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RESUMEN 

 

El efecto de la concentración de sustrato y el tiempo de retención hidráulica (TRH) 

sobre la producción de hidrógeno, fue investigado en un reactor RCTA (Reactor Continuo 

de Tanque Agitado) usando agua residual sintética con glucosa como fuente de sustrato, 

e inoculado con un cultivo mixto. En este trabajo se estableció satisfactoriamente el 

metabolismo bacteriano para la fermentación butírica cuando el reactor fue operado a 10 

g DQO/L, 35 + 1° C, pH 5.5 + 0.1, 190 rpm y 9 h de TRH, obteniendo un rendimiento de 

hidrógeno de 2.7 mol H2/mol glucosa además de ácido butírico y ácido acético como 

principales metabolitos solubles . Sin embargo, cuando la concentración de sustrato fue 

aumentada a 80 g DQO/L, se observó una reducción en el rendimiento de hidrógeno el 

cual fue de 2.0 mol H2/mol glucosa, mientras que la producción de ácido propiónico y 

etanol bajo las nuevas condiciones aumentaron de valores trazas a 11915.3 y 11959.6 

mg/L, respectivamente. Lo cual indicó que la fermentación butírica fue inhibida 

prevaleciendo las fermentaciones propiónica y etílica. 

 

 Con el objetivo de reducir la producción de ácido propiónico y etanol, y a su vez 

incrementar el rendimiento de hidrógeno en el sistema, se evaluaron tres TRH (6, 9 y 12 

h) a una concentración de sustrato de 80 g DQO/L. El máximo rendimiento de hidrógeno 

se obtuvo a 9 h y el mínimo a 12 h. La distribución del ácido propiónico dentro de los 

metabolitos solubles indicó que fue el principal producto, seguido de la producción de 

etanol, por lo que se presume que la variación del TRH no mostró tener efecto sobre el 

metabolismo bacteriano, y que la variación en el rendimiento de hidrógeno se debe 

presumiblemente a la variación en la población bacteriana. 
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ABSTRACT 

 

 

The effect of substrate concentration and Hydraulic Retention Time (HRT) on 

hydrogen production was investigated in a CSTR reactor (continuous stirred tank reactor) 

using synthetic wastewater with glucose as substrate, and inoculated with a mixed culture. 

In this work, the bacterial metabolism for butyric fermentation was successfully established 

when the reactor was operated at 10 g COD/L, 35±1 °C, pH 5.5±0.1, 190 rpm and 9 h of 

HRT, obtaining a hydrogen yield of 2.7 mol H2/mol glucose and butyric and acetic acid as 

the main soluble metabolites. However, when the substrate concentration was increased 

to 80 g COD/L, there was a reduction of hydrogen yield to 2.0 mol H2/mol glucose while 

the production of propionic acid and ethanol under the new conditions increased from 

traces to 11915.3 and 11959.6 mg/L, respectively. This indicates that butyric fermentation 

was inhibited in favor to propionic acid and ethanol fermentation. 

 

In order to reduce the production of propionic acid and ethanol, and increase the 

hydrogen yield in the system, three HRT (6, 9 and 12 h) were evaluated at a substrate 

concentration of 80 g COD/L. The maximum hydrogen yield was obtained at 9 h and the 

minimum at 12 h of HRT. The distribution of propionic acid into the soluble metabolites 

indicated that it was the main product, followed by the production of ethanol, so it can be 

supposed that the variation of HRT showed no effect on bacterial metabolism, and that the 

variation on the hydrogen yields is presumably due to a variation in the bacterial 

population. 
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Situación actual del recurso energético 
 

 El mundo se interesa nuevamente por el sector más grande de la economía 

mundial, el energético, las razones de este interés son diversas: propiamente energéticas, 

pero también ambientales y tecnológicas [1]. En 1999 la Organización para la Co-

operación Económica y Ambiental (OECD por sus siglas en inglés)  en su comunicado 

“Energy: The next fifty years” [2], advirtió de la reducción en la producción convencional 

del petróleo y el surgimiento de nuevas tecnologías energéticas para el 2010/2020, por 

otro lado el Fondo de Población de las Naciones Unidas (UNFPA por sus siglas en inglés) 

publicó en su comunicado “Estado de la Población Mundial 2009” [3], las proyecciones de 

la población mundial para el 2050, que según la hipótesis de la División de Población, 

Departamento de Asuntos Económicos y Sociales de las Naciones Unidas habrán en el 

planeta aproximadamente 8,000 millones de personas. Lo que trae como consecuencia el 

crecimiento de la demanda mundial de energía primaria, se pretende que los 

combustibles fósiles se mantengan como la principal fuente energética de aquí al año 

2030 sosteniendo el 90% de ese crecimiento, según la Agencia Internacional de Energía 

[1], y aunque la incertidumbre es considerable, en el mundo existe un grado de temor del 

consenso energético para los próximos 20 años [2]. 

 El crecimiento de nuestro país se ha y seguirá basado en la economía energética 

fósil, [1] y a pesar de contar con reservas de petróleo, debemos impulsar el uso de 

alternativas, aprovechando el importante potencial que tenemos para la generación de 

energía a partir de fuentes como la solar, la eólica, la minihidráulica y la biomasa, 

apoyando así la conservación ambiental de nuestro planeta [4], y reduciendo las 

emisiones de gases de efecto invernadero.  

 

Energías renovables 
   

Ningún plan de reducción sustancial de las emisiones con efecto invernadero 

tendrá éxito si se funda sólo en el aumento de la eficiencia energética, las emisiones de 

carbono seguirán en aumento a pesar de la introducción de vehículos, edificios y equipos 

que alcancen mayor rendimiento energético [5].  
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 El aprovechamiento de los biocombustibles por otro lado, no implica un aumento 

neto de dióxido de carbono a la atmósfera, ya que éstos representan un ciclo cerrado de 

emisión y captura de CO2 [5]. Tal efecto neutro, es la principal ventaja del uso de la 

biomasa como fuente de energía puesto que contribuye a minimizar el efecto de los gases 

de invernadero [6].  

 

Biomasa; Fuente renovable de energía  
 

 Actualmente en nuestro país existen procesos para tratamiento de biomasa 

residual, pero no son precisamente para la producción de combustibles, como es el caso 

de los tratamientos de aguas residuales agrícolas, municipales o industriales, a pesar de 

que éstas representan una fuente potencial de energía renovable por su gran contenido 

de compuestos orgánicos [7]. 

 Alrededor del mundo se han desarrollado procesos para la producción de 

combustibles o compuestos químicos a partir de biomasa disuelta en aguas residuales, 

por ejemplo, la tecnología del biogás –mediante digestión anaerobia-, ha sido 

ampliamente utilizada por sus beneficios, entre ellos, el hecho de ser una fuente de 

energía económica que ha permitido reducir costos asociados al consumo de energía 

eléctrica o sistemas de gas convencionales [7-10]. 

 De igual forma, la posibilidad de obtener hidrógeno a partir de biomasa es 

particularmente atractiva, ya que éste es postulado como un vector energético en 

sustitución de combustibles fósiles  [2, 11]. 

 

Tecnología del hidrógeno. 
 

 La rápida evolución de la tecnología de las celdas de combustibles ha abierto una 

oportunidad al hidrógeno para convertirse en una alternativa energética viable [12]. La 

comisión Europea y los Estados Unidos sugieren que el hidrógeno será la base para la 

nueva economía energética [11, 13]. Si el hidrógeno es introducido dentro del sistema 
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energético, el costo para reducir una unidad de CO2 bajaría alrededor de un 4% en el 

2030 y 15% en el 2050, lo que implica que el hidrógeno es una opción costo-efectivo para 

la reducción de CO2 debido a que puede convertirse en energía eléctrica y calorífica con 

alta eficiencia y cero emisiones [11].  

 Además el hidrógeno se puede producir de la electrólisis del agua con electricidad 

renovable, directamente de energía solar a través de fotoelectrólisis, de biomasa seca 

mediante gasificación y de residuos orgánicos disueltos (aguas residuales) mediante 

fermentación y de celdas de electrólisis biocatalizadas. Todas estas tecnologías pueden 

trabajar juntas complementándose unas a otras creando mucha más flexibilidad en el 

suministro de hidrógeno [7]. 

 

Producción biológica de hidrógeno mediante fermentación.  
 

La producción de hidrógeno mediante fermentación, usando cultivos mixtos a 

temperaturas de mesofilia, puede ser posicionada como una tecnología de desarrollo 

comercial.  

En la literatura se ha reportado ampliamente el uso de cultivos mixtos productores de  

hidrógeno, los cuales, obtenidos de fuentes naturales, son capaces de sobrevivir en 

sustratos no estériles. Estos consorcios microbianos contienen principalmente bacterias 

del género Clostridium tales como C. butyricum, C. acetobutylicum, C. tyrobutylicum, entre 

otras, éstas en respuesta a condiciones ambientales extremas, forman esporas 

resistentes a altas temperaturas, algunos agentes químicos y tipos de radiación como el 

ultravioleta. Esta habilidad de formar esporas es usada para la selección del Clostridium 

en los cultivos mixtos para la producción de hidrógeno. Sin embargo, una desventaja de 

esta bacteria es la sensibilidad a condiciones inestables de temperatura, pH o sustrato, 

puesto que estas son importantes para la germinación o evitar que vuelvan a esporular 

durante el proceso de producción [14-18]. 

Es importante que las condiciones ambientales de operación del reactor permitan 

la producción de hidrógeno sin metano o solventes, pero es aún mas importante, operar el 

reactor bajo condiciones que permitan obtener el máximo rendimiento de hidrógeno (4 mol 
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H2/mol glucosa), ya que la producción de metano, ácido propiónico y solventes como el 

etanol, reducen la eficiencia de los reactores, puesto que dichas moléculas requieren de 

iones H+ para su formación. 

La concentración de sustrato es un parámetro importante en el estudio de los 

bioreactores productores de hidrógeno. Diversos estudios se han desarrollado para definir 

el intervalo de carga orgánica que un sistema puede procesar efectivamente y obtener un 

máximo rendimiento de hidrógeno [19]. Otros parámetros ampliamente estudiados son el 

pH y el Tiempo de Retención Hidráulica (TRH), estos están relacionados con la eficiencia 

del reactor porque influyen en la producción de metano, ácido propiónico y etanol. Muchos 

de los estudios realizados con sustratos disueltos, han reportado que a pH entre 4.5 y 6.7 

[20-22] y tiempos de retención hidráulica entre 8 y 12 h la producción de hidrógeno se 

puede llevar a cabo sin producción de metano  [14, 23]. 

  Así en este estudio se observó el efecto de variar el TRH a altas concentraciones 

de sustrato en un reactor continuo de tanque agitado, de igual forma se desarrollaron 

periféricos de control automático, que permiten mantener una producción en continuo sin 

variar los niveles en el reactor. Los datos obtenidos nos proporcionan información del 

comportamiento de un sistema de producción de hidrógeno operado a altas 

concentraciones de sustrato con un cultivo mixto natural y de la región. 

 

 

  



 
 

 
6 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general 
 

Identificar las condiciones adecuadas de operación en un RCTA a altas concentraciones 

de sustrato para la producción de hidrógeno evaluando dos concentraciones de sustrato 

(azúcar estándar de caña) y tres tiempos de retención hidráulica.  

 

Objetivos específicos 
 

1. Evaluar el desempeño de un reactor acidogénico con dos concentraciones de 

sustrato, 10 y 80 g DQO/l. 

  

2. Evaluar el desempeño de un reactor acidogénico con tres tiempos de retención 

hidráulica de 6, 9 y 12 horas operado a 80 g DQO/L. 

 

3. Diseñar y ensamblar sistemas de control del nivel, temperatura, pH y velocidad de 

agitación para un RCTA.  
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1. ANTECEDENTES 

 

1.1. Producción de hidrógeno mediante fermentación 

 

El interés en la aplicación industrial de microorganismos para generar fuentes 

prometedoras de energía, surgió a principio de los años 70’s como resultado de la 

escases del petróleo en Estados Unidos [24]. Desde hace ya casi 100 años existen 

registros de observaciones de producción de hidrógeno con microalgas y bacterias [25], 

pero fue hasta los años 80’s, cuando algunos investigadores iniciaron estudios sobre la 

producción de hidrógeno con cultivos puros de bacterias anaerobias [21], sin embargo, la 

producción de hidrógeno mediante cultivos mixtos (consorcios microbianos) ha atraído 

más la atención de los investigadores [16]. En este ámbito, los ingenieros están 

interesados en usar cultivos mixtos [26], puesto que son procesos que no requieren 

esterilización, lo cual significa un ahorro económico [27], son fáciles de controlar (sistemas 

prácticos) y sumado a ello, podemos mencionar que se tendría una amplia gama de 

materias primas a tratar [26]. 

La producción de hidrógeno mediante fermentación puede llevarse a cabo sin 

necesidad de proveer energía luminosa, lo cual lo hace económicamente viable. 

Actualmente es una tecnología ampliamente estudiada, y se han evaluado distintos 

parámetros con el objetivo de encontrar las condiciones adecuadas que proporcionen los 

máximos rendimientos [14, 26, 28]. 

El uso de residuos orgánicos en lugar de carbohidratos puros es la principal 

ventaja del proceso fermentativo utilizando cultivos mixtos, además de que los costos de 

escalamiento son relativamente bajos. Así, es posible generar hidrógeno a partir de aguas 

residuales municipales, industriales, agrícolas, residuos sólidos, evitando su incineración 

o acumulación en rellenos sanitarios [27]. 
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1.2. Bioquímica de la producción de hidrógeno 

 

La digestión anaerobia ha sido usada por años en plantas de tratamiento de aguas 

residuales, y ésta ha sido un técnica atractiva que ha fomentado la reducción de lodos y la 

producción energía mediante la producción de gas metano [29], pero el metano y su 

principal producto de combustión (CO2) son gases de efecto invernadero [30]. Sin 

embargo el hidrógeno es un combustible limpio [31] el cual es posible obtener en la etapa 

de acidogénesis de la digestión anaerobia [30] (Figura 1.1). 

 

 

Figura 1.1  Etapas de la digestión anaerobia [32]. 

 

Bajo este concepto se han realizado estudios de tratamiento de aguas residuales 

mediante digestión anaerobia en dos etapas con reactores separados, en el cual, la 

hidrólisis y la acidogénesis son conducidas en el primer reactor bajo condiciones 

Bacterias 
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favorables a las bacterias fermentativas y acidogénicas. El efluente ácido es 

subsecuentemente tratado en un reactor metanogénico [33]. Así, en ausencia de oxígeno, 

en un reactor acidogénico y durante las dos primeras etapas de la digestión anaerobia, se 

lleva a cabo la conversión de la materia orgánica a ácidos grasos volátiles, hidrógeno y 

CO2 [10]. 

En la primera etapa; la hidrólisis, las bacterias hidrolíticas descomponen moléculas 

como proteínas y lípidos, en moléculas de bajo peso molecular como azúcares, 

aminoácidos y ácidos grasos [13, 14]. [34, 35]. 

 Posteriormente, en la segunda etapa, las bacterias acidogénicas se encargan de 

fermentar dichas moléculas a ácidos grasos de bajo peso molecular, como ácido acético, 

fórmico, propiónico y butírico, además de etanol, H2 y CO2 [35].  

 

1.2.1. Rutas metabólicas. 
  

 Algunas rutas han sido propuestas para la producción de hidrógeno mediante 

bacterias fermentativas durante la acidogénesis. La Figura 1.2 muestra la ruta de la 

fermentación mediante el uso de glucosa como modelo de sustrato [36].  Primero, la 

glucosa es convertida a piruvato mediante glicólisis, produciendo Adenosina Trifosfato  

(ATP) a partir de Adenosina Difosfato  (ADP) y Nicotidamida Adenina Dinucleotido 

(NADH) [37], en esta fase el exceso de equivalentes reductores (H+) es contrarrestado por 

la célula, mediante la producción de NADH, por lo que a mayor concentración de (H+), 

mayor será la concentración de NADH. La producción de hidrógeno es el método de la 

célula para reducir la acumulación de NADH, y esta reacción (2NADH + 2H+  2H2 + 

2NAD+) es catalizada por la hidrogenasa [38].  

Posteriormente el piruvato es convertido a acetilcoenzima A (Acetil CoA), dióxido 

de carbono (CO2) e hidrógeno (H2) mediante la piruvato-ferrodoxina-oxidoreductasa e 

hidrogenasa [26]. Finalmente el Acetil CoA es convertido a acetato, butirato y etanol, 

dependiendo del microorganismo involucrado y las condiciones ambientales del proceso. 

El NADH que no fue oxidado en la producción de hidrógeno es utilizado para la formación 
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GLUCOSA 

PIRUVATO ACETIL CoA 

2 ATP 

2 ADP 2 NAD+ 

2FdH2 2Fd 

2H2 

2 NADH + 2H+ 2 NAD+ 

Lactato 

2ATP 2ADP 

Acetato 

2 NADH + 2H+ 

2 ATP 

2 ADP 4 NADH + 4H+ 

4 NAD+ 

Propionato Butirato 

ATP 

ADP 2 NADH + 4H+ 

2 NAD+ 

Etanol 

4 NADH + 4H+ 4 NAD+ 

CO2 

2H2 

de butirato y etanol. En la producción de butirato a partir del Acetil CoA se produce ATP 

[36].  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 Ruta Bioquímica de la acidogénesis de la glucosa. Adaptación de [37]. 

 

1.2.2. Hidrogenasa.  
  

 La producción de hidrógeno es un mecanismo específico que dispone del exceso 

de electrones, a través de la actividad de la hidrogenasa en bacterias fermentativas [26]. 

La hidrogenasa se ha considerado la clave para tal proceso biológico [39], es una enzima 

del tipo metal-oxido-reductora, que cataliza tanto de manera reversible como irreversible 

la conversión de hidrógeno en sus constituyentes, dos protones y dos electrones, lo cual 
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depende de las condiciones ambientales en las que se encuentre, la función metabólica y 

específicamente las oxido-reductoras asociadas [28, 40]. 

 Las hidrogenasas son grupos de enzimas de diferentes tamaños, composición de 

subunidades y localización celular [28, 41]. Las enzimas ubicadas en el citoplasma se 

encargan de remover el exceso de reductores equivalentes, mientras que la función de las 

enzimas ubicadas en el periplasma es la de oxidar hidrógeno [28].  La presencia del ion 

metálico varía con respecto a la localización celular [28, 42] y dependiendo del metal 

contenido en la subunidad catalítica, la hidrogenasa puede ser clasificada en tres 

categorías [28]: [FeFe]-hidrogenasa, [NiFe]-hidrogenasa y [NiFeSe]-hidrogenasa [43-46]. 

La [FeFe]-hidrogenasa citoplásmica es la que cataliza el proceso de producción de 

hidrógeno molecular, mientras que la [NiFe]-hidrogenasa y [NiFeSe]-hidrogenasa 

ubicadas en el periplasma lo disocia en protones [28, 45, 47]. La [FeFe]-hidrogenasa es 

usualmente 10 órdenes de magnitud más activa que las [NiFe]-hidrogenasa [47, 48] y se 

encuentra involucrada directa o indirectamente en el metabolismo energético [28]. 

Durante la oxidación de la materia (fermentación), la hidrogenasa transfiere electrones de 

la Ferrodoxina reducida (Fdred) o NADH a protones, para regresarlos a su forma oxidada, 

Ferrodoxina oxidada (Fdox) y Nicotidamida Adenina Dinucleotido oxidada (NAD+). Lo cual 

es requerido para que la glucólisis y descarboxilación del piruvato pueda proceder a 

generar ATP [49]. 

La hidrogenasa es encontrada en una gran variedad de microorganismos 

incluyendo los anaerobios fermentativos, cianobacterias [50, 51], sulfato reductoras [50, 

52], algas [50, 53], rizobios [50, 54] y arqueas [50, 55]. Es sensible al oxígeno, por lo 

tanto, es un importante factor en la producción anaeróbica de hidrógeno [56]. Para 

muchas bacterias productoras de hidrógeno, la presencia de oxígeno disuelto puede 

inhibir por completo la producción de hidrógeno [50]. De igual forma se ha reportado que 

es inestable a altas temperaturas, lo que restringe su aplicación en algunos procesos 

biotecnológicos [50]. 

Con el objetivo de conseguir un mayor conocimiento de la fisiología de los 

microorganismos y desarrollar un método más eficiente para la producción de hidrógeno, 

se han realizado diversos estudios genéticos de la hidrogenasa [47]. Y mediante estos 

estudios se ha obtenido información acerca de los principales microorganismos que co-
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existen en los cultivos mixtos [57, 58], la tolerancia al oxígeno  [50], comportamiento a 

distintas temperaturas [50, 59] y rendimientos máximos [28]. 

La hidrogenasa ha sido aislada de distintos géneros de bacterias tales como, 

Rhodobacter, Rhodospirillum, Klebsiella, Cellulomonas, Vibrio, Rhodobium, Clostridium, 

entre otros [57].  De las especies más estudiadas se encuentran la Clostridium 

pasteurianum, Clostridium acetobutylicum, Clostridium butyricum, estas especies son 

capaces de fermentar una variedad de carbohidratos, incluyendo glucosa, sacarosa, 

almidón y pectina [57, 58, 60, 61].  

 

1.2.3. Bacterias productoras de hidrógeno predominantes en los 
cultivos mixtos 

 

Hace más de una década, investigadores han usado microorganismos anaerobios 

naturales (cultivos mixtos), tomados de lodos de composta [62, 63], suelos profundos, 

excreta vacuna y porcina [64] para producir hidrógeno a partir de residuos orgánicos 

disueltos o sólidos. Sin embargo, entender la estructura de los cultivos mixtos ha sido 

considerado un paso crítico hacia la optimización de la comunidad microbiana y mejora de 

la producción de hidrógeno [65]. 

Liu y Fang [33] mediante microscopia electrónica de barrido (SEM por sus siglas 

en inglés) mostraron que el lodo granular utilizado en su estudio estaba compuesto 

principalmente por bacterias formadoras de esporas como el Clostridium. De igual 

manera, en algunos estudios se ha utilizado diversas técnicas para identificar la 

contribución específica en la producción de hidrógeno de los microorganismos que co-

existen en el sistema [66]. Géneros como Klebsiella y Bacillus fueron también 

encontrados como predominantes en los cultivos mixtos, aunque estas bacterias no son 

productoras de hidrógeno, se observó que su contribución radica en el consumo de 

oxígeno, ayudando a crear las condiciones anaerobias para la Clostridium [39]. 

Dependiendo de la fuente de los cultivos mixtos, se ha observado que son 

diferentes los géneros o especies de bacterias las que predominan en ellos, Li et al. [67] 

observaron que las bacterias predominantes en un reactor cuyo inóculo y fuente de 
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sustrato se obtuvieron de residuos de cocina, pertenecían a la especie Butyrivibrio 

fibrisolvens ocupando el 62% de la población microbiana, mientras que la especie 

Clostridium aminophilum ocupaba el 5%, ambas reportadas como bacterias de rumen. 

Butyrivibrio fibrisolvens posee la habilidad de producir  hidrógeno a partir de celulosa, 

hemicelulosa, pectina y almidón, lo que sugiere que debido a la fuente de sustrato, 

durante la fermentación con residuos de cocina se estableció satisfactoriamente un 

consorcio similar al de rumen.  

Kim et al. [18] en un reactor acidogénico de fermentación butírica, identificaron 

especies de bacterias pertenecientes al género Clostridium tales como; C. tyrobutyricum, 

C. acetobutylicum, C. acidosoli, C. butyricum, C. saccharobutylicum, C. scatologenes y 

Bacillus racemilacticus, mediante análisis de electroforesis en gel con gradiente de 

desnaturalización (DGGE siglas en inglés) en cultivos mixtos extraídos de digestores 

anaeróbicos de plantas de tratamiento de agua residual. De los cuales, las primeras 

cuatro especies fueron relacionadas con la producción de hidrógeno a partir de 

carbohidratos, mientras que la especie C. scatologenes fue relacionada con la producción 

de acetato mediante el consumo de hidrógeno. Muchos miembros del género Clostridium 

han sido reportados como las especies dominantes en los cultivos mixtos [18, 33, 68, 69] 

y son conocidos por ser los principales productores de hidrógeno durante la fermentación 

anaerobia [22, 39]. 

Los máximos rendimientos de hidrógeno (YH2) reportados, están usualmente 

asociados con la producción de acético y butírico como subproductos, mientras que los 

bajos rendimientos, están asociados con la producción de propionato y solventes 

(alcoholes y ácido láctico) [14]. La producción de uno u otro durante la fermentación, es 

un proceso metabólico regulado que posee distintas rutas [70]. C. acetobutylicum es uno 

de los microorganismos mejor conocidos por su capacidad de producir a nivel industrial 

importantes solventes químicos como acetona, butanol y etanol [47], similar a algunas 

cepas de C. butylicum [70]. Sin embargo, ciertas cepas de C. butylicum producen 

isopropanol, butanol y etanol como producto final. En un lote de producción normal, 

especies de Clostridium productoras de solventes, producen ácido acético y ácido butírico 

durante la fase exponencial de crecimiento, posterior a ésta fase, su metabolismo cambia 

rápidamente para producir solventes [71, 72]. Lo que indica que bacterias de ciertas 

especies tiene la habilidad de cambiar su producción de ácidos a solventes dependiendo 
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de las condiciones de crecimiento, tales como C. pasteurianum y C. acetobutylicum [73], 

C. tyrobutyricum, posee una específica y diferente ruta metabólica que no produce 

solventes, aunque el enfoque de esta bacteria ha sido principalmente la producción de 

ácido butírico, también ha mostrado buen desempeño en la producción de hidrógeno [47]. 

De acuerdo a diversos estudios, se ha observado que existen tres tipos de 

fermentación, las cuales se pueden identificar mediante la caracterización del efluente, y 

dependiendo del principal compuesto producido es el tipo de fermentación que se lleva a 

cabo [74]. Cuando los principales productos de la acidogenésis son acido butírico, ácido 

acético, H2 y CO2 [62, 75-78] se le conoce como fermentación butírica [79]. Fermentación 

propiónica cuando el principal producto es ácido propiónico [80, 81] y fermentación etílica 

cuando los principales productos son etanol, ácido acético H2 y CO2 [78].   

 

1.3. Fermentación propiónica 

 

La producción de ácido propiónico está relacionada con el consumo de hidrógeno 

molecular durante la acidogénesis y la estequiometria lo confirma (Ec. 1) [82, 83]. 

 

 

C6H12O6 + 2H2                 2CH3CH2COOH + 2H2O  (Ec. 1) 

 

Algunos investigadores sugieren que la producción de ácido propiónico en la 

acidogénesis, se debe a la alta presión parcial de hidrógeno en el reactor [14, 84-87]. 

Boone [85] evaluó las reacciones terminales en un digestor anaerobio mesofílico, usando 

residuos de carne de ganado como fuente de sustrato y 10 días de tiempo de retención 

hidráulica (TRH), observó que durante 30 días el reactor se mantenía estable con una 

producción de ácido propiónico de 0.5 mmol/L, posteriormente al burbujear una mezcla de 

H2/CO2 (70:30) en el interior del reactor la producción de ácido propiónico aumentó a 5.4 

mmol/L. 
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Sin embargo, algunos estudios han concluido que la presión parcial de hidrógeno 

no influye en la producción de propiónico [20, 88].  Inanc et al. [89] observaron que los 

patrones de producción de Ácidos Grasos Volátiles (AGV) se mantenían similares tanto 

en vacío (0.13, 0.5 y 0.75 atm) como a alta presión (2 atm mediante el  burbujeo de H2 

puro) durante la producción de hidrógeno en un Reactor Continuo de Tanque agitado 

(RCTA).  

Hafez et al. [19] mostraron que la acumulación de ácido propíonico aumenta 

conforme se aumenta la carga orgánica en el sistema, el estudio fue desarrollado a 

temperaturas de mesofília en un RCTA con un TRH de 8 Horas y pH 5.5-6, el rendimiento 

de hidrógeno y la producción de ácido propiónico con una carga orgánica de 6.5 g DQO/L-

d (2 g de glucosa/L) fue de 2.8 mol H2/mol glucosa y 29 mg/L respectivamente, cuando se 

aumentó la carga orgánica en el sistema a 206 g DQO/L-d (64 g de glucosa/L), la 

producción de propiónico y el rendimiento de hidrógeno fueron de 988 mg/L y 1.1 mol 

H2/mol glucosa respectivamente. 

La oxidación de la materia orgánica es usualmente acompañada por 

deshidrogenación, la cual, a altas concentraciones de sustrato produce una gran cantidad 

de NADH debido a la ausencia de una cadena transportadora de electrones en la 

fermentación, este fenómeno frecuentemente coincide con los altos rendimiento de 

hidrógeno [20, 78, 90, 91] y parte de este NADH incapaz de ser utilizado por la célula se 

torna en exceso. Sin embargo, se ha observado que durante la fermentación, la 

producción de ácido acético y ácido propiónico tiene la capacidad de oxidar una molécula 

más de NADH que cuando la célula produce ácido acético y ácido butírico (Tabla 1.1) 

[78]. 

Así, la célula para mantener una apropiada proporción de NADH/NAD+ (no se 

menciona un valor numérico) y reducir la concentración excesiva de NADH, activa la 

producción de ácido propiónico que además le permite producir ATP [38, 78], se ha 

observado que para mantener la reacción en equilibrio, la producción de ácido propiónico 

debe ser de dos moles por cada molécula de ácido acético producida [78]. 
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Tabla 1.1 Oxidación de NADH de la fermentación a partir de la glucosa y producción de 
H2 y ATP. 

 H2 producido 
(mol) 

Rendimiento neto 
de ATP (mol) 

Cantidad de NADH 
oxidada (mol) 

Ácido Propiónico 0 2 1 

Ácido Butírico 2 3 0 

Etanol 1 1 1 

Fuente: Ren et al. [78] 

 
 
1.4. Fermentación etílica  

 

Otra manera como la célula puede mantener la proporción NAD+/NADH, es mediante 

la producción de etanol, puesto que por cada molécula de etanol producida se oxidan a 

NAD+ cuatro moléculas de NADH [78]. De igual modo que con la producción de ácido 

propiónico, algunos investigadores han relacionado la producción de etanol con bajos 

rendimientos de hidrógeno, puesto que éste y otros alcoholes contienen átomos de H 

adicionales que no se encuentran presentes en sus respectivos ácidos [14, 16, 47].  

Ren et al.  [20, 74, 78, 92-94] Sugirieron que la fermentación etílica es la más 

conveniente para la producción de hidrógeno, puesto que los costos de escalamiento 

serían reducidos al no requerirse de un sistema de control de pH, y adicional a ello, los 

rendimientos teóricos son similares a los que se obtiene en la fermentación butírica (Ec. 2 

y 3). 

 

C6H12O6 + H2O              C2H5OH + CH3COOH + 2H2 + 2CO2   (Ec. 2) 

 

 

4C6H12O6               CH3 (CH2)2 COOH + 2CH3COOH + 8H2 + 8CO2  (Ec. 3) 

 



 
 

 
18 

 

Estudios de laboratorio con glucosa como fuente de sustrato, han reportado que el 

pH óptimo para la fermentación etílica se encuentra en el orden de 4.2 – 4.5 [38, 95]. Ren 

et al. [94] reportaron un rendimiento de 1.96 mol H2/mol glucosa mediante fermentación 

etílica y sin control del pH, permitiéndole llegar a valores por debajo de 4.5. Sin embargo, 

en algunos estudios se ha observado que a pesar de los valores de pH cercanos a 4.5, no 

sólo no se ha podido establecer la fermentación etílica en el reactor, sino que los 

rendimientos de hidrógeno reportados han sido bajos [33, 96, 97]. Fang et al. [16] 

evaluaron el efecto del pH en un reactor acidogénico con glucosa como fuente de sustrato 

y temperatura de mesofília, observaron que a pH menor a 4.5, los principales productos 

de la fermentación fueron los ácidos butírico y acético (45.6 y 23.1% respectivamente) 

mientras que la producción de etanol se mantuvo por debajo de 6.9%. La máxima 

producción de etanol se observó a pH 6 con 10.1%. Khanal et al. [96] reportaron que los 

principales productos fueron los ácidos acético, butírico y propiónico al evaluar distintos 

pH (4.5 – 6.5) en un reactor acidogénico con glucosa como fuente de sustrato. Los 

resultados anteriores coinciden con los obtenidos por Wu y Lin [97] donde concluyen que 

el pH es un factor importante en la producción de hidrógeno pero los pH menores a 5 no 

favorecen la producción de hidrógeno. Tal como reporta Hwang et al. [98] quienes a pesar 

de lograr establecer una fermentación etílica a pH 5 en un sistema con glucosa como 

fuente de sustrato, obtuvieron un rendimiento de hidrógeno máximo de 200 ml H2/g 

glucosa (1.6 mol H2/mol glucosa.) y concentraciones máximas en el biogás de 40% de H2. 

Ren et al. [94] explican que la mayoría de los investigadores que intentan producir 

hidrógeno mediante fermentación etílica utilizan el pretratamiento térmico para enriquecer 

el cultivo mixto en sus estudios, motivo por el cual han obtenido rendimientos de 

hidrógeno bajos, ya que este tipo de pretratamieto es ideal para la selección de bacterias 

productoras de hidrógeno mediante fermentación butírica, tales como las del género 

Clostridium. El pretratamiento adecuado que favorece a la fermentación etílica es el de 

aireación repetida, puesto que ésta asegura la diversidad microbiana (Ethanoligenens 

harbinens YUAN-3, Enterobacter aerogenes Aq16 y Bacteroides vulgatus (ATCC8482) 

productora de hidrógeno y etanol.  
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1.5. Fermentación butírica  
 

Ha sido la más estudiada en las investigaciones para la producción de hidrógeno 

por fermentación [20], en ésta, los principales productos en la fase líquida son los ácidos 

acético y butírico. En principio, el rendimiento teórico de hidrógeno a partir de la 

fermentación de glucosa puede ser estimado por una ruta metabólica conocida [99], en la 

cual se produce un rendimiento máximo de 4 moles de hidrógeno por mol de glucosa 

cuando el ácido acético es el único metabolito producido (Ec. 4) [14], por otro lado, 

mediante la ruta metabólica del ácido butírico se puede obtener un máximo rendimiento 

teórico de 2 moléculas de hidrógeno por mol de glucosa cuando el  butírico es el único 

metabolito producido (Ec. 5) [14, 26, 83].  

 C6H12O6 + 2 H20               2CH3COOH + 2CO2 +4H2 (Ec. 4) 

 

C6H12O6               CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2  (Ec. 5) 

 

 En la práctica, sin embargo, muchos estudios han revelado que el actual 

rendimiento de hidrógeno es cercano o superior a 2 pero menor a 2.8 moles de hidrógeno 

por mol de glucosa [19, 100], aún en experimentos con cultivos puros usando glucosa o 

sacarosa como fuente de sustrato [37, 101, 102]. Esto es debido a que la producción de 

acético siempre va acompañada de otros compuestos como butírico, propiónico o etanol 

[78], en la fermentación butírica y cuando se utilizan cultivos mixtos frecuentemente 

ocurre una combinación en la producción de ácidos como lo plantea la siguiente reacción 

(Ec. 6), donde, el rendimiento máximo teórico es de 2.5 moles de hidrógeno por mol de 

glucosa [10]. 

 

4C6H12O6 + 2 H20               2CH3COOH + 3C3H7COOH + 8CO2 + 10H2 (Ec. 6) 
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 Se ha observado que muchos factores incluyendo termodinámicos [103, 104], la 

regulación metabólica [99, 105, 106], la regulación cinética  [30, 107], la estructura de la 

comunidad microbiana [108, 109], o la combinación de ellos puede alterar la distribución 

de los electrones equivalentes dentro de otros productos además de hidrógeno y acético. 

Por esa razón la predicción de la producción de hidrógeno puede ser muy difícil, 

especialmente en casos donde se involucran cultivos mixtos y sustratos complejos [110]. 

Esta impredecibilidad y usual inestabilidad en los procesos biológicos de producción de 

hidrógeno, son el reflejo de las diferentes condiciones de la fermentación, las cuales son 

influenciadas por la concentración de sustrato [111, 112], pH [16, 113-115], TRH [109, 

112, 116-119], y la comunidad bacteriana productora de hidrógeno [109]. 

  

1.5.1. Efecto de la concentración del sustrato en la fermentación 
butírica. 

 

La concentración de sustrato es un parámetro importante en los estudios de  

generación de hidrógeno mediante fermentación butírica. Con el objetivo de optimizar el 

sistema de producción, es esencial definir el rango de concentraciones que el sistema 

puede operar efectivamente, así como el rango de concentración adecuado para obtener 

el máximo rendimiento de hidrógeno [19]. En la literatura se ha reportado que, a 

concentraciones altas de sustrato pueden existir problemas de inhibición producida por la 

sobrealimentación del sistema [14]. 

  Kyazze et al. [120] observaron que el rendimiento de hidrógeno redujo de 1.7 mol 

H2/mol hexosa con una concentración de sustrato de 10 g/L de sacarosa a 0.8 mol H2/mol 

hexosa cuando aumentaron la concentración a 50 g/L de sacarosa. Hafez et al. [121] 

observaron que el rendimiento de hidrógeno de 2.8 mol H2/mol glucosa obtenido a 32 g 

glucosa/L disminuyó a 1.2 mol H2/mol glucosa al aumentar la concentración de sustrato a 

48 g glucosa/L y continuó disminuyendo hasta 1.1 mol H2/mol glucosa con 64 g glucosa/L. 

Kim et al. [18] evaluaron el efecto de variar la concentración de sustrato de 10 a 60 g 

DQO/L en un RCTA, en donde las condiciones de pH, TRH y temperatura fueron 

mantenidas constantes a 5.4, 12 h y 35 + 1° C, con el objetivo de activar la ruta 

metabólica de la fermentación butírica en las bacterias. Los resultados mostraron que los 
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productos solubles de la fermentación fueron butírico, acético, láctico, etanol, y cantidades 

trazas de fórmico, proiónico, isobutírico, isovalérico, propanol, isopropanol, butanol y sec-

butanol. En todas las corridas el butírico fue el principal producto, sin embargo, se 

observó que al reducir la concentración de sustrato en el influente de 30 a 10 g DQO/L, la 

composición del butírico en el efluente también redujo de 47.1 a 28.9%, al mismo tiempo 

que el rendimiento de hidrógeno disminuyó de 1.09 a 0.38 mol H2/ mol de glucosa. 

Posteriormente la concentración de sustrato fue aumentada paso a paso de 10  a 15, 20 y 

30 g DQO/L, el rendimiento de hidrógeno y la composición de butírico incrementaron, 

obteniendo los mismos valores que se obtuvieron cuando se redujo la concentración de 

sustrato. Subsecuentemente, la concentración de sustrato fue incrementada de manera 

paulatina hasta llegar a 60 g DQO/L, provocando a partir de 35 g DQO/L la caída en el 

rendimiento de hidrógeno junto con la eficiencia de degradación de sacarosa, a partir de 

esa concentración de sustrato se empezaron a registrar altos remanentes de sacarosa en 

el efluente (>8.8 g DQO/L) lo que indicó la inhibición por sustrato de la actividad 

microbiana.   

Van Ginkel y Logan [122] en un RCTA a 10 h de TRH, pH 5.5 y 30° C, obtuvieron 

como productos principales hidrógeno, ácido butírico y ácido acético, lo que indicó que el 

tipo de fermentación obtenida en el reactor fue acidogénica, específicamente butírica. Sin 

embargo, observaron que al aumentar la concentración de sustrato de 2.5 a 10 g DQO/L, 

la proporción molar acético/butírico (HAc/HBu) disminuyó de 1.08 a 0.62,  manteniéndose 

durante todas las corridas una producción mayor de butírico que de acético. Esta 

disminución fue acompañada con la reducción del rendimiento molar de hidrógeno en el 

sistema, pasando de 2.8 a 2.2 mol H2/mol glucosa. Al mismo tiempo que se observó un 

ligero incremento en la producción de acetona, etanol, propanol, butanol y ácido 

propiónico en concentraciones de sustrato de 7.5 y 10 g DQO/L, lo que indicó que el 

metabolismo microbiano de la fermentación butírica empezó a ser reemplazada por el 

metabolismo de la solvetogénesis debido al aumento en la concentración de sustrato.  

Hasta la fecha, diversos estudios de fermentación se han desarrollado 

satisfactoriamente operando el sistema en alimentación continua de sustrato con 

concentraciones de 10 – 20 g DQO/L [37, 123, 124], algunos otros han operado el sistema 

con concentraciones de sustrato arriba de 40 g DQO/L [18, 19, 122], y la mayoría coincide 
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en que la concentración de sustrato influye en la distribución de los productos metabólicos 

durante la fermentación. 

 

1.5.2. Influencia del pH 
 

El pH es un parámetro clave en los procesos de producción de hidrógeno, debido 

a que este puede afectar directamente la actividad de la hidrogenasa [73], así como la 

ruta metabólica elegida por la célula [62].  Además de que es un factor importante para 

suprimir la actividad de los microorganismos metanogénicos consumidores de hidrógeno 

[26, 125]. 

Valores de pH menores a 5, podrían conducir a la inhibición del metabolismo 

acidogénico, activando la ruta metabólica para la solvetogénesis [126], provocando la 

producción de solventes tales como acetona y etanol. Se ha observado que la producción 

de hidrógeno dismuinuye por generación de solventes especialmente a pH menores de 

4.5 [20, 127]. Los estudios que se han desarrollado sin controlar el pH durante la 

fermentación, han resultado en la caída del mismo y junto con ello, las tasas de 

producción de hidrógeno, obteniéndose menores rendimientos que cuando se controla 

[96]. 

Diversas investigaciones han reportado distintos valores de pH como los 

adecuados para obtener los mejores rendimientos de hidrogeno mediante fermentación 

butírica [16, 37, 96, 114, 128].  En estudios realizados con Agua Residual Sintética (ARS) 

donde se utilizó glucosa como única fuente de sustrato, se observó que el valor de pH que 

provee las mejores condiciones ambientales para la producción de hidrógeno se 

encuentra entre 5.5 y 6.2 [26], Oh et al. [129] y Lin y Chang [124] reportan que estas se 

dan con pH de 6.2, Horiuchi et al. [130] a pH de 6 [130] y Lin y Chang [131] a pH de 5.7. 

Oh et al. [101] a temperaturas de termofília (60°C) reportaron un rendimiento 

máximo de 1.1 mol H2/mol glucosa a pH de 5.5, mientras que Fang et al. [37] reportaron 

que a pH de 5.5 obtuvieron el mejor rendimiento de hidrógeno (2.1 mol H2/mol glucosa) a 

temperaturas de mesofília y en reactores RCTA [16]. Aceves et al. (2007) al evaluar 

distintos pH reportaron que el máximo rendimiento de hidrógeno (2.5 mol H2/mol 
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sacarosa) lo obtuvieron a pH de 5.5 mientras que los principales productos de la 

fermentación fueron acético y butírico. 

En la Tabla 1.2 se muestran diferentes estudios en los cuales también se observó 

que controlando el pH y manteniéndolo cercano a 5.5, se obtuvieron los mejores 

rendimientos de hidrógeno. Estos estudios fueron realizados con ARS cuya única fuente 

de sustrato fue glucosa, desarrollados a temperaturas de mesofília en reactores RCTA. 

 

Tabla 1.2 Rendimiento de hidrógeno a diferentes condiciones de operación en reactores 
RCTA.  

 

RPM TRH pH Temp. DQO YH2 Referencia 

500 ---- 6 30 5 1.08 Zheng et al. [132] 

200 12 5.4 35 30 1.3 Kim et al. [18] 

280 8 5.5 37 10 1.93 Zhang et al. [119] 

---- 2 5.5 55 34 1.74 Yu et al. [133] 

RPM: Revoluciones por minuto, TRH: Tiempo de Retención Hidráulica (h), DQO: Demanda 
Química de Oxígeno (g/L), YH2: Rendimiento de Hidrógeno (mol H2/mol glucosa). 

 

 

1.5.3. Mecanismos para prevenir la producción de metano 
 

 Cuando la metanogénesis es suprimida de la digestión anaerobia, el hidrógeno 

puede ser cosechado con cultivos mixtos mediante fermentación a partir de residuos 

orgánicos [134], sin embargo, obtener de manera fácil y económica un consorcio 

microbiano con una gran cantidad de bacterias anaerobias productoras de hidrógeno, ha 

sido una de las principales dificultades del proceso [14, 135, 136]. Hasta la fecha, un gran 

número de pretratamientos han mostrado su efecto sobre la producción de hidrógeno, lo 

cual basado en estudios anteriores, tal efecto es principalmente causado por la alteración 

en la composición de las comunidades microbianas inducida por los diferentes 

pretratamientos [137]. Los cuales han sido ampliamente usados para eliminar las 
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bacterias metanogénicas no formadoras de esporas, y beneficiando a las bacterias 

productoras de hidrógeno formadoras de esporas (comol Clostridium), las cuales protegen 

a los microorganismos cuando se encuentran bajo condiciones ambientales extremas 

[136]. Se ha reportado el uso de diversos pretratamientos, tales como: el térmico, el 

alcalino, el ácido, la aireación, la sonicación, la luz ultravioleta, las microondas, el 

ultrasónico, el cloroformo, el ácido 2-bromoetanosulfónico, el iodopropano, o la 

combinación de microondas-ácido, las microondas-alcalino, el térmico-ácido y el térmico-

alcalino [134, 136-146]. 

Sin embargo algunos han mostrado no ser fáciles de implementar o ser 

relativamente costosos, tal como los pretratamientos químicos con el ácido 2-

bromoetanosulfónico, iodopropano y cloroformo [147]. Se han reportado pérdidas 

sustanciales de hidrógeno debido a que algunas bacterias homoacetogénicas pueden 

sobrevivir al pretratamiento térmico y éstas consumen el hidrógeno que se genera en la 

fermentación para producir acético [148]; sin embargo, el pretratamiento térmico ha sido el 

proceso más utilizado para seleccionar bacterias productoras de hidrógeno [26] y se le ha 

relacionado con altos rendimientos de hidrógeno [134]. 

Dong et al. [141] en una revisión de literatura encontraron que dependiendo del 

origen del inóculo, éste requiere de un pretratamiento especifico, y que el mejor para uno, 

no necesariamente será el mejor para otro (Tabla 1.3). Así mismo se observa que el 

pretratamiento térmico es el mejor para lodos activados de digestores anaerobios.  
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Tabla 1.3 Pretratamientos realizados a inóculos de procedencia anaerobia para la 
inhibición de la generación de metano y rendimiento de hidrógeno. 

 

Fuente de inóculo Pretratamiento Sustrato Rendimiento (mol 

H2/mol glucosa) 

Referencia 

Lodo estabilizado de un UASB Térmico Sacarosa 2  Mu y Wang 

[134] 

Lodo del digestor anaerobio de 

una planta de tratamiento de 

aguas residuales 

Aireación 

repetida 

Glucosa 1.9  Ren et al. [94] 

Lodo activado de un digestor 

anaerobio de laboratorio 

Microondas – 

Ácido 

Residuos de 

maíz 

1.53 Liu y Cheng 

[149] 

Lodo del digestor anaerobio de 

una planta de tratamiento de 

aguas residuales 

Ácido Glucosa 1.51 Chang et al. 

[143] 

Lodo del digestor anaerobio de 

una planta de tratamiento de 

aguas residuales 

Cloroformo Glucosa 1.08 Hu y Chen [142] 

Lodo del digestor anaerobio de 

una planta de tratamiento de 

aguas residuales 

Alcalino Pulpa de 

remolacha 

0.92 Ozkan et al. 

[139] 

Lodo del digestor anaerobio de 

una planta de tratamiento de 

aguas residuales 

Alcalino Residuos de 

comida 

0.87 Kim y Shin 

(2008) 

Lodo marino Ácido Glucosa 0.86 Liu et al. (2009) 

Lodo del digestor anaerobio de 

una planta de tratamiento de 

aguas residuales 

Congelación y 

descongelación 

Glucosa 0.027* Ting et al. 

(2004) 

Lodo de un tanque aireado de 

aguas residuales 

Alcalino Glucosa 0.09* Cai et al. [138] 

Lodo del digestor anaerobio de 

una planta de tratamiento de 

aguas residuales 

Térmico Arroz + 

lechuga 

molida 

0.69* Dong et al. [141] 

* Dato calculado a part ir de la información de la referencia   
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1.5.4. Efecto del TRH sobre la producción de hidrógeno y la 
comunidad microbiana 

 

El TRH es el volumen del reactor entre el caudal de alimentación (incluye donador 

de electrones). Este ha sido un parámetro ampliamente estudiado con el objetivo de 

determinar su efecto sobre el desempeño de la producción de hidrógeno en los sistemas 

de alimentación en continuo [30, 107, 109, 118, 122]. Se ha observado que puede ser 

utilizado satisfactoriamente como estrategia de control para minimizar el crecimiento de 

las bacterias consumidoras de hidrógeno [76, 150]. Basado en esto, TRH cortos pueden 

ser usados para eliminar por completo las bacterias metanogénicas, ya que estas poseen 

una tasa de crecimiento especifico (µmax) de 0.0167 h-1, mientras que la tasa de 

crecimiento de las productoras de hidrógeno es de 0.083 h-1 [127]. 

 Zhang et al. [119] observaron que acortar el TRH de 12 a 6 h redujo la diversidad 

de la población bacteriana asociada con la producción de ácido propiónico, sin afectar la 

existencia de las especies dominantes productoras de hidrógeno. De modo similar, Chen 

y Lin [151] observaron que se llevó a cabo una selección de la población microbiana 

mediante la reducción del TRH de 2 a 0.5 días, obteniendo como resultado un incremento 

en el rendimiento de hidrógeno de 0.57 a 1.7 mol H2/mol glucosa. Chen et al. [152] 

calcularon que la máxima tasa de crecimiento específica (µmax) para un cultivo mixto 

aclimatado para producir hidrógeno, fue de 0.172 h-1, lo que a su vez significa que 0.172 

h-1 (6 h de TRH) es el valor critico de tasa de dilución (D, donde D=1/TRH) para la 

estabilidad de un reactor operado en continuo, ya que cuando D>µmax ocurre que la 

biomasa puede ser lavada del sistema, por lo tanto, TRH < 6 h no son recomendados en 

reactores para producción de hidrógeno. 

 De manera grafica, Valdez y Poggi [127] muestran la tendencia de la producción 

de hidrógeno en un amplio intervalo de TRH (Figura 1.3). La figura fue realizada con los 

datos de cuatro diferentes estudios [30, 63, 153, 154], y se puede observar que a pesar 

de las diferencias entre los trabajos (tales como sustrato, tipo de inóculo, temperatura de 

incubación) la tendencia es fuertemente conservada: a altos TRH, la tasa de producción 

de hidrógeno disminuye, mientras que a menor TRH aumenta, con un valor crítico de 6 h. 

Estos estudios demostraron que mediante la reducción del TRH es posible lavar bacterias 
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metanogénicas del sistema, aunque este método puede ser solamente aplicado en 

reactores con sustratos solubles simples [127]. 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 
Figura 1.3 Análisis del efecto de diferentes TRH sobre la tasa de producción de 

hidrógeno. La flecha en la figura indica el valor crítico observado a 6 h de TRH [127].  

 

 El TRH además de estar asociado con el crecimiento de la población bacteriana, 

también está asociado al metabolismo bacteriano, sin embargo se ha observado que a 

determinados valores, el TRH no influye en la producción de metabolitos solubles. Badiei 

et al. [155] observaron que TRH altos (> 36 h), los metabolitos producidos en la 

fermentación, no se ven afectados por la variación del TRH, sin embargo, a estos TRH los 

productos principales son ácido butírico y ácido acético, indicando que la producción de 

hidrógeno se lleva a cabo mediante acidogénesis. Resultados similares reportaron 

Karlsson et al. [156] quienes operaron un RCTA a distintas temperaturas (20, 37 y 55° C), 

distintos TRH (2, 5 y 8 días) y distintas tasas de flujo de N2 (5, 25 o 125 mL/min), con el 

objetivo de evaluar la relación entre la cantidad de hidrógeno producido y las tres 

variables de entrada ya mencionadas. Un software Modde 6 basado en un modelo 

cuadrático polinomial, fue usado para identificar la relativa influencia de cada una de las 

variables de entrada, también los datos de las concentraciones de los metabolitos 
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producidos fueron evaluados en este modelo. El análisis de regresión, mostró que a una 

temperatura de 55° C, una tasa de flujo de N2 de 125 mL/min y un TRH de 2 días, fueron 

las variables de entrada más recomendables dentro del intervalo evaluado para la 

producción de hidrógeno. No obstante, la temperatura mostró ser el parámetro más 

importante en relación al rendimiento de hidrógeno y al cambio en los patrones de 

producción de los AGV, mientras que el TRH fue la variable de entrada con menos 

influencia en la producción de AGV, concluyendo de acuerdo al modelo, que TRH altos no 

influyen en el metabolismo bacteriano. 

 Por el contrario, la producción de metabolitos solubles en reactores operados a 

TRH bajos (< 36 h) ha mostrado ser influenciada por la variación de este parámetro. Fan 

et al. [118] observaron que la distribución individual de los AGV producidos durante la 

fermentación, guardan una relación con la variación del TRH. Sus resultados mostraron 

que la producción de ácido butírico y ácido acético aumentó significativamente al 

incrementar el TRH de 8 a 18 h (de 160 a 1670 m/L y de 640 a 1220 mg/L, 

respectivamente). Buitrón et al. [157] al evaluar el efecto de aumentar el TRH de 12 a 24 h 

en un reactor AnSBR (Anaerobic Sequencing Batch Reactor) operado con vinaza de 

tequila a 3 g DQO/L, obtuvieron que a 24 h de TRH se produjo la mayor concentración de 

AGV con un total (incluyendo ácido butírico, ácido acético y ácido propiónico) de 1396 

mg/L, mientras que a 12 h obtuvieron un total de 77 mg/L.   
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1.6. Hipótesis 

 

Mediante la variación del TRH es posible obtener un rendimiento de hidrógeno 

competitivo a altas concentraciones de sustrato fácilmente biodegradables en un RCTA 

con el uso de un cultivo mixto natural y de la región. 
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2. METODOLOGÍA 

 

2.1. Ensamblado del Reactor y condiciones de operación.  

 

El reactor utilizado consistió de un RCTA, fabricado en vidrio de 7 L de volumen total y 

5 L de volumen de operación, provisto de un sistema de agitación de flujo radial 

impulsado por tres aspas tipo Rushton de seis hojas. Para el control del pH, TRH, 

temperatura y velocidad de agitación, se instalaron instrumentos de medición y control 

independientes. Posterior al ensamble del reactor se realizaron pruebas de estanqueidad 

y fugas en la corriente gaseosa (Figura 2.1).    

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1 a) Pruebas de estanqueidad b) RCTA ensamblado con periféricos de 
control in situ. 
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La temperatura se mantuvo a 37 + 0.5 °C mediante un sistema de control automático 

formado por una resistencia y un termopar alojados en el interior del reactor. La velocidad 

de agitación en el reactor fue de 190 rpm y fue establecida mediante la alimentación de 12 

volts de corriente directa al motor de agitación con el uso de una fuente de poder 

regulada. El pH se mantuvo a 5.5 + 0.1 en todos los experimentos, para lo cual el 

personal del departamento de instrumentación del CICY, desarrolló una tarjeta de control 

que asistido por un potenciómetro marca  pH-Termo Orion modelo 350 dosificaba una 

solución de bicarbonato de sodio 1M mediante una bomba peristáltica. 

El biogás producido fue medido por desplazamiento en un gasómetro de solución 

salina acidificada según [158]. El gasómetro utilizado fue construido en un proyecto cuyo 

objetivo fue automatizar medición del biogás producido por biorreactores [159]. El sistema 

autómata de medición de volumen consistió de un contenedor de acrílico diseñado 

herméticamente para almacenar 4 litros de agua, de tal forma que en sus dos cilindros el 

nivel de agua sea el mismo mediante un tubo adaptado en la parte inferior de ambos 

cilindros comunicándolos entre ellos. Con este diseño, el biogás producido desplaza una 

columna de agua del cilindro pequeño hacia el cilindro más grande (Figura 2.2). En el 

cilindro pequeño queda contenido el gas producido, el cual, mediante un cálculo sencillo, 

con el volumen del contenedor conocido y el número de ciclos de desfogue realizados, se 

pueda estimar la cantidad producida de gas metano por día. 

La automatización del sistema consiste en que cada vez que el sensor detecte que la 

columna  de agua ha sido desplazada (sube el nivel) mandará un señal de entrada al PL 

707 para que este dé una señal de salida hacia una electroválvula 2/2 N.C. y se produzca 

el desfogue del gas hacia el ambiente para que la columna de agua que subió en el 

proceso anterior se nivele nuevamente y mediante un contador llevar un registro de las 

veces que el gas desplaza al agua (Figura 2.3). 

La muestras de la corriente gaseosa fueron tomadas de un puerto de muestreo 

ubicado en la parte superior del reactor, y fueron caracterizadas mediante cromatografía 

de gases, para lo cual se empleó un cromatógrafo marca Perkin Elmer modelo Clarus 

500, equipado con un detector de conductividad térmica (TCD), bajo las siguientes 

condiciones de operación; un programa isotérmico a 30°C durante 10 minutos; gas 
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acarreador nitrógeno; flujo de gas 20 ml/min; temperatura de inyección 70°C; temperatura 

del detector 200°C; columna Molsieve. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2 Esquema del contenedor de acrílico, tomado de [159]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3 a) Esquema del PLC 707 utilizado para la automatización del gasómetro b) 

Sistema completo de medición de biogás [159]  
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Para la fase líquida, la composición de AGV en el fermentador, fue caracterizada por 

cromatografía de gases con un detector de ionización de flama (FID), las condiciones de 

operación fueron, un programa isotérmico a 160°C durante 20 minutos; temperatura del 

inyector 240°C; temperatura del detector, 250°C; split 20:1; velocidad lineal de 24 cm/s; 

gas acarreador nitrógeno, el horno fue operado en una rampa de 50, 100 y 200°C; 

columna ECTM – WAX .  

La DQO se determinó mediante el método estandarizado 8000 de la USEPA, 

utilizando un colorímetro Hach DR-890. 

 

2.2. Control del nivel de volumen de operación del reactor 

 

Para mantener el nivel de volumen de operación del reactor y el tiempo de retención 

hidráulica del sistema, se diseñó y construyó un sensor de nivel con una precisión de + 

200 ml para garantizar que el volumen del efluente fuera igual al afluente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4 a) Esquema del circuito electrónico del control de bombas b) Esquema del 
medidor de nivel ya instalado en el interior del reactor. 
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El sensor de nivel compuesto de dos partes (control de bombas y medidor de nivel) 

tenía la única función de controlar el apagado y encendido de las bombas peristálticas de 

alimentación y descarga según se requería para mantener el nivel. El circuito electrónico 

del control de bombas fue ensamblado en una tarjeta de prototipos (Protoboard), en la 

cual un timer LM555 controló dos relevadores que funcionaron como interruptores para el 

apagado y encendido de las bombas, el timer LM555 era activado por una señal de 

máximo 200 mA enviada por el medidor de nivel. El medidor de nivel se ubicó en el 

interior del reactor, que consistió de un flotador que cerraba y abría un circuito de 5 V y 

200 mA (Figura 2.4). 

 

2.3. Agua residual sintética. 

 

El reactor fue alimentado con agua residual sintética enrriquecida, teniendo como 

base la formulación de Alzate et al. [64], la solución de elementos traza se formuló en 

base a  Aceves et al. [160] (Tabla 2.1). Se evaluaron dos concentraciones de sustrato, 10 

y 80 g glucosa/L. 

 

Tabla 2.1  Composición del agua residual sintética utilizada para la alimentación del 

reactor durante el desarrollo de los experimentos. 

 

Compuestos Concentración (g/L) 

Acido acético glacial 0.5 
NaHCO3 Comercial 1 
K2HPO4 0.2 
NH4Cl 0.1 
ZnCl2 10 
CaCl2 anhidro 10 
FeSO4. 7H2O 25 
CoCl2. 6H2O 5 
CuSO4. 5H2O 5 
NiCl2. 6H2O 20 
MnCl2.4H2O 20 
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2.4. Inóculo 

 

El reactor fue inoculado con 500 ml de un cultivo mixto preparado según Alzate et al. 

[64] el cual consistió de 30 g/L de suelo profundo, 300 g/L de excreta de vacuno, 150 g/L 

de excreta de cerdo, 1.5 g/L de carbonato de sodio y un litro de agua. El inóculo fue sujeto 

a un pretratamiento térmico (100°C, 15 min) con la finalidad de inhibir las bacterias 

consumidoras de hidrógeno y enriquecer el cultivo con las bacterias formadoras de 

esporas tal como el Clostridium spp. El reactor fue mantenido en cultivo batch durante 12 

h con el objetivo de permitir la activación de las bacterias esporuladas, posteriormente   se 

inició la alimentación en continuo del reactor. 

 

2.5. Diseño de los experimentos 
 

Los parámetros importantes de diseño en este tipo de sistemas, son los TRH y las 

concentraciones de sustrato. A mayores cargas orgánicas y menores tiempos de 

retención hidráulica los sistemas tienden a colapsar debido a la acumulación de ácidos 

carboxílicos en el sistema, por ello, en este estudio se pretende evaluar el 

comportamiento de concentraciones donde el sistema no presenta problemas versus 

aquellas donde valores superiores a 30 g DQO/L [18, 111, 122, 161, 162] lo convierten en 

un medio tóxico aunado a cambios en los tiempos de retención hidráulico.    

El RCTA fue operado durante todo la experimentación a 37 + 0.5° C, pH de 5.5 + 0.1 y 

190 rpm. Después de inocular el reactor con la concentración de sustrato a evaluar, se 

mantuvo el cultivo batch durante 12 h para permitir la activación de las bacterias 

formadoras de esporas, y se evaluó en continuo dos diferentes concentraciones de 

sustrato a 10 y 80 g DQO/L inicialmente con 9 h de TRH.  

En la segunda fase de experimentación se realizaron modificaciones del TRH (6 y 12 

h) como posible factor limitante en la eficiencia de la producción de hidrógeno a altas 

concentraciones de sustrato simple (80 g DQO/L). Finalmente las corrientes de interés 

fueron la gaseosa y la líquida, es decir, porcentaje de hidrógeno y concentración de 

ácidos carboxílicos, que se ven reflejados en los rendimientos del sistema.  
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2.5.1. Parámetros evaluados 
 

Para determinar el porcentaje de hidrógeno contenido en el biogás se realizó una curva 

de calibración mediante cromatografía de gases para identificar el tiempo de retención en 

el cromatograma y el área bajo la curva (Figura 2.5b). Las condiciones de operación del 

cromatógrafo fuero ya explicadas anteriormente. En la fase líquida: Los ácidos 

carboxílicos a cuantificar fueron, el acético, butírico, propiónico y etanol clasificado como 

un solvente. Para determinar el tiempo de retención de cada compuesto, se realizaron 

curvas de calibración de manera individual con muestras de grado reactivo (Figura 2.5a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5 a) Tiempos de retención de los AGV y etanol  b) Tiempo de retención del 
hidrógeno. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Desempeño del RCTA a diferentes concentraciones de sustrato  
 

Distintas estrategias operacionales han sido estudiadas con el objetivo de 

aumentar la rentabilidad de los sistemas en continuo para la producción de hidrógeno, 

entre ellas encontramos el efecto de la concentración de sustrato. Los mejores 

rendimientos de hidrógeno para los sistemas en continuo se han obtenido a 

concentraciones menores de 30 g DQO/L [30, 119, 124, 130], mientras que a 

concentraciones mayores se han reportado caídas en los rendimientos de hidrógeno [18, 

19].  

En este estudio, cuando el reactor fue operado a 10 g DQO/L y 9 h de TRH, el 

rendimiento de hidrógeno obtenido fue de 2.7 mol H2/mol glucosa (314.5 ml H2/g glucosa), 

54.9% de H2 contenido en el biogás y 97.9% de conversión de glucosa (Tabla 1). Estos 

resultados son consistentes con Hafez et al. [121] quienes obtuvieron 2.8 mol H2/mol de 

glucosa en un RCTA operado a 8 g DQO/L y con un TRH de 8 h, la concentración de H2 

en el biogás fue de 73% y 99.9% de conversión de glucosa. En ambos estudios los 

productos predominantes en la fase líquida fueron ácido butírico y ácido acético, en el 

presente estudio, la producción fue de 3103.9 mg/L y 2423.3 mg/L respectivamente, 

mientras que en el estudio de Hafez et al. [121] la producción de  butírico y acético fue de 

1594 mg/L y 2494 mg/L respectivamente. En ambos estudios, la producción de ácido 

propiónico y de etanol se mantuvo en concentraciones casi nulas (trazas). Van Ginkel y 

Logan [122], Shen et al. [163] y Li et al. [164], bajo condiciones similares de operación a 

las planteadas en este estudio, obtuvieron rendimientos de hidrógeno menores, 2.2, 1.7 y 

1.56 mol H2/mol de glucosa respectivamente.  

La producción casi nula de ácido propiónico y etanol, junto con el alto porcentaje 

de glucosa convertida, indican que las condiciones ambientales (pH, concentración de 

sustrato, velocidad de agitación, TRH y temperatura) permitieron la activación satisfactoria 

del metabolismo bacteriano para la fermentación butírica, lo cual se vio reflejado en el 

rendimiento de hidrógeno.  
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 Con el objetivo de determinar la concentración adecuada de sustrato que 

maximice la producción de hidrógeno, el reactor fue reiniciado y operado a 80 g DQO/L y 

TRH de 9 h. Notablemente con el aumento de la concentración de sustrato, el rendimiento 

de hidrógeno, el contenido de H2 en el biogás y la glucosa convertida, redujeron. Bajo 

estas condiciones, el rendimiento de hidrógeno obteniendo fue de 2.0 mol H2/mol glucosa 

(238.0 ml H2/g glucosa), el contenido de H2 en el biogás y la eficiencia de degradación de 

glucosa fueron, 47.2% y 85.3% respectivamente, mientras que los productos finales 

predominantes en la fase líquida fueron el ácido propiónico (11915.3 mg/L) y etanol 

(11959.6 mg/L) (Tabla 3.1).  

 
 
Tabla 3.1 Resultados obtenidos en el experimento a diferentes concentraciones de 
sustrato. 

 

 Sustrato en el influente (g DQO/L) 

Parámetros 10 80 

H2 producido (L/lote) 3.5 19.0 
H2 en biogás (%) 54.9 47.2 
YH2 (mol H2/mol glucosa) 2.7 2.0 
Glucosa Convertida (%) 97.9 85.3 
*Eficiencia de conversión (%) 67.5 50 
   
Acético  (mg/L) 2423.3 8630.5 
Butírico (mg/L) 3103.9 1232.4 
Propiónico (mg/L) Trazas 11915.3 
Etanol (mg/L) Trazas 11959.6 
**MS totales (mg/L) 5527.27 33737.93 
   

*Asumiendo un máximo de conversión de 4 mol H2/mol glucosa. 
**Metabolitos solubles totales (AGV y etanol) 
 

 

El análisis de la fase gaseosa mostró que H2 y CO2 fueron los únicos componentes 

del biogás, no se detectó producción de gas metano, lo que indica que las bacterias 

metanogénicas fueron satisfactoriamente eliminadas con el pretratamiento térmico. Las 

concentraciones de hidrógeno en el biogás obtenidas en ambas corridas, se encuentran 

dentro de los valores reportados en estudios anteriores donde se ha usado glucosa o 

sacarosa como sustrato [18, 122, 124]. Así mismo, la reducción del contenido de 
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hidrógeno en el biogás al incrementar la concentración de sustrato, ha sido reportada en 

estudios anteriores, incluso a concentraciones menores a 30 gDQO/L. Zhang et al. [165] 

observaron que el contenido de H2 en el biogás disminuyó de 62.8 a 53.6% cuando 

incrementaron la concentración de sustrato de 5 a 15 g DQO/L. Hafez et al. [121] en un 

intervalo mayor de concentraciones de sustrato, observaron el mismo comportamiento, la 

concentración de hidrógeno en el biogás disminuyó de 71 a 39% al incrementar la 

concentración de sustrato de 8 a 64 g DQO/L. 

Está claro que el aumento de la concentración de sustrato reduce la concentración 

de hidrógeno en el biogás, no obstante, se ha reportado que el rendimiento de hidrógeno 

puede aumentar con el incremento de la concentración de sustrato en valores por debajo 

de 30 g DQO/L [121]. Zhang et al. [165] observaron que la concentración de H2 en el 

biogás se redujo de 62.8 a 53.6% cuando incrementaron la concentración de sustrato de 5 

a 15 g DQO/L, mientras que el rendimiento de hidrógeno aumentó de 0.8 a 1.2 mol H2/mol 

glucosa. Wu et al. [166] obtuvieron un incremento en el rendimiento de hidrógeno hasta 

alcanzar un máximo de 1.6 mol H2/mol glucosa cuando aumentaron la carga orgánica del 

sistema de 40 a 120 g DQO/L-d. Kim et al. (2006) sugirieron que un efecto campana se 

produce al incrementar la concentración de sustrato en el sistema, al evaluar la variación 

de la concentración de sustrato dentro del rango de 10 a 60 g DQO/L, observaron que el 

máximo rendimiento de 1.09 mol H2/mol glucosa lo obtuvieron a 30 g DQO/L, y a partir de 

35 g DQO/L observaron una caída en el rendimiento de hidrógeno debido a una sobre 

alimentación del sistema.   

En este trabajo de investigación se observó una reducción en el rendimiento de 

hidrógeno al aumentar la concentración de 10  a 80 g DQO/L, lo cual sugiere que 80 g 

DQO/L ya representan condiciones de sobrealimentación para el sistema. Van Ginkel y 

Logan (2005) concluyeron  que el rendimiento de hidrógeno tiende a disminuir conforme 

se aumenta la concentración de sustrato, mientras que, Rodríguez et al. [167] y Wang y 

Wan [168] observaron que la sobrealimentación del sistema ocurre en ambientes de 

concentración de glucosa superiores a 20 g DQO/L [167, 169]. Hafez et al. [121] 

reportaron que la reducción del rendimiento de hidrógeno en un RCTA fue consecuencia 

de la inhibición por sustrato o sobrealimentación, ya que al aumentar la concentración de 

8 a 64 g DQO/L, el rendimiento de hidrógeno se redujo de 2.8 a 1.1 mol H2/mol de 

glucosa. 
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La inhibición por sustrato es un fenómeno ampliamente reportado por distintos 

estudios [18, 19, 111, 161, 170], el cual resulta en cambios de las rutas metabólicas de la 

célula. Bacterias como Clostridium tienen dos diferentes rutas metabólicas para producir 

hidrógeno durante la fermentación de carbohidratos: acidogénesis, el cual produce 

principalmente AGV como el ácido acético y el ácido butírico. Y solvetogénesis, donde se 

generan solventes tal como acetona y etanol. Así, cuando las condiciones ambientales 

son favorables, Clostridium es capaz de modificar su metabolismo a cualquiera de esas 

rutas. Sin embargo, sólo durante la acidogénesis se producen los más altos rendimientos 

de hidrógeno [127]. Por ejemplo; C. acetobutylicum, cambia su metabolismo de 

producción de AGV a producción de alcohol, como una respuesta de adaptación de la 

célula para eliminar los efectos inhibitorios provocados por el sustrato, resultando en bajos 

rendimientos de hidrógeno [171, 172]. Lo anterior es debido a que durante la oxidación de 

la materia orgánica mediante fermentación butírica, y principalmente a altas 

concentraciones de sustrato, se produce un alto rendimiento de NADH, en la cual parte 

del NADH incapaz de ser utilizado por la célula se torna en exceso. En ese momento el 

metabolismo de la célula cambia, y la producción de ácido butírico es reemplazada por la 

de ácido propiónico y/o etanol para mantener la proporción NAD+/NADH [78].  

Por otro lado, Van Ginkel et al. [162] sugieren que la producción de hidrógeno 

puede ser baja a altas concentraciones de sustrato, como un resultado de la inhibición por 

la acumulación de AGV. Se ha reportado que la producción de AGV durante la 

acidogénesis puede estimular, inhibir o incluso intoxicar a las bacterias fermentativas 

dependiendo de la concentración [173]. El efecto de los AGV sobre las bacterias 

fermentativas está asociado con los valores de pH del medio. Se presume que los AGV 

en su forma no disociada, pueden libremente permear a través de la membrana celular de 

la bacteria, así, al penetrar la membrana plásmica se disocia según el pH interno de la 

célula [99]. Para evitar condiciones fisiológicas no favorables, la célula debe disponer de 

energía para enviar iones y amortiguar el pH, disponiendo de la energía usada por la 

bacteria para el crecimiento, lo cual disminuye la velocidad de crecimiento bacteriano 

[174]. Sin embargo, a altas concentraciones de AVG disociados en el cultivo, el esfuerzo 

iónico incrementa, lo cual generalmente resulta en lisis celular (destrucción de la 

membrana) [175]. Por lo tanto, altas concentraciones de AGV puede resultar en la 
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inhibición del crecimiento de las bacterias, inhibiendo a su vez la producción de hidrógeno 

en el sistema [168]. 

 No obstante, en el presente trabajo de investigación, se presume que el aumento 

en la producción de etanol, acético y propiónico, fue debido a un cambio en el 

metabolismo microbiano provocado por el incremento de la concentración de sustrato, 

más que por inhibición de metabolitos producidos. Así mismo, la disminución del 

rendimiento se atribuye al consumo de hidrógeno para la formación de moléculas de ácido 

propiónico y etanol. En la Figura 3.1 se muestra el comportamiento del rendimiento de 

hidrógeno y la distribución de los metabolitos solubles producidos bajo las diferentes 

concentraciones de sustrato evaluadas en este estudio. Se puede observar que el 

rendimiento de hidrógeno disminuye, al mismo tiempo que la fermentación butírica es 

inhibida y se activan la fermentación propiónica y etílica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 Efecto del aumento de la concentración de sustrato sobre el rendimiento de 
hidrógeno y la distribución en el efluente de los metabolitos solubles producidos 
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Reportes de estudios anteriores sugieren que una concentración de 1232.4 mg/L 

como la obtenida en este estudio a 80 g DQO/L (Figura 3.2), no es suficiente para 

provocar inhibición por acumulación de butírico, Zheng y Yu [175] mediante adición de 

ácido butírico al sistema, observaron que una concentración de 6270 mg/L solo inhibe 

ligeramente la producción de hidrógeno, 12540 mg/L impone un moderada inhibición y 

que se requieren de 25080 mg/L para provocar una fuerte influencia inhibitoria sobre la 

producción de hidrógeno y la degradación de sustrato. Wang et al. [168] observaron que 

con una concentración de 26433 mg/L de ácido butírico, se inhibe casi por completo la 

producción de hidrógeno, pasando de 2.2 (sin ácido butírico externo) a 0.2 mol H2/mol 

glucosa. La literatura sugiere que los efectos inhibitorios del ácido butírico sobre la 

capacidad de las bacterias de producir hidrógeno son mayores que las del ácido acético, 

ácido propiónico y etanol [162, 168, 176].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 Efecto del aumento de la concentración de sustrato sobre la producción de  
metabolitos solubles en el efluente 

 

 

 La producción de etanol en este estudio fue de 11959.6 mg/L (199 mmol) a 80 g 

QQO/L, lo que nos permite suponer que la contribución del etanol en la reducción de 
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rendimiento de hidrógeno fue mediante el consumo de iones H+, y que no provocó 

inhibición en el crecimiento de las bacterias por acumulación, Wang et al. [168] reportaron 

que el etanol es el matebolíto con el menor efecto inhibitorio comparado con los AGV, y lo 

evaluaron aumentando de manera deliberada la concentración de etanol en el sistema (de 

0 a 300 mmol), observando que el rendimiento de hidrógeno reduce de 2.2 a 1.5 mol 

H2/mol de glucosa. Mientras que cuando aumentaron la concentración de acético, 

propiónico y butírico de 0 a 300 mmol, el rendimiento de hidrógeno disminuyó de 2.2  a 

0.4, 0.2 y 0.2 mol H2/mol de glucosa respectivamente. 

 

 

3.2. Desempeño del RCTA operado a diferentes tiempos de retención 
hidráulica  

 

En algunos estudios se ha observado que la producción de ácido propiónico y 

etanol puede ser reducida mediante la variación del TRH [112, 118, 157], Mitchell et al. 

[112] observaron que al aumentar el TRH de 8 a 12 h en un reactor acidogénico operado 

a distintas concentraciones de sustrato (30, 40 y 50 g DQO/L), la producción de ácido 

propiónico y etanol disminuyeron mientras que la producción de ácido butírico aumentó. 

En este estudio, los principales metabolitos solubles producidos a TRH de 6, 9 y 12 horas 

para la mayor concentración, es decir, 80 g DQO/L, fueron ácido propiónico, ácido acético 

y etanol, mientras que el ácido butírico se produjo en menor cantidad (Figura 3.3). Un 

aspecto relevante fue el hecho de no detectar metano, lo que indica que las bacterias 

metanogénicas fueron satisfactoriamente eliminadas con el pretratamiento térmico. 

El análisis de la distribución de los metabolitos solubles producidos, muestra que la 

fermentación ácido propiónica fue el tipo de fermentación predominante en todos los 

valores de TRH evaluados, se observó que la distribución del ácido propiónico se 

mantuvo similar y predominante, y representó entre los metabolitos de efluente el 35.4, 

35.3 y 36.5% para TRH de 6, 9 y 12 h respectivamente (Figura 3.3). La producción de 

ácido propiónico ha sido asociada con el consumo de hidrógeno [14, 23, 78], lo cual 

representa pérdidas en el rendimiento del sistema.  
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Figura 3.3 Efecto del TRH sobre el rendimiento de hidrógeno y la distribución de los 
metabolitos solubles producidos durante la fermentación a 80 d DQO/L. 

 

Debido a que en el efluente no se detectó formación de ácido láctico, y la 

distribución de ácido propiónico fue  similar en los tres TRH evaluados, se presume que la 

producción de ácido propiónico provino de bacterias productoras de hidrógeno, las cuales 

debido a la alta concentración de sustrato, cambiaron su metabolismo de producción de 

ácido butírico y ácido acético a ácido propiónico y ácido acético. Investigaciones 

anteriores [76, 83, 119, 124] sugieren que la producción de ácido propiónico mediante 

bacterias especializadas en la producción de ácido propiónico es sensible al TRH debido 

a la selección microbiana. Esto resultados son consistente con algunos estudios [151, 

177] donde la concentración de propionato no varió notablemente dentro del intervalo de 2 

a 24 h de TRH.  

Reportes de distintos estudios nos indican que la producción de ácido porpiónico 

en reactores acidogénicos con cultivos mixtos, puede llevarse a cabo mediante bacterias 

productoras de ácido propiónico (no productoras de hidrógeno) y/o mediante bacterias 

productoras de hidrógeno [78, 82, 93, 109, 178]. Estudios como los de Cha y Noike [76], 

Hussy et al. [83] y Lin y Chang [124]  ha atribuido la disminución de la producción de ácido 
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propiónico a la reducción de la población de bacterias especializadas en la formación de 

porpiónico. Cha y Noike [76] notaron que la producción de ácido propiónico estuvo 

presente a 24 y 48 h de TR, pero ausente a 12 h de TRH en un reactor RCTA usando 

almidón como fuente de sustrato. Hussy et al. [83] encontraron que una inmediata 

reducción de propiónico fue provocda en un RCTA con almidón como fuente de sustrato 

cuando redujeron el TRH a 12h, Lin y Chang [124] observaron una significativa reducción 

en la producción de propiónico cuando el TRH fue disminuido a 6 h.  

Li et al. [179] observaron que dentro de un intervalo de TRH evaluado (2, 3, 6, 9, 

12 y 24 h) la bacteria Propionispira arboris relacionada con la producción de ácido 

propiónico se mantuvo presente en el reactor a TRH > 6 h, mientras que a 2 y 3 h no fue 

detectada. Vavilin et al. (1995) propusieron un modelo asumiendo que las bacterias 

productoras de propiónico presentes en el reactor, pueden competir por glucosa con las 

bacteria productoras de butírico y consumir hidrógeno para la producción de ácido 

propiónico, ácido acético y ácido láctico. En sus resultados sugieren que las bacterias 

productoras de ácido propiónico incrementan su producción a altos TRH. Se ha 

observado que la producción de propiónco por bacterias productoras de propiónico 

generalmente va acompañada de ácido láctico [82, 180, 181]. Por ejemplo, Clostridium 

propionicum posee dos rutas metabólicas propuestas para producir ácido propiónico; 

directa y aleatoria, sin embargo, independientemente de la ruta metabólica, la producción 

de propiónico se lleva a cabo mediante la reducción de ácido láctico producido por la 

misma bacteria [181].  

Por otro lado, la distribución de etanol en el efluente, indica que la fermentación 

etílica fue el segundo tipo de fermentación más importante en el sistema, no obstante, la 

variación del TRH mostró tener mayor efecto sobre la producción de etanol que sobre la 

producción de propiónico. En la Figura 3.3, se puede observar un incremento de la 

concentración de etanol de 27.9 a 35.4% cuando se aumentó el TRH de 6 a 9 h, sin 

embargo, cuando se aumenta el TRH de 9 a 12 h, se observa una caída en la 

concentración del etanol de 35.4 a 18.3%. Se ha reportado que en la fermentación es 

posible generar como máximo dos moléculas de hidrógeno mediante la producción de 

etanol [23, 78], Ren et al. [94] reportaron un rendimiento de hidrógeno de 1.9 mol H2/mol 

glucosa en un reactor con glucosa como fuente de sustrato, donde el principal metabolito 

soluble producido fue etanol. En el presente trabajo de investigación se observó que la 
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producción de hidrógeno estuvo asociada a la producción de etanol, ya que cuando el 

TRH fue incrementado de 6 a 9 h, el rendimiento de hidrógeno aumentó de 1.2 a 2.0 mol 

H2/mol glucosa, posteriormente una caída en el rendimiento de hidrógeno se registró 

cuando el TRH se aumentó de 9 a 12 h, pasando de 2 a 0.7 mol H2/mol glucosa (Figura 

3.2). Este comportamiento nos indica que la producción de hidrógeno se llevó a cabo 

mediante fermentación etílica y que las condiciones de operación del sistema a altas 

concentraciones de sustrato y TRH entre 6 y 12 h, pueden activar la ruta metabólica del 

etanol en las bacterias. 

Algunos estudios indican que únicamente a valores de pH entre 4.5 y 5, es posible 

activar el metabolismo de la bacteria para la producción de hidrógeno mediante 

fermentación etílica [20, 38], en otros estudios incluso se ha propuesto no controlar el pH 

como una manera económica de producir hidrógeno mediante el metabolismo etílico [78, 

136]. Sin embargo en este estudió, a pesar de que el pH se mantuvo controlado a 5.5 + 

0.1 no se pudo evitar la activación del metabolismo etílico, incluso ni con la variación del 

TRH de 6 a 12 h. No obstante, se observó que si bien la variación del TRH no influye en el 

cambio del metabolismo microbiano, si influye en el consumo de glucosa y en la 

producción de etanol, puesto que a 12 h de TRH se registró una caída en la producción 

(Figura 3.4). 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 3.4 Efecto de la variación del TRH sobre la producción de etanol y la glucosa 
convertida. 
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 La reducción en la producción de etanol mantuvo una relación directa con la 

cantidad de glucosa degradada (glucosa convertida) por los microorganismos del sistema, 

los cuales fueron influenciadas por la variación de TRH.  A pesar de que en este trabajo 

de investigación no se determinó la concentración de Sólidos Volátiles Disueltos (SVD) en 

el reactor, el valor de degradación de azúcar de 85.7% sugiere que hubo una mayor 

acumulación de biomasa productora de hidrógeno a 9 h de TRH que cuando el reactor fue 

operado a 6 y 12 h de TRH, en donde se obtuvieron valores de glucosa degradada de 

56.6 y 45.2% respectivamente, lo cual explicaría la baja producción de metabolitos 

solubles a 6 y 12 h de TRH (Tabla 3.2).  

La concentración de biomasa es un parámetro operacional importante que afecta 

tanto la estabilidad del sistema como el rendimiento de hidrógeno [19], sin embargo, la 

presencia de altas concentraciones de biomasa en el reactor, no garantiza una alta 

eficiencia en la degradación de la materia orgánica, ni altos rendimientos de hidrógeno.  

Hafez et al. [121] observaron que la concentración de biomasa en el reactor aumentó de 

1.4 a 17.0 mg/L cuando aumentaron la concentración de sustrato en el sistema de 8 a 64 

g DQO/L. No obstante, la cantidad de glucosa degradada redujo de 99.9 a 40.5% junto 

con el rendimiento de hidrógeno que pasó de 2.8 a 1.1 mol H2/mol glucosa. 

 
 
Tabla 3.2 Resultados obtenidos en el experimento a diferentes tiempos de retención 
hidráulica. 

 
Parámetros TRH (h) 

 6 9 12 

H2 producido (L/lote) 11.4 19.0 7.3 
H2 en biogás (%) 46.8 47.2 56.7 
YH2 (mol H2/mol glucosa) 1.2 2.0 0.7 
Glucosa degradada (%) 56.6 85.7 45.2 
*Eficiencia de conversión (%) 30 50 17.5 
    
Acético  (mg/L) 7363.71 8630.5 7844.65 
Butírico (mg/L) 1429.73 1232.47 1635.45 
Propiónico (mg/L) 8478.37 11915.34 7646.17 
Etanol (mg/L) 6698.02 11959.62 3823.9 
**MS totales (mg/L) 23696.83 33737.93 20950.17 
    

*Asumiendo un máximo de conversión de 4 mol H2/mol glucosa. 
**Metabolitos solubles totales (AGV y etanol) 
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Chu et al. [182] realizaron un conteo para obtener el número de céluas/mL tanto de 

bacterias productoras de hidrógeno como de bacterias totales en un RCTA operado a 

distintos TRH (6 – 14 h), pH 5.5, 30° C y 10 g DQO/L. El conteo de células productoras de 

hidrógeno fue de 9.2x108, 8.2x108, 2.8x108 y 6.2x107 células/mL, a TRH de 6, 8, 12 y 14, 

respectivamente. Mientras que el conteo de células totales fue de 9.4x108, 9.2x108, 

6.5x108 y 6.2x108, a TRH de 6, 8, 12 y 14 h, respectivamente. Lo que muestra que el 

porcentaje de bacterias productoras de hidrógeno disminuyó de 97% a 6 h a 10% a 14 h. 

En este estudio, se presume que la reducción de porcentaje de glucosa degradada, puede 

ser el motivo principal por el cual la producción de etanol disminuyó, lo cual pudo ser 

provocado por la reducción de bacterias productoras de hidrógeno y el incremento de la 

población de bacterias consumidoras de hidrógeno, como la acetogénicas, lo cual podría 

explicar el motivo por el cual la  producción de ácido acético a 12 h se mantuvo en valores 

cercanos a los obtenidos a 9 h de TRH.  
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo se pueden mencionar los siguientes 

puntos: 

 

1. La producción de hidrógeno mediante fermentación acética y butírica en un RCTA 

con glucosa como fuente de sustrato a condiciones de pH de 5.5 + 0.1, 9 h de 

TRH, 37° C, 190 rpm y concentraciones de sustrato bajos a 10 g DQO/L, presentó 

resultados competitivos a lo registrado en la literatura. 

 

2. Mediante el pretratamiento térmico a un cultivo mixto, es posible seleccionar 

bacterias acidogénicas productoras de hidrógeno y eliminar bacterias 

metanogénicas consumidoras de hidrógeno. 

 

3. Una concentración de sustrato de 80 g DQO/L reduce el metabolismo acidogénico 

de las bacterias fermentativas activando el metabolismo de solvetogénesis, sin 

ajustar el pH a valores menores de 5.5 tal como refiere la literatura.  

 

4. La producción de hidrógeno a concentraciones de sustrato altas (80 g DQO/L) 

mediante fermentación etílica, disminuye los rendimientos que se obtienen 

comparado con la fermentación butírica. 

 

5. A concentración de sustrato de 80 g DQO/L y 9 h de TRH, se obtuvo un 

rendimiento de hidrógeno de 2.0 mol H2/mol glucosa, similar a lo registrado en la 

literatura. 

 

6. La variación del TRH no influye en el metabolismo bacteriano en concentraciones 

altas de sustrato (80 g DQO/L), sin embargo, si influye en el rendimiento de 

hidrógeno mediante la variación en la población bacteriana productora de 

hidrógeno. 
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