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Resumen

RESUMEN

El hidrogeno se proyecta como alternativa energética. La produccion
bioldgica de hidrogeno se considera la ruta méas viable. La fermentacion en
fase luminosa resulta una buena alternativa debido a la pureza del biogas
generado. Se evalud la influencia de una mezcla de acido acético, propionico
y butirico sobre la tasa de produccion de hidrogeno utilizando bacterias
parpura no azufradas. El indculo fotofermentativo usado para la produccién
de hidrdégeno fue seleccionado a partir de 3 fuentes (del &nodo de un sistema
bioelectroquimico usado para producir hidrogeno, lodo granular anaerobio
proveniente de una planta de tratamiento de aguas residuales y de una laguna
del paseo de Los Lagos en Xalapa, Veracruz, México). EIl consorcio
proveniente de un sistema bio-electroquimico fue el que present6 los mejores
resultados presentando produccién especifica de hidrogeno de 12.68 mmol de
hidrégeno y una velocidad de produccion de 1.21 mmol de hidrégeno/d
usando Unicamente acido acético y butirico. El efecto de la mezcla de acidos
fue estudiado en ensayos discontinuos y la optimizacion utilizando un disefio
experimental de superficie de respuesta del tipo Box-Behnken y central
compuesto. El contenido de hidrégeno en el biogés present6 purezas de entre
77 y 87%. La aplicacion del modelo de optimizacion permitié obtener las
concentraciones Optimas para la productividad de hidrégeno, siendo estas
1200 mg/L de &cido acético, 1571 mg/L de &cido butirico y 715 mg/L de
acido propionico. Para estos datos la maxima produccion especifica y
velocidad de produccién de hidrogeno fue de 10.88 mmol y 0.65 mmol/d
respectivamente.



Introduccidn

INTRODUCCION

En la actualidad, los combustibles fosiles son considerados la principal fuente de
abastecimiento de energia. Pero debido a su creciente demanda y su limitada disponibilidad
por ser recursos no renovables, se hace necesaria una fuente alternativa de energia (Das y
Veziroglu, 2008).

El hidrogeno se proyecta como una alternativa prometedora frente a los combustibles fosiles
ya que su combustion limpia sin emisiones de CO, y puede ser convertida eficientemente en
electricidad a través de la tecnologia de celdas de combustible (Levin et al., 2004). Ademas,
el hidrégeno sélo produce agua, cuando se quema como combustible o convertido en
electricidad, lo que hace que sea muy respetuosa del medio ambiente (Hawkes et al., 2002). El
hidrogeno tiene una alta densidad de energia de 122 kJ/g, que es 2.72 veces mayor que el de la
gasolina (Kapdan y Kargi, 2006). La produccion biologica de hidrégeno se considera la ruta
mas viable y amigable para el medio ambiente. En particular, estos procesos pueden usar una
variedad de sustratos organicos como fuentes de carbono (Manish y Banerjee, 2008) para que
como ya se menciond se presente un doble beneficio: la reduccion de residuos y la produccion
de energia a partir del hidrégeno (Chen y Chang, 2006). Sin embargo, en un proceso
fermentativo en teoria 1 mol de glucosa deberia producir 12 mol de H, pero debido a

limitaciones termodindmicas, solo se producen méaximo 4 moles (Chen et al., 2008).

La combinacion de procesos fermentativos en fase oscura y luminica ha sido propuesta como
una alternativa para mejorar la productividad de H, (Chen et al., 2010). En el caso de un
proceso fermentativo en fase oscura, la oxidaciéon de la glucosa conduce a la formacion de
maximo 4 moles de H, y cantidades variables de subproductos como acidos grasos volatiles,
AGVs (Ec. 1).

CeH1206 + 2H,0 — 4H, + Acetato + 2CO, 1)

Mediante el uso de energia luminosa y bacterias purpuras no azufradas resultaria tedricamente
factible alcanzar hasta 8 mol de H, por mol de glucosa alimentado al proceso mediante la
fermentacion de los sub-productos generados en la fase oscura (Ec. 2) (Kapdan y Kargi, 2006)
(Shi'y Yu, 2006).
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Acetato + 2H,0 + energia luminica — 4H, + 2CO, 2

La fermentacion en fase luminosa mediante cultivos puros en suspension resulta bastante
prometedora debido a la pureza del biogés generado (H,: 80%), a las conversiones de sustrato
observadas (>65%) y a la factibilidad de alcanzar altos rendimientos mediante el acoplamiento
de fases (entre 4.6 y 7.1 mol Hy/mol de glucosa). Sin embargo, dicha alternativa presenta en la
actualidad desventajas como el escaso aprovechamiento de la energia radiante suministrada
(entre el 2-10% del total), una fuerte dependencia del tipo y de la intensidad de la energia y
finalmente bajas velocidades de produccion de hidrogeno (Hidayet y Fikret, 2011). El objetivo
de este trabajo fue evaluar la influencia de una mezcla de acidos acético, propionico y butirico

sobre la tasa de produccion de hidrégeno utilizando bacterias purpura no azufradas.



Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de las concentraciones de acidos grasos volatiles sobre la produccién de

hidrégeno en un proceso fotofermentativo a nivel laboratorio.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Obtener un in6culo productor de hidrégeno que contenga bacterias purpura no
azufradas a partir de tres fuentes: celda bioelectroquimica, lodo granular y
sedimento de una laguna.

* Analizar el efecto de la mezcla de &cido grasos volatiles en un la fermentacién
luminosa mediante ensayos discontinuos utilizando un disefio experimental de
superficie de respuesta del tipo Box-Behnken y Central Compuesto

» Obtener una respuesta optimizada usando el programa Minitab 15 que ofrezca las
concentraciones éptimas de acido acético, propionico y butirico para mejorar la
productividad de hidrégeno en un proceso fotofermentativo.

» Construir un fotobiorreactor de panel plano y puesta en marcha del mismo a partir

de los datos obtenidos.

METAS

* Se obtendrd un indculo de consorcio mixto con lo cual se hard el proceso de

produccién de hidrégeno mas robusto.

» Se encontrara la concentracion de acidos grasos volatiles éptima que permitan la mejor

condicion para la produccion de hidrogeno.

» Sedaran las bases para el acoplamiento del proceso fermentativo en fase luminosa con

la fase oscura y de esta forma obtener una mayor produccién de hidrégeno.



Capitulo 1 Generalidades

CAPITULO |
GENERALIDADES

De todas las posibles fuentes de energia que pueden sustituir a los combustibles fosiles, el
hidrogeno molecular (H,) es considerado “el energético del futuro”, debido a que presenta
ventajas sobre otros productos. Entre éstas destaca su mayor contenido energético por unidad
de peso entre los combustibles gaseosos conocidos (143 GJ/ton); es altamente eficiente al
convertirlo en energia utilizable; es el Unico libre de carbono que al oxidarse totalmente libera
agua como su producto de combustidn, por lo que no genera gases de efecto invernadero v,
por lo tanto, no contribuye a la formacion de lluvias acidas ni al adelgazamiento de la capa de
ozono; es de facil transporte, muy versétil y seguro en su manejo y uso. Sin embargo, los
aspectos tecnologicos de produccidn necesitan ser reestructurados para poder ser considerado
desde el punto de vista ambiental y econémico, siendo las biotecnologias las mas aptas para

resolver estas desventajas.

1.1 PRODUCCION DE HIDROGENO

El hidrogeno molecular es generado a partir de fuentes de energia primaria, utilizando
procesos de produccion termoquimicos, electroliticos, fotoliticos, quimicos y bioldgicos
(Ortega-Valencia y Francois-Lacouture, 2007). A nivel mundial, 40% del energético se
produce a partir de gas natural, 30% del petréleo crudo, 18% de carbén, y 4% de la electrdlisis
del agua (Brentner et al., 2010).

Para que en realidad sea considerado como un combustible con verdaderas ventajas
ambientales, debe originarse a partir de fuentes renovables y no generar contaminantes durante
su fabricacion (Dutta et al., 2005).

1.1.1 Produccién de biohidrégeno

La produccion de biohidrogeno puede ser llevada a cabo por tres diferentes mecanismos: a)
fermentacion oscura, b) fotofermentacion, y c¢) biofotdlisis. En las primeras dos se utilizan
como sustrato residuos organicos, y la produccion de hidrégeno es realizada por bacterias

anaerobias y puarpuras, no del azufre, respectivamente. En la biofotdlisis el hidrdégeno es
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generado por microalgas y cianobacterias, el CO; y la radiacién luminosa se emplean como

fuente de carbono y de energia (ej. luz solar), respectivamente (Brentner, et al., 2010).

Tabla 1.1. Mecanismos de produccién de biohidrogeno.

Mecanismo Microorganismos Sustratos Productos_ d e* Gase_s Ventajas Desventajas
fermentacion producidos
Alta Bajo rendimiento
produccion de de hidrégeno por
Carbohidratos y H, fermentacion
L . A - Uso de incompleta
Fermentacion Bacterias compuestos Acidos orgénicos y - -
: A H,y CO; residuos Pretratamiento a la
oscura anaerobias organicos de alcoholes - -
i organicos biomasa
fermentacion .
Uso de Presencia de
consorcios microorganismos
microbianos metanogénicos
Acidos grasos Alta demanda de
Residuos enzima nitrogenasa
L P No hay -
. Bacterias purpuras organicos i, Disefio de
Fotofermentacion H,y CO; generacion de
no azufradas Luz como bi reactores para
ioproductos .
fuente de incrementar el uso
energia de luz
€0, Usgoﬂgrluz
P Microalgas y Luz como . Sensibilidad al O,
Biofotolisis . - H,y O, H, producido a . L
cianobacterias fzﬁt;:Z iie partir de agua y Baja productividad

luz

*Productos de fermentacidn obtenidos durante la formacion de H,.
En los tres mecanismos la produccion de hidrégeno se lleva a cabo en anaerobiosis

1.2 PRODUCCION DE BIOHIDROGENO
FOTOSINTETICOS (FOTOFERMENTACION)

POR MICROORGANISMOS

En la produccion de biohidrégeno por fermentacion oscura se han empleado residuos de frutas
y vegetales, aguas residuales domésticas y aguas residuales de la industria alimentaria entre
otros. Los &cidos organicos generados en la fermentacion oscura pueden ser usados como
sustrato por las bacterias fotosintéticas para producir hidrégeno, esto en una segunda etapa de
fermentacion anaerobia fotosintética como se muestra en la figura 1.1 (Shi y Yu, 2006). Este
tipo de bacterias tienen la ventaja sobre las algas de no producir Oz el cual es un fuerte

inhibidor de la hidrogenasa.

Las bacterias fotosintéticas no azufradas (FNA), tienen la capacidad de convertir los acidos
grasos volatiles en H, y CO; en condiciones anoxicas (Kapdan y Kargi, 2006). Las bacterias
fotosintéticas no azufradas también tienen la posibilidad de utilizar fuentes de carbono como
la glucosa, sacarosa y succinato entre otros en lugar de acidos grasos volatiles (AGVs) para la
produccion de H, (Jeong et al., 2008). Las bacterias fotosintéticas no azufradas mas conocidas
y utilizadas en la foto-fermentacion para la produccion de H; son la Rhodobacter sphaeroides
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Residuos organicos Fermentacion
25 £ o > > H,y CO,
(sélidos/liquidos) oscura
Y
Acidos organicos Separacion de H,
A
A,
Fotofermentacion H,y CO;,

Tratamiento de
aguas residuales

Figura 1.1. Esquema de produccién de hidrdgeno en dos etapas.

0O.U001, Rhodobacter capsulatus, R. sphaeroides-RV, Rhodobacter sulfidophilus,
Rhodopseudomonas palustris y Rhodospirillum rubrum (Basak y Das, 2007). Las enzimas
hidrogenasa y nitrogenasa se detectaron en las bacterias fotosintéticas no azufradas (Das y
Veziroglu, 2001). Sin embargo, la nitrogenasa es la enzima principal responsable de la
produccion de H, molecular bajo condiciones anoxicas (Koku et al., 2002) (Dasgupta et al.,
2010). La ecuacion (3) presenta la formacion de hidrogeno a partir de acido acético por foto-
fermentacion (Manish y Banerjee, 2008). Debido a un cambio positivo de energia libre, de
entrada la reaccion no es espontanea ya que requiere energia externa en forma de luz que
puede ser proporcionada por una fuente de luz artificial o solar (Argun y Kargi, 2010). Tal
como se presenta en la ecuacion (3) tedricamente, 4 moles de H, pueden ser producidos a

partir de un mol de &cido acético (Uyar et al., 2009).

CH3COOH + 2H,0 — 4H, +2CO,  (3)

El control estricto de las condiciones ambientales es esencial para una eficiente produccién de
H, mediante foto-fermentacion (Argun et al., 2008). EI pH déptimo se encuentra entre 6.8 y
7.5y la temperatura entre 31-36 °C (Basak y Das, 2007). La longitud de onda y la intensidad
luminosa adecuadas para la foto-fermentacion se reporto de entre 400 y 1000 nm, 6 y 10 klux,
respectivamente (Koku et al., 2002) (Akkerman et al., 2002). EIl hierro y el molibdeno son los
cofactores mas importantes requeridos por la enzima nitrogenasa en la produccién de H;
(Fascetti et al., 1998). El uso limitado de nitrégeno es de especial importancia ya que hasta 20

MM de amonio segun lo reportado causa la inhibicion de la enzima nitrogenasa responsable de
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la formacién de H, (Koku et al., 2002). Las concentraciones optimas de los acidos grasos
volatiles oscilan entre 1800 y 2500 mg/L (Chen et al., 2007). (Akkerman et al., 2002).

1.3 BACTERIAS PURPURA NO AZUFRADAS

Las bacterias rojas fototréficas llevan a cabo fotosintesis anoxigénica. Es decir, en
contraposicion a las cianobacterias no se produce liberacion de O,. Las bacterias purpuras son
un grupo morfolégicamente diverso y la clasificacion de estos organismos se ha establecido
conforme a criterios filogenéticos, morfologicos y fisiologicos. Sus diferentes géneros caen

dentro de los Alfa-, Beta, 0 Gammaproteobacterias (Madigan M. et al., 2009).

Las bacterias rojas o purpuras contienen bacterioclorofilas y pigmentos carotenoides. En
conjunto, estos pigmentos proporcionan a las bacterias rojas colores espectaculares,

habitualmente purpura, rojo o marrén.

Algunas bacterias se denominan bacterias purpura no azufradas porque en un principio se
penso que eran incapaces de utilizar sulfuros como fuente de electrones para la reduccion de
CO;, para formar material celular. De hecho, la mayoria de las especies en este grupo puede
utilizar sulfuro, aunque las concentraciones de sulfuro ideales para las bacterias purpura del
azufre (1-3 mM) son a menudo toxicas para la mayoria de las bacterias purpura no azufradas.
Son microorganismos que pueden crecer como fotoheterétrofos, como fotoautotrofos o
quimioheterétrofos, cambiando de modo dependiendo de condiciones como: grado de
anaerobiosis, disponibilidad de fuente de carbon y de fuente de luz. Algunas bacterias pdrpura
no azufradas pueden crecer anaerébicamente en la oscuridad utilizando un metabolismo
respiratorio fermentativo o anaerobio y la mayoria pueden crecer en la oscuridad utilizando un

metabolismo respiratorio aerobio (Madigan M. et al., 2009).

En cualquier caso lo que explica el éxito competitivo de este grupo en la naturaleza es su
capacidad para la fotoheterotrofia (en la que la luz es la fuente de energia y un compuesto
organico actua como fuente de carbono). Una caracteristica de las bacterias pdrpura no
azufradas es su diversidad nutricional ya que utilizan como fuente de carbono compuestos
organicos, grasas o aminoacidos; azucares; alcoholes; o incluso compuestos aromaticos como
el benzoato o el tolueno. La mayoria de las especies pueden también crecer

fotoautotroficamente con CO, + H, 0 con CO; + bajos niveles de H,S.
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La diversidad morfoldgica de las bacterias purpura es diversa (Figura 1.2) y en este sentido
constituyen un grupo claramente heterogéneo. Todas las bacterias pUrpura no azufradas

aisladas hasta el momento son bien alfa- o bien betaproteobacterias (Madigan M. et al., 2009).
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Figura 1.2 Ejemplos de varios géneros de bacterias parpura no azufradas. a) Phaeospirillum fulvum, b)
Rhodoblastus acidophilus, ¢) Rhodobacter sphaeroides, d) Rhodopila globiformis, €) Rhodocyclus
purpureus, f) Rhodomicrobium vannielii (Madigan M. et al., 2009).

El proceso fotosintético que esta a cargo de la bacterioclorofila no produce oxigeno y posee
solamente un fotosistema y no emplea H,O como donador de electrones. Este proceso es
tipico de las bacterias fotdtrofas o fotosintéticas (bacterias verdes y bacterias purpuras) que

realizan la fotosintesis en condiciones estrictamente anaerobias (Stolp, 1996).

Las bacterias fotosintéticas no pueden reducir el NAD" directamente durante la reaccion
luminosa. Para sintetizar NADH o NADPH, las bacterias purpuras y verdes deben usar
donadores de electrones tales como el hidrogeno, el sulfuro de hidrégeno o compuestos
organicos que tienen potenciales de reduccion mas negativos que el agua y que por tanto, son
mas faciles de oxidar (son mejores donadores de electrones), cuando utilizan compuestos en
azufre forman granulos de este elemento que acumulan en el interior de la célula. Las bacterias

verdes del azufre depositan los granulos de azufre fuera de sus células (Dasgupta et al., 2010).



Capitulo 1 Generalidades

La bacterioclorofila de las bacterias fotosintéticas tiene valores maximos de absorcion en
longitudes de onda mas largas. Debido a que estas bacterias crecen en zonas anaerobias
profundas de los habitats acuaticos, no son capaces de utilizar con eficiencia partes del
espectro visible que usan normalmente los organismos fotosintéticos. Los pigmentos de la
bacterioclorofila pueden absorber luz en la region del rojo lejano, que no utilizan los otros
microorganismos fotosintetizadores (Pares y Juarez, 1997)

Las bacterias purpura no azufradas productoras de hidrégeno parecen tener un metabolismo
muy flexible: pueden utilizar sustratos organicos como donadores de hidrogeno para la
fotosintesis, pero algunas de ellas pueden utilizar también compuestos reducidos de azufre.
Ademaés, pueden prescindir de la luz y crecer aerobiamente en la oscuridad en funcion de la
materia organica presente en el medio (Altlas, 2001).

Las bacterias purpura no azufradas pueden ser mdviles o no, las moviles presentan flagelos
polares, estos organismos utilizan la fotosintesis anoxigénica. El sistema fotosintético esta
contenido en complejos de membrana de forma circular o vesicular, que se continda con la
membrana plasmatica. La célula se divide por fision binaria, de la cual se producen células en

capsula o en forma de cadena (Madigan et al., 2000).

Las bacterias purpuras no azufradas son muy flexibles en cuanto a la fuente de energia que
utilizan.  Normalmente crecen de forma anaerobia como  microorganismos
fotoorganoheterotrofos; esto es, que captan energia luminica y utilizan moléculas organicas
como fuente de electrones y carbono. Aunque reciben el nombre de bacterias no azufradas,
algunas especies pueden oxidar niveles muy bajos, no tdxicos de sulfuro a sulfato, crecer de
forma aerobia, aunque no oxidan azufre elemental a sulfato. En ausencia de luz, las bacterias
purpuras no azufradas pueden crecer de forma aerobia como quimiorganoheterotrofos
(Madigan et al., 2000).

La morfologia de las bacterias parpura no azufradas es muy variable, pueden ser espirales, con
forma de bacilo, semicircular o circular e incluso pueden formar yemas. Debido a su
metabolismo, este tipo de bacterias predominan méas en el lodo y en el agua de lagos y
estanques ricos en materia organica y con niveles bajos de azufre (Harley y Prescott, 2004).
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Los cultivos de bacterias purpura no azufradas pueden ser de un color café verdoso obscuro,
cuando estos crecen bajo condiciones anaerobias al estar presente la luz. Los cultivos que

crecen en presencia de luz y aire se tornan de color rojo.

Estos organismos crecen preferentemente de un modo fotoheterdtrofo, bajo condiciones
anaerobias, con compuestos organicos que sirven de fuente de carbédn y electrones, como por
ejemplo glucosa, fructosa, almidon, celulosa, entre otros. Ademas presentan un crecimiento
fotoautotrofico usando hidrégeno molecular o sulfato como lentos donadores de electrones.
También se ha observado crecimiento de estas bacterias en condiciones aerobias en oscuridad
empleando compuestos organicos como los antes mencionados. De igual manera se ha visto
un crecimiento marginal, debido a que pueden llevar a cabo, un metabolismo fermentativo en

oscuridad y en anaerobiosis usando piruvato y azucares.

El crecimiento 6ptimo de las bacterias purpura no azufradas se da entre los 30°C y los 35°C.
Estas bacterias tienen la habilidad de crecer anaerobiamente en condiciones de oscuridad
empleando nitrato como donador de electrones y fuente de nitrogeno, puede fijar el No,

sintetizar bacterioclorofila y reducir metales. (Staley y Bryant, 1989).

1.3.1. Fotosintesis en las bacterias purpuras no azufradas

Las bacterias purpuras presentan bacterioclorofila a o b, absorben luz en la banda
correspondiente a la bacterioclorofila (400-950 nm), también absorben luz de una segunda
region entre los 400 y 500 nm, debido a la presencia de los carotenoides responsables del color
rojo, purpura o marrén de las bacterias fototroficas. Estos pigmentos protegen a las bacterias
del efecto tdxico de la fotooxidacion y ademas transfieren la energia absorbida a la
bacterioclorofila. Invaginaciones de la membrana proporcionan espacio para la localizacion

del aparato fotosintético (Akkerman et al., 2002).

Un elemento esencial del aparato fotosintético es el centro de captacion de la luz (CL), que
incluye mas del 90% de la bacterioclorofila, conjuntamente con carotenoides y muchas
proteinas. Estos centros transfieren la energia luminosa a los centros de reaccion. Cada centro
de reaccion puede estar asociado a muchos CL (entre 20 y 40). El centro de reaccion
denominado P870, es un complejo que incluye 4 moléculas de bacterioclorofila (dos de ellas

activas fotoguimicamente), 2 moléculas de bacteriofeofitina (bacterioclorofila libre de
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magnesio) y una proteina con tres subunidades diferentes. Este centro de reaccion se encuentra
asociado a un complejo de hierro-ubiquinona. Estos dos complejos integrados en la
membrana, se encuentran asociados a otro complejo, también anclado en la membrana,
denominado citocromo bcl. Al aparato fotosintético pertenece también la ubiquinona y el

citocromo c2, moléculas que se mueven libremente en la membrana (Margalith, 1992).

En presencia de luz, cada quantum absorbido provoca que un electrén se transloque del par de
bacterioclorofilas activas del centro de reaccién a la bacteriofeofitina, via una bacterioclorofila
secundaria, pasando posteriormente al complejo ubiquinona-hierro. De aqui, el flujo de
electrones sigue via complejo citocromo bcl y citocromo c2, el cual vuelve a reducir otra vez

al complejo P870.

Este transporte de electrones ciclico genera un gradiente de protones en la membrana,
estimandose que por cada electron que circula son expulsados al exterior dos protones que son
utilizados para generar ATP mediante la ATP sintetasa. La utilizacion de la luz por la bacteria
fotosintética no azufradas tiene como resultado la generacion de ATP y no la de poder
reductor. Por ello la necesidad de una fuente de poder reductor usada en NAD" para generar
NADH, la fuente de poder reductor puede ser un compuesto inorganico reducido de azufre o

compuestos organicos como donadores de electrones (White, 2000).

1.3.2 Fotoproduccion de hidrégeno

La habilidad de fijar nitrégeno en las bacterias purpura no azufradas se debe a la presencia de
una enzima llamada nitrogenasa. Ademas esta enzima esta asociada principal o completamente
con la produccion de hidrégeno, siempre y cuando no esté presente el nitrogeno molecular
(Allakhverdiev et al., 2010).

El nitrégeno molecular es el sustrato natural de la nitrogenasa, pero inhibe la produccién de
hidrogeno por esta enzima. Cuando esta presente el N, la reaccidn de fijacidon del nitrégeno

predomina y la produccion de hidrogeno no se realiza (Cammack y Frey, 2001).

La eficiencia de operacion en la nitrogenasa requiere de ATP como poder reductor y de ciertos
controles que regulen su actividad. Un represor o inhibidor de la nitrogenasa es el oxigeno, el

cual provoca una destruccidn irreversible de la enzima.
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El amonio es el segundo inhibidor, utilizado frecuentemente como fuente de nitrégeno en los
medios de cultivo de bacterias purpuras no azufradas. Este reprime tanto la sintesis como la
actividad de la nitrogenasa. La inhibicidn puede ser reversible y la enzima recobra su actividad

una vez que el amonio sea consumido o removido (Hoekema et al., 2002).

La sintesis de la nitrogenasa es fuertemente estimulada por la luz, resultando en un incremento
en la actividad. Se ha observado que el disefio con luz natural (es decir, ciclos alternos de luz —
oscuridad), provoca una mayor estabilidad en la actividad de la enzima (Eroglu et al., 1999).

La presencia de la hidrogenasa es una caracteristica comun en las bacterias fotosintéticas.
Estudios in vitro muestran que la hidrogenasa de este tipo de bacterias son capaces tanto de
producir como de consumir H,. Sin embargo, la produccion de hidrogeno es atribuida
principalmente a la nitrogenasa, por lo que la actividad de la hidrogenasa es insignificante en

la produccion del gas.

La actividad de la hidrogenasa esta en funcién al consumo de hidrégeno, de tal manera que ha
sido aceptada generalmente como un antagonista metabolico de la nitrogenasa. Por tal motivo
se ha intentado crear organismos mutantes de bacterias fotosintéticas, en los que se elimina la

capacidad de sintetizar la enzima, dichos experimentos tienen como objetivo mejorar la
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Figura 1.3. Proceso de produccion de hidrégeno en bacterias purpura no azufradas adaptada de
Dasgupta et al., 2010.
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Con respecto al proceso de la produccion bioldgica de hidrogeno (Figura 1.3) se realiza de la
siguiente manera; como ya se ha mencionado, las bacterias parpura no azufradas puede utilizar
compuestos organicos, que al ser oxidados producen CO; y electrones, estos ultimos se
incorporan en la cadena transportadora de electrones del fotosistema, el cual convierte la
energia luminosa en ATP. Posteriormente el citocromo bcl transfiere los electrones a la
ferrodoxina y esta a su vez a la nitrogenasa, la cual utiliza parte del ATP en reducir los
protones a hidrégeno molecular. Los protones también pueden ser suministrados en parte por
la oxidacion de los compuestos organicos y otros tantos son proporcionados por la accion de la
ATP sintetasa.

En este caso la hidrogenasa funciona principalmente en direccion al consumo del hidrégeno,
es decir, produciendo protones (H") y electrones. Por tanto, la cantidad neta de produccion de
hidrogeno es la cantidad producida por la nitrogenasa menos la consumida por la hidrogenasa
(Miyake y Miyake, 1999).

La produccion de H, mediante las bacterias purpuras no azufradas (BPNS), tiene las ventajas

siguientes:

1. Las BPNS pueden ser usadas en el tratamiento del agua residual ya que son capaces de
usar una gran variedad de compuestos organicos simples para producir H,, incluyendo
acido acético.

2. Se ha encontrado rendimientos de produccion de H, mayores que aquellas con
fermentacion oscura, usando la misma cantidad de sustrato.

3. La concentracion de H; en el biogas producido mediante fotofermentacién es 75-90%

lo que simplifica la purificacion del biogas.

1.3.3 Aislamiento y enriquecimiento de bacterias purpura no azufradas

El aislamiento y enriquecimiento de bacterias pdrpuras no azufradas es sencillo utilizando un
medio con sales minerales suplementado con un &cido organico como fuente de carbono. Un
medio de este tipo, inoculado con lodo, agua lacustre 0 una muestra de aguas residuales e
incubadas en ausencia de oxigeno en presencia de luz selecciona invariablemente bacterias

purpura no azufradas (Madigan M. et al., 2009).
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Los cultivos de enriquecimiento pueden hacerse ain mas selectivos eliminando del medio
fuentes de nitrégeno fijado (como por ejemplo (NH4") o fuentes organicas de nitrégeno (como
por ejemplo extracto de levadura o peptona) y proporcionando una atmdsfera de argon para
seleccionar el metabolismo productor de H, y seran capaces de crecer en estas condiciones,

por regla general superando a otras bacterias.

1.4 CRECIMIENTO BACTERIANO

En un sistema cerrado o con medio no renovado, también llamado cultivo monofésico o
discontinuo, el crecimiento exponencial de una poblacion no puede continuar indefinidamente
y se obtiene una tipica curva de crecimiento como la que se indica en la Figura 1.5. Esta curva
de crecimiento describe un ciclo completo de crecimiento y puede dividirse en distintas fases
Ilamadas fase lag, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte (Madigan M. et al.,
2009).

Fase lag o de latencia

Cuando se inocula una poblacion microbiana en un medio fresco, por lo general el crecimiento
no comienza inmediatamente sino solo tras un periodo de tiempo que constituye la fase lag o
fase de latencia, la cual puede ser breve o prolongada dependiendo de la historia del cultivo y
de las condiciones de crecimiento. Si un cultivo exponencial se inocula en el mismo medio y
bajo las mismas condiciones de crecimiento, no se observa retraso y el crecimiento
exponencial se inicia inmediatamente. Sin embargo, si el indculo se toma de un cultivo viejo
(fase estacionaria) y se inocula en el mismo medio, se observa hormalmente un retraso incluso
aunque todas las células del indculo sean viables, es decir, sean capaces de reproducirse. Esto
se debe con frecuencia a que las células carecen de varios componentes esenciales para
dividirse y se requiere tiempo para su resintesis. También se aprecia retraso cuando las células
del indculo han sido dafiadas parcialmente con calor, radiaciones o compuestos toxicos,

debido al tiempo requerido para recuperarse y reparar los dafios (Madigan M. et al., 2009).

La fase de latencia también ocurre cuando se transfiere una poblacion de un medio rico a otro
medio mas pobre, por ejemplo de un medio complejo a un medio definido. Para que ocurra
crecimiento en un medio de cultivo particular, las células deben tener un equipamiento

enzimatico completo que permita la sintesis de los metabolitos esenciales que no estan
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presentes en el medio. Al pasar a otro medio, se necesita tiempo para la sintesis de las nuevas
enzimas (Madigan M. et al., 2009).

Fase exponencial

La fase exponencial de crecimiento, es consecuencia de que cada célula se divide para formar
dos, cada una de las cuales va a formar otras dos, y asi sucesivamente durante un periodo de
tiempo que puede ser breve o prolongado en funcion de los recursos disponibles y de otros
factores. En general, las células en crecimiento exponencial estan en el estado fisiolégico mas
sano y por ello las células tomadas en crecimiento exponencial son a menudo las méas

indicadas para estudios enzimaticos y estructurales.

La mayoria de los microorganismos unicelulares crecen exponencialmente pero las
velocidades del crecimiento exponencial son muy variables. La velocidad de crecimiento esta
influenciada por las condiciones ambientales (temperatura, composicion del medio de cultivo)
asi como por las caracteristicas genéticas del organismo. Por lo general, los microorganismos
procariotas crecen mas rapido que los eucariotas y los eucariotas pequefios lo hacen mas
deprisa que los mayores. Cuanto mas pequefias son las células, presentan mejor capacidad
relativa de intercambio de nutrientes y de produccion de desecho en comparacién con las
células méas grandes, y esta ventaja metabolica afecta notablemente a su crecimiento y a otras
propiedades (Madigan M. et al., 2009).

Fase estacionaria

En un sistema de cultivo cerrado, monofasico o discontinuo el crecimiento exponencial no se

puede prolongar de modo indefinido.

Para limitar el crecimiento de la poblacion lo que generalmente sucede es que (1) un nutriente
esencial del medio de cultivo se agota y llega a ser un factor limitante del crecimiento o (2) se
acumulan en el medio algunos productos de desecho hasta niveles inhibidores que hacen cesar
el crecimiento exponencial. Frecuentemente ocurren ambas cosas y, al producirse esto, la

poblacion alcanza la fase estacionaria.

En la fase estacionaria no hay aumento ni descenso neto en el nimero de celulas. Aunque no

suele haber crecimiento en la fase estacionaria, muchas funciones celulares contintdan,
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incluyendo el metabolismo energético y algunos procesos biosintéticos. En algunos casos,
puede ocurrir un lento crecimiento durante la fase estacionaria; algunas células de la poblacion
crecen, pero otras mueren y los dos procesos se equilibran de modo que no hay aumento ni

disminucion en el nimero de células (Madigan M. et al., 2009).

AFase de Fase

. Fase exponencial . . Fase de muerte
latencia estacionaria
L

LA
# Crecimiento

4 tedrico
/

Log células viables

- >
. . Tiempo .
Figura 1.4 Fases del crecimiento microbiano (Madigan M. et al., 2009).

1.4.1 Medida de la masa microbiana: Densidad 6ptica

La turbidez puede medirse con un espectrofotometro, un instrumento que hace pasar la luz a
través de suspensiones celulares y detecta la cantidad de luz emergente no dispersada. El
espectrofotometro emplea un prisma o red de difraccidn para generar luz incidente de longitud
de onda especifica. Las longitudes de onda mas comunmente usadas para medir la turbidez

bacteriana son 480 nm (azul), 540 nm (verde), 600 nm (naranjada) y 660 nm (rojo).

La sensibilidad es mayor a longitudes de onda cortas, pero las medidas con suspensiones
celulares densas son méas exactas a mayores longitudes de onda. Sin embargo, a cualquier
longitud de onda lo que se mide es el descenso de luz no dispersada causado por la turbidez.
En un espectrofotometro las lecturas se expresan en unidades de densidad Optica (OD) a una
longitud de onda determinada; por ejemplo ODsg indica la medida de la densidad 6ptica a 540

nm.
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Esta técnica es la empleada en la cuantificacion de biomasa para las bacterias purpura no
azufradas.

:"{i_ -------- - W&
St > 0

YYYYYrryrm

Limpara Filbvi & Contenedor de Fotocélula Lecf.uf* de
prisma las células( @) de o detector medicion
la muestra {medicion de
Luz Fin luz dispersada)
incidente dispersada

Figura 1.5. Las medidas de turbidez se realizan en un espectrofotometro La fotocélula mide la luz
incidente no dispersada por las células en suspension y da lecturas de densidad Optica o unidades
fotométricas (Madigan M. et al., 2009).

1.5 MODELO DE GOMPERTZ

Es posible ajustar matematicamente la produccion de hidrégeno por fermentacion luminosa
mediante la ecuacion modificada de Gompertz (ecuacién 6), la cual es un modelo adaptado

para describir el progreso acumulativo de produccién de H, en un experimento discontinuo

Para el andlisis de la evolucion de la produccion acumulada de hidrégeno se utilizé un modelo

matematico
H = H,,,exp {—exp [% A1-t)+ 1]} (6)

donde H corresponde a la produccién acumulada de H, (ml), Hmax @ la produccion acumulada
méaxima de H, en (mL), Rmax la tasa de produccion maxima de H, en (mL/h), t el tiempo del
cultivo en (h) y A el tiempo de retardo en (h) requerido para comenzar la evolucion del H.
Esta ecuacion ha sido empleada por diferentes autores (Buitron y Carvajal, 2010) con muy
buenos ajustes r* > 0.90, donde se ha querido correlacionar resultados experimentales con un

modelo matematico de tipo predictivo.
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

La metodologia en esta investigacion se enfocd, primeramente, en seleccionar un inéculo de
consorcio mixto que contuviera bacterias purpura no azufradas a partir de 3 diferentes fuentes,
el cual presento las mejores caracteristicas para la produccion de hidrdgeno. A partir del mejor
indculo se realizaron pruebas para encontrar las concentraciones dptimas de AGVs a partir de
un disefio experimental el cual se basa en las cantidades que son obtenidas de efluentes de
reactores de fermentacion oscura. A su vez se trabajo de manera preliminar un fotobiorreactor
que permitio realizar algunas observaciones en cuanto a la operacién del mismo. La Figura 2.1

muestra esquematicamente las pruebas a realizar.

Bacterias fotosintéticas
purpura no azufradas

Seleccion y Evaluacion de la Disefio y
crecimiento influencia de construccion de
del inéculo concentraciones fotobiorreactor de
| de AGV’s panel plano
> .| | Pruebas para o Disefio
Seleccion a partir | | -5racterizar el Dls_eno experimental
de 3 fuentes de in6eulo experimental
., . central
indculo diferentes Box-Behnken
compuesto
1. Celda bio- Clmzee

electroquimica crecimiento

productora de H,
2. Lodo granular de una
planta de tratamiento
3. Lodo de una laguna

\/-\

Figura 2.1. Diagrama metodoldgico y experimental empleado para el cultivo de la bacteria plrpura no
azufrada y la produccion de hidrégeno a partir de la misma.
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2.1 MATERIALES

Se implementd un sistema de iluminacion utilizando rieles con spots para colocar focos de
tungsteno (60 W) y lamparas incandescentes (100 W). Para la medicion de la intensidad
luminosa se usara un medidor digital de luz Extech LT300. Para medir la presion se uso un

transductor de presién electronico modelo PS100 (2 Bar).

2.2 MEDIOS DE CRECIMIENTO

El medio basal utilizado (Ying Li et al., 2008) estuvo compuesto por 0.75 g/L K;HPQO,, 0.85
g/L KH,PO4, 0.2 g/L MgSO,4, 11.78 mg/L FeSO,7H,0, 2.8 mg/L H3BOsz; 0.75 mg/L
Na,MoO, -2H,0, 0.24 mg/L ZnSO47H20, 2.1 mg/L MnSO,4-4H,0, 0.04 mg/L CuCl,-2H,0,
0.75 mg/L CaCl, -2H,0, 2.0 mg/L EDTA-Na, 3.78 mg/L Vitamina B1 y 3.57 mg/L de
Biotina. Este medio mineral fue el Gnico utilizado durante la etapa experimental y usado tanto

para el medio de crecimiento como para el medio de produccion de hidrégeno.

2.2.1 Medio de crecimiento

Para el medio crecimiento se utilizd acetato de sodio y butirato de sodio como fuente de
carbono y como fuente de nitrégeno glutamato de sodio, se emple6 una relacion C/N de 80
(Ru et al., 2008) para esta etapa y siempre con una proporcion del doble de carbono de
butirato con respecto al acetato. Los crecimientos se llevaron a cabo de dos formas una con
acetato (7.56¢/L de acetato de sodio) y otra acetato-butirato (2.46 g/L de acetato de sodio -
3.30 g/L de butirato de sodio) y 0.37 g/L glutamato de sodio. El pH se ajusté a 6.8.

2.2.2 Medio de produccién de hidrogeno

El medio de produccion de hidrégeno utilizé una relacion C/N de 16 (Zampol Lazaro et al.,
2012), las concentraciones estandar para las pruebas de seleccién de indculo fue con 1.0254
g/L de acetato de sodio y 1.3764 g/L de butirato de sodio como fuente de carbono y como
fuente de nitrogeno se usé 0.74 g/L glutamato de sodio. Se ajustd pH a 6.8. Todas las pruebas
se llevaron a cabo en botellas serologicas de 160 mL y ocupando un volumen util de 100 mL.

Para evaluar la produccién de hidrogeno a partir de diferentes concentraciones de AGVs las
concentraciones guia fueron las obtenidas de los efluentes de los reactores productores de

hidrogeno en fermentacion oscura.
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2.3. INOCULOS

Para obtener las bacterias purpura no azufradas se prepararon medios de crecimiento de
composicion acetato y acetato-butirato, posteriormente se colocaron 150 mL de medio de
crecimiento con acetato en frascos de 250 mL, de igual forma se colocaron 150 mL de medio
acetato-butirato en frascos de 250 mL. A cada frasco se le coloc6 muestra de cada uno de los 3
indculos (celda bio-electroquimica productora de H,, lodo granular y lodo de una laguna del
paseo de Los Lagos en la ciudad de Xalapa, Veracruz). Cada frasco fue gaseado con argon
durante 30 s (Srikanth et al., 2009), para tener un ambiente microaerobio y libre de nitrogeno
gaseoso antes del cierre con tapdn de goma. Posteriormente se colocaron en un area con

iluminacién de 5000 lux de intensidad luminosa aproximadamente, sin agitacion.

Siempre que se cosechaba la biomasa, ésta se centrifugaba a 3500 rpm durante 20 min y

posteriormente se resuspendia en el medio basal.

2.3.1 Seleccién de inéculo

Para la seleccion del mejor indculo, después de haber obtenido biomasa de la actividad
anterior se realizaron pruebas por duplicado para las 3 fuentes de indculo midiendo la
produccion de hidrégeno en botellas seroldgicas de 160 mL. Se usaron dos estrategias de
crecimiento variando la fuente de carbono una usando Unicamente acetato y otra con una

mezcla de acetato-butirato, a cada botella se les dio un volumen Gtil de 100 mL.

Figura 2.2. Seleccion de inéculo productor de hidrégeno a partir de 3 diferentes fuentes de origen.
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La prueba se inici6 con 50 mg/L de biomasa y fueron gaseadas con argon por 20 s para tener
un microambiente aerobio. Las 18 botellas se colocaron en el &rea acondicionada para que
recibieran una intensidad luminosa de 5000 lux y se mantuvieran a una temperatura promedio
de 32 °C.

2.3.2 Curva de SST vs absorbancia

Con el objetivo de facilitar la lectura de sélidos suspendidos totales se realizd una curva de
calibracién de SST vs absorbancia. Para realizarla se prepararon por duplicado 7 diferentes
diluciones con la biomasa que ofrecié los mejores resultados en cuanto a la produccion de
hidrogeno posteriormente se realizo el analisis de los SST por métodos gravimétricos y se
realizaron las lecturas correspondientes en un espectrofotdmetro Lamda 25 UV/VIS (Perkin
Elmer) a una longitud de onda de 660 nm como lo reporta Basak y Das (2009), Zampol Lazaro
etal. (2012) y Han et al. (2012).

A partir de los datos obtenidos se obtuvo la curva de calibracion utilizando el programa Excel.

2.3.3 Curva de crecimiento

Figura 2.3. Estrategia experimental de curva de crecimiento del in6culo de bacterias purpura no
azufradas.
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Para llevar a cabo esta curva (Figura 2.3) se coloco en un frasco de 1 L, 900 mL de medio de
crecimiento acetato-butirato y se inicid la prueba con una concentracion de biomasa
productora de hidrégeno de 15 mg/L, se coloco en el area con iluminacion para recibir una
intensidad luminosa de 5000 lux, y se mantuvo a una temperatura promedio de 32 °C con una
agitacion de 100 rpm. Cada hora se tomaba una muestra para leerla en el espectrofotometro
UV-Vis a 660 nm de longitud de onda y de esa forma ir siguiendo la curva de crecimiento.

2.3.4 Tincion y observacion en el microscopio

La tincion de Gram se realizo fijando en una placa de vidrio una gota de biomasa suspendida
posteriormente se agregdé suficiente cristal violeta para que se cubriera el extendido bacteriano.
Se dej6 actuar durante 60 segundos y posteriormente se afiadio el lugol, de igual forma se
dejo actuar durante 60 segundos y se enjuagd con agua corriente. Posteriormente se agregd
una o dos gotas de alcohol-acetona e inmediatamente se volvié a enjuagar con agua corriente.
Por dltimo se agregd safranina, y se dejo actuar durante 60 segundos. Se enjuag6 con agua
corriente y se dejo secar a temperatura ambiente. Después de secarse las muestras fueron

observadas en un microscopio 6ptico con un objetivo 100X usando aceite de inmersion.

2.4 DISENO EXPERIMENTAL
2.4.1 Box-Behnken

Cuando se selecciona un disefio de superficie de respuesta, algunas de las caracteristicas de un
disefio deseable son las siguientes: 1) Provea una razonable distribucion de puntos de datos a
través de la region de interés, 2) permita la adecuacion del modelo, incluyendo la falta de
ajuste, para ser investigado, 3) permita que los experimentos sean realizados en bloque, 4)
permita construir de forma secuenciada disefios de alto orden, 5) provean un error interno
estimado, 6) provea estimacion precisa de los coeficientes de los modelos, 7) provea un buen
perfil de la prediccion de la varianza a través de la region experimental, 8) no requiera un gran
namero de corridas, 9) no requiera muchos niveles de las variables independientes
(Montgomery, 2005). En la seleccidn de la mejor concentracién de acidos grasos volatiles para
la produccion de hidrogeno se realizd un disefio experimental del tipo Box-Behnken. Este
disefio es una alternativa para ajustar modelos cuadraticos que requieren tren niveles de cada

factor e igualmente resulta muy eficiente en términos del nimero de corridas requeridas y
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cualquiera de ellos es rotable o cercanamente rotable. También, este disefio no contiene puntos

en los vértices de la region cubica creada por el limite mas alto y més bajo para cada variable.

Esto puede ser ventajoso cuando los puntos en las esquinas del cubo representan

combinaciones de factores-nivel que son costosos o requieren condiciones fisicas complejas,

pues se encuentran lejos del centro, que es regularmente la zona estdndar de trabajo

(Montgomery, 2005).

Tabla 2.1. Valores empleados en disefio experimental Box Behnken.

Rango y nivel de las variables

Variable Caodigo 1 0 1
Concentracion acido acético (mg/L) X1 125 1235 2345
Concentracion acido butirico (mg/L) X, 50 160 270
Concentracion &cido propionico (mg/L) X3 175 672.5 1170

Tabla 2.2. Corridas arrojadas por el disefio Box-Behnken usando el Minitab 15.

Valores en mg/L

Corrida X1 X, X3

X4 X, Xs
1 0 0 0 1235 160 672.5
2 0 0 0 1235 160 672.5
3 -1 1 0 125 270 672.5
4 -1 0 -1 125 160 175
5 0 1 1 1235 270 1170
6 -1 0 1 125 160 1170
7 0 0 0 1235 160 672.5
8 0 1 -1 1235 270 175
9 0 -1 -1 1235 50 175
10 0 -1 1 1235 50 1170
11 1 0 -1 2345 160 175
12 1 0 1 2345 160 1170
13 1 1 0 2345 270 672.5
14 1 -1 0 2345 50 672.5
15 -1 -1 0 125 50 672.5

El arreglo experimental fue obtenido utilizando el programa Minitab 15. En la Tabla 2.1 se

pueden observar las variables utilizadas en este caso los tres acidos grasos volatiles (&cido
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acético, acido butirico y acido propionico) asi como los rangos y niveles de cada variable que
son tres concentraciones (alta, media y baja) diferentes para cada uno de los acidos. Las
concentraciones propuestas se realizaron con base en datos obtenidos de algunos efluentes de

fermentacion oscura (Buitron y Carvajal, 2010).

El disefio arrojo 15 pruebas (Tabla 2.2) las cuales se iniciaron al mismo tiempo. A todas las
pruebas se les ajustd la relacion C/N para que fuera 16. Se inicié con una concentracion de
biomasa de 300 mg/L (biomasa fresca con 168 h de crecimiento) y se gasearon las 15 botellas
con argén por 20 s para desplazar el aire y tener un ambiente anaerobio. Todos los dias se
realizaron mediciones de presion a todas las botellas seroldgicas y asi mismo cada segundo o
tercer dia se pasaba muestra en el cromatdgrafo para conocer la composicion del biogés

producido.

Asi mismo el analisis de los resultados se realizé utilizando el mismo programa, usando el

optimizador de respuesta para obtener las mejores concentraciones de &cidos grasos volatiles.

En la figura 2.4 se puede observar el arreglo experimental que se us6é durante el disefio
experimental Box-Behnken, las 15 botellas fueron colocadas sobre la plancha agitadora a 100
rpm. Se operd a una temperatura de 30-35 °C y una intensidad luminosa de 5000 lux

aproximadamente.

¢

Figura 2.4. Estrategia experimental usada en el desarrollo del disefio Box-Behnken.
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2.4.2 Central compuesto

Debido a que el primer disefio experimental sélo presentd un valor optimizado referente al
acido propionico, se trabajo con un segundo disefio experimental del tipo central compuesto,
para obtener las concentraciones ideales de &cido acético y butirico, este fue obtenido
auxiliandonos en programa Minitab 15. Se usé el disefio central compuesto ya que es de los
disefios méas utilizados cuando se busca un modelo de segundo orden que se ajuste a los datos,
esto por su gran flexibilidad. En este caso consideramos un factorial completo 2? como la base
del disefio central compuesto con dos factores para conservar la rotabilidad, el valor de a
dependera del numero de corridas experimentales en la porcion factorial del disefio central
compuesto: o= (254 = (2%)** =1.414, « es la distancia entre los puntos axiales y centrales este
valor provee la division en bloques ortogonales y, cuando sea posible, la rotabilidad (Myers y

Montgomery, 2002).

Las nuevas concentraciones de acido acético y butirico (Tabla 2.3) se propusieron con base en
los datos de Nan-Qi, et al., (2008).Se continuaron usando los 3 &cidos pero la concentracion
del &cido propidénico se mantuvo fija en 715 mg/L para las 13 pruebas que resultaron de este

disefio (Tabla 2.4) de las cuales 5 corresponden al punto central para el andlisis del error.

Tabla 2.3. Valores empleados en disefio experimental Central Compuesto.
Variables codificadas y naturales del disefio

Variable Cadigo
-1.414 -1 0 1 1.414
Concentracion acido acético (mg/L) X1 85.8 500 1500 2500 2914.2
Concentracion acido butirico (mg/L) X, 85.8 500 1500 2500 2914.2

De igual manera que en el disefio anterior todas las pruebas fueron ajustadas a la relacién C/N
de 16. Se agregd una concentracion de biomasa inicial de 100 mg/L (biomasa de 168 h de
crecimiento) y las 13 botellas se gasearon con argén por 20 s para favorecer un microambiente
aerobio. Se trabajé a una temperatura de 30-35 °C, a una intensidad luminosa de 5000 lux
aproximadamente y una agitacion de 100 rpm (Figura 2.5). Se siguio la curva de produccion
de hidrégeno mediante mediciones de presion y andlisis en el cromatografo para conocer la

composicion del biogas producido en cada uno de las pruebas.



Capitulo Il Materiales y Métodos

Tabla 2.4. Corridas arrojadas por el disefio central compuesto usando el Minitab 15.

Valores en mg/L

Corrida X1 X,

Xy X,
1 0 -1.414 1500 85.79
2 1 -1 2500 500
3 0 0 1500 1500
4 -1 1 500 2500
5 0 1414 1500 2914.21
6 -1.414 0 85.79 1500
7 1 1 2500 2500
8 0 0 1500 1500
9 0 0 1500 1500
10 0 0 1500 1500
11 -1 -1 500 500
12 1414 0 2914.21 1500
13 0 0 1500 1500

El andlisis de los resultados se realiz6 utilizando el programa Minitab 15, y se usé el

optimizador de respuesta para obtener las mejores concentraciones de &cidos grasos volatiles.

Figura 2.5. Estrategia experimental usada en el desarrollo del disefio central compuesto.
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2.5 Pruebas preliminares en reactor de panel plano

= | o

=5 = W/

| Figura 2.6. Montaje de fotobiorreactor.

El fotobiorreactor de escala laboratorio utilizado en las pruebas es del tipo panel plano, el cual
totalmente de acrilico con costillas del mismo material biseladas en su interior, para permitir la
formacion de biopelicula sobre las mismas. La geometria es rectangular con 30 cm de largo, 5
cm de ancho y 40 cm de alto. Su capacidad total es de 6.2 L, de los que 6 L corresponden al
volumen (til. Posee una superficie de 0.3 m?, lo que ofrece una relacién A/V de 47 m?/m?

Funcion6 a temperatura aproximada de 32°C y con una retroalimentacion que proporciona
agitacion, el volumen de biogas producido fue medido mediante el desplazamiento de agua

dentro de una probeta de vidrio.

2.6 PROCEDIMIENTOS ANALITICOS
2.6.1 Determinacion de la concentracién de biogéas

La muestra de biogas fue tomada con una jeringa succionando y desplazando el gas por lo
menos dos veces para homogenizar la atmésfera. Una vez homogenizado se tomaron 10 mL

de muestra e inmediatamente se inyectaran al cromatédgrafo de gases.

Se utilizé un cromatdgrafo de gases (SRI 8610C) provisto con un detector de conductividad
térmica (TCD) y una columna de silica gel de 1.82m en serie con una columna de tamiz
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molecular 13x de 1.82m y un diametro de 3.175 mm que trabaj6 a 40°C durante 4 minutos y
después se calent6 a 110°C con un incremento de 20°C/min. El gas portador utilizado fue
nitrégeno con un flujo de 20mL/min. La temperatura del inyector fue de 90°C y del detector
de 150°C. Los datos de area obtenidos fueron cotejados con la curva patron realizada para

cada gas y asi poder determinar la composicion del biogas.

2.6.2 Determinacion de la concentracion de acidos grasos volatiles

Para el anélisis se tom6 un mL de muestra previamente centrifugada durante 20 min a 3500
rpm. Para la determinacion cuantitativa de los AGVs y solventes se utilizara un cromatografo
de gases (Agilen Tech 6890N, VARIAN 330 C) equipado con un detector de ionizacion de
flama FID y una columna capilar de silice Zebram ZB-FFPA de 0.53 (mm) de didmetro, 15 m
de largo y 1 um de espesor de pelicula, con las siguientes condiciones de operacion:
temperatura inicial de horno en 55°C, se mantiene 3 min aumentando a 135 °C a una tasa de
45°C/min, temperatura del inyector, 190°C; temperatura del detector, 210°C; el gas portador

fue, nitrégeno.

2.6.3. Nitrégeno amoniacal (N-NHs)

El analisis por la prueba de Nessler se realizd con el método descrito por en el manual HACH
(Método 8038). Se toman 25 mL de muestra a la que se le adicionan tres gotas de estabilizador
mineral, tres gotas de solucion de un agente dispersante (alcohol polivinilico), se agita y
posteriormente se le agrega un mililitro del reactivo de Nessler, se agita y se deja reaccionar
un minuto. Una vez transcurrida la reaccién, se lee en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 425 nm, se usa un blanco de agua destilada al cual también le fueron agregados los

reactivos anteriormente mencionados.

La segunda forma en la que se midid en nitrogeno amoniacal fue con el método descrito por el
manual HACH. Se seleccionan dos viales, uno de ellos sera preparado como blanco y el otro
la muestra a evaluar. Agregar 0.1 mL de muestra a un vial y 0.1 mL de agua desionizada al
segundo vial (agua libre de amonio). Posteriormente, a cada vial se debe afadir el contenido
de una almohadilla (presentacion polvo) de reactivo salicilato para la muestra de 5 mL a cada
vial. Ademéas se debe adicionar un segundo reactivo (almohadilla presentacion polvo) de

cianurato para la muestra de 5 mL a cada vial. Después de esto, cerrar los viales
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herméticamente hasta disolver el polvo agregado anteriormente. Un color verde se desarrolla
si se detecta la presencia de amonio. Se requiere un periodo de 20 min para que la reaccion se
Ileve a cabo. Una vez transcurrida la reaccion se puede leer al espectrofotometro la longitud de
onda. El resultado obtenido se expresa en mg/L de N y NH3; (HACH, 2000).

2.6.4. Demanda quimica de oxigeno (DQO)

Para su determinacion se utilizaron tubos HACH con dicromato de potéasio y acido sulfarico
en un rango de 0 — 1500 mg DQOJ/L. A cada vial se le adicionaron 2 mL de la muestra
utilizando una dilucion de 1 en 100 y 1 en 1000. Dado que la reaccion es exotérmica es
importante mezclar cuidadosamente de lado a lado del tubo para evitar asi un calentamiento

local en el fondo de la celda y una posible reaccion explosiva.

Se colocaron los tubos dentro del reactor HACH precalentado a una temperatura de 150°C, se
efectud la digestion por 2 horas. Después de las 2 horas se apago el reactor y los tubos se
dejaron enfriar por 20 minutos. De nuevo se mezclé la solucion, invirtiendo los tubos
cuidadosamente y se leyeron en el espectrofotdmetro HACH a 620 nm. Se tomaron muestras
por triplicado y se utilizé un blanco agregando a un tubo HACH 2 mL de agua destilada. El

resultado obtenido esta en unidades de mgO,/L.

2.6.5. Sélidos suspendidos totales

Para la determinacion de los sélidos suspendidos totales, volatiles y fijos se preparo el filtro de
fibra de vidrio (Whatman GF/A), enjugandolo con agua destilada y aplicando vacio en el
embudo de filtracion, hasta eliminar totalmente el agua en exceso. Se dej6 secar en estufa a
103-105°C por 1 hora, se dejo enfriar en el desecador por 15 min y luego se pesoé en la balanza
analitica. Una vez que se obtuvo el peso constante del filtro, se coloc6 en el embudo de
filtracion y se moj6 el filtro con una pequefia cantidad de agua destilada. Se tom6 un volumen
de 5 mL de la muestra homogeneizada, vertiendo el volumen en el embudo de filtracion y se
aplico vacio hasta eliminar totalmente el exceso de agua. Usando un soporte de aluminio se
Ilevé a secar a la estufa a 105°C por 1 hora, se dejo enfriar en el desecador durante 15 min y se

registrd su peso, obteniendo asi los datos para el calculo de los sélidos suspendidos totales.
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CAPITULO 11

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 SELECCION DE INOCULO

Las tres fuentes usadas para obtener los indculos que presentaron bacterias pdrpura no
azufradas fueron: 1) del anodo de un sistema bioelectroquimico (SBE) usado para producir
hidrégeno (Ruiz Lopez, 2013), 2) lodo granular anaerobio proveniente de una planta de
tratamiento de aguas residuales (UASB) y 3) de una laguna del paseo de Los Lagos en Xalapa,
Veracruz, México (FN). Las pruebas se iniciaron con un crecimiento de las tres fuentes, a las
72 horas de iniciado el crecimiento se observé la formacion de biomasa roja, guinda y
marrén. Se obtuvieron consorcios que contenian bacterias purpura no azufradas, ya que el
microambiente aerobio inducido con argén, la alimentacidén de acidos grasos volatiles y la
iluminacién fomentaron su crecimiento. A los 7 dias se obtuvo suficiente biomasa para
realizar otra inoculacién y llevar a cabo un crecimiento especifico con los consorcios de

microorganismos fotosintéticos productores de hidrogeno obtenido de cada una de las fuentes.

c) d)
Figura 3.1. Primera fase del crecimiento, la botella de la izquierda contiene acetato y la de la derecha
acetato y butirato como fuente de carbono. a) Soluciones de crecimiento, b) SBE c) FN y d) UASB.
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En la figura 3.1 se pueden observar las coloraciones de los consorcios obtenidos a través de las
tres fuentes y las dos diferentes estrategias de crecimiento variando la fuente de carbono
(acetato y acetato-butirato). La siguiente etapa consistio en evaluar la produccion de hidrégeno

de las mismas fuentes de indculo y estrategias de crecimiento, estas pruebas se realizaron por

duplicado.

Figura 3.2. Montaje experimental para la seleccion del consorcio fotosintético productor de hidrdgeno.

En la figura 3.2 se observa el montaje de la actividad experimental para evaluar a los tres
consorcios que contenian mayoritariamente bacterias parpura no azufradas productoras de
hidrogeno. En el arreglo experimental la distancia de la bombilla a cada una de las botellas
permiti6 que cada botella seroldgica de 160 mL recibiera una intensidad luminosa de
aproximadamente 5000 lux y la temperatura se mantuvo entre los 30 y 35 °C. Durante esta
etapa no se usO agitacion en las botellas. Se pudo observar que las coloraciones variaron
durante el crecimiento de la biomasa como se muestra en la Figura 3.3. Las coloraciones se
atribuyen a los compuestos llamados bacterioclorofilas y pigmentos carotenoides que
producen los consorcios microbianos de bacterias purpura no azufradas y que confieren a los
medios colores: purpura, rojo, guinda y marron. Estas coloraciones coinciden con lo reportado

por diversas fuentes bibliograficas (Lindquist, 2011; Microbiology Laboratories, 2012;
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Madigan M. et al., 2009). La intensidad de las coloraciones fueron aumentando conforme se

observaba una mayor cantidad de biomasa en las botellas.

72 horas 96 horas

a) FN

b) UASB

¢) SBE

Figura 3.3. Coloraciones presentadas por las 3 fuentes de indculo con las 2 estrategias de crecimiento
(izquierda: acetato, derecha: acetato-butirato) a tiempos de 72 y 96 h de iniciado el crecimiento.

Para la evaluacion de produccion de hidrogeno de las fuentes de indculo se realizé la prueba
por duplicado y se midi6 la presion de las botellas seroldgicas diariamente y cada tercer dia se
realizaron pruebas de composicion de biogéas. Los resultados obtenidos a partir de las
mediciones anteriores para la curva de produccion de hidrégeno fueron ajustados de acuerdo
al modelo de Gompertz tal y como se puede observar en las figuras 3.4 y 3.5.
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Figura 3.4. Curvas de produccion de hidrégeno ajustadas a Gompertz usando Unicamente como fuente
de carbono acetato para las 3 fuentes de inéculo: SBE (A), FN () y UASB (X).
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Figura 3.5. Curvas de produccion de hidrogeno ajustadas a Gompertz usando como fuente de carbono
una mezcla acetato-butirato para las 3 fuentes de indculo: SBE (m), FN (o) y UASB (+).
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En la Tabla 3.1 se presentan los valores de las tasas especificas de produccién de hidrégeno
(Hmax), la velocidad de produccién de hidrégeno (Rmax), €l periodo de latencia y la pureza

promedio de hidrégeno.

Tabla 3.1. Producciones y velocidades obtenidas con los 3 diferentes indculos.

Inéeulo Himax Rimax Fase lag Purezas promedio
(mmol) (mmol/d) (h) (% Hy)

FN A 6.03 0.60 1 81
UASB A 4.69 0.27 2 79
SBE A 9.87 1.04 11 81
FN AB 10.58 0.84 16 81
UASB AB 6.65 0.62 1 80
SBE AB 12.86 1.21 1 79

En la Tabla 3.1 se observa que las mejores producciones especificas de hidrogeno se
presentaron en el indculo proveniente de la celda bioelectroquimica, presentando 12.86 mmol
de H, para el caso en el que es sustrato fue la mezcla acetato-butirato, en el que se usé
solamente acetato como fuente de carbono la produccién fue de 9.87 mmol de H,. El in6culo
gue también presentd una buena produccién con sustrato acetato-butirato y acetato fue el
proveniente de la laguna con 10.58 y 6.03 mmol de H; respectivamente y en altimo lugar se
encontr6 el inéculo proveniente del lodo granular presentando rendimientos bajos en
comparacion con los dos anteriores, de 4.69 y 6.65 mmol de H, para el acetato y mezcla
acetato-butirato respectivamente. Se presentan de igual forma las velocidades de produccién
de hidrégeno. Para el sustrato cuya fuente de carbono fue el acetato, las velocidades fueron de
0.27 mmol Hy/d para el lodo granular, 0.60 mmol H,/d para la laguna y 1.04 mmol H,/d; en el
caso en que el sustrato fue la mezcla de acetato-butirato los resultados fueron de 0.62 mmol
H./d para el lodo granular, 0.84 mmol Hy/d para la laguna y 1.21 mmol H/d. A partir de las
pruebas anteriores se decidié trabajar unicamente con el in6culo obtenido a partir de la celda
bioelectroquimica ya que presentd los mejores resultados en cuanto a la produccion especifica
y velocidad de produccion de hidrogeno. Posiblemente este indculo brindd mejores resultados

dado que la biomasa estaba previamente aclimatada para la produccién de hidrégeno.



Capitulo 111 Resultados y Discusidn

3.1.1 Curva de calibracion para solidos suspendidos totales

A partir del in6culo proveniente de la celda bioelectroquimica productora de hidrégeno, se
realizd la curva de calibracion de solidos suspendidos totales (SST) por el método de densidad

Optica a una absorbancia de 660 nm. En la figura 3.6 se presentan los datos obtenidos
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I I I

Absorbancia
o
(03]

0.4 1
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0.2 A
0.1 1
0 T T T T T
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Figura 3.6. Curva de calibracion de sélidos suspendidos totales contra absorbancia a una longitud de
onda de 660 nm.

La ecuacion de regresion lineal resultante presentd una R* de 0.9996. La ecuacion (7) para

cuantificar los sélidos suspendidos totales en mg/L fue:

ABS—-0.0124
SST= ———— (7)
0.0017

3.1.2 Curva de crecimiento

La curva de crecimiento se inicio con una concentracion de 15 mg/L, se presento una fase de
latencia de aproximadamente 50 horas como se puede observar en la Figura 3.7. La biomasa
aumentd a 50 mg/L, pero posteriormente a este tiempo de latencia se registré la fase de

crecimiento exponencial estabilizdndose a las 150 horas, alcanzando una concentracion de
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1500 mg/L. La tasa especifica de crecimiento (u) calculada para el consorcio compuesto
mayoritariamente por bacterias plrpura no azufradas fue de 0.093 h™ y presenté un tiempo de
duplicacién de 7.45 h estos datos son parecidos (u=0.09 h™ y tiempo de duplicacién de 7.7 h)
a los reportados por Wang et al., 1993 para Rhodobacter sphaeroides que se encuentra en el

grupo de bacterias purpura no azufradas.
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Figura 3.7. Curva de crecimiento exponencial del consorcio enriquecido con bacterias parpura no
azufradas.

Durante el crecimiento de la biomasa se observaron variaciones considerables en el pH del
medio. El pH inicial de la prueba fue de 6.8 y alcanzé valores superiores a 9.0 por lo que la
produccién de hidrégeno se inhibi6é y fue necesario ajustar con una solucion 1 N de HCl y
posteriormente se gased nuevamente con argén para evitar cualquier alteracion de la

comunidad microbiana por presencia de aire.
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3.1.3 Caracteristicas de la comunidad microbiana

Al realizar la tincion de Gram sobre el extendido bacteriano obtenido del in6culo de la celda
bioelectroquimica se observo una coloracion rosa lo que indic6 que se trataba de bacterias
Gram negativas, caracteristica que poseen los microorganismos que pertenecen al grupo de
bacterias purpura no azufradas como lo reportan VVan Niel (1944) e Imhoff et al., (1984). En la
figura 3.8 se observan fotografias tomadas del microscopio a partir de la tincion de Gram tanto
de la etapa de crecimiento (izquierda) como la de produccion de hidrégeno (derecha). Se
observaron dos diferentes biomasas como consecuencia de las distintas relaciones C/N
utilizadas. Durante la fase de crecimiento se uso una relacion C/N de 80 (2.46 g/L de acetato
de sodio-3.30 g/L de butirato de sodio y 0.37 g/L glutamato de sodio), por lo cual las bacterias
produjeron una gran cantidad de biomasa exopolimérica floculante. En contraste, durante la
etapa de produccion de hidrégeno se observo un crecimiento disperso. Se observo que el

tamafo de los microorganismos oscilé de 0.5-3 um aproximadamente.

Figura 3.8. Microfotografias con tincion de Gram. A la izquierda alta relacion C/N y a la derecha baja
relacion C/N.
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3.2 DISENO EXPERIMENTAL
3.2.1 Box-Behnken

La primera etapa experimental para determinar la influencia de las concentraciones de &cidos
grasos volatiles se realiz6 usando el disefio experimental del tipo Box-Behnken, este disefio
arrojé 15 pruebas, las cuales se realizaron en un mismo lote a una temperatura de 30-35 °C,
100 rpm y 5000 lux de iluminacion aproximadamente. Los valores codificados de las variables
de la prueba y los resultados experimentales (modelo de Gompertz) de la produccion
especifica de hidrogeno, de la velocidad maxima de produccion de H, y el tiempo de latencia
se presentan en la Tabla 3.2. De igual forma en las Figuras 3.9, 3.10 y 3.11 se muestran las
curvas de produccion de hidrdgeno ajustadas al modelo de Gompertz para las 15 pruebas.
Todo el andlisis de datos se realizé mediante el software Minitab15.

Tabla 3.2. Disefio experimental Box-Behnken con los valores de Hpax, Rmax Y tiempos de latencia
ajustados a Gompertz

Himax de Hy Rmax de H,
Corrida X3 X, X3 (mmol) (mmol/d) E?Z?\éji:

Gompertz Gompertz ()
1 0 0 0 5.00 0.84 1
2 0 0 5.00 0.99 15
3 -1 1 0 4.06 0.57 6
4 -1 0 -1 1.38 0.96 17
5 0 1 1 5.13 0.64 1
6 -1 0 1 3.88 0.54 22
7 0 0 0 4.42 0.73 8
8 0 1 -1 1.83 0.62 34
9 0 -1 -1 1.70 1.18 22
10 0 -1 1 4.96 0.61 10
11 1 0 -1 1.70 1.29 15
12 1 0 1 4.73 0.92 17
13 1 1 0 5.98 0.89 14
14 1 -1 0 4.87 1.34 12
15 -1 -1 0 4.06 0.53 1
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Figura 3.9. Curvas de produccidn de hidrogeno ajustadas a Gompertz del disefio experimental Box-
Behnken para las pruebas: 1 (@), 2 (A), 3 (®), 4 (X)y 5 (m).
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Figura 3.10. Curvas de produccién de hidrégeno ajustadas a Gompertz del disefio experimental Box-

Behnken para las pruebas: 6 (@), 7 (A), 8 (®), 9 (X) y 10 (m).
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Figura 3.11. Curvas de produccién de hidrdgeno ajustadas a Gompertz del disefio experimental Box-

Behnken para las pruebas: 6 (), 7 (A), 8 (®), 9 (X) y 10 (m).

A partir del analisis de regresion de superficie de los datos ajustados a Gompertz se obtuvieron
los coeficientes de regresion estimados para las ecuaciones para la méaxima produccién
especifica de hidrégeno (Hmax) (Ec. 8) y de la méxima velocidad de produccion de hidrégeno

(Rmax) (Ec. 9) utilizando datos en unidades sin codificar.
Hiax = 4.526 E* X, —6.845 E® X, + 1.146 E? X3 -2.203 E XXy + 1.721 E® X,X, —6.51 E® X3X;
+2.285 E® XX, + 2.427 E7 X; X5 + 2.056 E” X,X5-0.20168

Ruax = 2.096 E* X, + 8.421 E* X, —8.201 E* X3+ 5.675 E® X;X; —7.714E° X,X, + 1.279 E® X5X,
~1.009 E*® XX, + 2.852 E® X, X5 + 2.695 E® X,X; + 1.00249
Donde X; es la concentracion inicial de acido acético, X, es la concentracion inicial de 4cido

butirico y X3 la concentracion inicial de acido propidnico.

El valor del coeficiente de regresion para Hmax ¥ Rmax fue de 97.66 y de 93.49%

respectivamente. Lo que indica que los coeficientes obtenidos son los mas adecuados para

(8)
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predecir los valores del sistema de produccion de hidrogeno y los valores tedricos encontrados

seran lo mas cercano a los resultados.

El analisis de datos para la produccion especifica de hidrogeno (Hmax) se hizo utilizando las
unidades codificadas. El valor del coeficiente de regresién (R* = 97.66%) cercano a uno,
indica que los coeficientes obtenidos son los mas adecuados para predecir los valores del
sistema de produccién de hidrdgeno y los valores tedricos encontrados serdn lo més cercano a
los resultados. De igual forma es importante destacar la poca diferencia encontrada entre el R?
y R%-ajustado, lo cual indica una concordancia aceptable entre los datos experimentales y los
ajustados a través del modelo. Los resultados obtenidos a partir del analisis de superficie de
respuesta, la distribucion T, los valores de P, y las estimaciones de los coeficientes dan en la
Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Coeficientes de regresion estimados de Hax.

Término Coef SE Coef T P
Constante 4.8067 0.2224  21.616  0.000
Ac. acético 0.4852  0.1362 3.564 0.016
Ac. butirico 0.1786  0.1362 1.312  0.247
Ac. propidnico 15124  0.1362  11.107 0.000
Ac. acético*Ac. acético -0.2714  0.2004 -1.354  0.234
Ac. butirico*Ac. butirico 0.2083  0.2004 1.039 0.346
Ac. propidnico*Ac. propionico -1.6112  0.2004 -8.038  0.000
Ac. acético*Ac. butirico 0.2790  0.1926 1.449  0.207
Ac. acético*Ac. propidnico 0.1340  0.1926 0.696 0.518
Ac. butirico*Ac. propionico 0.0112  0.1926 0.058 0.956
R-cuad. = 97.66% R-cuad.(ajustado) = 93.44%

Los valores P se utilizan como una herramienta para verificar la significancia de cada uno de
los coeficientes, que a su vez, puede indicar los patrones de la interaccion entre las variables.
Aumentar la magnitud de T y un valor menor P, indica que el coeficiente correspondiente es
mas significativo. Los coeficientes de las variables individuales (acido acético, butirico y
propiénico) mostraron que el aumento de la concentracion inicial de los tres sustratos (X;=
0.4852, X,=0.1786 y X3 =1.5124) aumento la produccién de hidrégeno. Se hallé que el efecto
lineal de la concentracion de é&cido propionico inicial (X3) era altamente significativa
(P=0.000) en la produccion de hidrogeno. El coeficiente del término cuadratico de la
concentracion inicial de é&cido propidnico (X3*X3) (P = 0.000) se encontré6 que era
significativo. El efecto interactivo de &cido acético y butirico, acético y propidnico y butirico

y propionico se observo que era poco significativo.
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En la Figura 3.12 se observan las graficas de residuo las cuales son el resultado de graficar los
residuos que son los valores observados menos los valores ajustados. En la gréafica de
probabilidad normal se puede notar que la mayoria de los puntos caen sobre la linea normal, lo
que indica que los residuos se han distribuido normalmente. Mediante el histograma de los
residuos se puede encontrar cierta simetria con lo que se descarta valores atipicos y
anormalidades. Para la grafica de los residuales contra los valores ajustados se puede
identificar una tendencia de la varianza de los residuales a aumentar conforme la produccion
de hidrégeno aumenta. Finalmente, después de analizar la grafica de los residuales contra el
orden de las observaciones, se puede asegurar que cumple la independencia de las variables, al
no observarse un patrén claro. El analisis anterior ayuda a validar el disefio experimental para

la produccion especifica de hidrégeno.
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Figura 3.12. Gréficas de residuos para Hyax.

La Tabla 3.4 muestra el analisis de la varianza (ANOVA) resumen del modelo para la
produccién especifica de hidrdégeno. El analisis ANOVA se requiere para probar la
significancia y pertinencia del modelo. Los cuadrados medios se obtienen dividiendo la suma
de los cuadrados de cada una de las dos fuentes de variacion, el modelo y la varianza del error,
por los respectivos grados de libertad. EI ANOVA del modelo de regresion demuestra que el

modelo es altamente significativo, como es evidente a partir del valor F calculado (23.16) y un
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valor de probabilidad muy baja (modelo P<F=0.001). Se observé que el coeficiente de efecto

lineal y cuadrado son altamente significativos (P = 0.000, 0.002).

Tabla 3.4. Analisis de varianza de Hy.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Regresion 9 30.9256 30.9256 3.4362  23.16 0.001
Lineal 3 20.24372  20.24372 6.8124  45.92 0.000
cuadrado 3 10.1047 10.1047 3.3682 2271 0.002
interaccion 3 0.3837 0.3837 0.1279 0.86 0.518
Error residual 5 0.7417 0.7417 0.1483
Falta de ajuste 3 0.5174 0.5174 0.1725 1.54 0.417
Error puro 2 0.2243 0.2243 0.1121
Total 14

Las representaciones graficas de contorno y de superficie de respuesta se obtuvieron utilizando
el software Minitab 15. Las graficas de contorno y superficie son Utiles para establecer valores
de respuesta y condiciones operativas deseables. Una grafica de contorno provee una vista
bidimensional donde todos los puntos tienen la misma respuesta y estan conectados para
producir lineas de contorno de respuestas constantes. Las graficas de superficie proveen una

vista tridimensional que puede suministrar una imagen mas clara de la superficie de respuesta.

Las Figuras 3.13, 3.14 y 3.15 muestran las graficas de contorno y de superficie de respuesta
para los tres efectos interactivos para la produccion especifica de hidrogeno con valores no
codificados. La Figura 3.13 muestra el efecto interactivo de &cido acético y la concentracion
inicial de acido butirico. Se observa en la grafica de contorno y en la de superficie que la
interaccidn entre estos dos acidos presenta buena produccion de hidrégeno a concentraciones
de 2000 mg/L de &acido acético y de 150-270 mg/L de &cido butirico.
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Figura 3.13. Grafica de contorno y de superficie de respuesta para Hy.x que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido acético y la concentracién de acido butirico.
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La Figura 3.14 muestra el efecto interactivo del acido acético y la concentracién inicial de &cido
propidnico en la produccién especifica de hidrogeno. La naturaleza eliptica del contorno indica que
esta interaccion es importante en la respuesta. Una buena produccion de hidrogeno se observa a

concentraciones de 2000 mg/L de acido acético y 900 mg/L de &cido propionico aproximadamente.
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Figura 3.14. Grafica de contorno y de superficie de respuesta para Hy..x que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido acético y la concentracion de acido propidnico.

En la Figura 3.15 se observa el efecto interactivo del acido butirico y la concentracion inicial de &cido
propidnico en la produccion de hidrégeno. En la gréfica de contorno encontramos un punto silla o
minimax. La naturaleza no lineal de las curvas de nivel implica que la interaccion de la concentracion
de ambos acidos es importante. Aqui se encuentra un buen rendimiento a los 250 mg/L de acido

butirico y 900 mg/L de acido propiénico aproximadamente.
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Figura 3.15. Grafica de contorno y de superficie de respuesta para Hy.x que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido butirico y la concentracion de acido propiénico.

Acido propi6nico

1200

Ac. propiénico

Acido butirico

De igual forma que para la produccion especifica de hidrogeno (Hmax) Se realizo el analisis
estadistico completo a las velocidades de produccion de hidrégeno (Rmax). El analisis de datos

se hizo utilizando las unidades codificadas. El valor del coeficiente de regresién R? obtenido
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en el analisis estadistico fue de 93.49 %. Los resultados obtenidos a partir del analisis de
superficie de respuesta, la distribucion T, los valores de P, y las estimaciones de los

coeficientes se dan en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Coeficientes de regresion estimados de Rypay.

Término Coef SE Coef T P
Constante 0.8536  0.0667  12.790  0.000
Ac. acético 0.2302  0.0409 5.633 0.002
Ac. butirico -0.1166  0.0409 -2.853  0.036
Ac. propidnico -0.1674  0.0409 -4.095  0.009
Ac. acético*Ac. acético 0.0699  0.0601 1.162  0.298
Ac. butirico*Ac. butirico -0.0933  0.0601 -1.551  0.182
Ac. propidnico*Ac. propionico 0.0031  0.0601 0.053  0.960
Ac. acético*Ac. butirico -0.1232  0.0578 -2.132  0.086
Ac. acético*Ac. propiodnico 0.0157  0.0578 0.272  0.796
Ac. butirico*Ac. propionico 0.1475  0.0578 2.552 0.051
R-cuad. = 93.49% R-cuad.(ajustado) = 81.78%

Los coeficientes de las variables individuales mostraron para el caso del &cido acético que el
aumento de la concentracion inicial (X;= 0.2302) aumento la velocidad de produccién de
hidrogeno. Para el &cido butirico y acido propidnico el aumento de la concentracion inicial
(X2=-0.1166 y X3 =-0.1674) disminuyo la velocidad de produccion de hidrégeno. Se halld
que el efecto lineal de la concentracion de &cido acético inicial (X;) y la concentracion inicial
de acido propionico (X3) era altamente significativa (P=0.002, 0.009) para la velocidad de
produccién de hidrégeno. Los coeficientes de términos cuadraticos de la concentracion inicial
de los tres acidos resultaron ser no significativos. El efecto interactivo de acido acético y

butirico, acético y propiénico y butirico y propiénico se observo que era poco significativo.

En la Figura 3.16 se encuentran las gréficas de residuo para el analisis estadistico de la
velocidad de produccién de hidrogeno y por medio de las cuales se validaeste sistema.
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Figura 3.16. Gréficas de residuos para R ax.
La Tabla 3.6 muestra el analisis de la varianza (ANOVA), resumen del modelo para la
velocidad de produccion de hidrogeno. EI ANOVA del modelo de regresion demuestra que el
modelo es altamente significativo, como es evidente a partir del valor F calculado (7.98) y un
valor de probabilidad muy baja (modelo P<F=0.017). Se observo que el coeficiente de efecto

lineal es altamente significativo (P = 0.004).

Tabla 3.6. Analisis de varianza de Rpay.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust.  MC Ajust. F P
Regresion 9 0.9601 0.1067 0.0106 7.98 0.017
Lineal 3 0.7570 0.2523 0.2523 18.88 0.004
cuadrado 3 0.0543 0.0181 0.0181 1.36 0.357
interaccion 3 0.1487 0.0495 0.0496 3.71 0.096
Error residual 5 0.0668 0.0133 0.0133
Falta de ajuste 3 0.0323 0.0107 0.0107 0.62 0.664
Error puro 2 0.0345 0.0172 0.0172
Total 14 1.0270

Las Figuras 3.17, 3.18 y 3.19 muestran las graficas de contorno y de superficie de respuesta
para los tres efectos interactivos con la velocidad de produccion de hidrégeno. La Figura 3.19
muestra el efecto interactivo de &cido acético y la concentracion inicial de &cido butirico en la

velocidad de hidrégeno producido. La grafica de contorno y la de superficie de respuesta
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muestran parte de un punto silla que la mejor velocidad se presenta a los 2000 mg/L de acido

acético y 200 mg/L de &cido butirico aproximadamente.
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Figura 3.17. Grafica de contorno y de superficie de respuesta para Hy..x que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido acético y la concentracion de acido butirico.

La Figura 3.18 muestra el efecto interactivo del acido acético y la concentracion inicial de &cido

propidnico en la produccion especifica de hidrogeno. La naturaleza eliptica del contorno indica que

esta interaccion es importante en la respuesta. Las graficas muestran que la mejor velocidad se

encuentra a concentraciones de 500 mg/L de é&cido acético y 1100 mg/L de &cido propionico

aproximadamente.
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Figura 3.18. Gréfica de contorno y de superficie de respuesta para H,.x que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido acético y la concentracion de acido propidnico.

La Figura 3.19 muestra el efecto interactivo del &cido butirico y la concentracion inicial de &cido

propidnico en la produccion especifica de hidrégeno. De igual forma que en la grafica de contorno

anterior se aprecia que las curvas tienen una naturaleza eliptica por lo que esta interaccién es

importante en la respuesta del sistema. Se observa que buenas velocidades de produccién pueden ser

obtenidas a concentraciones inferiores de 500 mg/L de &cido propiénico y de 120 mg/L de butirico.
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Figura 3.19. Gréfica de contorno y de superficie de respuesta para H,.x que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido butirico y la concentracion de acido propidnico.

La tasa de produccion maxima de hidrogeno obtenida fue de 1.34 mmol Hy/d y la mejor
produccidn especifica de hidrdgeno fue de 5.98 mmol de H,. En la Tabla 3.7 se presentan para
las 15 pruebas: las remociones de DQO, la biomasa obtenida, el tiempo de latencia, pH y
nitrdgeno amoniacal. Las concentraciones de nitrégeno amoniacal formado durante el tiempo
que durd la prueba oscil6 entre los 0.63 y 2.62 mg /L, con este resultado existe la posibilidad
de que se haya presentado inhibicién por este compuesto ya que de acuerdo a lo reportado por
Koku et al. (2002) y por Argun y Kargi (2011) se puede presentar este problema desde
concentraciones de 0.36 mg/L. Se presentaron tiempo de latencia variados el menor de ellos
fue de 1 h y el mayor de 34 h. Las remociones de DQO variaron, la mejor remocién fue de
87.80 % y la mas baja fue de 41.63 %, Tao et al. en 2008 reportaron remociones de DQO de
80 % pero usando una nueva bacteria purpura no azufrada llamada ZX-5. EIl pH se mantuvo
estable a lo largo de la prueba aumentando hasta un maximo de 7.2 para una de las botellas.

En el caso de la biomasa se puede observar en la Figura 3.20 las variaciones en las
coloraciones para cada una de las botellas presentdndose los caracteristicos colores rojo,
guinda y marron. La cantidad de biomasa fue medida indirectamente por densidad dptica a
660 nm y los resultados se encontraron en el rango de 541 y 913 mg/L de SST. La muestra que
presento la mayor concentracion de biomasa fue la que estuvo compuesta por 1235 mg/L de
acido acético, 270 mg/L de &cido butirico y 175 mg/L de acido propidnico, esto discrepa del
estudio realizado por Sangeetha y Karunanithi en 2010 quienes obtuvieron 920 mg/L como la

maxima concentracién de biomasa para Rhodobacter Sphaeroides con 534 mg/L de acido
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acético, 763 mg/L de acido butirico y 639 mg/L de &cido propidnico. Las purezas promedio se

encontraron entre los 77 y 84 % de pureza de H,.

Tabla 3.7. VValores obtenidos al final del disefio experimental Box-Behnken.

Orden , -Concent'raf:ic’)n (mg/lj)_ Rdeemtc))(c?ign Bigrr:;a;sa | N-NH, er:)UnZifja}O
Corrida  Acido Acido Acido P (mg/L) H,
acético  butirico  Propionico (%) (mg/L) (%)
1 1235 270 1170 72.11 792 7 1.19 81
2 1235 50 1170 73.68 849 7 0.75 81
3 125 160 175 69.55 561 6.9 0.63 79
4 2345 50 672.5 34.29 541 7 1.55 77
5 1235 270 175 48.58 913 6.9 0.82 84
6 125 270 672.5 41.63 577 7 0.7 81
7 1235 50 175 63.93 706 7 0.66 80
8 2345 160 175 54.67 655 7 0.83 80
9 1235 160 672.5 59.74 603 7 1.31 78
10 1235 160 672.5 48.55 890 7 0.61 81
11 1235 160 672.5 66.80 737 72 262 79
12 125 160 1170 47.84 823 7 0.93 83
13 2345 160 1170 68.33 707 7 0.78 81
14 2345 270 672.5 68.60 889 73 1.38 81
15 125 50 672.5 87.80 743 6.9 0.77 80

Figura 3.20. Botellas seroldgicas al final de las 394 h que duré la actividad experimental.

3.2.1.1 Optimizacion de respuesta del disefio experimental Box-Behnken

La aplicacion de un modelo de optimizacidon se llevé a cabo con el programa Minitab 15. Los
valores 6ptimos de las variables de prueba correspondientes a la maxima produccion

especifica y velocidad de produccion de hidrégeno (4.9 mmol y 1.27 mmol/d) en unidades no

50
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codificadas como X;= 2345, X,= 50 y X3 = 715, estos datos presentaron una conveniencia
compuesta de 0.98, valor cercano a 1 y permite asegurar que el resultado es confiable. Por
tanto la Unica concentracion dptima que se encontrd fue la del &cido propidnico a los 715
mg/L, este comportamiento sugiere una inhibicion de la produccion de hidrogeno por el acido

propidnico cuando se alimenta a concentraciones mayores.

3.2.2 Central Compuesto

Para la segunda etapa experimental la concentracion de &cido propionico se mantuvo fija en
715 mg/L. Se utilizo el disefio experimental del tipo Central-Compuesto y sélo se variaron las
concentraciones de acido acético y butirico. Los valores codificados de las variables de la
prueba y los resultados experimentales (modelo de Gompertz) de la produccion especifica de
hidrégeno, de la velocidad méaxima de produccion de H; y del tiempo de latencia se presentan
en la Tabla 3.8 para cada una de las 13 pruebas realizadas, las cuales se arrancaron en un
mismo lote.

Tabla 3.8. Disefio experimental Central-Compuesto con los valores de Hmax, Rmax y tiempo de
latencia ajustados a Gompertz.

Corrida X, Xz H(mr?;‘:]gll)_'z R(nr]?:n?; ;;; E?EE)SZ

1 0 -1.414 7.72 0.39 6

2 1 -1 7.68 0.44 116
3 0 0 11.21 0.66 87
4 -1 1 8.13 0.57 92
) 1 1.414 7.63 0.50 139
6 -1.414 0 9.46 0.63 76
7 1 1 7.63 0.51 177
8 0 0 10.22 0.58 82
9 0 0 11.47 0.65 80
10 0 0 10.63 0.61 67
11 -1 -1 8.13 0.53 37
12 1414 0 7.99 0.44 91
13 1 0 10.89 0.66 76
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Las Figuras 3.21, 3.22 y 3.23 muestran las curvas de produccion de hidrégeno ajustadas al
modelo de Gompertz para las 13 pruebas realizadas. Todo el andlisis de datos se realizo

mediante el software Minitab 15.
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Figura 3.21. Curvas de produccion de hidrogeno ajustadas a Gompertz de los 5 puntos centrales del
disefio experimental central compuesto pruebas: 3 (M), 8 (¢),9 (A), 10 (X) y 13 (®).
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Figura 3.22. Curvas de produccién de hidrégeno ajustadas a Gompertz del disefio experimental

Central-Compuesto para las pruebas: 1 (@), 2 (®),4 (m) y5(A).
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Figura 3.23. Curvas de produccién de hidrégeno ajustadas a Gompertz del disefio experimental Box-

Behnken para las pruebas: 6 (W), 7 (A), 11 (@) y 12 (®).
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A partir del analisis de regresion de superficie de los datos ajustados a Gompertz se obtuvieron
los coeficientes de regresion estimados para las ecuaciones para la maxima produccion
especifica de hidrégeno (Hmax) (Ec. 10) y de la maxima velocidad de produccion de hidrégeno
(Rmax) (Ec. 11) utilizando datos en unidades sin codificar.

Hmax = 5.074 + 3.108 E* X, + 5.038 E® X, —1.156 E*® X;X; —1.681 E® X,X, -1.116 E*® X, X, (10)

Rimax = 0.428 + 4598 E® X, + 2.205 E* X, —4.781 E® X, X; —-7.192 E® XX, + 2679 E® X, X,  (11)

Donde X; es la concentracion inicial de acido acético y X, es la concentracion inicial de &cido

butirico.

El valor del coeficiente de regresion para Hmax Y Rmax fue de 95.36 y de 90.89 %
respectivamente, esto indica que los coeficientes obtenidos son pertinentes para predecir los
valores del sistema de produccion de hidrogeno y los valores teéricos encontrados seran lo

maés cercano a los resultados.
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El analisis de datos para la produccion especifica de hidrégeno (Hmax) se hizo utilizando las
unidades codificadas. El valor del coeficiente de regresién (R* = 97.66%) cercano a uno,
muestra que los coeficientes obtenidos son los mas adecuados para predecir los valores del
sistema de produccion de hidrogeno y los valores tedricos encontrados seran lo mas cercano a
los resultados. Es importante destacar la poca diferencia encontrada entre el R? y R*-ajustado,
lo cual indica una concordancia aceptable entre los datos experimentales y los ajustados a
través del modelo. Los resultados obtenidos a partir del analisis de superficie de respuesta, la

distribucion T, los valores de P, y las estimaciones de los coeficientes dan en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Coeficientes de regresion estimados de Hax.

Término Coef SE Coef T P
Constante 10.8839 0.1938 56.161  0.000
Ac. acético -0.3776 0.1532 -2.465  0.043
Ac. butirico -0.0214 0.1532 -0.139  0.893
Ac. acético*Ac. acético -1.1563 0.1643 -7.037  0.000
Ac. butirico*Ac. butirico -1.6808 0.1643 -10.230  0.000
Ac. acético*Ac. butirico -0.0112 0.2167 -0.052  0.960
R-cuad. = 95.36% R-cuad.(ajustado) = 92.04%

Al observar los coeficiente de las variables individuales se encontrd que el aumento de la
concentracion inicial de los dos sustratos (X;=-0.3776, X,=-0.0214) disminuy0 la produccion
de hidrégeno. Se hall6 que el efecto lineal de la concentracion de acido acético inicial (X;) era
significativo (P=0.043) en la produccion de hidrégeno. Los coeficientes de los términos
cuadraticos de las concentraciones iniciales de acido acético y butirico (X;*X;y X;*X,) (P=
0.000, P=0.000) se encontrd que eran significativas. El efecto interactivo de &cido acético y

butirico, no es significativo.

En la Figura 3.24 se observan las graficas de residuo las cuales como en el andlisis anterior

aseguran la validez del sistema de la tasa especifica de produccion de hidrégeno.
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Figura 3.24. Graficas de residuos para Hax.

La Tabla 3.10 muestra el andlisis de la varianza (ANOVA) resumen del modelo para la
produccién especifica de hidrégeno. EI ANOVA del modelo de regresion demuestra que el
modelo es altamente significativo, como es evidente a partir del valor F calculado (28.77) y un
valor de probabilidad muy baja (modelo P<F=0.000). Se observo que el coeficiente del efecto

cuadrado es altamente significativo (P = 0.000).

Tabla 3.10. Analisis de varianza de Hay.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Regresion 5 27.0113 27.0113 54023  28.77 0.000
Lineal 2 1.1444 1.1444 0.5722 3.05 0.112
cuadrado 2 25.8664 25.8664 12,9332  68.87 0.000
interaccion 1 0.0005 0.0005 0.0005 0.00 0.960
Error residual 7 1.3145 1.3145 0.1878
Falta de ajuste 3 0.3603 0.3603 0.1201 0.50 0.700
Error puro 4 0.9542 0.9542 0.2386
Total 12 28.3258

La Figura 3.25 muestra las graficas de contorno y de superficie de respuesta se muestra el
efecto interactivo de écido acético y la concentracion inicial de &cido butirico en la produccion
especifica de hidrdgeno. La naturaleza eliptica del contorno indica que esta interaccion es
importante en la respuesta y que una produccion de 10 mmol de H, puede ser obtenida con

1500 mg/L de &cido butirico y 1300 mg/L de acido acético aproximadamente.
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Figura 3.25. Gréfica de contorno y de superficie de respuesta para H,.x que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido acético y la concentracién de acido butirico.

El anélisis de datos para la velocidad de produccion de hidrogeno (Rmax) se hizo utilizando las
unidades codificadas. El valor del coeficiente de regresion (R* = 90.89%) cercano a uno,
muestra que los coeficientes obtenidos son los pertinentes para predecir los valores del sistema
de velocidad de produccion de hidrogeno. Los resultados obtenidos a partir del analisis de
superficie de respuesta, la distribucion T, los valores de P, y las estimaciones de los

coeficientes dan en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Coeficientes de regresion estimados de R yax.

Término Coef SE Coef T P
Constante 0.6333 0.0164 38.568 0.000
Acido acético -0.0518 0.0129 -3.993  0.005
Acido butirico 0.0353 0.0129 2.718 0.030
Acido acético*Ac. acético -0.0436 0.0139 -3.136  0.016
Acido butirico*Ac. butirico -0.0891 0.0139 -6.401  0.000
Acido acético*Ac. butirico 0.0074  0.0183 0.407 0.696
R-cuad. = 90.89% R-cuad.(ajustado) = 84.39%

Al observar los coeficiente de las variables individuales se encontr6 que el aumento de la
concentracion inicial del acido acético (X;= -0.0518) disminuyo la velocidad produccion de
hidrogeno y el aumento de la concentracion inicial del acido butirico (X,= -0.0353) aumento
la velocidad de produccion de hidrogeno. Se hallo que el efecto lineal de la concentracion de
los sustratos (X1 y X;) era significativo (P=0.005 y P=0.030) en la velocidad de produccion.
Los coeficientes de los términos cuadraticos de las concentraciones iniciales de acido acético y
butirico (X1*X1y X,*X,) (P=0.016, P= 0.000) se encontrdé que eran altamente significativas.
El efecto interactivo de acido acético y butirico, no se mostrd significativo.
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En la Figura 3.26 se pueden observar nuevamente las graficas de residuo que aportaron de
forma visual la validez de la velocidad de produccion de hidrégeno en el disefio experimental.
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Figura 3.26. Gréficas de residuos para R ax.

La Tabla 3.12 muestra el analisis de la varianza (ANOVA) resumen del modelo para la
velocidad de produccidon de hidrégeno. EI ANOVA del modelo de regresion demuestra que el
modelo es altamente significativo, como es evidente a partir del valor F calculado (13.97) y un
valor de probabilidad muy baja (modelo P<F=0.002). Se observd que los coeficientes del

efecto lineal y cuadrado son altamente significativos (P = 0.006, P = 0.001).

Tabla 3.12. Andlisis de varianza de Hax.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Regresion 5 0.0942 0.0942 0.0188  13.97 0.002
Lineal 2 0.0314 0.0314 0.0157  11.67 0.006
cuadrado 2 0.0625 0.0625 0.0312  23.18 0.001
interaccion 1 0.0002 0.0002 0.0002 0.17 0.696
Error residual 7 0.0094 0.0094 0.0013
Falta de ajuste 3 0.0033 0.0033 0.0011 0.74 0.581
Error puro 4 0.0061 0.0061 0.0015
Total 12

La Figura 3.27 muestra las graficas de contorno y de superficie de respuesta. Se muestra el

efecto interactivo de 4cido acético y la concentracion inicial de 4cido butirico en la velocidad de
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produccion de hidrégeno. La naturaleza eliptica del contorno indica que esta interaccion es
importante en la respuesta y se puede encontrar la mejor velocidad de produccién entre los
1000 y 1500 mg/L aproximadamente de acido acético y butirico respectivamente. Se concluye
la validez del disefio experimental y a partir de las graficas se puede predecir que al aplicar el

modelo de optimizacion el resultado seran las dos respuestas Optimas esperadas.
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Figura 3.27. Gréfica de contorno y de superficie de respuesta para Rsx que muestra el efecto
interactivo de la concentracion de acido acético y la concentracion de acido butirico.

En la Tabla 3.13 se presentan para cada una de las 13 pruebas: las remociones de DQO, la
biomasa obtenida, el tiempo de latencia y nitrdgeno amoniacal. Se presentaron tiempo de
latencia variados el menor de ellos fue de 6 h y el mayor de 177 h. Las purezas promedio de
hidrogeno se ubicaron entre el 83 y 87 % encontrandose en el rango que han sido reportadas
por diversos autores; Argun y Kargi (2011) y Eroglu et al. (2008) reportaron purezas del 95 %
de hidrégeno usando una cepa pura de Rhodobacter sphaeroides O.U.001 y como sustrato
malato. Por otro lado Li (2008) alcanzé a partir de un lodo fototrofico purezas de entre el 80 y
90 % de hidrdgeno.

Las remociones de DQO variaron de acuerdo a la prueba, la mejor remocién fue de 69.67 %
y la més baja fue de 37.58%. En el caso de la biomasa se puede observar en la Figura 3.28
coloraciones muy fuertes para cada una de las botellas presentandose un guinda como color
caracteristico. La cantidad de biomasa fue medida por densidad Optica a 660 nm y los
resultados se encontraron en el rango de 1.19 y 3.76 mg/L de SST. La muestra que presento la
mayor concentracion de biomasa fue la que estuvo compuesta por 2500 mg/L de &cido acético,
2500 mg/L de acido butirico y 715 mg/L de acido propidnico.
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Tabla 3.13. Resultados obtenidos al final del disefio experimental Central Compuesto
Concentracion (mg/L)

Orden — — - Remocion  Biomasa N-NH, Pureza

Corrida A(,:'fjo AC.',dO. Aglt;lo de DQO final (mg/L) promedio

acético  Propibnico  butirico (%) (/L) (% Hy)
1 1500 715 85.8 69.43 1.24 0.4 83
2 2500 715 500 60.88 2.54 0.4 84
3 1500 715 1500 64.74 2.83 0.5 86
4 500 715 2500 37.58 2.56 3.0 85
5 1500 715 2914.2 45.49 3.13 1.0 85
6 85.8 715 1500 57.55 1.53 0.5 84
7 2500 715 2500 50.31 3.76 0.4 87
8 1500 715 1500 52.19 2.49 0.7 85
9 1500 715 1500 59.63 2.37 0.8 85
10 1500 715 1500 55.98 2.48 0.9 85
11 500 715 500 69.67 1.19 10.8 83
12 2914.2 715 1500 50.63 3.45 0.9 85
13 1500 715 1500 56.82 2.60 0.7 84

Se obtuvieron producciones de hidrogeno que oscilaron entre los 76.3 y 114.7 mmol H,/L de
cultivo, producciones que estan en el rango y superan las reportadas por Nan-Qi et al. (2008)
que oscilaron entre los 26.8 y 84.8 mmol H,/I de cultivo. Esros autores utilizaron una cepa
pura de Rhodopseudomonas faecalis RLD-53 mantuvieron constante la concentracion de
acetato en 2051 mg/L y variaron la concentracion de butirato en intervalos de 1.38, 2.75, 5.50,
8.26 y 11.0 g/L. Los valores obtenidos en el presente trabajo son mucho mas altos que lo
reportado Zampol Lazaro et al. (2012) quienes obtuvieron producciones en un rango de 5.6 a
13.9 mmol H,/L de cultivo usando diferentes acidos organicos (acetato, butirato, citrato,
lactato y malato) a pesar de que ambos inoculos estan formados por consorcios mixtos. En
cuanto a las velocidades de produccién de hidrégeno obtenidas estas oscilaron de 0.35 a 1.34
mmol H,/d a lo largo de toda la experimentacion, se encuentran dentro del rango reportado por

Fang et al., en 2005 cuyas velocidades fueron de 0.03 a 1.37 mmol H/d.

La tasa de produccion maxima de hidrdgeno obtenida fue de 6.6 mmol H,/d L, la produccion
especifica molar fue de 0.66 mmol H,/d g de biomasa y la mejor produccion especifica de

hidrogeno fue de 11.47 mmol de H,, al comparar estos resultados con la actividad
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experimental observamos un aumento en la produccién especifica y una disminucion en la
velocidad de produccién de hidrogeno ya que los resultados anteriores fueron de 5.98 mmol de
H. y 1.34 mmol Hy/d. La disminucion en las velocidades de produccion se relaciona con los

altos tiempos de latencia que se presentaron durante la actividad experimental.

o

Figura 3.28. Botellas seroldgicas al final de las 697 h que dur6 la actividad experimental.

Las fases de latencia mas largas se han relacionado con los cambios de pH que se presentaron
durante la actividad experimental, estos cambios de pH dependieron de la formacion de
amonio en el medio, dado que las cantidades de nitrégeno usadas fueron méas grandes para
poder mantener la relacion C/N de 16. En la Tabla 3.14 se puede observar los cambios de pH
que hubo a lo largo del tiempo en los 13 experimentos, el primer aumento de pH presentado a
las 144 h después de arrancadas las corridas fue el més drastico. En la Figura 3.29 se pueden
observar estos cambios para 3 pruebas representativas; en general el pH aumento de 6.8 en
todas las botellas a un rango de entre 7.1y 8.7.

A valores de pH muy altos la produccion de hidrogeno se ve disminuida e incluso inhibida.

Segun lo reportado por Basak y Das (2007) el rango de pH éptimo para la produccién de

60
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hidrogeno es de 6.8 — 7.5; Dasgupta et al. (2010) observaron que el pH 6ptimo debia rondar el
7. Al presentarse valores de pH superiores a 7 durante la prueba se observé que la generacion
de biogas era escasa o nula, por lo tanto se corrobor6 lo descrito por los autores anteriores. Se
ajustd el pH a 6.8 con HCI 1 N en dos ocasiones a las 144 y 288 h de haber arrancado la

prueba.

Tabla 3.14. Variacion del pH durante la experimentacion.

Corrida 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

0 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68 6.8
144 72 83 78 76 87 71 85 76 77 17 72 86 7.6
288 70 71 70 69 71 69 73 69 69 69 69 74 69

Tiempo (h)
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Figura 3.29. Gréfica de pH para las muestras: 5 (W), 6(e) y 3( A). Después de cada medicién el pH era
ajustado a 6.8 (linea punteada).

El aumento de pH como se menciond se relaciona a la generacion de amonio en el medio, las
concentraciones de nitrégeno amoniacal formado al final de la prueba oscilaron entre 0.4 y
10.8 mg /L, la inhibicidn por este compuesto se ha reportado por Koku et al. (2002) y por
Argun y Kargi (2011) a partir de concentraciones de 0.36 mg/L. De igual forma que el

aumento de pH, la presencia de amonio en el medio pudo haber sido el causante de una fase de
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latencia mas larga como lo reporta Tsygankov (2001) un exceso de amonio y otros
compuestos utilizables de nitrégeno reprimen la sintesis de la nitrogenasa en las bacterias
purpura no azufradas. La neutralizacién de amonio a cloruro de amonio mediante la adicion de
acido clorhidrico y el consumo del nitrégeno excedente, ocasion6 que después de la 288 h de
iniciada la prueba ya no hubiera sido necesario otro reajuste de pH, esto se dedujo a partir de

producciones constantes de biogas.

3.2.2.1 Optimizacion de respuesta del disefio experimental Central Compuesto

La aplicacion de un modelo de optimizacion se llevé a cabo con el programa Minitab 15. Los
valores Optimos de las variables de prueba correspondientes a la maxima produccion
especifica y velocidad de produccién de hidrégeno (10.88 mmol y 0.65 mmol/d) en unidades
no codificadas como X;=1200, X,=1571 estos datos presentaron una conveniencia compuesta
de 0.99, valor cercano a 1 y que permite asegurar que el resultado es confiable. Con lo que se
obtienen las mejores concentraciones en la produccion de hidrégeno con 1200 mg/L de acido

acético, 1571 mg/L de acido butirico y 715 mg/L de &cido propiodnico.

Algunos autores como Chen et al. (2007), Laurinavichene et al. (2008) y Lee et al. (2007)
han reportado que las concentraciones 6ptimas de &cidos grasos volatiles se encuentran entre
los 1800 y 2500 mg/L de AGV’s. Pero durante el presente trabajo se obtuvieron las mejores
producciones de hidrogeno a concentraciones promedio de 3500 mg/L de acidos grasos
volatiles. Shiy Yu (2005) reportaron su condicion éptima a 1800, 200 y 1000 mg/L de &cido
acético, propidnico y butirico respectivamente sin embargo ellos trabajaron con una cepa pura

de Rhodopseudomonas capsulata.
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3.3 PRUEBAS PRELIMINARES EN REACTOR DE PANEL PLANO

El fotobiorreactor de escala laboratorio se arrancd y operd por un tiempo aproximado de 45
dias pero debido a fallas en el disefio no se obtuvo una produccidn constante y representativa
de biogas y después de 30 dias se empez0 a detectar metano con lo que se detuvo la operacion
del mismo.

Las razones por las cuales el reactor no opero correctamente fue que en el disefio no se incluyé
un sistema de agitacion que permitiera mantener homogenizado todo el medio, el material con
el que fue construido (acrilico) se fue opacando y dafiando con el avance del tiempo por efecto
del calor y la intensidad luminosa producida por las lamparas.

De igual forma no se disefio el reactor de panel plano con un sistema que permitiera el gaseo
con un gas inerte y de ese modo fomentar el ambiente anaerobio dentro del medio.
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CONCLUSIONES

El consorcio mixto productor de hidrogeno que contenia mayoritariamente bacterias purpura
no azufradas fue obtenido a partir de un sistema bioelectroquimico productor de hidrégeno.
Este consorcio presentd porcentajes de pureza de hidrdgeno del 76 al 87 % y una produccion
especifica de hidrogeno de 12.68 mmol H, y una velocidad de produccién de 1.21 mmol H,/d

usando Unicamente acido acético y butirico.

A partir del disefio experimental Box Behnken se encontraron interacciones entre los acidos
grasos volatiles pero para las condiciones propuestas solo el acido propionico presentaba una
influencia importante en la produccion de hidrégeno. Este inhibe la tasa de produccion de
hidrdgeno a concentraciones superiores de 715 mg/L.

Con el disefio central compuesto fue posible estimar las interacciones entre el &cido acético y
butirico a través de los graficos de contorno y superficie de respuesta. La aplicacion del
modelo de optimizacion permitié obtener las concentraciones Optimas para la produccion de
hidrdgeno, siendo éstas 1200 mg/L de &cido acético, 1571 mg/L de &cido butirico y 715 mg/L
de &cido propidnico. Para estos datos la maxima produccion especifica y velocidad de
produccion de hidrogeno fue de 10.88 mmol y 0.65 mmol/d respectivamente.

El reactor de tipo panel plano no funcion6 adecuadamente por errores de disefio por no incluir
un sistema de agitacion que permitiera mantener homogenizado todo el medio, el material con
el que fue construido (acrilico) no fue el correcto y no se podia fomentar el microambiente

aerobio dentro del reactor.
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