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1.   ANTECEDENTES 
1.1. Producción de energía en el mundo 

En los últimos años el uso de la energía en el mundo se ha incrementado de 

manera acelerada, lo cual ha provocado una gran preocupación por los elevados 

costos sociales y ambientales asociados al uso de la energía convencional, los 

combustibles fósiles y la energía nuclear. 

 

Los ecosistemas se ven afectados por las emanaciones de las centrales eléctricas, 

la incineración de basura, el uso de vehículos de combustión interna, entre otros, 

además de producir daños en los mantos acuíferos, en la naturaleza, en la 

productividad agrícola, así como serios problemas de salud en la población. 

La energía nuclear, opción elegida en las últimas décadas como la solución ideal 

para la producción de energía con el fin de evitar el gran problema de la 

contaminación, ha mostrado ser un problema de tal envergadura que muchos 

países han decidido erradicarla de sus planes energéticos para el futuro, no solo 

por la gran generación de residuos radiactivos que ello conlleva, sino por el grave 

problema que presenta el desmantelamiento de sus instalaciones, el riesgo de 

accidentes de altas consecuencias, así como el elevado costo de construcción y 

mantenimiento de las mismas. (Santamarta, 2006) 

 

Como menciona Korskinen, 2008, la demanda actual de energía se ha 

incrementado considerablemente debido al crecimiento demográfico y al desarrollo 

económico y tecnológico. De acuerdo a las predicciones realizadas por Narotzky, 

2011, se estima que para el año 2030 la demanda global de energía aumentará un 

50 % (ver figura 1). 

 

Los combustibles fósiles que se usan diariamente para cubrir nuestras demandas 

energéticas, reciben el nombre de energías no renovables debido a que su proceso 

de formación en la naturaleza requiere de largos periodos de tiempo y de 

condiciones fisicoquímicas especiales, por lo que su disponibilidad está limitada. La 

combustión de ésta fuente de energía emite diversos agentes contaminantes como 
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el COx, NOx, SOx, CxHx, hollín, cenizas y otros compuestos, los cuales al liberarse 

a la atmósfera han contribuido al proceso de cambio climático. 

 

 
Figura 1. Demanda energética en el mundo por tipo de combustible. 

Fuente: Narotzky,  2011 
 

Si se toma en cuenta que alrededor del 80% de las necesidades energéticas a nivel 

mundial se satisfacen mediante el empleo de los combustibles de origen fósil 

(Sedigas, 2011) y que su disponibilidad es limitada, resulta necesario la búsqueda 

de nuevas fuentes de energía, las cuales deben ser renovables y amigables con el 

ambiente. 

 

Las energías renovables son aquellas que se obtienen de fuentes naturales 

inagotables corto, tal es el caso de la energía eólica, hidráulica, geotérmica, 

mareomotriz y solar. El uso de éste tipo de energías presenta grandes ventajas; la 

principal es que no emiten gases como el COX y NOx que causan daño a la 

atmósfera y producen el llamado efecto invernadero en el planeta. Sin embargo, su 

uso presenta en muchos casos una inversión inicial elevada y no está disponible de 

una manera continua en todo el mundo, ya que su obtención conlleva una estrecha 

relación con la zona donde se encuentren ubicadas las instalaciones y el lugar 

donde se utilice la energía generada. 
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1.2 Producción de biogás  

El biogás es otra fuente de energía renovable resultado de una fermentación 

anaerobia que puede ser generada a partir de diversos materiales orgánicos 

(vegetales y animales) obteniendo una composición principalmente de  metano (50-

70 %), dióxido de carbono (25-45 %), agua (2 %), nitrógeno (menos a 2 %), 

oxígeno (menos a 2%), ácido sulfhídrico (menos a 1%) e hidrógeno (menos a 1 %). 

(Comisión Nacional de Energía). 

 

Actualmente el biogás se utiliza para la producción de energía eléctrica mediante el 

empleo de motores de ciclo combinado. Sin embargo  su combustión genera gases 

de efecto invernadero por lo cual es necesario la búsqueda de otras fuentes de 

energía más limpias. A nivel mundial se ha señalado al hidrógeno como el vector 

energético más sustentable, debido a que  es posible obtenerlo durante el proceso 

de tratamiento anaerobio de las aguas residuales, posee un alto contenido 

energético por unidad de peso (120.9 kJ/g), en comparación con otros combustibles 

de origen fósil (gasolina: 48.3 kJ/g) y otros biocombustibles (metano: 50.02 kJ/g ), y 

su combustión sólo genera agua como subproducto. (Debabrat  y Veziroglu, 2001; 

Guervós, 2003). 

 

1.3. Digestión anaerobia 

Una opción sustentable para generar hidrógeno es el empleo de la biotecnología 

anaerobia, ya que combina el tratamiento de las aguas residuales con la obtención 

de biocombustibles y subproductos valiosos como los ácidos acético y butírico 

(Valdez-Vazquez, 2005). 

 

Los procesos anaerobios son aquellos procesos biológicos en los cuales la materia 

orgánica se metaboliza en un ambiente libre de oxígeno disuelto o de sus 

precursores, como los sulfatos, nitritos, etc. Asimismo, se sabe que mediante el 

proceso de digestión anaerobia es posible generar biocombustibles a partir de la 

degradación de la materia orgánica. 
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Figura 2. Esquema de reacciones de la digestión anaerobia de materiales 
poliméricos. Poblaciones microbianas responsables de cada proceso: 1. bacterias 

fermentativas; 2. bacterias acetogénicas que producen hidrógeno; 3. bacterias 
homoacetogénicas; 4. bacterias metanogénicas hidrógenotróficas; 5. bacterias 

metanogénicas acetoclásticas. 
Fuente: Pavlosthatis y Giraldo-Gómez, 1991 

 

La digestión anaerobia es un proceso biológico complejo por el número de 

reacciones químicas que suceden cuando diversos microorganismos degradan la 

materia orgánica para convertirla en dióxido de carbono y metano como producto 

final. La digestión anaerobia se lleva a cabo en cuatro fases o procesos con la 

intervención de diferentes grupos microbianos: hidrólisis, acidogénesis, 

acetogénesis y metanogénesis, y cuyas interacciones se pueden apreciar en la 

figura 2. Las fases de la digestión anaerobia se describen a continuación: 



 

5 
 

Primera fase: Hidrólisis 

En la hidrólisis se lleva a cabo la conversión de los compuestos orgánicos 

complejos e insolubles a otros compuestos más sencillos y solubles en agua, ya 

que los microorganismos sólo pueden utilizar materia orgánica soluble que pueda 

atravesar su pared celular. Lo anterior se lleva a cabo por la acción de las enzimas 

extracelulares producidas por los microorganismos hidrolíticos. Esta etapa es 

fundamental para suministrar los compuestos orgánicos necesarios de forma tal 

que se puedan utilizar por las bacterias responsables de las siguientes fases. 

 

Segunda fase: Acidogénesis 

Durante esta etapa ocurre la fermentación de las moléculas orgánicas simples en 

compuestos que se pueden utilizar por las bacterias metanogénicas (ácido acético, 

ácido fórmico, hidrógeno) y en compuestos orgánicos más reducidos como los 

ácidos grasos volátiles (i.e. ácidos propiónico, butírico, láctico) y solventes (i.e. 

etanol, acetona) los cuales se oxidan por la acción de las bacterias acetogénicas en 

la siguiente fase del proceso. 

 

Tercera fase: Acetogénesis 

En la acetogénesis se utilizan los ácidos grasos volátiles (AGVs) como principales 

sustratos, los cuales se transforman en productos más sencillos como acetato, 

hidrógeno y dióxido de carbono por acción de las bacterias acetogénicas 

productoras de hidrógeno. 

 

Las bacterias acetogénicas productoras de hidrógeno se inhiben por el hidrógeno 

que producen si éste se acumula en grandes cantidades, por lo que resulta 

necesario disminuir la cantidad de hidrógeno que se encuentra en el medio; por ello 

tienen una estrecha relación con los microorganismos consumidores de hidrógeno, 

como las arqueas metanogénicas hidrógenotróficas y las bacterias 

homoacetogénicas, las cuales actúan durante la acetogénesis manteniendo la 

presión parcial del hidrógeno a un nivel adecuado para que termodinámicamente 
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pueda darse la conversión de los AGVs en acetato e hidrógeno. Esta asociación se 

conoce como “relación sintrófica” o “transferencia interespecífica de hidrógeno”. 

De esta manera no hay acumulación de AGVs en el sistema, lo que ocasionaría un 

descenso en el pH y por lo tanto la inhibición de las bacterias productoras de 

hidrógeno. Lo anterior se debe a que los microorganismos anaerobios no son 

capaces de mantener su pH interno constante en presencia de ácidos débiles, 

como el ácido acético y el ácido butírico, ya que su forma no disociada permite una 

libre permeabilidad a través de la membrana citoplasmática lo que ocasiona su 

acumulación en el interior de la célula descendiendo su pH interno (Gottwald y 

Gottschalk, 1985). 

  

Cuarta fase: Metanogénesis 

En esta fase las arques metanogénicas llevan a cabo la producción de metano y 

dióxido de carbono a partir de acetato, hidrógeno/dióxido de carbono, compuestos 

metilados y ciertos alcoholes bajo condiciones estrictamente anaerobias. 

 

1.4. Métodos utilizados para la producción de hidrógeno 

Actualmente, el método de producción de hidrógeno más utilizado es el reformado 

de gas natural que consiste en la exposición de gas natural a vapor muy caliente, 

obteniendo como resultado  hidrógeno, dióxido de carbono y monóxido de carbono 

(Barry  y  Drolet,  2011). 

 

El uso de la biomasa en lugar de los combustibles fósiles, reduce la cantidad de 

dióxido de carbono liberado a la atmósfera (Larsen y col., 2004). De acuerdo con 

Levin y col., 2003, y  Hallenbeck y Benemann, 2002, la producción de hidrógeno a 

partir de la biomasa se puede llevar a cabo por medio de procesos termoquímicos y 

procesos biológicos que involucran la utilización de luz o no, los cuales se clasifican 

como: fotofermentación y fermentación oscura. 

 

Aunque se ha estudiado la producción de hidrógeno por fotofermentación, la 

necesidad de contar con luz para poder llevar a cabo el proceso de producción ha 
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favorecido el estudio de la producción de hidrógeno por fermentación oscura sea 

más atractiva, pues no requiere la presencia de luz para producir hidrógeno de 

manera continua, además de que su velocidad de producción es mayor. 

 

1.4.1. Fermentación oscura 

Este proceso se lleva a cabo por bacterias anaerobias que no requieren una fuente 

de luz y utilizan sustratos ricos en carbohidratos para ser catabolizados en 

reacciones bioquímicas complejas y envuelven los tres primeros pasos de la 

digestión anaerobia. Las reacciones de fermentación pueden llevarse a cabo en 

condiciones mesofílicas (25-40 °C), termofílicas (40-65 °C), termofílicas extremas 

(65–80 °C) e hipertermofílicas (>80°C). (Levin y Chahine, 2009) 

 

Este proceso genera principalmente hidrógeno y dióxido de carbono combinados 

con otros gases como el metano y el sulfuro de hidrógeno, dependiendo del 

proceso de reacción y el sustrato utilizado. (Ni y col., 2006) 

 

Dependiendo del producto final obtenido durante la fermentación, ya sea acetato o 

butirato, es la cantidad de moles de hidrógeno obtenidos. Tomando a la glucosa 

como sustrato modelo, el rendimiento máximo teórico de la producción de 

hidrógeno es de 4 mol H2/mol glucosa cuando el ácido acético es el producto final 

(reacción 1), y si el producto final es butirato, el rendimiento máximo teórico de 

hidrógeno es de 2 mol H2/mol glucosa (reacción 2), tal como se presenta a 

continuación: (Ni y col., 2006) 

 

          !!    !!"    !!           +         2  !!!         →           2  !!!!""#          +             2  !!!             +           4  !!                (1) 

 

                                                      !!    !!"    !!                 →       !!!!!!!"!!""#      +         2  !!!       +       2  !!               (2) 

                  

Sin embargo, en la práctica una alta producción de hidrógeno se debe a una 

mezcla de fermentaciones de acetato y butirato, mientras que una baja producción 

de hidrógeno se encuentra asociada a los productos finales como el ácido 
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propiónico (reacción 3), ácido valérico (reacción 4), metano (reacción 5) y otros 

alcoholes (reacción 6). (Turker  y col., 2008; Verma, 2002) 

 

                                                                                !!!!!!       +       2  !!         →         2  !"!  !"!  !""#    +     2  !!  !                 (3) 

                                    !"!  !"!  !""#  + !"!  !""#           →        !"!  !"!  !"!  !"!  !""#  +   2  !!     (4) 

                                                                                      !"!       +       4  !!                 →               !!!   +     2  !!!                                (5) 

                                                                                                                  !!  !!"  !!       →           2  !!!  !!!  !"      +   2  !"!                         (6) 

 

Algunas de las ventajas de la fermentación oscura son (Gomez  y col., 2011; 

Hallenbeck, 2012): 

2. Altas tasas de producción en términos de volumen del reactor. 

3. No requiere de luz para la obtención de hidrógeno, lo cual para los reactores 

donde se utiliza la fotofermentación es una gran desventaja ya es necesario 

una fuente de luz continua debido a la alta demanda de  energía de la 

nitrogenasa. 

4. Se pueden utilizar diferentes sustratos. 

5. Se pueden obtener altas tasas de producción utilizando microorganismos 

heterótrofos para la degradación anaerobia de la materia orgánica. 

6. El uso de cultivos mixtos permite un funcionamiento estable cuando los 

residuos se utilizan como sustrato bajo operación continua. 

7. Tecnologías de reactores fáciles de operar, por el contrario la 

fotofermentación requiere de fotobioreactores  más complejos de operar. 

 

1.5. Principales enzimas utilizadas para la producción de hidrógeno 

Todos los procesos biológicos para la producción de  hidrógeno están relacionados 

con la presencia de alguna de las dos enzimas productoras de hidrógeno: las 

nitrogenasas y las hidrogenasas. 

 

Las nitrogenasas son enzimas fijadoras de nitrógeno esenciales para el ciclo de 

nitrógeno las cuales son muy lábiles ante la presencia de oxígeno. El complejo 
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nitrogenasa está compuesto por 2 proteínas: la dinitrogenasa y la dinitrogenasa 

reductasa, la cual  tiene el rol especifico de mediar la transferencia de electrones 

del donador externo de electrones (ferredoxina o flavodoxina) a la dinitrogenasa. 

Para realizar esta transferencia se requieren 2 moléculas de ATP y para que la 

dinitrogenasa acumule suficientes electrones para reducir el nitrógeno a amoniaco 

se requiere un mínimo de 16 ATP (Tamagnini  y col., 2002). Este tipo de enzimas 

están presentes en microorganismos del tipo Klebsiella, Azobacter, Cianobacterias 

(algas verde-azuladas), Rhizobium, entre otros. (Mathews  y col., 2002) 

 

Hallenbeck  y Benemann, 2002 indican que  las nitrogenasas presentan una baja 

replicación (6.4 s-1), y requieren grandes cantidades de energía para llevar a cabo 

la biosíntesis, necesitan ATP para llevar a cabo la catálisis por lo que no son una 

vía metabólica efectiva para la producción de hidrógeno. 

 

Por otro lado las hidrogenasa se dividen en dos tipos dependiendo de su centro 

metálico, las FeFe- hidrogenasas y las NiFe-hidrogenasas. La presencia de estas 

enzimas depende del tipo de microorganismo utilizado y el proceso empleado para 

la producción de hidrógeno (Hallenbeck  y Benemann, 2002). 

 

Las NiFe-hidrogenasas tienden a estar asociadas con la oxidación de hidrógeno 

(Frey, 2002). Estas son las más numerosas y las más estudiadas en el dominio de 

las bacterias. Son enzimas unidas a la membrana, lo cual permite a las células 

utilizar el hidrógeno como fuente de energía (Vignais y Colbeau, 2004), provienen 

de bacterias aerobias, anaerobias y anaerobias facultativas. 

 

La FeFe-hidrogenasa se ha encontrado en procariotas anaerobias como las 

Clostridium y las sulfato reductoras. Estas enzimas se encuentran ubicadas en el 

periplasma de las bacterias anaerobias estrictas y son las principales responsables 

de la producción de hidrógeno. Las FeFe-hidrogenasas son extremadamente 

sensibles ante la presencia de oxígeno, es por esto que en un sistema es 
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imperativo que se cuide la cantidad de oxígeno disponible ya que afecta a la 

producción de hidrógeno. 

1.6. Microorganismos relacionados con la producción de hidrógeno 

La producción fermentativa de hidrógeno a partir de azúcares simples se puede 

realizar con la ayuda de bacterias fermentadoras por medio de tres rutas 

metabólicas: fermentación ácido mixta, fermentación butanodiólica y fermentación 

butírica (White, 2007; Caldwell, 1995;  Gottschalk, 1986). Durante una fermentación 

acidogénica se llevan a cabo diferentes procesos de fermentación, esto se debe a 

la sucesión de diferentes poblaciones microbianas debido a las diferentes 

condiciones a las cuales está sujeto el inóculo, es por esto que se realizan 

diferentes tipos de fermentación. (Li y col., 2009). 

 

1.6.1. Fermentación ácido mixta 

La figura 3 representa la vía de la fermentación ácido mixta la cual es un tipo de 

fermentación heterofermentativa, es decir que produce más de un producto. 

Usualmente se lleva a cabo por miembros de la familia Enterobacter, incluyendo 

Escherichia coli, especies de Proteus, Salmonella y Shigella. En la vía ácido mixta 

se forman ácidos acético, láctico, succínico y fórmico en diferentes proporciones 

que varían con el microorganismo y las condiciones de cultivo a partir de azúcares; 

formando además etanol, dióxido de carbono e hidrógeno. La ruta de la 

fermentación acido-mixta en los microorganismos de lento crecimiento se da bajo 

concentraciones bajas de azúcar (Garrigues, 1997). 
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Figura 3. Enzimas involucradas en la Fermentación Mixta. 1. Enzimas para la ruta  
Embden-Meyehof-Parnas; 2. lactato deshidrogenasa; 3. piruvato formato liasa; 4. 

liasa formato-hidrógeno; 5. acetaldehido deshidrogenasa; 6. alcohol 
deshidrogenasa;7. fosfotransacetilasa; 8. acetato cinasa; 9. PEP carboxilasa; 10, 

malato deshidrogenasa, fumarasa, fumarato reductasa. 
Fuente: Gottschalk, 1986 

 

1.6.2. Fermentación butanodiólica 

La fermentación butanodiólica (figura 4) es otro ejemplo de heterofermentación  

llevada a cabo por ciertos miembros de la familia Enterobacter y Serratia. La 

glucosa se fermenta con la formación de 2,3 butanodiol, lactato, etanol, dióxido de 

carbono e hidrógeno, además de producir cantidades traza de los productos 

formados en la vía ácido mixta. 
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Figura 4. Enzimas involucradas en la fermentación butanodiólica. 1. Enzimas para 
la ruta Embden-Meyehof-Parnas; 2. Lactato deshidrogenasa; 3. Piruvato formato 

liasa; 4. Liasa formato-hidrógeno; 5. Acetaldehído deshidrogenasa; 6. Alcohol 
deshidrogenasa; 11. α-acetolactato sintasa; 12. α-acetolactato descarboxilasa; 13. 

2,3-butanodiol deshidrogenasa. 
Fuente: Gottschalk, 1986 

 

1.6.3 Fermentación butírica 

En la figura 5 ilustra  este tipo de fermentación la cual se realiza por ciertas 

especies de Clostridium como Clostridium Acetobutylicum, Butyvibrio fibrisolvens, 

Eubacterium limosum, Fusibacterium nucleatum en la que la glucosa se fermenta 

con la formación de ácido butírico, dióxido de carbono, hidrógeno y pequeñas 

cantidades de acetato. 
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Figura 5. Enzimas involucradas en la Fermentación butírica. 1. Enzimas para la ruta 
Embden-Meyehof-Parnas; 2. Piruvato-ferredoxina oxidoreductasa; 3. Acetil-CoA 
acetiltransferasa (tiolasa); 4. β-hidroxibutiril-CoA dehidrogenasa; 5. Crotonasa; 6, 

butiril-CoA dehidrogenasa; 7. Fosfotransbutirilasa;  8. Butirato cinasa; 9. 
Hidrogenasa. 

Fuente: White, 2007 
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1.7. Factores que afectan la producción de hidrógeno por fermentación oscura 

El proceso de fermentación oscura para la producción de hidrógeno está 

influenciado por diversos factores tales como el tipo de inóculo, la temperatura, el 

pH, los sustratos utilizados y el tipo de reactor empleado (Wang y Wan, 2009). A 

continuación, se describe la importancia de dichas variables sobre la producción de 

hidrógeno. 

1.7.1. Sustrato 

Se ha reportado que el tipo de sustrato y su concentración son variables  

importantes para la producción de hidrógeno (Cubillos y col., 2009). Kapdan y Kargi 

2006, mencionan que los sustratos preferidos para la producción de hidrógeno son 

los azúcares simples como la glucosa, la sacarosa y la xilosa. 

 

1.7.2. Temperatura 

La temperatura es uno de los factores que influyen fuertemente en la actividad de 

las bacterias productoras de hidrógeno, ya que afecta su crecimiento durante el 

arranque del reactor (Van y col., 2004). Esto se debe a que mientras la temperatura 

se eleva, la velocidad de crecimiento incrementa debido al aumento de la velocidad 

de las reacciones químicas y enzimáticas en las células (Koskinen, 2008). Carvajal, 

2010, indica que bajo condiciones mesofílicas (35 °C) la velocidad específica de 

producción de hidrógeno es más alta que en condiciones termofílicas 

recomendando trabajar bajo estas temperaturas. Smolinski y Howaniec, 2009,  

reportaron que a 35 °C existe una producción óptima de hidrógeno debido a que a 

esta temperatura el sitio catalítico de la enzima se activa mejor. 

 

1.7.3. pH 

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

metabólica de las bacterias presentes en el inóculo. El pH afecta directamente la 

actividad de la hidrogenasa ya que diferentes ambientes de pH ocasionan un 

cambio estructural en las enzimas así como un cambio en la tasa de reacción 

(Skidmore, 2010). 
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El valor inicial del pH de un sustrato es importante para la producción de hidrógeno 

ya que  afecta su producción (Wang  y Wan,  2009). Lo anterior se debe a que  la 

generación de comunidades microbianas específicas depende del pH inicial del 

medio para la selección de los microorganismos. Kim y col., 2004 indican que el pH 

es el parámetro más importante a considerar pues de él depende la inhibición de la 

actividad de las arqueas metanogénicas y  recomiendan el empleo de un valor de 

pH de alrededor de 5 para prevenir la acumulación de propionato, el cual es 

responsable de una baja producción de hidrógeno. 

 

Fang  y Liu, 2002,  reportaron los efectos del pH sobre la composición del biogás 

en un reactor continuo;  a un pH de 4 obtuvieron un contenido de hidrógeno en el 

biogás del 40 ± 2 %, mientras que a un pH 5.5 se obtuvo un contenido de 

hidrógeno en el biogás del 64 ± 2 %. 

 

En otro estudio como el realizado por Herbert y Liu, 2002, se encontró que al 

utilizar glucosa como sustrato,  con un cultivo mixto a 36 °C, el pH óptimo es de 5.5 

obteniendo un rendimiento de 2.1 ± 0.1 mol H2 /mol glucosa sin presencia de 

metano en el biogás debido a la supresión de actividad metanogénica bajo 

condiciones ácidas. 

 

1.7.4. Tipos de inóculo 

Se han realizado diversos estudios de la producción de hidrógeno con ayuda de 

cultivos puros y cultivos mixtos. Los principales cultivos puros utilizados para la 

producción de hidrógeno son: Clostridium, Bacillus y Enterobacter (Manikkanda  y 

col., 2009). El problema de los cultivos puros es que en presencia de oxígeno la 

enzima productora de hidrógeno, la hidrogenasa, se inhibe pues es muy sensible a 

éste, lo cual provoca una reducción en la producción de hidrógeno y puede llegar a 

detener su producción. 

 

Las bacterias anaerobias estrictas son especialmente sensibles al oxígeno debido a 

que carecen de 2 enzimas: dismutasa superóxido y catalasa que están presenten 



 

16 
 

en bacterias aerobias o aerotolerantes. Al no contener dismutasa superóxido, las 

bacterias anaerobias estrictas acumulan radicales superóxido que son altamente 

tóxicos. Este es el caso de las bacterias del género Clostridium, las cuales pueden 

generar hidrógeno como producto final, no obstante, se debe tener en cuenta que 

la presencia de oxígeno para éste grupo de bacterias puede resultar en su 

sensibilización inhibiendo su actividad, sin llegar a causar su muerte debido a que 

están protegidas por endosporos contra el efecto letal del oxígeno (White, 2007). 

 

Los endosporos son paquetes de ADN y otras moléculas que pueden permanecer 

en estado latente por muchos años, resultando altamente resistentes al calor y a 

los productos quimiotóxicos, entre otros, los cuales ocasionan la muerte de las 

células reactivándose bajo condiciones favorables (Carrillo, 2003). 

 

Se han empleado cultivos mixtos para obtener inóculos productores de hidrógeno; 

sin embargo, la principal desventaja es la presencia de microorganismos 

consumidores de hidrógeno. Para ello se han aplicado diversos pretratamientos con 

la finalidad de que las bacterias hidrógenogénicas sean las que permanezcan en el 

cultivo, ya que éstas, bajo condiciones extremas son capaces de formar 

endosporos para así poder sobrevivir y activarse bajo condiciones óptimas. 

 

Se han evaluado diferentes tipos de pretratamientos entre los que se encuentra la 

aplicación de ácidos y bases fuertes, choque térmico, aplicación de sustancias 

químicas como el cloroformo, entre otros. Se ha observado un incremento en la 

producción de hidrógeno después de haber aplicado algún pretratamiento al inóculo 

empleado, lo cual se debió principalmente a la inactivación de los microorganismos 

consumidores de hidrógeno (Guo y col., 2007; Wang y Wan, 2008; Ren y col., 

2008). Por otra parte, se ha encontrado que el empleo de pH bajo y/o TRH cortos 

pueden reducir la supervivencia de las bacterias no productoras de hidrógeno 

(Hung y col., 2011). 
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El uso de los distintos pretratamientos no es muy viable si se quiere producir 

hidrógeno a gran escala ya que sería muy costoso y no sería rentable, además de 

que si se realiza un pretratamiento de forma incorrecta se puede afectar a las 

bacterias productoras de hidrógeno (Wang y Wan, 2008). Dado que una de las 

metas en la producción de hidrógeno es la reducción de los costos de producción, 

resulta necesario analizar la posibilidad de producirlo sin necesidad de aplicar algún 

tratamiento previo al inóculo; sin embargo, se cuenta con poca información sobre la 

producción de hidrógeno empleando consorcios bacterianos sin que se les haya 

aplicado alguna clase de tratamiento previo. 

 

1.7.4.1. Retención de la biomasa en el reactor por medio de gránulos 

Se ha indicado que la retención de la biomasa en los reactores es una alternativa 

promisoria en los sistemas de operación en continuo pues son capaces de 

mantener concentraciones de biomasa altas y pueden operar a tasas de dilución 

más altas sin que se lave la biomasa (Zhang y col., 2008). Para superar el 

lavado de biomasa en los reactores de hidrógeno, es necesario disociar el tiempo 

de retención de sólidos del tiempo de retención hidráulica, lo cual se ha logrado 

principalmente mediante el uso de biopelículas en varios medios, incluyendo 

medios sintéticos, lodos granulares anaerobios, carbón activado, arcilla expandida, 

esponja, perlas de vidrio y el uso de membranas (Hafez  y col., 2009). 

 

La formación del lodo anaerobio granular puede ser considerada como la principal 

razón de la exitosa introducción de los reactores UASB para el tratamiento 

anaeróbio de efluentes industriales (Hulshoff y col., 2004). Existen diversas teorías 

acerca de la formación de los gránulos; sin embargo, la mayoría se centra en que 

estos se forman a partir de agregados de bacterias metanogénicas las cuales 

sirven como soporte para que otras bacterias se unan a ellas formando diferentes 

capas de bacterias que viven en consorcio. 

 

La teoría de capas múltiples establece que las bacterias metanogénicas 

Methanosaeta forman agregados que van a ser el centro del gránulo (figura 6), 
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posteriormente las bacterias productoras y consumidoras de hidrógeno formarán la 

segunda capa y serán estas quienes alimenten a las bacterias del centro. 

Finalmente en la capa exterior del gránulo se establecerán las bacterias 

metanogénicas acetotróficas cuyos productos alimentarán a las bacterias de la 

segunda capa. (Hulshoff y col, 2004) 

 

 
Figura 6. Composición de un gránulo de acuerdo a la teoría de capas múltiples. 

Fuente: Hulshoff y col, 2004 
 

Debido a la composición de los gránulos metanogénicos, en los cuales conviven de 

manera sintrófica microrganismos productores y consumidores de hidrógeno, es 

posible emplearlos como fuente de inóculo para la producción de hidrógeno. Sin 

embargo, el empleo de gránulos productores de hidrógeno tiene como principal 

desventaja el largo periodo de obtención de los mismos, el cual se ha reportado 

que va desde 60 hasta 230 días. 

 

1.7.5. Tipos de reactores utilizados para la producción de hidrógeno 

La búsqueda para producir hidrógeno eficientemente ha llevado a que se utilicen 

diferentes tipos de reactores como el reactor de flujo ascendente, el reactor 

continuo de tanque agitado (CSTR por sus siglas en inglés), el reactor discontinuo 
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secuencial (SBR por sus siglas en inglés), el reactor con membranas, entre otros. 

Estos reactores son importantes debido a que son efectivos para retener a la 

biomasa en la producción de hidrógeno. 

 

Los reactores anaerobios de lecho con flujo ascendente (UASB, por sus siglas en 

ingles) han mostrado ser altamente efectivos para el tratamiento de efluentes 

industriales, en estos reactores el lodo se aglutina formando gránulos  resultando 

en un incremento en la concentración de la biomasa, reduciendo el lavado del lodo, 

asimismo la formación de gránulos facilita las interacciones sintrófica entre los 

microorganismos involucrados en la degradación metanogénica de contaminantes 

orgánicos (Liu y Fang, 2009). Una desventaja que presentan los reactores UASB es 

la lentitud con la que se forman gránulos de alta sedimentabilidad y actividad 

metanogénica. Esto presenta gran importancia durante el arranque de los reactores 

ya que con un  inóculo  granular adecuado se pueden acortar los periodos de 

puesta en marcha (Hernández,  2005). 

 

En cuanto a la operación, los reactores en continuo han sido los más estudiados 

para la producción de bio-hidrógeno debido a que facilita la transferencia de masa. 

Dentro de estos reactores las bacterias productoras de bio-hidrógeno se 

encuentran suspendidas en el licor mezclado lo cual facilita que a TRH bajos las 

bacterias consumidoras de hidrógeno sean lavadas evitando así la producción de 

metano. A escala industrial los reactores operados en forma continua  han 

mostrado ser más convenientes debido a su fácil manejo (Wang  y Wan, 2008). Sin 

embargo, el costo inicial para los reactores en continuo es muy alto y el empleo de 

TRH bajos puede llegar a provocar el lavado de la biomasa y desestabilizar el 

proceso. 

 

Por el contrario un reactor biológico secuencial tiene un costo inicial más bajo y  al 

igual que los reactores continuos los microorganismos son retenidos por un periodo 

de inmovilización. (Bedoya y col., 2007). Los reactores anaerobios discontinuos 

secuenciales funcionan bajo cuatro etapas bien definidas, las cuales son: 
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alimentación, reacción, sedimentación y vaciado. Este tipo de reactores se han 

estudiado como una alternativa de tratamiento a los sistemas continuos debido a la 

versatilidad de su operación. Algunas de sus ventajas son: 

 

1. Adaptación de operación a diferentes  sistemas de alimentación. 

2. Permite tratar compuestos de difícil degradación y/o tóxicos. 

3. Presenta gran efectividad de remoción de materia orgánica con una alta 

actividad metanogénica. 

 

1.8. Arranque del reactor productor de bio-hidrógeno 

El arranque de reactor tiene fuertes implicaciones en el sistema debido a que tiene 

una gran influencia sobre la producción de hidrógeno y el tipo de microorganismos 

que se desarrollarán dentro del mismo. Lin  y col., 2010 operaron un reactor en lote 

durante el arranque por dos días utilizando sacarosa como sustrato, donde se 

mostró que operar un reactor en lote reducía eficientemente la fase de adaptación e 

incrementaba el crecimiento de la biomasa. 

 

En la mayoría de los estudios realizados para la obtención de bio-hidrógeno se 

utiliza un inóculo con un tratamiento previo para la selección de los 

microorganismos formadores de esporas y eliminar a las arqueas metanogénicas. 

En un estudio realizado por Ren y col., 2008, donde se utilizaron inóculos diferentes 

con pretratamiento y un  inóculo control sin ningún pretratamiento, se comenzó a 

obtener biohidrógeno a las 27 h aproximadamente con presencia de metano. 

Asimismo, Mohan y col., 2007, realizaron diferentes pretratamientos con un control 

para la obtención de un  inóculo  productor de biohidrógeno donde se detectó la 

presencia de biohidrógeno a las 10 h. 

 

Hawks y col., 2007, recomiendan usar un reactor en lote al inicio cuando se utiliza 

un inóculo con pretratamiento antes de cambiar la operación del reactor a continua 

para evitar el lavado del inóculo. Asimismo, indican que es importante evitar la 

esporulación durante la operación de un reactor en continuo debido a la exposición 
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al oxigeno, estrés por falta de nutrientes y alimento, ya que se pueden propiciar 

condiciones para el crecimiento de bacterias no productoras de hidrógeno. 

 

Se han realizado pocas investigaciones en la producción de hidrógeno para un 

arranque de reactor utilizando un inóculo sin pretratamiento. Algunos estudios 

realizados utilizando esta condición controlan condiciones específicas como el TRH 

y el pH para controlar y evitar el crecimiento de microorganismos no productores de 

bio-hidrógeno (Fang y col., 2002; Fang y col., 2002; Nakamura y col., 1993; Lin y 

col., 2003; Yu y col., 2007). Sin embargo, no se ha podido inhibir completamente la 

actividad de las bacterias consumidoras de hidrógeno, como las arqueas 

metanogénicas, debido a que son capaces de aclimatarse a las condiciones de 

operación del reactor. 

 

Uno de los estudios con inóculo sin pretratamiento es el realizado por Shizas y 

Bagley, 2005, donde se arranco el reactor en lote a un pH de 6.0 ± 0.02 con una 

alimentación de 0.5 kg de glucosa/m³/d para la aclimatación del inóculo. El reactor 

se operó de esta manera durante 1 mes que fue cuando el pH del reactor cayó a 

5.5 ± 0.02 y la operación del reactor se cambio a un CTSR con un TRH de 10 h y 

una alimentación de 4 g/L de glucosa. Posteriormente el reactor fue operado en 

tres etapas; la primera y la tercera sin inyectar gas nitrógeno y la segunda 

inyectándolo. Esto se hizo con el fin de disminuir la concentración de hidrógeno 

disuelto en el reactor llevando la fermentación de glucosa hacia acetato e 

hidrógeno. Se observó que durante la segunda etapa al purgar, se incrementó el 

porcentaje de gas hidrógeno de 45-50 % a un 20 % más después de la purga y no 

se detecta presencia de metano. Asimismo en la tercera fase al no purgar, se 

observó una disminución en el porcentaje de hidrógeno (20-30 %) y se detecta la 

presencia de metano; esto se debe a la presencia de organismos hidrógenotróficos 

en el sistema que lograron desarrollarse. 

 

Por otro lado, se ha utilizado una combinación de operación del rector en lote y en 

continuo con el fin de aprovechar las ventajas de ambas operaciones. Tal es el 
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caso de Hussy y col., 2005, quienes experimentaron arrancando  un rector  en lote 

logrando estabilizar la producción de bio-hidrógeno, cambiando posteriormente a 

una operación en continuo, obteniendo como subproducto principalmente butirato. 

La producción de bio-hidrógeno comenzó después de dos días y medio con una 

producción de hidrógeno que incremento de 0.1 a 3 mL/min y un contenido de 60-

70 % hidrógeno. Al estabilizarse la producción de bio-hidrógeno, se cambió el modo 

de operación del reactor a una operación en continuo. Esta producción de bio-

hidrógeno se redujo entre los 7 y 9 días perdiendo producción de bio-hidrógeno.  

 

Kim y col., 2008, observaron un decremento drástico de producción de hidrógeno 

cuando cambiaron la operación del reactor de lote a continuo al haber alcanzado un 

rendimiento de hidrógeno de 0.5 mol H2/mol hexosa. Esto lo adjudicaron a los 

efectos competitivos e inhibitorios de las bacterias productoras de ácido propiónico 

sobre las bacterias productoras de hidrógeno, lo cual se atribuyó a que largos 

periodos de tiempo de retención hidráulica pueden causar arranques de reactor no 

deseados pues se le puede proveer suficiente tiempo a ciertas bacterias 

perjudiciales para el sistema, como las bacterias ácido lácticas y las bacterias 

productoras de ácido propiónico, las cuales se pueden propagar; sin embargo, para 

los microorganismos como los del genero Clostridium el encontrarse en una 

operación por lote corta, puede causar su disminución en el reactor. En otro 

experimento, se cambió la operación del reactor de lote a continuo cuando el 

rendimiento de hidrógeno fue de 0.2 mol H2/mol hexosa. Esto dió como resultado 

una producción baja de ácido propiónico, ya que un cambio de operación rápido, de 

lote a continuo, ayuda a la supresión de las bacterias productoras de ácido 

propiónico. 

 

Jung y col., 2010, plantean la utilización de un reactor en continuo durante los 

primeros 7 días para la aclimatación del inóculo y después se cambia  a un reactor 

de flujo ascendente. Esto es debido a que la principal desventaja de los reactores 

de flujo ascendente es que requieren de periodos muy largos para la aclimatización 
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del inóculo y esto provoca que microorganismos no deseados se desarrollen en el 

sistema. 

 

Así, en el presente trabajo se propone el empleo de lodo granular metanogénico, 

para llevar a cabo la adaptación de la comunidad productora de hidrógeno. 

Asimismo este estudio aporta datos importantes al no darle un tratamiento al lodo, 

ya que la mayoría de los estudios se realizan dando una preselección para la 

producción de un lodo productor de hidrógeno, no resultando viable a gran escala 

como ya se había mencionado en este trabajo. 
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2.   HIPÓTESIS 
Al aplicar un pH bajo y tiempos de retención hidráulicos cortos será  posible obtener 

un inóculo productor de bio-hidrógeno empleando lodo anaerobio granular 

metanogénico sin tratamiento previo. 
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3.   OBJETIVOS 
3.1. General 

Evaluar el efecto del modo de operación del reactor puesta en marcha para la 

obtención de un inóculo productor de bio-hidrógeno a partir de lodo anaerobio 

granular que permita suprimir tanto como sea posible la actividad metanogénica del 

inóculo empleado sin la necesidad de aplicar algún tratamiento previo. La presión 

de selección  de las bacterias productoras de hidrógeno estará dada por el uso de 

pH bajo y tiempos de retención cortos. 

 

3.2. Específicos 

1. Evaluar el desempeño del inóculo para la producción de hidrógeno bajo una 

estrategia de arranque discontinua secuencial. 

2. Evaluar el desempeño del inóculo para la producción de hidrógeno bajo una 

estrategia de arranque en continuo. 
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4.   METODOLOGÍA 
4.1. Inóculo 

Se utilizaron gránulos anaerobios provenientes de un reactor UASB que trata las 

aguas residuales de una industria cervecera. El inóculo se lavó con agua corriente 

para eliminar arena y basura. El lodo se cribo mediante un tamiz del número 2, lo 

cual permitió obtener gránulos de un diámetro promedio de 2.0 ± 0.2 mm. Este 

inóculo presentó una velocidad de sedimentación de 2.2 ± 0.4 cm/s y una densidad 

de 1.012 kg/L. 

 

4.2. Sustrato 

Para la alimentación del reactor se utilizó glucosa como única fuente de carbono en 

una solución mineral con nutrientes de acuerdo a lo establecido por Mizuno y col., 

2000. Se prepararon 3 soluciones minerales con agua desionizada donde la 

solución 1 contenía 10 g/L de K2HPO4; la solución 2 contenía 104 g/L de NH4Cl, 

0.1 g/L de MnCl2-4H2O, 5 g/L de MgCl2-6H2O y la solución 3 contenía 1 g/L de 

FeSO4-7H2O, 0.9 g/L de CoCl2-6H2O, 0.5 g/L de KI, 0.1 g/L de Na2MoO4-2H2O, 0.1 

g/L de H3BO4, 0.1 g/L de NiCl2-6H2O y 0.1 g/L de ZnCl2. Por litro de alimentación se 

agregó 25 mL de la solución 1, 25 mL de la solución 2 y 5 mL de la solución 3. 

 

4.3. Procedimiento experimental 

Se probaron dos estrategias para la producción de bio-hidrógeno con lo cual se 

establecieron dos modos de operación: como un reactor discontinuo secuencial 

(SBR) y como un reactor en continuo (UASB) para determinar el mejor método de 

arranque del reactor. 

 

El material de los reactores utilizados a escala laboratorio fue de acrílico y ambos 

reactores se inocularon con 7.3 ± 0.4 g-SSV/L. Se alimentaron 5 g/L*d de glucosa. 

Los reactores fueron provistos con una banda térmica y un controlador que 

mantuvo la temperatura a 35 °C, un controlador de pH (Hanna BL 981411) el cual 

utilizaba una bomba dosificadora para ajustar el pH al valor requerido mediante la 
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dosificación de base (1N NaOH) y bombas para la alimentación, recirculación y 

descarga del reactor. 

 

El biogás producido se midió con un totalizador de gas por desplazamiento de 

columna de agua (Prendo, México). Antes de arrancar ambos reactores, fueron 

purgados con nitrógeno para proporcionar un ambiente anaerobio. 

 

4.3.1. Operación del reactor anaerobio discontinuo secuencial 

Se utilizó un reactor SBR con un volumen útil de 1.0 L. Se mantuvo un pH de 5.5 ± 

0.1. El TRH se redujo gradualmente de 24 a 12 y  6 horas. Las etapas y tiempos de 

operación del reactor fueron las siguientes: alimentación (2 min), reacción (variable 

en función del TRH aplicado), sedimentación (2 min), vaciado (3 minutos) y tiempo 

muerto (2 minutos). 

 

4.3.2. Operación del reactor en continuo 

Se utilizó un reactor UASB con un volumen de operación de 2 L. Debido a la 

aclimatación de los micorroganismso consumidores de hidrógeno al pH empleado 

en la estrategia anterior, se redujo el pH a 4.5 ± 0.1. El tiempo de retención 

hidráulica se fijó a 5.5 horas. 

 

4.4. Técnicas analíticas 

Para dar seguimiento a los procesos que llevaron a la obtención de un inóculo 

productor de hidrógeno, se realizaron diferentes técnicas analíticas presentadas a 

continuación. 

 

4.4.1. Determinación del consumo de glucosa 

Para la determinación de la concentración de glucosa se utilizó el método de fenol-

acido sulfúrico descrito por Dubois y col., 1956, el cual se fundamenta en que los 

carbohidratos son particularmente sensibles a los ácidos fuertes y a las altas 

temperaturas. Bajo estas condiciones, una serie de reacciones complejas toman 

lugar empezando con una deshidratación simple, si se continua el calentamiento y 
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la catálisis acida se producen varios derivados del furano que condensan consigo 

mismos y con otros subproductos para producir compuestos coloridos producto de 

la condensación de los compuestos fenólicos y heterocíclicos con el nitrógeno 

como heteroátomo. 

 

4.4.2. Caracterización del biogás 

Para la caracterización del biogás se tomó una muestra de 10 mL en la cabeza del 

reactor y se inyectó en un cromatógrafo de gas (SRI 8610C) equipado con un 

detector de conductividad térmica y dos columnas empacadas (una columna de 6' x 

1/8"de sílica gel empacada en acero inoxidable y una columna de 6' x 1/8” de corte 

molecular 13X empacada en acero inoxidable). La temperatura del inyector y del 

detector fue de 90 °C y 150 °C, respectivamente. La temperatura de la columna 

varió de la siguiente manera: se inicio con una temperatura de 40 °C mantenida 

durante 4 min y después incremento gradualmente de 40°C a 110°C a una tasa de 

20 °C/min, donde la temperatura final se mantuvo durante 3 min. Se utilizó N2 como 

gas acarreador a un flujo de 20 mL/min. El cromatógrafo determina hidrógeno, 

metano, dióxido de carbono y monóxido de carbono en la misma muestra. 

 

4.4.3. Ácidos grasos volátiles 

La determinación cuantitativa de los ácidos grasos volátiles y etanol en el efluente 

se realizó con un cromatógrafo de gases (Varian 3300) equipado con un detector 

de ionización de flama y una columna capilar (Agilent con un diámetro interno de 

0.530 mm y una longitud de 15 m). La temperatura del inyector y del detector fue de 

190 °C y 210 °C, respectivamente. La temperatura de la columna varió de la 

siguiente manera: la temperatura inicial fue de 70 °C y gradualmente incrementó de 

70 °C a 130 °C a una tasa de 10 °C/min, la temperatura final se mantuvo por 7.5 

min. Se utilizó N2 como gas acarreador a una presión de 482 kPa. El tiempo de 

corrida fue de 13 min. Las muestras para este análisis se centrifugaron y se 

acidificaron a un pH de 2, se colocaron en viales de 2.5 mL y se almacenaron a 4 

°C hasta su análisis. 
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4.4.4. Cuantificación de sólidos suspendidos totales, fijos y volátiles 

La determinación de los sólidos suspendidos totales, fijos y volátiles se realizó por 

métodos gravimétricos estandarizados (APHA, 1992). 

 

4.4.5. Morfología de los gránulos 

La morfología de los gránulos se observó mediante un estereoscópio acoplado a 

una regla. Con esto fue posible darle seguimiento al cambio de diámetro y de color 

de los gránulos en ambas estrategias. 
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5.   RESULTADOS  
5.1. Efecto del TRH sobre la morfología de los gránulos 

5.1.1. Puesta en marcha en discontinuo  

Al comienzo del experimento con el uso de la estrategia de arranque en 

discontinuo, el inóculo original presentó un diámetro de 2.0 ± 0.2 mm con un color 

negro brillante, geometría ovalada y una consistencia sólida como se muestra en la 

figura 7A.Durante la aclimatación para el arranque en discontinuo se  evaluaron 3 

TRH durante 22 días. 

 

Al final del TRH de 24 h, figura 7B, el diámetro del inóculo se redujo a 1.9 ± 0.1 mm. 

Se observó que algunos de los gránulos comenzaron a tornarse de color gris y 

aunque conservaron su geometría original, algunos de ellos comenzaron a 

disgregarse. Posteriormente al final del TRH de 12 h, figura 7C, el diámetro del 

inóculo se redujo nuevamente a 1.7 ± 0.3 mm, el color de los gránulos cambio y 

algunos permanecieron de color gris mientras que otros se tornaron de color café, a 

pesar de que se siguieron disgregando algunos gránulos; sin embargo, este 

fenómeno se presentó con menor intensidad en comparación con lo observado 

durante el empleo del TRH anterior. Finalmente al término del experimento con un 

TRH de 6 h, figura 7D, el diámetro promedio de los gránulos fue de 1.6 ± 0.4 mm, la 

geometría de los gránulos se mantuvo ovalada y su coloración fue principalmente 

café aunque se continúo observando algunos gránulos de color gris. 

 

La disminución del diámetro de los gránulos se debe al cambio y pérdida de la 

población microbiana que no pudo permanecer en estos debido a la presión de 

selección hidráulica ejercida por la operación del reactor. Este proceso de selección 

de la población microbiana se puede dar a conocer por medio de los subproductos 

obtenidos en el efluente del reactor, así como la composición del biogás obtenido 

durante su operación. 

 

En el caso del biogás, cuando el inóculo presentaba arqueas metanogénicas, la 

concentración de metano en el biogás alcanzo un máximo de 57 %. Conforme se 
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redujo el TRH (de 24 a 6 horas) el contenido de metano en el  biogás disminuyó 

hasta un nivel del 13 %, promedio, lo cual se pudo deber  a que este corto TRH 

afectó el metabolismo de los microorganismos metanogénicos y se favoreció la 

actividad de bacterias hidrogenogénicas. 

 

El cambio de color se debió principalmente a la supresión de la actividad sulfato 

reductora de los microorganismos presentes en los gránulos empleados puesto que 

a un pH menor a 6.0 la actividad sulfato reductora se suprime y se observa un 

cambio de color en la biomasa (Fang y col., 2002). 

 

 

 

Figura 7. Efecto del TRH en la morfología de los gránulos: A)  inóculo  al principio 
del experimento, B) inóculo  al final del TRH de 24 h, C) inóculo  al final del TRH de 

12 h, D)  inóculo  al final del TRH de 6 h. 
 

Por otro lado se observaron gránulos rotos tal como lo mencionan Fang y col., 

2002, quienes generaron gránulos productores de hidrógeno los cuales cambiaron 

de un color  negro a  un color blanquecino como lo descrito en este trabajo, además  

de presentar fisuras. Ellos mencionan que la causa de estas fisuras en los gránulos 

se deben a la salida del biogás generado por el metabolismo de estos, facilitando la 

obtención de alimento a los microorganismos localizados en el centro de los 
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gránulos (arqueas metanogénicas),  presentando  una apariencia menos firme y 

sólida. 

 

5.1.2. Puesta en marcha en continuo 

Al comienzo del experimento con el uso de la estrategia de arranque en continuo, el 

inóculo original presentó un diámetro de 2.0 ± 0.2 mm  con una geometría ovalada 

y una consistencia sólida de color negro brillante. La aclimatación durante el  

arranque en continuo se  llevó a cabo durante 17 días. Conforme se fue operando 

el reactor se observó cómo los gránulos comenzaron a cambiar de color 

adquiriendo un color grisáceo en algunas zonas de los gránulos con una morfología 

homogénea a diferencia del comportamiento de los gránulos en la estrategia de 

arranque en discontinuo. Posteriormente cuando se comenzó a incrementar la 

producción de bio-hidrógeno, los gránulos comenzaron a tornarse de un color café 

claro. Finalmente se midió el diámetro de los gránulos el cual fue de 1.3 ± 0.3 mm, 

la geometría de los gránulos se mantuvo ovalada y su coloración aproximadamente 

a partir del día 14 fue principalmente café claro  (figura 8), donde la producción 

estaba dirigida a hidrógeno sin presencia detectable de metano. A pesar de la 

reducción del diámetro de los gránulos, el análisis estadístico (t-Student, α = 0.05)  

indicó que no existe diferencia significativa entre el diámetro original de los gránulos 

y el diámetro final. 

Figura 8. Efecto de la operación en continuo (estrategia 2) sobre la morfología de 
los gránulos. A) Gránulos anaerobios, B) Gránulos adaptados para la producción de 

hidrógeno. 
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Adicionalmente, a partir del día 20 se observó el desarrollo de una nueva biomasa  

dentro del reactor. Dicha biomasa presentó un color blanco con un crecimiento de 

tipo disperso; sin embargo, a partir del día 25 ésta biomasa comenzó a formar 

gránulos con un diámetro promedio de 1.0 ± 0.3 mm, con una consistencia muy 

blanda, los cuales se lavaron del sistema. Dos días después (día 27) se volvió a 

observar este proceso de granulación y lavado del sistema el cual se repitió hasta 

el final del experimento. 

 

5.2. Desempeño del reactor para la producción de bio-hidrógeno 

5.2.1. Puesta en marcha en discontinuo  

En la figura 10 se observa la composición del gas durante la operación del reactor 

con la estrategia de arranque en discontinuo. La producción de bio-hidrógeno 

comenzó a partir de las primeras 24 h de operación  con una alto contenido de  

CO2, posteriormente la composición de CO2 disminuyó incrementando la 

producción de metano, la cual disminuyo drásticamente a las 120 h donde se 

obtuvo la máxima producción de hidrógeno (816 mL  de H2) con un TRH de 24 h y 

una composición de hidrógeno en el biogás de un 70 %.  

 

Debido a que la producción de hidrógeno disminuyó fuertemente, se redujo el TRH 

a 12 h con el objetivo de ir seleccionando gradualmente la biomasa dentro del 

reactor, favoreciendo el desarrollo de las bacterias productoras de hidrógeno sobre 

aquellas que lo consumen. No obstante, debido a que se continuo observando la 

presencia de metano en el biogás, se redujo el TRH a 6 h. 

 

Conforme se redujo el TRH de 24 a 6 horas el contenido de metano en el biogás 

también disminuyo obtenido valores promedio de 32 ± 25 %, 18 ± 7 % y 13 ± 2 % 

para los TRH de 24, 12 y 6 horas, respectivamente. 

 

A pesar de que la reducción del TRH resulto en la reducción en el contenido de 

metano en el biogás este siempre estuvo presente. Es decir, la actividad de las 

arqueas metanogénicas no se inhibió por completo. Aún más la concentración de 
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metano en el biogás se mantuvo estable a un TRH de 6 horas. Lo anterior se puede 

deber  a que los microrganismo metanogénicos fueron capaces de aclimatarse a 

las condiciones de operación del reactor (Taconi y col., 2007; Zhou y Ren, 2007)  

 

 
Figura 9. Composición del biogás producido durante la operación discontinua del 

reactor. 

 

El rendimiento de la producción de hidrógeno se incrementó conforme se redujo el 

TRH. Los rendimientos observados fueron de 0.4, 0.8 y 1.4 mol H2/mol Glucosa 

para los TRH de 24, 12 y 6 horas, respectivamente. 

 

5.2.2 Puesta en marcha en continuo 

Debido a que el objetivo de este trabajo consistía en obtener un inóculo productor 

de hidrógeno se decidió cambiar la forma de operación del reactor para evaluar su 

efecto en la adaptación del inóculo empleado. El reactor se inoculó nuevamente y 

se redujo el valor de pH, asimismo se empleó un TRH más corto (5.5 horas). El 

cambio del valor del pH  se debe a que se ha reportado que el uso de este pH 

afecta a la tasa metabólica de los microorganismos metanogénicos (Zhou y Ren, 

2007). 
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En la figura 10 se observa el porcentaje de biogás obtenido con la puesta en 

marcha en continuo. A los dos días de  inicio del experimento la producción de 

biogás estaba dirigida principalmente hacia dióxido de carbono (75 %), una 

producción menor de metano (27 %) y una cantidad mínima de hidrógeno. A partir 

del día 3, la producción de hidrógeno comenzó a aumentar  hasta el día 10 donde 

se mantuvo  con poca variación  de porcentaje de hidrógeno de entre un 65-75 % 

de hidrógeno en la composición del biogás. 

 

 
Figura 10. Composición del biogás producido durante la operación continúa del 

reactor. 
 

Desde el primer día del experimento se observó la presencia de metano en el 

biogás alcanzando una concentración máxima del 68 %, la cual tendió a disminuir 

conforme se fue operando el reactor. A partir del día 14 no se detectó la presencia 

de metano en el biogás.  Esto indico que las condiciones de operación del reactor 

empleadas permitieron suprimir la actividad metanogénica del inóculo. 

 

Debido a esto, se continuó con la operación del reactor hasta el día 40. El 

contenido de hidrógeno en el biogás se incrementó y se varió entre el 66 % y 77 %. 
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El rendimiento de la producción de hidrógeno en este periodo se mantuvo fue de 

2.6 ± 0.2 mol H2/mol glucosa.  

 

El rendimiento máximo obtenido fue de 3.2 mol de H2/mol de glucosa con un 

promedio de  2.6 ± 0.2 mol de H2/mol de glucosa, el cual es más alto que los 

reportados por varios autores como Wang y Wan, 2008 quienes utilizaron 

diferentes tipos de pretratamientos obteniendo rendimientos máximos de 1.78 mol 

de H2/mol de glucosa. Por otro lado Lin y col., 2008, obtuvieron 1.4 mol de H2/mol 

de xilosa; Akutsu y col., 2009 obtuvieron 1.68 mol de H2/mol de almidón; Ren y col., 

2008 obtuvieron 1.96 mol de H2/mol de glucosa. 

 

5.3 Subproductos obtenidos durante las estrategias de puesta en marcha 

empleadas 

5.3.1 Puesta en marcha en discontinuo 

Durante la estrategia de arranque en discontinuo (Cuadro 1), al principio del TRH 

de 24 h  se obtuvo una alta producción de ácido propiónico, esto está ligado a la 

alta producción de metano y la baja producción de hidrógeno ya que las bacterias 

que predominaban en el reactor utilizaban el hidrógeno como sustrato; sin 

embargo, conforme se fue reduciendo el TRH la producción de ácido propiónico 

disminuyó y se incrementó la producción de ácido butírico y ácido acético siendo el 

ácido butírico el producto final predominante lo que indica que el tipo de 

fermentación que se llevó a cabo fue la fermentación butírica. La reducción de 

propiónico resulta similar en el estudio realizado  por Lin y Chang, 2004, donde al 

reducir el TRH en su reactor a 6 h descendió significativamente la producción de 

propionato en el reactor. La reducción en la producción de ácido Propiónico se 

puede deber  a la sensibilidad de las bacterias productoras de ácido Propiónico al 

uso de tiempos de retención hidráulica cortos (Zhang y col., 2006)  
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Cuadro 1. Subproductos obtenidos durante la puesta en marcha en discontinuo 

TRH   
(h) 

Etanol 
(mg-COD/L) 

AC. Acético 
(mg-COD/L) 

AC. Propiónico 
(mg-COD/L) 

AC. Butírico 
(mg-COD/L) 

AC. Valérico 
(mg-COD/L) 

24 174±6 385±19 726±8 380±7 129±6 

12 141±12 53±16 69±41 85±51 77±16 

6 34±22 49±5 15±4 74±15 44±53 

 

Asimismo, en la Cuadro 1 observamos la relación entre el ácido acético y el ácido 

butírico donde el acético se fue perdiendo conforme el butírico fue incrementando 

demostrándose la eficiencia del reactor. La pérdida de propionato en el reactor nos 

habla de un cambio en la población microbiana donde al reducir el TRH el 

crecimiento de las bacterias consumidoras de hidrógeno no tienen el suficiente 

tiempo para desarrollarse abriendo paso al desarrollo de las bacterias productoras 

de hidrógeno lo que demuestra un incremento de este en el biogás y la obtención 

de productos finales como el acetato y butirato (Canul, 2010). 

 

La distribución final de los productos sugiere la presencia de bacterias del tipo 

Clostridium quienes son las responsables de fermentar azúcares obteniendo 

rendimientos altos resultando como subproductos finales butirato, acetato y otros 

productos de la fermentación (Turker y col., 2008). En el caso de propionato esto se 

debe  a la presencia de una fermentación acido láctica donde la presencias de este 

indiaca un consumo de hidrógeno, por ello al ir en incremento la producción de bio-

hidrógeno la producción de propionato disminuía (Antonopoulou y col., 2006). 

 

5.3.2 Puesta en marcha en continuo 

Durante la estrategia de arranque en continuo, al igual que la estrategia de 

arranque en discontinuo, se obtuvo ácido propiónico al inicio del experimento (ver 

Cuadro 2). Por otro lado la producción de ácido acético era mayor a la de ácido 

propiónico, sin embargo, al día 18 la producción de ácido propiónico no  se detectó 

y se incrementó la producción de ácido butírico siendo esta la que prevaleció hasta 
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el final del experimento. Lo anterior está relacionado con la selección de la biomasa 

en el reactor, ya que conforme fue disminuyendo la concentración de ácido 

propiónico la concentración de metano en el biogás fue disminuyendo hasta llegar a 

ser indetectable. 

 

Cuadro 2. Subproductos obtenidos durante la puesta en marcha en continuo. 

Día Etanol 
(mg/L) 

Ac. Acético 
(mg/L) 

Ac. Propiónico 
(mg/L) 

Ac. Butírico 
(mg/L) 

1 a 17 22 ± 19 201 ± 145 118 ± 96 451 ± 311 

18 a 43 33 ± 12 110 ± 81 0 262 ± 178 

 

De acuerdo a la mayoría de los estudios realizados de fermentación acidogénica 

para la producción de hidrógeno, cuando se encuentra principalmente como 

subproductos el acido butírico y el acido acético, se lleva a cabo una fermentación 

butírica (Ren, y col., 2006;  Riveiro y col., 2011). 

 

6. DISCUSIÓN 
 La utilización de pretratamientos químicos o térmicos como herramienta para la 

obtención de inóculos  productores de hidrógeno ha sido muy explorada; sin 

embargo, el llevar este método a escala real resulta limitativo y poco práctico. En 

este experimento los gránulos sin pretratamiento que se utilizaron para la 

producción de un inóculo productor de hidrógeno fueron capaces de producir 

hidrógeno en un menor tiempo que el reportado en la literatura.  

 

Para poder producir hidrógeno de manera continua empleando un sistema biológico 

con el fin de atender a las demandas industriales de energía, tanto el rendimiento 

como la velocidad volumétrica de producción de hidrógeno son variables de 

respuesta importantes al momento de evaluar el desempeño del sistema biológico. 

 



 

39 
 

Como se muestra en la Cuadro 3, la estrategia de arranque en discontinuo mostró 

ser más eficiente en cuanto a la velocidad volumétrica de producción pues fue casi 

tres veces mayor que la obtenida en la estrategia de arranque en continuo. Sin 

embargo, en la estrategia de arranque en continuo no se detectó presencia de 

metano cuantificable a partir del día 14 del experimento, lo cual no fue posible 

lograr con la estrategia de arranque en discontinuo. 

 

Cuadro 3. Comparación de los resultados obtenidos con la estrategia de arranque 
en discontinuo y en continuo. 

 

TRH 
Vel. 

Producción 
(mL H2–L-h) 

Rendimiento 
(mol-H2/mol-

glucosa)  
24 16 0.4 
12 54 0.8 
6 57  1.4  

Adaptación 
 en Continuo 72  2.6  

 

 La operación en continuo del reactor presento una velocidad de producción y un 

rendimiento mayor al obtenido con la operación en discontinuo a un TRH  corto (6 

horas). Además la operación en continuo permitió inhibir la actividad metanogénica 

del inoculo en 17 días lo cual no fue posible lograr con la operación en discontinuo. 

Durante la operación en discontinuo se obtuvo un rendimiento máximo de 1.4 mol 

H2/mol glucosa  a un TRH de 6 h el cual  fue aproximadamente 50 % menor que el 

obtenido con la operación en continuo. En este sentido, otros estudios realizados 

con reactores en discontinuo han obtenido rendimientos mayores. Datar y col., 

2006, reportaron un rendimiento máximo de 3 mol H2 / mol glucosa cuando 

operaron un reactor en discontinuo inoculado con un lodo anaerobio con 

pretratamiento térmico. Asimismo Zhang y col., 2008  obtuvieron un rendimiento de 

1.88 y 1.81 mol H2/mol glucosa  utilizando  un inóculo  de lodo suspendido y lodo 

granular respectivamente  con pretratamiento en un CSTR a un pH de 5.5. 
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En este experimento se observo la presencia de etanol, propionato, butirato y 

acetato como subproductos de la producción de hidrógeno siendo los dos últimos 

los que determinan la ruta metabólica de la producción de hidrógeno y 

encontrándose en mayor cantidad. Las rutas metabólicas que se presentaron 

durante las dos estrategias de arranque propuestas concuerdan con lo reportado 

en la literatura para la producción de hidrógeno (Li y col., 2007). 

Aunque el empleo de tratamientos previos tales como el choque térmico o el uso de 

sustancias químicas han mostrado ser eficientes en el control de la actividad 

metanogénica del inoculo  su uso a gran escala resulta poco práctico. Por otra 

parte la principal desventaja del uso  de gránulos productores de hidrogeno   

consiste en el largo periodo de tiempo requerido para su obtención. 

 

 En este trabajo se observó que la adaptación continua del lodo anaerobio granular 

inoculado bajo  un TRH  de 5.5 horas y un pH  de 4.5 permitió adaptar a dichos 

gránulos para la producción de hidrógeno en un tiempo menor al reportado en la 

literatura.  De igual manera fue posible suprimir la actividad metanogénica de los 

gránulos inoculados debido a la presión de selección impuesta mediante la 

operación continua del reactor sin la necesidad de recurrir a un pretratamiento 

térmico o químico. 

 

Así pues, la metodología  de adaptación en continuo (TRH 5.5 horas  y pH 4.5) 

resulta ser una opción practica para la obtención de inóculo productor de hidrógeno 

a partir del lodo  anaerobio granular ya existente. 
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7.   CONCLUSIÓNES  
Las dos estrategias de puesta en marcha permitieron la obtención de un inóculo 

productor de bio-hidrógeno a partir de un lodo anaerobio granular sin la necesidad 

de aplicar algún tratamiento previo, lo cual se logró mediante la aplicación de una 

presión de selección dada por el uso de TRH cortos y pH bajo. 

 

La producción de hidrógeno en ambos casos estuvo asociada a la producción de 

ácido butírico y ácido acético, principalmente.  

 

La estrategia de arranque en discontinuo permitió obtener un inóculo productor de 

hidrógeno; sin embargo, no fue posible suprimir la actividad metanogénica del 

inóculo, lo cual se logró con la estrategia de arranque en continuo. 

 

Por lo anterior, se recomienda el uso de la estrategia de arranque en continuo para 

obtener un inóculo productor de hidrógeno sin la necesidad de que el inóculo reciba 

algún tratamiento previo.  
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