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GPH   Gránulos productores de hidrógeno 

HAc   Ácido acético 

HBu   Ácido butírico 
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J   Flujo permeado o flux 

NADH   Nicotinamida adenina dinucleótide 

NOx    Óxidos de nitrógeno 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

PN   Proteínas 

pKa   Constante de disociación del ácido 

PS   Polisacáridos 

PTM   Presión transmembrana 

SOx   Óxidos de azúfre 

SBR   Biorreactor discontinuo secuencial 

TCO   Tasa de carga orgánica 

TEPH   Tasa específica de producción de bio-hidrógeno 

TPH   Tasa de producción de bio-hidrógeno 

TRH   Tiempo de residencia hidráulica 

TRS   Tiempo de retención de sólidos 

SSV   Sólidos suspendidos volátiles 

UASB   Biorreactor de lecho de lodos con flujo ascendente 

YH2   Rendimiento de la producción de bio-hidrógeno 

Da   Dalton 
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RESUMEN 

En este trabajo se determinaron las mejores condiciones de obtención del inóculo productor de 

bio-hidrógeno y se evaluaron los parámetros de operación (tasa de carga orgánica y tiempo de 

residencia hidráulica) de un biorreactor con membranas para incrementar la producción de 

hidrógeno. En una primera etapa se analizó el efecto del pH inicial y la alcalinidad en la 

producción de bio-hidrógeno. La mayor producción de bio-hidrógeno se observó a un pH inicial 

de 7.0 ± 0.1. Mientras que la producción de bio-hidrógeno no dependió del nivel de alcalinidad 

agregada al sistema. 

En seguida se evaluaron diferentes tipos de biomasa para determinar cuál de ellas era la 

mejor fuente de inóculo. El lodo granular presentó una tasa específica de producción de 

hidrógeno (28  mLH2  g-SSV-1  h-1) mayor que la obtenida con el lodo flocular (25  mLH2  g-SSV-1  

h-1), por lo que se decidió emplear el lodo granular como fuente de inóculo en el resto de la 

experimentación. 

Posteriormente se evaluaron dos metodologías de obtención del inóculo y se observó que 

la adaptación discontinua del inóculo afectó la actividad de las arqueas metanogénicas pero no 

se suprimió totalmente su actividad. Sin embargo, la adaptación continua suprimió exitosamente 

la actividad metanogénica de los gránulos inoculados, observándose una producción estable de 

bio-hidrógeno. 

La producción de bio-hidrógeno se mantuvo estable a una tasa de carga orgánica (TCO) de 

hasta 30 kg-glucosa m-3 d-1 mientras que una carga mayor resultó en una producción inestable. 

Durante la variación de la TCO se observó que el mayor rendimiento se observó a una TCO de 

7 kg-glucosa m-3 d-1, mientras que la mayor producción de bio-hidrógeno se obtuvo a una carga 

de 30 kg-glucosa m-3 d-1. 

Bajo la condición de TCO de 30 kg-glucosa m-3 d-1, y reduciendo el tiempo de residencia 

hidráulica (TRH), se encontró que la producción de bio-hidrógeno fue más sensible a las 

variaciones del TRH, en comparación con el rendimiento de la producción de bio-hidrógeno. 

Durante la variación del TRH, la mayor producción de bio-hidrógeno  se obtuvo a un tiempo de 

residencia hidráulica de 4 h. Tanto en el caso de la variación de la carga orgánica como del 
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tiempo de residencia hidráulica, el principal mecanismo de colmatación de la membrana se 

debió al bloqueo de los poros. 

Por lo tanto, se concluyó que a un pH de 4.5, una TCO de 30 kg-glucosa m-3 d-1 y un TRH 

de 4 h, la producción de bio-hidrógeno alcanzó una producción máxima de 475 ± 15 mL-H2 L
-1 

h-1 con un rendimiento de 2.8 ± 0.1 mol H2/mol glucosa. 

 
Palabras clave: digestión anaerobia; actividad metanogénica; bio-hidrógeno; bio-hitano; 

presión de selección; SBR; UASB; biorreactor con membranas; lodo granular; tasa de carga 

orgánica; tiempo de residencia hidráulica; marcadores moleculares fluorescentes; biología 

molecular. 
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ABSTRACT 

In this work the best conditions to obtain the hydrogen-producing inoculum were determined. 

Also, the influence of the operating parameters (organic loading rate and hydraulic retention 

time) of a membrane bioreactor was studied to increase the hydrogen production. In a first 

stage, the effect of initial pH and alkalinity in bio-hydrogen production were evaluated. The 

higher hydrogen production was observed at an initial pH of 7.0 ± 0.1 while the level of alkalinity 

added to the system did not affect the bio-hydrogen production. 

Different types of biomasses were evaluated to determine which one was the best source of 

inoculum.  Granular  sludge  showed  a  higher  specific   hydrogen  production  rate  (28  mLH2   

g-VSS-1 h-1) than the one obtained with floccular sludge (25 mLH2 g-VSS-1 h-1). So, it was 

decided to use the granular sludge as inoculum. After that, two methods were evaluated to 

obtain the hydrogen-producing inoculum. It was found that the discontinuous adaptation of the 

granules affected the activity of methanogens but its activity was not suppressed. However, the 

continuous adaptation successfully suppressed the methanogenic activity of the seeded 

granules and showed a stable hydrogen production. 

Bio-hydrogen production was stable at organic loads up to 30 kg-glucose m-3 d-1 while a 

higher load resulted in unstable hydrogen production. The highest bio-hydrogen production was 

obtained at an organic loading rate of 30 kg-glucose m-3 d-1. On the other hand, the hydrogen 

production was sensitive to the hydraulic retention time variations reaching a maximum 

production at a hydraulic retention time of 4 h. In both cases, the organic loading rate and 

hydraulic retention time variations, the main membrane fouling mechanism was due to pore 

blocking. 

Thus, it was concluded that a pH of 4.5, an organic loading rate of 30 kg-glucose m-3 d-1 and 

a hydraulic retention time of 4 h, the bio-hydrogen production was favored and reached a 

maximum of 475 ± 15 mLH2 L
-1 h-1 at a yield of 2.8 ± 0.1 mol H2/mol glucose. 

Key words: anaerobic digestion; methanogenic activity; bio-hydrogen; bio-hythane; selection 

pressure; SBR; UASB; membrane bioreactor; granular sludge; organic loading rate; hydraulic 

retention time, fluorescent molecular tags, molecular biology. 
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La energía es un motor fundamental para el desarrollo de las sociedades y la calidad de vida de 

las personas. Durante más de un siglo la energía de origen fósil ha favorecido la 

industrialización de muchos países, y los estándares de vida de sus habitantes son cada vez 

más altos (Bauen, 2006). Sin embargo, el crecimiento demográfico en el último siglo se ha 

multiplicado por un factor de 4 mientras que la demanda energética se ha multiplicado por un 

factor de 24 (Züttel et al., 2008). 

Aunque la demanda energética mundial promedio es de 2 kW per cápita hay zonas en la 

que la demanda energética es mucho mayor. En los Estados Unidos de Norteamérica el 

consumo promedio de energía es de 10 kW per cápita mientras que en Europa el consumo 

promedio es de 5 kW per cápita (Züttel et al., 2008). Para satisfacer estas demandas 

energéticas se ha incrementado la extracción de los combustibles fósiles, los cuales constituyen 

una fuente de energía no renovable. 

Actualmente, más del 80% de las necesidades energéticas mundiales se satisfacen 

mediante el uso de combustibles de origen fósil, lo cual genera la emisión de grandes 

cantidades de gases de efecto invernadero hacia la atmósfera, acelerando con ello el proceso 

de cambio climático. Si hasta la fecha el uso de los combustibles de origen fósil ha logrado 

satisfacer los requerimientos energéticos de la población mundial, esto no se puede mantener 

en el futuro. Así, el principal desafío ambiental al que nos enfrentamos consiste en asegurar la 

suficiencia energética y disminuir, simultáneamente, las emisiones de dióxido de carbono a la 

atmósfera (Logan, 2008). 

Dentro de las opciones que se han explorado, el biogás producido mediante el tratamiento 

biológico anaerobio de los residuos puede llegar a tener un papel importante en la economía 

energética del futuro. A nivel mundial se ha indicado que el hidrógeno es un vector energético 

que puede llegar a emplearse como sustituto de los combustibles fósiles. Esto se debe a que 

tiene un contenido energético 2.75 veces mayor al de los combustibles fósiles, además de que 

su combustión sólo genera agua como subproducto. 

Un vector energético (o portador de energía) es la sustancia, el compuesto o elemento 

químico, o el fenómeno físico que permite el transporte, en el tiempo y el espacio, de una 

cantidad dada de energía. Más precisamente, un vector (sustancia o fenómeno) permite el 

transporte de un potencial de energía, ya que lo que se traslada en el tiempo y en el espacio es 



 
 

Introducción 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
20 

 

 

la capacidad “potencial” de una sustancia dada o de un fenómeno dado para permitir su 

conversión en una energía útil. Sin embargo, por convención, se hace referencia al vector 

energético en lugar del vector de potencial de energía. (Orecchini y Naso, 2012) 

La producción biológica de hidrógeno (bio-hidrógeno) mediante la fermentación de los 

residuos orgánicos depende de diversas variables, tales como el origen y forma de obtención 

del inóculo, el tipo de biorreactor empleado, los parámetros de operación, entre otros. El 

principal reto al que se enfrenta la investigación y desarrollo de los sistemas productores de bio-

hidrógeno consiste en incrementar su producción  a fin de que su implementación a gran escala 

resulte factible. 

En el presente trabajo se abordan dos factores que afectan la eficiencia de la producción de 

bio-hidrógeno: el modo de obtención del inóculo y los parámetros de operación (tasa de carga 

orgánica y tiempo de residencia hidráulica) de un biorreactor con membranas sumergidas. En el 

Capítulo 1 se presenta una revisión del estado del arte a fin de poder identificar las principales 

variables que afectan al proceso de producción de bio-hidrógeno. Posteriormente, en los 

Capítulos 2 y 3 se establece la propuesta de los trabajos que se realizaron en éste estudio. 

A manera de estudio preliminar, en el Capítulo 4, se evaluó el efecto del pH inicial y de la 

alcalinidad en la producción de bio-hidrógeno para determinar su influencia en el proceso y 

establecer la necesidad de mantenerlos controlados durante la experimentación. 

Posteriormente, en el Capítulo 5 se evaluó la producción de bio-hidrógeno empleando 

diferentes tipos de biomasa para determinar cuál de ellas producía más hidrógeno y, por ende, 

cuál era la mejor fuente de inóculo. 

En el Capítulo 6 se evaluaron dos metodologías de obtención del inóculo productor de 

hidrógeno, a fin de suprimir la actividad consumidora de hidrógeno y favorecer, al mismo 

tiempo, su producción. Hasta aquí, los resultados obtenidos sirvieron de base para definir las 

mejores condiciones de obtención del inóculo y llevar a cabo el arranque exitoso del biorreactor 

productor de hidrógeno. 

En el Capítulo 7 se evaluó la influencia del incremento de la tasa de carga orgánica en la 

producción de bio-hidrógeno en el reactor con membranas sumergidas. A partir de los 

resultados obtenidos se determinó la carga orgánica a la cual se incrementa la velocidad de 
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producción de bio-hidrógeno y se mantuvo fija para evaluar el efecto de la reducción del tiempo 

de residencia hidráulica (Capítulo 8). Con los resultados obtenidos fue posible definir la 

combinación de los parámetros de operación del biorreactor con membranas sumergidas para 

incrementar la producción de bio-hidrógeno. 

En el Capítulo 9 se llevó a cabo la modelación de la producción de bio-hitano, el cual es 

una mezcla de bio-hidrógeno con bio-metano, para determinar la factibilidad de obtener una 

mezcla de bio-metano enriquecida con un 5% al 20% de bio-hidrógeno para obtener los 

beneficios ambientales obtenidos con esta mezcla, tales como la reducción en las emisiones de 

gases de efecto invernadero e hidrocarburos no quemados, así como su empleo en los motores 

de combustión interna sin tener que modificar su diseño. 

En el Capítulo de Conclusiones se enuncian los principales hallazgos obtenidos en este 

trabajo. 
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1.1 EL HIDRÓGENO COMO VECTOR ENERGÉTICO  

Los escenarios muestran que en este siglo tanto la demanda energética como la concentración 

de gases de efecto invernadero en la atmósfera se incrementarán rápidamente, siendo las 

emisiones de CO2 derivadas del uso de combustibles fósiles las de mayor impacto (IPCC, 

2011). Aproximadamente el 85% de las necesidades energéticas mundiales se satisfacen 

mediante el empleo de combustibles fósiles (IPCC, 2011). La combustión de estas fuentes de 

energía emite diversos agentes contaminantes, como el COx, NOx, SOx, CxHx, hollín, cenizas y 

otros compuestos, los cuales al liberarse a la atmósfera contribuyen al proceso de cambio 

climático. 

La seguridad energética es otro reto mundial importante debido a que la mayoría de las 

reservas de gas y petróleo convencional se localizan en regiones políticamente inestables 

(Weiland, 2010). En el mundo existen aproximadamente 1 500 yacimientos de gran importancia, 

los cuales contienen el 94% del petróleo conocido, de estos, los 400 yacimientos más 

importantes contienen entre el 60% y 70% del total del petróleo (Rifkin, 2002). 

Se ha establecido que “estamos consumiendo casi dos barriles de petróleo crudo por cada 

barril que se descubre” (Rifkin, 2002). Debido a que esta fuente de energía no es renovable, 

resulta necesario buscar otras fuentes de energía que sean capaces de compensar la 

disminución de la producción y las reservas de petróleo, para que posteriormente se pueda 

llegar a establecer una nueva economía basada en dichas fuentes de energía, las cuales deben 

ser eficientes y amigables con el ambiente. 

Para lograr esto se requiere desarrollar una nueva plataforma energética capaz de generar 

suficiente energía y, al mismo tiempo, se reduzcan las emisiones de dióxido de carbono a la 

atmósfera. Una solución adecuada, tanto para la producción de energía como para el ambiente, 

parece estar en la investigación y desarrollo de fuentes de energía renovables (Logan, 2008). 

La biotecnología anaerobia permite obtener subproductos valiosos (como el hidrógeno, el 

metano y los ácidos grasos) durante el tratamiento de los residuos líquidos y sólidos. El biogás 

es una fuente versátil de energía renovable. Se puede emplear para remplazar a los 

combustibles de origen fósil en la producción de electricidad y calor, y como combustible para 

los vehículos automotores (Weiland, 2010). A nivel mundial se ha sugerido el empleo del 
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hidrógeno como vector energético del futuro, debido a que presenta varias ventajas sobre el 

empleo de los combustibles fósiles, tales como un alto contenido energético por unidad de peso 

(122 kJ/g) en comparación con otros combustibles fósiles (gasolina: 48 kJ/g, gas natural: 44 

kJ/g), su combustión genera agua, reduce las emisiones de óxidos de nitrógeno cuando se 

mezcla con el gas natural comprimido para emplearlo como fuente de energía para los motores 

de combustión interna (U. S. Department of Energy, 2009), su combustión en vehículos 

automotores es 50% más eficiente que la gasolina (Reith et al., 2003), su eficiencia de 

conversión en electricidad puede duplicarse si se emplean celdas de combustible en vez de 

turbinas de gas (Reith et al., 2003), y un kilogramo de hidrógeno puede llegar a generar 39 kWh 

de energía eléctrica. 

Actualmente, la producción de hidrógeno en estado gaseoso se realiza principalmente por 

reformado del gas natural con vapor (40%), a partir del petróleo y nafta (30%), a partir del 

carbón (18%) y de la electrólisis del agua (4%) (Sinha y Pandey, 2011). Desafortunadamente, 

estos procesos liberan la misma cantidad de dióxido de carbono que el que se forma mediante 

la combustión de los combustibles fósiles (Lee et al., 2009). Por lo que resulta necesario 

explorar rutas alternas para su producción. 

Una opción para generar hidrógeno de manera sustentable es mediante el empleo de la 

biotecnología anaerobia, la cual combina el tratamiento de los residuos con la obtención de 

subproductos valiosos como el hidrógeno y el metano. 

1.2 PRODUCCIÓN DE BIO-HITANO 

La transición de una economía basada en combustibles fósiles a una economía basada en el 

hidrógeno se enfrenta a muchos desafíos. Actualmente, la mayor parte de la producción de 

hidrógeno se realiza a través de los materiales de origen fósil. Incluso, el hidrógeno se utiliza 

más como un compuesto químico en lugar de usarlo como un combustible (Ramachandran y 

Menon, 1998). La producción, almacenamiento, transporte, distribución y uso del hidrógeno son 

los puntos clave para la transición a una economía basada en el hidrógeno. 

Una solución para reducir el riesgo asociado con el hidrógeno consiste en mezclarlo con 

otros gases, e. g. el gas natural, el cual está compuesto principalmente por metano (85% - 

98%). Debido a las características que posee el hidrógeno como combustible, tales como  el 
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que se requiere de concentraciones entre el 4% y 74% para explotar (CRYOINFRA, 2009) y a 

que el gas natural explota a concentraciones entre 4.5% y 14.5% (Pemex, 2000), su  nivel de 

riesgo, a presión ambiente, es similar a la de otros combustibles (Tabla 1.1). 

Tabla 1.1. Comparación de las propiedades de algunos combustibles. 

Propiedad Hidrógeno Gas natural Gasolina Gas LP 

Contenido energético 
(MJ/kg) 

Bajo 123 51 43 - 45 47 

Alto 145 56 45 - 49 51 

Densidad  en condiciones 
estándar (kg/L) 

8x10-5 6x10-4 0.072 - 0.78 0.51 

Fase en condiciones estándar Gas Gas Liquido Liquido 

Temperatura de auto ignición en 
el aire (°C) 

566 - 582 540 257 454 - 510 

Coeficiente de difusión (cm2/s) 0.61 0.16 0.05 0.11 

Toxicidad a los humanos 
No tóxico, 
asfixiante 

No tóxico, 
asfixiante 

Venenoso, 
irritante para los 

pulmones, 
estómago y piel 

No tóxico, 
asfixiante 

Fuente: adaptada de Lobato et al., 2006. 

Varios investigadores han estudiado los efectos del uso del hidrógeno mezclado con el gas 

natural. La mezcla de hidrógeno y metano obtenida mediante algún proceso biológico recibe el 

nombre de bio-hitano (Cavinato et al., 2012). Se considera que el bio-hitano es un combustible 

importante para lograr la transición de la economía basada en combustibles fósiles a una 

economía basada en el hidrógeno (Das et al., 2000). 

El uso del hidrógeno como un aditivo tiene ventajas, tales como el que se puede utilizar en 

los motores de combustión interna sin modificar el diseño del motor (a un bajo contenido de 

hidrógeno en la mezcla), reduce la emisión de gases de efecto invernadero, reduce la emisión 

de hidrocarburos no quemados y mejora la eficiencia del ciclo térmico, lo que se traduce en un 

menor consumo energético (Villante y Genovese, 2012). 

Durante la última década, se ha puesto mucha atención en el uso potencial del hidrógeno 

como fuente de combustible para el servicio de transporte y la generación de energía (Gavala et 

al., 2006). En países como Holanda, la República Federal de Alemania, el Reino Unido, el 
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Canadá, los Estados Unidos de Norteamérica y el Brasil, se han implementado autobuses para 

el transporte público de pasajeros a base de hidrógeno. Tanto en los automóviles como en los 

autobuses el hidrógeno se bombea hacia el tanque y de allí se alimenta a la celda de 

combustible donde se transforma electroquímicamente en electricidad. En este proceso no se 

lleva a cabo una combustión y sólo se emite vapor de agua. La electricidad generada se usa 

para mover al vehículo. En comparación con los motores tradicionales a base de gasolina o 

diésel, el uso de los motores a base de hidrógeno tiene una eficiencia energética 2 a 3 veces 

mayor (Canadian Hydrogen and Fuel Cell Association, 2012). Aunque se gana mucho, en 

términos de la reducción de las emisiones a la atmósfera y de eficiencia energética, mediante el 

uso del hidrógeno como fuente de energía para los automóviles, la percepción pública que se 

tiene sobre su uso ha limitado su empleo. Esto contrasta con la idea pública que se tiene sobre 

el uso del gas natural (metano) en los vehículos. 

El hitano se ha utilizado comercialmente como combustible en los vehículos automotores  

en los Estados Unidos de Norteamérica y en la India, así como en autobuses en Beijín y ha 

recibido bastante atención por parte de compañías como Volvo y Fiat (Liu et al., 2013). Durante 

los últimos 20 años se ha promovido intensamente el uso del hitano en la infraestructura para el 

transporte público alrededor del mundo (Midha et al., 2011). Tal es el caso de los vehículos 

para el traslado hacia el aeropuerto en San Francisco, en los Estados Unidos de Norteamérica, 

y los autobuses en Beijín (Midha et al., 2011). 

Actualmente, el uso del hitano es la opción más rentable del hidrógeno debido a que puede 

emplear la infraestructura existente para el gas natural, la cual podría seguir siendo útil en la 

economía del hidrógeno (Midha et al., 2011). Además, el uso del hitano sería una buena opción 

para satisfacer las necesidades energéticas y de protección al ambiente, a la vez que mejoraría 

la percepción pública sobre el uso del hidrógeno como combustible. 

1.3 TRATAMIENTO ANAEROBIO 

El tratamiento anaerobio es un proceso biológico complejo en el cual la materia orgánica se 

transforma principalmente en dióxido de carbono y metano (Figura 1.1). Este proceso consta de 

cuatro etapas: hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. 
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La hidrólisis es la etapa en la que los compuestos orgánicos complejos, como las proteínas, 

carbohidratos y lípidos, se transforman en productos solubles más simples, tales como los 

aminoácidos, azúcares y ácidos grasos de cadena larga, mediante la excreción de enzimas 

extracelulares generadas por las bacterias fermentativas. 

 
Figura 1.1. Diagrama del bioproceso de tratamiento anaerobio. 

Fuente: adaptado de Reith et al., 2003 

Durante la acidogénesis se lleva a cabo la transformación de las moléculas orgánicas 

solubles, generadas en la hidrólisis, en una mezcla de ácidos orgánicos, hidrógeno y dióxido de 

carbono. Asimismo, se generan ácidos grasos volátiles (AGV), tales como los ácidos propiónico, 

butírico, valérico, láctico, y alcoholes, como el etanol. 

En la acetogénesis, las bacterias acetógenicas transforman el hidrógeno y el dióxido de 

carbono en ácido acético. Finalmente, los microorganismos metanogénicos utilizan los 

productos generados en las etapas anteriores transformándolos en metano y dióxido de 

carbono. 

Materia orgánica
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1.4 PRODUCCIÓN BIOLÓGICA DE HIDRÓGENO 

1.4.1 PROCESO BIOQUÍMICO 

En el proceso de producción de bio-hidrógeno, inicialmente la glucosa se convierte a piruvirato 

mediante la glicolisis produciendo la forma reducida de la nicotinamida adenina dinucleótide 

(NADH). El piruvato se oxida a acetil-CoA, que puede convertirse a acetil fosfato y causa la 

generación de adenosin trifosfato (ATP) y la excreción de acetato. La oxidación del piruvirato a 

acetil-CoA requiere la reducción del ferredoxin (Fd). La hidrogenasa oxida al Fd reducido 

[Fd(red)], lo cual genera ferredoxin oxidado [Fd(ox)] y libera electrones para producir hidrógeno 

molecular. La reacción total del proceso se puede escribir como: (Nath y Das, 2005) 

 (1.1) 

 (1.2) 

Se puede producir bio-hidrógeno a partir de la transformación de una amplia gama de 

sustratos, incluyendo desechos o productos rechazados. Los carbohidratos, principalmente la 

glucosa, son las principales fuentes de carbono en los procesos de producción de bio-

hidrógeno, los cuales producen principalmente ácido acético y butírico junto con el hidrógeno. Si 

se considera a la glucosa como un sustrato modelo, su oxidación completa produce 12 moles 

de hidrógeno, sin embargo, esta reacción no es termodinámicamente posible. 

 

ΔG° = +3.2 kJ 

(1.3) 

En la práctica el rendimiento es menor. Dependiendo de la ruta metabólica y de los 

subproductos finales, es posible obtener diferentes rendimientos de hidrógeno. Por ejemplo, 

cuando el ácido acético es el principal subproducto se puede obtener un máximo de 4 moles de 

hidrógeno por cada mol de glucosa transformada. Este es el rendimiento máximo que se puede 

esperar experimentalmente. 

 

ΔG° = -206 kJ 

(1.4) 

Si el ácido butírico es el principal subproducto, el rendimiento máximo es de 2 moles de 

hidrógeno por cada mol de glucosa transformada. 
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ΔG° = -254 kJ 

(1.5) 

No obstante, también es posible consumir hidrógeno durante la fermentación de la glucosa. 

Así, cuando se produce ácido propiónico, se consumen 2 moles de hidrógeno por cada mol de 

ácido propiónico. 

 (1.6) 

Cuando los ácidos propiónico y acético están presentes en la fermentación se puede 

generar ácido valérico de acuerdo a la siguiente reacción 1.7. 

 (1.7) 

También es posible consumir hidrógeno cuando se produce ácido acético mediante 

acetogénesis (reacción 1.8 y 1.9), o bien, por generación de metano (reacción 1.10) 

 (1.8) 

 (1.9) 

 (1.10) 

Por lo tanto, el principal objetivo y desafío para la investigación y desarrollo de la 

producción de bio-hidrógeno, se enfoca esencialmente en el logro de mayores producciones, 

evitando su consumo durante el bioproceso. 

1.4.2 PRINCIPALES ENZIMAS 

Aunque algunas observaciones sobre la producción de bio-hidrógeno mediante micro algas y 

bacterias se remontan más de 200 años (Jackson y Ellms, 1896), la investigación fundamental 

en este campo comenzó a finales de los años 1920 con la producción microbiológica de 

hidrógeno (Strickland, 1929) y en los años 1940 con la producción de bio-hidrógeno mediante 

micro algas (Gaffron y Rubin, 1942), mientras que la investigación y desarrollo aplicado 

comenzaron a principios de los años 1970. 

Los procesos de producción bio-hidrógeno dependen fundamentalmente de la presencia de 

al menos una de las dos enzimas productoras de hidrógeno: nitrogenasas e hidrogenasas 

(Loubette y Junker, 2006). Las enzimas nitrogenasas se encuentran distribuidas principalmente 

en microorganismos productores de hidrógeno por fotosíntesis, mientras que las enzimas 
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hidrogenasas se encuentran presentes en las bacterias productoras de hidrógeno por 

fermentación. 

Las enzimas nitrogenasas, producen hidrógeno como subproducto de la fijación del 

nitrógeno. La enzima nitrogenasa está presente en una gran cantidad de microorganismos 

fijadores de nitrógeno, puede producir hidrógeno en una reacción irreversible de forma continua, 

incluso con saturación de producto, i. e. atmósfera al 100% de H2 (Bedoya et al., 2008). 

Para mantener la reacción de fijación del nitrógeno en la dirección deseada, la nitrogenasa 

produce hidrógeno en exceso, el cual se propaga fuera de la célula. En cada ciclo, el MgATP 

acompleja a la Fe-proteína con la MoFe-proteína. Se hidrolizan 2 ATP con la transferencia de 

un electrón a la MoFe-proteína y el complejo se disocia. En ausencia de otros sustratos, la 

nitrogenasa sigue funcionando reduciendo protones a hidrógeno. Esta es la base para la 

producción de hidrógeno en los sistemas basados en la enzima nitrogenasa. Sin embargo, su 

funcionamiento es sumamente lento (6.4 s-1), haciendo necesario la biosíntesis de enormes 

cantidades de ambas proteínas. (Kovács et al., 2004, 2006) 

Por otra parte, la enzima hidrogenasa ha estado en investigación desde los años 1930 

(Stephenson y Strickland, 1931). Esta enzima resulta sorprendentemente compleja, 

considerando que realiza una de las reacciones químicas más simples: 2H+ + 2e- ↔ H2 (Das et 

al., 2006). Sus centros metálicos son sensibles al oxígeno, consecuentemente varias enzimas 

hidrogenasas son sensibles al oxígeno e irreversiblemente destruidas por exposición al mismo. 

Todas las enzimas hidrogenasas conocidas tienen centros metálicos como sitios activos y 

las enzimas activas se sintetizan en procesos complejos que involucran enzimas auxiliares y 

etapas de maduración de proteínas. Existen cuatro enzimas hidrogenasas que realizan esta 

reacción: la Ni-Fe-Se-hidrogenasa, la Ni-Fe-hidrogenasa, la Fe-hidrogenasa y la hidrogenasa 

libre de metales, cuyas características se resumen en la Tabla 1.2. (Hallenbeck y Benemann, 

2002; Hallenbeck, 2005; Das et al., 2006; Gutekunst et al., 2006) 

Las Fe-hidrogenasas funcionan principalmente en el sentido de la producción de hidrógeno. 

Estas enzimas presentan una buena afinidad hacia las moléculas hidrófóbicas gaseosas, como 

el hidrógeno, debido a la configuración de sus centros activos (Peters et al., 1998). Las 

cinéticas enzimáticas están comprendidas entre 6000 y 9000 s-1, lo cual se traduce en una alta 
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especificidad de la reacción (Melis y Melnicki, 2006). Debido a que la actividad de las enzimas 

hidrogenasas es 1000 veces mayor que la actividad de las enzimas nitrogenasas, resulta más 

adecuado el uso de los microorganismos fermentativos para la producción de hidrógeno. 

Tabla 1.2. Clasificación de las enzimas hidrogenasas. 

Clasificación Ocurrencia / fuente Función 

Fe-Hidrogenasa  

Bacterias fotosintéticas, 
bacterias anaerobias 
fermentativas, cianobacterias, 
algas verdes, protozoarios 

Producción de hidrógeno 

Ni–Fe–Se-Hidrogenasa  
Bacterias sulfato reductoras, 
arqueas metanogénicas 

Oxidación de hidrógeno 

Ni–Fe- Hidrogenasa 
Bacterias anaerobias, bacterias 
fotosintéticas, cianobacterias 

Absorción de hidrógeno 

Hidrogenasa libre de metales 
Microorganismos 
metanogénicos 

Formación de hidrógeno 

     Fuente: Das et al., 2006. 

Dada la importancia que tienen estas enzimas en la producción de hidrógeno, es posible 

suponer que la cantidad o la actividad inherente de estas enzimas pudieran limitar todo el 

proceso; sin embargo, aun cuando la actividad catalítica de estas enzimas difiere enormemente, 

no hay evidencias para determinar que la cantidad de enzimas productoras de hidrógeno sea el 

factor limitante en cualquier sistema actualmente en estudio. 

1.4.3 TIPOS DE INÓCULO EMPLEADOS 

1.4.3.1 CULTIVOS PUROS 

Las bacterias del género Clostridium (Taguchi et al., 1995, 1996; Chin et al., 2003; Wang et al., 

2003a; Collet et al., 2004; Chen et al., 2005; Levin et al., 2006; Zhang et al., 2006a), 

Enterobacter (Tanisho et al., 1983, 1987; Yokoi et al., 1995; Kumar y Das, 2000, 2001; Fabiano 

y Perego, 2002; Ogino et al., 2005, Jo et al., 2008) y Escherichia coli (Bisaillon et al., 2006; 

Turcot et al., 2008) son las más frecuentemente encontradas en el inóculo para la producción 

de bio-hidrógeno. 
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El máximo rendimiento posible de la producción de hidrógeno (4 mol H2/mol glucosa) se 

obtiene en las fermentaciones que tiene como principal metabolito soluble al ácido acético. No 

obstante, cuando se emplea bacterias del género Clostridium se obtienen fermentaciones ácido 

mixtas, por lo que el rendimiento está en función de la distribución de los metabolitos solubles 

producidos (Reith et al., 2003). 

En los estudios relacionados con la producción de hidrógeno con cultivos puros se han 

utilizado bacterias del tipo C. butyricum, C. acetobutyricum y C. pasteurianum. La capacidad de 

las bacterias del género Clostridium para producir hidrógeno es bastante buena. No obstante, el 

rendimiento y la tasa de producción del hidrógeno se deben mejorar mediante la correcta 

selección de los parámetros operacionales (Reith et al., 2003). En los procesos en continuo, las 

máximas tasas de producción de hidrógeno reportadas se encuentran en el rango de 20 a 60 

mmol H2 L
-1 h-1 con rendimientos de alrededor de 1.4 – 2.0 mol H2/mol glucosa. Aunque se han 

obtenido rendimientos de 2.4 mol H2/mol glucosa con velocidades de producción de 7 mmol H2 

L-1 h-1 (Taguchi et al., 1995). 

En el caso de la bacteria Enterobacter, además de tener una alta tasa de crecimiento, la 

producción de hidrógeno no se ve inhibida a altas presiones de parciales de hidrógeno (Tanisho 

et al., 1987). Sin embargo, el rendimiento de la producción de hidrógeno es menor en 

comparación con el reportado para las bacterias del tipo Clostridium. Se ha demostrado que 

purgando el medio de cultivo con argón, el rendimiento de la producción de hidrógeno se 

incrementó a 1.6 mol H2/mol glucosa, lo cual se atribuyó a la remoción del dióxido de carbono 

(Tanisho et al., 1998). 

La bacteria E. coli es capaz de producir hidrógeno y CO2 a partir del formiato en ausencia 

de oxígeno (Reith et al., 2003). Esta bacteria también es capaz de producir hidrógeno a partir 

de la transformación de los carbohidratos, alcanzando rendimientos de 2 mol H2/mol glucosa 

(Turcot et al., 2008). Las productividades reportadas varían entre 30 mmol H2 L
-1 h-1 (para las 

células libres) y 50 mmol H2 L
-1 h-1 para las células inmovilizadas. 

1.4.3.2 CONSORCIOS MICROBIANOS 

Aunque se ha evaluado el empleo de cultivos puros para la producción de bio-hidrógeno, su 

empleo a gran escala puede resultar poco factible debido a la necesidad de esterilizar el 

sustrato para evitar que el cultivo se contamine. Para que la comercialización del bio-hidrógeno 
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se pueda llevar a cabo a gran escala, es necesario trabajar con sustratos no estériles 

asegurando que la producción del bio-hidrógeno se pueda llevar a cabo bajo las condiciones 

operacionales establecidas. 

Se recurre al uso de consorcios microbianos debido a que es posible que estas 

comunidades microbianas complejas tengan una serie de actividades hidrolíticas necesarias 

para la degradación del sustrato, además de ser potencialmente más robustas para los cambios 

en las condiciones de operación (Li y Fang, 2007a; Wang y Wan, 2008c). Sin embargo, una de 

las principales desventajas con este tipo de inóculo es la presencia de microorganismos 

consumidores de hidrógeno (e. g. bacterias productoras de ácido propiónico, arqueas 

metanogénicas, bacterias acetógenicas). 

Hasta ahora, las principales fuentes de inóculo empleadas para la producción de hidrógeno 

se han obtenido de los biorreactores metanogénicos ya existentes (Kotsopoulos et al., 2006; Hu 

y Chen, 2008). Esto implica que el inóculo tenga una alta actividad metanogénica (McLeod et 

al., 1990), lo cual se puede traducir en una alta actividad consumidora de hidrógeno. Para 

solucionar este problema se han desarrollado diferentes métodos de obtención del inóculo 

productor de hidrógeno, los cuales se explican a continuación. 

1.4.3.3 MÉTODOS DE OBTENCIÓN DEL INÓCULO 

Los métodos de obtención del inóculo productor de hidrógeno se basan en el empleo de algún 

tratamiento para enriquecer a las bacterias productoras de hidrógeno en los cultivos mixtos. 

Estos tratamientos incluyen, principalmente, el choque térmico (Wang y Wan, 2008a), el uso de 

ácidos o bases fuertes (Cheong y Hansen, 2006), la aireación (Zhu y Beland, 2006), la 

esterilización (Guo et al., 2008a), la sonicación (Guo et al., 2008a), la aplicación de cloroformo 

(Hu y Chen, 2007), el uso de 2-bromoetanosulfonato de sodio o ácido 2-bromoetanosulfúrico 

(Mohan et al., 2008; Zhu y Beland, 2006) y/o el uso del yodopropano (Wang y Wan, 2008a). 

Algunos de estos métodos se basan en la premisa de que las bacterias productoras de 

hidrógeno (principalmente las del género Clostridium) son capaces de esporular bajo 

condiciones ambientales adversas (e. g. alta temperatura, acidez y alcalinidad extremas) y 

pueden reactivarse cuando se les proporcionan las condiciones adecuadas para su desarrollo 

(Wang et al., 2011), mientras que los microorganismos metanogénicos no tienen dicha 

capacidad (Mohan, 2008). En el caso de los tratamientos con sustancias químicas (como el 2-
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bromoetanosulfonato de sodio o el iodopropano), estos actúan inhibiendo la actividad de la 

metil-coenzima reductasa M, la cual es un componente clave en la metanogénesis (Ye et al., 

1999). 

Debido a que cada tratamiento tiene características particulares no es posible determinar 

que método de obtención del inóculo es el mejor. Sin embargo, se ha observado una mejoría en 

el desempeño del sistema de producción de bio-hidrógeno después de aplicar algún tratamiento 

(Yu et al., 2002; Wang y Wan, 2009). Lo cual se debió, principalmente, a la inhibición de la 

actividad consumidora de hidrógeno en los microorganismos presentes en el inóculo. 

Aunque los métodos de obtención del inóculo permiten controlar la actividad de aquellos 

microorganismos consumidores de hidrógeno, se ha observado que algunos de ellos pueden 

afectar la estructura de la comunidad microbiana (Shin et al., 2004; Kim y Shin, 2008; Abreu et 

al., 2011). A pesar de que el uso de este tipo de metodologías a escala laboratorio ha resultado 

eficaz para controlar el consumo de hidrógeno por los microorganismos metanogénicos 

presentes en el inóculo, su uso a gran escala puede resultar limitativo y poco práctico (Shizas y 

Bagley, 2005). 

Además, este tipo de metodologías pueden ser poco eficaces para inactivar a las bacterias 

no productoras de hidrógeno, tales como las bacterias productoras de ácido láctico y ácido 

propiónico, las cuales compiten por el sustrato y pueden reducir la producción de bio-hidrógeno 

(Jung et al., 2011). Por lo tanto, resulta necesario el desarrollo de una metodología que permita 

obtener un inóculo productor de hidrógeno de manera más práctica y que permita controlar la 

actividad consumidora de hidrógeno del inóculo empleado. 

1.5 BIORREACTORES EMPLEADOS EN LA PRODUCCIÓN DE HIDRÓGENO 

Los estudios relacionados con la producción de bio-hidrógeno reportados en la literatura han 

empleado tanto reactores basados en células suspendidas (e. g. biomasa de crecimiento 

disperso, flóculos) como reactores con células inmovilizadas (e. g. biopelículas, gránulos). El 

uso de agregados microbianos, tales como los flóculos y las biopelículas, han sido muy útiles en 

la biotecnología debido a que es más fácil su separación mediante sedimentación o filtración de 

la mezcla sólido-líquido en comparación con las células de crecimiento disperso (Nicoella et al., 

2000). 
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El término flóculo se utiliza para referirse a un conjunto de células individuales y micro-

colonias que ocurren bajo condiciones específicas de operación del reactor o después de la 

adición de diversos agentes al medio (Boonaert et al., 1999). Una biopelícula se puede definir 

como una estructura compleja de células y productos celulares, como los polímeros 

extracelulares (Characklis, 1990), los cuales pueden formar gránulos densos (Lettinga et al., 

1980), o pueden crecer adheridas a una superficie estática sólida (biopelículas estáticas) o a 

soportes suspendidos (biopelículas soportadas). 

Dentro de los biorreactores frecuentemente empleados para la producción de hidrógeno se 

encuentra el biorreactor de tanque continuamente agitado (CSTR por sus siglas en inglés), el 

biorreactor de lecho de lodos con flujo ascendente (UASB por sus siglas en inglés) y el 

biorreactor de lecho fijo o empacado. 

El biorreactor CSTR es un sistema representativo de los reactores a base de células 

suspendidas. Este tipo de reactor se ha empleado frecuentemente para la producción de bio-

hidrógeno debido a que su configuración y modo de operación favorecen a los fenómenos de 

transferencia de masa, lo cual ha permitido obtener buenos resultados respecto a la producción 

de bio-hidrógeno. Sin embargo, su principal desventaja consiste en que no son capaces de 

desacoplar el tiempo de residencia hidráulica (TRH) del tiempo de retención de sólidos (TRS), 

por lo que a un TRH menor de 8 h la biomasa se lava del biorreactor, disminuyendo consigo la 

eficiencia del proceso productor de hidrógeno (Oh et al., 2004; Lee et al., 2007, 2009). 

Los biorreactores de lecho fijo o empacado se operan bajo condiciones de turbulencia 

hidráulica menores por lo que los microorganismos tienen una mayor resistencia a la 

transferencia de masa, lo cual resulta en menores tasas de conversión del sustrato y baja 

producción de hidrógeno (Show et al., 2000). Debido a la formación de gradientes de pH a lo 

largo de la columna empacada resulta difícil mantener altos rendimientos de la producción de 

hidrógeno a pesar de que el pH se mantenga controlado (Rachman et al., 1998) 

Se ha señalado que durante la etapa de sedimentación de un biorreactor discontinuo 

secuencial (SBR por sus siglas en inglés) se pueden obtener dos tipos de biomasa, la biomasa 

que sedimenta (y que permanece dentro del reactor) y la que no sedimenta (y que se desecha 

junto con el efluente del reactor). Arooj et al. (2007) encontraron que la biomasa que no 

sedimenta y que permaneció en suspensión presenta una actividad específica de producción de 
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bio-hidrógeno mayor que la biomasa que sedimentó. Este hallazgo tiene fuertes implicaciones 

al momento de seleccionar y arrancar el biorreactor productor de hidrógeno, ya que si no se 

retiene esta biomasa dentro del reactor, se podría afectar considerablemente la producción de 

bio-hidrógeno. 

La operación exitosa de cualquier biorreactor productor de hidrógeno depende del 

desempeño de los microorganismos presentes en el sistema. La retención de la biomasa es un 

aspecto muy importante cuando se realiza la selección del biorreactor a emplear debido a que, 

en general, las bacterias anaerobias crecen lentamente (Vallero et al., 2005). 

Frecuentemente resulta necesario emplear un biorreactor cuya configuración desacople el 

TRH del TRS, con la finalidad de mantener una relación TRS/TRH alta y se pueda prevenir el 

lavado de las bacterias de lento crecimiento. Lo anterior también permite incrementar la carga 

orgánica y reducir las dimensiones del biorreactor, lo cual disminuiría los costos de construcción 

(Khanal, 2008). 

La independencia del TRH del TRS, mediante auto-segregación (como en el caso de los 

lodos granulares) o la formación biopelículas, es esencial para la operación adecuada de los 

biorreactores anaerobios de alta tasa (Lettinga et al., 1980). Un sistema de inmovilización 

celular podría presentar un alto consumo de sustrato, lo cual podría conducir a una alta 

producción de hidrógeno a un TRH menor (Chang y Lin, 2004; Lee et al., 2004, 2006). 

El biorreactor UASB no sólo se ha empleado para producción de metano, sino también para 

la producción de hidrógeno (Chang y Lin, 2004). Sus principales características son la cama de 

lodo granular, la independencia del TRH del TRS y su capacidad para trabajar a altas cargas 

orgánicas (Lettinga et al., 1980). Su principal desventaja radica en que la cama de lodo granular 

se puede formar después de varios meses de puesta en marcha del biorreactor, por lo que 

frecuentemente se utiliza un inóculo proveniente de otro biorreactor para acelerar el proceso 

(Tchobanoglous et al., 2003). Otra de sus desventajas se relaciona con la posibilidad de 

disgregar a los gránulos, ya que al romperlos es posible que la biomasa de llegue a desechar 

del reactor. 

 La turbulencia natural causada por el ascenso de las burbujas de gas liberadas por los 

gránulos proporciona un contacto eficiente entre la biomasa y el agua residual. Debido a esto, 
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no se requiere el empleo de una agitación mecánica por lo que se reduce la demanda 

energética y sus costos asociados. Por otra parte, Gavala et al. (2006) mostraron que el 

biorreactor UASB es más estable que el biorreactor CSTR respecto a la producción de 

hidrógeno, consumo de glucosa y productos microbianos (e. g. AGV, alcoholes) a TRH entre 2 y 

12 h. Aún más, estos autores observaron que la tasa de producción de hidrógeno en el 

biorreactor UASB fue significativamente mayor que la obtenida en el biorreactor CSTR (19.05 y 

8.42 mmol H2 L
-1 h-1, respectivamente) a un TRH de 2 h, debido, principalmente, a la retención 

de la biomasa en el biorreactor UASB. 

La retención de las células suspendidas en los biorreactores que emplean la tecnología de 

membranas puede proporcionar una mejora significativa en la producción de bio-hidrógeno (Oh 

et al., 2004). Además, los biorreactores con membranas ofrecen un grado de libertad adicional 

para el control del proceso, debido a que el TRS es independiente del TRH (Drews y Kraume, 

2002). 

En comparación con los biorreactores CSTR, los biorreactores con membranas presentan 

ventajas para la producción de hidrógeno cuando su operación se realiza bajo condiciones de 

TRH cortos (Oh et al., 2004) o bajo condiciones cercanas a la sobrecarga del biorreactor (Shen 

et al., 2009). Esto se ha atribuido a que los biorreactores con membranas son capaces de 

retener la biomasa bajo dichas condiciones de operación. Liang et al. (2002) observaron que la 

tasa de producción de hidrógeno aumentó de 2.6 mmol-H2 g-SSV-1 h-1, sin el empleo de 

membranas, a 3.0 mmol-H2 g-SSV-1 h-1 con el empleo de membranas, mientras que el 

rendimiento de la producción de hidrógeno aumentó de 4.68 a 5.14 mmol H2/g glucosa. 

1.5.1 BIORREACTORES CON MEMBRANAS 

De acuerdo a la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en 

inglés) un biorreactor con membranas es un dispositivo en el cual se lleva a cabo de manera 

simultánea una reacción y una separación basada en una membrana dentro del mismo sistema 

físico (Koros et al., 1996). 

El espectro de separación de las membranas (Figura 1.2) va desde la ósmosis inversa y la 

nanofiltración, para la remoción de solutos, hasta la ultrafiltración y micro filtración, para la 

remoción de partículas finas. Debido a esto, es posible retener a los microorganismos que se 

lavarían en otro tipo de biorreactores (Ben Aim y Semmens, 2002; Jeison, 2007). 
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Figura 1.2. Espectro de separación de las membranas. 

Fuente: Adaptado de Hai y Yamamoto (2011). 

Las ventajas de los biorreactores con membranas sobre los procesos anaerobios 

convencionales incluyen el manejo de altas concentraciones de biomasa en el biorreactor lo 

que puede resultar en altas tasas de remoción de sólidos y materia orgánica, reducción del 

volumen del biorreactor, baja producción de lodo debido a la declinación de la biomasa en el 

reactor y obtención de un efluente de alta calidad debido a la remoción de sólidos por la 

membrana. (Cicek et al., 1998; Defrance y Jaffrin, 1999; Oh et al., 2004; Jaison, 2007; Judd, 

2008) 
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Las principales limitaciones de esta tecnología están relacionadas con los altos costos de 

inversión para la adquisición de la membrana, la colmatación de la membrana y los costos de 

operación debido a la energía requerida (principalmente para el caso de membranas externas). 

(Al-Malack y Anderson, 1997; Lee et al., 2001a; Khanal, 2008) 

Las membranas se pueden usar mediante las siguientes configuraciones (Figura 1.3): como 

un módulo externo reciclando la biomasa constantemente (membrana externa) (Brockmann y 

Seyfried, 1996) o con la membrana sumergida (Hu y Stuckey, 2006). 

En los biorreactores con membrana externa, los módulos de las membranas se colocan 

fuera del reactor y el licor mezclado se recircula a través de la membrana. En la filtración con 

membranas externas, el fluido pasa de manera tangencial a la membrana estableciendo un 

diferencial de presión a través de la misma. Esto hace que algunas de las partículas  pasen a 

través de la membrana. Las partículas restantes continúan fluyendo a través de la membrana 

haciendo menos susceptible la formación de una torta adherida a su superficie. 

 
Figura 1.3. Arreglos típicos de los biorreactores con membranas. A) Membrana externa y B) 

membrana sumergida. 

La demanda energética de los biorreactores con membrana externa es alta debido a las 

grandes presiones de operación y a los altos flujos volumétricos requeridos para alcanzar la 

velocidad de cruce requerida a través de la membrana. En estos sistemas las necesidades de 

A) B)
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bombeo contribuyen con el 60-80% del consumo total de energía (Gander et al., 2000). Se 

considera que el uso de las membranas externas es más adecuado para las aguas residuales 

caracterizadas por alta temperatura, pH extremo, alta toxicidad y/o baja filtrabilidad (Yang et al., 

2006). A pesar de que la mayoría de las investigaciones realizadas empleando biorreactores 

anaerobios con membranas se han llevado a cabo con el arreglo de membranas externas, el 

potencial efecto negativo de la circulación del licor mezclado a través de la membrana, de las 

bombas y de las válvulas ha generado preocupación (Yang et al., 2006). 

En los biorreactores con membranas sumergidas, éstas se colocan sumergidas en el licor 

mezclado dentro del biorreactor o en un compartimiento exterior. En esta configuración, el fluido 

pasa a través de la membrana debido a la succión que se ejerce sobre ella. Las partículas más 

grandes que el tamaño de los poros de la membrana quedan retenidas en su superficie. Esto 

significa que las partículas atrapadas comienzan a construir una torta en la superficie de la 

membrana la cual reduce la eficiencia del proceso de filtración hasta que la torta se retira de la 

membrana. 

El empleo de biorreactores con membrana sumergida involucra bajas necesidades 

energéticas, en comparación con los biorreactores con membrana externa. Sin embargo, 

operan a flujos permeados menores debido a que proporcionan bajos niveles de superficie de 

corte, es decir, se requieren grandes superficies de membrana. El acoplamiento de la 

membrana dentro del biorreactor previene el lavado de los microorganismos de lento 

crecimiento. Cuando se compara a los biorreactores con membranas externas o convencionales 

contra los de membranas sumergidas, éstos últimos presentan ventajas significativas tales 

como: huella ambiental pequeña, menor manejo de lodos, menos exigencia de ayuda por parte 

del operador y menor consumo de energía. (Al-Malack, 2007) 

1.5.2 BIORREACTORES CON MEMBRANA A BASE DE LODO GRANULAR 

Tanto la cantidad como las características físicas de los microorganismos determinan las 

propiedades físicas del lodo, e. g. la reología y el tamaño de partícula (Jaison et al., 2009), lo 

cual influye en el proceso de colmatación de la membrana. Debido a esto, se ha propuesto el 

uso de lodo granular como una alternativa para controlar la colmatación de la membrana (Li et 

al., 2005). 
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La granulación de los microorganismos es un proceso complejo el cual involucra diversas 

interacciones fisicoquímicas y microbiológicas. La formación de gránulos microbianos es uno de 

los factores clave en el tratamiento de aguas residuales y ha mostrado avances tanto en el 

proceso metanogénico (Pol et al., 2004) como en el proceso de acidogénesis para la 

producción de hidrógeno (Zhang et al., 2007a, 2007b). 

Los gránulos microbianos presentan diversas ventajas sobre los flóculos microbianos 

convencionales, tales como una estructura más densa, mejor sedimentabilidad, mayor 

concentración de biomasa y pueden resistir diversos efectos tóxicos ocasionados por 

contaminantes orgánicos e inorgánicos (Liu et al., 2002; Pol et al., 2004; Liang et al., 2010). 

La formación y los mecanismos de la granulación del lodo anaerobio en los biorreactores 

de lecho de lodos con flujo ascendente (UASB  por sus siglas en inglés) está bien documentada 

(Liu et al., 2002). La granulación es un proceso complejo que involucra interacciones 

hidrodinámicas, fisicoquímicas, mecánicas y microbiológicas. McLeod et al. (1990) sugirieron 

que, durante el proceso de granulación de la biomasa, la Methanosaeta funciona como centro 

de adherencia para iniciar el desarrollo de los gránulos anaerobios durante la degradación de la 

sacarosa (Figura 1.4). 

 
Figura 1. 4. Distribución de los microorganismos en un gránulo anaerobio. 

Fuente: McLeod et al., 1990. 
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Las bacterias productoras de acetato, incluyendo a las bacterias acetógenas productoras 

de hidrógeno, se agregarían proporcionando el sustrato para la Methanosaeta y, junto con los 

organismos consumidores de hidrógeno, formarían una segunda capa alrededor del núcleo o 

centro del gránulo. Las bacterias fermentativas se adhieren a este conjunto de microorganismos 

formando la capa exterior del gránulo, donde están en contacto con el sustrato presente en el 

influente. Entonces, los productos de las bacterias fermentativas servirían como sustrato para 

las bacterias acetógenas subyacentes. Así, este arreglo espacial de los diferentes grupos 

tróficos conlleva un alto nivel de actividad metabólica. (McLeod et al., 1990) 

El uso de biorreactores con membranas inoculados con lodo granular, en condiciones 

anaerobias, se ha reportado para el tratamiento de aguas residuales domésticas (Chu et al., 

2005a, 2005b) así como para el tratamiento de lixiviados de rellenos sanitarios (Bohdziewicz, 

2008). En la literatura, los estudios relacionados con la producción de bio-hidrógeno han 

empleado tanto biorreactores con membranas externas (Oh et al., 2004; Lee et al., 2007) como 

en biorreactores con membranas sumergida (Lee et al., 2008a, 2009a, 2009b, 2010; Shen et 

al., 2009, 2010; Kim et al., 2011). En ambos casos los biorreactores se han trabajado con lodo 

de crecimiento disperso o flocular. No obstante, hasta el momento, no se ha reportado el uso 

combinado de lodo granular con membranas para la producción de bio-hidrógeno. 

1.5.3 MECANISMOS DE COLMATACIÓN DE LAS MEMBRANAS 

De acuerdo a la IUPAC la colmatación de la membrana es el proceso resultante de la pérdida 

del desempeño de la membrana debido a la deposición o adsorción de sustancias suspendidas 

o solutos sobre su superficie o dentro de los poros (Koros et al., 1996). Todos los parámetros 

involucrados en el diseño y operación del proceso con membranas influyen sobre el proceso de 

colmatación (Figura 1.5). Dichos parámetros se pueden clasificar en: características de la 

membrana, e. g. tamaño y distribución del poro, configuración de la membrana, hidrofobicidad, 

material de fabricación; características del licor mezclado, e. g. tamaño de la biomasa, 

características de los flóculos, concentración de sólidos en el licor mezclado, hidrofobicidad, 

exopolímeros celulares (EPS por sus siglas en inglés), entre otros; condiciones de operación, e. 

g. TRH, TCO, operación en estado no estacionario, empleo de retrolavados, etc. 
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Figura 1.5. Interrelaciones de los parámetros que influyen en la colmatación de la membrana. 

Fuente: Adaptado de Hai y Yamamoto, 2011. 

La bio-colmatación se refiere a la deposición, crecimiento y metabolismo de las células 

bacterianas o flóculos sobre la membrana. Este proceso puede comenzar con la deposición de 

una célula o un conjunto de ellas sobre la superficie de la membrana. Posteriormente, las 

células se multiplican y forman una biotorta. La formación de la biotorta, la cual se puede 

describir como un medio poroso con un sistema complejo de partículas interconectadas, resulta 

del balance de la fuerza cortante en la pared de la membrana y la fuerza debida a la filtración, y 

está ligada a las características de la biomasa. Se ha reportado que la formación de la biotorta 

es el principal responsable de la colmatación de las membranas (Jaison y van Lier, 2007). 

La colmatación orgánica de las membranas se refiere a la deposición de biopolímeros en la 

membrana. Debido a su tamaño pequeño, los biopolímeros solubles pueden depositarse sobre 

las membranas más fácilmente, pero tienen una velocidad de transporte menor en comparación 

con las partículas más grandes. Durante la filtración, los coloides, solutos y células microbianas 

pasan y se depositan dentro de los poros de las membranas. Sin embargo, conforme pasa el 

Colmatación de la membrana

Características 

de la 

membrana

Características 

del licor 

mezclado

Condiciones de 

operación

Sustrato Biomasa



 
 

Capítulo 1. Antecedentes 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
46 

 

 

tiempo, las células depositadas se multiplican y producen EPS que taponan los poros y forman 

una capa fuertemente adherida al mismo. (Meng et al., 2009) 

Los elementos inorgánicos, tales como el Mg, Al, Fe, Ca, Si, etc., y los metales pueden 

aumentar la biocolmatación y la colmatación orgánica, las cuales pueden llegar a formar una 

capa recalcitrante. La colmatación inorgánica se puede deber a la concentración/polarización de 

los elementos inorgánicos y los metales, lo que permite que se precipiten químicamente y 

queden atrapados dentro de una capa de biopolímero (Meng et al., 2009). La colmatación 

ocasionada por este fenómeno no es fácil de remover, incluso mediante un lavado químico (Hai 

y Yamamoto, 2011). 

1.5.4 MODELADO DEL FLUX Y LA RESISTENCIA DE LA MEMBRANA 

La reducción del flujo permeado o flux (J), por su nombre en inglés, es un fenómeno inevitable y 

es el parámetro más importante en los procesos con membranas. La reducción del flux está 

fuertemente relacionada con la colmatación de la membrana debido a la reducción del área de 

filtrado. Generalmente el fenómeno de reducción del flux se analiza en términos de la 

resistencia a la filtración. De acuerdo a la Ley de Darcy, el flux a través de la membrana es 

función de la variación de la presión transmembrana (PTM), la viscosidad del líquido permeado  

y la resistencia total (Judd, 2008) 

 (1.11) 

Donde J representa al flux aplicado, ΔPTM es la variación de la presión con la cual el fluido 

atraviesa la membrana, µ es la viscosidad dinámica del fluido y RT es la resistencia total de la 

membrana, la cual se puede dividir en resistencias parciales de acuerdo al modelo de 

resistencias en serie (Oh et al., 2004) 

 (1.12) 

En donde Rm es la resistencia intrínseca de la membrana, Rc es la resistencia debida a la 

formación de la biotorta sobre la membrana y Rp es la resistencia debida a la reducción del 

diámetro o bloqueo de poros. 
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1.6 INFLUENCIA DE LOS PARÁMETROS OPERACIONALES EN LA 
PRODUCCIÓN DE BIO-HIDRÓGENO 

1.6.1 TEMPERATURA 

La temperatura tiene un efecto importante sobre las propiedades fisicoquímicas de los 

componentes encontrados en la digestión anaerobia. Influye en la tasa de crecimiento y en el 

metabolismo de los microorganismos y, por tanto, en la dinámica poblacional del biorreactor. 

Asimismo, tiene un efecto significativo sobre la presión parcial del hidrógeno en los 

biorreactores, por lo que afecta a la cinética del metabolismo de las bacterias (Appels et al., 

2008). 

La temperatura es uno de los factores más importantes que influyen en las actividades de 

las bacterias productoras de hidrógeno y en la velocidad de producción del hidrógeno (Das y 

Veziroglu, 2001). Se ha demostrado que en un rango apropiado, el incremento en la 

temperatura puede aumentar la capacidad de las bacterias productoras de hidrógeno para 

generar dicho gas, pero la temperatura en niveles mucho más altos puede disminuirlo (Das y 

Veziroglu, 2008; Wang y Wan, 2008b). 

Aun cuando la temperatura óptima reportada no siempre fue la misma, esta varió en el 

rango mesofílico alrededor de los 35 °C a 37 °C, obteniendo producciones de bio-hidrógeno de 

2.45 – 7.68 L-H2 L
-1

 d
-1 (Liang et al., 2002; Lee et al., 2007, 2009a, 2009b; Jeong et al., 2007, 

2010). No obstante, los mejores resultados se obtuvieron cuando se empleó una temperatura 

de 35 ± 0.5 °C (Oh et al., 2004; Lee et al., 2008a, 2008b, 2010; Carbajal, 2009). Montes-

Moncivais et al. (2007) determinaron que la temperatura óptima para la producción de 

hidrógeno es independiente del pH empleado. 

El uso de temperaturas termofílicas (50 – 64 °C) tiene diversos beneficios, tales como el 

incremento de las tasas de reacción bioquímicas. Pero, también tiene efectos que contrarrestan 

dichas ventajas, ya que el aumento del pKa de los AGV hace que el proceso sea más 

susceptible a la inhibición, por lo que el control de la temperatura es más sensible para los 

procesos termofílicos en comparación con los mesofílicos (Appels et al., 2008). Además, para 

que el balance entre la producción de bio-hidrógeno y la recuperación de energía sea favorable, 

resulta razonable la operación de los biorreactores productores de hidrógeno a una temperatura 
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mesofílica. Esto explica el hecho de que la mayoría de los estudios realizados para la 

producción de bio-hidrógeno se haya utilizado una temperatura dentro del rango de 35 – 37 °C. 

1.6.2 pH 

El pH influye en la actividad de la enzima hidrogenasa así como en la ruta metabólica de las 

bacterias presentes en el inóculo. Influye en la morfología y estructura de la célula, afectando 

con ello el proceso de floculación y los fenómenos de adherencia (Zhao y Yu, 2008). También 

influye en la selección de los microorganismos presentes en el sistema, e. g. las bacterias 

productoras de ácido propiónico y las arqueas metanogénicas, las cuales se ven afectadas a 

niveles de pH bajos (Wang et al., 2006; Zhou y Ren 2007). 

El pH puede afectar la distribución de los metabolitos solubles y con ello el proceso de 

producción de bio-hidrógeno. Los ácidos grasos volátiles (AGV) producidos durante la digestión 

tienden a acidificar el medio. La reducción del pH normalmente se contrarresta mediante la 

actividad de las arqueas metanogénicas, las cuales pueden aumentar la alcalinidad del medio a 

través del dióxido de carbono, el amoníaco y el bicarbonato (Appels et al., 2008). El pH del 

sistema está influenciado por la concentración de dióxido de carbono en la fase gaseosa y por 

la alcalinidad de bicarbonatos (HCO3
-) en la fase líquida. Cuando la concentración del dióxido 

de carbono en la fase gaseosa permanece constante, la adición de carbonatos puede aumentar 

el pH del biorreactor. (Appels et al., 2008) 

Es normal que durante la producción de bio-hidrógeno se produzcan AGV, los cuales 

pueden tener diferentes efectos en función de su concentración. La parte no disociada de los 

AGV puede permearse libremente a través de la membrana celular lo cual puede perturbar el 

balance fisiológico de la célula. Para restablecer éste balance se tiene que emplear energía, 

reduciendo su disponibilidad para que las bacterias puedan crecer. Esto inhibe, de cierto modo, 

el crecimiento de los microorganismos y con ello la producción de biogás (Wang et al., 2008). Si 

la velocidad de producción de bio-hidrógeno es menor que la de la producción de AGV, 

alcanzando niveles inhibitorios, se reduce simultáneamente la capacidad búfer del medio, por lo 

que los microorganismos productores de hidrógeno no podrían adaptarse al cambio tan rápido 

del ambiente y podrían llegar a inhibirse (Khanal et al., 2004). 

Cuando la población microbiana alcanza el estado estacionario, la reacción puede cambiar 

de la fase de producción de hidrógeno y AGV a la fase de producción de solventes. Este 
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cambio se da cuando el pH disminuye a valores menores de 4.5 (Khanal et al., 2004), debido al 

incremento de los AGV durante la fase de crecimiento exponencial, así como a niveles de pH 

mayores de 5.7 debido a la síntesis o a la activación de las enzimas necesarias para la 

producción de solventes (Gottwald y Gottschalk, 1985). Por lo tanto, si el pH no se mantiene en 

un rango adecuado, se puede inhibir la producción de bio-hidrógeno o, incluso, se puede 

provocar un cambio en la población microbiana causando el cese de producción de hidrógeno. 

Fang et al. (2002a) demostraron que el pH óptimo para la producción de hidrógeno a partir 

de la degradación de la glucosa es de 5.5, específicamente porque a éste pH el rendimiento de 

la producción de bio-hidrógeno se incrementó. Debido a esto, en la mayoría de las 

investigaciones sobre la producción de bio-hidrógeno se han empleado valores de pH en el 

rango de 5.5 ± 0.05, obteniendo rendimientos de la producción de hidrógeno mayores a 1.5 mol 

H2/mol glucosa (Kim et al., 2006a, 2006b; Hafez et al., 2010; Lee et al., 2007, 2009b, 2010; 

Zhao y Yu, 2008). 

Sin embargo, debe tomarse en cuenta que para definir un pH óptimo éste también depende 

de la especie microbiológica dominante en el sistema. Así, el pH óptimo estará entre 4.5 y 6.0 si 

la especie dominante en el sistema pertenece al género Clostridium. Si la especie dominante 

pertenece al género Enterobacter el pH óptimo estará en el rango de 6 a 6.5. Mientras que para 

las bacterias del tipo Thermoanaerobacterium el pH óptimo estará entre 6 y 7 (Bartacek et al., 

2007). A pesar de que la producción de bio-hidrógeno es factible dentro del rango de pH de 4.5 

a 7 hay pocos estudios que se han realizado a niveles de pH inferiores a 5 (Kim et al., 2012). 

1.6.3 TASA DE CARGA ORGÁNICA 

Para optimizar un sistema para la producción de bio-hidrógeno, es esencial definir un rango de 

tasas de carga orgánica (TCO) que el sistema pueda manejar con eficiencia, o una TCO óptima 

que permita obtener una producción máxima de bio-hidrógeno. Se sabe que la TCO óptima 

depende no sólo del tipo de biorreactor e inóculo empleado, sino que también depende del tipo 

de sustrato utilizado. Para el caso de la melaza y lodo anaerobio se ha reportado una tasa de 

producción específica de hidrógeno de 140 mL-H2 g-SSV-1 d-1, mientras que para los residuos 

de la industria cervecera y estiércol de vaca como inóculo se obtuvo una tasa de 460 mL-H2 g-

SSV-1 d-1 (Buitrón y Carbajal, 2010). 
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De los resultados reportados en la literatura se observó que no hay una relación clara entre 

la producción de bio-hidrógeno y la TCO. Wu et al. (2006) obtuvieron un rendimiento máximo 

(1.6 mol H2/mol glucosa) a una TCO de 120 g-DQO L-1 d-1, mientras que Kyazze et al. (2006) 

obtuvieron un rendimiento máximo (1.3 mol H2/mol glucosa) a una TCO de 45 g-DQO L-1 d-1 

siendo mayor en comparación con el obtenido por Wu et al. (2006) a la misma TCO, el cual fue 

de 0.9 mol H2/mol glucosa. 

Existe escasa información acerca del efecto de la TCO sobre la producción de hidrógeno 

en biorreactores con membranas. Shen et al. (2009) estudiaron la relación entre la TCO y la 

producción de bio-hidrógeno y determinaron que a una TCO de hasta 13 g-DQO L-1 d-1 el 

rendimiento de la producción de bio-hidrógeno no estuvo influida significativamente por la TCO. 

También observaron que a una TCO de 30 g-DQO L-1 d-1 el biorreactor se sobrecargó en 

relación a la utilización de la glucosa e incluso se alcanzaron rendimientos significativamente 

menores en comparación con la operación no sobrecargada. 

1.6.4 TIEMPO DE RESIDENCIA HIDRÁULICA 

El tiempo de residencia hidráulica (TRH) es un factor importante debido a que se puede 

emplear como un método de selección de la población microbiana presente en el biorreactor, de 

forma tal que se puede permitir que únicamente ciertos tipos de bacterias puedan permanecer 

en el interior del biorreactor. Se ha observado que a un TRH de 6 h las bacterias productoras de 

ácido propiónico (consumidoras de hidrógeno) se lavan del sistema debido a la selección 

hidrodinámica impuesta por el TRH (Hawkes et al., 2002; Zhang et al., 2006b). 

El TRH puede afectar considerablemente a los procesos en continuo, debido a que de esta 

forma se puede llegar a lavar a las arqueas metanogénicas. Dado que la tasa de crecimiento de 

las bacterias productoras de hidrógeno (0.172 h-1) es mayor que la tasa de crecimiento de las 

arqueas metanogénicas (0.017 – 0.02 h-1), resulta necesario el empleo de TRH cortos con la 

finalidad de retardar, tanto como sea posible, el crecimiento de las bacterias consumidoras de 

hidrógeno. El uso de TRH cortos reduce el tamaño y el costo de construcción del biorreactor. 

Hasta el momento, no se tiene un acuerdo sobre el TRH óptimo para los biorreactores 

productores de hidrógeno y la poca información con la que se cuenta presenta variaciones 

considerables. Para Zhang et al. (2007a) el TRH óptimo en un CSTR es de 0.5 h, mientras que 

para Arooj et al. (2008) el TRH óptimo en un CSTR es de 12 h. 
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Existe escasa información sobre el efecto que tiene el TRH en la producción de hidrógeno 

en los biorreactores con membrana, así como el valor de TRH óptimo. Para Kim et al. (2006c), 

trabajando con un biorreactor con membranas externas, el TRH óptimo es de 0.79 h. Oh et al. 

(2004) observaron que el TRH se pudo reducir a 3.3 h, incrementando la utilización de glucosa 

del 90% al 98%, aumentando también la tasa de producción de bio-hidrógeno en un 28%. 

1.6.5 CONCENTRACIÓN DE NITRÓGENO Y FOSFATO 

Se sabe que el nitrógeno es un componente muy importante para las proteínas, ácidos 

nucleicos y enzimas que son de gran importancia para el crecimiento de las bacterias 

productoras de hidrógeno (Lin y Lay, 2004; Wang y Wan, 2008d). El fosfato es necesario para 

la producción de hidrógeno debido a su valor nutritivo así como por su capacidad búfer. 

La información reportada en la literatura indica que no hay un acuerdo sobre la 

concentración óptima del nitrógeno ni del fosfato en relación a la cantidad de carbono 

suministrado. Argun et al. (2008) indican que la relación óptima de C/N y C/P para la producción 

de hidrógeno es de 200 y 1000, respectivamente. O-Thong et al. (2008) reportan que la relación 

óptima de C/N y C/P es de 74 y 559, respectivamente. La dispersión de los valores reportados 

puede deberse a la diferencia entre las condiciones del sustrato y el rango de valores de la 

relación C/N y C/P estudiados. 

1.6.6 CONCENTRACIÓN DEL HIERRO 

Los iones metálicos pueden inhibir la actividad de las bacterias productoras de hidrógeno. No 

obstante, se requiere una cantidad traza para la producción de hidrógeno (Lee et al., 2001b; Li y 

Fang, 2007b). 

El hierro es un elemento traza muy importante que sirve para mediar entre la hidrogenasa y 

la NADH. Una cantidad limitada de hierro, en un cultivo enriquecido dentro de un biorreactor 

con membranas, puede resultar insuficiente para mantener la actividad microbiana necesaria 

para la producción de hidrógeno. Bajo esta condición, también sería difícil para la hidrogenasa 

mediar la reacción reversible entre el hidrógeno y un donador de electrones como el ferredoxin 

reducido. Por lo que la cantidad de hierro presente en el sistema puede afectar la producción de 

bio-hidrógeno. Lee et al. (2009b), empleando un biorreactor con membranas sumergidas, 

determinaron que a una concentración de 10.9 mg-FeSO4/L la producción de bio-hidrógeno fue 
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de 41.6 L/d, la cual fue 1.6 veces mayor que la obtenida a una concentración de hierro de 2.7 

mg-FeSO4/L. 

1.6.7 PRESIÓN PARCIAL DEL HIDRÓGENO 

La concentración del hidrógeno en la fase líquida, relacionada con la presión parcial del 

hidrógeno (pH2), es uno de los factores clave que afectan la producción de bio-hidrógeno 

(Hawkes et al., 2002; Mandal et al., 2006). La oxidación de la NADH, mediante la producción de 

bio-hidrógeno, sólo es termodinámicamente favorable cuando la pH2 es menor a 60 Pa, de lo 

contrario se forman otros productos (Figura 1.6). 

 
Figura 1.6. Efecto de la pH2 en la producción de bio-hidrógeno. Reacciones: (1) metabolismo 

de la glucosa hacia piruvato; (2) descarboxilación del piruvato; (3) reducción de protones a 

hidrógeno; (4) fermentación butírica. 

Fuente: Dávila-Vázquez y Razo-Flores, 2007. 

Las rutas metabólicas para la producción de bio-hidrógeno son sensibles a las 

concentraciones de hidrógeno y están sujetas a la inhibición por producto. Conforme la 

concentración de hidrógeno se incrementa, su síntesis disminuye y la ruta metabólica cambia 

hacia la producción de compuestos más reducidos, e. g. lactato, etanol, acetona o butanol 

(Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). 

pH2 < 60 Pa

pH2 > 60 Pa
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Tomando en cuenta la estequiometria de la reacción de producción de bio-hidrógeno, 

mediante la formación de ácido acético, la constante de equilibrio (Kc) estaría dada por: 

 

(A)        2(B)            2(C)         2(D)     4(E) 

 

Del principio de Le Chartelier se sabe que es posible dirigir la reacción hacia el lado 

derecho si al menos uno de los productos de la reacción (D o E) se remueve o disminuye. Si la 

pH2 se reduce, la reacción se dirigirá hacia el lado derecho y la producción de bio-hidrógeno se 

incrementará debido a que la actividad de la enzima hidrogenasa aumentaría. 

Una pH2 alta afecta directamente a las reacciones metabólicas de la fermentación, por lo 

que se debe controlar mediante los parámetros que la alteran, tales como la agitación, la 

concentración del sustrato, la purga con gases inertes (teniendo en cuenta que no se baje 

mucho la concentración de hidrógeno en el biogás) y la extracción del biogás mediante 

membranas (Oh et al., 2002; Hawkes et al., 2002, 2007). 

1.6.8 PRESIÓN PARCIAL DEL DIÓXIDO DE CARBONO 

La cantidad de dióxido de carbono presente en el biorreactor afecta a la producción de 

hidrógeno, debido a que las células sintetizan el succinato y el formiato vía el dióxido de 

carbono, el piruvato y la NADH (Das y Veziroglu, 2001). La NADH es resultado de la conversión 

de la glucosa a piruvato y la re-oxidación de la NADH produce hidrógeno. Altas concentraciones 

de dióxido de carbono pueden favorecer la producción de fumarato o succinato, lo cual 

consume electrones, y por lo tanto disminuye la producción de bio-hidrógeno.  Tanisho et al. 

(1998) mostraron que la remoción del dióxido de carbono duplicó la producción de bio-

hidrógeno. Además, cuando removieron el dióxido de carbono del líquido, mediante burbujeo 

con gas argón e hidrógeno, encontraron que la presión parcial del dióxido de carbono tenía un 

efecto inhibitorio mayor que la presión parcial del hidrógeno. 
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1.7 SÍNTESIS DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS CON BIORREACTORES CON 
MEMBRANAS 

La Tabla 1.3 resume los estudios relacionados con la producción de hidrógeno en biorreactores 

con membranas. Todos los estudios en los que se han empleado biorreactores con membranas 

se han realizado a escala laboratorio empleando lodo flocular y, hasta el momento, no se ha 

reportado el uso de biorreactores a base de gránulos para la producción de hidrógeno. 

De los estudios reportados, el 75% ha empleado biorreactores CSTR con membranas 

sumergidas y el 25% ha usado biorreactores CSTR con membranas externas. Sin embargo, 

hace falta estudiar el proceso de producción de hidrógeno en otro tipo de biorreactores con 

membranas. Los biorreactores de flujo ascendente UASB se han llamado la atención de los 

investigadores debido a la capacidad que tienen para formar gránulos, los cuales representan 

una forma natural de inmovilización de la biomasa. Al acoplar las membranas al biorreactor 

UASB, se retendría toda la biomasa en el sistema, por lo que el riesgo de lavado de la biomasa, 

en caso de que se llegaran a disgregar los gránulos, sería mínimo. 

En el 88% de los estudios realizados se han empleado azúcares simples (e. g. glucosa, 

sacarosa y fructuosa) como fuente de carbono. Lee et al. (2007) evaluaron la producción de bio-

hidrógeno con tres sustratos diferentes y encontraron que la mayor producción de bio-hidrógeno 

se obtuvo para la fructuosa, seguida de la sacarosa y la glucosa. Respecto a la producción de 

bio-hidrógeno con efluentes reales sólo se tiene el estudio realizado por Kim et al. (2011). 

El 13% de los estudios se han realizado en condiciones de temperatura ambiente (23 °C), 

el 63% en condiciones mesofílicas (35 °C) y el 13% en condiciones termofílicas (64 °C). 

Mientras que el estudio realizado por Oh et al. (2004) no se reportó la temperatura a la cual se 

realizó el estudio. En lo relativo al pH aplicado, el 88% de los experimentos se realizaron a un 

pH de 5.5 ± 0.5, sólo en el estudio realizado por Lee et al. (2007) el pH varió entre 6.2 y 6.8. 

Aunque se ha indicado que el TRH tiene un efecto importante en la producción de bio-

hidrógeno, únicamente se cuenta con un estudio realizado por Oh et al. (2004) en el cual se 

discute el hecho de que los biorreactores con membrana presentan ventajas sobre los 

biorreactores CSTR cuando se aplican TRH cortos debido a que son capaces de retener la 

biomasa. Sin embargo, su objetivo no fue el de analizar el efecto que tiene el TRH en la 

producción de hidrógeno en los biorreactores con membranas. 
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A pesar de que la TCO tiene un efecto importante sobre la producción de bio-hidrógeno, 

sólo existe un artículo en el cual se discute su efecto en los biorreactores con membranas. 

Shen et al. (2009) compararon el desempeño de un biorreactor CSTR con el de un biorreactor 

con membranas sumergidas y determinaron que bajo condiciones cercanas a la sobrecarga, el 

biorreactor con membranas resultó más eficiente que el biorreactor CSTR respecto a la 

producción de hidrógeno. 

Existe poca información sobre los mecanismos de colmatación de la membrana durante la 

producción de hidrógeno. No obstante, en aquellos estudios en los que se analizó la 

colmatación se observó  que la formación de la biotorta fue el principal mecanismo de 

colmatación de la membrana (Oh et al., 2004; Lee et al., 2008; Shen et al., 2010). 

1.8 JUSTIFICACIÓN DE LA TESIS 

En la actualidad el tratamiento de las aguas residuales se ve como un costo que se tiene que 

asumir sin que se tenga algún beneficio de dicha actividad. Debido a esto, el tratamiento que 

reciben las aguas residuales en ocasiones no es el adecuado. Sin embargo, si se pudiera 

cambiar esta apreciación, es decir, si en vez de que se viera al tratamiento de las aguas 

residuales como una fuente de egresos se le viera como una fuente de ingresos, el tratamiento 

del agua residual podría resultar financieramente atractivo. 

Como ya se ha expuesto, durante el tratamiento anaerobio de las aguas residuales se 

pueden obtener subproductos valiosos como el hidrógeno, cuyo contenido energético es 2.75 

veces mayor al de los combustibles de origen fósil, y cuya combustión no genera gases de 

efecto invernadero. Así pues, resulta interesante la posibilidad de obtener energía mediante el 

tratamiento de las aguas residuales. 

Si bien el empleo de los distintos tratamientos para controlar la actividad de los 

microorganismos consumidores de hidrógeno ha mostrado resultados adecuados, su 

implementación a gran escala es poco factible. Esto origina la necesidad de establecer nuevas 

metodologías que permitan la obtención del inóculo productor de hidrógeno sin la necesidad de 

recurrir a metodologías costosas y/o poco prácticas. 

Aunque algunos de los parámetros operacionales empleados para la producción de bio-

hidrógeno ya se tienen bien estudiados (por ejemplo, la temperatura y el pH), aún falta 
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esclarecer el efecto de algunos otros parámetros. Este es el caso del TRH y de la TCO, de los 

cuales se tiene escasa información sobre su efecto en la producción de hidrógeno empleando 

biorreactores con membranas. 

Para la producción de bio-hidrógeno a escala industrial, tanto el rendimiento como la 

velocidad de producción son parámetros importantes para la evaluación del proceso (Guo et al., 

2008b). La tasa de producción de hidrógeno (TPH) es un factor clave para evaluar el 

desempeño de un proceso fermentativo de producción de hidrógeno, mientras que el 

rendimiento de la producción de hidrógeno (YH2) se usa para evaluar la productividad entre 

diferentes sustratos (Shen et al., 2009). 

Hasta ahora, la mayoría de los estudios se han centrado en incrementar el YH2. El mayor 

rendimiento teórico (4 mol H2/mol glucosa) está relacionado con la producción de ácido acético. 

Sin embargo, cuando se trabaja con cultivos mixtos el YH2 está en función de una fermentación 

ácido mixta (Nath y Das, 2004). Además, uno de los retos de la producción de bio-hidrógeno es 

el de obtener un flujo suficiente para determinar su factibilidad para la generación sostenible de 

energía a gran escala (Levin et al., 2004). 

El presente trabajo se enfoca a dos aspectos importantes para la producción de bio-

hidrógeno. El primer aspecto está relacionado con la adaptación del inóculo productor de 

hidrógeno de una manera más práctica, es decir, mediante la presión de selección ejercida 

mediante los parámetros operacionales, tales como el pH, el TRH y el régimen de flujo 

(continuo o discontinuo), con la intención de evitar el uso de tratamientos que pueden resultar 

costosos. 

El siguiente aspecto está enfocado a investigar el efecto que tiene la TCO y el TRH en la 

producción de hidrógeno en un biorreactor con membranas. En este punto, se incursiona en el 

empleo de un biorreactor con membranas inoculado con lodo anaerobio granular. Con esto, se 

pretende generar información sobre un sistema que, aunque ya se ha empleado con otros fines, 

no se evaluado para la producción de bio-hidrógeno. 

Así, la presente investigación trata de proporcionar las condiciones de operación óptimas 

para la producción de hidrógeno en un biorreactor con membranas, esperando que dichos 

resultados sirvan de guía para el escalamiento del proceso. 
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2.1 HIPÓTESIS 

Es posible suprimir la actividad metanogénica del inóculo para favorecer la producción de bio-

hidrógeno mediante la aplicación de una presión de selección ejercida a través de los 

parámetros operacionales (pH y tiempo de residencia hidráulica). 

La retención de la biomasa en el sistema, debido a la acción de las membranas, permitirá 

obtener una tasa de carga orgánica a la cual la producción de bio-hidrógeno se verá favorecida. 

Asimismo, se podrá definir el tiempo de residencia hidráulica, asociado a dicha carga orgánica, 

en la cual el sistema presentará la mayor producción de bio-hidrógeno. 

2.2 OBJETIVO GENERAL 

Llevar a cabo la evaluación de la influencia de los parámetros operacionales de un biorreactor 

con membranas sobre la producción de hidrógeno partiendo de la transformación de la glucosa 

como única fuente de carbono. 

2.3 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Evaluar el efecto del pH inicial y la cantidad de alcalinidad adicional que debe 

suministrarse al biorreactor, junto con la solución de alimentación, para la producción de 

bio-hidrógeno utilizando lodo anaerobio granular sin tratamiento previo. 

2. Evaluar la capacidad específica de producción de hidrógeno de los microorganismos 

que sedimentan (biomasa sedimentable) y de los microorganismos que no sedimentan 

(biomasa no sedimentable) mediante pruebas bioquímicas de producción de hidrógeno. 

3. Evaluar una metodología para la adaptación de los gránulos anaerobios que permita la 

supresión de su actividad metanogénica y favorezca la producción de hidrógeno. 

4. Evaluar la influencia de la tasa de carga orgánica en un biorreactor con membranas 

sumergidas inoculado con lodo anaerobio granular. 

5. Evaluar la influencia del tiempo de residencia hidráulica en un biorreactor con 

membranas sumergidas inoculado con lodo anaerobio granular. 
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6. Determinar la factibilidad teórica de la producción de bio-hitano con un contenido de 

hidrógeno entre el 5% y 20%, mediante un balance de masas de un proceso de 

digestión en dos etapas. 
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3.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

El presente estudio estuvo enfocado a dos aspectos principales, determinar las mejores 

condiciones de obtención del inóculo e incrementar la producción de bio-hidrógeno mediante los 

parámetros operacionales (TCO y TRH) en un biorreactor con membranas sumergidas. 

La estrategia experimental se dividió en cinco etapas (Figura 3.1). Primero se evaluó el 

efecto del pH inicial y la alcalinidad en la producción de bio-hidrógeno. En ambos casos se 

empleó un biorreactor UASB inoculado con lodo anaerobio granular sin tratamiento ni 

aclimatación previa. El biorreactor se operó de manera discontinua secuencial. Se evaluaron 

tres niveles de pH inicial el cual se ajustó al inicio de cada ciclo y se dejó evolucionar libremente 

con el proceso. Posteriormente se evaluó el efecto de la alcalinidad para lo cual se aplicaron 

tres niveles de alcalinidad agregada. Cada nivel de alcalinidad se ajustó agregando bicarbonato 

de calcio al inicio de cada ciclo. 

En la segunda etapa se evaluó la capacidad específica de producción de hidrógeno del 

lodo flocular y del lodo anaerobio granular. Para determinar la capacidad de producción del lodo 

flocular se empleó un biorreactor discontinuo secuencial. El lodo flocular recibió un tratamiento 

térmico para inhibir la actividad de las bacterias consumidoras de hidrógeno. Después del 

tratamiento, la biomasa se depositó en el biorreactor y se llevó a cabo la aclimatación de la 

misma. Posteriormente se incrementó el tiempo de sedimentación para obtener dos tipos de 

biomasa. La biomasa que logró sedimentar se denominó biomasa sedimentable y aquella que 

no sedimentó se denominó biomasa no sedimentable. Una vez separadas dichas biomasas se 

realizaron pruebas bioquímicas de producción de hidrógeno y se ajustaron los datos al modelo 

de Gompertz modificado. 

Para evaluar la capacidad de producción del lodo anaerobio granular se realizaron pruebas 

bioquímicas de producción de hidrógeno. En este caso, el lodo no recibió ningún tratamiento 

previo ni se aclimató para la producción de hidrógeno. Los datos obtenidos se ajustaron al 

modelo de Gompertz modificado para determinar los parámetros cinéticos de la producción de 

bio-hidrógeno, así como la producción potencial máxima específica de las biomasas ensayadas. 

A partir de los resultados obtenidos se seleccionó a la biomasa que presentó la mayor 

producción de bio-hidrógeno como fuente de inóculo para los experimentos siguientes. 
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Figura 3.1. Diagrama de la estrategia experimental seguida. 

En seguida se evaluaron dos estrategias de obtención del inóculo productor de hidrógeno. 

En la primera estrategia se utilizó un biorreactor UASB inoculado con lodo anaerobio granular 

sin tratamiento previo. El biorreactor se operó de manera discontinua y se fue reduciendo 

gradualmente el TRH. A partir de los resultados obtenidos en la estrategia de adaptación en 

discontinuo, en la segunda estrategia se utilizó un biorreactor UASB inoculado con lodo 

anaerobio granular sin tratamiento ni aclimatación previa. El biorreactor se operó de manera 

continua pero a condiciones de TRH y pH menores que los empleados en la estrategia en 

discontinuo. A partir de los resultados obtenidos, se seleccionó la metodología que fue capaz de 

suprimir la actividad metanogénica del inóculo de manera más rápida. 

Posteriormente se evaluó, de manera individual, el efecto de la TCO y del TRH en la 

producción de hidrógeno en el biorreactor con membranas. En ambos casos se empleó el 

biorreactor UASB que se había utilizado en la estrategia de obtención del inóculo en continuo. 

Para evaluar el efecto de la TCO ésta se fue incrementando gradualmente hasta que se 

observó la sobrecarga del biorreactor. En el caso del efecto del TRH éste se redujo hasta que 

Modelado de la producción de biohitano

Biorreactor con membranas

Efecto de la TCO Efecto del TRH

Metodología de obtención del inóculo

Flujo discontinuo Flujo continuo

Selección del inóculo a emplear

Biomasa flocular Biomasa granular

Biomasa granular

Efecto del pH inicial Efecto de la alcalinidad

Revisión del estado del arte y propuesta de estudio
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se observó una disminución en la producción de hidrógeno debido a un cambio en la ruta 

metabólica. Con los resultados obtenidos fue posible determinar las condiciones óptimas de 

operación del biorreactor con membranas. 

Finalmente, derivado de una estancia de investigación realizada en el Laboratoire de 

Biotechnologie de l’Environnement (LBE) de l’Institut National de la Recherche Agronomique 

(INRA), en Francia, se realizó el modelado de la producción bio-hitano en un proceso de 

tratamiento anaerobio en dos etapas mediante un balance de masas. 

3.2 PREPARACIÓN DEL AGUA RESIDUAL SINTÉTICA 

Para preparar el agua residual sintética se agregaron los siguientes nutrientes por cada litro de 

agua corriente empleada: K2HPO4, 250 mg; NH4Cl, 2600 mg; MnCl2•4H2O, 2.5 mg; MgCl2•6H2O, 

125 mg; KI, 2.5 mg; FeSO4•7H2O, 5 mg; CoCl2•6H2O, 2.5 mg; Na2MoO4•2H2O, 0.5 mg; H3BO3, 

0.5 mg; NiCl2•6H2O, 0.5 mg; ZnCl2, 0.5 mg. Todos los reactivos se adquirieron con J. T. Baker 

(USA). Se utilizó glucosa como única fuente de carbono. El pH final del medio fue de 7.0 ± 0.1. 

3.3 INÓCULO 

3.3.1 LODO ANAEROBIO FLOCULAR 

Se obtuvo lodo anaerobio granular de un biorreactor UASB, a escala real, que trata las aguas 

residuales de una industria cervecera. El lodo se sometió a un tratamiento térmico el cual 

consistió en calentar el lodo a 104 ± 2 °C durante 24 h con el objeto de inhibir la actividad de los 

microorganismos consumidores de hidrógeno. Después del tratamiento térmico, se trituró el 

lodo en un mortero y se cribó mediante el empleo de un tamiz del número 20 para obtener un 

tamaño promedio de partícula de 850 µm. 

3.3.2 LODO ANAEROBIO GRANULAR 

Se obtuvo lodo anaerobio granular proveniente de un biorreactor UASB, a escala real, que trata 

las aguas residuales de una industria cervecera. El inóculo no recibió ningún tratamiento ni se 

aclimató previamente para la producción de bio-hidrógeno. 
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3.4 DISPOSITIVOS EXPERIMENTALES 

3.4.1 BIORREACTOR DISCONTINUO SECUENCIAL 

La configuración del biorreactor discontinuo secuencial empleado para la aclimatación de la 

biomasa  flocular en la segunda etapa experimental se muestra en la Figura 3.2. El volumen 

nominal del biorreactor fue de 6 L con un volumen de trabajo de 4 L. El biorreactor se construyó 

con vidrio y se equipó con una manta térmica de 200 W de resistencia, 2 bombas peristálticas 

para la dosificación de ácido clorhídrico (1N HCl) e hidróxido de sodio (2N NaOH) en función de 

los requerimientos del sistema., la agitación se llevó a cabo mediante un agitador mecánico. 

Adicionalmente se instaló una bomba peristáltica para la alimentación del biorreactor y otra 

bomba para el vaciado del mismo. 

 
Figura 3.2. Biorreactor empleado para la aclimatación de la biomasa flocular. 

La temperatura (35 ± 1 °C), el pH (5.5 ± 0.1), la agitación (200 rpm), el llenado y el vaciado 

del biorreactor se controlaron automáticamente (ADI 1030 Bio Controller, Applikon). La 

concentración de sólidos suspendidos volátiles se mantuvo a 6.0 ± 0.2 g-SSV/L, para lo cual se 

midió semanalmente la concentración de sólidos en el biorreactor y se purgó la cantidad 

necesaria de lodo para mantener la concentración de sólidos requerida. El biogás producido se 

midió con un dispositivo Mariotte. 
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El biorreactor se operó de la siguiente forma: tiempo de llenado 3 min, tiempo de reacción 

665 min, tiempo de sedimentación 30 min, tiempo de vaciado 8 min, tiempo muerto 11 min. El 

volumen de intercambio en cada ciclo fue de 2 L. La longitud del ciclo fue de 12 h, la relación 

tiempo de reacción / tiempo de sedimentación fue de 22 y el TRH fue de 24 h. 

Se consideró que la biomasa estaba aclimatada para la producción de hidrógeno cuando la 

composición del biogás y su tasa de producción presentaron una variación máxima de ±10%. 

3.4.2 BIORREACTORES UASB 

Todos los biorreactores UASB empleados se fabricaron con acrílico debido a que su 

permeabilidad al hidrógeno (1.24x109 mol-H2/m•s•MPa) es baja en comparación con otros 

materiales (San Marchi y Somerday, 2008), además de que permite observar el comportamiento 

de la biomasa en el interior del biorreactor. Al inicio de cada experimento el biorreactor se purgó 

con gas nitrógeno para asegurar condiciones anaerobias. 

3.4.2.1 BIORREACTOR EMPLEADO PARA EVALUAR EL EFECTO DEL pH INICIAL 

El biorreactor UASB empleado tuvo un volumen útil de 630 mL (Figura 3.3). Se inoculó con 5.0 

± 0.3 g-SSV/L de lodo anaerobio granular. Los gránulos presentaron diámetros entre 0.5 y 1.7 

mm. El mezclado se realizó mediante la recirculación del sobrenadante a una velocidad de flujo 

ascendente de 2.0 ± 0.1 m/h. 

 
Figura 3.3. Biorreactor UASB empleado para la evaluación del efecto del pH inicial. 
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La temperatura (35 ± 1 °C) se controló mediante un serpentín de cobre cubierto con fibra de 

vidrio como aislante. Se evaluaron tres niveles de pH inicial (5.5, 7.0 y 7.3). El pH se ajustó 

tanto en el influente como dentro del biorreactor añadiendo 1N HCl o 2N NaOH en función del 

pH requerido. Al final de cada lote se ajustó el pH del sistema al nivel deseado. 

El biorreactor se cubrió con aluminio para evitar el crecimiento de microorganismos 

fotosintéticos. La operación del biorreactor fue de la siguiente manera: alimentación (9 min), 

reacción (1390 min), sedimentación (5 min), vaciado (12 min), tiempo muerto (24 min). El 

volumen de intercambio en cada ciclo fue de 0.5 L. La longitud del ciclo fue de 24 h y el TRH 

fue de 30 h. La producción de biogás se cuantificó mediante el principio del desplazamiento de 

columna de agua. 

3.4.2.2 BIORREACTOR EMPLEADO PARA EVALUAR EL EFECTO DE LA ALCALINIDAD 

El biorreactor UASB utilizado tiene un volumen útil de 1.3 L con un volumen de trabajo de 1.0 L 

(Figura 3.4). El biorreactor se inoculó con lodo anaerobio granular a una concentración de 7.3 ± 

0.4 g-SSV/L. El mezclado se realizó mediante la recirculación del sobrenadante a una velocidad 

de flujo ascendente de 2.0 ± 0.1 m/h. La carga orgánica fue de 5 g-glucosa L-1 d-1. 

 
Figura 3.4. Biorreactor UASB utilizado para la evaluación del efecto de la alcalinidad. 

La temperatura dentro del biorreactor (35 °C ± 1 °C) se mantuvo empleando un sistema 

compuesto por un termociclador acoplado a un serpentín cubierto con fibra de vidrio y aluminio. 
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El pH (5.5 ± 0.1) se monitoreo y se controló continuamente (Hanna BL 981411, Hanna 

Instruments®) y se ajustó agregando 2N NaOH en función de los requerimientos del sistema. La 

producción de biogás se midió a través de un medidor de gas (Prendo, Sistemas y Equipos de 

Vidrio) que funciona bajo el principio del desplazamiento de columna de agua. 

El biorreactor se operó con los tiempos siguientes: alimentación: 2 min; reacción: 1285 min; 

sedimentación: 2 min; vaciado: 3 min; tiempo muerto: 2 min. El volumen de intercambio en cada 

ciclo fue de 0.9 L. La longitud del ciclo fue de 21.6 h y el TRH fue de 24 h. 

3.4.2.3 BIORREACTORES EMPLEADOS EN EL DESARROLLO DE LA ESTRATEGIA DE 

OBTENCIÓN DEL INÓCULO 

Para el desarrollo de la metodología de adaptación del inóculo productor de bio-hidrógeno con 

un régimen de flujo discontinuo se utilizó el biorreactor UASB que se describió en la sección 

3.4.2.2 (Figura 3.4). La carga orgánica se mantuvo a 5 g-glucosa L-1 d-1. Se probaron tres 

niveles de TRH. La operación de las bombas de llenado y vaciado del biorreactor se realizó 

mediante un sistema de control (ChronTrol, ChronTrol Corporation) para mantener el TRH 

requerido. 

El biorreactor se operó de la siguiente manera: tiempo de llenado 2 min, tiempo de reacción 

variable en función del TRH requerido, tiempo de sedimentación 2 min, tiempo de vaciado 3 

min, tiempo muerto 2 min. El volumen de intercambio en cada ciclo fue de 0.9 L. Esto resultó en 

TRH de 24 h, 12 h y 6 h. La longitud de los ciclos fue de 21.6 h, 10.8 h, y 5.4 h, 

respectivamente. La temperatura dentro del biorreactor (35 °C ± 1 °C) se controló mediante una 

resistencia eléctrica acoplada a un controlador de temperatura (Temperature controller, Thermo 

Scientific). 

Para el desarrollo de la metodología de adaptación del inóculo productor de bio-hidrógeno 

con un régimen de flujo continuo se utilizó un biorreactor UASB con un volumen nominal de 3.0 

L y un volumen de trabajo de 1.9 L (Figura 3.5). 

El biorreactor se inoculó con 7.3 ± 0.4 g-SSV/L de lodo anaerobio granular y se operó de 

manera continua. La carga orgánica se mantuvo a 5 g-glucosa L-1 d-1. El TRH se manutuvo 

controlado a 5.5 h. El pH se monitoreo continuamente y se ajustó a 4.5 ± 0.1 (Hanna BL 
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981411, Hanna Instruments®) agregando 2N NaOH en función de los requerimientos del 

sistema. 

 
Figura 3.5. Biorreactor UASB utilizado para el desarrollo de la estrategia de obtención del 

inóculo bajo una régimen de flujo continuo. 

La temperatura dentro del biorreactor (35 °C ± 1 °C) se controló mediante una resistencia 

eléctrica acoplada a un controlador de temperatura (Input Controller, Thermo Scientific). El 

mezclado se realizó mediante la recirculación del sobrenadante a una velocidad de flujo 

ascendente de 2.0 ± 0.1 m/h. La producción de biogás se cuantificó con un medidor de gas 

(Prendo, México) que funciona bajo el principio de desplazamiento de columna de agua. 

3.4.2.4 BIORREACTOR EMPLEADO PARA EVALUAR EL EFECTO DE LA TCO Y DEL TRH 

Se empleó el biorreactor UASB con el cual se desarrolló la estrategia de obtención del inóculo 

bajo condiciones de flujo continuo (Figura 3.5). 

Se utilizó un módulo de membranas de fibras huecas fabricadas con difluoruro de 

polivinilideno (MEMOS GmbH), el cual se sumergió dentro del biorreactor (Figura 3.6). El 

módulo de membranas tiene un área de 0.04 m2, un tamaño de corte molecular de 250 kDa y 

un diámetro de poro de 0.1 µm. El permeado se extrajo mediante ciclos combinados de 9.83 

min de succión (Easy-Load II, Masterflex) y 0.17 min de retrolavado (Gamma/L, ProMinent®) 

empleando el mismo permeado. 
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Figura 3.6. Biorreactor UASB empleado para evaluar el efecto de la TCO y del TRH. 

El flujo permeado se reguló mediante la operación manual de la presión de succión. La 

presión transmembrana (PTM) se monitoreo con un manovacuometro análogo (DeWit). Cuando 

la PTM sobrepasaba el valor de los 55 kPa (máxima PTM aplicable de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante: 60 kPa), las membranas se limpiaban mediante un enjuague 

con agua limpia. Cuando el flujo permeado disminuía 20% de su valor inicial, la membrana se 

lavaba químicamente de acuerdo a lo indicado por Lim y Bai (2003). Esta operación consistió 

en sumergir el módulo de membranas en una solución alcalina durante 12 h y se enjuagaba con 

agua desionizada (retrolavado por 15 min) para remover el álcali y cualquier material que no se 

hubiese desprendido de la membrana. Posteriormente el módulo de membranas se sumergía 

en una solución ácida durante 12 h y se enjuagaba con agua desionizada. El álcali empleado 

fue una mezcla de 1M NaOH (pH 12) y una solución de hipoclorito de sodio al 0.05%. Para el 

tratamiento ácido se empleó una solución 1M HNO3  (pH 2). Al final de cada prueba la 

membrana se lavaba químicamente, tal como se describió anteriormente, para restaurar sus 

condiciones de filtración iniciales. 

Para evaluar el efecto de la TCO, ésta se incrementó gradualmente de 5 a 60 kg-glucosa 

m-3 d-1 manteniendo el TRH a 5.5 h. Para evaluar el efecto del TRH, éste se redujo 

gradualmente de 5.5 a 1.25 h manteniendo la TCO a 30 kg-glucosa m-3 d-1. Para evaluar la 

distribución de las resistencias de la membrana se empleó el modelo de resistencias en serie. 
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3.4.3 BIORREACTOR TEÓRICO EMPLEADO PARA LA MODELACIÓN DE LA 

PRODUCCIÓN DE BIO-HITANO 

Para llevar a cabo la modelación de la producción de bio-hitano se partió de un reactor teórico 

(Figura 3.7) el cual está compuesto por un dos biorreactores a escala piloto interconectados con 

un conjunto de válvulas controladas para que trabajen de manera simultánea. 

 
Figura 3.7. Sistema de digestión en dos etapas empleado para la modelación de la producción 

de bio-hitano. A) Biorreactor y B) Esquema. 

En el biorreactor acidogénico (R1: biorreactor CSTR de 22 L) se lleva a cabo la producción 

de bio-hidrógeno. Este biorreactor se alimentó con glucosa por una entrada lateral en la que un 

sistema de válvulas permite alimentar al biorreactor y al mismo tiempo evita la salida continua 

del biogás producido. La producción de metano se llevó a cabo en un segundo biorreactor (R2: 

biorreactor CSTR de 358 L). Este biorreactor se alimentó con vinazas de vino por una entrada 

lateral. Durante la etapa de alimentación del biorreactor acidogénico (2 L de sustrato) se 

A) B)
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transfieren 2 L de licor mezclado hacia el biorreactor metanogénico. Esto da lugar a la 

transferencia de un volumen de biogás producido en el biorreactor metanogénico hacia el 

biorreactor acidogénico. 

Ambos biorreactores se trabajan en condiciones mesofílicas (35 °C) a un pH de 5.5 para el 

biorreactor acidogénico y de 7 para el biorreactor metanogénico. El modelo consideró un flujo 

constante de vinazas y estado estacionario en el proceso. Las ecuaciones resultantes se 

resolvieron mediante la herramienta “Solver” de Microsoft Excel. 

3.4.4 SISTEMA AUTOMATIZADO DE BIODEGRADABILIDAD ANAEROBIA 

Para realizar las pruebas bioquímicas de producción de hidrógeno se empleó el Sistema 

Automatizado de Biodegradabilidad Anaerobia (Figura 3.8), el cual se desarrolló para la 

medición de la producción de biogás (H2 o CH4 y CO2) tal como lo describe Vargas et al. (2009). 

 
Figura 3. 8. Equipo empleado en las pruebas bioquímicas de producción de hidrógeno. 

La producción de biogás se mide mediante transductores de presión y un juego de válvulas 

solenoides. El prototipo desarrollado cuantifica el aumento de la presión debido a la producción 

de biogás durante la degradación anaerobia de la materia orgánica. La presión se mide en 

intervalos regulares que dependen de la tasa de producción de biogás. Durante cada medida de 

presión, la botella puede alcanzar la presión atmosférica mediante la operación de una válvula 
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solenoide, evitando trabajar con sistemas bajo presión, ya que se pueden presentar fugas de 

biogás o inhibición de los microorganismos. 

Los biorreactores empleados fueron botellas Shott (Shott DuranTM) con un volumen nominal 

de 300 mL y un volumen de trabajo de 150 mL. El mezclado se realizó mediante agitadores 

magnéticos. La temperatura de la cámara de pruebas se mantuvo a 35 ± 1 °C. Antes de cada 

prueba las botellas se purgaron con nitrógeno para asegurar condiciones anaerobias. Todas las 

pruebas se realizaron por triplicado. 

3.5 TÉCNICAS ANALÍTICAS 

3.5.1 SÓLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES Y VOLÁTILES 

La cuantificación de los sólidos se realizó por gravimetría mediante el procedimiento descrito en 

los métodos estándar (APHA, 2005). 

3.5.2 DEMANDA QUÍMICA DE OXÍGENO 

Para la determinación de la demanda química de oxígeno (DQO) se utilizaron tubos Hach con 

una solución estándar (dicromato de potasio, ácido sulfúrico, plata, mercurio) para determinar la 

DQO en un rango de 0 – 1 500 mg-DQO/L. La determinación del valor de la DQO se realizó en 

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

(APHA, 2005). 

3.5.3 CARACTERIZACIÓN DEL BIOGÁS 

La composición del biogás producido (hidrógeno, metano y dióxido de carbono) se realizó 

mediante un cromatógrafo de gases (SRI 8610C) equipado con un detector de conductividad 

térmica y dos columnas empacadas en acero inoxidable (6' x 1/8" sílice gel y 6' x 1/8" corte 

molecular 13X). La temperatura del inyector y del detector fue de 90 °C y 150 °C, 

respectivamente. La temperatura inicial de la columna fue de 40 °C la cual se mantuvo durante 

4 minutos y se incrementó hasta 110 °C a una velocidad de 20 °C/min. La temperatura final de 

la columna se mantuvo durante 3 minutos. Se usó nitrógeno como gas acarreador a un flujo de 

20 mL/min. 

3.5.4 CUANTIFICACIÓN DE LOS ÁCIDOS GRASOS VOLÁTILES, ETANOL Y ACETONA 

La determinación de la concentración de los ácidos grasos volátiles (ácidos acético, propiónico, 

butírico y valérico), el etanol y la acetona se realizó mediante un cromatógrafo de gases (Varian 



 
 

Capítulo 3. Materiales y Métodos 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
77 

 

 

3300) equipado con un detector de ionización por flama y una columna capilar (longitud 15 m, 

diámetro interno 0.53 mm, Zebron ZB-FFAP, Phenomenex). La temperatura del inyector y del 

detector se mantuvo a 190 °C y 210 °C, respectivamente. La temperatura de la columna se 

mantuvo a 45 °C durante 1.5 min y se incrementó hasta los 135 °C a una tasa de 8 °C/min. Se 

usó nitrógeno como gas acarreador a un flujo de 9.5 mL/min. Las muestras se centrifugaron a 

600 g y se acidificaron a un pH de 2 con ácido fosfórico (J. T. Baker, USA). La muestra se 

almacenó a 4 °C hasta su análisis. 

La fracción no disociada de los ácidos acético y butírico se calculó con base en un pKa de 

4.76 para el ácido acético y de 4.82 para el ácido butírico, mediante la ecuación siguiente 

(Akutsu et al., 2009) 

 
(3.1) 

Donde HA es la concentración no disociada del ácido, A- es la concentración disociada del 

ácido, HA+A- es la concentración medida del ácido, y pKa es la constante de disociación del 

ácido. 

3.5.5 CUANTIFICACIÓN DE LOS POLISACÁRIDOS 

La cantidad de polisacáridos presentes en el medio se determinó siguiendo el método del fenol 

– ácido sulfúrico descrito por Dubios et al. (1956) utilizando glucosa como referencia. 

3.5.6 CUANTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS 

La cantidad de proteínas producidas por el inóculo se determinó mediante el método de los 

reactivos Folín-fenol descrito por Lowry et al. (1951) utilizando albúmina bovina como estándar. 

3.5.7 TINCIÓN DE LOS GRÁNULOS CON MARCADORES MOLECULARES 

FLUORESCENTES 

Durante el desarrollo de las metodologías de adaptación del inóculo productor de hidrógeno se 

obtuvieron muestras de los gránulos en diferentes etapas. La morfología de los gránulos se 

analizó mediante un estéreo microscopio. 

La distribución de las células y β-polisacáridos en los gránulos se analizó mediante un 

microscopio de epifluorescencia (Axio Imager Z1, Carl Zeiss) equipado con una cámara 
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(AxioCam MR3, Carl Zeiss). Los gránulos se cortaron en secciones de 60 µm mediante un crio-

microtomo rotatorio (CM 1900, Leica). Estas secciones se tiñeron con dos marcadores 

moleculares fluorescentes. Se utilizó el marcador molecular Calcofluor white (Sigma) para teñir 

a los β-1,4 y β-1,3 polisacáridos (De Beer et al., 1996). El marcador molecular SYTOX Green 

(Molecular Probes) se usó para teñir a las células (González-Fernández, 2012). 

Los gránulos se fijaron en una solución de etanol al 50% (v/v) y después se tiñeron con 30 

mg/L de Calcofluor white preparado en una solución búfer salina de fosfato (PBS) 1X a un pH 

de 7.2 durante 30 min. El exceso del marcador se removió lavando dos veces con la solución 

búfer. Posteriormente, la muestra se tiño durante 5 min con 250 mg/L de una solución de 

SYTOX Green preparada con el búfer PBS a un pH de 7.2 y después se lavó con la solución 

PBS. Los gránulos se visualizaron con un objetivo de 10X y se analizaron con el software 

AxioVision LE (Carl Zeiss). 

3.6 BIOLOGÍA MOLECULAR 

Durante la operación del reactor se tomaron muestras de manera periódica de la biomasa, las 

cuales permanecieron en congelación (-20°C) previo a su análisis. El ADN total se extrajo y se 

purificó a partir de muestras de 2 mL del lodo usando un kit de aislamiento de ADN (UltraClean 

Soil DNA isolation kit, MoBio) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La extracción del 

ADN se verificó mediante gel de agarosa al 1%. 

El ADN extraído se usó para la amplificación del gen 16S rRNA  mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). La mezcla de la reacción (volumen 

total: 30 μL) contenía 12.5 µL de TopTaq PCR Master Mix Qiagen (0.25 unidades de DNA 

Polimerasa, 200 µM de cada dNTPs, búfer para PCR 1.5 mM MgCl2), 5 µL de ADN, 10 mM 

cada cebador o primer (por su nombre en inglés), 4 µL MgCl2 (50 mM) y 6.5 µL agua libre de 

RNAsas. 

Se emplearon dos cebadores universales de bacteria, específicos para el gen 16S rRNA, 

los cuales fueron 534R (ATT ACC GCG GCT GCT GG) y 46F-GC (CGC CCG GGG CGC GCC 

CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAA CAC ATG CAA GTC). La amplificación 

por PCR se realizó con el siguiente programa: 2 min a 94°C para la desnaturalización inicial, 

seguida de 30 ciclos de desnaturalización (94 °C durante 1 min, 54 °C para alineación durante 1 



 
 

Capítulo 3. Materiales y Métodos 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
79 

 

 

minutos y elongación a 72 °C  durante 1 min), y una extensión final a 72 °C durante 7 min, 

utilizando un termociclador Gradient Palm-Cycler (Corbett Research, Australia). Los productos 

de la amplificación por PCR se confirmaron mediante electroforesis con un gel de agarosa al 

1% (w/w). 

Los productos de la PCR se separaron por la técnica de electroforesis en gel con gradiente 

desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés) usando el sistema D-code Universal Mutation 

Detection System (BioRad, Hercules, CA) según lo descrito por Muyzer et al. (1995). Se utilizó 

una solución de acrilamida al 8% (w/v) para formar un gel con gradientes desnaturalizantes que 

van del 40% al 60% para el fragmento universal de ADN de bacterias. La electroforesis se llevó 

a cabo en una solución búfer  0.5x TAE (40 mM Tris, 40 mM ácido acético y 10 mM de EDTA 

2Na • 2H2O) a 80 V y 60 ° C durante 17 h. 

Los geles se tiñeron durante 40 min con SYBR green (Invitrogen), se destiñeron con agua 

desionizada durante 10 minutos. Los geles se visualizaron con radiación UV y se fotografiaron 

(Gel Logic 200 Imaging System, Eastman Kodak Company). Las bandas seleccionadas del 

DGGE para su secuenciación se cortaron manualmente y se colocaron en 80 µL de agua libre 

de RNAsas (Sigma-Aldrich). El ADN se eluyó a través de un proceso de congelación y 

descongelación: las muestras se almacenaron a -20 ° C durante 16 h, posteriormente se 

descongelaron a temperatura ambiente durante 3 h y finalmente se dejaron descongelar a 4 ° C 

durante la noche. Se utilizó 1 µL de cada parte alícuota como base para la PCR. Los 

fragmentos de ADN eluido se re-amplificaron con el conjunto de cebadores 46F 

(GCCTAACACATGCAAGTC) / 534R. Los productos se confirmaron por electroforesis con un 

gel de agarosa al 1% (w/v). 

Los amplicones seleccionados se enviaron a  secuenciar en un servicio de secuenciación 

externa (Macrogen, Korea). La identificación de las secuencias obtenidas se realizó por medio 

de una búsqueda en la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) mediante el 

software Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, National Center for Biotechnology 

Information) (Altschul et al., 1990). 
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3.7 ANÁLISIS CINÉTICO 

El modelo de Gompertz modificado se ajustó a los datos experimentales de la producción de 

bio-hidrógeno para los diferentes tipos de biomasa estudiadas. Este modelo se ha aplicado 

anteriormente a los datos experimentales para determinar la cinética de la producción de bio-

hidrógeno en las pruebas por lotes (Arooj et al, 2007; Buitrón y Carvajal, 2010). 

 
(3.2) 

Donde H(t) es el volumen acumulado de la producción de bio-hidrógeno, en mL, durante el 

tiempo t, en h; Hmax es el potencial de producción de bio-hidrógeno, en mL; Rmax es la máxima 

tasa de producción de bio-hidrógeno, en mL/h; λ es el tiempo de adaptación, en h, antes de que 

se alcance la producción exponencial de bio-hidrógeno; e es el número de Euler, igual a 

2.71828. Los parámetros del modelo de Gompertz se calcularon minimizando la relación 

existente entre de la suma de mínimos cuadrados y el coeficiente de correlación mediante el 

uso de la herramienta “Solver” de Microsoft Excel® 2010. 

Para comparar el desempeño de las biomasas se calculó la tasa máxima específica de 

producción de hidrógeno (TEPHmax) como el cociente de dividir Rmax entre la concentración de 

biomasa en las botellas Shott. Asimismo, se calculó el rendimiento máximo de la producción de 

hidrógeno (Ymax/H2) como el cociente de dividir Hmax entre los moles de glucosa alimentados. 

3.8 BALANCE DE ELECTRONES-EQUIVALENTES 

El balance de electrones-equivalentes para evaluar la recuperación de DQO considerando los 

productos líquidos y gaseosos producidos que se midieron se realizó mediante la metodología 

propuesta por Lee et al. (2006) (ec. 3.3). 

 (3.3) 

Donde DQOglucosa,in: mg-DQO de la glucosa inicial; DQOglucosa,res: mg-DQO de la glucosa 

residual; DQOgas: mg-DQO de los productos gaseosos producidos; DQOinter: mg-DQO de los 

intermediarios solubles producidos tales como el etanol y los ácidos acético, butírico, isobutírico, 

propiónico y valérico. 
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4.1 INTRODUCCIÓN 

El pH inicial (pHi) es un parámetro que tiene un efecto importante sobre la producción de bio-

hidrógeno (Van Ginkel et al., 2001; Wu y Lin, 2004; Lin et al., 2006). El pH influye en la actividad 

de la enzima hidrogenasa así como en la ruta metabólica de las bacterias presentes en el 

inóculo. También influye en la selección de los microorganismos presentes en el sistema, e. g. 

las bacterias productoras de ácido propiónico y las arqueas metanogénicas, cuya actividad se 

ve afectada a niveles ácidos de pH (Zhou y Ren, 2007; Wang et al., 2006a). 

Existe cierto desacuerdo sobre el pH inicial óptimo para la producción fermentativa de 

hidrógeno. Khanal et al. (2004) indican que el pH inicial óptimo para la producción fermentativa 

de hidrógeno fue de 4.5, mientras que Lee et al. (2002) indican que el pH inicial óptimo fue de 

9.0. Es posible que esta discrepancia se deba al tipo de inóculo, al sustrato y al rango de pH 

iniciales estudiados. 

El nivel del pH y su estabilidad tienen un papel importante debido a que la producción de 

bio-hidrógeno está acompañada de la producción de AGV, los cuales pueden estimular, inhibir 

o, incluso, ser tóxicos para las bacterias fermentativas dependiendo de su concentración y la 

capacidad búfer del medio (Dong et al., 2009). Es posible controlar las variaciones del pH del 

sistema mediante el incremento de su capacidad búfer, lo cual puede favorecer la producción 

de bio-hidrógeno incluso a altas concentraciones de AGV (Pandey et al., 2011). 

Tanto el nivel de pH como la alcalinidad del medio son importantes en el tratamiento 

anaerobio debido a que ambos parámetros están relacionados con el control de la acidez 

derivada del proceso acidogénico. La alcalinidad del medio puede restringir la acumulación de 

ácidos orgánicos lo cual podría resultar en un nivel de pH tal que se pueda llevar a cabo la 

producción de bio-hidrógeno junto con la remoción del sustrato durante la fase de crecimiento 

de la biomasa. 

Generalmente, junto con el influente del biorreactor se suministra alguna sustancia búfer 

para reducir las fluctuaciones de pH durante el periodo inicial de crecimiento de los 

microorganismos. En los sistemas anaerobios es común el uso de carbonatos como 

suplementos de alcalinidad. Sin embargo, su uso se correlaciona con la concentración de 

dióxido de carbono, el cual es uno de los componentes gaseosos obtenidos durante la 
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producción de bio-hidrógeno, por lo que la adicción de carbonatos en un nivel adecuado para el 

sistema podría incrementar la fracción de hidrógeno presente en el gas producido (Lin y Lay, 

2004b). 

Una falla en el control de la alcalinidad puede alterar el nivel del pH resultando en una 

interrupción en la producción de bio-hidrógeno. Debido a esto, el influente debe tener una 

capacidad búfer suficiente para que pueda mantenerse el nivel de pH requerido para que se 

pueda llevar a cabo la producción de bio-hidrógeno. A pesar de esto, no hay suficiente 

información acerca del nivel de alcalinidad adecuado para la producción de bio-hidrógeno 

durante el tratamiento de efluentes líquidos. (Lin y Lay, 2004b) 

El objetivo de este capítulo consistió en evaluar el efecto del pH inicial y determinar la 

cantidad de alcalinidad adicional que debe suministrarse al biorreactor, junto con la solución de 

alimentación, para la producción de bio-hidrógeno utilizando lodo anaerobio granular sin 

tratamiento previo. 

4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales y métodos empleados en esta parte de la experimentación son los descritos en 

el Capítulo 3. 

Para evaluar el efecto del pHi en la producción de bio-hidrógeno se ensayaron tres valores 

de pH: 5.5 ± 0.1, 7.0 ± 0.1 y 7.3 ± 0.1. El pH se ajustó tanto en el influente como dentro del 

biorreactor al inicio de cada ciclo y se dejó evolucionar libremente con el proceso. Al final de 

cada lote se ajustó el pH del sistema al nivel deseado. Para cada prueba de pH inicial el 

biorreactor se inoculó con lodo granular nuevo, evitando con esto el efecto de aclimatación de la 

biomasa al pH ensayado. 

Para evaluar el efecto de la alcalinidad en la producción de bio-hidrógeno se analizaron 2 

niveles de alcalinidad, para lo cual se agregó bicarbonato de calcio a la solución de 

alimentación para obtener una concentración de alcalinidad agregada de 0, 1 y 2.5 g-CaCO3/L. 

La alcalinidad de la solución de alimentación antes de agregarle bicarbonato de calcio fue de  

325 ± 7 mg-CaCO3/L. En todos los casos el pH estuvo controlado a 5.5 ± 0.1 dentro del 

biorreactor para lo cual se le agregó hidróxido de sodio 2N en función de las necesidades del 

sistema. 



 
Capítulo 4. Efecto del pH Inicial y la 

Alcalinidad en la Producción de Bio-Hidrógeno 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
85 

 

 

4.3 RESULTADOS 

4.3.1 EFECTO DEL pH INICIAL 

La Tabla 4.1 presenta los resultados obtenidos para los tres niveles de pHi ensayados. En 

general, el contenido de hidrógeno en el biogás disminuyó conforme se incrementó el pH i. 

Durante toda la experimentación no se detectó la presencia de metano en el biogás. 

Al comienzo del experimento se utilizó un nivel de pH inicial de 5.5 debido a que se ha 

reportado que éste valor es el óptimo para la producción de bio-hidrógeno cuando se emplea 

glucosa como fuente de carbono (Fang y Liu, 2002). A este pH la producción de hidrógeno fue 

inestable y después de cinco días de operación su producción cesó, lo cual se pudo deber a 

que el metabolismo de las bacterias Clostridium depende del nivel de pH en el medio (Kim y 

Zeikus, 1985). Un comportamiento similar al observado en este estudio se reportó previamente 

por Roychowdhury et al. (1988). 

Tabla 4.1. Producción de bio-hidrógeno a diferentes niveles de pH inicial. 

pHi pHf 
H2 

(%) 

CO2 

(%) 

TPHa 

(mL-H2 L
-1 d-1) 

Rendimiento 

(mol H2/mol 

glucosa alimentada) 

5.5 ± 0.1 3.5 ± 0.6 23 ± 25 25 ± 28 32 ± 49 0.3 ± 0.3 

7.0 ± 0.1 3.1 ± 0.1 18 ± 13 82 ± 13 22 ± 19 0.4 ± 0.2 

7.3 ± 0.1 3.0 ± 0.1 8 ± 3 92 ± 3 12 ± 9 0.2 ± 0.1 

Valores en la tabla: promedio ± desviación estándar 

a   Valor promedio de la tasa de producción de bio-hidrógeno durante todo el experimento.  

 
Las bacterias del género Clostridium pueden crecer a un pH entre 4.5 y 7.0  (Zigova y 

Sturdik, 2000). Por lo que debido al bajo pH final observado en la condición anterior, se decidió 

conservar el pH de la solución de alimentación el cual fue de 7.0 ± 0.1. En este caso, la 

producción de hidrógeno se mantuvo y el rendimiento observado fue mayor al obtenido a un pH i 

de 5.5. 

Posteriormente se incrementó el nivel de pH a 7.3 debido a que se ha reportado que el uso 

de pH mayor a 7.5 resulta en una baja producción de bio-hidrógeno (Lin et al., 2006). Para esta 

condición se observó que el rendimiento de la producción de bio-hidrógeno fue menor que el 
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observado en la condición anterior. Debido a que el inóculo no recibió tratamiento alguno para 

inhibir la actividad de los microorganismos consumidores de hidrógeno, es posible que al nivel 

de pHi de 7.3 estos microorganismos fueran capaces de consumir una mayor cantidad de 

hidrógeno que en las condiciones de pHi anteriores. 

 
Figura 4.1. Evolución del pHi de 7.3. 

Para conocer la evolución del pHi en el sistema, se siguió su evolución para la condición de 

pHi de 7.3 (Figura 4.1). Se observó que a los 35 minutos de operación del biorreactor el pH del 

sistema alcanzó un nivel de 4.7 ± 0.1, mientras que a los 45 minutos de operación el pH del 

medio alcanzó un nivel de 4.0 ± 0.1. A un pH extracelular menor a 4.76 (pKa del ácido acético: 

4.76) la cantidad de ácido acético es abundante y se puede permear a través de la membrana 

celular dañando su funcionamiento (Horn et al., 2003). 

4.3.2 EFECTO DE LA ALCALINIDAD EN LA PRODUCCIÓN DE HIDRÓGENO 

La Tabla 4.2 presenta la evolución de la producción de biogás a los diferentes niveles de 

alcalinidad agregada ensayados. En todos los casos el pH se controló a 5.5 ± 0.1. En general, 

la mayor concentración de metano se observó en el primer día de operación. Aunque la 

producción de metano tendió a disminuir conforme se operó el biorreactor, no se suprimió la 

actividad de los microorganismos productores de metano. 
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La concentración de dióxido de carbono aumentó conforme se incrementó el nivel de 

alcalinidad del sistema. Al aumentar la alcalinidad, la concentración del hidrógeno disminuyó 

pero la concentración de metano se mantuvo estable. No se observó un incremento 

considerable en la tasa de producción de bio-hidrógeno conforme se aumentó el nivel de 

alcalinidad del sistema. 

Tabla 4.2. Producción de bio-hidrógeno a diferentes niveles de alcalinidad. 

Alcalinidad 
(g-CaCO3/L) 

H2 
(%) 

CH4 
(%) 

CO2 
(%) 

TPHmax 
(mL-H2 L

-1 d-1) 

AGV/alcalinidad 

Producción 
estable 

Producción 
inestable 

0.325 41 ± 7 32 ± 17 27 ± 3 16.2 1.2 – 2.4 0.4 – 0.3 

1.325 17 ± 6 33 ± 18 50 ± 33 16.0 0.9 – 1.2 0.5 – 0.4 

2.825 16 ± 7 32 ± 16 52 ± 35 15.8 1.0 – 1.3 0.8 – 0.3 

 

Los principales metabolitos solubles producidos fueron el ácido acético y el ácido butírico. 

La producción de ácido propiónico tendió a disminuir conforme se fue operando el biorreactor. 

Aunque se observó la producción de etanol, su concentración fue menor que la de los ácidos 

producidos. La producción de bio-hidrógeno se volvió inestable conforme la relación 

AGV/alcalinidad alcanzó valores menores a 0.8. Es posible que los cambios en la concentración 

de bicarbonato afectaron la concentración de dióxido de carbono y con ello a la producción de 

bio-hidrógeno (Park et al., 2005).   

Leite et al. (2008) determinaron que la alcalinidad afectó la distribución de los productos 

solubles perturbando a su vez la eficiencia de la producción de hidrógeno. Valdez-Vazquez y 

Poggi-Varaldo (2009b) reportaron que se requirió un nivel de alcalinidad de 0.2-0.3 g/g de 

sustrato en base seca, mientras que para niveles de alcalinidad mayores, la producción de bio-

hidrógeno se vio afectada negativamente debido a un incremento en la presión osmótica. 

4.4 CONCLUSIONES PARCIALES 

Se evaluó el efecto del pH inicial y la cantidad de alcalinidad adicional que debe suministrarse al 

biorreactor, junto con la solución de alimentación, para la producción de bio-hidrógeno 

utilizando lodo anaerobio granular sin tratamiento previo. Los resultados obtenidos mostraron 

que a un pH inicial bajo el medio tendió a acidificarse rápidamente, lo cual resultó en la 
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inhibición de la producción de bio-hidrógeno. Mientras que a un pH inicial alto la producción de 

hidrógeno se mantuvo a pesar de que el pH del medio tendió a disminuir rápidamente. El nivel 

de alcalinidad agregado al sistema no tuvo un efecto positivo sobre la producción de bio-

hidrógeno. Por lo tanto, el pH inicial de la alimentación debe mantenerse en 7.0 ± 0.1 y no es 

necesario agregarle bicarbonatos a la solución de alimentación del biorreactor como 

suplemento del nivel de alcalinidad. 
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5.1 INTRODUCCIÓN 

Se ha mostrado que la capacidad de sedimentación de la biomasa afecta a la eficiencia de la 

producción de hidrógeno (Lin y Jo, 2003). Arooj et al. (2007) encontraron que los 

microorganismos que no sedimentan, durante la etapa de sedimentación de un biorreactor 

discontinuo secuencial (SBR por sus siglas en inglés), tienen una capacidad específica para 

producir hidrógeno mayor que la de los microorganismos que son capaces de sedimentar. Este 

hallazgo tiene repercusiones muy importantes, ya que de esto dependerá el tipo de 

microorganismos y la configuración del reactor a emplear. Ya que en un biorreactor SBR, la 

biomasa que no sedimenta se desecharía del sistema, mientras que en un biorreactor con 

membranas todos los componentes de la biomasa que sean mayores al tamaño de corte de la 

membrana quedarían retenidos en el reactor. 

El biorreactor SBR es una metodología que opera bajo procesos cíclicos basados en una 

longitud de tiempo necesario para lograr el nivel de remoción de materia orgánica requerido. 

Esta metodología se ha empleado para tratar diferentes tipos de agua residual (Ng et al., 2002) 

así como para producir hidrógeno utilizando diferentes sustratos tales como la sacarosa (Lin y 

Jo, 2003) y el agua residual de la industria láctea (Mohan et al., 2007). Esta metodología tiene 

diferentes ventajas sobre otros procesos, tales como alta flexibilidad en la operación, control de 

la población microbiana y se puede utilizar con diferentes configuraciones de biorreactor 

(Suresh et al., 2011). 

El biorreactor SBR opera bajo cinco etapas bien definidas: llenado, reacción, 

sedimentación, vaciado y tiempo muerto. La reacción biológica se inicia durante la operación de 

llenado y continúa durante la etapa de reacción. El mezclado se lleva a cabo hasta el final de la 

etapa de reacción permitiendo que la biomasa sedimente por gravedad bajo condiciones de 

reposo, ya que no hay perturbaciones hidráulicas que afecten la sedimentación (Suthaker et al., 

1991). Al final de la etapa de sedimentación, el sobrenadante se extrae del biorreactor junto con 

la biomasa que no sedimentó. 

En la naturaleza, los procesos de sedimentación dependen de factores tales como el 

tamaño y el peso específico de la partícula, su tendencia a formar coágulos, la viscosidad del 

agua y la carga eléctrica. La sedimentación también está relacionada con la estructura y la 

naturaleza de los flóculos que a su vez dependen de las condiciones de operación 
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predominantes en el biorreactor (Andreadakis, 1993). La estabilidad de los flóculos está 

influenciada por diferentes factores, tales como la cantidad y la composición de las sustancias 

exopoliméricas (EPS), los cationes, la estructura y la actividad de la comunidad microbiana, así 

como las fuerzas de interacción entre ellos (Wilén et al., 2003). La naturaleza de los flóculos es 

heterogénea y tanto el tamaño como la morfología del flóculo puede diferir considerablemente 

debido a las diferencias o cambios en los parámetros de operación de los sistemas (Wilén et al., 

2003). 

La mayoría de los ambientes acuáticos contiene tanto biomasa adherida a diferentes 

partículas como biomasa de crecimiento libre o disperso (Bidle y Fletcher, 1995). 

Frecuentemente, en los ambientes acuáticos, las bacterias adheridas tienen un tamaño y una 

concentración relativamente mayor en comparación con las bacterias de vida libre (DeLong, 

1993). Sin embargo, respecto al número total de células o al carbono total de las células, la 

fracción de las bacterias de vida libre es más abundante (Grossart y Simon, 1998; Simon et al., 

1990, 2002). No obstante,  las tasas de crecimiento específico y de producción de carbono de 

ambas fracciones de biomasa son equivalentes (Simon et al., 1990). 

En los sistemas aerobios, los problemas relacionados con la alta turbiedad del efluente se 

relacionan con una cantidad relativamente pequeña de biomasa la cual permanece en 

suspensión (Wilén et al., 2000a). El desprendimiento de los microorganismos del flóculo 

frecuentemente se relaciona con el estrés microbiano (Gjermansen et al., 2005), las condiciones 

de fuerza cortante (Mikkelsen y Keiding, 1999), las condiciones del metabolismo específico del 

sustrato y el donador de electrones (Wilén et al., 2000b). El hecho de que la biomasa 

suspendida no pueda sedimentar se ha explicado mediante su composición microbiológica 

(Wilén et al., 2003; Ng y Hermanowicz, 2005; Morgan-Sagustume et al., 2008). Sin embargo, a 

pesar de su impacto en el desempeño de los sistemas de tratamiento aerobio, así como en los 

sistemas acuáticos, no se han establecido claramente los mecanismos que expliquen por qué 

una fracción de lodo tiende a dispersarse y permanecer en suspensión (Wilén et al., 2003; 

Morgan-Sagustume et al., 2008). 

La actividad microbiana puede determinar la estabilidad estructural del flóculo además de 

catalizar el proceso de biodegradación (Wilén et al., 2000a). La adsorción de los nutrientes 

entre las bacterias de crecimiento disperso y las bacterias adheridas puede llegar a ser 
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significativamente diferente entre ambas poblaciones (Kirchman y Mitchell, 1982). En el caso de 

los reactores aerobios con membranas, se ha reportado que la presencia de los 

microorganismos que no sedimentan contribuyó a mejorar la remoción de la materia orgánica, 

debido a que toda la biomasa se retuvo dentro del reactor (Ng y Hermanowicz, 2005; Massé et 

al., 2006), así como al hecho de que los microorganismos que tienden a crecer de manera 

dispersa presentan una menor resistencia a la transferencia de masa en comparación con los 

microorganismos que crecen adheridos, e. g. formando de flóculos (Ng y Hermanowicz, 2005). 

El objetivo de este capítulo fue evaluar la capacidad específica de producción de hidrógeno de 

los microorganismos que sedimentan (biomasa sedimentable) y de los microorganismos que no 

sedimentan (biomasa no sedimentable) mediante pruebas bioquímicas de producción de 

hidrógeno. 

5.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales y métodos empleados en esta parte de la experimentación son los descritos en 

el Capítulo 3. 

La biomasa flocular, tratada térmicamente antes de su uso, se aclimató en un biorreactor 

SBR con un volumen nominal de 6 L, un volumen de trabajo de 4 L y se operó a un TRH de 24 

h y un pH de 5.5 ± 0.1 dentro del biorreactor. Posteriormente se llevó a cabo la separación de la 

biomasa, en sedimentable y no sedimentable, para lo cual se incrementó el tiempo de 

sedimentación de 30 min a 3 h. Este incremento se debe a que Arooj et al. (2007) indicaron que 

la biomasa que no sedimenta después de 3 h presenta una actividad específica de producción 

de hidrógeno mayor que la biomasa que es capaz de sedimentar. Durante la etapa de 

separación de la biomasa el TRH se mantuvo en 24 h y el biorreactor se operó de la siguiente 

forma: tiempo de llenado 3 min, tiempo de reacción 515 min, tiempo de sedimentación 180 min, 

tiempo de vaciado 8 min, tiempo muerto 11 min. La longitud del ciclo fue de 12 h y la relación 

tiempo de reacción/tiempo de sedimentación fue de 3. 

Las muestras de biomasa se obtuvieron después de la etapa de sedimentación, es decir, 

antes de volver a alimentar al biorreactor. Los microorganismos que sedimentan se retuvieron 

en el fondo del biorreactor y se extrajeron directamente empleando una manguera instalada en 

el fondo del mismo. Los microorganismos que no sedimentaron se obtuvieron del efluente del 

biorreactor durante la etapa de vaciado. El sobrenadante se centrifugó a 630 g durante 5 min 
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para obtener una pastilla de biomasa no sedimentable, la cual se volvió a suspender en el 

medio de cultivo. Las pruebas bioquímicas de producción de hidrógeno de los microorganismos 

que sedimentan y que no sedimentan se realizaron por triplicado, tal como se indica en el 

Capítulo 3. 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 ACLIMATACIÓN DE LA BIOMASA FLOCULAR 

La Figura 5.1 muestra la evolución de la producción de bio-hidrógeno durante la etapa de 

aclimatación de la biomasa flocular. 

 

Figura 5.1. Desempeño del biorreactor durante la etapa de aclimatación del inóculo. A) 

Composición del biogás, B) rendimiento (YH2) y tasa  de producción (TPH) de hidrógeno. 

No se detectó metano durante todo el experimento debido a la supresión de las arqueas 

metanogénicas por el tratamiento térmico aplicado (Van Ginkel et al., 2001). A partir del día 30 

el contenido de hidrógeno en el biogás alcanzó el estado estacionario con una concentración 

media de 70% ± 2%. Este contenido de hidrógeno en el biogás se ha observado previamente 

(Kim et al, 2008; Won y Lau, 2011). La tasa de producción de bio-hidrógeno (TPH) tendió a 

aumentar a medida que la biomasa se aclimató. En el estado estacionario la TPH y el 

rendimiento (YH2) fueron de 17.2 ± 0.7 mL-H2 L
-1 h-1 y 2.1 ± 0.1 mol H2/mol glucosaagregada, 

respectivamente. 
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5.3.2 DESEMPEÑO DE LOS MICROORGANISMOS QUE SEDIMENTAN Y QUE NO 

SEDIMENTAN 

Durante las primeras horas de la prueba ambos tipos de microorganismos presentaron una 

producción de biogás similar. Sin embargo, después de 3 horas la producción de biogás 

obtenida con la biomasa no sedimentable (5.0 ± 0.2 mmol) fue significativamente mayor 

(ANOVA, α = 0.05) que la obtenida con la biomasa sedimentable (4.0 ± 0.2 mmol). Esto se 

atribuyó a que los microorganismos que crecen de manera dispersa presentan una limitación 

menor a la transferencia de masa, mientras que los microorganismos que crecen adheridos, 

están sujetos a una concentración de sustrato menor que la de la solución alimentada (Ng y 

Hermanowicz, 2005; Massé et al., 2006). No obstante, el contenido de hidrógeno en el biogás 

producido por la biomasa sedimentable fue significativamente mayor (42% ± 5%) que la 

concentración de hidrógeno en el biogás producido por la biomasa no sedimentable (17% ± 4%) 

el cual tuvo un alto contenido de CO2. 

La Tabla 5.1 presenta los parámetros cinéticos obtenidos a partir del ajuste del modelo de 

Gompertz a la producción de bio-hidrógeno observada por ambos tipos de microorganismos. En 

general, el modelo de Gompertz describió adecuadamente a la producción de bio-hidrógeno 

debido a que los coeficientes de correlación (r2) fueron superiores a 0.90 (Buitrón y Carvajal, 

2010). 

Tabla 5.1. Parámetros del modelo de Gompertz ajustado a la producción de hidrógeno por los 
microorganismos sedimentables y no sedimentables. 

Microorganismos r2 
Hmax 

(mLH2) 

Rmax 

(mLH2/h) 

TEPH max 

(mLH2 g-SSV-1 h-1) 

Ymax/H2 

(mol H2/mol 
glucosaagregada) 

Sedimentables 0.98 40 ± 2  52 ± 3 26 ± 2 1.32 ± 0.04 

No Sedimentables 0.95 17 ± 1 13 ± 1 7 ± 1 0.60 ± 0.01 

 

Los microorganismos que sedimentan mostraron una tasa de producción de hidrógeno 

máxima (Rmax) 4 veces mayor que la de los microorganismos que no sedimentan. Además, su 

tasa de producción específica (TPEHmax: 25 mL-H2 g-SSV-1 h-1) fue significativamente mayor 

que la de los microorganismos que no sedimentan (TPEHmax: 6 ml-H2 g-SSV-1 h-1). 
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Los resultados obtenidos en este estudio contrastan con los reportados por Arooj et al. 

(2007) quienes indicaron que los microorganismos que no sedimentaban, después de un tiempo 

de sedimentación de 3 h, tenían una capacidad específica de producción de hidrógeno mayor 

que los microorganismos que sedimentaban. El contraste con los resultados aquí obtenidos se 

puede atribuir a la forma en la cual se aclimató la biomasa y a que la relación entre el tiempo de 

reacción y el tiempo de sedimentación empleada fue mayor, la cual se ha reportado que puede 

aumentar la eficiencia de la producción de hidrógeno de la biomasa que sedimenta (Lin y Jo, 

2003). 

5.3.3 DISTRIBUCIÓN DE LOS METABOLITOS PRODUCIDOS 

Los metabolitos solubles producidos por ambos tipos de microorganismos siguieron una 

distribución similar (Figura 5.2). En el caso del reactor inoculado con biomasa sedimentable el 

ácido butírico representó el 41%, seguido del ácido acético (39%), ácido propiónico (10%) y 

etanol (10%). Esta distribución de los metabolitos solubles producidos indica que el 

metabolismo predominante fue el de la fermentación del tipo butirato-acetato (Kim et al., 2004; 

Mu et al., 2006), la cual se caracteriza por la producción de butirato, acetato, dióxido de carbono 

e hidrógeno (Ren et al., 2007). Es posible que algunos microorganismos del género Clostridium 

fueran las especies dominantes en el sistema inoculado con la biomasa sedimentable debido a 

que éstos microorganismos son los principales responsables de la fermentación del tipo 

butirato-acetato (Dinopoulou et al., 1988; Zajic et al., 1978) 

En el caso de la biomasa no sedimentable el principal metabolito producido fue el ácido 

butírico (38%), seguido del ácido acético (36%), ácido propiónico (16%) y etanol (10%). Debido 

a la distribución de los metabolitos solubles, la producción de hidrógeno estuvo asociada a la 

producción de ácido butírico. En este caso, se observa un incremento en la producción de ácido 

propiónico, respecto a lo obtenido en el sistema con la biomasa sedimentable. La fermentación 

del tipo propionato produce, principalmente, propionato, acetato y algo de valerato sin una 

producción significativa de gas (Ren et al., 2007). Estequiometricamente, la producción de ácido 

propiónico está relacionada con el consumo de dos moles de hidrógeno por cada 2 moles de 

ácido propiónico producido (ec. 5.1), por lo que su presencia en el sistema se relaciona con una 

disminución en la producción de bio-hidrógeno (De Amorim et al., 2012). 

    (5.1) 
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Figura 5.2. Distribución de los metabolitos solubles producidos por la biomasa sedimentable y 

no sedimentable. 

Es posible que la diferencia en la producción de hidrógeno con ambas biomasas se pueda 

encontrar en la distribución de los metabolitos solubles, ya que los microorganismos que llevan 

a cabo la fermentación del tipo butirato-acetato compiten por el sustrato con los 

microorganismos que llevan a cabo la fermentación del tipo propionato, la cual no produce 

hidrógeno (McCarty y Mosey, 1991). Esto a su vez se encuentra relacionado con el 

metabolismo de las especies microbianas presentes en las dos fracciones de biomasa, ya que 

la adsorción celular de los nutrientes, tales como los azúcares y los aminoácidos, en las 

comunidades de bacterias adheridas es significativamente mayor que en las bacterias de vida 

libre (Kirchman y Mitchell, 1982; Smith et al., 1995). 

La proliferación de los microorganismos de vida libre, tanto en los biorreactores anaerobios 

SBR para la producción de hidrógeno (Arooj et al., 2007) como en los sistemas aerobios (Ng y 

Hermanowicz, 2005; Massé et al., 2006), probablemente se debe a que las bacterias adheridas 

hidrolizan más materia orgánica de la que ocupan, lo que implica que una gran parte de la 

materia orgánica particulada sirve para proporcionarle a las bacterias de vida libre la materia 

orgánica y nutrientes disueltos que requieren, lo cual estimula el crecimiento de las bacterias de 

vida libre (Grossart y Simon, 1998). 
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5.3.4 ANÁLISIS DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS 

Los microorganismos sedimentables (Figura 5.3A) mostraron un color café claro, con un patrón 

de crecimiento de tipo flocular. La biomasa no sedimentable (Figura 5.3B) presentó un color 

blanco, con un patrón de crecimiento disperso. Ambos tipos de biomasa estuvieron formadas 

principalmente por microorganismos con forma de bacilos y cocos. 

 
Figura 5.3. Microorganismos observados a una amplificación de 10x. A) Biomasa sedimentable 

y B) biomasa no sedimentable. 
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B)
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Figura 5.4. Perfiles de la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) de la 

biomasa que A) no sedimenta y B) que sedimenta. 
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La Figura 5.4 muestra el perfil del análisis de electroforesis en gel con gradiente 

desnaturalizante de la biomasa sedimentable y no sedimentable. En total se observaron 12 

bandas. La biomasa no sedimentable presento 11 bandas mientras que la biomasa 

sedimentable presentó 10 bandas. Las principales diferencias entre ambas muestras (biomasa 

sedimentable y no sedimentable) fue la presencia del filotipo correspondiente a la banda 5 en la 

biomasa sedimentable y el filotipo correspondiente a la banda 8 en la biomasa no sedimentable, 

así como diferencias en la intensidad de las bandas 4 y 12. 

La evaluación de la similitud entre las bandas de DGGE de las dos fracciones de lodo se 

realizó mediante el índice de diversidad de Jaccard. Conforme este índice se acerca al valor de 

1.0 implica que las comunidades bacterianas analizadas son cada vez más similares. El valor 

obtenido mediante el análisis del índice de Jaccard (0.909) indica que las comunidades 

presentes en ambas fracciones de lodo tienen una diversidad similar. A pesar de esto, la 

diferencia en la abundancia relativa de algunos filotipos, observada a través de la intensidad de 

las bandas, entre ambas fracciones de lodo resultó en estructuras microbianas con diferentes 

metabolismos (Kirchman y Mitchell, 1982) y propiedades de agregación (Morgan-Sagustume et 

al., 2008). 

De acuerdo a lo reportado en la literatura, es probable que algunos microorganismos del 

género Clostridium estuvieran en ambos sistemas. La diferencia entre el metabolismo de las 

diferentes especies de Clostridium pudo haber sido una de las causas en la diferencia de 

producción de hidrógeno por ambas fracciones de biomasa. Se sabe que los principales 

subproductos producidos por las bacterias Clostridium son el butirato, el acetato, el propionato, 

el succinato, la acetona, el etanol, el butanol y el isopropanol (Madigan et al., 2009). Algunas 

especies de Clostridium tales como la C. butyricum, C. acetobutyricum y C. pasteurianum 

pueden producir hidrógeno y dióxido de carbono junto con la producción de butirato, acetato y 

etanol (Madigan et al., 2009). Por otra parte, la especie C. propionicum produce propionato, 

acetato y dióxido de carbono, mientras que  la C. aceticum puede sintetizar el acetato a partir 

del dióxido de carbono (Madigan et al., 2009). Sin embargo, debido a que la identificación de las 

afiliaciones de los diferentes filotipos encontrados no estuvo dentro del alcance de este estudio, 

no fue posible llevar a cabo dicha identificación. 
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5.3.5 BALANCE DE ELECTRONES-EQUIVALENTES 

La Tabla 5.2 presenta el balance de electrones-equivalentes para las diferentes biomasas 

estudiadas. Para la biomasa flocular, el balance de masas indicó que el 101% de la DQO, 

calculada como electrones-equivalentes, se midió en los experimentos realizados con la 

biomasa sedimentable, mientras que el 99% de los electrones-equivalentes se recuperaron en 

los ensayos realizados con la biomasa no sedimentable. 

Tabla 5.2. Balance electrones-equivalentes para las diferentes biomasas probadas. 

Biomasa 
DQO 

glucosa 
alimentadaa 

DQO 
del H2 

b 

DQO de los 
intermediarios 

totalesc 

Suma de la 
DQOd 

Electrones 
equivalentes 
no medidose 

Sedimentable 256 28 180 208 19% 

No sedimentable 256 13 188 201 22% 

Los valores en la tabla están expresados en mg-DQO excepto cuando se indican otras 

unidades 

a   Calculado como [mg-DQO L-1 de glucosa alimentada] x 0.15 L 

b  Calculado como [mol H2/mol glucosa] x mol de glucosa alimentada x [16 g-DQO/mol H2] x 

1000 mg/g 

c   Calculado como [suma de los mg-DQO L-1 de los AGV y el etanol] x 0.15 L  

d  Calculado como la suma en mg-DQO del H2 y los intermediarios totales de las columnas 

anteriores 

e  Calculado como [DQO de la glucosa alimentada – Suma de la DQO] / DQO de la glucosa 

alimentada x 100% 

 

Dado que la biomasa sedimentable presentó un buen desempeño para la producción de 

hidrógeno, es posible que su agrupamiento en forma de gránulos pueda favorecer la velocidad 

de producción de hidrógeno. Debido a esto, resulta necesario la evaluación del desempeño de 

la biomasa granular para la producción de hidrógeno. 
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5.3.6 BIOMASA GRANULAR 

El inóculo empleado no recibió tratamiento previo alguno, su densidad fue de 1.01 kg/L y 

presentaron un diámetro en el rango de 0.5 – 2.5 mm. Su geometría fue aproximadamente 

circular, con un color negro representativo de los gránulos anaerobios productores de metano. 

La producción de  biogás fue de 4.2 ± 0.1 mmol con un contenido de hidrógeno del 71% ± 

3%. Durante el experimento no se detectó la presencia de gas metano. Lo anterior se atribuyó a 

que el pH del medio descendió hasta un valor de 4.3 ± 0.1, el cual se mantuvo dentro del 

biorreactor, por lo que no se permitió la activación de las arqueas metanogénicas. 

El balance de electrones-equivalentes mostró que la recuperación de la DQO fue del 108%. 

La distribución de los metabolitos solubles producidos se muestra en la Figura 5.5. El principal 

metabolito producido fue el ácido butírico seguido del ácido acético y el etanol. La baja 

producción de ácido propiónico se atribuyó a la sensibilidad de los microorganismos 

productores de ácido propiónico al bajo pH en el sistema (Wang et al., 2006a). 

 
Figura 5.5. Distribución de metabolitos solubles producidos por el lodo granular. 

Los parámetros cinéticos obtenidos a partir del ajuste del modelo de Gompertz a la 

producción de bio-hidrógeno se resumen en la Tabla 5.3. El lodo granular mostró una 

producción potencial de hidrógeno (Hmax = 66 ± 0.02 mLH2) 1.7 veces mayor al obtenido con la 

biomasa sedimentable. La tasa máxima de producción de bio-hidrógeno (Rmax = 111 ± 1 mLH2/h) 
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del lodo granular fue 1.2 veces más grande que el de la biomasa sedimentable. Aunque la 

biomasa sedimentable tuvo un rendimiento (1.32 ± 0.04 mol H2/mol glucosaagregada) mayor que el 

obtenido con el lodo granular (1.11 ± 0.01 mol H2/mol glucosaagregada), la TEPH (28 ± 0.28 mLH2 

g-SSV-1 h-1) del lodo granular fue 12% mayor que la obtenida con la biomasa sedimentable. 

Debió a esto, se considera más adecuado el uso de lodo anaerobio granular, como fuente de 

inóculo, para el resto de los experimentos. 

La diferencia en la producción de hidrógeno obtenida para los diferentes tipos de biomasa 

estudiadas (biomasa sedimentable, biomasa no sedimentable y lodo granular) se puede deber 

al tipo de microorganismos establecidos en los diferentes sistemas. Dado que en el caso del 

lodo granular no se le trato térmicamente antes de su uso, la diversidad biológica y el 

metabolismo establecido en el reactor pudieron haber favorecido la producción de hidrógeno. 

Esto se debe a que el tratamiento térmico del inóculo resulta en una fuerte e inmediata 

disminución de la diversidad bacteriana del lodo granular debido a la supresión tanto de los 

microorganismos consumidores de hidrógeno (i. e. arqueas metanogénicas) como de otras 

bacterias que no son capaces de esporular, alterando, de esta forma, la estructura de la 

comunidad microbiana y la morfología del gránulo (Abreu et al., 2011). 

La operación exitosa de cualquier biorreactor productor de hidrógeno depende fuertemente 

del desempeño de los microorganismos presentes en el sistema (Hung et al., 2011). La mayoría 

de los estudios han empleado lodo anaerobio previamente tratado para producir hidrógeno. Sin 

embargo, no resulta claro si el tratamiento de la biota natural del inóculo es la forma más 

eficiente para obtener un inóculo productor de hidrógeno debido a la alteración que sufre la 

estructura microbiana durante los procesos de tratamiento. 

Es posible que el buen desempeño del lodo granular para la producción de hidrógeno se 

haya debido a que no se modificó la estructura original de la comunidad bacteriana mediante el 

uso de algún tratamiento previo, por lo que se mantuvo no sólo a los microorganismos 

principalmente señalados como responsables de la producción de hidrógeno en la literatura 

(Clostridium), sino que también se mantuvo a los microorganismos que de alguna manera 

intervienen en el proceso, ya sea mediante la hidrólisis del sustrato o, incluso, consumiendo el 

oxígeno que pudiera haber estado dentro del sistema. Así, la diversidad microbiológica presente 

en el sistema, bajos las condiciones de operación prevalecientes, propició el desarrollo de un 
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metabolismo tal que favoreció la producción de hidrógeno, lo cual posiblemente no sucedió en 

el caso del lodo con tratamiento térmico, puesto que el buen desempeño de la biomasa también 

depende de la interacción que se llegue a dar entre los diversos microorganismos presentes en 

el sistema. 

La mayoría de los estudios relacionados con la producción de hidrógeno se han enfocado 

en los microorganismos productores de hidrógeno predominantes, i. e. Clostridium y 

Enterobacter. Sin embargo, no se ha definido si la interacción de toda la comunidad microbiana 

presente en el inóculo puede tener efectos positivos o negativos sobre la producción neta de 

hidrógeno. Además de la presencia de Clostridium y Enterobacter, diversos estudios han 

reportado la presencia de Selenomonas sp., Acetanaerobacterium elongatum, Ethanoligenens 

harbinense, Megasphaera cerevisiae, a los cuales se les ha relacionado con la producción de 

hidrógeno. Por otra parte, también se ha reportado la presencia de microorganismos tales como 

Enterobacter aerogenes, Klebsiella sp., Klebsiella oxytoca, Pseudomonas sp., Burkholderia 

cepacia, a las cuales se les ha atribuido la función de mantener la condición de anaerobiosis 

estricta, lo cual favorece a la producción de hidrógeno. Por lo tanto, la diversidad en la 

comunidad microbiana establecida en el reactor productor de hidrógeno tiene un papel 

importante debido a que su interacción puede favorecer a la producción de hidrógeno. (Hung et 

al., 2011) 

5.4 CONCLUSIONES PARCIALES 

Se evaluó la capacidad específica de producción de hidrógeno de los microorganismos que 

sedimentan (biomasa sedimentable) y de los microorganismos que no sedimentan (biomasa no 

sedimentable) mediante pruebas bioquímicas de producción de hidrógeno y se encontró que la 

biomasa que sedimentó tuvo una capacidad específica de producción de hidrógeno mayor que 

la de la biomasa que no sedimentó. Este resultado dio pie para la evaluación del desempeño 

del lodo granular y se obtuvo que éste presentó una velocidad de producción específica de 

hidrógeno mayor que la obtenida con la biomasa sedimentable. Por lo tanto, resulta más 

adecuado el uso de lodo granular sin tratamiento previo como fuente de inóculo para el proceso 

productor de hidrógeno. 
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6.1 INTRODUCCIÓN 

El enriquecimiento de bacterias productoras de hidrógeno es un paso crítico en el proceso de 

arranque del biorreactor. Uno de los principales inconvenientes en el uso de cultivos 

bacterianos mixtos es la presencia de microorganismos consumidores de hidrógeno y 

subsecuente producción de metano (Wang y Wan, 2009). 

En relación con el desarrollo de microorganismos metanogénicos el tipo de empaque del 

biorreactor ha demostrado que tiene un papel importante. Se ha reportado que el uso de carbón 

activado favorece su colonización por microorganismos productores de metano (Schmidt y 

Ahring, 1999), contrariamente a lo que se ha observado con el uso de cubos cerámicos (Bertin 

et al., 2010).  

En particular, la porosidad del material de empaque adoptado afecta a la especiación de los 

microorganismos dentro del biorreactor, ya que muy probablemente afecta a la formación de 

capas. Sin embargo, se ha reportado que la presencia o ausencia del material de empaque por 

sí mismo (biomasa inmovilizada en comparación con la biomasa en suspensión), en los 

procesos operados con los mismos parámetros físicos y la misma agua residual, han mostrado 

favorecer el desarrollo de bacterias consumidoras de hidrógeno. Se ha observado que cuando 

se permite el desarrollo de una biopelícula sobre un soporte, la actividad de las bacterias 

consumidoras de hidrógeno es más importante en comparación con lo observado en cultivos 

suspendidos (Scoma et al., 2011). 

Se han desarrollado varios métodos de tratamiento para inactivar a los microorganismos 

consumidores de hidrógeno. Los tratamientos más comunes utilizan choque térmico (Wang y 

Wan, 2009), substancias químicas (Ye et al., 1999) o ácidos/bases fuertes (Cheong y Hansen, 

2006). Algunos de ellos se basan en la premisa de que las bacterias productoras de hidrógeno 

(principalmente las del género Clostridium) pueden esporular en ambientes adversos y se 

reactivan cuando se les proporcionan las condiciones adecuadas (Mohan, 2008; Wang et al., 

2011). En el caso de los tratamientos químicos (como el uso de iodopropano y sal ácida de 2-

bromoetanosulfonato) hay una inhibición de la metil-coenzima M reductasa, componente clave 

para la metanogénesis (Ye et al., 1999; Mohan et al., 2008). 
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Estos métodos se pueden utilizar a escala de laboratorio, pero pueden ser limitativos y 

poco prácticos para su uso a gran escala (Shizas y Bagley, 2005). Incluso, se ha reportado que 

el uso de algunos de estos tratamientos afecta a la estructura y la microbiología del lodo 

granular (Abreu et al, 2011). Por lo tanto, resulta necesaria la obtención de un inóculo productor 

de hidrógeno por un método más práctico. 

Una forma de lograrlo consiste en lavar a los microorganismos consumidores de hidrógeno 

(e. g., los microorganismos productores de ácido propiónico y metano) mediante el uso de TRH 

cortos (Ueno et al., 1996; Zhang et al., 2006b) y pH bajos (Wang et al., 2006a; Zhou y Ren, 

2007) como un método de selección microbiana, permitiendo que ciertos microorganismos 

permanezcan dentro del biorreactor. 

Se ha reportado el uso de lodo anaerobio granular sin tratamiento para la producción de 

hidrógeno. Shizas y Bagley (2005) encontraron que la operación de un biorreactor a pH bajo 

(5.5) y tiempo de retención de sólidos de 10 h no fue suficiente para suprimir la actividad de los 

microorganismos metanogénicos en el inóculo empleado por más de una semana. Después de 

24 días la producción de bio-hidrógeno disminuyó y el contenido de metano en el biogás fue de 

20% - 30%. 

 Sin embargo, se ha reportado que los microorganismos metanogénicos, los cuales tienen 

tasas de crecimiento menores que las bacterias productoras de hidrógeno, se pueden controlar 

cuando se usan TRH cortos (Jung et al., 2011; Yang et al., 1997). Es posible aplicar altas 

cargas hidráulicas cuando se emplean gránulos anaerobios para producir hidrógeno (Lee et al., 

2004). Los gránulos resisten el lavado del biorreactor debido a su gran tamaño de partícula 

(Seghezzo et al., 1998; Pol et al., 2004). Aunque los gránulos anaerobios se forman 

principalmente en biorreactores UASB también se pueden formar en biorreactores SBR (Ong et 

al., 2002). 

Aunque los gránulos anaerobios se han empleado principalmente en los procesos 

metanogénicos, también se han utilizado para la producción de hidrógeno (Lee et al., 2004), 

pero una limitación importante es la longitud de tiempo requerido para su obtención. Mu y Yu 

(2006b) obtuvieron gránulos estables (con diámetros de 1.0 a 3.5 mm) a partir de lodos en 

suspensión después de 230 días de operación. Chang y Lin (2004) utilizaron lodo con 

tratamiento térmico para formar gránulos productores de hidrógeno. Estos investigadores 
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observaron que la biomasa comenzaba a granular después de 120 días de operación, 

alcanzando un diámetro máximo de 0.43 mm después de 173 días de operación. 

En otro estudio, Fang et al. (2002b) obtuvieron gránulos visibles después de 15 días de 

operación, los cuales crecieron rápidamente después de 60 días, alcanzando diámetros en el 

intervalo de 1.3 a 1.9 mm. También se ha estudiado el enriquecimiento de las bacterias 

productoras de hidrógeno a partir de gránulos anaerobios utilizando temperaturas hiper-

termófilicas (Kotsopoulus et al., 2006) o con la ayuda de cloroformo (Hu y Chen, 2008), como 

métodos de tratamiento. Sin embargo, la actividad metanogénica no se suprimió por completo. 

El objetivo de este capítulo fue evaluar una metodología para la adaptación de los gránulos 

anaerobios que permita suprimir su actividad metanogénica y favorezca la producción de 

hidrógeno. Además, se observó la estabilidad del sistema productor de bio-hidrógeno después 

de la adaptación de los gránulos anaerobios. 

6.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales y métodos empleados en esta parte de la experimentación son los descritos en 

el Capítulo 3. 

Los gránulos anaerobios se tamizaron a través de una malla para lograr un diámetro 

promedio de 2.0 ± 0.2 mm. El inóculo presentó una densidad de 1.012 kg/L con una velocidad 

de sedimentación de 2.2 ± 0.4 cm/s. El experimento se realizó en dos etapas: una etapa de 

exploración, llevada a cabo en modo discontinuo y en modo continuo, y una etapa de 

evaluación de la estabilidad de la producción continua de hidrógeno. 

En la etapa de exploración realizada en modo discontinuo, se utilizó un biorreactor 

discontinuo secuencial con un volumen de trabajo de 1.0 L operado bajo tres TRH (24, 12, y 6 

h), comenzando por el TRH de 24 h, y un pH de 5.5 ± 0.1. A partir de los resultados obtenidos 

bajo esta condición, se empleó un biorreactor UASB con un volumen nominal de 3.0 L y un 

volumen de trabajo de 2.0 L operado en modo continuo bajo condiciones más críticas (TRH de 

5.5 h y pH 4.5 ± 0.1). El biorreactor se inoculó con lodo nuevo sin tratamiento ni aclimatación 

previa. 
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Dado que se suprimió la actividad metanogénica bajo la condición de operación en 

continuo, el biorreactor se operó durante otros 49 días para evaluar la estabilidad de la 

producción de hidrógeno. 

6.3 RESULTADOS 

6.3.1 PRUEBAS PRELIMINARES 

6.3.1.1 DESEMPEÑO DEL BIORREACTOR 

En las dos metodologías desarrolladas, los gránulos inoculados tuvieron un diámetro promedio 

de 2.0 ± 0.2 mm, con un color negro y una consistencia firme. En la metodología de adaptación 

en discontinuo se evaluaron tres TRH. Los mayores cambios se observaron para el TRH de 6 h. 

Para esta condición, se observó que el diámetro de los gránulos se redujo de 2.0 ± 0.2 mm a 

1.6 ± 0.3 mm. Los gránulos microbianos presentaron un color predominantemente café con 

algunos gránulos de color negro. 

La Figura 6.1 muestra la evolución de los gránulos anaerobios durante la operación 

discontinua teñidos con los marcadores fluorescentes. Las células se distribuyeron a lo largo del 

gránulo formando capas. A medida que el TRH se redujo de 24 h a 6 h, la distribución de las 

células fue más uniforme (Figura 6.1A, 6.1B, y 6.1C). A un TRH de 24 h los β-polisacáridos se 

distribuyeron principalmente en el centro del gránulo (Figura 6.1D), pero su distribución fue más 

homogénea a lo largo de la estructura de gránulo conforme se redujo el TRH (Figura 6.1E y 

6.1F). 

La composición del biogás obtenido durante la adaptación discontinua de los gránulos 

anaerobios se muestra en la Figura 6.2A. En general, el contenido de metano en el biogás 

disminuyó a medida que el TRH se redujo, mientras que el rendimiento de la producción de 

hidrógeno (YH2) se incrementó. El contenido promedio de metano en el biogás fue de 32% ± 

25%, 18% ± 7% y 13% ± 2% para los TRH de 24, 12 y 6 h, respectivamente. El YH2 para los 

TRH de 24, 12 y 6 h fue de 0.4 mol H2/mol glucosa, 0.8 mol H2/mol glucosa y 1.4 mol H2/mol 

glucosa. 
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Figura 6.1. Gránulos teñidos obtenidos a diferentes TRH. Células teñidas a un TRH de: A) 24 h, 

B) 12 h y C) 6 h-TRH. β-polisacáridos teñidos a un TRH de: D) 24 h, E) 12 h y F) 6 h. 
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Figura 6.2. Evolución del biogás producido durante la adaptación A) discontinua y B) continua 

de los gránulos anaerobios. 

Aunque el contenido de metano en el biogás disminuyó, conforme se redujo el TRH, no se 

suprimió la actividad metanogénica del inóculo y su concentración en el biogás se mantuvo 

relativamente estable. Esto se puede deber a la protección que les proporcionó la estructura 

granular, la cual permitió que las arqueas metanogénicas continuaran activas (Taconi et al., 

2007, 2008; Zhou y Ren, 2007) bajo las condiciones de operación en las que la variación del 

sustrato creó un ambiente más favorable para su permanencia. 
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Como el objetivo era suprimir la actividad metanogénica del inóculo, se decidió evaluar una 

metodología de adaptación en continuo. El biorreactor se inoculó con gránulos nuevos sin 

tratamiento ni adaptación previa. En este caso, se adoptaron condiciones de operación más 

estrictas: TRH de 5.5 h y pH de 4.5. La reducción del pH obedece a que se ha reportado que a 

un pH de 4.5 las tasas metabólicas de los microorganismos metanogénicos disminuyen, bajo la 

existencia de microambientes, con la consecuente reducción en la producción de metano (Zhou 

y Ren, 2007). 

La composición de biogás durante la adaptación continua de los gránulos anaerobios se 

muestra en la Figura 6.2B. Los resultados indicaron que la concentración máxima de metano 

(68%) en el biogás se presentó en el primer día de operación y su concentración disminuyó 

gradualmente. A partir del día 14 no se detectó la producción de metano en el biogás. Este 

resultado indicó que se había suprimido la actividad metanogénica de los gránulos anaerobios. 

Por lo tanto, se decidió continuar con la aplicación de esta estrategia para evaluar la estabilidad 

del biorreactor. A partir del día 15 el contenido de hidrógeno en el biogás aumentó y el 

rendimiento de la producción de hidrógeno fue de 1.8 mol H2/mol glucosa. 

6.3.1.2 DISTRIBUCIÓN DE LOS METABOLITOS PRODUCIDOS 

Independientemente del método de adaptación empleado no se detectó la producción de 

acetona. El balance de electrones-equivalentes se realizó para evaluar la recuperación de DQO 

considerando los productos líquidos y gaseosos cuantificados. En este caso, el balance de 

electrones indicó que del 67% al 87% de la DQO de la glucosa alimentada se recuperó en la 

adaptación en discontinuo y del 3% al 12% de los electrones-equivalentes se emplearon en la 

producción de hidrógeno. En la adaptación en continuo, el 71% de la DQO de la glucosa 

alimentada se recuperó y 16% de los electrones se usaron para producir hidrógeno. 

Es posible que los electrones restantes estuvieran presentes en el efluente junto con otros 

productos intermedios y exopolímeros que no fueron cuantificados. Durante la adaptación en 

discontinuo casi toda la glucosa se consumió a un TRH de 24 h, mientras que en el TRH de 12 

y 6 h, el consumo promedio de glucosa fue del 99% y 98.7%, respectivamente. Para el caso de 

la adaptación en continuo, el consumo promedio de glucosa fue del 97.6%. 

La Tabla 6.1 muestra la distribución de los metabolitos solubles durante la adaptación de 

los gránulos anaerobios en discontinuo y en continuo. La producción de ácido propiónico 
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disminuyó conforme el TRH se redujo de 24 a 6 h. Esto se atribuyó a la sensibilidad de las 

bacterias productoras de propionato a las cargas orgánicas asociadas a los TRH cortos 

empleados (Zhang et al., 2006b). La presencia de ácido propiónico está asociada con el 

consumo de hidrógeno (De Amorim et al., 2012), que en este caso, se explica por la presencia 

de microorganismos metanogénicos en el inóculo. Cuando el TRH se redujo de 12 a 6 h, se 

observó un cambio en la ruta metabólica hacia la producción de ácido acético y ácido butírico, 

siendo éste último el que predominó durante la operación del reactor a un TRH de 6 h. 

A un TRH de 6 h, se incrementó el rendimiento de la producción de hidrógeno pero también 

se observó una disminución de la producción de ácido acético respecto a la cantidad de ácido 

butírico. Dado a que los gránulos metanogénicos no se trató previamente a su empleo, es 

posible que hayan existido tanto bacterias productoras de hidrógeno como microorganismos 

consumidores de hidrógeno (e. g. arqueas metanogénicas, bacterias acetógenas). Por lo 

anterior, el incremento del rendimiento se atribuyó a la reducción de la actividad metanogénica 

del inóculo, mientras que la disminución de la producción de ácido acético posiblemente se 

debió a la disminución de la actividad acetogénica del inóculo. 

Tabla 6.1. Distribución de los metabolitos solubles durante la etapa exploratoria. 

TRH 

(h) 

Etanol 

(mg-DQO/L) 

Ácido 

acético 

(mg-DQO/L) 

Ácido 

propiónico 

(mg-DQO/L) 

Ácido 

butírico 

(mg-DQO/L) 

Ácido 

valérico 

(mg-DQO/L) 

24 174 ± 6 385 ± 19 726 ± 8 380 ± 7 129 ± 6 

12 141 ± 12 53 ± 16 69 ± 41 85 ± 51 77 ± 16 

6 34 ± 22 49 ± 5 15 ± 4 74 ± 15 44 ± 53 

Adaptación 

continua 

5.5 

46 ± 40 215 ± 155 178 ± 145 198 ± 97 ND 

Valores en la tabla: valor promedio ± desviación estándar. 

ND =  No Detectado. 

 

Para el caso de la adaptación en continuo, los principales metabolitos solubles producidos 

fueron los ácidos acético y butírico. En el caso de la producción de etanol, su concentración fue 

inferior a los otros metabolitos solubles. La producción de ácido propiónico se atribuyó a la 
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presencia de microrganismos consumidores de hidrógeno. Sin embargo, conforme se fue 

adaptando a los gránulos anaerobios para producir hidrógeno, la concentración de ácido 

propiónico se redujo, probablemente, por la sensibilidad de los microorganismos productores de 

ácido propiónico a las cargas orgánicas asociadas al TRH (Zhang et al., 2006b) y al bajo pH 

(Wang et al., 2006) aplicados. 

Los resultados obtenidos durante la adaptación discontinua indican que la producción de 

hidrógeno estuvo asociada con la producción de ácido butírico (Mu y Yu, 2006) mientras que la 

producción de hidrógeno en la adaptación en continuo estuvo relacionada con la producción de 

ácido acético. Esta diferencia se puede deber a las diferentes condiciones de operación 

aplicadas en ambas estrategias de adaptación. 

6.3.2 OPERACIÓN EN CONTINUO 

6.3.2.1 MORFOLOGÍA DE LOS GRÁNULOS 

Al comienzo de la adaptación, los gránulos inoculados tenían un diámetro promedio de 2.0 ± 0.2 

mm, con un color negro y de consistencia firme (Figura 6.3A). La Figura 6.3B y 6.3C muestran 

la imagen de los gránulos anaerobios teñidos con los marcadores fluorescentes. Las bacterias 

se distribuyeron a lo largo del gránulo formando capas (Figura 6.3B), mientras que los β-

polisacáridos, los cuales tiene un papel importante en la adhesión de célula a célula así como  

en la formación de los gránulos (Fletcher y Floodgate, 1973; Schmidt y Ahring, 1994), se 

distribuyeron principalmente a lo largo de la capa exterior y en el núcleo central del gránulo 

(Figura 6.3C). 

Esta distribución de los β-polisacáridos (De Beer et al., 1996) y de las células (Fang et al., 

1994) es común en los gránulos anaerobios. La capa externa de los gránulos está formada por 

microorganismos con formas de cocos, bacilos, microorganismos filamentosos y 

microorganismos similares a los Methanococcales (McLeod et al., 1990). La zona central está 

formada por diferentes bacterias similares a las del género Clostridium y a los microorganismos 

consumidores de hidrógeno, mientras que el núcleo está formado por microorganismos 

similares a la Methanothrix (McLeod et al., 1990; Fang et al., 1994). 

Después de 66 días de operación continua, los gránulos mostraron un color café claro con 

una estructura porosa (McLeod et al., 1990) y un diámetro promedio de 1.4 ± 0.5 mm (Figura 

6.3D). Fang et al. (2002a, 2002b) sugirieron que las variaciones de color se deben a la actividad 
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sulfidogénica del inóculo. A un pH mayor a 6.0, el sulfato se reduce a sulfuro por las bacterias 

sulfato reductoras que reaccionan con los metales para formar precipitados de color negro. A un 

pH menor a 5.5, la actividad sulfato reductora se suprime, y por lo tanto, el color oscuro 

desaparece (Fang et al., 2002a, 2002b). 

Es posible que los microorganismos tales como la Clostridium pasteurianum, Clostridium 

acetobutyricum, Clostridium celerecrescens y Sporolactobacillus racemicus del grupo de los 

Bacillus/Staphylococus estuvieran presentes en el sistema debido a que su presencia se ha 

reportado en los sistemas con gránulos productores de hidrógeno.  

 
Figura 6.3. Gránulos teñidos. Inóculo: A) gránulos anaerobios inoculados, B) células y C) β-

polisacáridos. Gránulos productores de hidrógeno: D) gránulos anaerobios adaptados para 

producir hidrógeno, E) células y F) β-polisacáridos. 

La Figura 6.3E y 6.3F muestran los gránulos teñidos después de 50 días de operación 

continua. Las células se distribuyeron a lo largo del gránulo sin formar capas y los β-

polisacáridos se distribuyeron homogéneamente a lo largo del gránulo. Esto puede explicarse 

considerando que la integridad de la estructura de los gránulos productores de hidrógeno puede 

ser más dependiente de la distribución de los polisacáridos como se ha sugerido por otros 

investigadores (McLeod et al., 1990; Fang et al., 2002b). Respecto a la comunidad 

microbiológica, es probable que los microorganismos consumidores de hidrógeno, en estado de 

latencia, hayan quedado confinados en una parte muy pequeña del núcleo del gránulo. Debido 

B) C)

E) F)

A)

D)

2.0 mm

1.0 mm



 
Capítulo 6. Supresión de la Actividad Metanogénica sobre Lodo Granular 

Anaerobio para la Generación de Inóculo Productor de Hidrógeno 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
117 

 

 

a la sensibilidad de las bacterias productoras de hidrógeno a la presencia de oxígeno, Es 

probable que tanto los microorganismos anaerobios facultativos como las bacterias productoras 

de hidrógeno se distribuyeron de manera uniforme a lo largo del gránulo, debido a la presencia 

de múltiples cavidades en el interior del gránulo (Fang et al., 2002b; Zhang et al., 2008), las 

cuales facilitan el flujo del sustrato y de los nutrientes hacia el interior del gránulo. 

6.3.2.2 ESTABILIDAD DEL BIORREACTOR 

Después del período de adaptación de los gránulos anaerobios (del día 1 al 17), el biorreactor 

se operó durante otros 49 días para evaluar la estabilidad de la producción de hidrógeno y la 

supresión efectiva de los microorganismos metanogénicos. Desde el día 18 hasta el 66, el 

contenido de hidrógeno en el biogás aumentó y varió del 66% al 77%. Este rango de valores de 

bio-hidrógeno es similar a los reportados para los inóculos tratados térmicamente (Kim et al., 

2008; Won y Lau, 2011; Azbar et al., 2009). La evolución de la producción de bio-hidrógeno se 

muestra en la Figura 6.4. 

Se observó que bajo las condiciones de operación aplicadas se suprimió la actividad 

metanogénica del inóculo. La composición del biogás y la producción de hidrógeno se 

mantuvieron estables. La TPH y el YH2 fueron de 72 ± 5 mL-H2 L
-1 h-1 y 2.6 ± 0.2 mol H2/mol 

glucosa, respectivamente. Es posible que la combinación de los parámetros de operación 

adoptados junto con la estructura porosa de los gránulos, la cual es adecuada para la 

transferencia de masa de los nutrientes y el biogás producido (Hu y Chen, 2008), dio lugar a 

una biomasa más activa. 

El rendimiento que se obtuvo en este estudio es comparable a los obtenidos cuando se 

utilizaron otros métodos de tratamiento del inóculo. Kotsopoulos et al. (2006) utilizando gránulos 

anaerobios, a temperaturas hiper-termofílicas con la ayuda de 2-bromoetanosulfonato de sodio, 

obtuvieron un YH2 en el rango de 1.14 a 1.87 mol H2/mol hexosa sin llegar a suprimir la actividad 

metanogénica. Hu y Chen (2008), utilizando gránulos tratados con cloroformo, obtuvieron un 

YH2 de 1.34 mol H2/mol glucosa. Mu y Yu (2006) formaron gránulos productores de hidrógeno y 

obtuvieron un YH2 de 2.88 ± 0.2 mol H2/mol sacarosa, mientras que Fang et al. (2002b) 

obtuvieron un YH2 de 2.2 mol H2/mol sacarosa. 
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Figura 6.4. Evolución del biogás producido. 

Estudios previos han mostrado que la supresión completa de los microorganismos 

metanogénicos es difícil de lograr con sustratos ricos en azúcares. Por ejemplo, la producción 

de bio-hidrógeno a partir de residuos del molido del olivo, utilizando biomasa inmovilizada, 

generó inevitablemente la producción de bio-metano (Scoma et al., 2013). Este también es el 

caso de las vinazas de tequila (Buitrón y Carvajal, 2010), del hollejo del tomate (Sarada y 

Joseph, 1996), los residuos de la papa (Kryvoruchko et al., 2009) y se puede evitar 
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eventualmente sólo con sustratos ampliamente conocidos por ser recalcitrantes para la 

producción de bio-metano, tales como el suero del queso (Dinuccio et al., 2010). 

Se ha dedicado un esfuerzo considerable para el acondicionamiento de la biomasa 

anaerobia para la producción de hidrógeno aplicando tratamiento térmico (Abreu et al., 2011; 

Zhou y Ren, 2007) o sustancias químicas (Ye et al., 1999). Sin embargo, desde un punto de 

vista práctico estos pre-tratamientos son difíciles de implementar. Por otro lado, también se ha 

estudiado la formación de gránulos productores de hidrógeno, pero se requieren largos 

periodos de tiempo para su obtención (Lee et al., 2004; Mu y Yu, 2006). 

En este trabajo, se presenta una metodología más práctica para la adaptación de los 

gránulos anaerobios. Esta metodología evita los inconvenientes asociados con el uso de 

tratamientos térmicos o químicos del inóculo para la producción de hidrógeno haciéndolo 

adecuado para su aplicación práctica. Se demostró que la actividad metanogénica de los 

gránulos anaerobios se suprimió completamente, cuando la presión de selección se realiza 

mediante la operación continua del biorreactor con un TRH corto y un pH bajo. Incluso, se 

observó que la producción de bio-hidrógeno se mantuvo estable bajo las condiciones de 

operación empleadas. 

6.3.2.3 DISTRIBUCIÓN DE LOS METABOLITOS SOLUBLES 

La distribución de los metabolitos solubles durante la adaptación continua del inóculo (del día 

18 al 66) se muestra en la Figura 6.5. 

 
Figura 6.5. Distribución de los metabolitos solubles. 
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El ácido butírico fue el principal metabolito soluble producido seguido por el ácido acético. 

Durante la adaptación continua de los gránulos anaerobios se observó un cambio en la ruta 

metabólica, la cual paso de una fermentación tipo ácido acético a una del tipo ácido butírico. 

Esto sugiere que la producción de hidrógeno se asoció con la producción de ácido butírico (Mu 

et al., 2006a). Por lo tanto, es posible que las condiciones operacionales favorecieran el 

desarrollo de microorganismos tales como la Clostridium (Oren, 2010; Jungermann et al, 1973) 

ya que éstos pueden producir ácido butírico como producto primario de la fermentación de la 

glucosa junto con el ácido acético, hidrógeno y dióxido de carbono. 

6.3.3 ANÁLISIS DE LA COMUNIDAD MICROBIANA 

El análisis de la comunidad microbiana reveló diferencias en el tipo de microorganismos 

presentes entre los dos sistemas a pesar de que se empleó el mismo tipo de inóculo (Figura 6.6 

y Tabla 6.2), lo cual se puede deber a las diferencias en la presión de selección empleadas en 

cada uno de los biorreactores. 

En ambos sistemas se encontró la presencia de microorganismos del género Clostridium (i. 

e. Clostridiales sp. en el sistema operado de manera discontinua y Clostridium difficile en el 

sistema operado de manera continua), los cuales son los principales responsables de la 

producción de hidrógeno (Reith et al., 2003; Wang et al., 2011). Los microorganismos 

dominantes del sistema operado de manera continua pertenecen al género Escherichia 

mientras que los microorganismos dominantes en el sistema operado de manera discontinua 

pertenecen al orden filogenético de los Clostridiales. La presencia de Clostridium difficile, 

Clostridiales sp. y Escherichia coli se ha reportado en los sistemas productores de hidrógeno 

(Jame et al., 2011; Das y Veziroglu, 2001). 

La presencia de los microorganismos no productores de hidrógeno se debe a que ya 

estaban presentes en el inóculo y, que debido a la operación, encontraron condiciones 

adecuadas para su permanencia en el sistema. Sin embargo, debido al origen del inóculo y a 

que no se esterilizó el sustrato resulta poco factible que no sólo se hubiera detectado la 

presencia de microorganismos productores de hidrógeno, aún más, es probable que su 

presencia en el sistema haya contribuido a generar las condiciones necesarias (e. g. 

anaerobiosis estricta debido al consumo de oxígeno en el sistema) para permitir la producción 

de hidrógeno. 
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Figura 6.6. Perfiles de la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) de 

los gránulos durante su adaptación para la producción de hidrógeno. 
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Tabla 6.2. Identificación de las bandas obtenidas en el análisis de la comunidad microbiana. 

No. de Banda 
del DGGE 

Afiliación % Similitud 
Número de acceso 

GenBank 

Biorreactor operado de manera discontinua 

1 Ralstonia solanacearum 88 NC_017575.1 

2 Desulfobacca acetoxidans 99 NC_015388.1 

3 Burkholderia sp.  97 NC_014539.1 

4 Clostridiales sp. 99 FP 929062.1 

5 Desulfobulbus propionicus 92 NC_014972.1 

Biorreactor operado de manera continua 

1 Acetobacter pasteurianus  95 NC_017150.1 

2 Ralstonia solanacearum 86 NC_017575.1 

3 Clostridium difficile 91 NC_017179.1 

4 Propionibacterium acidipropionici  96 NC_019395.1 

5 Escherichia coli  97 NC_011993.1 

6 Streptomyces davawensis 88 HE971709.1 

 

En el caso de la adaptación del inóculo mediante la operación discontinua del reactor, se 

encontró la presencia de las bacterias Desulfobacca acetoxidans, Desulfobulbus propionicus y 

Burkholderia las cuales son Protobacterias no productoras de hidrógeno (Madigan et al., 2009). 

La bacteria Desulfobacca acetoxidans crece a un pH en el rango de 7.5 a 7.7 y utiliza al acetato 

como el único donador de electrones y fuente de carbono y lo oxida a dióxido de carbono 

(Garrity, 2005). La bacteria Desulfobulbus propionicus es una bacteria Gram-negativa que no 

forma esporas y crece a un pH entre 6.0 y 8.6 con un pH óptimo para su crecimiento entre 7.1 y 

7.5 (Widdel y Pfennig, 1982). Esta bacteria utiliza al propionato como donador de electrones y 

produce acetato y dióxido de carbono (Madigan et al., 2009). Aunque las bacterias D. 

acetoxidans y D. propionicus estuvieron presentes en toda la etapa de adaptación, su presencia 

tendió a disminuir, tal como se puede apreciar en la reducción de la intensidad de las bandas 

correspondientes. Lo cual se pudo deber a las condiciones ácidas predominantes en el reactor. 
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La bacteria Ralstonia solanacearum (anteriormente llamada Pseudomonas solanacearum), 

la cual es un microorganismos oxidante del hidrógeno que pertenece al grupo filogenético 

Betaproteobacteria (Madigan et al., 2009), se encontró tanto en el sistema operado de manera 

discontinua como en el operado de manera continua. Esta bacteria contiene una o más enzimas 

hidrogenasas que funcionan uniendo el hidrógeno (H2) y lo utilizan para producir ATP o bien, 

por su pode reductivo, para el crecimiento autotrófico (Madigan et al., 2009). Aunque se 

encontró presente en ambos reactores, su presencia fue disminuyendo debido a que estos 

microorganismos crecen a pH neutro (Madigan et al., 2009). 

La bacteria Propionibacterium acidipropionici, que se encontró en el sistema operado de 

manera continua, es una bacteria del ácido propiónico que fermenta el ácido láctico, los 

carbohidratos y los polyhidoxil alcoholes y produce ácido propiónico, ácido acético y dióxido de 

carbono (Madigan et al., 2009). La bacteria Streptomyces davawensis, es una actinobacteria 

filamentosa Gram-positiva, que produce antibiótico y crece en medios alcalinos (Madigan et al., 

2009), por lo que, al emplear un pH ácido en el sistema, su presencia tendió a disminuir. 

 
Figura 6.7. Similitud de las comunidades microbianas en el biorreactor operado de manera 

discontinua secuencial a diferentes TRH. 

S
im

ili
tu

d

TRH

12h

TRH

24h Inóculo

TRH

6h

0.96

0.92

0.88

0.84

0.80

0.76

0.72

0.68



 
Capítulo 6. Supresión de la Actividad Metanogénica sobre Lodo Granular 

Anaerobio para la Generación de Inóculo Productor de Hidrógeno 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
124 

 

 

La similitud entre las bandas de DGGE se evaluó mediante el índice de Jaccard (Figura 

6.7). Este análisis reveló el aumento de las diferencias en la comunidad microbiana. Un índice 

de similitud de 1.0 indica que hay comunidades similares. Se observó un índice de Jaccard de 

0.90 entre el inóculo y la biomasa obtenida a un TRH de 12 y 24 h. Sin embargo, la similitud 

entre el inóculo y la biomasa obtenida a un TRH de 6 h es de solo 0.68. El índice de diversidad 

de Shannon, en el reactor discontinuos disminuyó de 2.197 (inóculo) a 1.946 (biomasa obtenida 

a un TRH de 6 h). Para el caso del reactor operado en continuo, la similitud entre las biomasas 

en el día 3 y el día 32 fue de 0.76, y el índice de diversidad disminuyó de 1.946 a 1.792. Estos 

resultados demuestran que el cambio en el modo de operación no sólo redujo la diversidad, 

sino también la composición de la comunidad microbiana. 

6.4 CONCLUSIONES PARCIALES 

Se evaluó una metodología para la adaptación de los gránulos anaerobios que permitió la 

supresión de su actividad metanogénica y favoreció la producción de hidrógeno, encontrando 

que los gránulos anaerobios fueron capaces de producir hidrógeno debido a la aplicación de la 

presión de selección dada, principalmente, por el pH bajo. Los resultados preliminares en la 

operación discontinua indicaron que la actividad de las bacterias metanogénicas no se suprimió 

totalmente, lo cual se pudo deber a la adaptación de las arqueas metanogénicas a las 

condiciones de pH empleado (pH: 5.5). Sin embargo, la adaptación continua suprimió 

exitosamente la actividad metanogénica de los gránulos inoculados, observándose una 

producción estable de hidrógeno durante 66 días, lo cual se debió al uso de un pH y un TRH 

menores. Se observó una distribución homogénea de las células y β-polisacáridos, los cuales 

tienen un papel importante en la adhesión de las células, en los gránulos adaptados. El alto 

rendimiento obtenido y la distribución uniforme de las células sugieren que la adaptación 

continua generó una biomasa más activa debido a la mejor transferencia de masa en el 

proceso. A pesar de que se empleó el mismo tipo de inóculo en ambos tipos de operación del 

biorreactor, la comunidad bacteriana establecida en ambos sistemas fue diferente lo cual se 

debió a que en la operación en continuo se utilizó una presión de selección más fuerte (pH: 4.5 

y TRH: 5.5 h). Las diferentes estrategias de adaptación empleadas no sólo redujeron la 

diversidad sino también la composición de la comunidad microbiana. Se encontró la presencia 

de bacterias del tipo Clostridium en la comunidad bacteriana de ambos sistemas. 
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7.1 INTRODUCCIÓN 

La tasa de carga orgánica (TCO) es un parámetro importante en la operación de los 

biorreactores y su relación con la producción de bio-hidrógeno no es clara (Kraemer y Bagley, 

2007). Para optimizar los sistemas de producción de hidrógeno se debe definir un rango de 

TCO que el sistema pueda manejar correctamente o una TCO óptima que incremente la 

producción de hidrógeno (Kraemer y Bagley, 2007; Hafez et al., 2010). 

La producción de hidrógeno se ha estudiado ampliamente en biorreactores CSTR debido a 

que sus características permiten un buen mezclado con lo cual se mejora la eficiencia de 

transferencia de masa. Sin embargo, la aplicación de altas TCO en ésta configuración del 

biorreactor resulta en la pérdida de estabilidad y baja producción de hidrógeno (Guo et al., 

2008b). 

La granulación es un proceso complejo que implica muchas interacciones fisicoquímicas y 

microbianas. Los gránulos pueden resistir el lavado del biorreactor debido a sus características 

físicas (i. e. agregados densos) (Seghezzo et al., 1998). Los gránulos anaerobios se forman 

principalmente en los biorreactores UASB, cuya principal ventaja es el control del lavado de la 

biomasa y su capacidad para trabajar a altas TCO (Lettinga et al., 1980). 

Cuando en los procesos anaerobios de alta tasa no se puede lograr la retención de la 

biomasa, ya sea por la formación de gránulos o por la adhesión de la biomasa a un material de 

soporte, ésta se puede retener mediante el uso de membranas (Liao et al., 2006). Los  

biorreactores con membranas son una tecnología bien conocida para mejorar el tratamiento de 

las aguas residuales. Sin embargo, Shen et al. (2009) han señalado que los estudios con 

biorreactores con membranas para la producción de hidrógeno son escasos. 

La combinación del uso de lodo granular y membranas se ha empleado para el tratamiento, 

en condiciones anaerobias de aguas residuales domésticas (Chu et al., 2005a) y para el 

tratamiento de lixiviados de rellenos sanitarios (Bohdziewicz, 2008). En el caso de la producción 

de bio-hidrógeno, las membranas se han utilizado tanto en su configuración externa (Lee et al., 

2007) como sumergida (Shen et al., 2009). No obstante, hasta el momento, no se ha reportado 

el empleo de combinado de lodo granular y membranas para producir bio-hidrógeno. 
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El objetivo de este capítulo fue evaluar la influencia de la TCO en un biorreactor con 

membranas sumergidas inoculado con lodo anaerobio granular, a fin de obtener la condición 

que promueva una mayor producción de hidrógeno. 

7.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales y métodos empleados en esta parte de la experimentación son los descritos en 

el Capítulo 3. 

El inóculo se aclimató previamente en un biorreactor UASB bajo un régimen de flujo 

continuo (TRH: 5.5 h, pH: 4.5 y TCO: 5.0 kg-glucosa m-3 d-1) sin utilizar el módulo de 

membranas. Se consideró que los gránulos anaerobios estaban aclimatados cuando el 

contenido de hidrógeno en el biogás y la tasa de producción presentaron una variación máxima 

de ± 10%. 

Después de aclimatar a la biomasa para la producción de hidrógeno durante 66 días, se 

instaló el módulo de membranas de ultrafiltración (fibras huecas, PVDF, 250 kDa, 0.032 m2, 

diámetro de poro 0.1 µm, MEMOS GmbH) en el interior del biorreactor. Para evaluar el efecto 

de la TCO, se incrementó gradualmente la concentración de la glucosa en el influente para 

obtener un rango de TCO de 5 a 60 kg-glucosa m-3 d-1. Antes de cada incremento de la TCO, la 

membrana se lavó químicamente para restaurar su desempeño. El biorreactor se operó por un 

periodo equivalente de al menos 30 veces el TRH aplicado para permitir que el sistema 

alcanzara el estado estacionario. El análisis de datos se realizó utilizando los valores promedio 

en el estado estacionario. 

7.3 RESULTADOS 

7.3.1 EFECTO SOBRE LOS GRÁNULOS MICROBIANOS 

Al final del periodo de aclimatación el diámetro de los gránulos se redujo de 2.0 ± 0.2  a 1.4 ± 

0.5 mm. El color de los gránulos cambió a un color café claro debido a la supresión de la 

actividad sulfidogénica de los microorganismos contenidos en los gránulos (Fang et al., 2002a). 

Los células contenidas en los gránulos productores de hidrógeno (GPH) se distribuyeron 

homogéneamente sin formar capas y presentaron muchas cavidades en su superficie (Mu y Yu, 

2006; Fang et al., 2002b). Al parecer los GPH son menos porosos que los flóculos (Mu y Yu, 
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2006) y tienden a producir más polímeros extracelulares (Mu y Yu, 2006; Fang et al., 2002b). 

Predominantemente, los microorganismos presentes en los GPH presentaron forma de bacilos. 

Es posible que los GPH estuvieran formados por microorganismos tales como la C. 

pasteurianum, C. acetobutyricum y C. celerecrescens, debido a que su presencia se ha 

reportado en aquellos sistemas en los que se ha empleado lodo granular para la producción de 

hidrógeno (Fang et al., 2002b). 

El diámetro de los gránulos aumentó de 1.4 ± 0.5 mm a 1.8 ± 0.4 mm, conforme la TCO se 

incrementó de 5 a 30 kg-glucosa m-3 d-1, pero cuando se incrementó la TCO a 60 kg-glucosa m-3 

d-1 el diámetro de los gránulos se redujo a 1.6 ± 0.3 mm (Figura 7.1). Sin embargo, a partir del 

análisis estadístico (t-Student), se determinó que las variaciones del diámetro de los gránulos 

durante el incremento de la TCO no fueron significativas. El tamaño de los gránulos obtenidos 

están dentro del rango de 0.9 a 2.5 mm reportado por Fang et al. (2002b). 

 
Figura 7.1. Efecto de la TCO en el diámetro de los gránulos y en la producción de EPS. 

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS por sus siglas en inglés) son compuestos 

de origen microbiano (e. g. polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y lípidos) que se liberan 

en la solución durante la utilización del sustrato y el decaimiento de la biomasa (Namkung y 

Rittmann, 1986). La producción de EPS tiene un papel importante tanto en la adherencia de 

célula a célula como en la formación de los gránulos (Schmidt y Ahring, 1994). Los principales 
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componentes de los EPS producidos por los GPH son las proteínas y los polisacáridos (Mu y 

Yu, 2006). 

Se encontró que la producción de EPS (Figura 7.1), proteínas y polisacáridos, aumentó 

gradualmente de 67 a 280 mg/L dentro del rango de TCO de 5 a 30 kg-glucosa m-3 d-1 y 

aumentó 2.6 veces (730 mg/L) cuando la TCO se incrementó 2 veces (de 30 a 60 kg-glucosa  

m-3 d-1). El aumento en la producción de EPS se puede atribuir a la acumulación del carbono 

orgánico que no pueden asimilar los microorganismos y se transfiere a las sustancias 

intracelulares para su almacenamiento o para la producción de biopolímeros extracelulares, tal 

como se ha observado para los procesos que se han trabajado a altas cargas de carbono 

(Zhang et al., 2007c). Asimismo, es posible que el incremento de la cantidad de EPS fuera una 

consecuencia de la pérdida de la permeabilidad de la membrana conforme se incrementó la 

TCO. 

Independientemente de la TCO probada, la concentración de polisacáridos fue mayor que 

el contenido de proteínas. La relación proteínas/polisacáridos (PN/PS) varió de 0.47 a 0.53 a 

una carga orgánica de hasta 30 kg-glucosa m-3 d-1 y disminuyó a 0.43 cuando la carga orgánica 

se incrementó hasta 60 kg-glucosa m-3 d-1. Los valores de la relación PN/PS obtenido están en 

el rango de 0.2 a 0.6 reportado por Fang et al. (2002b) y por Mu y Yu (2006).  

7.3.2 DESEMPEÑO DEL BIORREACTOR 

Como se puede apreciar en la Figura 7.2A, la producción de bio-hidrógeno aumentó conforme 

se incrementó la TCO de 5 a 30 kg-glucosa m-3 d-1. A una TCO mayor (60 kg-glucosa m-3 d-1) la 

producción de bio-hidrógeno disminuyó. El contenido de hidrógeno en el biogás prácticamente 

no se vio afectada por el aumento de la TCO, ya que su concentración disminuyó del 73% al 

70% conforme la TCO se aumentó de 5 a 30 kg-glucosa m-3 d-1 (Figura 7.2A). Sin embargo, el 

contenido de hidrógeno se redujo a 64% cuando la TCO se incrementó hasta 60 kg-glucosa m-3 

d-1. El alto contenido de hidrógeno en el biogás obtenido en este estudio concuerda con lo 

reportado por otros investigadores (Wong y Lau, 2011; Azbar et al, 2009). 
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Figura 7.2. Evolución de la producción de bio-hidrógeno a diferentes TCO. A) Composición del 

biogás, B) tasa de producción  y C) rendimiento de la producción de bio-hidrógeno. 
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La TPH y el YH2 fueron sensibles al incremento de la TCO. La producción de bio-hidrógeno 

se mantuvo estable a niveles de TCO dentro del rango de 5 a 30 kg-glucosa m-3 d-1 (Figura 7.2). 

Conforme la TCO se incrementó 6 veces la TPH aumentó 5.4 veces, pero un incremento mayor 

de la TCO (60 kg-glucosa m-3 d-1) redujo 3.5 veces la TPH (Figura 7.2B). El YH2 máximo (2.4 ± 

0.1 mol H2/mol glucosa) se obtuvo a una TCO de 7 kg-glucosa m-3 d-1, mientras que a una TCO 

de 30 kg-glucosa m-3 d-1 el YH2 fue de 2.0 ± 0.1 mol H2/mol glucosa (Figura 7.2C). 

Los resultados mostraron que el mayor YH2 (2.4 ± 0.1 mol H2/mol glucosa) se obtuvo a una 

TCO de 7 kg-glucosa m-3 d-1, mientras que el YH2 menor (0.3 ± 0.1 mol H2/mol glucosa) se 

obtuvo a una TCO de 60 kg-glucosa m-3 d-1 (Figura 7.2C). Estos rendimientos están dentro de 

los reportados en la literatura (0.3 a 3.1 mol H2/mol glucosa) por Wang y Wan (2009). Se ha 

observado que la variación del YH2 con la TCO está relacionada con la diversidad de la 

población microbiana presente en el biorreactor. A una TCO baja la población es más diversa y 

variable que a una TCO alta (Luo et al., 2008). 

La Figura 7.2C muestra que la TPH alcanzó un valor máximo de 428 mL-H2 L
-1 h-1 a una 

TCO de 30 kg-glucosa m-3 d-1. La TPH se redujo significativamente a una TCO mayor. La 

existencia de una condición óptima ya se ha observado previamente (De Amorim et al., 2012; 

Shen et al., 2009). La eficiencia de la degradación de la glucosa se mantuvo en más del 95% a 

TCO de hasta 30 kg-glucosa m-3 d-1 y alcanzó una eficiencia mínima (80%, promedio) cuando la 

TCO se incrementó a 60 kg-glucosa m-3 d-1, lo cual indicó que el biorreactor se había 

sobrecargado respecto a la utilización de la glucosa. 

7.3.3 METABOLITOS SOLUBLES PRODUCIDOS 

No se detectó la producción de ácido propiónico durante todo el experimento debido, 

probablemente, a la inhibición de los microorganismos productores de ácido propiónico por las 

cargas orgánicas asociadas al corto TRH (Zhang et al., 2006b) y el bajo pH (Wang et al., 2006a) 

aplicados. De Amorim et al. (2012) también observaron la ausencia de producción de ácido 

propiónico, atribuyéndolo a la combinación del TRH y la carga orgánica empleada. La 

producción total de ácido acético y butírico se intensificó a medida que la TCO se incrementó de 

5 a 30 kg-glucosa m-3 d-1 alcanzando una concentración máxima de 0.7 mol de ácido 

acético/mol de glucosa y 0.6 mol de ácido butírico/mol de glucosa (Figura 7.3A y 7.3B). 
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Figura 7.3. Metabolitos solubles producidos a diferentes TCO. A) Distribución y B) producción 

por mol de glucosa alimentada. 
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etanol aumentó considerablemente. Estos resultados sugieren la presencia de microorganismos 

productores de hidrógeno tales como C. acetobutyricum, C. butyricum, C. pasteurianum y 

Klebsiella pneumoniae, los cuales son capaces de producir ácidos butírico y acético (Hafez et 
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mezcla de poblaciones no productoras de hidrógeno (Lactococcus y Pseudomonas) con 

algunos microorganismos productores de hidrógeno (Hafez et al., 2010). 

Se observó la reducción de los AGV producidos conforme se incrementó la TCO de 15 a 60 

kg-glucosa m-3 d-1. La disminución de la producción de ácidos por mol de glucosa (Figura 7.3B) 

se puede deber a una reducción de la transferencia de masa en los gránulos (De Amorim, 2012; 

Kyazze et al, 2006). Donland y Costerton (2002) señalaron, que los EPS pueden funcionar 

como una barrera difusional ya sea mediante la alteración de la velocidad de transporte al 

interior de la biopelícula o alterando la reacción con el material matriz. 

La disminución del YH2 y consumo del sustrato se puede deber a la acumulación de AGV en 

su forma no disociada (Van Ginkel y Logan, 2005a). La forma no disociada de los AGV 

producidos durante la fermentación es un factor importante que promueve el cambio de la 

producción de hidrógeno a la producción de disolventes. Dicho cambio se ha observado en el 

intervalo de 2 a 45 mM (Van Ginkel y Logan, 2005a; Grupe y Gottschalk, 1992; Terracciano y 

Kashket, 1986; Gottwald y Gottschalk, 1985). 

El descenso en la producción de bio-hidrógeno se atribuyó a una concentración total de 

ácidos no disociados de 29 mM, siendo la concentración no disociada de ácido butírico la que 

tuvo un efecto mayor. Esto concuerda con otros investigadores que han indicado que la forma 

no disociada de los AGV, principalmente el ácido butírico, tiene efectos inhibitorios sobre el 

proceso de producción de bio-hidrógeno (Van Ginkel y Logan, 2005a). Lo anterior se debe a 

que los ácidos no disociados pueden permearse libremente a través de la membrana de la 

célula lo que provoca su acumulación en el interior de la misma, reduce su pH interno y 

promueve un cambio en la ruta metabólica, de la producción de ácidos a la producción de 

disolventes (Gottwald y Gottschalk, 1985). 

Para que se pueda llevar a cabo el cambio en la ruta metabólica, de la acidogénesis a la 

solventogénesis, en la C. acetobutyricum son necesarias ciertas condiciones fisiológicas, i. e. se 

requiere una alta concentración de glucosa lo que indica que se necesita un catabolismo rápido 

(Fond et al., 1984). También se reportó que para que la C. acetobutyricum pueda llevar a cabo 

dicho cambio requiere tener un pH interno de 5.5 con valores de pH externos dentro del rango 

de 5.9 a 4.3 (Gottwald y Gottschalk, 1985). 
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Cuando la TCO varió entre 5 y 30 kg-glucosa m-3 d-1 el flujo de carbono fue lo 

suficientemente bajo para evitar el cambio de la ruta metabólica proporcionando la energía 

necesaria para el mantenimiento y desarrollo de las células. Sin embargo, al aumentar la TCO a 

60 kg-glucosa m-3 d-1 el flujo de carbono a través de la célula fue lo suficientemente alto para 

propiciar el cambio de la ruta metabólica, de la producción de ácidos a la producción de 

disolventes. 

7.3.4 EVOLUCIÓN DE LAS RESISTENCIAS DE LA MEMBRANA 

Los datos del flujo permeado se convirtieron en permeabilidades, para las diferentes TCO 

ensayadas, para hacer que los resultados fueran independientes de las variaciones de la 

presión transmembrana (Figura 7.4). La permeabilidad, definida como la relación entre el flujo 

permeado y la presión transmembrana observada, es una medida indirecta del grado de 

colmatación de la membrana. 

 
Figura 7.4. Evolución de la permeabilidad de la membrana a las distintas TCO aplicadas. 

Independientemente de la TCO aplicada el flujo permeado se mantuvo en 11.3 L m-2 h-1, 

con la intención de conservar el TRH aplicado y evitar afectar el proceso de producción de bio-

hidrógeno. A medida que se incrementó la TCO la permeabilidad de la membrana disminuyó y 

la frecuencia del lavado de la membrana aumentó. Esto se pudo deber al incremento en la 

producción de EPS los cuales formaron una capa que dificultó el permeado a través de la 

membrana (Psoch y Schiewer, 2006). 
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Para cada condición de TCO se calcularon las resistencias parciales y la resistencia total 

de la membrana (Figura 7.5). El incremento de la TCO se correlacionó con el aumento en la 

resistencia de la membrana. Mientras que la TCO aumentó 12 veces (de 5 a 60 kg-glucosa m-3 

d-1) la resistencia total de la membrana aumentó de 3 veces (Figura 7.5A). La resistencia 

intrínseca de la membrana y la resistencia debido a la formación de la biotorta representaron el 

12% y el 20% de la resistencia total de la membrana, respectivamente. En todos los casos la 

principal resistencia se debió al bloqueo de poros. 

Debido a su tamaño (0.1–15 µm) los microorganismos quedan retenidos en los sistemas 

con membranas de microfiltración (≥ 0.1 µm) y ultrafiltración (0.01 – 0.1 µm) y se pueden 

adherir a las membranas mediante los EPS (Charfi et al., 2012). Las proteínas y los 

aminoácidos son componentes hidrofóbicos de los EPS mientras que los polisacáridos son 

componentes hidrofílicos. Los componentes hidrofílicos de los EPS, como los polisacáridos, 

pueden favorecer la interacción entre células y fortalecer la estructura microbiana mediante la 

formación de una matriz polimérica (Li et al., 2008). 

Un lodo con una relación PN/PS alta tiene características tales que permiten una mayor 

adherencia por lo que favorecen la formación de la biotorta (Dereli et al., 2012). La poca 

contribución de la formación de la biotorta a la resistencia total de la membrana se debió que la 

relación PN/PS fue baja (0.43 a 0.53), por lo que la biomasa no se pudo adherir fácilmente a la 

superficie de la membrana. 

La producción de EPS (proteínas y polisacáridos) se correlacionó con el incremento en la 

resistencia de la membrana (Figura 7.5B). Las proteínas producidas por los gránulos tuvieron 

un efecto mayor sobre el incremento de la resistencia total de la membrana. Esto se pudo deber 

a que los EPS se adsorbieron o se depositaron en los poros de la membrana (Lee et al., 

2008a), lo cual redujo su área y por lo tanto se incrementó la resistencia a la filtración, 

reduciendo también la permeabilidad de la membrana. 
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Figura 7.5. Evolución de la resistencia de la membrana a diferentes TCO. A) Cambio de las 

resistencias parciales de la membrana y B) variación de la resistencia total de la membrana con 

la producción de EPS. 

La frecuencia del lavado de la membrana incrementó conforme se aumentó la TCO. La 

recuperación promedio de la membrana después del lavado químico fue del 88% ± 8%. El 

aumento de la resistencia de la membrana estuvo controlada por los solutos en vez del lodo (Li 

et al., 2005), lo cual explica por qué la resistencia por bloqueo de poros fue la principal causa 

del incremento de la resistencia de la membrana. Este tipo de colmatación concuerda con lo 

reportado por Li et al. (2005). 
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7.3.5 BALANCE DE ELECTRONES-EQUIVALENTES 

En el rango de TCO de 5 a 30 kg-glucosa m-3 d-1, el ajuste del balance de masa de electrones 

fue satisfactorio; las pérdidas máximas de electrones de 9% indican un comportamiento estable 

en estos rangos de TCO (Tabla 1). Los electrones utilizados en la producción de hidrógeno 

estaban en el rango de 16 - 20% de los electrones alimenta al sistema con TCO de 5 a 30 kg-

glucosa m-3 d-1; sin embargo, a una TCO mayor sólo el 2% de la electrones alimentados 

inicialmente se utilizaron en la producción de hidrógeno. A una TCO de 60 kg-glucosa m-3 d-1, 

las pérdidas de electrones aumentaron a 46%, lo que indica que el proceso de producción de 

hidrógeno era inestable. Posiblemente, a esta TCO, los principales sumideros de electrones 

fueron los metabolitos solubles producidos no medidos y la producción de biomasa. 

Tabla 7.1. Balance de electrones-equivalentes (como mg-DQO) para las TCO probadas. 

DQO glucosa a 
DQO de los 

intermediariosb 

DQO del 

H2
c 

Suma de 

DQOd 

Electrones 

equivalents no 

medidos  

(%) 
Inicial Residual 

2432 43 1782 423 2248 8 

3243 58 2499 648 3205 1 

7093 106 5524 1389 7020 1 

14187 624 9998 2308 12930 9 

28373 5675 9127 579 15380 46 

Los valores en la tabla están expresados en mg-DQO excepto cuando se indican otras 

unidades 

a   Calculado como [mg-DQO L-1 de glucosa] x 1.9 L 

b   Calculado como [suma de los mg-DQO L-1 de los AGV y el etanol] x 1.9 L  

c   Calculado como [mol H2/mol glucosa] x mol de glucosa removida x [16 g-DQO/mol H2] x 

1000 mg/g 

d  Calculado como la suma en mg-DQO del H2 y los intermediarios totales de las columnas 

anteriores 

e  Calculado como [mg- DQO de la glucosa alimentada – Suma de DQO] /  mg- DQO de la 
glucosa alimentada x 100% 

 



 
Capítulo 7. Influencia de la Tasa de Carga 

Orgánica en la  Producción de Bio-Hidrógeno 

 

 

 
 

Evaluación de los parámetros operacionales de un 
biorreactor con membranas para la producción de hidrógeno 

 
139 

 

 

Es probable que los electrones-equivalentes no medidos se encontraran presentes en el 

efluente con otros metabolitos solubles, tales como el metanol (De Amorim et al., 2012), butanol 

(Kyazze et al., 2006), butinol (Shen et al., 2009), caproato (Akutsu et al., 2009), lactato (Kyazze 

et al., 2006) y las sustancias exopoliméricas producidas (Carrillo-Reyes, 2012). 

7.4 CONCLUSIONES PARCIALES 

Se evaluó la influencia de la TCO en un biorreactor con membranas sumergidas inoculado con 

lodo anaerobio granular y se encontró que la producción de bio-hidrógeno se mantuvo estable a 

TCO de hasta 30 kg-glucosa m-3 d-1, mientras que una carga mayor resultó en una producción 

inestable. La máxima producción de bio-hidrógeno se obtuvo a una TCO de 30 kg-glucosa m-3 

d-1. El principal mecanismo de colmatación de la membrana se debió al bloqueo de los poros, lo 

cual disminuyó su permeabilidad. Debido a los resultados obtenidos, es posible indicar que el 

control de la TCO podría tener repercusiones importantes en el desempeño y estabilidad de los 

sistemas de producción de bio-hidrógeno. 
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8.1 INTRODUCCIÓN 

El tiempo de residencia hidráulica (TRH) es un parámetro de operación importante que afecta a 

la producción de bio-hidrógeno. En los biorreactores CSTR, el uso de TRH cortos afecta el 

crecimiento de las arqueas metanogénicas debido a que su tasa de crecimiento (0.0167 a 0.02 

h-1) es menor que la de las bacterias productoras de hidrógeno (0.172 h-1). Sin embargo, un 

TRH corto puede reducir la eficiencia de conversión del sustrato con la consiguiente reducción 

en la producción de bio-hidrógeno. Por lo tanto, resulta necesario definir un rango o un valor 

óptimo del TRH para incrementar la producción de bio-hidrógeno. 

La principal desventaja del biorreactor CSTR para la producción de bio-hidrógeno radica en 

que el uso de TRH cortos, i. e. TRH < 6 h, resulta en el lavado de la biomasa, baja producción 

de hidrógeno e inestabilidad del sistema (Wu et al., 2008). Por lo tanto, es necesario disponer 

de una configuración de biorreactor que permita reducir el TRH y evite el lavado de la biomasa 

para mejorar la producción de bio-hidrógeno. 

Una forma de retener la biomasa es mediante el uso de gránulos o membranas. Las 

propiedades físicas de los gránulos permiten controlar el lavado de la biomasa (Lettinga et al., 

1980). Por otra parte, se ha reportado que los biorreactores con membranas pueden mejorar la 

producción de hidrógeno a TRH cortos (Oh et al., 2004). El uso de biorreactores con 

membranas inoculados con lodo granular, bajo condiciones anaerobias (Bohdziewicz, 2008; 

Chu et al, 2005a), permite retener a la biomasa en el biorreactor independientemente del TRH 

empleado. No obstante, éste tipo de sistemas no se ha estudiado ampliamente para la 

producción de bio-hidrógeno. 

El objetivo de este capítulo fue evaluar la influencia del TRH en un biorreactor con 

membranas sumergidas inoculado con lodo anaerobio granular, a fin de obtener la condición 

que promueva una mayor producción de hidrógeno. 

8.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales y métodos empleados en esta parte de la experimentación son los descritos en 

el Capítulo 3. 

El inóculo se aclimató previamente en el biorreactor UASB bajo un régimen de flujo 

continuo (TRH: 5.5 h, pH: 4.5 y TCO: 5.0 kg-glucosa m-3 d-1) sin utilizar el módulo de 
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membranas. Después de 66 días de operación continua se consideró que los gránulos 

anaerobios estaban aclimatados debido a que el contenido de hidrógeno en el biogás y la tasa 

de producción presentaron una variación máxima de ± 10%. 

Después de aclimatar a la biomasa se instaló el módulo de membranas de ultrafiltración 

(fibras huecas, PVDF, 250 kDa, 0.04 m2, tamaño de poro 0.1 µm, MEMOS GmbH) en el interior 

del biorreactor. El efecto del TRH, se evaluó mediante la reducción gradual del TRH de 5.5 h a 

1.25 h, lo cual implicó aumentar el flujo permeado de la membrana de 9.03 L m-2 h-1 a 40.03 L 

m-2 h-1. La TCO se mantuvo constante a 30 kg-glucosa m-3 d-1. Antes de cada cambio de TRH, 

la membrana se lavó químicamente para restaurar su desempeño. El biorreactor se operó por 

un periodo de al menos 52 veces el TRH aplicado para permitir que el sistema alcanzara el 

estado estacionario. El análisis de datos se realizó utilizando los valores promedio en el estado 

estacionario. 

8.3 RESULTADOS 

8.3.1 EFECTO SOBRE LOS GRÁNULOS MICROBIANOS 

La reducción gradual del TRH de 5.5 h a 2.0 h provocó que el diámetro de los gránulos 

disminuyera de 1.9 ± 0.2 mm a 1.6 ± 0.2 mm (Figura 8.1). Al reducir el TRH hasta 1.25 h el 

diámetro de los gránulos se redujo a 1.3 ± 0.2 mm. La reducción del tamaño de los gránulos se 

debió a las altas condiciones hidrodinámicas establecidas en el biorreactor (Li et al, 2007c). El 

tamaño de los gránulos obtenidos están dentro del rango de 0.9 a 2.5 mm reportado por Fang 

et al. (2002). 

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) excretadas por los gránulos productores 

de hidrógeno (GPH) consisten principalmente de polisacáridos y proteínas (Mu y Yu, 2006). La 

producción de EPS, proteínas y polisacáridos, disminuyó 66% conforme el TRH se redujo de 

5.5 a 1.25 h. La relación proteínas/polisacáridos (PN/PS) disminuyó 43% (de 0.5 a 0.3) 

conforme el TRH se redujo 23% (de 5.5 a 1.25 h). 
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Figura 8.1. Evolución de la producción de EPS y variación del diámetro de los gránulos 

respecto a la reducción del TRH. 

La disminución de la cantidad de EPS medidos se atribuyó a que al incrementar el flujo 

permeado 4 veces, la tasa de dilución fue mayor, por lo que pudo haber influenciado en la baja 

concentración de EPS medidos. Asimismo, es probable que la reducción del TRH, pudiera 

haber generado condiciones hidrodinámicas tales que, las fuerzas cortantes desarrolladas en el 

medio, provocaron una respuesta fisiológica en los gránulos promoviendo una baja producción 

de EPS (Menniti et al., 2009). 

8.3.2 DESEMPEÑO DEL BIORREACTOR 

La reducción gradual del TRH afectó el contenido de hidrógeno en el biogás producido, i. e. la 

concentración de hidrógeno disminuyó del 71% ± 2% al 64% ± 4% al reducir el TRH de 5.5 a 

1.25 h. El alto contenido de hidrógeno en el biogás observado en este estudio ya se ha 

reportado previamente (Wong y Lau, 2011). 

La Figura 8.2 muestra el desempeño del biorreactor durante la reducción del TRH. La tasa 

de producción de hidrógeno (TPH) y el rendimiento (YH2) mostraron un comportamiento paralelo 

(Figura 8.2B). Sin embargo, la TPH fue más sensible a las variaciones del TRH en comparación 

con el YH2. La reducción del TRH a 4 h incrementó 16% la TPH (de 409 ± 12 a 475 ± 15 mL-H2 

L-1 h-1) y se alcanzó un YH2 de 2.8 ± 0.1 mol H2/mol glucosa. No obstante, al reducir el TRH 

hasta 1.25 h la TPH se redujo 2.3 veces y el YH2 disminuyó 1.7 veces (1.7 ± 0.2 mol H2/mol 
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glucosa). Los rendimientos obtenidos son comparables con los reportados para cultivos mixtos 

(2.8 mol H2/mol glucosa) (Hafez et al, 2010; Van Ginkel y Logan, 2005b) así como con el 

obtenido en un biorreactor CSTR con un cultivo puro de Clostridium sp. (1.7 mol H2/mol 

glucosa) (Lin y Chang, 2004). 

 
Figura 8.2. Evolución de la producción de bio-hidrógeno a diferentes TRH aplicados. A) 

Evolución de la tasa de producción y B) correlación con el rendimiento y la tasa de producción. 

La correlación de la TPH y el YH2 con la reducción del TRH (Figura 8.2B) indica que la 

producción de bio-hidrógeno no varía de forma lineal con el TRH. Por lo tanto, una vez que se 
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alcanza la máxima producción de bio-hidrógeno no es posible continuar incrementándola 

mediante la reducción del TRH. El consumo de glucosa disminuyó del 92% al 85% cuando el 

TRH se redujo hasta 1.25 h. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Akutsu et al. 

(2009), quienes determinaron que al reducir el TRH de 6 a 3 h, la TPH y el YH2 disminuyeron 

debido a la reducción en la eficiencia de la degradación del sustrato. 

8.3.3 METABOLITOS SOLUBLES PRODUCIDOS 

La Figura 8.3 presenta la distribución de los metabolitos solubles producidos a los diferentes 

TRH ensayados. Durante todo el experimento no se detectó la producción de ácido propiónico. 

Esto se pudo deber a la sensibilidad de estos microorganismos al bajo pH (Wang et al., 2006a) 

y a la alta carga orgánica (De Amorim et al., 2012) aplicados. La ausencia de ácido propiónico, 

durante la producción de bio-hidrógeno, se ha reportado previamente (De Amorim et al., 2012). 

 
Figura 8.3. Distribución de los metabolitos solubles durante la variación del TRH. 

La producción de ácido acético tendió a aumentar a medida que se redujo el TRH. La 

producción de etanol fue menor que los demás subproductos solubles. En el rango de TRH de 

5.5 a 4 h se observó una fermentación acido mixta del tipo ácido acético-ácido butírico, la cual 

es una ruta de producción de hidrógeno frecuentemente observada en cultivos mixtos (Reith et 

al., 2003; Nath y Das, 2004). 
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La reducción del TRH de 4 a 1.25 h aumentó la producción de ácido acético y disminuyó 

notablemente el YH2. La producción de ácido acético aumentó 44% mientras que el TRH se 

redujo 4 veces. La reducción en la producción de bio-hidrógeno, a TRH menores de 4 h, se 

correlacionó con el aumento de la producción de ácido acético (Figura 8.4). Estos resultados 

sugieren que, conjuntamente a la producción de bio-hidrógeno, se desarrolló un proceso 

acetogénico lo cual redujo la producción de hidrógeno. 

Las bacterias acetogénicas son microorganismos anaerobios estrictos capaces de catalizar 

la formación de ácido acético a partir de diferentes tipos de sustrato, e. g. H2-CO2, glucosa, 

etanol, lactato, piruvato y CO (Diekert y Wohlfarth, 1994). Éstas bacterias pueden producir 

butirato, etanol, lactato, succinato e hidrógeno, entre otros productos reducidos, mientras 

catalizan la formación de ácido acético (Drake et al., 2006). 

 
Figura 8.4. Variación de la producción de bio-hidrógeno con el aumento de la producción de 

ácido acético. 

Aunque se ha observado el desarrollo de la actividad acetogénica en los sistemas de 

producción de bio-hidrógeno (Abreu et al., 2011; Cheng et al., 2012; Pendyala et al., 2012), ésta 

no se ha estudiado ampliamente. Kraemer y Bagley (2008) determinaron que el consumo de 

hidrógeno, por acetogénesis, fue de menos del 11% de la producción de hidrógeno observada. 

Arooj et al. (2008) encontraron que la reducir el TRH se incrementó la producción de ácido 

acético, debido al desarrollo de un proceso homoacetogénico, alcanzando una producción 
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máxima de ácido acético debida al consumo de hidrógeno del 54% a un TRH de 4 h. Por otro 

lado, Dinamarca et al. (2011), encontraron que el consumo de hidrógeno, durante la 

acetogénesis, fue del 24% al 70%. Esto significa que el proceso de acetogénesis puede llegar a 

afectar significativamente la producción de bio-hidrógeno. 

La Tabla 8.1 presenta la estimación de la producción de ácido acético debido al proceso 

acetogénico. Los resultados mostraron que a TRH de hasta 4 h la influencia del proceso 

acetogénico no fue considerable. Esto indica que el ácido acético se produjo como resultado de 

la transformación de glucosa a hidrógeno por la vía glicolítica (Luo et al., 2011). Sin embargo, 

conforme se redujo el TRH hasta 1.25 h, el ácido acético producido debido a la acetogénesis 

aumentó hasta el 23% del total de ácido acético producido. Debido al consumo de hidrógeno 

por las bacterias acetogénicas el rendimiento de la producción de hidrógeno se redujo un 53% 

respecto al teórico esperado, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura (Arooj et al., 

2008; Dinamarca et al., 2011). 

Tabla 8.1. Estimación del consumo de hidrógeno por acetogénesis. 

TRH 

(h) 

Producción de 

ácido acético 

medido 

Producción de 

ácido butírico 

medido 

YH2 

Ácido acético 

producido 

por 

acetogénesisa 

Producción de ácido 

acético medido / 

ácido acético 

producido por 

acetogénesis 

(%) 

5.5 0.75 0.53 2.52 0.01 1 

4 0.84 0.56 2.77 0.01 1 

2 0.90 0.52 2.19 0.11 12 

1.25 1.06 0.49 1.65 0.24 23 

Los valores en la tabla están expresados en mol/mol de glucosa excepto cuando se indican 

otras unidades 

a  Calculada como [ (2 x Producción de ácido acético medido) + (2 x Producción de ácido 

butírico medido) – (YH2) ] x (1/6)  

 

Es posible que algunos microorganismos del género Clostridium pudieron haber estado en 

el sistema debido a que éste tipo de bacterias, tales como C. butyricum, C. acetobutyricum, C. 
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aceticum y C. pasteurianum, pueden producir ácido acético, ácido butírico, succinato, etanol, H2 

y CO2 (Madigan et al., 2009). La Butyribacterium methylotropicum puede crecer a pH bajos y 

produce acetato, butirato, dióxido de carbono e hidrógeno, como productos principales, cuando 

crece en medios con glucosa (Lynd y Zeikus, 1983). 

El uso de un pH bajo y un TRH corto permitió suprimir la producción de metano y ácido 

propiónico, favoreciendo la producción de hidrógeno, no fue posible suprimir la actividad 

acetogénica del inóculo. Aunque se ha reportado que el uso de TRH cortos favorece la 

producción de bio-hidrógeno, en este caso, favoreció el desarrollo de la actividad acetogénica 

del inóculo. Por lo tanto, es recomendable estudiar a mayor detalle la influencia del proceso de 

acetogénico, durante la producción de bio-hidrógeno, a fin de esclarecer las condiciones que 

promueven el cambio de la producción de hidrógeno a su consumo. 

8.3.4 EVOLUCIÓN DE LAS RESISTENCIAS DE LA MEMBRANA 

El flujo permeado se incrementó de 9.03 a 40.03 L m-2 h-1 conforme se disminuyó el TRH de 5.5 

h a 1.25 h para obtener el TRH requerido. La permeabilidad varió linealmente respecto a la 

variación del TRH (Figura 8.5) y se redujo 62% conforme el TRH se acortó hasta 1.25 h. Esto 

sugiere que a medida que se reduce el TRH la membrana tiende a colmatarse más rápido 

debido al incremento del flux. 

 
Figura 8.5. Evolución de la permeabilidad de la membrana a diferentes TRH. 
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La Figura 8.6 presenta la evolución de la resistencia de la membrana a los diferentes 

niveles de TRH evaluados. La reducción del TRH y el incremento del flux correlacionaron con la 

resistencia total de la membrana (Figura 8.6B). La resistencia total de la membrana aumentó 

2.7 veces mientras que el TRH se redujo 4.4 veces. La resistencia intrínseca de la membrana 

proporcionó el 12% de la resistencia total de la membrana, en los distintos niveles de TRH 

ensayados. 

La aportación de la formación de la biotorta a la resistencia total de la membrana se 

incrementó del 20% al 25% conforme el TRH se redujo hasta 1.25 h. Es posible que las altas 

condiciones hidrodinámicas desarrolladas en el biorreactor, debido a la reducción del TRH, 

generaran fuerzas cortantes que desprendieron parte de la biomasa del gránulo. Esta biomasa 

pudo adherirse a la membrana debido a la acción de los EPS, de los cuales se ha reportado 

que tienden a incrementar su capacidad de adherencia conforme se incrementa la fuerza 

cortante en el sistema (Menniti et al., 2009). 

Durante la filtración, los microorganismos (0.1 – 15 µm) quedaron retenidos en el sistema 

debido al tamaño de poro de la membrana (0.1 µm) y se adhirieron a la superficie de la misma 

(Charfi et al., 2012) mediante los componentes hidrofílicos de los EPS, i. e. los polisacáridos, los 

cuales favorecieron su adhesión mediante la formación de una matriz polimérica (Li et al., 

2008). Esto resultó en la reducción de la permeabilidad y en el correspondiente incremento de 

la resistencia de la membrana. 

La resistencia debida al bloqueo o reducción del diámetro de los poros varió del 63% al 

68%. Este resultado indica que el principal mecanismo de colmatación de la membrana se 

debió al bloqueo o reducción del diámetro de los poros de la membrana. Las proteínas, las 

cuales son los componentes hidrofóbicos de los EPS, tuvieron un mayor impacto en el 

incremento de la resistencia de la membrana (Figura 8.6C). Seo et al. (2005) indicaron que la 

fracción hidrofóbica de los compuestos orgánicos tiene un efecto mayor en la colmatación de la 

membrana que los compuestos hidrofóbicos. 
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Figura 8.6. Evolución de la resistencia de la membrana a diferentes TRH. A) Resistencias 

parciales, B) variación respecto al flux y C) contribución de los EPS a la colmatación de la 

membrana. 
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Debido a la fuerte reducción del flujo permeado a través de la membrana se incrementó la 

velocidad de colmatación y, con ello, la frecuencia de lavado de la misma. La recuperación del 

desempeño de la membrana, después de lavado químico de la membrana, fue del 80% ± 5%. 

Es posible que durante la filtración, los EPS se hayan adsorbido en la membrana (Lee et al., 

2008) y/o pudieron haber bloqueado los poros, incrementando la resistencia hidráulica del flujo 

permeado. Debido a los diferentes efectos que tiene los EPS se les considera como los 

principales responsables del proceso de colmatación de la membrana (Judd, 2008; Charfi et al., 

2012). El mecanismo de colmatación observado se ha reportado previamente en biorreactores 

con membrana a base de lodo granular (Li et al., 2005). 

8.3.5 BALANCE DE ELECTRONES-EQUIVALENTES 

La Tabla 8.2 presenta el balance de masa como electrones-equivalentes para cada TRH 

ensayado. 

Tabla 8.2. Balance de electrones-equivalentes (como mg-DQO) para los diferentes TRH. 

TRH 
(h) 

DQO glucosa a 
DQO de los 

intermediariosb 
DQO del 

H2
c 

Suma de 
DQOd 

Electrones 
equivalents no 

medidos  
(%) Inicial Residual 

5.5 14187 1135 10090 2739 13964 2 

4.0 14187 1206 10859 2994 15059 -6 

2.0 14187 1404 10654 2334 14392 -1 

1.25 14187 2128 10972 1663 14763 -4 

Los valores en la tabla están expresados en mg-DQO excepto cuando se indican otras 

unidades 
a   Calculado como [mg-DQO L-1 de glucosa] x 1.9 L 
b   Calculado como [suma de los mg-DQO L-1 de los AGV y el etanol] x 1.9 L  
c   Calculado como [mol H2/mol glucosa] x mol de glucosa removida x [16 g-DQO/mol H2] x 

1000 mg/g 
d  Calculado como la suma en mg-DQO del H2 y los intermediarios totales de las columnas 

anteriores 
e  Calculado como [mg- DQO de la glucosa alimentada – Suma de DQO] /  mg- DQO de la 

glucosa alimentada x 100% 
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El balance de electrones ajusta satisfactoriamente debido a que la mayor cantidad de 

electrones-equivalentes no medidos fue del 6%. La cantidad de electrones-equivalentes 

utilizados para la producción de bio-hidrógeno disminuyó del 21% al 12% conforme se redujo el 

TRH a 1.25 h, lo cual se puede explicar por el consumo de hidrógeno derivado del desarrollo 

del procesos acetogénico. 

A pesar de que se redujo 4 veces el flujo permeado a través de la membrana, y tomando en 

cuenta la Ley de Henry (kH2,35°C: 8.24x10-4 mol L-1 atm-1), la concentración de hidrógeno disuelto 

en el agua es de 0.2 mmol/L para el caso del TRH de 1.25 h, lo cual representa menos del 1% 

de la producción medida del bio-hidrógeno, por lo que no representa una pérdida considerable 

de electrones no medidos. Los electrones-equivalentes no medidos pudieron haber estado en el 

efluente junto con otros productos intermediarios, tales como el formiato, lactato y caproato, así 

como con las sustancias exopoliméricas producidas (Liu y Fang, 2002; Akutsu et al, 2009; 

Dinamarca y Bakke, 2012). 

8.4 CONCLUSIONES PARCIALES 

Se evaluó la influencia del TRH en un biorreactor con membranas sumergidas inoculado con 

lodo anaerobio granular y se observó que la tasa de producción de bio-hidrógeno fue más 

sensible que el rendimiento de la producción de bio-hidrógeno a las variaciones del TRH. La 

producción de bio-hidrógeno alcanzó un máximo cuando el TRH se redujo a 4 h. El uso de TRH 

menores favoreció el consumo de hidrógeno por acetogénesis afectando la eficiencia de la 

producción de hidrógeno. El principal mecanismo de colmatación de la membrana se debió al 

bloqueo de los poros. Conforme se redujo el TRH la permeabilidad de la membrana disminuyó. 
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9.1 INTRODUCCIÓN 

Se ha señalado al hidrógeno como el vector energético más limpio debido a que su combustión 

sólo produce agua. Por otra parte, se ha indicado que el metano es la fuente de energía más 

limpia en comparación con otros combustibles de origen fósil. El metano no sólo se emplea 

como sustancia química sino que también se utiliza en la industria del transporte en la forma de 

gas natural comprimido y en el suministro de gas para consumo doméstico, comercial e 

industrial. 

Se ha reportado que la adición de hidrógeno al metano mejora su combustión y proporciona 

algunos beneficios ambientales. A la mezcla de hidrógeno con metano se le denomina hitano o 

hitano, y cuando la mezcla de hidrógeno y metano se obtiene mediante algún proceso biológico 

recibe el nombre de bio-hitano o bio-hitano (Cavinato et al., 2012). La producción de hidrógeno 

y metano a partir de materiales fósiles es insostenible y requiere mucha energía. 

Actualmente, la mayor parte de la producción de hidrógeno se realiza mediante el uso de 

materiales de origen fósil. Con el fin de producir el hitano de forma sostenible, es necesario 

producir el hidrógeno mediante un proceso ambientalmente amigable, o bien, mediante algún 

proceso biológico. En este sentido, el tratamiento anaerobio es una manera adecuada para 

producir el bio-hidrógeno y el bio-metano, al tiempo que se trata el agua residual. 

El tratamiento anaerobio consta de cuatro etapas bien definidas con la interacción de 

diferentes microorganismos: hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. Para 

favorecer la producción de bio-hidrógeno, el proceso se tiene que detener en la acidogénesis. 

El efluente del proceso acidogénico puede emplearse para producir bio-metano. Por lo tanto, 

resulta conveniente el uso de un sistema de tratamiento en dos etapas. Para producir el bio-

hitano, tanto el bio-hidrógeno como el bio-metano se pueden producir en reactores 

independientes y al final del proceso ambas corrientes gaseosas se mezclan para controlar el 

contenido de bio-hidrógeno. El principal reto consiste en integrar de manera eficiente las dos 

etapas para producir continuamente el bio-hitano. (Cavinato et al., 2012) 

Hasta ahora, la producción industrial del bio-hitano está limitada por la producción y la 

instrumentación asociada con el bio-hidrógeno, ya que es necesario tener una relación de 

H2/CH4  del 5% al 20% para obtener los beneficios de ésta mezcla (Cavinato et al, 2012). El 

interés en el uso del bio-hitano como combustible en la industria del transporte se debe, 
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principalmente, a que reduce la emisión de gases contaminantes como los óxidos de nitrógeno 

y el dióxido de carbono, mejora la eficiencia de los motores y disminuye la energía requerida 

para el arranque, su uso no requiere de cambios significativos en la infraestructura existente, 

dependiendo de la composición del hitano, varios de los vehículos que actualmente emplean 

gas natural como combustible no necesitarían modificarse para poder emplear al hitano como 

combustible. (Midha et al., 2011; Cavinato et al., 2012; Mével et al., 2012; Villante y Genovese; 

2012) 

El objetivo de este capítulo fue determinar la factibilidad teórica de obtener una producción 

de bio-hitano con contenido de hidrógeno entre el 5% y 20% mediante un balance de masas de 

un proceso de digestión en dos etapas. 

9.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Del balance de masa en el biorreactor acidogénico se obtuvieron las ecuaciones 9.1 a 9.5. Del 

balance de DQO se obtuvo la ecuación 9.1 

 (9.1) 

 

 

Donde DQOR1: es la demanda química de oxígeno en el biorreactor R1; gglucosa: es la 

cantidad de glucosa alimentada en el biorreactor R1; 2Lagua: son los 2 L de agua utilizados para 

diluir la glucosa alimentada; VR1 es el volumen del biorreactor acidogénico; Fr : es la frecuencia 

de alimentación del biorreactor R1; rDQO_biomasa: es la DQO consumida para la producción de 

biomasa. 

La ecuación 9.2 se obtuvo a partir del balance de los AGV producidos 

 
(9.2) 
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Donde rDQOAGV-R1/R2 es la tasa de DQO de los AGV transferidos al biorreactor 

metanogénico durante la alimentación del biorreactor acidogénico; rDQO_AAcético es la DQO del 

ácido acético producido; rDQO_AButírico es la DQO del ácido butírico producido; YAAcético es el 

rendimiento de la producción de ácido acético; PMAAcético es el peso molecular del ácido acético, 

PMglucosa es el peso molecular de la glucosa. 

Las ecuaciones 9.3 y 9.4 se obtuvieron a partir del balance del biogás, considerando la 

transferencia del biogás producido en el biorreactor metanogénico hacia el biorreactor 

acidogénico durante la etapa de alimentación 

 

(9.3) 

 
(9.4) 

Donde rDQOH2 es la tasa de producción de bio-hidrógeno; YH2 es el rendimiento de la 

producción de bio-hidrógeno; Valimentado es el volumen alimentado al biorreactor acidogénico; 

rDQOCH4 es la tasa de bio-metano transferida al reactor acidogénico. 

Para conocer la producción de CO2 se hizo un balance de carbono y se obtuvo la ecuación 

9.5 

 
(9.5) 

En el caso del biorreactor metanogénico se utilizó el modelo propuesto por Bernard et al. 

(2001) debido a que se consideró que la velocidad de producción del bio-metano era superior al 

de la producción de bio-hidrógeno. La ecuación 9.6 se obtuvo del balance de la DQO 
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2/1

max

RR
Si

salida DQO
D

DK
DQO  (9.6) 

Donde KSi es la constante de saturación (Monod), α es el factor de heterogeneidad del 

proceso, µmax es la tasa de crecimiento máxima de la biomasa (Monod), D es la tasa de dilución, 

DQOR1/R2 es la DQO transferida del biorreactor acidogénico al biorreactor metanogénico. 

La ecuación resultante para el balance de AGV es 

2/1

maxmax

2

4
2

11

RR

I

S

salida AGV

K

K

K

DD
AGV

I

 
(9.7) 

Donde AGVsalida son los AGV en el efluente, KS es la constante de saturación (Haldane), KI 

es la constante de inhibición (Haldane), AGVR1/R2 son los AGV transferidos del biorreactor 

acidogénico al biorreactor metanogénico. 

La cantidad de la biomasa acidogénica se calculó como 

Dk

DDQODDQODDQO
x RRRRsalidavinasas

1

2/12/1
1

*
 (9.8) 

Donde k1 es el rendimiento de la degradación de la DQO por la biomasa acidogénica, 

DQOvinasas es la DQO de las vinazas alimentadas, DR1/R2 es la tasa de dilución debida a la 

transferencia del licor mezclado del biorreactor acidogénico al biorreactor metanogénico. 

La biomasa metanogénicas se cuantificó con la ecuación 9.9 

Dk

DxkDAGVDAGVDAGV
x RRRRsalidavinasas

3

122/12/1

2

*
*

 (9.9) 

Donde k2 es el rendimiento de la producción de AGV por la biomasa acidogénica, k3 es el 

rendimiento del consumo de AGV por la biomasa metanogénica. 

La producción de metano se obtuvo mediante la ecuación 9.10 
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 (9.10) 

Donde k6 es el rendimiento de la producción de metano. 

La producción de CO2 se determinó por un balance de carbono y se obtuvo la ecuación 9.11 

 (9.11) 

Finalmente, el contenido de bio-hidrógeno en el  bio-hitano se obtuvo con la ecuación 9.12 

 (9.12) 

9.3 RESULTADOS 

Para verificar el planteamiento de las ecuaciones se simularon tres condiciones de operación 

extremas. La Figura 9.1A muestra los resultados de la simulación cuando no se alimentó 

glucosa ni vinazas. Como no hay sustratos en ambos biorreactores no es posible generar gas 

en ambos biorreactores. 

La Figura 9.1B presenta el resultado obtenido cuando sólo se alimentaron vinazas en el 

proceso metanogénico y no se alimentó glucosa en el biorreactor acidogénico. El biorreactor 

metanogénico se alimenta de manera continua por una entrada lateral y de manera discontinua 

por la sección de intercambio con el biorreactor acidogénico cada vez que éste se alimenta. 

Debido a forma en la que se opera el sistema, cuando se alimenta al biorreactor acidogénico 

éste trasfiere un volumen de licor mezclado al biorreactor metanogénico, mientras que el 

biorreactor transfiere un volumen de gas hacia el biorreactor acidogénico. Debido a que 

únicamente se alimentaron vinazas por la entrada lateral del biorreactor metanogénico sólo se 

produjo metano y dióxido de carbono, mientras que en el biorreactor acidogénico no se produjo 

hidrógeno, por lo cual no fue posible formar el bio-hitano. 
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Figura 9.1. Producción de bio-hitano A) sin alimentación de glucosa ni vinazas, B) alimentando 

sólo vinazas y C) alimentando únicamente glucosa. 
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La Figura 9.1C presenta el resultado obtenido cuando únicamente se alimentó glucosa en 

el biorreactor acidogénico y no se alimentó vinazas en el biorreactor metanogénico. Para 

evaluar esta condición se consideró que el biorreactor metanogénico estaba fuera de operación, 

por lo que no se generó metano. Así, el biogás producido estaba compuesto por hidrógeno y 

dióxido de carbono. Dado que la concentración de hidrógeno en el bio-hitano se calcula como la 

relación de la producción de hidrógeno y metano, la concentración de hidrógeno en el bio-hitano 

fue de 100%. 

La influencia de la TCO en el biorreactor acidogénico a diferentes flujos de vinazas se 

muestra en la Figura 9.2. La composición de biogás en el reactor acidogénico prácticamente no 

varió a pesar del incremento en el flujo de vinazas en el biorreactor metanogénico. Sin 

embargo, el aumento en el flujo de vinazas de 50 hasta 180 L/d afectó la concentración de 

hidrógeno en el bio-hitano debido a que se incrementó la velocidad de producción de metano. 

Los resultados indicaron que el sistema fue sensible a las variaciones del flujo de vinazas 

de vino en el biorreactor metanogénico. Por lo que, dependiendo del flujo de vinazas, se 

requiere de una TCO mayor en el biorreactor acidogénico para obtener el contenido de 

hidrógeno deseado en el bio-hitano. 
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Figura 9.2. Producción de bio-hitano a diferentes flujos de vinazas: A) 50 L/d, B) 108 L/d y C) 

180 L/d. 
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Figura 9.3. Evolución de la tasa de producción de bio-hitano a una  concentración de bio-

hidrógeno del  A) 5% y B) 20%. 

La Figura 9.3 muestra la producción de bio-hitano a diferentes flujos de vinazas para un 

contenido de hidrógeno del 5% y 20%. La tasa de producción del bio-hitano dependió del 

contenido de hidrógeno en la mezcla gaseosa. La tasa de producción de bio-hitano con una 

concentración del 5% de bio-hidrógeno fue mayor la del bio-hitano con un contenido de 

hidrógeno del 20%. A una alta concentración de hidrógeno en el bio-hitano, la tasa de 

producción del bio-hitano se reduce. 
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9.4 CONCLUSIONES PARCIALES 

Se determinó la factibilidad teórica de la producción de bio-hitano con un contenido de 

hidrógeno entre el 5% y 20%, mediante un balance de masas de un proceso de digestión en 

dos etapas, resultando factible su obtención con el sistema de tratamiento en dos etapas 

alimentando glucosa en el biorreactor acidogénico y vinazas de vino en el biorreactor 

metanogénico. 
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A partir de los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente: 

Se llevó a cabo la evaluación de los parámetros operacionales de un biorreactor con 

membranas para la producción de hidrógeno partiendo de la transformación de la glucosa como 

única fuente de carbono y se determinó que a un pH inicial de 4.5 una carga orgánica de 30 kg-

glucosa m-3 d-1 y un tiempo de residencia hidráulica de 4 h se pudo maximizar la producción de 

hidrógeno. Bajos éstas condiciones de operación la velocidad de producción fue de 475 ± 15 

mL-H2 L
-1 h-1 con un rendimiento de 2.9 ± 0.1 mol H2/mol glucosa. 

Se evaluó el efecto del pH inicial en la producción de bio-hidrógeno y se observó que a un 

pH inicial alto la producción de bio-hidrógeno se mantuvo mientras que a un nivel de pH inicial 

bajo el sistema se acidificó rápidamente lo cual resultó en la pérdida de producción de bio-

hidrógeno. Asimismo, se encontró que no es necesario el uso de bicarbonatos como 

suplemento del nivel de alcalinidad de la alimentación del biorreactor debido a que, 

independientemente de la cantidad de alcalinidad agregada, no se observó un efecto positivo 

en la producción de bio-hidrógeno. Más aún, al incrementar el contenido de alcalinidad del 

sistema, la concentración de hidrógeno en el biogás disminuyó notablemente mientras que la 

concentración de dióxido de carbono incrementó considerablemente. 

Posteriormente se evaluó la capacidad específica de producción de hidrógeno de los 

microorganismos que sedimentan (biomasa sedimentable) y de los microorganismos que no 

sedimentan (biomasa no sedimentable) mediante pruebas bioquímicas de producción de 

hidrógeno y se evidenció que la biomasa que forma agregados y sedimenta presentó una 

actividad específica de producción de hidrógeno mayor que la de la biomasa que permanece en 

suspensión. Debido a esto, se evaluó la capacidad específica de producción de hidrógeno del 

lodo anaerobio granular, el cual presentó una velocidad de producción de hidrógeno mayor que 

la obtenida con la biomasa sedimentable. Esto se pudo deber a que la diversidad microbiana 

establecida en el reactor fue diferente debido al efecto del tratamiento térmico aplicado a la 

biomasa sedimentable. A partir de los resultados obtenidos, resulta más apropiado el uso de 

lodo granular sin tratamiento previo como fuente de inóculo para la producción de hidrógeno. 

En seguida se evaluó una metodología para la adaptación de los gránulos anaerobios que 

permitió la supresión de su actividad metanogénica y favoreció la producción de hidrógeno. Los 

resultados preliminares mostraron que la adaptación discontinua de los gránulos anaerobios 
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permitió generar hidrógeno pero no suprimió completamente la actividad metanogénica del 

inóculo debido a la aclimatación de los microorganismos metanogénicos a las condiciones de 

operación del reactor (pH: 5.5 y TRH: 24-6 h). Por otra parte, la adaptación continua de los 

gránulos anaerobios, bajo una presión de selección más fuerte (pH 4.5 y TRH de 5.5 h) dada 

principalmente por el uso de un pH y un TRH menores a los empleados en la operación en 

discontinuo, permitió suprimir la actividad metanogénica del inóculo y favoreció la producción de 

hidrógeno, la cual se llevó a cabo de manera estable. Se observó una distribución homogénea 

de las células y los β-polisacáridos en los gránulos adaptados para producir hidrógeno, lo cual 

contrastó con lo observado en los gránulos anaerobios inoculados. A pesar de que se utilizó el 

mismo tipo de inóculo, las diferencias en la operación de los biorreactores resultaron en el 

establecimiento de diferentes tipos de microorganismos. Sin embargo, en ambos sistemas se 

observó la presencia de microorganismos del género Clostridium, los cuales son los principales 

responsables de la producción de hidrógeno. 

Después se evaluó la influencia de la tasa de carga orgánica y el tiempo de residencia 

hidráulica en un biorreactor con membranas sumergidas inoculado con lodo anaerobio granular 

y se observó que la  variación de la TCO afectó significativamente a la producción de bio-

hidrógeno. Los mayores rendimientos se obtuvieron a cargas orgánicas bajas mientras que las 

mayores velocidades de producción se obtuvieron a cargas orgánicas altas. La mayor 

producción de bio-hidrógeno se obtuvo a una TCO de 30 kg-glucosa m-3 d-1. Al incrementar la 

TCO hasta niveles de sobrecarga del biorreactor, la ruta metabólica cambió de la producción de 

ácidos e hidrógeno a la producción de solventes. 

Respecto a la evaluación de la influencia del tiempo de residencia hidráulica se notó que la 

velocidad de producción de bio-hidrógeno fue más sensible a la reducción del TRH que el 

rendimiento. El mayor rendimiento y la mayor tasa de producción de bio-hidrógeno se 

obtuvieron a un TRH de 4 h. A pesar de que el uso de un pH bajo inhibió la actividad 

metanogénica del inóculo, no fue posible controlar su actividad acetogénica. A TRH menores se 

observó el desarrollo de un proceso acetogénico, el cual resultó en la disminución de la 

producción de bio-hidrógeno. El principal mecanismo de colmatación de la membrana, durante 

la variación de la TCO y el TRH, se debió al bloqueo de los poros de la membrana. 
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A partir del modelado de un sistema teórico de digestión en dos etapas, se determinó que 

es factible la producción de bio-hitano con una concentración de bio-hidrógeno en la mezcla 

entre el 5% y 20%, por lo que sería posible su uso en la industria del transporte como 

combustible con los consecuentes beneficios ambientales, tales como la reducción de 

emisiones de gases de efecto invernadero. 
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