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Seleccion del In6culo en la
Produccion Biologica de Hidrogeno

Resumen: En la necesidad de estudiar bioprocesos limpios, el hidrégeno surge como una alternativa prometedora de energia.
La biomasa provee un método para la obtencion de hidrégeno y la degradacién de desechos orgdnicos a través de la fermen-
tacién. Un aspecto crucial es la inhibicion de bacterias consumidoras de hidrégeno. Se investigo el efecto del tratamiento
preliminar del inéculo para obtener una especie productora de hidrégeno a partir de consorcios naturales. El estudio se llevé
a cabo en cultivos batch. Se realizaron dos tipos de tratamiento: enriquecimiento dcido y shock térmico. Se evaluaron tres
tipos de consorcios: tierra, abono y lodos. El inéculo tratado se cultivé a pH 5,5 y se incubd a 35 °C. El tratamiento térmico
resulté mds eficiente e inhibid totalmente los microorganismos metanogeénicos. El consorcio de lodos exhibié una velocidad
de produccién mds alta y el abono una marcada tendencia al aumento de la produccion.

Palabras Claves: Hidrégeno; Indculo; Enriquecimiento; Shock térmico.

Abstract: In the need to study clean bioprocesses, hydrogen arises as a promising alternative of energy. Biomass provides a
method for producing hydrogen and the degradation of organic waste through fermentation. A crucial aspect is the inhibition
of bacteria consuming hydrogen. The effect of pretreatment of the seed was investigated to obtain a hydrogen-producing
species from natural consortia. The study was carried out in batch tests. Two types of treatment were realized: acid enrichment
and heat-shock. Three types of consortia were evaluated: soil, compost and sludge. The treated seed was grown at pH 5.5 and
incubated at 35 °C. The heat treatment was more efficient and completely inhibited the methanogenic microorganisms. The
consortium sludge exhibited a higher rate of production and compost a strong trend to increase production.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La digestion anaerobia de residuos organicos produce
gas metano que puede ser utilizado como fuente de
energia. Sin embargo, el metano y el diéxido de carbono
producto de su combustiéon son causantes del efecto
invernadero (Chen et al. 2002). El hidrégeno es una alter-
nativa prometedora de energia y puede producirse en el
proceso de acidogénesis durante la degradacion anae-
robia de compuestos organicos (Chen et al. 2002).

El hidrégeno es considerado un combustible
ambientalmente amigable (Lay et al. 1999), debido a
su carencia de dtomos de carbono u otros elementos
precursores de contaminantes en su molécula. En la
actualidad, es generado casi exclusivamente por el
reformado con vapor de metano o por la electroélisis
del agua, los cuales son procesos altamente deman-
dantes de energia (Forsberg 2003). Surge asi la nece-
sidad de estudiar bioprocesos limpios y basados en
recursos renovables para la produccién de hidrégeno.

Dado a que la fermentacién se puede llevar a cabo con
cultivos mixtos se propone seleccionar inéculos prove-
nientes de materiales de facil obtencion, no estériles, natu-
rales y donde hubiera alto grado de anaerobiosis (Martinez
et al. 2011). Se espera encontrar en estos consorcios una
alta proporcién de bacterias productoras de hidrégeno
pertenecientes al género Clostridium y Enterobacter
(Kapdan y Kargi 2006). Los organismos del género Clostri-
dium son formadores de esporas. Las endosporas pueden
ser muy resistentes al calor o productos quimicos nocivos
incluyendo acidos y bases ya que no pueden ser destruidas
facilmente (Brock et al. 1994).

En un digestor anaerdbico, las bacterias metanogé-
nicas estan presentes y consumen el hidrégeno produ-
cido (Chen et al. 2002), por lo que un aspecto crucial del
éxito de la hidrogenogénesis fermentativa es la inhibi-
cién de estos microorganismos. Dado que la mayoria

de los metanégenos crecen en un intervalo de pH rela-
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tivamente estrecho (pH 6 - 8) y no son formadores de
esporas (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo 2009), con el
fin de mejorar la produccién de hidrégeno, se sugiere
la utilizacién de un in6culo previamente enriquecido a
pH bajo (Chen etal. 2002) o mediante un tratamiento de
shock térmico (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo 2009).
Los objetivos del presente trabajo son determinar
la eficiencia del tratamiento preliminar del indculo
mediante enriquecimiento acido (por ajuste de pH del
in6culo) o por tratamiento térmico y seleccionar el tipo
de in6culo que resulte mas adecuado en la produccion
biol6gica de hidrogeno para utilizarlos en una préxima

etapa experimental de optimizacion del proceso.
METODOLOGIA

Se utiliz6 glucosa como sustrato en una concentra-
cién de 10 g/l y sales inorganicas (Endo et al. 1982)
(mg/1): NH4Cl, 3545,5; KZHPO4, 125; MgCl,-6H,0,
100; MnSO,-H,0, 9,8; FeSO,-7H,0, 25; CuSO,-5H,0, 5;
CoCl,-6H,0,135y NaHCO3, 6720.

Condiciones de Reaccion

Los experimentos se llevaron a cabo en viales de
vidrio de 120 ml mediante ensayo batch. Los viales
fueron gaseados inicialmente con nitrégeno para lograr
la anaerobiosis y se afiadi6 el in6culo pre-tratado (40
ml) y el medio de cultivo (40 ml). Luego, se colocaron en

estufa de cultivo a temperatura controlada de 35 + 1 °C.
Pre-tratamiento
Para eliminar los microorganismos no deseados y

seleccionar aquellos productores de hidrégeno, se plan-

tearon tres valores de pH para el enriquecimiento acido:
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pH 3, 4 y 5. El pH se ajustoé con solucién 1 N de HCL. En
otro experimento se realizé un tratamiento térmico: en
un bafio de agua a 100 °C por 15 minutos. También se
preparé un blanco sin ajuste de pH ni shock de calor. El
inéculo tratado y el blanco se incubaron en la oscuridad
a 35 * 1 °Cdurante 24 h (Chen et al. 2002).

Para cada una de las condiciones, el in6culo enrique-
cido se cultivé a pH 5,5 durante 96 horas para determinar
la composicién del biogas y la concentracién de glucosa.

La simiente se obtuvo del reactor de barros activados
de una planta de tratamiento de aguas residuales. Las
caracteristicas del indéculo fueron: pH 6,75; la concen-
tracion de sdlidos suspendidos volatiles (SSV, para
expresar concentraciéon de biomasa), 990 mg/l y la

concentracion de sélidos totales (ST), 1640 mg/1.
Tipos de Inéculo

A fin de hallar una alta proporcion de bacterias
productoras de hidrégeno, se evaluaron tres tipos de
consorcios naturales: tierra de campo recolectada a
una profundidad de 15 cm, compost comercial utili-
zado para abono de cultivos y barros de una planta de
tratamiento de aguas residuales (Martinez et al. 2011)
obtenidos del digestor de lodos purgados.

Los consorcios llevados a una concentracién de
1000 mg/1 de SSV, fueron pre-tratados mediante shock
térmico en un bafio de agua a 100 °C por 15 minutos.
Cada indculo se cultivé a pH 5,5. El contenido se extrajo
alos 2, 4 y 7 dias para determinar la composicién del

biogas, la concentracion de glucosay la variacion de pH.
Métodos Analiticos

El porcentaje de hidrégeno contenido en el biogas

se determiné mediante cromatografia gaseosa en un
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cromatografo HP 5890 series Il plus, equipado con un
detector de conductividad térmica (columna capilar
HP-PLOT/Q a 60 °C por 3 minutos y 15 °C/min hasta
250 °C, temperatura del inyector de 200 °C, tempera-
tura del detector de 260 °C, utilizando He como gas
portador). La concentracién de glucosa para calcular
el consumo de sustrato, se midié a través de la cuan-
tificaciéon de aztcares reductores por la técnica colo-
rimétrica del DNS (Miller 1959). La determinacion
de soélidos suspendidos volatiles y sélidos totales se
realizé siguiendo los procedimientos de APHA Stan-
dard Methods (APHA et al. 1995).

RESULTADOS Y DISCUSION
Pre-tratamiento

La Figura 1 muestra la concentracién acumulada
en porcentaje de hidrégeno después de 96 horas de
incubacion luego del pre-tratamiento acido y térmico.
En el enriquecimiento acido se observé una marcada
produccion de hidrégeno. La evolucion fue del orden:
pH 4 > pH 5 > pH 3 > blanco, siendo 25,9 %, 21,5 %,
15,6 % y 15,4 % respectivamente. Sélo el cultivo enri-
quecido a pH 5 produjo metano (0,2 %), pero en menor

cantidad que el blanco (0,3 %).
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Figura 1. Porcentaje de hidréogeno acumulado (en moles)
luego de 96 h de fermentacién, para un inéculo pre-tratado.
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Para el inéculo tratado a 100 °C la composicion de
hidrégeno fue de 44,2 % correspondiendo el resto a
diéxido de carbono. Los microorganismos metanogénicos
se inhibieron totalmente ya que no se detectdé metano. El
pre-tratamiento térmico resulté eficaz en la selecciéon de
microorganismos productores de hidrégeno.

Como se observa en la Figura 2 el indculo con
pre-tratamiento térmico logré mayor rendimiento de
sustrato en producto que el control y que aquellos
enriquecidos por tratamiento acido, siendo del 46,0 %.

En todos los casos de enriquecimiento el consumo
de glucosa fue mayor al 80 %, lo cual revela una buena

degradacidn del sustrato.

60

40

20

Rendimiento (%)

blanco pH3 pH4 pH5 100°C

Tipo de pre-tratamiento

Figura 2. Rendimiento de sustrato en producto luego de 96 h
de fermentacion, segun el pre-tratamiento aplicado al inéculo.

Tipo de Inéculo

La Figura 3 presenta las curvas de evolucién de
hidrégeno producido segin los distintos tipos de
in6culo utilizado. El consorcio de lodos resulté ser
el més eficiente en cuanto a cinética de reaccidn, al
alcanzar su maxima produccién a los 2 dias de cultivo
(20,4 % de hidrogeno). Asi mismo, los resultados
mostraron una disminucién en la produccién de
hidrégeno al dia 4 y se mantuvo relativamente cons-
tante hasta el dia 7 (12,9 %).

Mientras que el abono y la tierra de campo comen-

zaron a producir biohidrégeno luego de los 2 dias de
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fermentacion, mostrando un mayor requerimiento
en tiempo de adaptacién, lograron una concentra-
cion de hidrégeno mas alta al dia 7 (27,9 % y 26,5 %
respectivamente).

En todos los casos el biogas estuvo constituido solo

por hidrégeno y diéxido de carbono.
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Figura 3. Porcentaje de hidrégeno (en moles) producido
segln el tipo de in6culo utilizado.

La Figura 4 muestra que el in6culo proveniente
del abono comercial logré el mayor rendimiento de
sustrato en producto que la tierray el lodo, siendo 45,7
%, 41,4 % y 39,2 % respectivamente.
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Figura 4. Rendimiento de sustrato en producto en la maxima
produccién de hidrégeno, segln el tipo de in6culo.

El pH del cultivo disminuy6é progresivamente hasta
valores de 3,9, 3,7 y 3,6 para el abono, la tierra y el lodo
respectivamente, consecuente de la producciéon de compo-

nentes acidos propios del metabolismo bacteriano.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados experimentales se
observa que el enriquecimiento del in6culo mediante
shock térmico resultd eficaz en la inhibicién de microor-
ganismos metanogénicos, ya que no se detecté metano.

En principio, es factible la produccién de biohidroé-
geno a partir de glucosa utilizando cultivos mixtos. El
consorcio proveniente de lodos del digestor de una
planta de tratamiento de efluentes exhibié una velo-
cidad de produccién mas alta, probablemente debido
a que estos microorganismos estan naturalmente
sujetos a un proceso de degradacién anaerdbica en

su medio y no tienen que adaptarse partiendo de un
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ambiente mas aerobio, como en el caso de los conso-
cios del abono y tierra.

El abono revel6 una buena tendencia al aumento de
la produccién y logré el mayor rendimiento de sustrato
en producto. Esto sugiere realizar una pre-adaptacion
del in6culo al medio. Ajustando adecuadamente los
parametros del cultivo, se pueden obtener las condi-
ciones 6ptimas para la acidogénesis y la produccion
de hidrégeno durante la degradacién anaerdébica de
materia organica.

Se prevé que los resultados de este estudio contri-
buyan a obtener conocimiento aplicable a la preser-
vacion de recursos naturales, como asi también al

desarrollo de una fuente de energia limpia.
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