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RESUMEN
Cynthia Marisol Lopez Raya Fecha de graduacion: Agosto, 2020
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: Influencia de la quimica superficial de carbones activados
en la produccién de biohidrégeno a partir de glucosa

NuUumero de péaginas: 56 Candidato para el grado de
Maestria en Ciencias con Orientacion en Procesos
Sustentables

Area de Estudio: Procesos Sustentables

Propésito y método de estudio: Estudiar la influencia de los grupos funcionales
gue se encuentran en la superficie del material de soporte microbiano con la
produccion de hidrogeno bajo condiciones mesofilicas y glucosa como Unica
fuente de carbono. El método de estudio consistioé en trabajar con reactores en
lote y como material de soporte carbon activado granular, este material tuvo dos
modificaciones, una fue la quimica para lograr una oxidacion y posteriormente
una fisica con un tratamiento térmico a una atmaosfera inerte, los materiales se
caracterizaron para observar los grupos funcionales en la superficie. Ademas, se
realizaron pruebas de adsorcion de glucosa con cada material de soporte. Por
altimo, se midid la produccion de hidrogeno con cada material de soporte y un
control.

Contribuciones y conclusiones: En la presente investigacion se demostré que
el CAG-OX usado como material de soporte aument6 en un 30% la produccion
de hidrogeno comparado con el experimento control. Esto ocurrié debido a que
este material tenia una cantidad mayor de grupos funcionales acidos, por lo tanto,
la quimica superficial del CAG influyé en el aumento de la produccion de
biohidrégeno.
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1. INTRODUCCION

El uso de combustibles de origen fésil en todo el mundo ha incrementado hasta
convertirse en el primer suministro de energia y ha dado lugar a un aumento en
la contaminacién, como las emisiones de di6xido de carbono (CO2). Los
combustibles fésiles son una fuente de energia no renovable y de acuerdo con el
resultado de evaluacion de reservas de petréleo crudo en México son de 8.5
afios!. Ademas la Agencia Internacional de Energia reporta un aumento del 60

% en el consumo energético?.

Toda esta situacion conlleva a un incremento en la contaminacion por las
emisiones de dioxido de carbono. Ante esta problematica se busca contar con
otras fuentes de energia que sean renovables, eficientes y que sus costos de
produccion no sean elevados. Por ello se han generado fuentes alternativas de

energia: hidrica, edlica, geotérmica, biomasay solar, etc.

Una fuente alternativa es el hidrogeno, posicionandose como el combustible del
futuro ya que su poder calorifico es superior al de los combustibles que son
eficientes hoy en dia, ademas de que es amigable con el medio ambiente debido

a que durante su combustién solo se generan moléculas de agua3.

Para ciertos géneros de microorganismos es posible la produccion de hidrégeno,
siendo la fermentacion oscura la opciébn mas viable, en la cual a través de
sustratos organicos y comunidades microbianas se puede llevar a cabo la
producciéon de hidrégeno*®. Aunque uno de sus inconvenientes es que se

produce en pequefias cantidades. Para aumentar la produccién de este



combustible se ha estudiado el pH, la fuente de carbono, la formacién de

biopelicula, mediadores redox, etc.

El carbdn activado granular ha sido estudiado como un material de soporte para
la formacién de la biopelicula y aumentar la transferencia de masa durante el
proceso de fermentacion logrando aumentar la produccién de hidrogeno.
Ademas, tiene la facilidad de que puede modificarse la superficie agregando
grupos funcionales que actien como mediadores redox favoreciendo la
produccién de hidrégeno. Por esta razon, este trabajo busca desarrollar un
material carbonoso de bajo costo como mediador redox para que interactie con
los microorganismos del medio y se logre un aumento en la producciéon de este

combustible.

1.1. Uso del carbon activado granular (CAG) como soporte para la
formacion de biopelicula

En la actualidad se han buscado distintas alternativas para incrementar la
densidad celular mediante el uso de materiales de soporte como una alternativa
a los sistemas convencionales y aumentar la produccién de hidrégeno®. En
estudios recientes el carbon activado granular es uno de los materiales mas
utilizados, esto se debe a que no es toxico, es biodegradable, etc. También, ha
sido un material de soporte comunmente utilizado en diferentes investigaciones
porque el lodo se adhiere facilmente al material y propicia la formacion de
biopelicula’. Lo anterior es debido a la porosidad que posee el material y que las
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que se encuentran en la biopelicula

promueven la adherencia de los microorganismos al alterar las caracteristicas



fisicogquimicas de la superficie del material®. Algunos autores afirman que el CAG
también ayuda a mantener viabilidad celular y en caso de que se utilice algun tipo
de biorreactor con lecho suspendido y un tiempo de retencién hidraulica (TRH)
bajo puede evitar el lavado de células productoras de biohidrogeno mejorando

asi su produccién®.



1.2. Reacciones de oxidacién-reduccién en los microorganismos

Los microorganismos llevan a cabo reacciones quimicas durante su proceso
celular, esto implica reacciones de oxidacion reduccion, mejor conocidas como
redox. Una oxidacién se define como la pérdida de electrones y la reduccién se
define como la ganancia de electrones. La energia liberada en una reaccion redox
depende del donador y del aceptor de electrones por ello cuando mayor sea el
diferencial de potencial entre ellos, mayor sera la energia liberada cuando

reaccionen.

La reaccion redox puede ocurrir en tres pasos, el primero es la transferencia de
los electrones del donador primario, el segundo la transferencia de los electrones
a traves de las coenzimas, y por ultimo la captura de los electrones por el aceptor
final. La transferencia de electrones en una reaccion oxidacion-reduccion en la
célula, por lo regular necesita uno o varios intermediarios que actian como
transportadores. Las coenzimas nicotinamida adenin dinucledétido (NAD*) y NAD-
fosfato (NADP™) (Figura 1) funcionan como intermediarias cuando transportan al
hidrogeno al siguiente transportador. Las coenzimas aumentan la variedad de
reacciones cuando dos agregados quimicos muy distintos interaccionen, el

primero donador y el Gltimo como aceptor de electrones®.

Sitio de Sitio de

union
del NAD J activo

‘ h
Sustrato

NAD .
Enzima (donador o Complejo
aceptor de enzima-sustrato
electrones)

Figura 1. Reaccion de enzima con el sustrato y la NAD*.



1.3. Andlisis de literatura

Distintos investigadores se encuentran buscando soluciones sobre los factores
gue puedan aumentar la produccion de hidrogeno. Se ha encontrado que el CAG
se utiliza como material de soporte, en donde estudian el pH 6ptimo inicial y la
mejor concentracion de fuente de carbono. Aln no se ha estudiado la influencia
gue tienen los grupos funcionales del carbén activado con los microorganismos
hidrogénicos. Una de las investigaciones es la realizada por Lutpi vy
colaboradores?®, en donde pusieron a prueba la produccién de hidrégeno a partir
de un lodo anaerobio, donde el género Bacillus. resultdé ser el dominante.
Realizaron un experimento en lote por 48 h, en donde se utilizaron el CAG como
material de soporte y sacarosa como uUnica fuente de carbono, con el fin de
desarrollar una biopelicula y aumentar la transferencia de masa, ademas de
adherir bacterias productoras de hidrogeno en la biopelicula y asi lograr un mejor
rendimiento de hidroégeno. En sus estudios demostraron que el CAG aumentaba
la tasa de produccion en un 51% en comparacion a la fermentacién sin material

de soporte, incluso bajo condiciones de pH no favorables.

Wu vy colaboradores'® utilizaron carbén activado como sistema de soporte y
como biocatalizador. Los microorganismos fueron inmovilizados por una
adsorcion fisica, con el fin de mejorar el tamafio y crecimiento de los granulos,
ademas de evaluar la estabilidad y la viabilidad de los microorganismos
inmovilizados en el carbon activado. La fuente principal de carbono para la
produccion de hidrégeno fue la sacarosa, agregando diferentes concentraciones

de Ca(OH). y CaCl: que utilizaron como aditivo y variando su tiempo de retencion



hidraulica. La concentracion 6ptima fue la concentracién de 100 ppm, solo se
logré una 12-18% mejora de la tasa de produccion del bio-proceso. Las particulas
de carbdn activado fueron alimentadas al biorreactor en lote por 48 h para
adsorber las bacterias. Los resultados de la microscopia electronica de barrido
(SEM) demostraron que el carbon activado adhiri6 microorganismos con
morfologia similar a Clostridium sp. y esporas conservando su actividad dentro

de la biopelicula.

Jamali, N. S. y colaboradores® utilizaron carbén activado granular para la
formacion de biopelicula en condiciones termofilicas y encontraron la relacion
optima de carbdén activado y lodo anaerobio para la mejor produccion de
hidrégeno utilizando glucosa y xilosa como Unica fuente de carbono, obteniendo
la produccion mas alta en una relacion lodo CAG de 1:2. Al encontrar las
condiciones favorables probaron en un sistema secuencial donde encontraron
bacterias productoras de hidrégeno, predominando los metabolitos acético y
butirico El precursor del carbén activado granular utilizado fue de cascara de
coco, lo tamizaron para obtener un tamafio de particula de 2-3 mm y se
caracteriz6 su area superficial, volumen de poro, cenizas, humedad. El lodo fue
aclimatado en un sistema secuencial. El crecimiento de la biopelicula se
comprobd con un andlisis de solidos volatiles donde la relacién 1:2 obtuvo 85.41
g/L y el control 4.92 g/L. Ellos atribuyen que esto sucedio debido a la porosidad
y el espacio irregular que esta en la superficie del CAG. En las relaciones 1:3 y
1:4, sucedié que al agregar mas carbon activado al lodo la produccién disminuye

debido a que la poblacion microbiana tiene un limite para crecer en una gran



cantidad de soporte. Posteriormente operaron un biorreactor semicontinuo y la
formacién de la biopelicula ayud6 a que se tuviera una densidad celular 6ptima y
gue las bacterias no salieran por el efluente al momento de cambiar el medio por
uno fresco, ademas de lograr una produccién constante y estable. Esto se debid
a la estabilidad mecéanica de la biopelicula al proporcionar un ambiente suficiente
de nutrientes y promover la adhesién de microorganismos. Las imagenes del
microscopio electrénico de barrido de emision de campo (FESEM) comprueban
gue el CAG funcion6 como material de soporte debido a que se observan los

microorganismos adheridos a la superficie.

Por otra parte, en cuanto a los sistemas que funcionan como mediadores redox
durante la fermentacion oscura para la produccién de hidrégeno, se tiene la
investigacion realizada por Popovic, & Finneran'!, ellos utilizaron antragquinona-
2,6-disulfonato y riboflavina como mediador redox, ademas de agregar Fe3* para
mejorar la transferencia de electrones, mejorando la produccion de hidrogeno.
También analizaron la comunidad microbiana del medio predominando el género
Clorstridium sp. Asumen que Fe®* y los mediadores redox seleccionan géneros
fermentativos para llevar a cabo una rapida proliferaciéon cuando hay sustratos
fermentables como xilosa, aumentando su consumo y la produccion de

metabolitos.

En la literatura consultada, el CAG lo utilizan como formador de biopelicula o
como material de soporte para mediadores redox como la riboflavina y la

antraguinona generando un costo extra. En los procesos para la produccion de



hidrégeno ain no se estudia como influyen por si solos los grupos funcionales de

un CAG modificado con el fin de aumentar la produccion de hidrégeno.

Tabla 1. Literatura consultada sobre el CAG en la produccién de hidrégeno

In6culo Fuente de Sistema Empleo del CAG  Referencia
carbono
Lodo Sacarosa Lote - Soporte para 8
anaerobio biopelicula

-Carga superficial

Lodo Sacarosa Lote - Soporte para 10
granular Reactor de biopelicula
lecho -Biocatalizador
fluidizado
Lodo Glucosa Lote - Soporte para 6
anaerobio Xilosa biopelicula

-Aspectos fisicos




1.4. Justificacion

Actualmente los combustibles de origen fosil son los principales productores de
energia, la alta demanda de éstos conlleva al agotamiento gradual, ademas de
provocar un impacto negativo al medio ambiente debido a los gases generados
durante su combustion. Debido a esta situacién se han optado por investigar
combustibles que sean sustentables. El hidrogeno se ha estado estudiando
porque es combustible limpio y se puede producir de fuentes renovables. Los
CAGs han sido estudiados como una herramienta para mejorar la produccion de
hidrogeno debido a las caracteristicas superficiales con las que cuenta. En la
literatura cientifica consultada utilizan el CAG como material de soporte en la
produccion de biohidrégeno. Ademas, se ha encontrado escasa informacion
sobre la influencia que tienen los grupos funcionales que se encuentran en la
superficie del CAG para aumentar la produccion de biohidrégeno. Es necesario
estudiar los factores esenciales en la operacion de reactores en lote con
materiales de soporte con distinta quimica superficial para la produccién de
biohidrogeno bajo condiciones mesofilicas, en donde distintos aspectos estaran
estrechamente relacionados como: la influencia de la biopelicula para la
transferencia de masa en el sistema y la influencia de los grupos funcionales del

soporte con las comunidades microbianas productoras de biohidrégeno.

1.5. Hipotesis

El material de soporte microbiano con una mayor concentracion de grupos
funcionales oxigenados aumentara la produccion de hidrogeno durante el

proceso de fermentacion.



1.6. Objetivo general

Evaluar el efecto de soportes microbianos con diferente quimica superficial con

el fin de aumentar la produccion de hidrégeno.

1.7. Objetivos especificos

- Caracterizar la quimica superficial de los carbones activados granulares

(CAGS).

- Evaluar la isoterma de adsorcion de glucosa con los diferentes CAGs.

- Analizar distintos inoculos con reactores en lote para la produccion de

biohidrogeno.

- Evaluar la producciéon de biohidrégeno con los mejores inoculos y el CAG de

fabrica.

- Estudiar en tres ciclos, el efecto de CAGs con diferente quimica superficial como

soporte microbiano para la produccion de biohidrégeno.
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2. FUNDAMENTOS

2.1. Hidrégeno

El hidrégeno es una fuente alternativa de energia porque tiene un poder calorifico
de 142 kJ/g siendo superior al del petréleo y el gas natural*?, ademas que durante
su combustion soélo se producen moléculas de agua, aminorando la
contaminacion de gases de efecto invernadero's. Actualmente el hidrégeno se
produce industrialmente por la reformacién de vapor del metano, electrélisis del
agua, etc.'*, solo que estas tecnologias presentan el inconveniente de que son
costosas y requieren alto consumo energético. Estas son algunas razones por
las cuales se han investigado diferentes alternativas para producirlo de una
manera sustentable, sin emitir dioxido de carbono, azufre o nitrdgeno los cuales
contribuyen a la contaminacién ambiental y al cambio climatico'®. Para que esto
suceda se debe de utilizar insumos que sean renovables como es el caso de la
biomasa, que por medio de la fermentacidn oscura se produce el hidrogeno,
incluso ésta puede ser aprovechada a partir de residuos, es el caso de la
investigacion realizada por Rodriguez-Valderrama S.%617, en donde a través de
residuos de frutas y verduras (FORSU) produjeron biohidrégeno. El hidrégeno
tiene el inconveniente de no ser un combustible primario, ya que hay que
producirlo a partir de una reaccion quimica, ademas presenta el inconveniente de
gue al ser almacenado puede ser altamente volatil'8. En la actualidad se siguen
investigando mejoras sobre esta alternativa para posicionarlo como un sustituto

de los combustibles fésiles.
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2.2. Produccion de hidrégeno por fermentacion oscura

Como se menciond anteriormente existen distintos procesos para la produccion
de hidrégeno, un ejemplo es el proceso termoquimico pero sus materias primas
provienen principalmente de combustibles fosiles. Recientemente existe el
interés en la investigacion sobre la produccién bioldgica de hidrégeno para
aminorar los efectos sobre el medio ambiente y las limitaciones futuras de los
combustibles fésiles. La produccion de hidrégeno a través de la fermentacion
oscura tiene ventajas sobre otros procesos debido a la produccion continua a
partir de materias primas renovables, como azlcares, residuos organicos y aguas
residuales que no requieren el aporte de energia externa. Los microorganismos
encargados de llevar a cabo este proceso pueden ser especies puras como
Enterobacter sp., Clostridium sp. y Bacillus sp. ¥ o incluso cultivos mixtos
provenientes de lodos residuales. Estas bacterias contienen enzimas
(hidrogenasas) que son las encargadas de producir el hidrégeno durante la

fermentacion?®.

En el proceso de fermentacion (Figura 2) distintos microrganismos son los
encargados de llevar a cabo cada etapa. En la acidogénesis los microorganismos
transforman los monosacaridos en acidos grasos de cadena corta, alcoholes, asi
como hidrégeno y dioxido de carbono. En la acetogénesis los productos finales

son el acetato, hidrégeno y diéxido de carbono.
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Monosacridos
(Glucosa)

Acidogénesis

Acidos grasos volatiles

(butirato, propionato,
etc.), EtOH

Acetogénesis

Acetato

Figura 2. Etapas para la produccion de hidrégeno. Modificada de (Sinha &

Pandey, 2011)%°

El rendimiento producido depende de la via metabdlica tomada por los
microorganismos de modo tedrico las vias de acetato y butirato producen 4 y 2
mol de hidrégeno molecular por mol de glucosa consumida*?:

Acetato:

Ec.1
CeH,,05 + 2H,0 —— 2CH;COOH + 2C0, + 4H,
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Butirato:
Ec.2
C6H1206 — CH3CH2CH2CO0H + 2602 + 2H2

2.3. Biopelicula
En términos generales una biopelicula esta conformada por microorganismos y
sustancias poliméricas extracelulares (EPS)2. EI mecanismo de las biopeliculas
se lleva a cabo cuando el metabolismo de los microorganismos excreta
biopolimeros?! y esto tiende a acelerar la formacién de las comunidades
microbianas que se unen estrechamente en un sistema biotec08765432 oldgico
22 Los biopolimeros son de alto peso molecular, la mayoria los producen los
microorganismos y otros son resultado de la lisis celular y de la materia organica
e inorganica adsorbida en el sistema?3. Los componentes principales de las EPS
son las proteinas y polisacaridos, que representan mas del 85% de su peso?*,
otros componentes son las sustancias hUmicas y acidos nucleicos??, cada
componente es esencial debido a que son los encargados de que la biopelicula
sea estable y los microorganismos se adhieran con facilidad en los soportes y a
mantener una estabilidad fisica®l?®>, ademas de que existe una mejor
transferencia de masa entre el microorganismo y el sustrato, comparado con los

sistemas granulares’.

La Figura 3 muestra la clasificacién de las sustancias poliméricas extracelulares
(EPS), las cuales se dividen en unido y soluble. Las EPS unidas determinan las
caracteristicas de adhesién en la biopelicula y la conformacion de los consorcios

microbianos. Las EPS unidas se dividen en fuertemente unido y débilmente
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ligado, el primero se encuentra localizado en la pared celular y es el encargado
de mantener las células en grupos, la funcion del segundo es unir grupos para
crear micro colonias estables. Por lo tanto, los dos son de gran importancia ya
gue cada uno realiza una funcion diferente en cuanto a la adhesion de la

biopelicula?!-26.

EPS soluble

EPS fuertemente EPS débilmente
unido ligado

Células juntas en Formar microcolonias
grupos estables

Figura 3. Clasificaciéon de las EPS
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Cuando se lleva a cabo el proceso de adhesion existen interacciones
hidrofébicas, hidrofilicas y electrostaticas’. Las EPS tienen una influencia
importante en las propiedades fisicoquimicas que suceden durante la adhesién
microbiana como la estructura para formar un sistema con abundante agua que
mantiene a las células hidratadas?’, transferencia de masa, carga superficial,
floculacion, propiedades de sedimentacion, propiedades de deshidratacion y por

ultimo su capacidad de adsorcion?.
2.4. Carbén activado

Son materiales ricos en carbono los cuales son llevados a una carbonizacion y
posteriormente a un proceso de activacion quimica o fisica con el fin de aumentar
sus caracteristicas como porosidad, area y quimica superficial, etc?®2°, Tiene la
caracteristica de ser econdmicamente viable debido que pueden fabricarse a
partir de residuos como cascaras de frutos®, plantas3!, madera®, etc. Cada
precursor hace que cada carbon tenga caracteristicas Unicas y que exista una
gran variedad de porosidad, rugosidad, etc., dependiendo de las condiciones de
preparacion, activacion o pretratamiento3. El ancho de los poros de cada carbén
activado puede ser desde milimetros hasta nandmetros. Los carbones activados
suelen estar en diferentes formas, las mas comunes son granulares34, fibras®®,

polvo3s.

Mediante tratamientos de oxidacion la capacidad de adsorcion del material puede
aumentar agregando grupos funcionales a la superficie. Actualmente se emplean
distintos procedimientos para llevar a cabo la oxidacion mediante la adicion de

acidos como HNOs, H>SOs4, H202, capaces de agregar grupos fendlicos,
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lacténicos, hidroxilo, quinona y acido carboxilico a su superficie®’. Los sitios de la
superficie oxidada pueden adsorber cationes debido a la atraccion electrostatica
gue existe entre los sitios acidos cargados negativamente y los cationes cargados

positivamente®.

Posteriormente la concentracion de los grupos funcionales se puede modificar al
llevar a cabo un tratamiento térmico en atmdsfera inerte con rangos de
temperatura ya establecidos en la literatura con el fin de lograr una estabilidad de
los grupos funcionales oxigenados que se encuentran en la superficie de un
carbon activado, y por ultimo descomponerlos selectivamente, transformando los
grupos oxigenados en CO y COzcon un alta estabilidad térmica 3°4°, Kang, Min
y colaboradores* observaron que se formd una estructura parcialmente
grafitizada cuando el carbdn activado se calenté a una temperatura alta y que
ademas se crean mas sitios 1, estos sitios ™ se forman cuando los grupos
oxigenados se eliminan de la superficie del carbén activado!. La deslocalizacién
de los electrones 1 pueden describir la basicidad de los carbones que pudieran

no tener o contener una minima cantidad de grupos oxigenados en la superficie®?.

El carbon activado es comunmente utilizado como material adsorbente. En el
proceso de adsorcion esta involucrado un adsorbato que es el compuesto que
adsorbe y un agente adsorbente que es donde sucede la adsorciéon*3. El concepto
de adsorcion se puede describir de una manera muy general como la adherencia
de un compuesto a la superficie del carbén#*. La adsorcién puede clasificarse en
fisisorcion y quimisorcion, la primera utiliza fuerzas débiles como las de Van der

Waals, la molécula que es fisisorbida se mantiene ya que la energia es
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insuficiente para romper el enlace. Ademas, se produce en multicapas en donde
sobre una capa que es fisisorbida se puede adsorber otra y esta es mas fuerte
porque las moléculas se mantienen unidas formando un enlace quimico fuerte.
Por lo mismo que existe un fuerte enlace entre el adsorbato y adsorbente. La
guimisorcién se detiene tras la formacion de una monocapa sobre la superficie,
también puede producirse adsorcion fisica de nuevas capas de adsorbato sobre

la monocapa®.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Modificacion fisicoquimica del carbén activado

Un carbén granular de fabrica (CAG-FAB) (Norit GAC 1240W de Sigma-Aldrich)
con un 1mm de diametro y hecho a base de carbdén mineral fue utilizado como
soporte microbiano. La modificacion de sus propiedades fisicoquimicas se realizo

por dos tratamientos: oxidativo y reductivo.

3.1.1. Tratamiento quimico oxidativo

La oxidacion quimica se llevé a cabo basado en la metodologia de Rangel &
Streat*®, en el cual en un matraz bola se agregaron 700 mL de &cido nitrico
(Jalmek) 7.66 M y se llevo a una temperatura de 85°C. Después se agregaron 35
g de carbdn activado de fabrica y se conectd a un tubo de enfriamiento durante
90 minutos. Posteriormente el CAG se filtrd para eliminar el acido y se lavo con
agua desionizada. El material se lavé en un sistema de lecho empacado a un
TRH de 48 h, hasta lograr un pH de salida de 5.34. Enseguida el material fue
llevado a un horno de secado (Shel lab modelo SGO 6E) a 70°C durante 7 dias.
Después se mantuvo en el desecador durante 3 dias. Por ultimo, el material
denominado CAG-OX se almacend en una bolsa con cierre hermético y en frasco

de vidrio.

3.1.2. Tratamiento térmico reductivo

Se pesaron 15 g de carbon activado previamente oxidado y se modificd su

guimica superficial por reduccion en atmosfera inerte de N2 en un horno tubular
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(Thermolyne modelo 21100) con una rampa de calentamiento de 20 °C/min
llevdndolo a una temperatura constante de 700°C durante 60 min. Se dejé enfriar
el material denominado CAG-HT y se almacend en una bolsa con cierre

hermético y en un frasco de vidrio.

3.2. Caracterizacion de sitios activos presentes en los CAGs

Para la caracterizacion y cuantificacion de los sitios activos del CAG-FAB, CAG-
OX y CAG-HT, se utilizé la Técnica de Boehm, en la que en tubos falcon se
agregaron 0.1 g de CAG de fabrica, oxidado y reducido, posteriormente se
afladieron 25 mL de las soluciones HCI, NaOH, Na>CO3z, NaHCOs 0.1 N por
separado. Se crea una atmoésfera de N2 burbujeando el gas por 2.5 min, se sella
con parafilm el tubo, cada muestra se realizé por duplicado. Se mantuvieron en
agitacion a 12 rpm durante 4 dias a temperatura ambiente. Pasado los dias las
muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min. Posteriormente se
tomaron 5 ml de muestra filtrada y se diluyeron en 15 mL de agua desionizada,
para después llevar a la tituladora automatica donde se titulé6 cada muestra con
HClo NaOH 0.1 N dependiendo la acidez o basicidad de cada muestra. Teniendo
los resultados que arrojé la tituladora automatica se procedié a calcular las
concentraciones de los grupos activos (Ec. 3), la concentracion final de la
solucion neutralizante (Ec. 4) y las concentraciones de los distintos sitios activos

al ser neutralizados con HCly NaOH 0.1 N (Ec. 5-10).

Ec. 3
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Donde:

Cca: Concentracion de grupos activos (meg/g)

Vo: Volumen inicial afiadido de la solucién neutralizante (mL)

Co: Concentracion inicial de la solucion neutralizante (meqg/mL)

Ct. Concentracion final de la solucion neutralizante (meg/mL)

m: Masa del CAG

Donde:

Ct: Concentracion final de la solucion neutralizante (meg/mL

V1: Volumen utilizado de la solucion titulante (mL)

Cr: Concentracion de la solucion titulante (meg/mL)

Vm = Volumen de la muestra de la solucion neutralizante (mL)

- CpT HCI 0.1 N Ec.5

- Cat = Cc+CL+Ck NaOHO0.1 N Ec.6

- CeoL = Cc+Co Na,CO30.1 N Ec.7

-Cc=Cc NaHCO3 0.1 N Ec. 8

Ec. 4
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- Cr=Cat-CcL Ec.9

- C.=Cc-Cc Ec. 10

Donde:

Cet: Concentracion de sitios basicos totales (mge/qg)

Cat: Concentracion de sitios acidos totales (meq/g)

CcL: Concentracion de sitios carboxilicos y lacténicos (meq/g)

Cc: Concentracion de sitios carboxilicos (meqg/g)

Cr: Concentracion de sitios fenolicos (meq/g)

CL: Concentracion de sitios lacténicos (meq/g)

3.3.  Produccién de hidrogeno en lote con distintos inéculos

3.3.1. Obtencién y caracterizacion del in6culo

La producciéon de hidrogeno por fermentacion oscura depende del sustrato
seleccionado y de los microorganismos utilizados como indculo. Por ello se
estudiaron lodos de distinta procedencia como inéculos en los experimentos en
lote. El primer lodo se obtuvo de un proceso de lodos activados (AC), el segundo
de lodos anaerobios (AN) ambos de una planta de tratamiento de agua residual
ubicada en el estado de Nuevo Ledn y el dltimo un lodo granular de una cervecera
(G) ubicada en el estado de Guadalajara. Cada inéculo se caracterizé tomando
en cuenta el pH, soélidos volatiles (SV), sdlidos totales (ST), humedad (H), cenizas

(C), acidos grasos volatiles (AGV’s).
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3.3.2. Fermentacién oscura en lote

Para llevar a cabo el proceso de fermentacién se trabajé con una relacion
in6culo/sustrato  (RIS) de 1. Posteriormente en botellas seroldgicas con
capacidad de 100 mL, se agregaron 40 mL de un medio mineral similar al utilizado
por Lupti y colaboradores?® (g/L): NH4, 1; NaCl, 2; MgCl; - 6H,0, 0.5; CaCl, - 2H.0,
0.05; Ko2HPO4 - 3H20, 1.5; KH2PO4, 0.75; NaHCOs3, 2.6; elementos traza, 1 mL.
El medio mineral se ajustd a un pH inicial de 7.5 con NaOH 5M. Para crear una
atmosfera libre de oxigeno, se burbujed nitrégeno y fueron selladas con un tapon
de hule y un anillo de aluminio. Después, se realizdé un pretratamiento térmico
llevando los lodos a una temperatura de 96°C a bafio maria durante 2 h con el fin
de inhibir el crecimiento de microorganismos productores de metano?’. Se
dejaron enfriar las botellas a temperatura ambiente y se inyectaron 10 mL de
medio mineral con 0.5 g de glucosa y 0.1 g de extracto de levadura. Para la
fermentacion se utiliz6 una incubadora con agitacién orbital (Lab Companion
modelo IS-971) a 37 °C con 150 rpm. Estos experimentos se llevaron a cabo por
cuadruplicado. La medicion del hidrogeno producido se cuantificé en una probeta
invertida, la cual contaba con una trampa de CO: utilizando NaOH 1 M. Durante
la cinética se tomaron muestras del biogads con una jeringa comercial y se
almacend en una bolsa Tedlar para su posterior andlisis. Al final de la cinética se
caracterizé el medio mediante la determinacion de la concentracion de azucares
reductores, pH, AGV’s y alcalinidad. La produccién acumulada de hidrégeno se

ajusté mediante el modelo cinético de primer orden.

Ec. 11
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B(t) = Bpax * (1 — exp™")
Donde
B(t): es la produccién acumulada de hidrégeno (mL)
Bmax: €s la produccién maxima acumulativa especifica de hidrogeno (mL)
K: es la tasa de produccion de hidrégeno (h)

Los datos se procesaron en Microsoft Excel® para obtener el coeficiente de

determinacion de cada cinética.

3.3.3. Métodos analiticos

Para la medicion del pH inicial como el final se utilizd un potencibmetro
(Conductronic modelo PC40), en el cual se agitaron las botellas y se sumergio el

electrodo en el volumen de trabajo.

Para la determinacion la concentracion de azucares reductores se utilizd el
método de Miller®®, en el cual la muestra se centrifugé (OHAUS modelo Frontier
5515) a 10000 rpm durante 10 min para sedimentar los lodos del medio y se
diluyé a una relacion 1:30 posteriormente se tomaron alicuotas de 0.5 mL y se
agreg6é 1.5 mL de la solucién digestora DNS, se llevo al vortex (Scientific
Industries modelo SI-0136) después se introdujeron a bafio maria con agua
hirviendo durante 5 minutos, se realiz6 un choque térmico introduciendo las
muestras en agua con hielo, se agregaron 3 mL de agua a cada tubo y se leyeron

en un espectrofotdmetro UV-VIS (JENWAY modelo 7315) a 550 nm .
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Los analisis de sdlidos volatiles, solidos totales, humedad y cenizas se realizo
bajo los métodos estandar de APHA*, Los &cidos grasos volatiles y la alcalinidad
se cuantificaron bajo la técnica potenciométrica de Anderson y colaboradores®®,
en la cual se diluyeron 5 mL de la muestra previamente centrifugada (Centurion
Scientific modelo K241) en 25 mL de agua bidestilada, posteriormente se
agregaron concentraciones variadas de HCl 0.1 N (Fermont ACS) para
determinar la alcalinidad y NaOH 0.1 N (Fermont ACS) para determinar los acidos

grasos volatiles al final de la fermentacion.

El biogas almacenado se analizo por cromatografia de gases (Thermo Scientific
modelo Trace 1310) el cual contaba con un detector de conductividad térmica
(TCD) y una columna de tamiz molecular (30x0.33 mm), como gas acarreador se
utilizé nitrégeno a una velocidad de 3 mL/min. La temperatura del inyector,
detector y horno fueron de 150, 200 y 100 °C. El volumen de inyeccion fue de

100L.

3.4. Produccién de hidrégeno con los mejores in6culos y CAG-FAB
como material de soporte

Para la siguiente experimentacion se utilizaron los in6culos que obtuvieron una
mayor produccion de hidrogeno (G) y (AN), también se decidio poner a prueba el
in6culo de un reactor (R) que se encontraba operando por el grupo de
investigacion en un reactor alimentado con residuos de frutas y verduras. Cada

in6culo se caracterizo igual a los parametros mencionados en el apartado 3.3.1.

El proceso de fermentacion se realizé de igual manera al punto 3.3.2, sélo que

antes de realizar el tratamiento térmico se trabajé con una RIS/CAG de 1,
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agregando 0.5 g de CAG-FAB. Esta experimentacion se realizé por triplicado. La
produccién de hidrégeno fue monitoreada cada 5 horas y se ajusté de acuerdo
con la ecuaciéon modificada de Gompertz®! procesando los datos en Microsoft

Excel® para obtener el coeficiente de determinacion.

Ec. 12

Rmaxe

H, = Hppqy €Xp {—exp[ A-t)+ 1]}

Hmax

Donde:

H:: Volumen total de hidrégeno producido en un tiempo determinado (mL)
Hmax: Cantidad maxima acumulada de hidrogeno (mL)

Rmax: Tasa maxima de produccion de hidrogeno (mL/h)

A: Tiempo de latencia (h)

e: Numero de Euler

3.5. Capacidad de adsorcién de glucosa por CAGs de diferente
guimica superficial

En botellas serologicas de 100 mL se agregaron 50 mL del medio mineral
mencionado en el apartado 3.3.2 con concentraciones de glucosa de 1, 5, 10, 20
y 30 g/L y se llevaron a un agitador orbital (Lab Companion modelo 1S-971) a 37
°C con 150 rpm durante 72 h. Por ultimo, se midié la concentracion realizando la

técnica de azucares reductores mencionada en el apartado 3.3.3. Esta
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experimentacion se realizé por triplicado. Los gramos de glucosa adsorbidos se

determinaron bajo la siguiente ecuacion:

(G =C)W)
B m

Donde:

g= Masa de glucosa adsorbida por unidad de CAG (mg/qg)
Co= Concentracion inicial (mg/L)

Ci= Concentracion final (mg/L)

V= Volumen de la solucion (L)

m= Masa de carbon activado (g)

Ec. 13
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3.6.  Produccion de hidrogeno en lotes repetidos con CAGs de
diferente quimica superficial

La experimentacion por lotes repetidos se realizé 3 veces. Previamente hervidos
los lodos, en botellas serolégicas de 100 mL se afiadié una RIS/CAG de 1y el
medio mencionado en el apartado 3.3.2. Se pusieron a prueba el CAG-FAB y los
materiales modificados CAG-OX y CAG-HT mencionados en el apartado 3.1.1y
3.1.2, respectivamente. El control para esta experimentacién consistid en lodo
granular y glucosa como fuente de carbono. Las botellas se incubaron en una
camara oscura de fermentacion con temperatura controlada a 37°C, para la
agitacion se utilizo una plancha orbital (Thermoline modelo M51335) a 150 rpm,
los monitores de medicion se realizaron cada 3 h. La experimentacion se realizo
por triplicado. Los parametros se realizaron con base al apartado 3.3.3. La
cinética se ajustd bajo la ecuacién de Gompertz y la ecuacion de primer orden

antes mencionadas.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Caracterizacion Fisicoquimica de los CAGs
En la Tabla 2 se observa que los grupos &cidos totales de CAG-FAB aumentaron
un porcentaje del 28% después del proceso de oxidacién quimica con HNOs, esto
debido a la formacion de grupos carboxilicos, lactonicos y fendlicos, mientras que
después del proceso de reduccién los acidos totales del CAG-HT disminuyeron
un 90%, debido a que el mayor porcentaje de los grupos acidos se gasificaron
predominando grupos basicos como quinonas, pironas, etc. por otra parte, los
grupos basicos totales aumentaron un 86% en CAG-OX comparado con el CAG-
FAB. En la investigacion de Amezquita-Garcia y colaboradores®?, ellos obtuvieron
resultados similares, en donde, el material oxidado obtuvo la concentracion mas
alta de sitios acidos totales en comparacion con el material de fabrica y el tratado
térmicamente. También se observa en la investigacion de este autor que, al tener
una concentracion alta de acidos totales, también se tiene una alta concentracion
de grupos carbonilo. Este grupo funcional es primordial para la presente
investigacion debido a que funciona como un mediador redox. En la tabla también
se observa que los basicos totales aumentan el CAG-HT comparado con CAG-

FAB, siendo un comportamiento comun en este tipo de material.

Tabla 2. Caracterizacion de CAG’s por la técnica de Boehm

Sitios activos (meq/qg) CAG-FAB CAG-OX CAG-HT
Acidos totales ‘ 1.882 2.615 0.245

Basicos totales ‘ 0.157 1.180 0.862
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4.2. Produccion de hidréogeno con distintos in6culos

4.2.1. Caracterizacion del in6culo

Se utilizaron tres tipos de lodos, el primero fue del proceso de lodos activados
(AC), el segundo de lodos anaerobios (AN) y el ultimo un lodo granular de una
cervecera (G). En la Tabla 3 se observa que los lodos tenian un pH neutral, lo
que concuerda con Wu y colaboradores® e indica que los lodos no estan
acidificados. El lodo con mayor cantidad de solidos volatiles es el activado. Su
alto porcentaje de materia organica no es indicativo que todos los
microorganismos estén activos, ya que los lodos activados se tomaron antes del
proceso de aireacion y pudieran contener un indice alto de materia organica
contaminante. Los reactores se trabajaron con una RIS (g de carbohidratos/g SV)
de 1°4.

Tabla 3. Caracterizacion inicial de inoculos de diversa procedencia: lodo
anaerobio (AN), lodos activados (AC) y lodo granular (G).

Parametro AN AC G
Ph 6.90 6.88 7.05
Humedad (%) 92 94 90
Solidos totales (%) 7 5 9
Solidos volatiles (%) 59 79 55
Cenizas (%) 40 20 44

En la figura 4 se puede observar la comparacion en la produccién de

biohidrégeno por los diferentes inéculos estudiados. Se muestra que después de
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190 h de fermentacién existe una produccion méaxima de 152 mL, esto ocurrio
porque los microorganismos se adaptaron rapidamente y la fase de latencia
ocurrio en menos de 19 h. El lodo G logré tener la produccion acumulada méas
alta, seguido del anaerobio con una diferencia del 3%. La mezcla de todos los
lodos es un experimento adicional que tenia como objetivo estudiar el efecto de
diferentes indculos sobre la produccion de hidrégeno. Lo anterior se descarta
porque la produccién acumulada de hidrégeno tiene una diferencia del 23%
comparada con el G. Sin embargo, el uso de la mezcla de los lodos produjo méas
hidrégeno que el AC, esto ocurrié debido a que se enriquecid con bacterias
productoras de hidrégeno que se encontraban en el lodo G y AN, pero aun asi

siguieron predominando las comunidades del AC.

180

160
-~ - ae L

—_ = ® o 5 & 3
T 140 | pr [} ®
il - e
E 40 : P L LA
% 4 | i 3 i
£ 100 - }
g P
3 80
@
S E a ae ol
S 60 . we ® [] oo
e ® G
8 40 ® AC
T ® AN

20 4 ® G+AC+AN

Ajuste
0

T T T T

o
w\
(=]

100 150
T(h)

Figura 4. Produccion acumulada de hidrégeno con distintos indculos ajustada
bajo el modelo de primer orden

Como se mencion6 anteriormente, al no tener la fase de latencia en la cinética

se decidio trabajar con un modelo de ajuste de primer orden (Tabla 4). La
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produccién méaxima de hidrégeno (Bmax) la obtuvo el lodo G y se pudiera atribuir
a que este lodo tenia un mayor porcentaje de microorganismos activos en la
produccién de hidrogeno. Sin embargo, la tasa de produccion (K) méas alta la
obtuvo el lodo activado, se pudiera atribuir a que tenia una mayor proporcion de
bacterias hidroliticas, las cuales favorecieron el consumo de glucosa y su
fermentaciéon a hidrégeno y otros acidos grasos volatiles. El lodo que mas se
ajusto al modelo fue el lodo G obteniendo un coeficiente de correlaciébn mayor, la
mezcla de todos los lodos fue la que obtuvo un coeficiente de correlacién menor
por ello se probd con otro modelo, pero aun asi el modelo de primer orden tenia

un resultado superior.

Tabla 4. Coeficientes de la ecuacion de primer orden y el coeficiente de
correlacion para cada inéculo

INOCULO RIS Bmax K R2
(mL) (h')
Anaerobio (AN) 147.50 0.03 0.9758
Granular (G) 152.09 0.06 0.9941
Activado (AC) 1 62.18 0.07 0.9932
G+AC+AN 116.21 0.05 0.9769

En cuanto a los rendimientos, se calcularon dividiendo los mililitros de hidrégeno
producido entre los g SV alimentado en cada lote. Como se puede ver en la
Figura 5, los calculos mostraron que el lodo G es el mas alto alcanzando 304.19
mL de Hz/g SV alimentado usando glucosa como sustrato, sin embargo,

comparandolo con el anaerobio existe una diferencia minima del 3%. Comparado

32



con la literatura, Hu, B. & Chen, S.%° utilizaron lodos granulares para la produccién
de hidrégeno y obtuvieron un rendimiento maximo de hidrogeno de 134.1 mL/g

de glucosa alimentada, siendo inferior al de este estudio.
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Figura 5. Rendimiento de los diferentes in6culos

La Figura 6 muestra que los lodos tuvieron aproximadamente el mismo consumo
de azlcares reductores ya que estan en un rango del 82 al 85%. Esto se debe a

gue los microorganismos estuvieron activos bajo las mismas condiciones como

temperatura, agitacion, RIS, etc.
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Figura 6. Consumo de azucares reductores con diferentes indculos

Los parametros de estabilidad de este montaje se observan en la Tabla 5, en
donde el uso de lodo activado fue el que obtuvo una mayor disminucion de pH'y
como se puede observar en la ultima columna, se debio a que se produjeron mas
AGV’s en comparacion a los demas lodos, pero no se ve reflejado en la
produccion de hidrégeno (Tabla 4), este fendbmeno pudo haber ocurrido debido a
gue se produjeron otro tipo de metabolitos secundarios como acido propionico,
lactico, etc. Esto se podria comprobar realizando un analisis analitico para
cuantificar la produccion de cada metabolito. Por otro lado, el lodo G con mayor
produccién de hidrégeno disminuyd una unidad de pH y obtuvo una cantidad de
3640 mg AGVIL, esto se podria atribuir a que tomod las vias metabdlicas de
producir &cido acético y butirico que son metabolitos de interés en la produccion

de hidrégeno.
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Tabla 5. Parametros de estabilidad de los inéculos utilizados para el proceso de
fermentacion

In6culo RIS pH pH Alcalinidad Total AGV
inicial  final (mg CaCOs L) (mg AGV LY
Anaerobio
(AN) 7.55 6.55 922.5 3060
Activado
(AC) 7.49 5.07 689.25 4200
Granular 760 6,07 880 3640
(G)
G+AC+AN 7.54 6.41 980 3420

4.3. Produccion de hidrégeno con los mejores in6culos y CAG-FAB
como material de soporte

En cada montaje se caracterizo el inoculo, esto para cuantificar la materia
organica y trabajar con una RIS de 1. La Tabla 6 muestra que el in6culo con
mayor porcentaje de solidos volatiles fue el lodo granular al igual que en el
montaje anterior, sin embargo, entre el lodo G y AN sélo existe una diferencia del
3%, el lodo del reactor fue el porcentaje mas bajo de soélidos volatiles de los lodos
provenientes del reactor, esto se debe a que se alimento dias antes y para el dia
en que se realizo el montaje los microrganismos ya habian consumido la mayor
parte de la materia organica. La humedad y los sdlidos totales se encuentran en
un rango similar. Por otro lado, el porcentaje de cenizas el mas alto es el lodo del
reactor se pudiera atribuir a que su porcentaje de sales es mas alto comparado

a los demaés.
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Tabla 6. Caracterizacion inicial de los in6culos que obtuvieron la mayor
produccién de hidrégeno: lodo anaerobio (AN), lodo de Reactor (R) y lodo
granular (G)

Parametro AN R G
Humedad (%) 90 89 92
Solidos totales (%) 9 10 7
Solidos volatiles (%) 55 31 57
Cenizas (%) a4 68 42

Como se puede observar en la Figura 4 el lodo G result6é ser el mayor productor
de hidrogeno, para el siguiente experimento se puso a prueba si los
microorganismos mostraban afinidad por permanecer en la superficie granular o
iban a adherirse al material de soporte y formar una biopelicula. Por ello, para el
siguiente experimento se puso a prueba los lodos con mejor produccion del
primer montaje y el carbon de fabrica como material de soporte. Ademas, para
realizar la comparacion del lodo granular se agreg6 un control donde soélo se tenia
el indculo, sin material de soporte y la fuente de carbono. Los resultados se
muestran en la Figura 7, se observa que lo in6culos con CAG-FAB no mejoraron
la produccién de hidroégeno, comparado con el control. Al igual que en la primera
experimentacion, se observa que el lodo G+CAG-FAB y AN+CAG-FAB tuvieron
una diferencia minima en la produccién acumulada. El que obtuvo una menor
produccion fue el lodo R, sin embargo, a las 44 h seguia produciendo hidrogeno
y el resto no, se pudiera atribuir a que ya se tenia el lodo en operacion y que las
comunidades microbianas existentes en el reactor ya se encontraban con previa

aclimatacion.
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Figura 7. Produccion acumulada del control y los mejores inéculos con CAG-
FAB

La cinética realizada se ajustd al modelo de Gompertz (Tabla 7) donde los
coeficientes de correlacion fueron arriba de 0.99 a excepcion del R con 0.98. La
Hmax Mas alta fue obtenida por el control, la tasa de produccion (Rmax) del control
y anaerobio tuvieron una minima diferencia del 4%, mientras que el lodo R obtuvo
una tasa lenta logrando 8.13 por h. Esto pudo ocurrir debido a que se cambié de
fuente de carbono ya que en el reactor donde se encontraba antes el inéculo se
alimentaba con FORSU. En esta cinética al realizar la medicion cada 5 h se
puede observar la fase latencia donde los in6culos no tienen una diferencia

significativa y se encontraron en un rango de 8 a 10 h.
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Tabla 7. Coeficientes de la ecuacion de Gompertz y el coeficiente de correlacion
de los mejores inGculos

INOCULO RIS H,pox Roax A (h) R2
(mL) (mL/h)
G 181.54 26.42 9.57 0.99
G+CAG-FAB 162.60 19.58 9.55 0.99
AN+CAG-FAB 1 148.59 25.38 10.09 0.99
R+CAG-FAB 110,16 8.15 8.13 0.98

En cuanto al rendimiento Figura 8, el experimento control fue el que obtuvo un
mayor rendimiento arrojando 363.09 mL de H./g SV alimentado. Sin embargo, el
lodo G+CAG-FAB mostro un rendimiento 10% menor al control. Esto debio de
haber ocurrido a que el carbon activado no estuvo un tiempo considerable en
contacto con los microorganismos y por lo tanto no se formo una biopelicula en
su totalidad. Otra hipétesis del bajo rendimiento de los lodos con CAG-FAB es
gue el tratamiento térmico que se le realiza a los lodos no se debié de haber
realizado junto con el carbon activado dentro de las botellas porque el CAG-FAB
adsorbe los componentes del lodo y bloguea sus poros. Los siguientes
experimentos se realizaron agregando el CAG después del tratamiento térmico.
Para que el material de soporte permaneciera mas tiempo en contacto con los
microorganismos y se promoviera la formacién de la biopelicula, se estudiaron

en lotes repetidos.
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Figura 8. Rendimiento de mL producidos por g de SV alimentado para el control
y los lodos con material de soporte

El consumo de azucares reductores (Figura 9) fue similar en todos los inGculos
ya que los porcentajes de consumo estuvieron alrededor de 90 y 91 %. Al
observar los resultados de la produccion acumulada (Figura 7) se hipotetizo que
el CAG-FAB adsorbia la fuente principal de carbono (glucosa) y por esta razon la
fermentacion con material de soporte no producia mas hidrégeno. Para ello se

planted una cinética de adsorcion y observar si era significante.
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Figura 9. Consumo de azucares reductores del experimento control y los lodos
con CAG-FAB
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En cuanto a su estabilidad (Tabla 8) el lodo que obtuvo el pH final mas bajo fue
el control con esto se hipotetiza que se produjeron mas cantidad de AGV's en
comparacién a los demas lodos, ademas de que se obtuvo el mayor rendimiento
ademas se podria asimilar que la fermentacién se pudo haber llevado a cabo por
la via acetogénica o butirica, el pH del reactor s6lo disminuy6 un nivel de pH 'y
produjo la mayor cantidad de AGV'’s, al ser el menor productor de hidrégeno pudo

haber producido metabolitos secundarios que no son de interés.

Tabla 8. Parametros de estabilidad de los lodos con CAG-FAB utilizados en el
proceso de fermentacion

In6culo RIS pH pH  Alcalinidad Total AGV
inicial final  (mg CaCOsL™) (mg AGV LY
AN+CAG-FAB 751 574 650 2440
R+CAG-FAB 752 6.44 1080 3840
1
G+CAG-FAB 752 5.10 570 3540
G 750 497 590 2880

4.4, Capacidad de adsorcion de glucosa por CAGs de diferente
guimica superficial
La Figura 10 muestra los resultados de la adsorcibn de diferentes
concentraciones de glucosa. La cinética de adsorcion se ajustd bajo el modelo
de Langmuir debido a que la adsorcién ocurrié en monocapa®®. En la Tabla 9 se
observa que el material con una capacidad maxima (gqm) de adsorcién es el CAG-
HT obteniendo un resultado mayor al de CAG-FAB y CAG-OX. Su adsorcion pudo
haber sucedido por la carga superficial del material, en recientes trabajos del

grupo de investigacion Amezquita-Garcia y colaboradores®’ realizaron un
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tratamiento térmico similar y los resultados del Punto de Carga Cero arrojaron un
resultado basico de 9.30 a este pH la carga total fue positiva. Se hipotetiza que
el material de esta experimentacién pudiera tener la misma carga, debido a que
las condiciones del tratamiento fueron similares. Ademas, los grupos funcionales
basicos que posee este material tienen la habilidad de interactuar con cargas
negativas. Por lo tanto, las interacciones electrostaticas entre la superficie del
CAG-HT y los pares de electrones libres en los seis oxigenos de la glucosa fueron
mayores, dando lugar a una mayor capacidad de adsorcion. Por otro lado, este
mismo autor y Garcia-Rodriguez, J. P y colaboradores®®®° realizaron la misma
metodologia para oxidar fibras de carbon activado y los resultaron arrojaron una
superficie acida con un pH de 3.41 y 3.38, dejando grupos oxigenados en la
superficie que se repelen con los pares de electrones libres de la glucosa. El
CAG-FAB al no tener una modificacion quimica o térmica, se coloc6 en un punto
intermedio en el cual no modificd sus caracteristicas fisicas, por ello
probablemente su area superficial era menor a los demas materiales e hizo que

se saturara de glucosa mas que el CAG-HT.
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Tabla 9. Parametros ajustados de la Isoterma de Langmuir.

Isoterma Adsorbente  Parametros  Valores
gm (Mg/g) 1598.2
CAG-FAB k. (L/mg) 236.5
R? 0.95
gm (Mg/g) 1035.9
Langmuir CAG-OX k. (L/mg) 465.1
R? 0.83
gm (Mg/g) 2115.1
CAG-HT k. (L/mg) 251.1
R? 0.7174




4.5. Produccion de hidrogeno en lotes repetidos con CAGs de
diferente quimica superficial

En la experimentacion pasada el material de soporte sélo estuvo en contacto 44
h con las comunidades microbianas de los lodos y el material de soporte se
encontraba en agitacion. Una estrategia adecuada para aumentar la eficiencia
en la produccién de hidrégeno es el cultivo por lotes repetidos, donde distintos
autores®%6%.62  han realizado esta técnica para hacer crecer y aumentar el
crecimiento de microorganismos productores de hidrégeno en la superficie de los
materiales y que los grupos funcionales del material estén mas tiempo en

contacto.

La Figura 11 muestra los resultados del cultivo por lotes repetidos durante 24 h
(@), 48 h (b) y 72 h (c), en donde se puede observar que en todos los lotes el
oxidado obtuvo la produccion mas alta, esto pudo haber ocurrido porque el
material oxidado tenia mas grupos funcionales redox que interactuaron con los
microorganismos y ayudaron a aumentar la produccién de hidrégeno. Para saber
la carga del material oxidado se necesitaria hacer la técnica de Punto de Carga
Cero, pero por el comportamiento que se obtuvo en la adsorcion se podria
hipotetizar que su superficie tiene una carga negativa, ademas de que el
tratamiento oxidativo que tuvo el material promovié la acidificacion, agregando
grupos oxigenados a la superficie, por lo tanto, una superficie negativa. El de
fabrica tuvo distintos comportamientos, en el lote a y ¢ produce mas hidrégeno
gue el reducido y el control, pero el oxidado es mayor y se podria hipotetizar que
la superficie del material tenia un bajo contenido de grupos funcionales que

interactdan con los microorganismos, sin embargo, en el lote b el de fabrica no
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produjo mas que el control, pero su diferencia no es relevante. El material
reducido en los lotes a y b, fue el menor productor de hidrogeno, se presume que
durante el tratamiento térmico se volatilizaron la mayor parte de los grupos
funcionales oxigenados dejando una superficie sin mediadores redox. En el lote
c el reducido produce aproximadamente la misma cantidad de hidrégeno que el
material de fabrica, esto pudo haber ocurrido que después de las 48 h hubo mas
contacto con el material de soporte permitiendo la formacion de una biopelicula
y mejorar la transferencia de masa. Ademas pudo haber ocurrido algo similar a
Lutpi y colaboradores donde la porosidad de la superficie del CAG facilito la
adherencia de microorganismos a la superficie y la formacién de EPS ayudando
a minimizar la resistencia de transferencia de masa y estabilizar las bacterias
productoras de hidrogeno en la biopelicula para tener un buen rendimiento de

hidrégeno?.

El consumo de azucares (Figura 12) el lote (a) solo se observa una minima
diferencia entre el control y los demas materiales. El lote b y ¢ muestran un
consumo similar en todos los materiales como el control. En comparacion a las
experimentaciones pasadas se muestra que en 24 h los microorganismos
consumieron aproximadamente el mismo porcentaje que en las fermentaciones
de 190y 44 h. Esto pudo haber ocurrido a las comunidades microbianas que se

desarrollaron en esta serie experimental.
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bajo el modelo de Gompertz: Lote 1 (a), Lote 2 (b), Lote 3 (c)
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En la Tabla 10 se muestra que, en el lote 1, 2 y 3, el que obtuvo la Hmax mas alta
fue el oxidado y en el lote 1 y 2 el que obtuvo la menor fue el reducido, esto como
se explicdé anteriormente pudo haber sucedido por los grupos funcionales del
material, asi como su carga superficial. EI material de fabrica tiene una tasa
constante en el lote 1 y 2, el reducido en el lote 2 y 3, esto ocurre debido a que
cuando existe una tasa constante durante el cultivo por lotes repetido el CAG
podria facilitar la unién de mas células bacterianas en la superficie®. En cuanto a
la fase de latencia del lote 1 al 3 disminuye, esto concuerda con W.
Pattanamanee y colaborades® donde ellos observaron que el cultivo por lotes
repetidos mejoran la produccion de hidrogeno, debido a una reduccion en la fase
de latencia durante la fermentacion y a la reutilizaciéon de los microorganismos,
minimizando asi la preparacion del inéculo, ademas debido a esto se logro que
el reducido aumentara su produccion. La mayoria de los coeficientes de
correlacion fueron superiores a 0.99 a excepcion del oxidado en el lote 2, se
busco otro modelo para ajustarlo, pero en el que se obtenia el coeficiente mas

alto fue el de Gompertz arrojando un resultado de 0.94.
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Tabla 10. Coeficientes de la ecuacion de Gompertz de lotes repetidos

Inéculo Lote Hmax Rmax A R?
(mL) (mL/h) (h)
Control 147 .1 27.2 7.7 0.99
Fabrica 156.9 47.2 7.7 0.99
Oxidado 1 184.6 14.01 3.03 0.99
Reducido 9.5 1.3 6 0.99
Control 129.7 254 1.3 0.99
Fabrica 115.4 47.3 1.7 0.99
Oxidado 2 170.1 40.4 0.6 0.94
Reducido 18.8 15.3 0.4 0.99
Control 77.04 18.02 2.3 0.99
Fabrica 125.3 20.1 2.02 0.99
Oxidado 3 144.5 34.8 2.4 0.99
Reducido 124.8 16.1 0.9 0.99

En la Tabla 11 se observa que en el lote 1 al 3, el control disminuye su pH final
en un 3% mas que los que tienen cualquier tipo de material. También se muestra
gue el pH final del material oxidado disminuye un 31%, porcentaje similar al
material de fabrica y reducido, como se explicé anteriormente se oxidé con un
acido, esto se podria explicar a que las soluciones amortiguadoras de pH que
estaban en el medio sintético funcionaron correctamente. Ademas, se observa
gue el lodo con el paso de los lotes se va acidificando debido a que en cada lote
disminuye mas su pH final debido a la produccion de acidos durante el proceso
de fermentacion. La produccion de AGV's en los 3 lotes estuvo arriba de 3000
mg AGVIL, en el lote 2 el control aumentd su produccion y se puede ver reflejado

en los mg de AGV que se produjeron en el lote 2, de acuerdo a lo observado por
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Mohan y colaboradores®?, se puede atribuir que un valor alto de AGVs es un
microambiente deseable para las bacterias acidogénicas, por lo tanto, aumenta

la produccion de hidrégeno®2,

Tabla 11. ParAmetros de estabilidad de lotes repetidos

In6culo Lote pHinicia PpHiina  Alcalinidad Total AGV
(mg CaCOs L1) (mg AGV LY
Control 7.49 5.25 780 3120
Fabrica 7.46 5.50 847.5 3060
Oxidado 1 7.50 5.32 710 3320
Reducido 7.53 5.51 710 3160
Control 7.51 4.90 720 4000
Fabrica 7.50 5.25 802.5 3300
Oxidado | 2 750  5.20 660 3480
Reducido 7.54 5.28 750 3320
Control 7.52 4.68 450 3440
Fabrica 7.54 4.97 502.5 3480
Oxidado 3 7.52 4.98 500 3760
Reducido 7.53 4.92 350 3760

49



5. CONCLUSIONES

La modificacion &cida tuvo un efecto en las propiedades fisicoquimicas
aumentando los grupos funcionales &cidos y los grupos funcionales basicos. La
modificacion utilizando atmdsfera inerte a altas temperaturas también modificé la
superficie de los CAG-OX gasificando o volviendo al material mas basico y la

relacion de grupos béasicos y acidos aumento.

El CAG-HT mostré una capacidad de adsorcion mayor debido a los grupos
porque tiene una cantidad mayor de sitios basicos los cuales son mas

electropositivos, logrando una atraccion con la glucosa.

El lodo granular y anaerobio tuvieron una mayor produccion de hidrogeno

comparado con el lodo activado y la mezcla de lodos.

Con el uso del CAG-FAB como material de soporte se pudo determinar que el

lodo granular estuvo en un 3% mayor que el lodo anaerobio.

En los experimentos en ciclos el CAG-OX funcioné mejor como mediador redox
y material de soporte microbianos porque la produccion de hidrégeno aumenté

en un 30% comparado con el control.
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