ha producido a partir de gas natural
(48%) y petréleo (30%) mediante procesos de reformado con vapor, y también por
otros métodos industriales como la gasificacion de carbén (18%) y la electrdlisis del
agua (4%) (Balat, 2008).

Tabla 1. Fuentes de produccion de hidrégeno.

Método Fuente Descripcion
Energia primaria Material
Electrolisis Eléctrica Agua La corriente continua

se utiliza para separar
elaguaen O2y H2
(reaccion

electroquimica)

Procesos Division de agua

Termogquimicos

Reformado de Combustibles fosiles

combustibles fésiles son convertidos en
CO2y H2

Gasificacion de Conversion de carbén

carbon en gas de sintesis

Fuente: Dincer y Acar (2015)

Sin embargo, el hidrégeno puede ser producido a partir de procesos biolégicos que

requieren menos energia y sean mas amigables con el medio ambiente en términos



de reduccion global del diéxido de carbono (CO,). Estas tecnologias renovables que
producen hidrégeno tienen el potencial de ser competitivas en cuanto a costos, ya que
pueden usar biomasa residual como materia prima, tales como aguas y residuos
organicos municipales, agricolas e industriales, ademas de que el hidrégeno puede
ser producido por microorganismos autotrofos y heterétrofos (Ghimere et al.,2015).

La produccion biolégica de hidrégeno esta siendo objeto de una gran cantidad de
investigaciones, proponiéndose diversos medios para su produccion. Entre las
diversas tecnologias se encuentran la fermentacién oscura y la fotofermentacion
(Figura 1), que proporcionan una forma atractiva y ecoldgica de produccién de
hidrogeno a partir de fuentes renovables. La fotofermentacion produce hidrégeno por
microorganismos fotosintéticos utilizando moléculas de agua o &cidos simples como
donantes de electrones, como algas, protistas y bacterias fotosintéticas, mientras que
la fermentacion oscura se lleva a cabo por microorganismos fermentadores que
producen hidréogeno, como los anaerobios facultativos y los anaerobios obligados
(Elbeshbishy et al., 2017).

¢—{ Produccién biohidrégeno I ¢

| Con energia luminica | Sin energia luminica
¢ ¢ Y
| Biofotdlisis | Fotofermentacion Fermentacion oscura

| Algas y cianobacterias | |

Bacterias ptrpuras | Bacterias anaerobias

v ¥ v

Scparacmp de .ng por Fotofermentacidén de dcidos Fermentacion de sustratos
procesos fotosinteticos orgdnicos ricos en carbohidratos
Sensible a la formacién de O, Condiciones estrictas de Acumulacién de AGV
operacion

Fuente: (Blanco y Rodriguez, 2012).
Figura 1. Produccion de hidrégeno de manera biolégica.



En lo que respecta a la fermentacion oscura, ésta ha ido ganando una mayor atencion
porque logra altas tasas de produccion de hidrégeno, ademas de su capacidad de
producir hidrégeno a bajo costo al degradar sustratos complejos de diferentes residuos
(Marone et al., 2017).

En los procesos de fermentacién oscura, los sustratos ricos en carbohidratos se
descomponen anaerébicamente por microorganismos productores de hidrogeno,

como los anaerobios facultativos y los anaerobios obligados (Ghimere et al.,2015).

2.1 Proceso anaerobio

La digestion anaerobia es de gran interés, ya que ofrece la oportunidad de tratar los
problemas relacionados con la gran cantidad de desechos organicos, al tiempo que

disminuye al impacto ambiental ayudando al desarrollo de nuevas energias.

El proceso de digestion anaerobia se puede describir como una serie de reacciones
bioguimicas mediante las cuales la materia organica se convierte en metano (CHa) y
diéxido de carbono (CO,) mediado por microrganismos en ausencia de oxigeno
(Adekunle et al., 2015). El proceso anaerobio (Figura 2) consta de cuatro etapas,
hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y finalmente la metanogénesis (Khan et al.,
2016a).

La etapa inicial de los procesos de digestion anaerobia es la hidrolisis, la cual implica
la transformacion de materiales organicos insolubles, donde los compuestos con
mayor peso molecular como celulosa, polisacaridos, proteinas y grasas se convierten

en aminoacidos, azlcares y acidos grasos (Khan et al., 2016b).

La velocidad de descomposicion durante la hidrolisis depende de la naturaleza del
sustrato, para llevar a cabo la biodegradacion, ciertos microorganismos secretan
diferentes tipos de enzimas, llamadas enzimas extracelulares que “cortan” a las
moléculas grandes para que los microorganismos puedan utilizarlos como fuente de
energia, algunas enzimas son por ejemplo la proteinasa, celulasa, hemicelulasa, lipasa

y amilasa.



La acidogénesis es conocida como la etapa de produccion de hidrogeno derivada de
la digestion anaerdbica, es en esta fase donde los monémeros y los derivados solubles
del componente organico en el sustrato se convierten en acidos grasos voléatiles de
cadena corta (AGV), hidrégeno, diéxido de carbono, alcoholes y acetatos (Kumaran et
al., 2016).

R — COMPUESTOS ORGANICOS COMPLEIOS ]
{carbohidratos, proteinas, lipidos) J
1
HIDROLISIS

-
. COMPUESTOS CRSANICOS SIMPLES
(pzdcares, aminodcidos, d&cldos grasos)
>

: |
H ACIDCGENES]S

¥

[ ACIDOS GRASDS WOLATILES

{aocotato, proplanabo, butirata, etc)

¥ h 2

H ‘/AEETC"SIENESJE\‘
. ACETATO (2 carbonos) Hidrégeno gas y didxido de carbono |‘_
B e CH-CoD | * > | H; + €O,

e .
E SR EDROGENESIS E L METAMNOGEMNESIS J
-...........:._._...... +
L
{H.5 + CO,) METANG ¥ DIGKIDO DE CARBOND
CH, + €O,

Funte: (Gujer y Zehnder, 1983)

Figura 2. Etapas del proceso de digestion anaerobia.

La fermentacidn acidogénica podria clasificarse en tres tipos diferentes: La
fermentacion de tipo butirico donde se produce acido butirico y acido acético junto con
CO2 y H,, la fermentacién de tipo propionico, la cual no implica una produccion
significativa de CO,y H, en la produccion de acido propiénico y acido acético y
finalmente, la fermentacion de tipo etanol, ésta tiene importantes componentes de
produccion de etanol y acido acético junto con pequefias cantidades de COz2y H,
(Kandylis et al., 2016).



En las etapas de la hidrolisis y la acidogénesis los productos iniciales no pueden ser
consumidos directamente por los microorganismos metanogénicos, por lo cual la
siguiente etapa, la acetogénesis es de suma importancia en la produccion de

hidrégeno.

En la acetogénesis se realiza la conversién bioquimica de los productos de la
acidogénesis mediante dos mecanismos de reaccion: la acetogénisis acetoclastica y
la homoacetogenesis hidrogenotroéfica. En el primer mecanismo algunos metabolitos
como valerato, butirato y propianato producidos en las etapas anteriores se convierten
en acetato e H, (Tabla 2) para que puedan ser aprovechados posteriormente por
microorganismos metanogénicos. El segundo mecanismo se realiza la sintesis del

acetato a través del consumo de H, y CO,.

Tabla 2. Reacciones acetogénicas.

Reaccion de acidos grasos AG(kJ)
Propionato+3 H, O —Acetato+HCO™= +H*+3 H, +76.1
Butirato+2 H,O — 2 Acetato + H*+2 H, +48.1
Valerato+3 H,O —3 Acetato + 2 H*+4 H, +48.1

La etapa final de la digestién anaerobia implica la produccion de CH, y CO, realizador
por Archaeas metanogénicas, ademas dos grupos diferentes de microorganismos
operan durante esta etapa, el grupo acetotrofico de metandgenos que consume los
acetatos y los convierte en CH, y CO,, mientras que el grupo hidrogenotroéfico convierte
el H,y el CO, en CH, (Andre et al., 2016). El grupo hidrogenotrofico de metandgenos
consume el H, producido como un donador de electrones para la reduccion de CO,
(Sarmiento et al.,, 2011). Durante la produccion de biohidrégeno en procesos
anaerobios, el grupo hidrogenotrofico de metanégenos actia como el consumidor de
H, en la etapa final. Se requiere que sus actividades sean suprimidas para asegurar la

produccion maxima de H, basada en el proceso anaerobio.



La etapa final de la digestién anaerobia implica la produccién de biometano a partir de
la reduccion de CO, utilizando H, como donante de electrones. El H, producido se
consume a través del proceso conocido como metanogénesis hidrogenotréfica, que
disminuye el rendimiento total de biohidrégeno. EI H, también es consumido por las
bacterias productoras de alcohol, donde se consume como donador de electrones
tanto en la molécula de las formas como en equivalentes de H,. Durante la
fermentacién oscura, el lactato es degradado por productores de propionato como
Clostridium propionicum y Clostridium homopropionicum a través del consumo de
NADH (Khan et al., 2017).

2.2 Fermentacion oscura

En los procesos de fermentacidn oscura los sustratos ricos en carbohidratos se
descomponen anaerébicamente por microorganismos productores de H,. El hidrégeno
molecular (H,) se produce en el proceso de eliminacion del exceso de electrones a

través de la actividad de la enzima hidrogenasa.

En ambientes anaerobios, los protones (H*) pueden actuar como aceptores de
electrones para neutralizar los electrones generados por la oxidacion de sustratos

organicos, produciendo hidrégeno (Ghimire et al., 2015).

Este proceso tiene la ventaja de una alta tasa de produccion de hidrégeno, una alta
tasa de crecimiento celular y la utilizacién de formas complejas de sustrato organico
como almidon, celulosa o desechos municipales. Los subproductos de la produccion
de Hz2 se componen principalmente de acidos grasos volatiles (AGV) como el acido

aceético, el acido butirico y el 4cido propidnico.

Muchas rutas han sido propuestas para la produccion de hidrégeno. En la Figura 3 se

muestra la ruta metabdlica de la fermentacion oscura usando glucosa como sustrato
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ADP 2 NADH + 2H"
ATP - ~ 2NAD'

CH;CH,CH>COOH

Fuente: (Li y Fang, 2007)

Figura 3. Ruta de produccién de hidrogeno por fermentacion de glucosa.

La produccion de H, depende de la via en la que se lleve a cabo en la fermentacion y

de los productos finales. Cuando el &cido acético es el Unico producto final se obtiene

un rendimiento tedrico de 4 moles de H, / mol glucosa, de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

CsHuOs + 2 Hzo — 2CH3COOH + 2C02 + 4 H2

Cuando el butirato es generado se produce 2 moles de H, / mol glucosa:

C5H1zos — CH3C Hzc HzCOOH + 2COZ + 2 H2

Tedricamente en la oxidacion completa de glucosa a H, y CO, el maximo rendimiento

gue se podria obtener es de 12 moles de H, / mol glucosa:
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C6H1206 + 6 Hzo — 6COZ + 12 Hz

Sin embargo, la completa oxidacion de glucosa a 12 moles de H, aun no ha sido
reportada, por lo tanto, el maximo rendimiento es considerado 4 moles de H, / mol

glucosa cuando el acido acético es el unico producto final (Dhar et al., 2015).

Cuando la fuente de carbono es sacarosa y se produce acido acético se da la siguiente

reaccion (Khanal, et al., 2004), generando 8 moles de H, / mol sacarosa:
Ci2H2,04 + 5 H,O — 4CH;COOH + 4CO,, + 8H,

Cuando el &cido butirico es generado se produce 4 moles de H, / mol sacarosa:
C12H2,04 — 2CH3C H,CH,COOH + 4CO, + 4H,

Estas rutas se han encontrado en aproximadamente el 50% en microorganismos del

género Clostridium, otros productos pueden ser propianato, succinato y lactato.

2.3 Pardmetros que afectan la fermentacion oscura

La produccion de hidrogeno esta siendo ampliamente estudiada debido a que es una
fuente de energia prometedora, sin embargo, como se muestra en la Figura 4, algunos
pardmetros tales como la temperatura, pH, tipos de sustrato, fuente de indculo influyen

en la produccion.
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Control del Bioreactor

(pH, temperatura,
tiempo de retencién)

Mejoramiento de la produccién de
biohidrégeno durante la
fermentacion oscura

Sustrato

Inéculo

Tipos de sustrato, metodos

. Puros o mezcla.
de pretratamiento

Figura 4. Mejoras en la produccion de biohidrégeno.

2.3.1 Indculo

El potencial uso de microorganismos para la produccion de hidrégeno como futura
fuente de energia hace que se abra un amplio campo de investigacion sobre las rutas

metabdlicas de produccion del hidrégeno.

Muchas bacterias fermentativas producen hidrégeno, como mecanismo especifico
para eliminar el exceso de electrones a través de la actividad de la hidrogenasa en
bacterias. Las bacterias que poseen tal capacidad incluyen anaerobios estrictos
(clostridios, metil6trofos, bacterias del rumen, bacterias metanogénicas, arqueas),
anaerobios facultativos (Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter) e incluso aerobios

(Alcaligenes, Bacillus).

Hidrogenasas es el nombre que se les da a la familia de enzimas que catalizan la
oxidacion reversible del hidrogeno en sus constituyentes de particulas elementales,

dos protones (H*) y dos electrones:
2H* + 2% « H,

Estas pueden funcionar en cualquier direccion: algunas consumen H, (en presencia de

electrones adecuados) o pueden producir H, (bajo anaerobiosis). En algunos
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microorganismos, como las cianobacterias, capaces de cambiar entre un metabolismo
aerobio y anaerobio, la llamada hidrogenasa bidireccional puede catalizar la captacion

o el consumo de H, segun las condiciones ambientales (Vignais et al., 2006).

La produccion de hidrégeno se puede llevar a cabo tanto con cultivos puros como con
cultivos mixtos, los cuales por lo general provienen de productos desechos. Aunque
los cultivos puros han sido investigados en los ultimos, entre ellos Bacillus coagulans,
Thermoanaerobacterium spp., Enterobacter aerogenes, Clostridium butyricum, pocos
son los estudios que se han hecho sobre la caracterizacién de cultivos mixtos. Una
amplia gama de microorganismos ha sido usada como inéculos para la produccion de
hidrogeno, incluidos lodos anaerobios de plantas de tratamiento de aguas residuales,
residuos de ganado, lixiviados de vertederos, entre otros, demostrandose que el origen

del in6culo afecta el rendimiento del biorreactor (Guo et al., 2010).

2.3.2 Temperatura

El rendimiento del hidrégeno depende de la temperatura ya que esta afecta la
velocidad a la que se lleva la hidrolisis, en la actividad de las enzimas y

microorganismos productores de H,, asi como en la degradacion del sustrato.

La fermentacion oscura se puede llevar a cabo a diferentes temperaturas que van
desde mesofilicas (25-40 °C), termdfilas (40-65 °C), termdfilas extremas (65-80 °C) o
hipertermofilas (> 80 °C). La temperatura a la cual debe de operar el proceso puede
cambiar a medida que diferentes microorganismos se vuelvan predominantes, aunque
se ha encontrado un amplio rango de temperaturas (30-60 ° C) 6ptimo para la
fermentacién oscura, la mayoria de los estudios sugirieron la temperatura de
funcionamiento éptima para la fermentacién oscura entre 37-40 °C y 55-60 °C para
lograr una mejor produccioén del hidrégeno sin ninguna inhibicion (Elbeshbishy et al.,
2017). Existen residuos tales como los agricolas que requieren de altas temperaturas
para lograr un mayor rendimiento de hidrogeno debido a los compuestos
lignocelulésicos presentes (Guo et al., 2010), sin embargo, el mantener altas

temperatura puede incrementar los costos de produccion, por otra parte, existen
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sustratos que son facilmente degradables que son favorecidos con temperaturas

mesofilas.

2.3.3 Pretratamiento

El efecto de la temperatura en la produccion de hidrogeno también se puede observar
cuando se emplea como un pretratamiento en cultivos mixtos ya que resulta muy
efectivo en la inhibicibn de microorganismos como Archeas metanogénicas,

favoreciendo a las bacterias productoras de H, que pudieran estar en el inéculo.

El método més utilizado de pre-tratamiento es un “choque térmico” aplicado a
diferentes temperaturas (80 -100°C) a diferentes tiempos, con la finalidad de inhibir a
los microorganismos consumidores de H,, Sin embargo, las bacterias
homoacetogénicas formadoras de esporas pueden permanecer en el cultivo durante
cortos periodos de tratamiento térmico las cuales consumen H, para la produccion de
acido acético. Por lo tanto, aumentar la duracion del choque térmico puede ser util para

eliminar los consumidores de H, (Argun y Kargi, 2009).

2.3.4 pH

El pH es uno de los pardmetros de funcionamiento mas criticos ya que éste determina
las vias metabdlicas 6éptimas para la produccién de H,. La ruta metabdlica y la
velocidad de crecimiento de los microorganismos se definen por el pH de un reactor
durante la produccion de H,. Cualquier cambio en la concentracion de iones de
hidrégeno da como resultado un cambio en el pH y finalmente conduce a un cambio
en el potencial redox. Esta serie de eventos puede desencadenar un cambio en la tasa

de recepcion de electrones por los protones y, finalmente, la tasa de produccion de H,.

Dentro de los rangos que pueden favorecer la produccion se reportan de 5.5-6.8 por
Liu etal., (2011). En condiciones mesdbfilas y termofilas un pH acido (menor de 6) inhibe

principalmente la actividad metanogénica, pero la inhibicion de la actividad
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homoacetogénica la cual consume el H, se logra en condiciones terméfilas a un pH

inicial de 5.5 (Luo et al., 2011)

El pH 6ptimo para la producciéon de hidrégeno puede variar entre un rango de 4.5a 9
(Khanal et al., 2003, Lee et al., 2002) en fermentacién oscura de sacarosa, lo que nos
indica que el pH dependera de los diferentes indculos y tipos de sustratos que se

empleen.

2.3.5 Nutrientes

La produccion de biohidrégeno requiere ciertos micronutrientes esenciales para el
metabolismo, el crecimiento y la actividad de los microorganismos. Se han utilizado
muchas formulaciones con nutrientes diferentes teniendo una eficacia de produccién

diversa.

Se ha reportado que el nitrdgeno, los fosfatos y algunos iones metalicos son nutrientes
importantes para el crecimiento celular de microorganismo productores de hidrégeno
(Blanco y Rodriguez,2012).

Lin y Lay (2005) realizaron un estudio donde indicaron que los nutrientes tienen un
efecto significativo en la estabilidad del hidrogeno en la microflora de los lodos de agua
residual donde el magnesio, sodio, zinc y hierro fueron los nutrientes importantes, ya
gue estos elementos se relacionan con el cofactor enziméatico bacteriano y los
procesos de transporte. En cuanto al ion hierro, es un nutriente importante para formar
hidrogenasa u otras enzimas, Junelles et al., (1988) observaron que la concentracion
limitada de ion hierro causaba una disminucién en la actividad de la enzima

hidrogenasa.
En la Tabla 3 se muestran algunos nutrientes utilizados en diferentes estudios.

Tabla 3. Nutrientes utilizados en la produccion de hidrégeno.

Nutriente Concentracion Sustrato Temp. pH Indculo Referencia
mg/L °C

FeS04-7H20 0 - 1000

MgSQO4-7H20 0-1000 Glucosa 30 7 C.acetobutylicum
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CaClz:2H20 0-500 Alshiyab et

al., 2008

FeSO4 0 —4000 Almidén 35 8-7 Mezcla de Bacterias Yang y
soluble anaerobias Shen, 2006

FeClz 0-4000 sacarosa 37 6  Microorganismos Lee et al,

mixtos de un silo de 2001

harina de soja

Na * 0-1600 sacarosa 37 6.5 Lodos anaerobios Hao et al.,
2006

2.3.6 Sustrato

Asi como en el caso del pH y temperatura, el sustrato juega un papel importante en el
rendimiento del hidroégeno, siendo los sustratos ricos en carbohidratos ampliamente
usados en la fermentacion oscura, particularmente glucosa, sacarosa y mezclas de

almidones.

La composicién del sustrato es muy importante para los microrganismos por lo tanto
también influye en la estabilidad y produccién del biogas. Entre los diversos sustratos
ricos en materia organica, las aguas residuales y los subproductos industriales han
ganado una atencion considerable debido a sus ventajas tales como altas cargas

organicas, bajos requerimientos de nutrientes y ganancia neta de energia positiva.

En particular, las aguas residuales representan fuentes abundantes y ampliamente
disponibles de sustratos biodegradables aun no explotados para producir hidrégeno

por fermentacién oscura.

El uso de consorcios mixtos como biocatalizador para la produccién de hidrégeno
puede ser una opcidn practica y prometedora para ampliar la tecnologia de la
fermentacion oscura, especialmente cuando se utilizan aguas residuales como
sustratos. Sin embargo, la cantidad de in6culo debe ajustarse, por lo que la cantidad
de sustrato por inoculo (So/Xo) €s un parametro de operacion importante que afecta la
via microbiana (Liu, 1996).Entre los microorganismos que se han reportado como

productores de hidrogeno se encuentran las bacterias acidogénicas como
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Enterobacter, Bacillus y Clostridium, sin embargo, el uso de cultivos puros no resulta
econdémico ademas de requerir estrictas condiciones de operacién, por lo que el uso
de un consorcio microbiano mixto ofrece ventajas como la capacidad de usar

diferentes sustratos y por lo tanto un mejor rendimiento (Chaganti et al., 2012).

2.3.7 Relacion Sustrato/In6culo

La relacion de sustrato — indculo inicial (So/X,) afecta la via microbiana que se llevara
acabo (Ghimire et al., 2016). La concentracion de sustrato inicial (So) representa una
fuente de carbono y energia para los requisitos de biosintesis y otros propdsitos
energéticos, mientras que la concentracion de biomasa inicial (Xo) es una fuente de
utilizacién del sustrato. Debe tenerse en cuenta que la relacion So/X, refleja el nivel de
energia inicial en un cultivo en lotes, esta relacion afectara directamente los patrones
de crecimiento de los microorganismos, el aumento de las concentraciones de sustrato
dentro de un rango 6ptimo generalmente mejora la produccion de hidrégeno durante
la fermentacion oscura. Sin embargo, las altas concentraciones de sustrato pueden
ser desfavorables para la produccion de Hz, ya que la actividad de los microorganismos
productores de hidrogeno puede inhibirse de varias maneras, incluida la acumulacion
de &cidos grasos volatiles (AGV), pH intracelular inferior y alta presién parcial de
hidrogeno (Elbeshbishy et al., 2017). Por lo tanto, la optimizacion de la concentracion
del sustrato o de la relacion entre alimentos y microorganismos y la velocidad de carga

organica es fundamental para evitar la inhibicién.

La produccion de hidrégeno en diversas relaciones So/X, de diferentes sustratos se
han reportado como se muestra en la Tabla 4, tal es el que caso de Dhar et al., (2015)
en donde evaluaron la produccion de hidrogeno a diferentes radios de So/Xo que fueron
de 1, 2,4, 6 y 8 durante el proceso de fermentacién oscura. Por otra parte, Aminnejad
(2017) realiz6 una comparacion de la relacion inicial de So/Xo de 0.5y 1 utilizando lodo
de un digestor anaerobio, donde encontrdé que el rango optimo en la produccion de
hidrogeno fue de 0.5 So/Xo.
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Tabla 4. Relaciéon Sustrato-Inéculo.

Inoculo Sustrato Relacion Referencia

So/Xo
Lodos de digestor Jugo de remolacha 1,246y8 Dhar et al., 2015
anaerobio azucarera
Lodos de digestor Desechos de papa 05yl Aminnejad, M.,
anaerobio (2017).
Cultivo mixto de Residuos cerveceros 04-64 Fany Chen, 2004
composta

De acuerdo con lo anterior, la fermentacion oscura para la produccion de hidrégeno es
una biotecnologia atractiva que puede proporcionar diversos beneficios en términos
de renovabilidad y neutralidad de carbono. Sin embargo, el control de los diversos
pardmetros de operacidon es muy importante ya de estos dependerd el buen

funcionamiento, asi como el rendimiento de la produccion de hidrégeno.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA

En la Figura 5 se muestra un esquema general de la metodologia que se llevé acabo:

In6bculo

Unidades
experimentales

Caracterizacion
inicial

Pretratamiento

Solidos Totales
(ST)

Solidos

Suspendidos
voléatiles (SSV)

105 °C durante
24 h

Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO)

Botellas seroldgicas
de 120 mL, con
espacio util de 80
mL.

Operacion de 43 h
pH inicial de 5.5

Temperatura de
37°C

Agitacion 150 rpm

Caracterizacion
final

Demanda
Quimica de
Oxigeno (DQO)

Carbohidratos

Acidos Grasos
volatiles (AGVs)

Hidrogeno (Hy)
Metano (CHy)

Variables

Sustrato / in6culo
(SolXo)

Concentracioén lon Fe

Andlisis de datos

Ecuacion de Gompertz como modelo matematico para la produccién de biogas.

Comparacion de varianzas por medio de un disefio factorial

Andlisis estadistico software estadistico STATGRAPHICS CENTURION XVIL.II

Figura 5. Esquema de la metodologia.
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3.1 Inéculo

El indculo utilizado fue una muestra de lodo contenido de un digestor anaerobio de
tratamiento de aguas residuales municipales de la ciudad de Mérida, Yucatén, al cual
se le realiz6 una caracterizacion inicial de solidos totales (ST) (Horno Terlab TE-H35D),
sélidos suspendidos volatiles (SSV) (Furnance 6000 Barnstead Thermolyne) asi como
la demanda quimica de oxigeno (DQO) conforme a los métodos APHA-AWWA-WPC
(2012).

El lodo recibié un pretratamiento térmico en la estufa de 105 °C durante 24 h para
inhibir a los microrganismos metandgenos y favorecer a los productores de hidrogeno
(Moreno et al., 2015). Después del pretratamiento, el lodo fue pulverizado con un
mortero y almacenado hasta su uso, para posteriormente colocarlo en las unidades

experimentales con las diferentes relaciones de sustrato-indculo inicial (So/Xo).
3.2 Preparacion de las unidades experimentales

Cada unidad experimental consté de una botella de vidrio de 120 mL de capacidad,
sellada con una tapa de goma y aro metalico, utilizando un volumen Uutil total de 80 mL

dejando un espacio de cabeza de 40 mL.

A cada botella se le afiadié una solucién de nutrientes apropiada para el desarrollo del
in6culo seleccionado que llevara a cabo el proceso, la cual fue una solucion mineral
consistente en 2 g/L NH,HCOs, 1 g/L K H,PQO,4, 100 mg/L MgSOa-7 H,0, 10 mg/L NaCl,
10 mg/L Na,MoO,-2H,0, 10 mg/L CaCl,-2 H,0, 15 mg/L MnSO4-7 H,0, ademas se
adicion6 una solucion de FeSO4 en diferentes concentraciones (75 y 150 mg/L),
contando con un blanco, es decir un tratamiento sin adicion de FeSOa4 (Alshiyab et al.,
2008, Yang y Shen, 2006).

Como fuente de carbono se utilizé sacarosa, en una relacién de sustrato - inéculo inicial
(So/Xo) de 0.25:1, 0.50:1 y 1:1, en base al contenido de los SSV del inéculo pretratado,

para llegar a un volumen de 80 mL adicionando agua destilada, ajustando el pHa 5. 5

21



con una solucién de HCI. Finalmente, cada reactor en ausencia de luz fue incubado a

37°C con una agitacion de 150 rpm, como se muestra en la Figura 6.

La cantidad de biogas que se produjo fue medida por el método de desplazamiento de
liquido, el cual estd compuesto por una botella invertida con una solucién barrera
saturada de NaCl (30 g / 100 mL de agua destilada) acidificada a un pH<2. y una

probeta para la recoleccion del agua desplazada.

Figura 6. Montaje de la unidad experimental
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3.3 Métodos analiticos

En la Tabla 5 se muestran los pardmetros medidos:

Tabla 5. Analisis fisico-quimicos.

Parametro Método de analisis

pH Potenciémetro

T (°C) Termometro

DQO (mg/L) APHA-AWWA-WPCF Standars Methods (2012)
ST (mg/L) APHA-AWWA-WPCF Standars Methods (2012)
SSV (mg/L) APHA-AWWA-WPCF Standars Methods (2012)
AGVs Cromatografia de gases

H, Cromatografia de gases

CHa4 Cromatografia de gases

Carbohidratos Método de Albalashmeh et al. (2013)

3.3.1 Cinéticas de produccion de biogas e hidrégeno

El biogas producido fue almacenado en la botella invertida descrita anteriormente. La
determinacién de H,, CH4 y CO, en el biogas se llevé acabo usando cromatografia de
gases. Se hizo uso de la ecuacion de Gompertz como modelo matematico para ajustar
los datos de la curva de produccion de biogas e hidrégeno en funcién del tiempo. Esta
ecuacion se ha empleado para el proceso de la fermentacion oscura por lotes y permite
de sacar parametros de la cinética de produccién de hidrégeno (Alexandropoulou et
al., 2018; Gadhamshetty et al., 2009; Morales et al., 2015).

2.71828 * Ry

H(t) = Hp, eXp {—exp [ x(A—1t)+ 1]}

H max

Donde:

H(t) (mL) es el volumen total de hidrégeno acumulado en el tiempo t(h).
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Hmax (ML) es el maximo volumen de hidrégeno acumulado.
Rmax (ml/h) es la méxima tasa de produccion de hidrégeno.

A(h) es el tiempo de fase de latencia.

3.3.2 Caracterizacion del contenido del reactor

Al finalizar la operacion de los reactores a las 43 h, se tomaron lecturas de pH con
ayuda del potenciémetro (pH/ Conductivity Thermo Orion 550A) y se realizaron los

siguientes analisis:

3.3.2.1 Determinacion de hidrégeno

El analisis del hidrogeno fue llevado a cabo en un cromatografo de gases (SRI 8610c)
equipado con un detector de conductividad térmica, columna de acero inoxidable
empacada con silica gel (8600-PK1A), empleando helio (He) como gas de arrastre con
flujo de 27 mL/min. Inyeccion de 0.5 ml de biogas a las siguientes condiciones: 1 min
a 50 °C, incremento 50 °C/min hasta 100 °C y manteniéndola por 1 min. La temperatura
del detector fue de 150 °C.

3.3.2.2 Determinacion de acidos grasos volatiles

Para el analisis de &cidos grasos volatiles (AGV), se coloc6 en un vial de 10 mL una
alicuota de 2 mL del contenido del reactor (previamente acidificada a un pH< 2 con
HsPO, al 3%), al cual se le afadieron 1 g de NaCl, 70 uL de &cido isopropilico, 100 pL
de &cido heptanoico y 200 uL de HCI 2M.

La cuantificacion de AGV se realiz6 mediante un cromatografo de gases (Thermo
Scientific - Trace GC Ultra ITQ 900) con una columna Innowax (30 m x 0.25 ID x 0.25

um), equipado con un FID y una jeringa de inyeccion automatica de 1000 pL.

Las condiciones de operacién fueron las siguientes: temperatura del puerto de
inyecciéon, 250°C; volumen inyeccion, 10 pL; flujo “split” 50 mL/min; modalidad
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automatica de inyeccion; detector de temperatura, 280 °C; He como gas acarreador a
un flujo de 1 mL/min; gas H, con un flujo de 35 mL/min; flujo de aire, 350 mL/min; N,
como gas portador con flujo de 25 mL/min. El equipo fue programado para calentar el
horno a 50 °C (1 min), de 50-140 °C a 10 °C/min, 140 °C por un 1 min, 140-220 °C a
30 °C/min, y 220 °C por 1 min.

3.3.2.3 Cuantificacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Para cuantificacion de DQO se emple6 el método de APHA-AWWA-WPCF Standars
Methods (2012), donde fue necesario hacer una dilucién 1:40 del contenido del reactor,
haciendo uso del espectrofotémetro (Hach DR 2800) a una longitud de onda de 600

nm.

3.3.2.4 Cuantificaciéon de carbohidratos.

La cuantificacion de carbohidratos se llevd a cabo por el método de Albalashmeh et
al., (2013), afadiendo 1 mL del contenido del reactor a diferentes diluciones
previamente filtrado en un tubo de digestién de 10 mL, posteriormente se agregd 3 mL
de H,SO,, para mezclarlo en vortex durante 30s (Vortex-Genie 2 G 560) e
inmediatamente se colocé en agua fria durante dos minutos para finalmente leer la
absorbancia en el espectrofotdmetro (UV-visible ChemStation Software) a una longitud
de onda de 315 nm.

3.4 Disefio experimental

El disefio fue andlisis factorial 32. El primer factor fue relacién sustrato-in6culo con
niveles de 0.25, 0.50 y 1 g DQOsutrato/g SSV; el segundo factor fue concentracion de
FeSO, de 0, 75y 150 mg/L. En la Tabla 6 se muestra la configuracion del sistema,

cada combinacion de las variables de estudio se hizo por triplicado.
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Tabla 6. Disefio experimental

Concentraciéon de

FeSO,
0 75 150
(mg/L)
Relacion S/X
0.25 0.25 S/IX 0.25 S/X 0.25 S/X
0 mg/L 75 mg/L 150 mg/L
0.5 0.5 S/X 0.5 S/X 0.5 S/IX
0 mg/L 75 mg/L 150 mg/L
1 1 S/X 1S/X 1S/X
0 mg/L 75 mg/L 150 mg/L

Fueron 9 tratamientos, en el que cada tratamiento contd con tres replicas, teniendo un

total de 27 unidades experimentales.

Los datos fueron analizados por comparacion de varianzas (ANOVA), para saber si

existe diferencia significativa por efecto de la relacién sustrato-indculo y concentracion

de nutriente. El analisis estadistico se llevd acabo con el software estadistico

STATGRAPHICS CENTURION XVLII.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacién (Figura 7), se muestran las nueve cinéticas de produccién de biogas

de los diferentes tratamientos que se llevaron acabo de acuerdo con la Tabla 6.
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Figura 7. Cinéticas de produccion de biogas.

Con ayuda del programa MATLAB R2015a y de acuerdo con el modelo de Gompertz
se obtuvieron los coeficientes cinéticos de la produccion de biogas, como se muestra

enla Tabla?.
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Tabla 7. Coeficientes cinéticos de la produccion de biogas de acuerdo con el modelo
de Gompertz

Tratamientos Hmax Rmax A
(mL) (mL/h) (h)

1 So/Xo, 0 mg/L Fe 212.86 4.61 10.29
1 So/Xo, 75 mg/L Fe 173.62 7.63 13.47
1 So/Xo, 150 mg/L Fe 343.30 10.44 12.86
0.5 So/Xo, 0 mg/L Fe 123.71 8.01 12.48
0.5 So/Xo, 75 mg/L Fe 198.45 7.36 13.30
0.5 So/Xo, 150 mg/L Fe 313.20 20.79 14.06
0.25 So/Xo, 0 mg/L Fe 423.83 53.76 15.83
0.25 So/Xo, 75 mg/L Fe 456.17 72.53 14.04
0.25 So/Xo, 150 mg/L Fe 620.13 59.79 13.41

En la Tabla 7 se puede observar que la mayor produccion de biogas acumulado se
obtuvo en la relacion de 0.25 So/X,, en el que la adiccion del ion Fe mejord la
produccion de biogas dentro de esta relacion de So/X,. En las relaciones de 1y 0.5

So/Xo el volumen mas alto fue con la concentracion de 150 mg/L de ion Fe.

Para saber si los dos factores, la relacién So/X, y el ion Fe, asi como su interaccion
tenian algun efecto en las variables de estudio se prosiguié a realizar un analisis
estadistico con ayuda de STATGRAPHICS CENTURION XVL.II., donde se obtuvo el
valor de P (Tabla 8) de cada uno, el cual indica el grado de significancia de los factores

So/Xo y ion Fe, asi como la interaccion entre ambos factores.
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Tabla 8. Valores de P para las diferentes variables.

Variables Valor de P con a = 0.05
S/IX lon Fe Interaccion
Biogas (mL) 0.0001 0.0205 0.9857
H2 (mL) 0.0000 0.0658 0.8538
Rend. mol Hz2/ mol Sacarosa 0.0001 0.0655 0.8561
AGV totates (Mg/L) 0.0069 0.0000 0.1503
Ac. Acético (mg/L) 0.4234 0.0000 0.0094
Ac. Propanoico (mg/L) 0.0096 0.0024 0.1112
Ac. Butirico (mg/L) 0.0103 0.0000 0.1218
DQO rem (Mg/L) 0.0000 0.1181 0.9876
Carbohidratos rem (Mmg/L) 0.0000 0.0298 0.1774

De acuerdo con la Tabla 8 ambos factores So/X, y ion Fe presentan un valor de P
menor de 0.05, por lo que al menos un factor tiene un efecto significativo en las
variables. La interaccion entre los factores no resulto significativa para ninguna de las
variables, por lo que se procedi6 a realizar un analisis sin interaccién de cada factor

con sus diferentes niveles.

4.1 Cinéticas de la produccidon de biogas

De acuerdo con la ecuacién de Gompertz, se muestran los resultados de las cinéticas
de biogas producidos de ambos factores, la relacion Sy/X, y concentracion de ion Fe,

en los diferentes niveles que se llevaron a cabo:

En la Figura 8, se puede observar que la fase de crecimiento exponencial se presento
entre las 15 y 25 h, mientras que en la Tabla 9 los maximos volumenes de biogas
acumulados y maxima tasa de produccion se presentaron en la concentracion de 150

mg/L de Fe y en la relacién de 0.25 So/X, teniendo el doble de produccion que en las

relaciones de 1y 0.5 So/Xo.
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De acuerdo la Tabla 9, se presenté un aumento en las tasas de produccion de biogas

en ambos factores, ademas se pudo observar que el incremento de la concentracion

de ion Fe no inhibi6 la actividad de los microorganismos para la produccion de biogés.
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Figura 8. Cinéticas de produccién de biogas de acuerdo con Sy/X, y concentracion

de ion Fe.

Tabla 9. Coeficientes cinéticos de la produccion de biogas de acuerdo con el modelo
de Gompertz.

Tratamientos Hmax Rmax A
(mL) (mL/h) (h)

1 So/Xo 234.28 7.37 12.27
0.5 So/Xo 208.02 11.22 13.22
0.25 So/Xo 498.25 59.45 14.23
0 mg/L Fe 227.74 19.94 14.60
75 mg/L Fe 257.35 23.15 13.29
150 mg/L Fe 402.51 26.97 12.92

Hmax : maximo volumen de biogas acumulado, Rnax: maxima tasa de produccion de biogés, A : tiempo de fase de latencia.
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En el caso de la fase de latencia esta aument6 en las relaciones de 0.5y 0.25 So/Xo,
caso contrario en la concentracion de ion Fe, mientras éste incrementaba la fase

latencia disminuia.

4.2 Cinéticas de produccion de hidrégeno.

El biogas producido en las cinéticas fue analizado en el cromatografo de gases para
determinar el porcentaje de H, presente, teniendo un méximo de 68%. Cabe destacar
que no se encontrd6 CH, lo que se podria atribuir al efecto del pretratamiento el cual
ayudo a inhibir a los generadores de CH4, dando como resultado la siguiente cinética
(Figura 9)
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Figura 9. Cinéticas de produccién de hidrogeno.

Se obtuvieron los coeficientes de produccion de hidrégeno como se muestra en la
Tabla 10. Por un lado, la mayor produccién de hidrégeno se obtuvo en la relacion de
0.25 So/Xo con 299 mL asi como la maxima tasa de produccion con 36.79 mL/h. Por
otra parte la menor fase de latencia se obtuvo cuando se aumentd la concentracién de
ion Fe, por lo que se podria deber a que el ion Fe acelerar el tiempo de inicio de
produccion de H, contrario lo que observaron Liu y Shen (2004) donde ellos

encontraron que mientras aumentaban la concentracion de ion Fe el tiempo de latencia
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era mayor, en este trabajo el aumento en la concentracion de ion Fe no limité la

produccion de hidrégeno, siendo atribuido al tipo de sustrato e indculo que se utilizo.

Tabla 10. Coeficientes cinéticos de la produccion de hidrogeno de acuerdo con el
modelo de Gompertz.

Tratamientos Hmax Rmax A
(mL) (mL/h) (h)

1 So/Xo 123.32 5.05 13.81
0.5 So/Xo 124.02 7.15 13.81
0.25 So/Xo 299.29 36.79 14.31
0 mg/L Fe 147.50 14.37 15.35
75 mg/L Fe 150.65 13.03 13.38
150 mg/L Fe 231.21 15.83 12.72

Hmax : maximo volumen de biogas acumulado, Ryax: maxima tasa de producciéon de biogés, A : tiempo de fase de latencia.

4.3 Produccién de biogas

Se realiz6 un andlisis de varianza de la produccién de biogas (Tabla 11), asi como una

comparacion multiple de las medias de cada factor. La media maxima de produccion

de biogas se encontro en la relacion de 0.25 Sy/X, (Figura 10) y 150 mg/L Fe (Figura

11) con 501 mL y 405 mL, respectivamente, ambos factores en esos niveles resultaron

ser significativamente diferentes a los demas.

Tabla 11. Andlisis de varianza de dos factores para la variable biogas.

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Medio [Raz6n-F |Valor-P
Cuadrados

S/X 552901. 2 276451. 17.30 0.0001

lon Fe 155320. 2 77660.1 4.86 0.0205

S/X*lon Fe 5498.76 4 1374.69 0.09 0.9857

Residuo 287666. 18 |15981.4

Total (corregido) [1.00139E6 26
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 10. Comparacion multiple de las medias de la produccion de biogas de
acuerdo con la relacion Sy/X,.
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 11. Comparacion multiple de las medias de la produccion de biogas de
acuerdo con la concentracion de ion Fe.
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4.4 Produccién de H2

Se realizé un analisis de varianza de la produccion de hidrégeno (Tabla 12), asi como
una comparacion multiple de las medias de cada factor. La media méaxima de
produccion de H, se encontré en la relacion de 0.25 Sy/X,. (Figura 12) y 150 mg/L Fe
(Figura 13) con 302 mL y 233 mL respectivamente, ambos factores en esos niveles

resultaron ser significativamente diferentes a los demas.

Tabla 12. Analisis de varianza para la variable H,

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razéon-F |Valor-P
Cuadrados
S/X 188702. 2 94351.2 18.78 0.0000
lon Fe 57232.6 2 28616.3 5.70 0.0121
S/X*lon Fe 6640.06 4 1660.02 0.33 0.8539
Residuo 90442.0 18 |5024.56
Total (corregido) [343017. 26
400 |-
i a
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= .
E 200
T o b
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 12. Comparacion multiple de las medias de la produccion de H, de acuerdo
con la relacién Sy/X,.
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
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Figura 13. Comparacion multiple de las medias de la produccion de H, de acuerdo
con la concentracion ion Fe.

Los procesos de produccion biolégica de hidrogeno dependen de la presencia de la
hidrogenasa, por lo que se podria suponer que la cantidad o actividad de esta enzima
podria ayudar o limitar el proceso, ya que el hierro esta presente en los citrocromos y
ferrodixinas por lo que este elemento tendria un efecto en dicha enzima (Alshiyab et
al.,2008). Junelles et al., (1988) estudiaron la limitacién de la concentracién de hierro,
sefialando que la actividad especifica de la hidrogenasa disminuia, al igual que el flujo
de carbono y de electrones donde ambos se vieron afectados, en este trabajo se
observd que solo la concentracion de 150 mg/L de ion Fe tuvo un efecto positivo en la

produccion de H,.
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4.5 Rendimiento de produccioén de H>

Se realiz6 un analisis de varianza de la produccion del rendimiento mol Hz/ mol
Sacarosa (Tabla 13), asi como una comparacion multiple de las medias de cada factor.
La media maxima de rendimiento de H, se encontré en la relacion de 0.25 Sy/X,
(Figura 14) y 150 mg/L Fe (Figura 15) con 2.90 mol H, / mol Sacarosa y 2.24 mol H, /

Sacarosa respectivamente.

Tabla 13. Analisis de varianza dos factores para el rendimiento mol Hz/ mol sacarosa

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio
So/Xo 18.9621 2 19.48105 16.41 0.0001
lon Fe (mg/L) 3.67939 2 11.83969 3.18 0.0655
So/Xo*lon Fe 0.756015 4 10.189004 0.33 0.8561
(mg/L)
Residuo 10.3997 18 |0.577759
Total (corregido) 33.7972 26
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 14. Comparacion multiple de las medias del rendimiento de acuerdo con la
relacion Sy/X,.
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Figura 15. Comparacion multiple de las medias del rendimiento de acuerdo con la
concentracion de ion Fe.

En la Tabla 14 se observan diferentes rendimientos de la produccién de H,, en el caso
de la concentracion de ion Fe, a diferencia de Zhang et al., (2015) donde obtuvieron
un rendimiento de 2.73 mol H,/ mol sacarosa con 1600 mg/L de FeSOQ;, inicial, en este
estudio se tuvo rendimiento mayor con 2.90 mol H,/ mol sacarosa con una menor
concentracion de Fe (150 mg/L) empleado. Lee et al., (2001) estudiaron el efecto de
la concentracion de Fe en la produccién de hidrogeno, encontrando que mientras se
aumentaba el i6n Fe incrementaba la produccion, observandose un comportamiento
similar en el presente estudio. Sin embargo, el andlisis estadistico sefiala que la
adicién de ion Fe no presenta un efecto significativo en el rendimiento del H,. Tao et
al., (2007) reportaron un rendimiento de 3.67 mol H,/ mol sacarosa mediante la
fermentacion oscura dicho rendimiento fue mayor que el obtenido en este trabajo, lo
cual puede ser atribuido al in6culo empleado, mientras que Liny Lay (2005) empleando
lodo anaerobio obtuvo 3.43 mol mol H,/ mol sacarosa sin embargo el tiempo operacion

fue mayor.
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Tabla 14. Comparacion de rendimientos de produccion de H,

Autor

Rendimiento

In6culo

Condiciones

Tao et al., (2007)

3.67 mol H,/ mol

sacarosa

Estiércol de
ganado y lodos
de un reactor de

Fermentacién
oscura

Pretratamiento del

biogas in6culo a 112° C a
0,2,3,507h.
pH 6
Zhang et al., (2005) 2.73 mol H,/ mol Cultivo mixto 1600 mg/L FeSO4
sacarosa pH 7.4-7.6

Liny Lay (2005)

3.43 mol mol H,/ mol

sacarosa

Lodo anaerobio

Pretratamiento
100°C/ 45 min
60 h operacion
pH 6.55

4.6 Produccion de AGVs

La produccién de hidrogeno suele ir acompafiada de la produccion de acidos grasos

junto con la produccion de solventes. La produccion de estos intermedios refleja

cambios en la ruta metabolica de los microorganismos involucrados.

Se realiz6 un analisis de varianza de los AGVs (Tabla 14), ademas de una

comparaciéon multiple de las medias. La menor produccion de AGVs se encontrd en la
relacion de 1 Sy/X, (Figura 16) y 0 mg/L Fe (Figura 17) con 1866.96 mg/L y 1486.25

mg/L respectivamente. En el caso de la concentracion de ion Fe los tres niveles

resultaron tener un efecto significativo en la produccion de AGVs, en el factor Sy/X, el

anico nivel significativo fue la relacion de 1.
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Tabla 15. Analisis de varianza de dos factores para la variable AGVS totales

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Cuadrados

S/X 1.04212E6 2 |521058. 9.75 0.0014

lon Fe 1.02816E7 2 |5.14078E6 96.17 0.0000

S/X*lon Fe 683705. 4 1170926. 3.20 0.0378

Residuo 962235. 18 |53457.5

Total (corregido) |1.29696E7 26

Intanoo et al., (2012) observaron que un ligero aumento en la concentracion de AGVs

impactaba en la actividad microbiana afectando el rendimiento de la produccién de

hidrogeno. En el caso de la relacion de So/X,, la concentracion de AGV fue mas alta

cuando las relaciones So/X, eran més bajas (Figura 16).
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 16. Comparacion multiple de las medias de la produccion de AGVs totales de
acuerdo con la relacién Sy/X,.
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 17. Comparacion multiple de las medias de la produccion de AGVs totales de
acuerdo con la concentracion de ion Fe.

Se presentd un aumento de la concentracion de AGVs (Figura 17)) cuando la
concentracion de Fe aumentaba. La mayoria de los AGVs detectados en este estudio
fueron el acético, propanoico y butirico. A continuacion, se muestran las medias de
cada AGV:

4.6.1 Acido acético
Se realiz6 un andlisis de varianza de la produccion de la concentracion de &cido acético
(Tabla 15), asi como una comparacion multiple de las medias de cada factor. La media

maxima de concentracion de acido acético se encontrd en la relacion de 0.25 Sy/X,

(Figura 18) y 150 mg/L Fe (Figura 19) con 886.41 mg/L y 1159 mg/L respectivamente.
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Tabla 16. Analisis de varianza de dos factores para la variable 4cido acético

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Cuadrados

S/X 131352. 2 65676.2 3.12 0.0685

lon Fe 1.93612E6 2 968058. 46.04 0.0000

S/X*lon Fe 318712. 4 |79678.0 3.79 0.0209

Residuo 378508. 18 [21028.2

Total (corregido) |2.76469E6 26
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 18. Comparacion multiple de las medias de la produccién de &cido acético de
acuerdo con la relacion Sy/X,.

Una reaccién predominante a la formaciéon de &cido acético generalmente favorece a
la produccion de hidrogeno, sin embargo, el aumento de la concentracion de los demas
acidos podria deberse a la presencia de diferentes tipos de Clostridium en el inéculo,
tal es el caso de C. butyrium para la produccion de acido butirico, por lo que el cambio
de las tasas de &cido acético/ &cido butirico implica una alteracion en el ambiente

influyendo en la produccion de hidrogeno (Khanal et al., 2004).
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 19. Comparacion multiple de las medias de la produccion de acido acético de
acuerdo con la concentracion de ion Fe.

4.6.2 Acido butirico

Se realizdé un analisis de varianza de la produccion de la concentracion de acido
butirico (Tabla 17), asi como una comparaciéon multiple de las medias de cada factor.
La media maxima de concentracion de &cido butirico se encontré en la relacion de 0.50
So/Xo (Figura 20) y 150 mg/L Fe (Figura 21) con 811.92 mg/L y 992.14 mg/L

respectivamente.
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Tabla 17. Analisis de varianza de dos factores para la variable acido butirico

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Medio [Razdon-F |Valor-P
Cuadrados
S/IX 286224. 2 143112. 5.68 0.0122
lon Fe 1.76195E6 2 |880973. 34.97 0.0000
S/X*lon Fe 107627. 4 |26906.8 1.07 0.4010
Residuo 453410. 18 |25189.4
Total (corregido) |2.60921E6 26
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 20. Comparacion multiple de las medias de la produccion de acido butirico de
acuerdo con la relacion Sy/X,.

La produccion de &cido butirico se vio afectada por la concentracion de ion Fe de
manera proporcional como se puede observar en la Figura (21) a diferencia de Junelles
et al., (1988) donde no encontraron un efecto de la limitacion Fe en la produccién de
acido butirico, pero si en la generacién de butanol, pudiéndose deber al tipo de in6culo
ya que en su estudio utilizaron un inoculo puro, mientras que en este estudio fue uno

mixto.
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 21. Comparacion multiple de las medias de la produccion de acido butirico de
acuerdo con la concentracion de ion Fe.

4.6.3 Acido propanoico

Se realizé un andlisis de varianza de la produccién de la concentracion de acido
propanoico (Tabla 18), asi como una comparacion multiple de las medias de cada
factor. La media maxima de concentracion de acido acético se encontré en la relacion
de 0.25 Sy/X, (Figura 22) y 150 mg/L Fe (Figura 23) con 762.25 mg/L y 818.54 mg/L

respectivamente.

Tabla 18. Analisis de varianza de dos factores para la variable acido propanoico.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razo6n-F |Valor-P
Cuadrados

S/X 429203. 2 |214602. 9.91 0.0013

lon Fe 543898. 2 |271949. 12.56 0.0004

S/X*lon Fe 331621. 4 182905.2 3.83 0.0202

Residuo 389752, 18 [21652.9

Total (corregido) [1.69447E6 26
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 22. Comparacion multiple de las medias de la produccién de acido propanoico
de acuerdo con la relacion Sy/X,.

910

810

710

| v

610

Ac. Propanoico (mg/L)

510

410

0 75 150
lon Fe (mg/L)

Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 23. Comparacion multiple de las medias del acido propanoico de acuerdo con
la concentracion de ion Fe.
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Como se ha mencionado, un contenido alto de acido acético o butirico pueden llevar
a una buena produccion de hidrégeno y por consiguiente a un buen rendimiento, por
el contraste una mayor cantidad de acido propanoico puede resultar en una
disminucién del rendimiento de produccion de hidrégeno, sin embargo, en este estudio
se observo que las concentraciones mas altas obtenidas de este acido se presentaron
en las mayores producciones de hidrégeno por lo que no se observo que afectara en
la produccion de hidrogeno, esto pudiéndose deber que a pesar de que las
concentraciones eran altas del &cido propiénico estas nunca fueron superior a las del

acido acético.

4.7 DQO remanente

Se realizé un andlisis de varianza de la DQO remanente (Tabla 19), asi como una
comparacion mdultiple de las medias de cada factor. La media maxima de
concentracion de DQO remanente se encontré en la relacion de 0.25 Sy/X, (Figura 24)
y 0 mg/L ion Fe (Figura 25) con 27633 mg/L y 25548 mg/L respectivamente, en la
relacion Sy/X, los tres niveles resultaron tener un efecto significativo, mientras que el

otro factor sélo la concentracion de 0 y 150 mg/L de Fe tuvieron efecto.

Tabla 19. Andlisis de varianza de dos factores para la variable DQO remanente

Fuente Suma de Gl |[Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Cuadrados

SIX 1.26576E8 2 |6.3288E7 28.99 0.0000

lon Fe 1.0529E7 2 |5.26448E6 241 0.1181

S/X*lon Fe 695720. 4 |173930. 0.08 0.9876

Residuo 3.92964E7 18 [2.18313E6

Total (corregido) [1.77097E8 26
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 24. Comparacién multiple de las medias de DQO remanente de acuerdo con
la relacion Sy/Xo.
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 25. Comparacién multiple de las medias de DQO remanente de acuerdo con
la concentracion de ion Fe.
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La demanda quimica de oxigeno nos indica que la materia organica compleja fue
degradada y convertida en biogas, aqui se obtuvieron altas concentraciones de DQO
remanente, lo que quiere decir que hubo poca remocién de este parametro, siendo la
méxima de 15 %, el cual pudo estar influenciado por los acidos grasos volétiles
generados, ya que durante la fermentacion oscura se pueden producir acido acético,
butirico y propidnico como metabolitos solubles. Ghimire et al., (2015) sefialan que se
pueden dar tasas bajas de reduccién de DQO, ademas de que influye la cantidad de
subproductos generados como AGV y alcoholes.

4.8 Carbohidratos remanentes

Se realiz6 un andlisis de varianza de los carbohidratos remanentes (Tabla 20), asi
como una comparacién multiple de las medias de cada factor. La menor concentracion
de carbohidratos remanentes se encontro en la relacion de 0.25 Sy/X, y 150 mg/L Fe
con 1682 mg/L (Figura 26) y 4339 mg/L respectivamente (Figura 27). En la relacion
So/ X los tres niveles resultaron tener un efecto significativo, de igual manera el cambio

en las concentraciones de Fe.

Tabla 20. Analisis de varianza de dos factores para la variable carbohidratos
remanentes.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio [Razon-F |Valor-P
Cuadrados

S/X 3.78926E8 2 |1.89463E8 32.97 0.0000

lon Fe 4.93643E7 2 |2.46821E7 4.30 0.0298

S/X*lon Fe 4.08541E7 4 |1.02135E7 1.78 0.1774

Residuo 1.0343E8 18 |[5.74611E6

Total (corregido) |5.72574E8 26
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes multiples, cuando a = 0.05.

Figura 26. Comparacion multiple de las medias de carbohidratos remanentes de
acuerdo con la relacion Sy/X,.
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Literales diferentes en cada media de cada factor indican que hay diferencia significativa de acuerdo con la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher por contrastes mdltiples, cuando a = 0.05.

Figura 27. Comparacion multiple de las medias de carbohidratos remanentes de
acuerdo con la concentracion de ion Fe.
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La eficiencia de la degradacion de sustrato se estim6 dividiendo la media de
carbohidratos consumidos entre los carbohidratos iniciales, donde los menores
porcentajes de carbohidratos remanentes se presentaron en las relaciones de 0.25
So/X, las cuales alcanzaron mas de un 90% de consumo, esto debiéndose
posiblemente a que en estas relaciones se presenta la mayor cantidad de inéculo por
lo que hay un mayor consumo de sustrato, por otra parte cuando la concentracion del

ion Fe era mayor se observé un mayor consumo de sustratos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se encontrd que la relacion Sy/X, y la concentracion Fe tienen un efecto significativo
en las variables de respuesta. La interaccion entre estos dos factores no resultd

significativa para ninguna de las variables.

El porcentaje de H, contenido en el biogas fue mayor del 50% a partir de las 20 h de
operacion, alcanzando un maximo de 68% de H, en el biogas, no fue detectado CH,
indicando que el pretratamiento térmico al in6culo fue adecuado para suprimir los
microorganismos metanogénicos. ElI mayor rendimiento de H, se presentd en la
relacion 0.25 S,y/X, siendo de 2.90 moL H,/mol de sacarosa, ademas, en esta relacion
también se presentd la mayor tasa de produccién de H, siendo de 36.79 mL/h. En la
comparacion de las medias se obtuvo que la relacion 0.25 So/X, y la concentracion de
ion Fe tuvieron un efecto significativo en la produccion de biogas e H,, mientras que

solo la relaciéon 0.25 So/X, tuvo un efecto significativo en el rendimiento.

La produccién de AGVs fue cuantificada, siendo predominante la presencia de acido
actico y butirico, asocidndose a una buena produccion de H,. La remocién de DQO se
encontré en un rango de 10-15%, por otra parte, el menor contenido de carbohidratos
remanente se presentd en las relaciones de 0.25 So/X,. obteniendo un porcentaje de

consumo mayor al 90%.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones, se recomienda realizar el balance de masa del carbono
con el proposito de determinar la ruta de transformacion de este elemento. Para esto,
se debera hacer un analisis elemental y porcentaje de carbono organico e inorganico
presentes en el sustrato e inodculo, tanto al inicio como al final del proceso de operacion

de la fermentacioén oscura.

La produccion de acidos grasos volatiles puede representar un problema en la
produccion de hidrogeno ademas de repercutir en el medio ambiente; por lo tanto, es
necesario emplear técnicas que ayuden a disminuir o utilizar estos subproductos de la

fermentacion oscura.

Debido a que la fermentacion oscura genera una reducciéon parcial de la DQO, se
recomienda utilizar el digestato en una segunda etapa para la produccion de metano,
con lo cual se logrard una mayor reduccion de la DQO y un mejor tratamiento de las

aguas residuales.

Por ultimo, serd importante establecer los niveles adecuados de la relacion sustrato —
in6culo y concentracion del ion fierro con sustratos diferentes a la sacarosa, por lo que
se recomienda utilizar un disefio de analisis de superficie con el propdsito de encontrar
las condiciones Optimas que generen el mayor rendimiento en la produccion de

hidrogeno (mL H; / mol sustrato).
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