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Resumen 

Las vinazas vitivinícolas son un efluente de la vinificación, por su pH bajo y su alto contenido 

materia orgánica, provocan impactos negativos en el ambiente si se disponen de manera directa al 

suelo o agua, por tal motivo es indispensable que las bodegas les den un tratamiento que permita 

mitigar los impactos ambientales negativos que conlleva su disposición. El dar un tratamiento 

biológico a este tipo de efluentes tiene una doble ganancia, la obtención de energía que puede ser 

empleada en las instalaciones de las bodegas y la reducción de los residuos generados. Dentro de los 

tratamientos biológicos se tiene la fermentación oscura, con este proceso se obtiene como vector 

energético al hidrógeno y el efluente generado es rico en ácidos grasos volátiles lo que lo hace 

susceptible a ser utilizado en etapas subsecuentes para producción de más energía. 

La concentración de sustrato y la relación sustrato-biomasa tienen un papel importante en la 

producción de hidrógeno por fermentación oscura, puesto que los valores óptimos de estos favorecen 

un máximo crecimiento celular, una máxima producción de hidrógeno y disminuyen cualquier efecto 

inhibitorio de los compuestos presentes en el sustrato. Si la tasa de producción de hidrógeno es mayor 

al coeficiente de transferencia de masa se provoca una sobresaturación de hidrógeno disuelto en el 

medio, convirtiendo al hidrógeno en un nuevo sustrato, provocando cambios en la comunidad 

microbiana y con ello a una disminución o cese en la producción de hidrógeno. Se han empleado 

diferentes estrategias para incrementar la velocidad de transferencia de masa; sin embargo, la mayoría 

de ellas emplea gases inertes, lo que hace necesario un proceso de purificación del biogás para la 

separación del gas inerte y del hidrógeno. 

Para mantener una producción continúa de hidrógeno en el presente trabajo de investigación 

se propuso recircular el biogás producido dentro del reactor productor de hidrógeno a partir de vinazas 

vitivinícolas para aumentar su velocidad de transferencia a la fase gaseosa y así evitar reacciones 

colaterales que comprometan la estabilidad del sistema. 

Los resultados obtenidos mostraron que la concentración y relación sustrato-biomasa idóneas 

para el proceso de fermentación oscura a partir de vinazas vitivinícolas son de 20 % y 0.20 gCT gST-

1, respectivamente, con esta condición se obtuvo una productividad de 110±13 mLH2 L-1 d-1 y 

rendimientos de 3±0.3 mL H2 gDQO-1 y de 0.86±0.10 mol H2 molhexosa
-1, es importante señalar que 

en concentraciones superiores (40, 60, 80 y 100%) disminuye la producción de hidrógeno hasta el 

punto de ser nula debido a la concentración de etanol en las vinazas vitivinícolas y que llega a ser 

inhibitoria para el inóculo. Al aplicar una velocidad superficial del biogás de 17.8 m d-1 se obtuvo la 

máxima productividad de hidrógeno (44 mL H2 L-1 h-1) y los máximos rendimientos (4.99 mL H2 

gDQO-1 y 0.97 mol molhexosa
-1), estos valores son 2.14 veces mayor a lo obtenido sin recirculación de 

biogás.  
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Abstract 

The wine vinasses are an effluent of winemaking, its low pH and high content of organic 

matter, cause negative impacts on the environment if they are disposed directly to the soil or water, 

therefore it is essential that the wineries give them a treatment that mitigates the negative 

environmental impacts that its disposition entails. The biological treatment of this type of effluents 

has a double gain, the obtaining of energy that can be used in the installations of the wineries and the 

reduction of the waste generated. Dark fermentation is one of the biological treatments, with this 

process is obtained hydrogen as energy vector and the generated effluent is rich in volatile fatty acids 

which makes it susceptible to be used in subsequent stages to produce more energy. 

The substrate concentration and the substrate-biomass ratio play an important role in the 

production of hydrogen by dark fermentation, since the optimum values of these favor a maximum 

cell growth, a maximum hydrogen production and diminish any inhibitory effect of the compounds 

in the substrate. If the rate of hydrogen production is greater than the mass transfer coefficient, an 

over-saturation of hydrogen dissolved in the medium is caused, converting the hydrogen into a new 

substrate, causing changes in the microbial community and thus a decrease or cessation in the 

hydrogen production. Different strategies have been employed to increase the rate of mass transfer; 

however, most of them use inert gases, which necessitates a process of biogas purification for the 

separation of inert gas and hydrogen. 

For maintain a continuous hydrogen production it was proposed recirculate the biogas 

produced inside the reactor hydrogen producing from wine vinasses to increase its transfer rate to the 

gas phase and avoid collateral reactions that compromise the stability of the system. 

The obtained results showed that the concentration and substrate-biomass ratio suitable for 

the dark fermentation process from wine vinasses are 20% and 0.20 gTC gTS-1, respectively, with 

this condition a productivity of 110 ± 13 mLH2 L-1 d-1 and yields of 3 ± 0.3 mL H2 gCOD-1 and 0.86 

± 0.10 mol H2 molhexose-1, it is important to note that in higher concentrations (40, 60, 80 and 100%), 

hydrogen production being null due to the concentration of ethanol in the wine vinasses and that 

becomes inhibitory for the inoculum. The maximum hydrogen productivity (44 mL H2 L-1 h-1) and 

the maximum yields (4.99 mL H2 gCOD-1 and 0.97 mol H2 molhexose
-1) were obtained by applying a 

surface gas velocity of 17.8 m d-1, these values are 2.14 times greater than that obtained without 

biogas recirculation. 
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Introducción 

La demanda de energía a nivel mundial aumenta con el paso de los años como 

consecuencia del incremento poblacional, el inconveniente que se presenta es que 

actualmente la principal fuente de energía son los combustibles fósiles (carbón, petróleo y 

gas natural) y su combustión genera gases de efecto invernadero que contribuyen al cambio 

climático global, la degradación del ambiente y la generación de problemas de salud 

(Hallenbeck, 2009; Levin et al., 2004). En las últimas décadas se ha buscado disminuir el 

consumo de este tipo de combustibles y se ha incentivado la búsqueda de nuevas fuentes de 

energía limpia y amigable con el ambiente; una opción que ha sido ampliamente estudiada 

es la recuperación de energía a partir del tratamiento anaerobio de aguas residuales (Angenent 

et al., 2004; Devesa-Rey et al., 2011). 

Uno de los biocombustibles más prometedores es el hidrógeno; dentro de sus 

principales características se tiene su alta densidad energética (142 kJ g-1), su alta eficiencia 

de conversión energética y que su combustión tiene un bajo impacto ambiental (Levin et al., 

2004; Sinha y Pandey, 2011). El hidrógeno puede generarse a partir de diferentes fuentes y 

procesos, en el año 2011 el 47% fue generado a partir del gas natural, 30% de aceites, 18% 

del carbón, 4% por electrólisis de agua y 1% por procesos biológicos (Sinha y Pandey, 2011).  

Para convertir la producción de hidrógeno en un proceso económicamente favorable 

es indispensable el empleo de procesos biológicos porque tienen un bajo consumo de energía 

y dan la posibilidad de emplear como sustrato efluentes agroindustriales bajo condiciones 

moderadas de reacción, obteniéndose un doble beneficio, el tratamiento del agua residual y 

la generación de hidrógeno (Angenent et al., 2004; Kyzas et al., 2016; Levin et al., 2004; 

Redwood et al., 2009; Sinha y Pandey, 2011).  

La fermentación oscura es uno de los procesos biológicos que resulta más atractivo 

para la producción de hidrógeno por su alta eficiencia de producción que se refleja en tasas 

de producción altas en comparación con otros procesos biológicos, este proceso involucra 

una cooperación entre diferentes tipos de microorganismos que son capaces de hidrolizar y 



     
       

 
Efecto de la velocidad superficial del gas sobre la producción  

de hidrógeno con vinazas vitivinícolas                                                                                           4 

 

fermentar la materia orgánica presente en los efluentes agroindustriales. La fase gaseosa que 

se obtiene a partir de este proceso es un biogás compuesto principalmente por hidrógeno y 

dióxido de carbono (Levin et al., 2004; Sinha y Pandey, 2011; Valdez-Vazquez y Poggi-

Varaldo, 2009).  

La concentración de carbohidratos juega un papel importante en la producción de 

hidrógeno porque existe una concentración en que se presenta un crecimiento celular máximo 

que propicia un máximo en la producción (Cavalcante de Amorim et al., 2012; Chu et al., 

2013), por su lado la relación sustrato-biomasa influye de manera directa en los patrones de 

crecimiento celular y ayuda a disminuir el efecto inhibitorio de los compuestos presentes en 

el sustrato (Liu et al., 1998; Moreno-Andrade y Buitrón, 2003). 

Una de las limitantes que se tiene en la producción de hidrógeno es su velocidad de 

transferencia de la fase líquida a la fase gaseosa, si su tasa de producción es mayor a la de 

transferencia, se provoca una sobresaturación de hidrógeno en el medio (Frigon y Guiot, 

1995; Pauss et al., 1990; Stewart, 2003; Zhang et al., 2012), esta sobresaturación provoca 

que el hidrógeno se reasimile, lo cual lleva a cambios en las rutas metabólicas, a cambios 

estructurales en la comunidad microbiana y a una disminución o cese en la producción de 

hidrógeno al paso del tiempo (Bakonyi et al., 2017; Zumar Bundhoo y Mohee, 2016).  

Se han empleado diferentes estrategias para incrementar la velocidad de transferencia 

del hidrógeno a la fase gaseosa y así mantener una producción continúa de hidrógeno a lo 

largo del tiempo porque se evita que el hidrógeno sea consumido por los microorganismos 

presentes en el inóculo; estas estrategias incluyen el burbujeo de gases inertes dentro del 

medio y el incremento de la velocidad de agitación (Bakonyi et al., 2017; Kraemer y Bagley, 

2006; Zhang et al., 2012, 2013), el inconveniente que se presenta con este tipo de estrategias 

es que al emplear gases inertes se vuelve necesario un proceso de purificación del biogás para 

la obtención del hidrógeno y al emplear altas velocidades de agitación en reactores con lodo 

granular se puede provocar la reducción de la concentración de la biomasa, la inhibición de 

la actividad de la biomasa y el lavado celular (Sinha y Pandey, 2011; Zhang et al., 2012). 
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En el presente trabajo de investigación se propuso evaluar el efecto de la velocidad 

superficial del biogás sobre la producción de hidrógeno para lograr la valorización de las 

vinazas vitivinícolas en un proceso de fermentación oscura.  

 

Objetivo General 

Evaluar el efecto de la velocidad superficial del gas, la influencia de la concentración 

de sustrato y la relación sustrato-biomasa sobre la producción de hidrógeno con vinazas 

vitivinícolas. 

 

Objetivos Particulares 

✓ Caracterizar fisicoquímicamente las vinazas vitivinícolas 

✓ Evaluar la influencia de la velocidad superficial del biogás sobre la productividad de 

hidrógeno utilizando diferentes tasas de recirculación del biogás en un reactor UASB 

con un inóculo granular aclimatado a vinazas vitivinícolas. 

✓ Determinar la influencia de la concentración de sustrato y la relación sustrato-biomasa 

sobre la producción de hidrógeno. 
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Capítulo 1. Antecedentes 

1.1. Industria vitivinícola 

En el año 2014 se produjeron 26,989 millones de litros de vino, concentrándose el 

64.87% de la producción en el continente Europeo, dado que este continente alberga a los 

tres principales productores: Francia (4, 653 millones de litros), Italia (4,423 millones de 

litros) y España (3,949 millones de litros). En México se produjeron 2.93 millones de litros 

de vino para el mismo año (Organización Internacional de la Vid y el Vino, 2017).  

La industria vitivinícola mexicana tiene un valor anual que oscila en los 4,232 

millones de pesos, está conformada con más de 100 bodegas y cuenta con una oferta mayor 

a 500 etiquetas provenientes de 12 estados productores (Consejo Mexicano Vitivinícola, 

2017). Querétaro es el segundo estado productor del país y su industria vitivinícola está 

creciendo a una tasa anual entre el 15 y 20% , generando más de 500 empleos directos con 

una producción de 3 millones de botellas anuales distribuidas en las 100 etiquetas del estado 

(Asociación de Vitivinicultores de Querétaro, 2017). 

 

1.1.1. Residuos generados 

Los residuos que genera la industria vitivinícola tienen un gran impacto ambiental 

dado que provocan contaminación del agua, degradación del suelo, daño a la vegetación, 

generación de olores y emisiones, entre otros aspectos. Los requerimientos para hacer una 

correcta disposición de los residuos generados son únicos para cada bodega por las grandes 

cantidades que se generan en cortos periodos de tiempo, además de la variabilidad en cuanto 

a composición y cvolumen de los efluentes (Buelow et al., 2015; Bustamante et al., 2008; 

Kyzas et al., 2016; Lofrano y Meric, 2016; Oliveira y Duarte, 2016). 

En la Figura 1-1 se muestra el diagrama de flujo de la vinificación, como se observa 

en cada operación se obtienen diferentes tipos de residuos o subproductos que pueden 

emplearse para diferentes propósitos, los efluentes generados durante este proceso se dividen 
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en agua residual y vinazas (Bustamante et al., 2005; Devesa-Rey et al., 2011). Diversos 

autores han analizado estos dos tipos de efluentes y encontraron que tenían un pH entre 3.8 

y 11.8, una alcalinidad entre 30.8 y 62.4 meq L-1, una conductividad eléctrica entre 0.08 y 

1.16 S m-1, un alto contenido de materia orgánica (DQO 0.73 – 296 g L-1, DBO 3.25 – 130 g 

L-1), sales como sodio (7 – 570 mg L-1), potasio (29 – 403 mg L-1) y calcio (174 – 9,071 mg 

L-1), altas concentraciones de polifenoles (29 - 766 mg L-1), altas concentraciones de sólidos 

totales (1.6 – 113.6 g L-1), bajas concentraciones de nutrientes (nitrógeno 0 – 1.3 g L-1, 

carbono 0.11 – 11.12 g L-1 y fósforo 1.9 – 472.7 mg L-1) y bajas concentraciones de metales 

pesados (cubre 0.5 – 8.6 mg L-1, zinc 0.9 – 2.67 mg L-1 y plomo 0.3 – 1.74 mg L-1) 

(Bustamante et al., 2005; Kyzas et al., 2016; Lofrano y Meric, 2016). 

 
Figura 1-1 Diagrama de flujo del proceso de vinificación dentro de una bodega 

Fuente: HAproWINE, 2011 
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1.1.2. Vinazas vitivinícolas 

Las vinazas vitivinícolas son el residuo que se obtiene de la clarificación, se produce 

en gran volumen (entre 8 y 10 L de vinazas por cada litro de vino) durante pocos meses (entre 

septiembre y noviembre) y se caracteriza por ser un efluente de color marrón si proviene del 

vino blanco; este residuo es una mezcla de vino exhausto, lías de vino y sedimentos de la 

fermentación; su composición incluye ácidos orgánicos, carbohidratos, sales, etanol, glicerol, 

compuestos fenólicos, compuestos polifenólicos, y un alto contenido de sólidos conformados 

por bacterias y levaduras muertas, así como la semilla, el orujo y la pulpa de la uva (Buelow 

et al., 2015; Bustamante et al., 2008, 2005; Espana-Gamboa et al., 2011; Kyzas et al., 2016; 

Lofrano y Meric, 2016).  

Las características de las vinazas dependen de la materia prima utilizada y del periodo 

de producción, ya que las vinazas generadas durante la cosecha tienen un pH menor y un 

mayor contenido de materia orgánica en comparación con las generadas durante la post-

cosecha (Buelow et al., 2015; Bustamante et al., 2005; Lofrano y Meric, 2016).  

 

1.1.3. Valorización de las vinazas vitivinícolas 

Hoy en día existen diversas técnicas que permiten el aprovechamiento de las vinazas 

vitivinícolas como puede ser la obtención de compuestos de alto valor añadido, el empleo en 

la agricultura o la obtención de combustibles; se han explorado este tipo de alternativas por 

el costo que representa su disposición (Devesa-Rey et al., 2011; HAproWINE, 2011). 

En la actualidad se emplean métodos fisicoquímicos para la obtención de compuestos 

comercialmente atractivos de las vinazas, tal es caso de los taninos que se emplean para el 

curtido de pieles, el ácido tartárico que se ocupa como aditivo en alimentos, los polifenoles 

que tienen propiedades antioxidantes y el gas de síntesis (hidrógeno y dióxido de carbono) 

que se emplea como combustible (Devesa-Rey et al., 2011; HAproWINE, 2011). 
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También se pueden emplear métodos biológicos para su valorización, en este caso se 

logra la transformación de los compuestos presentes en las vinazas en compuestos de mayor 

valor como el etanol, ácidos orgánicos, aminoácidos, hidrógeno, metano o diésel 

(HAproWINE, 2011). Algunos de los tratamientos empleados actualmente en las bodegas se 

presentan en la tabla 1-1. 

Tabla 1-1 Tratamientos aplicados y productos obtenidos de los residuos de la industria 

vitivinícola 

Residuo Tratamiento Productos 

Orujo de uva 

Fraccionamiento de la semilla Polifenoles 

Hidrólisis y fermentación Ácido láctico 

Biosurfactantes y 

bioemulsionantes 

Destilación Etanol  

Acido tartárico 

Extracción Taninos, polifenoles y aceites 

Fermentación de la semilla Lacasa (enzima) 

Compostaje Sustrato para las plantas 

Sedimentos de la 

fermentación 

Solubilización y precipitación Ácido tartárico 

Compostaje Sustrato para las plantas 

Tallos 
Compostaje Sustrato para las plantas 

Liofilización y extracción Polifenoles 

Lodo 
Compostaje Sustrato para las plantas 

Digestión anaerobia Producción de biogás 

Vinazas 

vitivinícolas 

Tratamiento alcalino, 

microondas, fermentación 

Ácido láctico 

Solubilización y precipitación Ácido tartárico 

Fermentación Biomasa fúngica rica en proteínas 

Compostaje Sustrato para las plantas 

Fuente: Adaptado de Devesa-Rey et al. (2011) y Oliveira y Duarte (2016).  
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1.2. Producción biológica de hidrógeno 

Uno de los biocombustibles con gran importancia es el hidrógeno molecular (H2) 

dado que se trata de un vector energético con alta densidad energética (142 kJ g-1) que se 

puede emplear de manera directa para producir electricidad y durante su combustión sólo se 

generan vapor de agua y calor. Para la producción de hidrógeno se han desarrollado varias 

tecnologías como los procesos fisicoquímicos (electrólisis del agua, reformado de los 

hidrocarburos con vapor) y biológicos (Buelow et al., 2015; dos Reis et al., 2015; Hallenbeck 

y Ghosh, 2009; Kisielewska et al., 2015; Kyzas et al., 2016; Levin et al., 2004).  

Las ventajas que tienen los procesos biológicos son el bajo consumo de energía y la 

posibilidad de emplear residuos orgánicos como sustrato bajo condiciones moderadas de 

reacción, como es presión atmosférica ambiente y temperatura mesofílica. El emplear 

residuos orgánicos, como las vinazas vitivinícolas, para la producción de hidrógeno tiene un 

doble beneficio, el tratamiento del agua residual y la generación de energía (Kyzas et al., 

2016; Levin et al., 2004; Redwood et al., 2009). 

Los diferentes procesos biológicos de producción de hidrógeno requieren condiciones 

anaerobias de producción y se dividen en dependientes e independientes de la luz, como se 

aprecia en la Figura 1-2. La biofotólisis directa e indirecta requiere de un periodo de 

incubación de la biomasa en la oscuridad para activar las enzimas envueltas en el 

metabolismo del hidrógeno y así inducir la síntesis de hidrógeno, este proceso es sensible a 

la formación de oxígeno y presenta bajas tasas de producción (1.8 mL H2 L-1 h-1 con C. 

reinhardtti y 7.95 mL H2 L-1 h-1 con A. variabilis PK84). La fotofermentación requiere 

condiciones de deficiencia de nitrógeno para poder catalizar hidrógeno y es necesario que la 

biomasa este inmovilizada para alcanzar altas tasas de producción (40-50 mL H2 L
-1 h-1 con 

Rb. spheroides). La fermentación oscura, por su parte, no requiere periodos de luz-oscuridad 

permitiendo una producción continua de hidrógeno, además se pueden emplear sustratos no 

estériles y cultivos mixtos para alcanzar altas tasas de producción (por ejemplo, 184 mL H2 

L-1 h-1 con cultivo mixto empleando molasas) (Levin et al., 2004).  
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Figura 1-2 Rutas para la producción biológica de hidrógeno 

Fuente: Levin et al. (2004). 

 

1.2.1. Fermentación oscura 

La fermentación oscura es el proceso biológico más conveniente para la producción 

de hidrógeno ya que permite obtener las tasas de producción más altas en comparación con 

otros procesos biológicos, además de que no necesita luz solar, tiene un método de operación 

sencillo, hay nula quema de hidrocarburos y se realiza una reducción de la descarga de 

nutrientes al ambiente (Levin et al., 2004; Redwood et al., 2009). 

Este proceso implica la cooperación de microorganismos anaerobios facultativos y 

anaerobios estrictos para lograr una fermentación estable, en primer instancia las bacterias 

hidrolíticas obtienen moléculas monoméricas a partir de macromoléculas (proteínas, lípidos, 

polisacáridos), después las bacterias fermentativas consumen estas moléculas para producir 

ácidos grasos volátiles, alcohol y productos gaseosos (principalmente hidrógeno y dióxido 

de carbono) (Angenent et al., 2004; Levin et al., 2004; Moletta, 2005; Valdez-Vazquez y 

Poggi-Varaldo, 2009). 
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El rendimiento teórico de hidrógeno depende de los metabolitos solubles formados 

durante la fermentación oscura, el rendimiento más alto (4 mol H2  mol glucosa-1) se 

alcanzaría si los únicos metabolitos solubles generados fueran ácido acético o acetona por lo 

tanto al formarse otro tipo de metabolitos el rendimiento será menor (Levin et al., 2004; Sinha 

y Pandey, 2011). Los rendimientos que se han obtenido en todos los ensayos de fermentación 

oscura son menores al máximo teórico, esto se debe a que la composición y degradación del 

sustrato propicia la diversificación de rutas metabólicas dentro de las cuales se encuentran 

algunas que no generan o que consumen hidrógeno como se aprecia en la Tabla 1-2 (Ghimire 

et al., 2015; Levin et al., 2004). 

Tabla 1-2 Reacciones generales de la fermentación oscura 

Producto generado Ecuación 

Ácido acético 𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 +  4𝐻2 

Acetona 𝐶6𝐻12𝑂6 + 𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝐶𝐻3 + 3𝐶𝑂2 + 4𝐻2 

Ácido butírico 𝐶6𝐻12𝑂6  → 𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 + 2𝐻2 

Ácido propiónico 𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2  → 2𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂 

Etanol 𝐶6𝐻12𝑂6  → 2𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 

Ácido Láctico 𝐶6𝐻12𝑂6  → 2𝐶𝐻3𝐶𝐻𝑂𝐻𝐶𝑂𝑂𝐻 

Fuente: Adaptada de Sinha y Pandey (2011); Ghimire et al. (2015) 

El hidrógeno producido en este proceso es un metabolito intermediario que puede ser 

empleado como donador de electrones por las arqueas metanogénicas y bacterias 

homoacetogénicas en la digestión anaerobia; ya que la fermentación oscura es parte de la 

digestión anaerobia es importante tener condiciones operacionales que permitan interrumpir 

el proceso en la etapa de acidogénesis para tener una producción de hidrógeno (Angenent 

et al., 2004; Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Los factores a tomar en cuenta para 

interrumpir el proceso incluyen temperatura, pH, tiempo de residencia hidráulico, entre otros; 

los efectos de estos factores han sido reportados en varios estudios (Hallenbeck y Benemann, 

2002; Hallenbeck y Ghosh, 2009; Hernández-Mendoza y Buitrón, 2014; Levin et al., 2004; 

Sinha y Pandey, 2011).  
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1.2.2. Tipo y concentración de sustrato 

La concentración de carbohidratos tiene una relación directa con la producción de 

hidrógeno, sin embargo, al sobrepasar la concentración idónea se impacta de manera negativa 

la producción de hidrógeno, por tal motivo no se recomienda trabajar con altas o bajas 

concentraciones de carbohidratos (Cavalcante de Amorim et al., 2012; Chu et al., 2013). La 

relación existente entre la velocidad de crecimiento celular y la velocidad de formación de 

producto está planteada en el modelo de Luedeking-Piret  (Mu et al., 2006). 

𝑑𝑃𝑖

𝑑𝑡
 = 𝛼𝑖  

𝑑𝑋

𝑑𝑡
+ 𝛽𝑖𝑋 

Ecuación 1-1 Modelo de Ludeking-Piret 

Donde, 𝛼𝑖 es el coeficiente de formación de producto i asociado al crecimiento, 𝛽𝑖 es 

el coeficiente de formación de producto i no asociado al crecimiento, Pi es la formación del 

producto i, X es la concentración de biomasa. 

 Chu et al., (2013) encontraron una máxima tasa de crecimiento microbiano (0.28 h-1) 

a una concentración de 40 g azúcares totales L-1, en esta condición los metabolitos generados 

fueron principalmente ácido butírico (67.1 %) y ácido acético (21.1 %); los valores inferiores 

y superiores (20, 30, 60 y 100 g L-1) disminuyeron la tasa de crecimiento microbiano y 

presentaron una mayor diversificación de metabolitos en la fase soluble. Como se aprecia la 

concentración de carbohidratos influye en la producción de hidrógeno, por tal razón al 

emplear sustratos complejos como los efluentes agroindustriales, es necesario que estos sean 

abundantes, de bajo costo y que tengan un alto contenido de carbohidratos, puesto que estos 

representan la fracción del sustrato que será convertida a hidrógeno (Ghimire et al., 2015).  

En la literatura existen trabajos publicados sobre la producción de hidrógeno a partir 

de efluentes agroindustriales como es el caso de las vinazas tequileras y de caña de azúcar 

(Arreola-Vargas et al., 2016; Buitrón et al., 2014a, 2014b; Buitrón y Carvajal, 2010; dos Reis 

et al., 2015; Espinoza-Escalante et al., 2009; Lazaro et al., 2014; Marino-Marmolejo et al., 

2015; Nunes Ferraz Júnior et al., 2014); sin embargo, todavía no existen trabajos publicados 

empleando como sustrato vinazas vitivinícolas. 
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1.2.3. Relación sustrato-biomasa (S0/X0) 

Se ha demostrado que la relación S0/X0 influye directamente en los patrones de 

crecimiento celular (anabolismo o catabolismo) dado que el crecimiento puede estar limitado 

o no por la concentración inicial de sustrato, por tal razón es importante establecer una 

relación S0/X0 adecuada para favorecer la formación de productos (Liu et al., 1998; Moreno-

Andrade y Buitrón, 2003). La relación S0/X0 se puede calcular considerando la concentración 

de DQO o de carbohidratos totales del sustrato empleando la ecuación 1-2. 

𝑆0
𝑋0

⁄  (
𝑔 𝐶𝑇

𝑔 𝑆𝑉
) =  

𝐶𝑇𝑠

𝑆𝑇𝑖
 

Ecuación 1-2 Relación sustrato-biomasa 

Donde, CTs es la concentración de carbohidratos totales del sustrato en el medio (gCT 

L-1); STi es la concentración de sólidos totales del inóculo en el medio (gST L-1). 

La relación S0/X0 cobra importancia al emplear sustratos complejos o con compuestos 

inhibitorios dado que la toxicidad de los compuestos se refleja en una reducción de la 

actividad microbiana y por ende en una reducción en la producción de metabolitos como el 

hidrógeno (Moreno-Andrade y Buitrón, 2003). 

Moreno-Andrade y Buitrón, (2003) probaron diferentes relaciones S0/X0 para evaluar 

la inhibición de la actividad microbiana a diferentes concentraciones de 4-clorofenol en 

glucosa, en sus ensayos encontraron que la inhibición depende de la concentración del 

compuesto tóxico, así como de la concentración y tipo de biomasa, concluyendo que la 

inhibición de la actividad microbiana disminuye conforme la relación S0/X0 disminuye, es 

decir, la concentración de biomasa es la variable más importante para disminuir la inhibición.  
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1.2.4. Cultivos mixtos como inóculo 

El empleo de cultivos mixtos en la fermentación oscura posibilita el empleo de 

sustratos complejos y no estériles; al emplear este tipo de inóculo se debe tomar en cuenta 

que en estos consorcios microbianos coexisten microorganismos productores y consumidores 

de hidrógeno (Hernández-Mendoza y Buitrón, 2014; Saady Cata, 2013; Sinha y Pandey, 

2011), por tal razón es importante dar un pretratamiento que conlleve a la selección de los 

microorganismos, lo cual ayudará a preservar la actividad de los microorganismos 

productores de hidrógeno  y  a suprimir la actividad de los microorganismos consumidores 

de hidrógeno (Hernández-Mendoza y Buitrón, 2014; Saady Cata, 2013; Sinha y Pandey, 

2011). Dentro de los métodos que se utilizan para lograr un enriquecimiento de bacterias 

productoras de hidrógeno en los cultivos mixtos se tienen los siguientes (Bundhoo et al., 

2015; Hernández-Mendoza y Buitrón, 2014; Saady Cata, 2013; Sinha y Pandey, 2011): 

✓ Térmico: el cultivo se somete a una temperatura alta por largo tiempo 

✓ Choque ácido-alcalino: se crean condiciones de bajo y alto pH en cortos periodos 

de tiempo  

✓ Aireación: reduce la actividad de las arqueas metanogénicas por el efecto tóxico 

que tiene el oxígeno en los microorganismos anaerobios estrictos 

✓ Radiación: puede ser luz ultravioleta, ultrasonido, infrarrojo y rayos gamma 

✓ Adición de compuestos químicos inhibitorios: BESA, cloroformo, acetileno 

✓ Control continuo de crecimiento de las arqueas metanogénicas con las condiciones 

de operación: crea una presión de selección continua dentro del reactor  
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1.2.5. Tipo de biomasa y reactores 

En varios estudios se emplean reactores de mezcla completa con flujo continuo 

(CSTR) porque cuenta con un control de la velocidad de agitación que permite mejorar la 

eficiencia de transferencia de masa, sin embargo, es necesario un sedimentador para 

recuperar el inóculo y poderlo ingresar de nuevo al reactor (Chu et al., 2013; Lofrano y Meric, 

2016). Los sistemas de biomasa suspendida corren el riesgo de un lavado celular al emplearse 

altas tasas de carga orgánica, además tienen el inconveniente de que la biomasa formada es 

sensible a las fluctuaciones del medio como es el pH y la temperatura, para no tener el 

problema de la sensibilidad de la biomasa suspendida se recomienda el empleo de biomasa 

fija (Mu y Yu, 2006). 

Los sistemas de biomasa fija son capaces de tratar aguas residuales con una alta carga 

orgánica debido a que presentan una alta concentración de biomasa, lo que se refleja en una 

mayor estabilidad y resistencia a cambios en las condiciones del medio como pH, 

temperatura, concentración de toxinas o inhibidores, además de que permite la recuperación 

y reutilización de la biomasa; la inmovilización de la biomasa puede ser por la formación de 

gránulos, de biopelícula o de biopartículas atrapadas en gel (Show et al., 2008). 

Los gránulos son la unión de diferentes microorganismos con forma definida por la 

adhesión con sustancias poliméricas extracelulares, la estructura inicial sigue creciendo en 

una estructura compacta siempre y cuando se tengan condiciones favorables para mantenerla, 

si  las fuerzas de corte o cizallamiento dentro del reactor no son las adecuadas se favorece su 

disgregación (Bhunia y Ghangrekar, 2008; Mu y Yu, 2006). Esta estructura celular ha sido 

ampliamente utilizada para la producción de hidrógeno en el tratamiento de aguas residuales 

en los reactores de lodos anaerobios de flujo ascendente (UASB), en este tipo de reactor los 

gránulos se mantienen en suspensión por la producción de biogás y por el flujo del influente 

(Moletta, 2005; Show et al., 2008). 
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1.2.6. Sobresaturación de hidrógeno 

En los reactores con lodos granulares se tienen tres fases: la fase sólida que 

corresponde a los gránulos, la fase líquida que corresponde al medio y la fase gaseosa que 

corresponde al biogás generado (Nicolella et al., 2000). Una de las limitantes en la 

producción de hidrógeno es su transferencia de la fase líquida a la fase gaseosa, es decir, la 

dispersión de las burbujas a través del medio; si la tasa de producción de hidrógeno es mayor 

al coeficiente de transferencia de masa (KLa) se provoca una sobresaturación de hidrógeno 

disuelto en el medio (Frigon y Guiot, 1995; Pauss et al., 1990; Stewart, 2003; Zhang et al., 

2012). En la Figura 1-3 se observa el seguimiento del hidrógeno desde su generación hasta 

su transferencia a la fase gaseosa. 

 
Figura 1-3 Seguimiento de los metabolitos gaseosos desde su generación hasta su transferencia a 

la fase gaseosa 

Fuente: Adaptada de Beckers et al. (2015) 

La sobresaturación de hidrógeno provoca un cambio en las rutas metabólicas, 

viéndose favorecido la producción de metano, ácido acético, ácido propiónico, sulfuro de 

hidrógeno y amoniaco porque el hidrógeno deja de ser un producto metabólico y se convierte 

en un nuevo sustrato; esto conlleva a cambios estructurales en la comunidad microbiana 

(composición y abundancia) (Bakonyi et al., 2017; Zumar Bundhoo y Mohee, 2016).  
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En la Figura 1-4 se muestran las rutas potenciales para el consumo de hidrógeno 

durante la fermentación oscura al emplear cultivos mixtos, así como sus productos finales. 

 
Figura 1-4 Rutas potenciales para el consumo de hidrógeno durante la fermentación oscura al 

emplear cultivos mixtos 

Fuente: Adaptada de Zumar Bundhoo y Mohee (2016) 

Se han empleado diferentes estrategias para disminuir la concentración de los gases 

disueltos en el medio (hidrógeno y dióxido de carbono) en procesos de fermentación oscura  

para incrementar la producción de hidrógeno, estas estrategias incluyen el burbujeo de gases 

inertes dentro del medio, la liberación continua de gas, el incremento de la velocidad de 

agitación, la reducción del espacio de cabeza (aplicación de vacío) y el empleo de membranas 

inmersas que directamente remueven los gases disueltos (Bakonyi et al., 2017; Frigon y 

Guiot, 1995; Kisielewska et al., 2015; Kraemer y Bagley, 2006; Liang et al., 2002; Logan 

et al., 2002; Mandal y Nath, 2006; Mizuno et al., 2000; Zhang et al., 2012; Zumar Bundhoo 

y Mohee, 2016). 

Anteriormente se creía que el incremento en la producción de hidrógeno obtenido al 

aplicar alguna de las estrategias señaladas se debía a la disminución de la presión parcial de 

hidrógeno (PH2
) en el espacio de cabeza a valores inferiores de 60 Pa (6x10-4 atm), lo que 

favorece la producción de hidrógeno por medio de la oxidación del NADH y de la ferredoxina 
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(Fd), pudiéndose obtener de esta manera hasta cuatro moles de hidrógeno por cada mol de 

glucosa (Angenent et al., 2004), de acuerdo con las siguientes ecuaciones. 

𝑎) 2𝐹𝑑𝑟𝑒𝑑 + 4𝐻+  →  2𝐹𝑑𝑜𝑥 + 2𝐻2  

𝑏) 2𝑁𝐴𝐷𝐻 +  2𝐻+  →  2𝑁𝐴𝐷+ +  2𝐻2 

Ecuación 1-3 Producción de hidrógeno por medio de la oxidación de Fd (a) y NADH (b) a PH2 

menor de 60 Pa 

Fuente: Angenent et al. (2004) 

Varios investigadores han medido la PH2 
en reactores de fermentación oscura bajo las 

estrategias de burbujeo de gases inertes y aumento de velocidad de agitación, lo que 

encontraron es que con esas estrategias no se ha podido alcanzar una PH2 menor a 60 Pa, es 

decir, no se ha logrado producir hidrógeno por la oxidación del NADH; tomando en cuenta 

lo anterior concluyen que la disminución de la concentración de hidrógeno disuelto evita que 

la reducción de los protones a hidrógeno se vuelva termodinámicamente desfavorable y así 

se mantiene una producción de hidrógeno a lo largo del tiempo (Kraemer y Bagley, 2006; 

Zhang et al., 2012; Zumar Bundhoo y Mohee, 2016). 

Por su parte Zhang et al., (2012) evaluaron el efecto de la carga orgánica de glucosa 

y de la velocidad de agitación sobre la sobresaturación de hidrógeno en un reactor CSTR, 

encontrando que la sobresaturación tiene una relación directa con la carga orgánica y que 

existe una velocidad de agitación que ayuda a disminuir al mínimo la concentración de 

hidrógeno disuelto, las condiciones óptimas encontradas fueron carga orgánica de 38.3 mmol 

L-1 d-1 y velocidad de agitación de 450 rpm para obtener un rendimiento de 2 mol H2 mol 

glucosa-1, una concentración de hidrógeno disuelto de 0.68 mmol L-1 y una disminución de 

la relación de sobresaturación de hidrógeno de 2.8 a 1.8, es importante señalar que aún bajo 

estas condiciones de operación no se logró suprimir la sobresaturación de hidrógeno, esto se 

debió a que encontraron que entre menor sea la PH2
 mayor es el valor de KLa requerido para 

evitar la sobresaturación de hidrógeno, concluyendo que es difícil evitar la sobresaturación 

del hidrógeno en los reactores productores de hidrógeno.  
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En un estudio previo Frigon y Guiot, (1995) evaluaron el impacto de la velocidad de 

recirculación del biogás producido dentro de un reactor de flujo ascendente con filtro 

(UASFB) alimentado con sacarosa sobre el valor de KLa; el máximo valor de KLa (20.9 h-1) 

lo obtuvieron con una tasa de recirculación de 85 L L-1 d-1, este valor fue 29 veces mayor que 

el obtenido en el control sin recirculación de biogás (0.7 h-1), con esta velocidad se logró 

disminuir la concentración del hidrógeno disuelto de 1.097 a 0.653 µM y la relación de 

sobresaturación de hidrógeno de 13.6 a 2.5, el inconveniente que tuvieron fue el corto tiempo 

de retención de sólidos causado por la velocidad de recirculación, esto puede provocar el 

lavado celular. Ellos concluyeron que la recirculación de biogás incrementa el área interfaz 

de las fases líquida y gaseosa del reactor, permitiendo una transferencia de masa más eficiente 

del hidrógeno. 

Tomando en cuenta lo anterior se concluye que al aumentar la velocidad de 

transferencia de la fase líquida a la fase gaseosa se logra disminuir la concentración de 

hidrógeno disuelto en el medio, esto favorece la producción continua de hidrógeno porque 

se mantiene constante la oxidación de Fd, además de que se evita que el hidrógeno producido 

sea reasimilado por los microorganismos; este aumento de velocidad se puede lograr 

disminuyendo la carga orgánica de los carbohidratos totales y aumentando la velocidad de 

agitación en el reactor. Se debe tomar en cuenta que altas velocidades de agitación en 

reactores con lodos granulares provocan la disgregación de los gránulos por las fuerzas de 

corte, inhibe la actividad de la biomasa y se reduce su concentración (Sinha y Pandey, 2011; 

Zhang et al., 2012). 

Hipótesis 

La recirculación del biogás producido en el reactor UASB favorecerá la transferencia 

del hidrógeno de la fase líquida a la fase gaseosa, lo cual se verá reflejado en un aumento en 

la productividad de hidrógeno.  
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Capítulo 2. Metodología 

2.1. Estrategia experimental 

 
Figura 2-1 Estrategia experimental 

El sustrato empleado en toda la experimentación fueron vinazas vitivinícolas de vino 

blanco provenientes de dos bodegas (Freixenet y La Redonda) del Estado de Querétaro. Para 

su caracterización se determinó: pH, densidad, demanda química de oxígeno (Métodos 

Estándar), demanda biológica de oxígeno (Métodos Estándar), sólidos suspendidos totales, 

volátiles y suspendidos (Métodos Estándar), fenoles, carbohidratos totales (método fenol-

ácido sulfúrico), sulfatos (cromatografía de iones) y metales pesados (espectrofotometría de 

absorción atómica). 

El inóculo empleado fue lodo granular anaerobio proveniente de un reactor UASB 

industrial empleado para tratar el agua residual de la industria cervecera. Para el caso de los 

ensayos en lote se le dio un pretratamiento térmico (104 °C por 24h) para inhibir la actividad 

metanogénica, de acuerdo al protocolo de producción específica de hidrógeno de la Red 

Latinoamericana de BioHidrógeno. Para el caso del reactor en continuo la aclimatación del 

lodo granular se describe en la sección 2.4. 

Las condiciones de los ensayos en lote con que se obtuvieron los mejores resultados 

para la producción de hidrógeno se emplearon para operar el reactor UASB en continuo. 

Obtención y caracterización de las vinazas 
vitivinícolas

Potencial de producción de hidrógeno

• Relaciones S0/X0

• Concentraciones de sustrato

Operación del reactor UASB en continuo

• Aclimatación del inóculo

• Velocidades de recirculación de biogás
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2.2. Potencial de producción de hidrógeno 

2.2.1. Relación sustrato-biomasa (S0/X0) 

La prueba se llevó a cabo por triplicado en botellas serológicas con un volumen de 

120 mL y un volumen de trabajo de 80 mL; a cada botella se le agregó una de las 

concentraciones de vinazas vitivinícolas (4, 10, 25, 35 y 50 gDQO L-1), 12.5 gST L-1 de 

inóculo pretratado térmicamente, así como la solución amortiguadora de fosfatos con medio 

mineral como lo recomienda Mizuno et al., (2000). Las relaciones S0/X0 (gCT gST-1) 

evaluadas fueron: 0.04, 0.14, 0.29, 0.45 y 0.59. El control positivo se realizó con glucosa (5 

g L-1), también se determinó la producción endógena del inóculo y del sustrato, en los cuales 

sólo se agregó inóculo (12.5 gST L-1) o vinazas (10 gDQO L-1) y solución amortiguadora de 

fosfatos con medio mineral a cada botella. 

El pH inicial se ajustó a 6 con una solución 5N de NaOH, el espacio de cabeza fue 

purgado por un minuto con nitrógeno para asegurar condiciones anaerobias dentro de cada 

botella, la incubación se realizó en una incubadora WiseCube, Daihan Scientific Co., Korea 

a 36 ºC con agitación orbital a 150 rpm hasta que la producción de biogás se detuvo. 

La producción de biogás se determinó dos veces al día con el método de 

desplazamiento de líquido; la composición de biogás, demanda química de oxígeno, 

carbohidratos totales y ácidos grasos volátiles se determinaron con las técnicas del apartado 

2.6. El análisis cinético se basó en la producción acumulada de hidrógeno y se empleó la 

ecuación modificada de Gompertz (Ecuación 2-1) (Buitrón y Carvajal, 2010; Moreno-

Andrade et al., 2015). 

𝐻(𝑡) =  𝐻𝑚𝑎𝑥 ∗ [−𝑒𝑥𝑝 (
2.71828 ∗ 𝑅𝑚𝑎𝑥(𝜆 − 𝑡)

𝐻𝑚𝑎𝑥
+ 1)] 

Ecuación 2-1 Ecuación modificada de Gompertz 

Donde, H(t) es la cantidad total de hidrógeno (mL) producido en el tiempo t (h), Hmax 

es la máxima cantidad de hidrógeno producido (mL), Rmax es la máxima tasa de producción 

de hidrógeno (mL h-1), λ es el tiempo de latencia (h). 
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2.2.2. Concentración de sustrato 

El ensayo se basó en el protocolo de producción específica de hidrógeno de la Red 

Latinoamericana de BioHidrógeno y se llevó a cabo por triplicado en el equipo AMPTS II, 

Bioprocess Control, Lund, Suecia equipado con una trampa de sosa (NaOH 3N) para capturar 

el dióxido de carbono producido. Se emplearon botellas Schott con volumen total de 500 mL 

y un volumen de trabajo de 360 mL, a cada botella se le agregó 22.6 mL de medio mineral 

con nutrientes y MES, una de las concentraciones de vinazas vitivinícolas (1.07, 2.15, 3.22, 

4.30 y 5.04 gCT L-1) y una de las concentraciones de inóculo pretratado térmicamente a 104 

ºC por 24 h (5.37, 10.75, 16.12, 21.50 y 25.18 gST L-1). Con estas concentraciones iniciales 

se logró mantener constante la relación S0/X0 (gCT gST-1) en 0.2. El control positivo se 

realizó con glucosa (5 g L-1) a dos relaciones S0/X0 (g gST-1) 0.2 y 2.7, también se determinó 

la producción endógena del inóculo y del sustrato, en los cuales sólo se agregó inóculo (8.7 

gST L-1) o vinazas (2.15 gCT L-1) y medio mineral con nutrientes y MES en cada botella.  

El pH inicial se ajustó a 6 con una solución 8N de NaOH, el espacio de cabeza fue 

purgado por un minuto con nitrógeno para asegurar condiciones anaerobias dentro de cada 

botella, la incubación se realizó a 37 ºC con agitación a 120 rpm durante un minuto por cada 

tres minutos de descanso del motor hasta que la producción de biogás se detuvo. 

La producción de hidrógeno se determinó de manera continua en el equipo; la 

composición de biogás, la demanda química de oxígeno, los carbohidratos totales y los ácidos 

grasos volátiles y solventes se determinaron con las técnicas señaladas en el apartado de 

Técnicas analíticas. Los cálculos del análisis cinético se basaron en la producción acumulada 

de hidrógeno, se empleó la ecuación modificada de Gompertz (Ecuación 2-1) (Buitrón y 

Carvajal, 2010; Moreno-Andrade et al., 2015) para el análisis de datos. 
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2.3. Reactor UASB 

La configuración del reactor UASB empleada para la aclimatación de la biomasa 

granular y para la evaluación del efecto de la recirculación de biogás se muestra en las figuras 

2-2 y 2-3. El reactor diseñado se construyó con vidrio, teniendo un volumen nominal de 1.5 

L y un volumen de trabajo de 1.4 L, altura de 55 cm, diámetro interno de 8.25 cm y un fondo 

cónico para promover una distribución uniforme del medio y de las biopartículas, en la parte 

alta cuenta con un estrangulamiento para dirigir el biogás al separador de tres fases de vidrio.  

El reactor se equipó con dos bombas peristálticas (Masterflex, Easy-Load) para la 

alimentación proveniente de un tanque de alimentación y la recirculación del medio o del 

biogás, el flujo de recirculación se tomó dos cm por debajo de la superficie del líquido o dos 

cm por encima de la superficie del líquido; el flujo de alimentación, el flujo de recirculación 

y el flujo de álcali se unen en la manguera que se encuentra al fondo del reactor; 

adicionalmente se instaló una bomba peristáltica (Masterflex, Easy-Load) para la 

dosificación de hidróxido de sodio (1N NaOH) en función del controlador del pH (EUTECH 

Instruments, serie 140), el pH se midió con un electrodo combinado (Sensorex, BNC), la 

cuantificación de biogás se realizó en línea con el empleo de un medidor de flujo (Ritter tipo 

MGC-1 V3.2 PMMA), la temperatura se reguló con la recirculación de agua caliente ubicada 

en un baño de agua.  

 

Figura 2-2 Esquema de la configuración del reactor UASB empleado 
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Figura 2-3 Fotografía de la configuración del reactor UASB empleado 

 

2.4. Aclimatación de inóculo 

La aclimatación del inóculo se realizó en modo continuo en un reactor UASB, para 

lograrlo se utilizó la metodología descrita por Hernández-Mendoza y Buitrón (2014). 

Durante esta etapa se empleó la configuración del reactor UASB descrita anteriormente; las 

concentraciones de vinazas vitivinícolas empleadas fueron 35 y 50 gDQO L-1, la 

concentración del inóculo fue de 7.3 gSV L-1; las condiciones operacionales empleadas 

fueron pH de 4.5 ± 0.2, temperatura de 37 ± 1 °C, TRH de 5.5 h, cargas orgánicas de 153 y 

219 gDQO L-1 d-1, flujo de alimentación 7.6 mL min-1, flujo de recirculación del efluente de 

171 mL min-1 para obtener una velocidad ascensional de líquido de 2 m h-1. 

La aclimatación del inóculo se consideró finalizada cuando se obtuvieron 

productividades de hidrógeno similares (coeficiente de variación menor a 10 %) en la 

concentración de 50 gDQO L-1 durante al menos cinco ciclos, lo que se consideró como 

estabilidad en el proceso; la composición de biogás, la producción de biogás, la demanda 

química de oxígeno, los sólidos suspendidos totales y volátiles, los carbohidratos totales y 

los ácidos grasos volátiles y solventes se determinaron con las técnicas señaladas en el 

apartado de Técnicas analíticas. 
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2.5. Evaluación de la velocidad superficial del gas 

Una vez que se consiguió tener un lodo granular anaerobio productor de hidrógeno se 

operó el reactor con una concentración de vinazas vitivinícolas de 50 gDQO L-1 con 

recirculación de líquido a una velocidad ascensional de 0.5 m h-1, una vez que se obtuvieron 

productividades de hidrógeno estables se procedió a operar el reactor con tres velocidades de 

recirculación de biogás (36, 66 y 106 mL min-1). Durante esta etapa se empleó la 

configuración del reactor UASB descrita anteriormente, la concentración del inóculo fue de 

7.3 gSV L-1; las condiciones operacionales empleadas fueron pH de 5.3 ± 0.1, temperatura 

de 37 ± 1 °C, TRH de 5.5 h, carga orgánica de 218 gDQO L-1 d-1, flujo de alimentación 7.6 

mL min-1. 

El reactor se operó con cada velocidad de recirculación de biogás hasta alcanzar 

productividades de hidrógeno similares (coeficiente de variación menor a 10 %) durante al 

menos cinco ciclos; la composición de biogás, la producción de biogás, la demanda química 

de oxígeno, los sólidos suspendidos totales y volátiles, los carbohidratos totales y los ácidos 

grasos volátiles y solventes se determinaron con las técnicas señaladas en el apartado de 

Técnicas analíticas. 
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2.6. Técnicas analíticas 

Los ácidos grasos volátiles (AGV) y solventes se determinaron empleando un 

cromatógrafo de gases (7890 B, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con 

un detector de ionización de flama (FID) y una columna Zebron ZB-FFAP de 15 m de 

longitud (530 µm x 1 µm), el gas acarreador fue nitrógeno a una velocidad de 2.5 mL min-1, 

las temperaturas del inyector y detector se mantuvieron en 190 ºC y 210 ºC, respectivamente. 

La temperatura de la columna se mantuvo a 60 ºC, se incrementó hasta 90 ºC a una velocidad 

de 15 ºC min-1, se tuvo un segundo incremento hasta 170 ºC a una velocidad de 25 °C min-1, 

esta temperatura se mantuvo durante cuatro minutos. Las muestras a analizar se acidificaron 

a un pH menor a dos con ácido sulfúrico, se centrifugaron por 10 minutos a 3500 rpm, se 

filtraron con filtros de nitrocelulosa de 0.45 µm y se almacenaron a 4 °C hasta su análisis. 

Los carbohidratos totales se determinaron siguiendo el método de fenol-ácido 

sulfúrico descrito por Dubois et al. (1956) utilizando glucosa como estándar. 

La composición de biogás (hidrógeno, metano y dióxido de carbono) se analizó con 

un cromatógrafo de gases (8610C, SRI Instruments, Torrance, CA, USA) equipado con un 

detector de conductividad térmica (TCD) y dos columnas empacadas (ambas de 6 pies x 1/8 

pulgada, una de silica gel y la otra de tamiz molecular 13x), el gas acarreador fue nitrógeno 

a una velocidad de 20 mL min-1, las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron 

en 90 ºC y 150 ºC, respectivamente. La temperatura de la columna se mantuvo a 40 ºC durante 

cuatro minutos y se incrementó hasta 110 ºC a una velocidad de 20 ºC min-1, esta temperatura 

se mantuvo durante 1.5 minutos. Para realizar el análisis se tomó una muestra de 5 mL de las 

botellas o del reactor con ayuda de una jeringa, succionando y desplazando el biogás tres 

veces, para asegurar la homogeneidad.  

La cuantificación de biogás se midió utilizando un medidor de flujo Ritter tipo 

MGC-1 V3.2 PMMA el cual es un contador de gas diseñado para medir bajos caudales de 

gas, el flujo mínimo requerido es de 1 ml h-1 y el flujo máximo es de 1 l h-1, con una resolución 

de 3 ml y una precisión de ± 3%. Este equipo funciona con la medición discreta de 

volúmenes, los cuales son medidos a partir del balanceo de una campana de volumen 
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conocido que se encuentra sumergida, cada vez que se llena la campana, deja escapar el gas 

y la medida es registrada por medio de imanes que envían la señal.  

La demanda química de oxígeno (DQO) se midió empleando un método 

colorimétrico a reflujo cerrado utilizando tubos Hach con una solución estándar (dicromato 

de potasio, ácido sulfúrico, sulfato de mercurio y sulfato de plata) para determinar la DQO 

en un rango de 20 a 1500 mgDQO L-1, la determinación del valor de la DQO se realizó en 

un espectrofotómetro portátil (Hach DR/2010) de acuerdo a lo indicado en los métodos 

estándar (APHA et al., 1999). 

El lactato se determinó empleando un cromatógrafo de iones (Dionex ICS-1500, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) equipado con una columna REIC IonPac 

AS23 250x4 mm, el eluyente consistió en una mezcla de bicarbonato de sodio (0.8 mM  

NaHCO3) y carbonato de sodio (4.5 mM Na2CO3), se empleó un flujo isocrático de 3 mL 

min-1 a 30 °C y se utilizó una corriente supresora de aniones de 25 mA. Las muestras a 

analizar se acidificaron a un pH menor a dos con ácido sulfúrico, se centrifugaron por 10 

minutos a 3500 rpm, se filtraron con filtros de nitrocelulosa de 0.45 µm y se almacenaron a 

4 °C hasta su análisis. 

Los sólidos suspendidos totales, volátiles y fijos se determinaron por gravimetría de 

acuerdo al procedimiento descrito en los Métodos Estándar (APHA et al., 1999).  
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Capítulo 3. Potencial de producción de hidrógeno 

3.1. Caracterización de las vinazas vitivinícolas 

Las vinazas vitivinícolas de vino blanco se recolectaron de dos bodegas del estado de 

Querétaro (Freixenet y La Redonda) durante el periodo de post-cosecha, se realizó su 

caracterización y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3-1. La concentración de 

carbohidratos totales representa el 14% de la DQO total, porcentajes similares se han 

reportado en las vinazas tequileras que han sido empleadas en la fermentación oscura 

(Buitrón et al., 2014b). Respecto a compuestos inhibitorios que han sido ampliamente 

reportados se detectaron fenoles, sulfatos y metales pesados; sin embargo, estos se 

encuentran en concentraciones por debajo de lo reportado para causar toxicidad en los 

microorganismos (Tai et al., 2010; Zumar Bundhoo y Mohee, 2016). Otro compuesto que 

disminuye la formación y crecimiento celular, así como la producción de hidrógeno es el 

etanol (Tang et al., 2012; Zumar Bundhoo y Mohee, 2016); dado que las vinazas son un 

efluente de la fermentación alcohólica de la uva se espera una alta concentración de etanol, 

en este caso su concentración representa el 46% de la DQO total.  

La relación DBO5/DQO que se obtuvo fue de 0.22 lo que indica que se trata de un 

agua residual de difícil biodegradación, el valor obtenido es cercano al 0.30 que obtuvieron 

Bustamante et al., (2005) con el promedio de las vinazas vitivinícolas analizadas; una 

explicación que se tiene para este valor es la alta concentración de sólidos y la alta 

concentración de etanol, estos factores pueden limitar el consumo del sustrato. 

La cantidad de sólidos presentes en las vinazas vitivinícolas resultaría inadecuada 

para la producción de hidrógeno si se quisieran utilizar tal cual, pues podría existir una 

limitación de la transferencia de masa del sustrato a los microorganismos (Ramos et al., 

2012), así que se procedió a estandarizar una técnica para obtener vinazas vitivinícolas con 

una menor cantidad de sólidos. De esta forma, se procedió a centrifugar las vinazas 

vitivinícolas por 10 minutos a 4,500 rpm, con este procedimiento se obtuvo un sobrenadante 

con un máximo de 500 mgST L-1.  
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Tabla 3-1 Caracterización de las vinazas vitivinícolas de vino blanco 

Parámetro Unidades Valor D.E. 

pH - 3.53 0.01 

Sólidos totales  mg L-1 57,500 283 

Sólidos volátiles mg L-1 51,135 163 

Sólidos fijos mg L-1 6,365 445 

Sólidos suspendidos totales mg L-1 34,922 120 

Sólidos suspendidos volátiles mg L-1 32,698 262 

Sólidos suspendidos fijos mg L-1 2,223 141 

DBO5 total mg L-1 55,556 1,388 

DQO total mg L-1 252,400 9,051 

DBO5/DQO 
 

0.22 
 

Carbohidratos totales mg L-1 32,920 863 

Fenoles solubles mg L-1 197 15 

Carbono soluble total mg L-1 49,625 219 

Nitrógeno soluble total mg L-1 496 37 

Fósforo soluble total mg L-1 287 6 

Densidad kg m-3 1,013 1 

Etanol mg L-1 55917 351 

Sulfatos mg L-1 175 2 

Cloruros mg L-1 101 0 

Fosfatos mg L-1 359 1 

Hierro µg L-1 180  

Níquel µg L-1 130  

Cobre µg L-1 48  

Zinc µg L-1 737  

Cobalto µg L-1 6  

Cadmio µg L-1 ND  

Cromo µg L-1 ND  

Plomo µg L-1 ND  

ND: No detectado; D.E.: Desviación Estándar 
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3.2. Determinación de la relación S0/X0 idónea para producción de hidrógeno  

La finalidad de este ensayo fue conocer la relación S0/X0 que convierta la mayor parte 

de los carbohidratos totales del sustrato a metabolitos gaseosos, para así obtener la mayor 

cantidad posible de hidrógeno y la obtención de un efluente rico en ácidos grasos que pueda 

emplearse en una segunda etapa de producción de energía.  

El cálculo de la relación S0/X0 se hizo con base en los carbohidratos totales (CT) de 

las vinazas, para obtener las diferentes relaciones S0/X0 se mantuvo constante la 

concentración inicial de inóculo (12.5 gST L-1) y se varió la concentración inicial de sustrato 

(0.8, 2.0, 5.0, 7.0 y 10.0 gCT L-1). La variación en el sustrato se realizó por dilución. 

En la Figura 3-1 se muestra la producción acumulada de hidrógeno (símbolos) y el 

ajuste con la ecuación modificada de Gompertz (líneas punteadas) para cada concentración 

de sustrato evaluada y en la Tabla 3-2 se presentan los parámetros cinéticos obtenidos para 

cada condición.  

     
Figura 3-1 Producción acumulada de hidrógeno y ajuste con la ecuación modificada de Gompertz 

para cada relación sustrato-biomasa 
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Como se aprecia en todas las condiciones evaluadas la fase de latencia (λ) es menor 

a un día, esto nos indica que el inóculo se aclimató de una forma rápida a consumir las vinazas 

vitivinícolas, de acuerdo con los valores obtenidos de máxima producción de hidrógeno 

(Hmax) el incremento en la concentración de carbohidratos favorece la producción de 

hidrógeno.  

Tabla 3-2 Parámetros cinéticos ajustados con la ecuación modificada de Gompertz 

Concentración sustrato S0/X0 

(gCT gST-1) 

Hmax 

(mL) 

Rmax 

(mL d-1) 

λ 

(d) 

% gDQO L-1 gCT L-1 𝒙̅ DE 𝒙̅ DE 𝒙̅ DE 

1.70 4.00 0.80 0.06 4.99 0.55 4.31 0.44 0.39 0.00 

3.97 10.00 2.00 0.16 20.90 1.38 13.57 1.25 0.44 0.06 

14.22 25.00 5.00 0.40 13.03 0.72 59.02 17.19 0.24 0.15 

19.91 35.00 7.00 0.56 39.72 3.12 2.50 0.78 0.35 0.49 

28.44 50.00 10.00 0.80 42.28 1.11 40.69 2.67 0.39 0.01 

𝑥̅: promedio, DE: Desviación Estándar 

Como se aprecia la producción acumulada de hidrógeno (Hmax) tiene una relación 

directa con la concentración inicial de carbohidratos totales, sin embargo, esto no se cumple 

con la máxima tasa de producción de hidrógeno (Rmax) y esto puede deberse a la relación 

S0/X0, como se observa la relación de 0.56 presenta la menor Rmax, lo que nos indica que los 

microorganismos se pudieron ver afectados por la concentración de inhibidores en el sustrato 

(Liu et al., 1998; Moreno-Andrade y Buitrón, 2003). 

En la Figura 3-2 se presenta la productividad y los rendimientos de hidrógeno 

obtenidos para cada relación S0/X0 evaluada, los rendimientos se calcularon con base a la 

DQO y carbohidratos totales alimentados.  
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Figura 3-2 Productividad (a) y rendimientos (b, c) obtenidos en cada relación S0/X0 
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Se realizó esta comparación para determinar el efecto de la relación S0/X0 sobre la 

producción de hidrógeno, lo que se puede apreciar en primera instancia es que las relaciones 

bajas de S0/X0 favorecen el empleo de los carbohidratos disponibles para la producción de 

hidrógeno; esto nos indica que al ser un sustrato con alto contenido de polisacáridos requiere 

una alta concentración inicial de inóculo para poder llevar a cabo de manera eficiente la 

hidrólisis de estos y así generar los monosacáridos que son empleados por las bacterias 

fermentativas para la producción de hidrógeno  (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009).  

El máximo rendimiento molar se obtuvo con la relación S0/X0 de 0.16 (1.08 mol 

molhexosa
-1), siendo similar al reportado para vinazas tequileras (1.3 mol H2 molhexosa

-1) 

(Buitrón et al., 2014b) y cercano a la mitad del obtenido con glucosa (2.5, 2.67, 2.9 mol H2 

molhexosa
-1)  (Laurent et al., 2012). 

En la Figura 3-3 se presentan los ácidos grasos volátiles generados por gramo de DQO 

alimentada en cada relación S0/X0, esta gráfica nos indica qué porcentaje de la DQO 

alimentada es transformada a metabolitos solubles, se aprecia que las relaciones con mayor 

conversión de DQO son las de 0.06 y 0.16, además en la relación de 0.16 se obtuvo la mayor 

concentración de propionato lo que nos indica que se presentó el consumo de hidrógeno y 

por ende una disminución en la producción de hidrógeno (Zumar Bundhoo y Mohee, 2016). 

 

Figura 3-3 Ácidos grasos volátiles generados en cada relación S0/X0 
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Para obtener el mayor rendimiento de hidrógeno se busca que predomine la 

producción de ácido acético y butírico (Hallenbeck y Benemann, 2002; Levin et al., 2004) 

en los metabolitos solubles; en todas las concentraciones estudiadas la combinación de estos 

ácidos se encuentra entre un 48% y un 82% del total, por lo tanto, se puede decir que la 

producción de hidrógeno se realizó por las vías con que se obtienen los máximos teóricos. 

Lo anterior contrasta con los rendimientos obtenidos, una explicación es que las 

bacterias acetogénicas hayan ocupado el etanol para la producción de acetato e hidrógeno 

(Refai et al., 2014) como se aprecia en la ecuación 3-1, por tal razón a pesar de tener acetato 

y butirato el rendimiento máximo teórico sería de 2 moles de hidrógeno por mol de glucosa, 

esto se refuerza con el hecho de que en todas las condiciones se presentó un consumo de 

etanol mayor al 40% como se observa en la Figura 3-4. 

𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝑂𝐻 + 𝐻2𝑂 →  𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2 

Ecuación 3-1 Producción de acetato a partir de etanol 

Fuente: Refai et al. (2014) 

 

 

Figura 3-4 Concentración inicial y final de etanol en cada relación S0/X0 

Tomando en cuenta todos los resultados obtenidos, se eligió como relación S0/X0 

idónea la de 0.16, dado que es con la que se obtienen los rendimientos más altos, una tasa de 

producción alta y una conversión de sustrato alta.  



     
       

 
Efecto de la velocidad superficial del gas sobre la producción  

de hidrógeno con vinazas vitivinícolas                                                                                           36 

 

3.3. Determinación de la concentración de sustrato idónea para producción de 

hidrógeno 

Una vez que se determinó el efecto de la relación S0/X0 sobre la producción de 

hidrógeno se procedió a evaluar el efecto de la concentración de sustrato, para lo cual se 

empleó una relación S0/X0 constante de 0.2, por fines prácticos se redondeó la relación de 

0.16; las condiciones evaluadas se muestran en la Tabla 3-3. 

Tabla 3-3 Concentraciones de sustrato evaluadas 

Porcentaje vinazas 

(%) 

DQO 

(g L-1) 

CT 

(g L-1) 

Concentración inóculo 

(gST L-1) 

94 194.38 5.04 25.18 

80 165.92 4.30 21.50 

60 124.44 3.22 16.12 

40 82.96 2.15 10.75 

20 41.48 1.07 5.37 

En la Figura 3-5 se muestra la producción acumulada de hidrógeno (símbolos) y el 

ajuste con la ecuación modificada de Gompertz (líneas punteadas) para los dos porcentajes 

de sustrato en los que se tuvo producción de hidrógeno; la máxima producción de hidrógeno 

(Hmax) y máxima tasa de producción de hidrógeno (Rmax) se obtuvieron con un porcentaje de 

vinazas de 20 % con valores de 115 mL H2 y 6 mL H2 h
-1, respectivamente. 
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Figura 3-5 Producción acumulada de hidrógeno y ajuste con la ecuación modificada de Gompertz 

para los porcentajes de sustrato en los que se tuvo producción de hidrógeno 

En la Figura 3-6 se muestran el volumen acumulado, la productividad, los 

rendimientos por gramo de DQO y carbohidratos totales alimentado y las remociones de 

DQO y carbohidratos totales obtenidas para cada concentración de sustrato evaluada, como 

se aprecia la producción de hidrógeno cae con un porcentaje de vinazas mayor al 40%, esto 

se atribuye a la concentración de etanol, puesto que se ha reportado que la adición de etanol 

en una concentración de 200 mmol L-1 a un cultivo puro causa una disminución en la 

productividad de la biomasa del 16.2%, disminuye la eficiencia de degradación de glucosa 

en un 32% y causa un cambio en las rutas metabólicas (Tang et al., 2012; Zumar Bundhoo y 

Mohee, 2016). 

Los mejores resultados se obtuvieron con un porcentaje de vinazas de 20%, es decir, 

con una dilución de 1 a 5 de las vinazas; la productividad obtenida con esta condición fue de 

110 ± 13 mLH2 L
-1 d-1, los rendimientos obtenidos fueron de 3 ± 0.3 mL H2 gDQO-1 y de 

0.86 ± 0.10 mol H2 molhexosa
-1, en comparación con los resultados obtenidos con una 

concentración de 4% y una relación S0/X0 de 0.16 son superiores en los primeros dos rubros 

y el rendimiento molar es similar. 
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Figura 3-6 Volumen acumulado (a), productividad (b), rendimientos (c, d) y remociones (e, f) 

obtenidas en cada concentración de sustrato evaluada 

*: Concentración de 3.97% y relación S0/X0 de 0.16, evaluada en el experimento anterior 

El lote de vinazas sin diluir empleado para este experimento tuvo una concentración 

de etanol de 116.70 gDQO L-1 y equivale al 56 % de la DQO soluble, esta concentración es 

superior a los 19.23 gDQO L-1 reportados por Tang et al., (2012) como concentración 

inhibitoria para un cultivo puro de Ethanoligenens harabinese B49. Tomando en cuenta lo 

anterior se sugiere que es necesario hacer una dilución de las vinazas vitivinícolas mayores 
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al 40% para evitar que se presente la inhibición del inóculo por concentración de etanol, esto 

se rectifica al tomar en cuenta que los mejores resultados se obtuvieron a una concentración 

inicial de etanol de 23.34 gDQO L-1 (20 % de vinazas) y que la remoción de carbohidratos 

cae más del 90% en las concentraciones mayores a 46.68 gDQO L-1 (40 % de vinazas). 

En la Figura 3-7 se muestran los ácidos grasos volátiles y solventes generados por 

gramo de DQO alimentada en cada concentración de sustrato evaluada, como se aprecia en 

la concentración de 20 % se presenta la mayor conversión del sustrato inicial a metabolitos 

solubles (852.69 mg gDQO-1), de estos 87% corresponde a etanol, 5% a ácido butírico, 3% 

a ácido acético, 3% a ácido láctico y el restante 2% a ácido propiónico, valérico e isovalérico. 

La diferencia de la concentración final menos la concentración inicial fue positiva 

para todos los metabolitos solubles analizados y en todas las condiciones evaluadas, 

indicando que en todos los casos se tuvo producción; en el caso del etanol este fue el 

metabolito que se generó en mayor cantidad lo que indica que el inóculo se adaptó de mejor 

manera a la producción de etanol; sin embargo, esta ruta por sí sola no genera hidrógeno. Por 

lo tanto para tener una producción de hidrógeno este debe ser un metabolito de la 

fermentación del tipo acético-butírico o del tipo etanol, esta última fermentación se 

caracteriza por una alta eficiencia de producción de hidrógeno y tener como metabolitos 

solubles dominantes al etanol y al ácido acético (Guo et al., 2008; Tang et al., 2012). 
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Figura 3-7 Etanol (a) y otros metabolitos solubles (b) producidos por cada concentración de 

sustrato evaluada 

Tomando en cuenta todos los resultados obtenidos, se eligió como concentración de 

sustrato idónea una dilución al 20 % de las vinazas o una dilución de 1 a 5, dado que es con 

la que se obtiene los rendimientos más altos, una tasa de producción alta y una conversión de 

sustrato alta. 
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Capítulo 4. Producción continua de hidrógeno en un reactor UASB 

4.1. Aclimatación del inóculo 

La aclimatación del inóculo se realizó en dos etapas para evitar cualquier posible 

inhibición en el inóculo por el sustrato, así que se decidió bajar 6 % la concentración de 

sustrato idónea, por tal razón los primeros 15 días de operación el reactor se alimentó con 

una concentración de vinazas a 14% (35 gDQO L-1) de vinazas, posteriormente los siguientes 

10 días el reactor se alimentó con una concentración de sustrato a 20 % (50 gDQO L-1).  

En la Figura 4-1 se muestra la composición del biogás en la etapa de aclimatación, 

como se aprecia durante el tiempo de operación los únicos constituyentes del biogás fueron 

dióxido de carbono e hidrógeno, el no detectar metano indica que las condiciones de 

operación empleadas fueron efectivas para suprimir la actividad de las arqueas 

metanogénicas. El periodo estable de operación se alcanzó entre los días 21 y 25, en este 

periodo se obtuvo una concentración de 46 ± 4% de hidrógeno en el biogás, esto representa 

un incremento de 2.54 veces la concentración obtenida al inicio de operación. En los primeros 

10 días de operación se tuvo problemas de fugas de biogás, por tal razón faltan datos en 

cuanto a la tasa específica de producción de hidrógeno y composición de biogás. 

 

Figura 4-1 Composición de biogás durante la etapa de aclimatación  
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En la Figura 4-2 se muestra el promedio por cada tres horas de la tasa específica de 

producción de hidrógeno en la etapa de aclimatación, como se aprecia, al realizar el cambio 

en la concentración de sustrato se presenta una inestabilidad en la producción de hidrógeno 

que se debe a la adaptación del inóculo a la nueva concentración de carbohidratos. Durante 

el periodo estable se obtuvo una tasa de producción promedio de 51 ± 3 mL H2 L
-1 h-1, los 

rendimientos obtenidos en este periodo fueron 6 mL H2 gDQO-1 y 1.11 mol H2 molhexosa
-1, 

estos rendimientos se calcularon con base en las concentraciones iniciales de las vinazas 

alimentadas.  

 

Figura 4-2 Tasa específica de producción de hidrógeno durante la etapa de aclimatación  

En la Figura 4-3 se muestra la remoción de carbohidratos y de DQO en la etapa de 

aclimatación, como se aprecia en ambos aspectos se presenta una tendencia a incrementar al 

momento de realizar el cambio de concentración de sustrato, además de que se observa que 

el sistema es capaz de recuperarse a una baja en la temperatura debido a que el baño de agua 

no funcionó el día 18; en el periodo estable se obtuvo una remoción promedio de 

carbohidratos de 84 ± 8 % y de DQO de 12 ± 0.5 %.  
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Figura 4-3 Remoción de carbohidratos y DQO durante la etapa de aclimatación  

Los principales metabolitos identificados durante el periodo estable de producción en 

la fase líquida fueron ácido acético y butírico con 561.52 y 1264.64 mgDQO L-1, 

respectivamente, esto indica que la principal ruta de producción de hidrógeno fue la de 

acetato-butirato, siendo esta una de las vías más importantes para producción de hidrógeno 

vía fermentación oscura (Tapia-Venegas et al., 2013). 

Se realizó el cálculo del diámetro medio de Sauter del lodo granular, para lo cual se 

midió el diámetro de 160 gránulos al inicio y al final de la etapa de aclimatación con apoyo 

de un estereoscopio, de acuerdo a los resultados se tuvo una reducción en el diámetro de 

10.40 % pasando de 1.73 a 1.55 mm, además se presentó un cambio en su coloración pasando 

de un tono negro a uno café claro cómo se observa en la Figura 4-4. Estos cambios en el lodo 

granular concuerdan con lo reportado por Hernández-Mendoza y Buitrón (2014), en donde 

la reducción de diámetro se debe a la selección de los microorganismos productores de 

hidrógeno y el cambio de coloración puede atribuirse a la supresión de la actividad de las 

bacterias sulfato reductoras. 
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Figura 4-4 Fotografías de lodo granular al inicio (izquierda) y al término (derecha) de la etapa de 

aclimatación  

Después de 25 días de operación fue posible la obtención de un lodo granular 

productor de hidrógeno que emplea como sustrato vinazas vitivinícolas de vino blanco por 

medio de la selección continua del lodo granular anaerobio metanogénico causada por las 

condiciones operacionales del reactor.  
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4.2. Efecto de la velocidad superficial del gas 

Se ha observado que la recirculación de líquido no es suficiente para evitar la sobre 

acumulación del hidrógeno disuelto en el medio, debido a la limitada transferencia de masa 

de la fase líquida a la gaseosa, esto conlleva a que el hidrógeno sea empleado como sustrato 

por diversos microorganismos (Bakonyi et al., 2017; Tapia-Venegas et al., 2013; Zhang 

et al., 2012). Para disminuir la sobre acumulación del hidrógeno disuelto en el medio se 

propuso la recirculación del biogás dentro del reactor de esta manera el biogás obtenido no 

requiere purificación como cuando se emplean gases inertes; con esta estrategia se busca 

aumentar la velocidad de transferencia del hidrógeno de la fase líquida a la gaseosa debido a 

que se provoca un aumento en la agitación del medio, en el tiempo de contacto y en el área 

interfaz de las fases líquido-gas (Frigon y Guiot, 1995; Tapia-Venegas et al., 2013).  

Después de la aclimatación del inóculo, los únicos constituyentes del biogás fueron 

hidrógeno y dióxido de carbono; en esta etapa se evaluaron seis condiciones en total, la uno, 

tres y cinco corresponden a los periodos de operación con recirculación de líquido a una 

velocidad ascensional de 0.5 m h-1, mientras que la dos, cuatro y seis corresponden a los 

periodos con recirculación de biogás con flujos de 36, 106 y 66 mL min-1, respectivamente, 

estos flujos de recirculación de biogás corresponden a velocidades superficiales del gas (Vg) 

de 9.7, 28.6 y 17.8 m d-1. La velocidad superficial del biogás recirculado se calculó de 

acuerdo a la ecuación 4-1. 

𝑉𝑔 =
𝑉

𝐴𝑡
 

Ecuación 4-1 Velocidad superficial del biogás 

Donde, Vg: velocidad superficial del gas (m d-1), V: flujo volumétrico del biogás (m3 

d-1), At: área transversal del reactor (m2). 
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En la Figura 4-5 se muestra el promedio de la tasa específica de producción de 

hidrógeno obtenida en las diferentes condiciones evaluadas, como se aprecia la recirculación 

de líquido (12 m d-1) y la Vg más baja (9.7 m d-1) no son suficientes para mantener una 

producción de hidrógeno continúa a lo largo del tiempo, puesto que la tasa de producción cae 

sistemáticamente en las condiciones uno, dos y tres; el que se haya presentado el mismo 

fenómeno entre estas condiciones tiene que ver con que no existió un cambio significativo 

en las velocidades superficiales aplicadas. Como en las condiciones cuatro y seis se probaron 

velocidades superficiales mayores a la alcanzada con la recirculación de líquido (28.6 y 17.8 

m d-1) se logró tener una producción de hidrógeno continua sin caídas drásticas como en las 

condiciones señaladas anteriormente, además de que estas velocidades fueron suficientes 

para recuperar el sistema puesto que en la condición tres casi cesa la producción de 

hidrógeno.  

Se espera que al comenzar con la recirculación de biogás en el sistema se presente 

una liberación del hidrógeno disuelto que se acumuló durante los periodos de recirculación 

de líquido (Frigon y Guiot, 1995), estos picos en la tasa específica de producción de 

hidrógeno se presentaron los días 33 y 41 que corresponden al inicio de las condiciones dos 

y cuatro con recirculación de biogás, es importante señalar que en la condición seis ya no se 

presentó éste fenómeno y es atribuible a que se había alcanzado la velocidad en que se ve 

favorecida la transferencia del hidrógeno entre las fases (Zhang et al., 2012). 

Respecto a la concentración de hidrógeno en el biogás, esta fue incrementando 

conforme se probaron las diferentes condiciones, en la condición uno se obtuvo 38 ± 1 %, en 

la condición dos se obtuvo 36 ± 2 %, en la condición cuatro se obtuvo 42 ± 2 % y en la 

condición seis se obtuvo 48 ± 4 %, entre las condiciones cuatro y seis no hubo diferencia 

significativa en la concentración de hidrógeno y la tasa específica de producción de 

hidrógeno. 
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Figura 4-5 Tasa específica de producción de hidrógeno en las diferentes condiciones de operación  

En la Tabla 4-1 se muestran los días de operación, la productividad y los rendimientos 

con base en la concentración inicial de DQO y carbohidratos totales obtenidos en cada 

condición; como ya se había señalado y se aprecia, el aplicar la recirculación de biogás 

provoca un incremento en la productividad de hidrógeno; sin embargo, el proceso solo fue 

estable a partir de una Vg de 17.8 m d-1. Los mejores resultados se obtuvieron con una Vg de 

17.8 m d-1, en esta condición se obtuvo una productividad de 44 ± 2 mL H2 L-1 h-1 y 

rendimientos de 5 ± 0.4 mL H2 gDQO-1 y 0.97 ± 0.1 mol molhexosa
-1, que es 2.14 veces mayor 

a lo obtenido en la condición uno sin recirculación de biogás.  

La productividad máxima obtenida es menor a las alcanzadas con vinazas tequileras 

en reactores de tipo AnSBR (56.3 mL H2 L
-1 h-1), SBR (61.4 mL H2 L

-1 h-1) y de lecho fijo 

(81 56.3 mL H2 L
-1 h-1) (Buitrón et al., 2014a, 2014b; Buitrón y Carvajal, 2010), sin embargo, 

en estos experimentos se emplearon cargas orgánicas bajas entre 6 y 62.4 gDQO L-1 d-1 para 

disminuir el efecto inhibitorio de los fenoles, mientras que en el presente estudio la carga 

orgánica empleada fue más de tres veces mayor. 
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Tabla 4-1 Días de operación, productividad y rendimiento en el periodo estable de cada 

condición evaluada 

Condición 
V Vg Días 

operación 

Productividad  

(mL H2 L-1 h-1) 

Rendimiento  

(mL H2 gDQO-1) 

Rendimiento 

(mol H2 molhex.
-1) 

m3 d-1 m d-1 𝑥̅ DE 𝑥̅ DE 𝑥̅ DE 

1 - - 6 20.53 1.82 2.33 0.29 0.45 0.06 

2 0.05 9.7 7 22.26 1.95 2.52 0.31 0.49 0.06 

3 - - 2 7.15 0.50 0.81 0.08 0.16 0.02 

4 0.15 28.6 6 38.14 1.34 4.32 0.22 0.84 0.04 

5 - - 2 30.96 2.31 3.51 0.37 0.68 0.07 

6 0.10 17.8 6 43.99 2.39 4.99 0.38 0.97 0.08 

𝑥̅: promedio, DE: Desviación Estándar, Vg: velocidad superficial del biogás, V: flujo volumétrico 

del biogás 

En la tabla 4-2 se engloban los resultados que se han obtenido con diversas técnicas 

empleadas para incrementar la productividad de hidrógeno, como se aprecia la mayoría de 

los estudios se han realizado con un sustrato modelo como la glucosa, el incremento obtenido 

en el presente estudio es comparable con el obtenido trabajando con presión reducida, sin 

tener que emplear bombas de vacío que aumentan los gastos por la electricidad consumida.  

Lo anterior indica que la recirculación de biogás dentro de un reactor UASB productor de 

hidrógeno a partir de vinazas vitivinícolas es una opción viable para incrementar la 

productividad de hidrógeno. 
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Tabla 4-2 Resultados de diversas técnicas empleadas para reducir la sobresaturación de 

hidrógeno  

Técnica Sustrato Gas empleado Resultados Referencia 

Separación y 

recirculación del 

biogás 

Glucosa 

Fracción rica en CO2 

Fracción rica en H2 

Productividad 

1.29 veces mayor 

2.5 veces menos 

Bakonyi et al., 

(2017) 

Separación del 

biogás del medio 
Glucosa  

Rendimiento 

1.15 veces mayor 

Liang et al., 

(2002) 

Burbujeo de gas Glucosa Nitrógeno 

Rendimiento 

1.6 veces mayor 

Mizuno et al., 

(2000) 

Burbujeo de gas Glucosa Dióxido de carbono 

Rendimiento 

1.4 veces mayor 

Kraemer y 

Bagley, (2006) 

Presión reducida 

(380 mm Hg) 

Medio MYG  

Rendimiento 

2.05 veces mayor 

Mandal y Nath, 

(2006) 

Recirculación del 

biogás 

Vinazas 

vitivinícolas 
Biogás 

Productividad y 

rendimiento 

2.14 veces mayor 

El presente 

estudio 

En la Figura 4-6 se muestran las concentraciones de metabolitos solubles (mg de 

DQO equivalente) por gramo de DQO alimentada para cada condición evaluada, como se 

aprecia el etanol es el metabolito predominante en la fermentación oscura, los siguientes 

metabolitos producidos fueron el ácido butírico y el ácido acético, esto nos indica que el 
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inóculo se adaptó de mejor manera a la producción de etanol y por tal razón se obtuvieron 

rendimientos de hidrógeno bajos; en la condición dos se detectó ácido propiónico el cual 

tiene una relación directa con la concentración de hidrógeno disuelto (Frigon y Guiot, 1995), 

esto nos indica que la velocidad aplicada en dicha condición no fue suficiente para evitar la 

sobresaturación de hidrógeno y por tal motivo este fue consumido por las bacterias 

propionato reductoras.  

 

 

Figura 4-6 Etanol (a) y metabolitos solubles (b) generados durante las diferentes condiciones de 

operación  

De acuerdo a los resultados obtenidos la mejora en la tasa de producción de hidrógeno 

se puede atribuir al incremento en la transferencia del hidrógeno de la fase líquida a la gaseosa 

más que a un incremento en la producción de hidrógeno.  
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Capítulo 5. Conclusiones 

✓ Se logró caracterizar fisicoquímicamente las vinazas vitivinícolas de vino blanco y se 

determinó que el principal constituyente de estás es el etanol (46 % de la DQO total) 

y en segundo lugar se encuentran los carbohidratos totales (14 % de la DQO total), 

esta composición las hace factibles a ser empleadas en un tratamiento biológico.  

✓ Al ser las vinazas vitivinícolas un sustrato complejo la relación sustrato-biomasa debe 

mantenerse baja para que los microorganismos puedan hidrolizar los azúcares 

complejos y no se vean inhibidos por la concentración de compuestos como el etanol, 

en nuestra investigación la relación que presentó la mayor producción de hidrógeno 

fue la de 0.16. 

✓ La concentración de etanol presente en las vinazas vitivinícolas no permite que se 

empleen de manera directa en un proceso de fermentación oscura, por tal razón es 

recomendable hacer una dilución de por lo menos 1 a 5 para que se pueda producir 

hidrógeno. 

✓ La recirculación del biogás producido dentro del reactor granular mostró ser una 

opción adecuada para mejorar la producción de hidrógeno por fermentación oscura, 

ya que al emplear una velocidad superficial del biogás de 17.8 m d-1 se propició la 

máxima tasa específica de producción de hidrógeno (44 mL H2 L
-1 h-1) y los máximos 

rendimientos (4.99 mL H2 gDQO-1 y 0.97 mol molhexosa
-1), los cuales son 2.14 veces 

mayor a lo obtenido sin recirculación de biogás; este incremento es atribuible a la 

mejora en la velocidad de transferencia del hidrógeno de la fase líquida a la gaseosa.  

✓ Este trabajo de investigación demostró que es posible producir hidrógeno vía 

fermentación oscura empleando como sustrato vinazas vitivinícolas, sin embargo, 

esto debe verse como una etapa de un tren de tratamiento y no como único 

tratamiento. 
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Capítulo 6. Recomendaciones 

✓ Se deben estudiar nuevas diluciones de las vinazas vitivinícolas para determinar si 

existe una concentración de sustrato con la que se obtengan mejores resultados al 

emplear una relación sustrato-biomasa de 0.2. 

✓ Se sugiere probar nuevas velocidades de recirculación de biogás y no aplicar un 

periodo de recirculación de líquido entre estas, porque eso puede provocar una 

disminución en la actividad del inóculo. 

✓ Se sugiere probar diferentes tipos de pretratamiento con la finalidad de reducir la 

concentración de etanol de las vinazas vitivinícolas antes de ingresar al proceso de 

fermentación oscura y así poder obtener una mayor producción de hidrógeno. 

✓ Se puede analizar el empleo de biomasa suspendida en un reactor del tipo SBR o 

CSTR para evitar la disgregación de los gránulos a lo largo del tiempo por la 

concentración de sales de las vinazas vitivinícolas. 
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