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RESUMEN

Marina Montserrat Atilano Camino Diciembre, 2021
Universidad Auténoma de Nuevo Lebén
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del es}udio: ) )
PRODUCCION DE HIDROGENO MEDIANTE FERMENTACION OSCURA
ACOPLADO CON FOTOCATALISIS HETEROGENEA

NUumero de paginas: 196 Candidato para el grado de Doctor en
Ciencias con Orientacion en Procesos
Sustentables

Area de estudio: Procesos sustentables

Propdésito y Método de Estudio: La energia producida a través de métodos alternativos y
amigables con el medio ambiente es cada vez més indispensable; el hidrégeno como acarreador
energético tiene amplias ventajas al generarse solo vapor de agua en su combustion, y proveer
energia en una proporcion mayor. Dentro de los procesos implicados en la produccion de
hidrégeno, la fermentacién oscura tiene gran potencial, al poseer elevadas eficiencias y ser un
bioproceso de baja demanda energética; no obstante, la generacién de subproductos organicos
como acidos grasos volatiles y alcoholes podrian considerarse como una desventaja. Otro
proceso enfocado a la produccion de hidrégeno es el reformado fotocatalitico, donde un
fotocatalizador es empleado para oxidar compuestos organicos sacrificables y, simultaneamente,
reducir protones hacia la produccién de hidrégeno. Esta investigacién se enfoca en el estudio del
acoplamiento de estos procesos, es decir, producir hidrégeno mediante fermentacion oscura, y
utilizar los subproductos organicos como agentes de sacrificio en un proceso de fotorreformado
para la produccién de hidrégeno en conjunto.

Contribuciones y Conclusiones: En esta investigacibn se encontré que la adicion de
mediadores redox influye en la produccién de hidrégeno y la acumulaciéon de subproductos
liquidos durante la fermentacion oscura empleando Clostridiujm beijerinckii y un lodo anaerobio
granular tratado (LAG). El mejor resultado se obtuvo con lawsona inmovilizada en carbon activado
(CA-LQ) con el LAG, alcanzando 1.98 molu2/mOlgucesa Yy 37.35% mayor acumulacion de
subproductos liquidos; sugiriendo un efecto sinérgico entre el CAy LQ que mejora la transferencia
de electrones hacia rutas metabdlicas solventogénicas. Con relaciéon al fotorreformado, el
semiconductor sintetizado por reduccion quimica (TiO2-Pt (RQ)) logré el mejor desempefio,
alcanzando 2217.7 pmol/gcat al emplear una mezcla sintética de subproductos de la fermentacion;
sin embargo, se observé una disminucion del 58% al usar buffer como disolvente, mostrando una
competencia hacia los radicales generados en el fotoproceso. Finalmente, el acoplamiento de
estos procesos mostré un decremento en la etapa del fotorreformado debido a la presencia de
multiples compuestos organicos que mermaron la produccién de hidrogeno; por ello, se
recomienda un pretratamiento del efluente fermentativo para eliminar especies orgénicas
complejas, asi como aniones inorganicos para favorecer el proceso de reformado fotocatalitico.

Firma del asesor:

Dr. Refugio Bernardo Garcia Reyes
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1. INTRODUCCION

La dependencia de la sociedad moderna por el uso de energia es incuestionable; sin
embargo, las fuentes de energia actuales provienen mayormente de combustibles fésiles
a pesar de que su uso trae consigo grandes impactos ambientales, ademas su
agotamiento sera inevitable por su naturaleza no renovable. Entre el afio 2000 y 2013,
la demanda de energia global incrementd 38%, mientras que para el afio 2025 se estima
gue el consumo de energia global sera de 50 a 60% mayor, comparado con el consumo
actual, ya que la poblacion aumentar4 a 8.5 billones de personas. Esta creciente
demanda de energia ocasionara indudablemente un incremento en la emision de gases
de efecto invernadero!. Asimismo, el sector energético incrementara sus emisiones de
CO; del 50% en el 2030 a 80% en el 2050%, de acuerdo con la Agencia Internacional de
Energia (IEA, por sus siglas en inglés), contribuyendo al calentamiento global.

Por las razones antes expuestas, el inicio de una revolucion energética es necesario
para reducir el impacto ambiental. Dentro de las opciones disponibles para la obtencion
de energia limpia, el hidrdgeno emerge como una opcion interesante ya que el agua es
el Unico producto de su combustién. En la actualidad, se busca convertir el hidrogeno a
electricidad mediante el uso de celdas de combustible y emplear esta tecnologia para
aplicaciones estacionarias y vehiculares. El H, posee un poder energético (High Heating
Value, HHV:142 MJ/kg) mayor que los principales combustibles fésiles como la gasolina
(HHV: 47.5 MJ/kg) y el diésel (HHV: 44.8 MJ/kg)?. No obstante, alrededor del 96% de las
principales rutas de produccién de H; emplean combustibles fésiles en su proceso, por
lo que el estudio de rutas alternas de produccion es indispensable para reducir la
dependencia de los hidrocarburos fosiles.

La produccion de biohidrogeno mediante fermentacién oscura esta siendo evaluada
como una estrategia para reducir la dependencia de combustibles fésiles y cubrir la
demanda energética minimizando las emisiones de gases de efecto invernadero
provocadas por la combustion de hidrocarburos. Ademas, esta tecnologia presenta una
eficiencia aproximada del 60 a 80% en produccién de hidrégeno?.

Independientemente del tipo de crecimiento elegido (suspendido o adherido), una
desventaja de la fermentacion oscura es la formacion de subproductos liquidos como
acidos grasos volatiles (AGV) de cadena corta, principalmente acido acético, acido
propionico y acido butirico, entre otros. Estos AGV pueden inhibir o reducir la actividad

del microorganismo durante la fermentacion si no hay un buen control de la capacidad
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amortiguadora en el medio liquido. Asi mismo, el efluente liquido de la fermentacién
oscura debe ser sometido a un tratamiento biolégico posterior (e.g. digestién anaerobia
0 lodos activados) para cumplir con los limites maximos permitidos de descargas de
aguas tratadas en aguas o bienes nacionales.

Otra alternativa para el uso de los subproductos liquidos de la fermentacién oscura es la
obtencion de H- por fotocatalisis heterogénea. Este proceso requiere un semiconductor,
una fuente de emisién de fotones y agentes de sacrificio (i.e. compuestos organicos
oxidables) capaces de utilizar los huecos generados y, de esta manera, posibilitar la
utilizacion de los electrones fotogenerados para la reduccion de iones hidronio presentes
en agua para la generacion de H.,. Dentro de los semiconductores estudiados, los 6xidos
metalicos como el TiO, y el ZnO han sido destacados por su excelente desempefio en
el proceso fotocatalitico, pero requieren luz ultravioleta para su activacion. Las resinas
fendlicas han atraido la atencion por su buen desempefio como fotocatalizador, asi
mismo éstas pueden ser sensibilizadas para ser activadas bajo irradiacion visible. Del
mismo modo, la incorporacién de cocatalizadores metalicos (e.g. Pt, Ag, Au, Ni) en
semiconductores mejora la utilizacion de electrones para la reduccion de iones hidronio,
incrementando la produccion de Ha.

En esta propuesta de investigacion se producird Hz mediante fermentacion oscura
empleando un monocultivo de Clostridium beijerinckii y un cultivo mixto a partir de un
lodo anaerobio granular, y se buscard mejorar la produccién de hidrégeno afiadiendo
mediadores redox en el bioproceso; ademas, se evaluara la utilizacion de los
subproductos liquidos de la fermentaciébn oscura para la generacion de H, por
fotocatalisis heterogénea utilizando semiconductores modificados a base de oOxidos
metalicos (TiO2 y ZnO) con la presencia de un polimero como sensibilizador y con un

cocatalizador metalico.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Hidroégeno como fuente de energia

En los dltimos afos, el hidrégeno ha ganado la atencion de la comunidad cientifica como
combustible para la generacién de energia; entre sus principales ventajas se encuentra
su disponibilidad en la naturaleza, al ser un recurso renovable, que se encuentra
combinado en compuestos como hidrocarburos y agua. Las ventajas principales que
tiene el hidrogeno al ser empleado como fuente de energia alternativa son3:

1. Alta eficiencia energética. El hidrogeno puede convertirse de forma directa en
energia eléctrica. Este proceso se lleva a cabo en celdas de combustible, que
convierten electroquimicamente, la energia quimica del H, en energia eléctrica.
La electricidad producida puede emplearse para uso industrial y doméstico, o
para fines de transportacion.

2. Dependencia energética a los combustibles fésiles. La constante demanda de
combustibles fésiles conlleva a una dependencia energética globalizada®. Sin
embargo, las reservas de estos combustibles se agotaran, por lo cual la
busqueda de fuentes de energia alternativa es necesaria. El hidrégeno podria
jugar un papel importante en la disminucién de la dependencia energética.

3. Fuente de energia limpia. El hidrégeno al ser convertido en energia, solo libera
vapor de agua, libre de CO,. Buscando la aplicacion del H; en la conversion a
electricidad y ésta a su vez aplicada para el funcionamiento de medios de
transporte, se generaria un efecto importante en la reduccién de emisiones de
CO.. Mientras que el vapor de agua podria ser recuperado y aprovechado en
otros fines.

Sin embargo, a lo largo del estudio del hidrogeno como fuente de energia se han
observado diversas situaciones que se tienen que tomar en cuenta para su utilizacion,
entre las més importantes estéan los temas relacionados a la seguridad debido a su alto
grado de ignicién y explosividad; asi mismo se encuentran los temas de almacenamiento
de éste y los altos costos por compresion y purificacion; y finalmente el desarrollo de
tecnologias que sean viables para la utilizacion del hidrégeno y aumentar su alcance a

usos no solo industriales, sino domésticos.
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2.2. Rutas de produccién de hidrégeno

El principal contratiempo de emplear el hidrégeno como combustible es su disponibilidad
en la naturaleza y los métodos de produccién costosos®. En la Fig. 1 se condensan una
variedad de procesos para la produccién de hidrégeno, y la clasificacion de estos
métodos puede dividirse de acuerdo al tipo de materia prima empleada: métodos
convencionales que emplean combustibles fésiles y métodos que emplean fuentes
renovables?.

La primera categoria corresponde a procesos con combustibles fosiles que incluyen los
métodos de reformado de hidrocarburos y pirélisis. En el reformado de hidrocarburos
participan procesos quimicos como reformado con vapor, oxidacion parcial y reformado
autotérmico con vapor.

La segunda categoria son métodos que producen hidrogeno a partir de fuentes
renovables, es decir, biomasa y agua. Dentro de los métodos que usan biomasa, existe
una subdivision: procesos termoquimicos y procesos biolégicos. Los métodos
termoquimicos incluyen pirdlisis, gasificacion, combustion y licuefaccion; mientras que
los métodos biolégicos son biofotdlisis (directa e indirecta), fermentacion oscura,
fotofermentacion y la secuencia de la fermentacién oscura y la fotofermentacion. Por otro
lado, se encuentran los métodos que producen hidrégeno por medio de reacciones con
el agua (water splitting), en esta clase se incluyen procesos de electrdlisis, termdlisis,

fotélisis y fotocatalisis.
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Fig. 1. Métodos disponibles para la produccion de hidrégeno.

2.3. Fermentacion oscuray su metabolismo

El proceso conocido como fermentacién, es aguel que bajo condiciones anaerobias se
desarrolla la regeneracién de energia celular desencadenando una serie de reacciones
metabdlicas; bajo condiciones anaerobias el ciclo de Krebs es blogueado, por lo que los
reductores extracelulares son empleados para la formacion de metabolitos reducidos,
por ejemplo, los acidos grasos volatiles y alcoholes. Gracias a este ambiente reductor,
la produccién de hidrégeno dentro de la célula se lleva a cabo para mantener el potencial
redox del sistema biol6gico. Aunque estas reacciones son en su mayoria
termodindmicamente favorables y espontaneas, también son reguladas por restricciones
biol6gicas, es decir, por los microorganismos y por la interaccion interespecies existente
en la comunidad microbiana®.

El sustrato modelo por excelencia ha sido la glucosa en el estudio de la fermentacion
oscura, esta fuente de carbohidratos al ser metabolizada produce principalmente
algunos acidos grados volatiles como acetato y butirato, junto con hidrégeno y dioxido
de carbono. Al emplear sustratos mas complejos, como residuos lignocelulésicos,

estiércol, lodos activados, etc., la produccion de hidrogeno se desarrolla después de
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hidrolizar estos sustratos y obtener azlUcares mas simples asimilables por los
microorganismos. La produccién de piruvato, que es un intermediario clave en la
fermentacion clave se lleva a cabo a través de la glucdlisis de la glucosa para la
regeneracion de ATP (adenosin trifosfato); es entonces donde el piruvato puede entrar
a diferentes rutas metabdlicas que conducen hacia la produccién de hidrégeno (Fig. 2).
La produccién de hidrogeno es una respuesta natural de la célula que necesita liberar el
exceso de electrones y siempre es acompafiada con la producciéon de acidos grasos
volatiles y alcoholes. La produccioén de la pareja hidrogeno-acetato genera mas ATP por
molécula de sustrato empleado en comparacion con los alcoholes como el etanol o
butanol, y esto hace que energéticamente sea preferida esta ruta metabdlica por las
bacterias fermentadoras’. El rendimiento estequiométrico es de 4 moles de hidrégeno
por cada mol de glucosa cuando el acido acético es el subproducto®, y 2 moles de
hidrégeno por mol de glucosa son producidos cuando el butirato es generado®**. En la
practica, al usar sustratos complejos a partir de residuos que son ricos en nutrientes se
emplea la demanda quimica de oxigeno (DQO) como parametro para conocer la
concentracion de compuestos que pueden ser oxidados y transformados por el proceso
biolégico, los rendimientos de produccién de hidrégeno se encuentran entre 10-20% de

la DQO 12, que es equivalente a 1.17-2.34 mol Hz/ mol glucosa®14,

2 ADP IGIucosaI
N

2 NAD+ _ e .
h Fd ox { Fd red
2 NADH //‘] ol e / \ P /Hz
< L | i
2 ATP |P|ruvato}—'| Lactato | IIINRQH\ NADPH\ /, o I\ d
) \Fd -2+ ;
‘ ---------------------------------- > - '||| et
CO2¥|  NaDH NAD+ NADH NAD+ | <\ \ !
¥ \ f A | NAD+ | NADP+ | S ayy, | NADH ]
. - | i NADH [Fere] | |
| Acetil-CoA |>={Acetaldehido| 4] Etanol \. Y, : N
. INAD+ - |
Fd red = 2H+ J
| Acetilfosfato | | Crotonil-CoA | L NADH Fd red .
_ 2 FAD* | o fr 2Hs o
ADP \ > FADH <’ 2NADH 2NAD- )B‘dﬁm\ \orer
< Butiril-CoA|— s :

ADP ™\ NADPH fapes
Acido acético y

ATP <

Fig. 2. Ruta metabolica de la produccion de hidrégeno. (NFOR: nicotinamida adenin dinucleétido
(reducido) (NADH) ferredoxina oxidorreductasa; NFR: nicotinamida adenin dinucleétido (oxidado)
(NAD) ferredoxina reductasa; Fd: ferredoxina; Hyd: hidrogenasa; Bcd/EtfAB: Butiril-CoA
deshidrogenasa/”Electron transferring flavoprotein”). Imagen adaptada de Demmer et al.l5,
Hallenbeck et al. ¢ y Ruggeri et al.%".
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Los anaerobios estrictos como los microorganismos del género Clostridia y algunos
anaerobios termofilicos, convierten el piruvato a acetil-CoA por la accion de la enzima
piruvato-ferredoxina oxidorreductasa. Posteriormente, el acetil-CoA se convierte en
acetato y ATP. La oxidacion del piruvato a acetil-CoA requiere la reduccién de la
ferredoxina (Fd). La enzima hidrogenasa [FeFe] después oxida la Fd reducida y se

produce hidrégeno. La reaccidn general se muestra en la Ec. 1.

Piruvato + CoA + 2Fd (ox) — Acetil-CoA + 2Fd (red) + CO, (1)

Existen microorganismos facultativos, como Escherichia coli, que desarrollan otro tipo
de reaccién metabdlica que produce hidrégeno; en la reaccion, el piruvato es oxidado a

acetil-CoA y formato. La enzima piruvato formato liasa (Ec. 2).

Piruvato + CoA + 2Fd (ox) — Acetil-CoA + formato (2

Més tarde, los gases de hidrogeno y dioxido de carbono son producidos a partir del
formato por la enzima formato hidrégeno liasa (FHL)* (Ec.3).

HCOOH - H, + CO, (3)

Otra ruta metabdlica que se puede presentar en algunos microorganismos es la
produccién de lactato; cuando el resultado del metabolismo termina en acido lactico,
etanol o propionato, entonces no existird la generacién de hidrégeno. Algunos
microorganismos anaerobios facultativos llevan a cabo la respiracién anaerdbica
empleando nitrato, fumarato, entre otros, como aceptor terminal de electrones; este
proceso respiratorio inhibe la produccion de hidrogeno; debido a esto, en la fermentacion
oscura se deberia evitar la adiciéon de compuestos aceptores de electrones en el medio?®.
La generacion de acidos organicos durante la fermentacion oscura puede promover la
utilizacion de dichos compuestos como sustratos en un proceso de fotofermentacion;
donde los acidos organicos son oxidados en hidrogeno y diéxido de carbono por
bacterias fotofermentadoras (Ec. 4). Estos dos procesos combinados alcanzan una

conversion tedrica de 12 mol de hidrégeno por mol de dextrosa.
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2CH,COOH + 4H,0 — 8H, + 4CO, (4)

2.4. Factores que provocan efectos en la fermentacion oscura

2.4.1. pH del medio de cultivo

Dentro de los factores que afectan la produccion de hidrogeno por fermentacién oscura,
el pH es un pardmetro que tiene gran influencia, debido a que afecta el funcionamiento
de diferentes enzimas celulares, esto recae directamente en el metabolismo de los
microorganismos encargados del proceso fermentativo. Ademas, es cierto que cada
enzima tiene un rango de pH éptimo para alcanzar la maxima actividad?®-?2. Durante la
fermentacion oscura la disminucion del pH es un hecho, y esto ocurre debido a la
acumulacion de acidos en el medio de fermentacion, esta situacion ocasiona diversos
efectos como lo son:

a. Inhibicién enzimatica, en primer orden de las hidrogenasas que son las enzimas
clave para la produccién de hidrégeno?.

b. Desencadenar un cambio en el metabolismo hacia la solventogénesis, es decir,
la conversion de acidos en alcoholes, para reducir la toxicidad que ofrece la
acumulacion de acido®*.

c. Penetracion de los acidos no polares y no disociados presentes en el medio a las
paredes celulares provocando su inactivacion®?.

d. Siel pH baja mas de 5.0, la produccion de hidrégeno disminuye por la formacion
de subproductos acidos, que afectan la capacidad de los microorganismaos en
mantener el pH interno celular®.

e. También, la reduccién del pH causa una disminucion de los niveles de ATP
intracelular e inhibe el aprovechamiento de la glucosa en el metabolismo?.

El pH 6ptimo varia para cada tipo de microorganismo y sustrato empleado. Diversos
autores han demostrado que el pH del medio entre 5.0 y 6.0 ha sido apropiado para
obtener altos rendimientos en la producciéon de hidrégeno?-28. Por todos los efectos
antes mencionados, el control del pH es muy importante en el proceso de fermentacién

oscura con la finalidad de maximizar la produccion de hidrégeno.
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2.4.2. Temperatura

La fermentacidn oscura puede llevarse a cabo a diferentes temperaturas, y esto es a
causa del tipo de microorganismos elegido para el proceso. Los microorganismos
pueden clasificarse segun la temperatura a la que se reproducen: mesofilicos (25-40 °C),
termofilicos (40-60 °C), termofilicos extremos (65-80 °C) o hipertermofilicos (>80 °C)?°.
La mayoria de los estudios desarrollados a nivel laboratorio han empleado temperaturas
mesdfilas®. Sin embargo, es notorio el efecto que puede tener la temperatura en la
produccion de hidrégeno, principalmente en la velocidad de crecimiento celular y en la
velocidad de utilizacion de sustrato. Otro efecto importante que se presenta cuando la
temperatura es alta, es la inactivacién de las enzimas protagonistas del proceso
fermentativo3!%2,

Algunos estudios han encontrado relacion entre la temperatura y el cambio de
metabolitos producidos, de acuerdo a los cambios que produce la temperatura en la
comunidad microbiana, afectando o favoreciendo la produccién de hidrégeno®-2°, Por
ejemplo, Lin et al.®® estudiaron el efecto de la temperatura en la produccion de hidrégeno
usando un consorcio microbiano en un rango de 30-55 °C, ellos encontraron que a 45
°C alcanzaban la mayor produccién de hidrégeno®3’, principalmente por el
aceleramiento del metabolismo microbiano y al tipo de microorganismos que toleraban

temperaturas mas elevadas.

2.4.3. Presion parcial de hidrégeno en el medio de cultivo
El metabolismo de los microorganismos durante la produccion de hidrogeno es muy
sensible a la presién parcial de hidrégeno presente en un biorreactor. La presion parcial
de hidrogeno tiende a aumentar en el biorreactor cuando el hidrégeno producido es
acumulado en el sistema. Un incremento en la presion parcial de hidrégeno puede
direccionar la ruta metabdlica de los microorganismos hacia la sintesis de productos
reducidos, esto afecta el rendimiento de la produccién de hidrégeno®®. El purgado del
sistema con nitrégeno durante el proceso fermentativo incrementa la eficiencia ya que
este permite mantener la presién parcial de hidrégeno a un nivel bajo y al mismo tiempo,
ayuda a disponer el dioxido de carbono, que es un factor potencial a favorecer la
acetogénesis®. Bastidas-Oyanedel et al.*® emplearon un flujo de nitrégeno (58.4 L/dia)
en el espacio de cabeza del sistema, ellos reportaron un incremento en el rendimiento
de la produccién de hidrégeno de 1 a 3.25 mol Ha/mol glucosa a pH 4.5; explicaron que

el aumento observado en el rendimiento de hidrégeno se debia al control termodinamico
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por la baja presion parcial de hidrdgeno que afecté enzimas como la lactato hidrogenasa,

NADH hidrogenasa y reacciones de homoacetogénesis.

2.4.4. Tipos de sustrato
El sustrato es la fuente de nutrientes principalmente como carbohidratos en un proceso
catabdlico para desencadenar todas las reacciones metabdlicas y asi la obtencion final
de los metabolitos de interés, en la fermentacion oscura no es la excepcion. Dentro del
estudio de la fermentacién oscura para la produccion de hidrégeno se han evaluado
diferentes sustratos, desde los sustratos modelo como la glucosa, dextrosa, sacarosa y
fructosa, asi como carbohidratos de mayor complejidad como la celulosa, hemicelulosa,
galactosa, xilosa, etc. De igual manera, el uso de biomasa proveniente de diferentes

fuentes ha sido evaluado para llevar la investigacion hacia un nivel industrial.

2.4.4.1. Empleo de residuos de lodos activados como sustrato

Los residuos de lodos activados han sido considerados una fuente viable para ser
utilizada como sustrato en procesos biolégicos, esto debido a la gran cantidad que se
generan y por el contenido rico en materia carbonosa no téxica. La composicion de los
lodos puede dividirse en 4 categorias: 1) fuentes no toxicas de carbono, principalmente
por células microbianas y compuestos poliméricos extracelulares; 2) nutrientes
inorganicos como compuestos nitrogenados y fosforados; 3) fuentes téxicas inorganicas
y organicas por contaminantes como metales pesados, pesticidas, estrégenos,
microorganismos patégenos, etc.; y 4) sustancias inorganicas como silicatos,
compuestos que contienen calcio y magnesio®!.

La composicion rica de sustancias organicas hace a este tipo de deshecho atractivo para
su aprovechamiento en la produccién de energia renovable*?3, Sin embargo, debido a
gue el mayor contenido de materia organica se encuentra encapsulado en las células
microbianas es necesario someterlo a tratamientos previos para romper la membrana
celular y liberar el contenido organico. De los pretratamientos estudiados para los
residuos de lodo activado estan el tratamiento térmico, quimico, ultrasonido, microondas,
radiacion con rayos gamma, 0zono, etc.

El uso de este tipo de residuos para la produccion de hidrégeno ha sido evaluada por
varios autores; tal es el caso de Wang et al.** que emplearon residuos de lodos activados
pretratado térmicamente en un proceso de fermentacién oscura con Clostridium

bifermentans alcanzando un rendimiento de 70.6 mL Hy/g ST (sélidos totales); mientras
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gue otros autores como Assawamongkholsiri et al.*> utilizaron este tipo de residuo
tratado quimicamente con H,SO., ellos implementaron un inéculo de lodo anaerobio y
reportaron un rendimiento aproximadamente de 12 a 41 mL Hj/g ST. Yasin et al.*®
obtuvieron un rendimiento de 1.5 mL Hx/g ST con la combinacién de residuo de lodo

activado y jugo de hojas de palma de aceite con un inéculo de Escherichia coli.

2.4.4.2. Empleo de algas como sustrato

Las algas representan una opcién viable para ser empleadas como sustrato en los
procesos biolégicos para la generacion de energia, esto radica en que constituyen una
excelente fuente de almacenamiento de carbono debido a que su reproduccion se
considera facil y rapida*’.

La composicion quimica de las algas puede variar segun la especie; las macroalgas
presentan un contenido alto de agua, minerales y carbohidratos. Dentro de las
macroalgas, las algas verdes y cafés son las mas empleadas en procesos fermentativos
para la obtencion de energia. Las algas verdes poseen altos contenidos de carbohidratos
(25-60%) como manosa, almidén y celulosa. Mientras que las algas cafés su contenido
de carbohidratos varia entre 30-50% y los componentes principales son el alginato,
celulosa y laminarina*®. Las microalgas son microorganismos con capacidad de
adaptarse a diferentes ambientes, ya que pueden ser cultivadas en agua dulce, salada
0 agua residual. Su composicion quimica varia dependiendo la especie; sin embargo,
los principales componentes son: proteinas (40-60%), carbohidratos (5-60%), lipidos (8-
30%) y acidos nucleicos (5-10%)“8.

Debido a su composicion quimica, las algas y/o microalgas son consideradas una
materia prima viable para la produccién de bioetanol, biodiesel y biogas. Respecto a su
aplicacion en la produccion de hidrogeno, Chlorella sp., Scenedesmus sp. y Saccharina
sp. han sido especies estudiadas para este uso, reportando rendimientos de 0.4-760 mL
Ho/g SV (sélidos volatiles), 0.42-113.1 mL Hx/g SV y 23.4-159.6 mL H./g SV,
respectivamente?®->4. Las principales dificultades encontradas de la aplicaciéon de este
tipo de biomasa, es principalmente el cultivo de la biomasa y su recoleccién; se considera
gue es necesario desarrollar metodologias y condiciones que sean mas eficientes y

econdmicas para su produccién y recuperacion del medio®.
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2.4.4.3. Empleo de residuos lignocelulésicos como sustrato

Los residuos lignoceluldsicos se encuentran principalmente en deshechos agricolas y
deshechos municipales; como por ejemplo rastrojo, pajas, tallos, residuos forestales,
recortes de jardin, hierba, astillas de madera, cascaras, mazorcas, bagazo y otros
residuos lignoceluldsicos. La generacién de este tipo de biomasa ha sido evaluada en
aproximadamente 220 billones de toneladas por afio a nivel mundial®®, que equivale a
60-80 billones de toneladas de aceite crudo®’, por lo cual representa una materia prima
atractiva y de bajo costo para la generacion de energia. Alrededor del 14% del suministro
de energia es a través de esta biomasa lignoceluldsica, siendo la cuarta fuente de
energia después del carbdn, petréleo y gas natural®®.

La composicién quimica de la biomasa lignoceluldsica esta constituida principalmente
por tres biopolimeros: celulosa (30-70%), hemicelulosa (15-30%) y lignina (10-25%); sin
embargo, la composicion especifica de cada tipo de residuo varia segun la especie
vegetal que lo conforma. Los biopolimeros mencionados se encuentran unidos
guimicamente entre ellos, creando una red polimérica compleja de celulosa-
hemicelulosa-lignina. En dicha red, las fibras de celulosa y la lignina estan unidas por la
hemicelulosa, que esta unida covalentemente a la lignina®. Esta estructuracién quimica
dificulta la disponibilidad de la celulosa, que es el sustrato con mayor facilidad a ser
metabolizado en procesos bioldgicos; por lo que la eliminacion de la lignina, que no es
biodegradable por los microorganismos, es un paso necesario para utilizar estos
residuos. La eliminacién de la lignina se realiza por tratamientos previos mediante
procesos fisicos, quimicos y/o biol6gicos®®.

La produccion de hidrégeno a partir de residuos lignocelulésicos presenta
inconvenientes debido a la baja actividad hidrolitica de los microorganismos para romper
la estructura microcristalina y heterogénea de la materia lignocelulésica liberando
azlcares solubles celuldsicos. Debido a esto es necesario la aplicacion de
pretratamientos apropiados a estos residuos®’. Dentro de los pretratamientos mas
empleados, la molienda o trituracion precede a cualquier otro pretratamiento; esta
disminucién de particula aporta una mayor area superficial disponible en el proceso
fermentativo. Los métodos quimicos también son ampliamente usados en el tratamiento
de residuos lignoceluldsicos a través del uso de agentes oxidantes, acidos, alcalis y
sales®?. Otro tipo de pretratamiento realizado a estos deshechos lignocelulésicos son los
métodos bioldgicos a través del uso de enzimas como oxidasas y peroxidasas, entre

otras, que descomponen la estructura ligninolitica y facilitan la presencia de azucares en
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el medio; otro método biolégico es el uso directo de microorganismos como hongos de
pudricién blanca o café que degradan la lignina a través de su sistema enzimatico
complejo®°-3,

Algunos estudios han sido realizados empleando residuos agricolas como sustrato en la
produccién de hidrégeno obteniendo resultados favorecedores, tal es el caso de Kongjan
et al.®* que trataron térmicamente paja de trigo a 70 °C y la emplearon en un proceso
de fermentacion oscura con un inéculo de lodo anaerobio alcanzando un rendimiento de
hasta 178 mL H./g ST; Wu et al.®> emplearon un pretratamiento combinado con ozono y
enzimas a un residuo de paja de maiz, utilizaron un inoculo de estiércol de vaca y
reportaron un rendimiento de 93.4 mL H./g ST; Song et al.®® aplicaron un pretratamiento
mecanico mediante la trituracion de un residuo de tallos de maiz y mediante una
fermentacion oscura con Clostridium butyricum FS3 reportando un rendimiento de 92.9
mL H./g ST. Zhang et al.” utilizaron un pretratamiento térmico a 100 °C y &cido sulfurico
en un residuo de rastrojo de maiz, ellos emplearon un inéculo de lodo anaerobio y
reportaron un rendimiento de 112.7 mL Hy/g ST; Pattra et al.®® utilizaron un residuo de
bagazo de cafia de azlcar el cual trataron térmicamente junto con acido sulfirico,
mediante el uso de Clostridium butyricum TISTR 1032 reportaron un rendimiento de tan
solo 1.73 mL Hx/g ST.

2.4.4.4. Estiércol animal y residuo de ganado

Los residuos de origen animal pueden dividirse en tres tipos: deshechos urinarios como
estiércol liquido de ganado o aves de corral, desechos sélidos como estiércol sélido de
ganado o de aves de corral, y aguas residuales que se recolectan del agua de proceso
en las granjas como escurrimientos en lotes de alimentacion y ensilaje, camas,
desinfectantes y abonos liquidos®®. Estos residuos animales representan un riesgo de
contaminacioén directa al aire y agua; otros problemas son la lixiviacion de nutrientes
nitrogenados y fosforados, la liberacién de patégenos al ambiente, y la generacién de
gases de efecto invernadero como CO, y CH4™.

Los residuos de ganado han sido empleados para la generacién de energia
principalmente para la produccién de CHa, por otro lado, su aplicacion en la produccion
de hidrégeno ha sido menos eficiente debido a la presencia de microorganismos
metandgenos que convierten el hidrégeno a metano. Por este motivo, el pretratamiento
de estos residuos, ya sea quimico o térmico, para eliminar la actividad metanogénica es

importante®. Yokoyama et al. **, reportaron un rendimiento de 65 mL Hx/g SV empleando
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un tratamiento térmico a un residuo de estiércol de vaca. Otro inconveniente de estos
residuos es el contenido alto de compuestos nitrogenados (generalmente NOg3),
principalmente de residuos de aves y porcinos, que debido a estas elevadas
concentraciones de nitrdgeno (aproximadamente 4 g/L) fomenta la generacion de
amonio que provoca un efecto inhibitorio en los microorganismos fermentadores o
metanogénicos’’’2, Adicionalmente, la presencia de sulfatos en algunos residuos
animales también ocasiona efectos adversos en la produccién de hidrégeno, ya que
existe competencia por el hidrégeno disponible en el medio por las bacterias sulfato
reductoras produciendo H.S*. Zhu et al. ® reportaron inhibicién en el proceso de
produccién de hidrégeno por un alto contenido de sulfatos al emplear un residuo porcino.
La solucién que se ha implementado por diversos autores para mediar el efecto
inhibitorio de estos residuos animales, es emplearlos como cosustratos, es decir
acompafnados con otro sustrato, necesariamente con alto contenido en carbohidratos y

de facil asimilacion metabdlica*373-75,

2.5. Bacterias productoras de hidrégeno por fermentaciéon oscura

Existe una amplia variedad de microorganismos que pueden producir hidrégeno a través
de rutas metabdlicas especificas bajo la ausencia de oxigeno. Bajo estas condiciones,
la ausencia de oxigeno provoca que estos microrganismos necesiten la presencia de
otros aceptores terminales de electrones, los protones o el azufre pueden tener este
papel para las bacterias. En este momento es cuando el hidrégeno es producido ya que
un electrén es transferido a un proton. De esta manera, es como se produce
principalmente el hidrégeno por fermentacion oscura. LOS microorganismos
protagonistas de la fermentacién oscura son sensibles a la presencia de oxigeno y a la
temperatura, la mayoria de ellos son anaerobios estrictos; sin embargo, también hay
microorganismos que pueden sobrevivir bajo condiciones aerobias y anaerobias,
llamados anaerobios facultativos. Estos Ultimos microorganismos son mas faciles de
cultivar en laboratorios; sin embargo, sus rendimientos en cuanto a la producciéon de
hidrdgeno son menores.

La fermentacion oscura puede efectuarse empleando un solo tipo de microorganismo o
un consorcio de varios microorganismos. Para considerar un escalamiento del proceso,
el uso de consorcios presenta mayores ventajas que los cultivos puros ya que como

ventaja principal se encuentra que el proceso puede realizarse bajo condiciones no
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estériles y, por lo tanto, los costos de operacion disminuyen. En los consorcios
microbianos pueden coexistir una gran variedad de microorganismos, desde bacterias
hidroliticas que realizan la conversiébn de carbohidratos complejos a mas simples;
metandgenos que producen metano y microorganismos sulfatorreductores que producen
H2S, entre otros. La coexistencia en un consorcio de microorganismos que no son
productores de hidrogeno tiene efectos tanto positivos como negativos en el desempefio

general de la fermentacion oscura.

2.5.1. Bacterias anaerobias facultativas
Las bacterias anaerobias facultativas bajo ausencia de oxigeno producen ATP a través
de la respiracién anaerobia, mientras que cuando el oxigeno esta presente lo hacen a
través de la fermentacion anaerobia. Nakashimada et al.”® emplearon Enterobacter sp.,
gue es una bacteria facultativa de la familia Enterobacteriaceae que tiene capacidad para
favorecer la produccion de hidrégeno, ademas de que su manejo es facil durante el
proceso y puede mantener su actividad bajo alta presion parcial de hidrégeno. Este tipo
de bacteria alcanza una elevada tasa y un alto rendimiento de produccion de hidrégeno
al tener la capacidad de producir [FeFe] hidrogenasa y formato hidrégeno liasa (FHL)"".
Otra bacteria perteneciente a esta familia es la Enterobacter cloacae, que ha sido
estudiada logrando rendimientos elevados en cuanto a la produccion de hidrégeno.
Kumas y Das’® emplearon E. cloacae IT-BT-08 usando glucosa, sucrosa y celobiosa
como sustrato, alcanzando 2.2, 6.0 y 5.4 mol de H; por mol de sustrato consumido,
respectivamente; con una tasa maxima de produccion de hidrégeno de 35 mmol/L-h. Jo
et al.”® utilizaron Enterobacyer aerogenes E.82005 logrando un rendimiento de 1 mol de

hidrégeno por mol de hexosa, y una tasa de produccion de hidrégeno de 21 mmol/L-h.

2.5.2. Bacterias anaerobias estrictas
Las bacterias anaerobias estrictas son las mas empleadas en la produccion de hidrogeno
por fermentacibn oscura. Tienen la habilidad de poder metabolizar diferentes
carbohidratos, asi como tipos de agua residual. Las tasas de produccion que alcanzan
son mayores que las reportadas por las bacterias facultativas. Dentro de este grupo, la
clase Clostridia posee muchas especies que han sido estudiadas como productoras de
hidrégeno. La produccion de hidrégeno se lleva a cabo principalmente durante la fase
log, y el metabolismo se dirige hacia la solventogénesis durante la fase estacionaria®.

Algunas especies estudiadas son: Clostridium saccharoperbutylacetonicum, Clostridium
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tyrobutyricum, Clostridium butyricum, Clostridium acetobutyricum, Clostridium
beijerinckii, Clostridium thermolacticum, Clostridium thermocellum, y Clostridium
paraputrificum. Lin et al.8! mostraron una amplia lista de bacterias del género Clostridium
empleadas para la produccién de hidrégeno, reportando rendimientos en un rango de

1.47 a 2.81 mol Hz/mol glucosa.

2.5.3. Microorganismos terméfilos
Los microorganismos termofilicos o termofilos son aquellos que pueden reproducirse a
elevadas temperaturas, se han aislado principalmente en aguas termales y fuentes
hidrotermales de aguas profundas. Estos microorganismos en su mayoria son
anaerobios estrictos. Se ha reportado que tienen la capacidad de metabolizar una amplia
gama de sustratos, como residuos lignoceluldsicos y biomasa con alto contenido de
pectina®. Algunos ejemplares de este grupo son Caldicellulosiruptor,
Thermoanaerobacterium, Thermoanaerobacter, y Thermotoga que han reportado
rendimientos muy variados segun el tipo de sustrato y condiciones de la fermentacion;
en el caso de Caldisellulosiruptor se ha reportado 1.034 mmol Hx/mmol de sucrosa;
mientras que Thermoanaerobacter se ha reportado 0.24 mmol H,/g de peptona; y

Thermotoga alrededor de 45.6 mL H./g de glucosa®-2e.

2.5.4. Cultivos mixtos

El uso de consorcios microbianos es de gran utilidad para mejorar la utilizaciéon de
sustratos complejos, que generalmente provienen de residuos. Esta ventaja se debe a
la presencia de diferentes microorganismos que a su vez ponen a disponibilidad del
proceso una variedad de enzimas que degradan los residuos empleados como sustratos.
Ademas, la sinergia existente entre los diversos tipos de bacterias para el intercambio
de metabolitos mejora la labor de la utilizacion del sustrato. Otra ventaja del uso de
consorcios microbianos es la posibilidad de llevar a cabo el proceso bajo condiciones no
estériles, por lo cual lo hace atractivo a ser escalable a nivel industrial por ser
econdmicamente favorable.

Las fuentes principales de estos consorcios para ser empleados como indculo en el
proceso fermentativo son lodos anaerobios, residuos organicos de procesos
fermentativos, lodos residuales de cocina, entre otros®’. Sin embargo, existen ciertos
inconvenientes en el uso de estos cultivos mixtos, y es la presencia de metanégenos y

bacterias consumidoras de hidrégeno dentro de la comunidad microbiana. Lo mas
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utilizado para disminuir el efecto por estos microorganismos es un pretratamiento al
in6culo, con la finalidad de suprimir la actividad metanogénica y de bacterias
consumidoras de hidrégeno; los pretratamientos mas comunes son el uso de
temperatura elevada (mayor a 80 °C) y el enriqguecimiento del in6culo®-°, Los
rendimientos en produccion de hidrégeno son muy variados usando cultivos mixtos, ya
que el buen desempefio de este dependera de diversos factores, principalmente la
diversidad microbiana, sustrato empleado y condiciones de operacion; por ejemplo, el
uso de microflora como indculo ha reportado rendimientos cercanos a 1.4 mol H2/mol de
glucosa, el uso de lodo anaerobio varia bastante obteniendo valores entre 1.5y 2.5 mol
H2/mol de glucosa, entre otros.

2.6. Estrategias y uso de aditivos para la mejora de la fermentacion oscura

La fermentacién oscura presenta diversas ventajas sobre otros métodos alternativos
basados en la utilizacion de recursos renovables para la produccién de hidrogeno, como
el uso de residuos de biomasa de diferentes tipos, lodos residuales, deshechos
agricolas, deshechos forestales, residuos de comida, etc., asi se tiene un efecto
ambientalmente positivo al consumir un residuo y aprovecharlo para producir energia
renovable. Por lo antes mencionado, el estudio para mejorar los rendimientos mas alla
a lo reportado por la mayoria de los autores (2 mol Hz/mol glucosa) ha ido aumentando
exponencialmente en las Ultimas décadas®°2. Varios métodos han sido aplicados con la
finalidad de aumentar la eficiencia en el proceso de fermentacién oscura.

Dentro de los métodos empleados para mejorar el proceso fermentativo, se encuentran
los pretratamientos (por ejemplo: trituracion, ultrasonido, uso de enzimas, adicion de
acidos o bases, etc.) a los sustratos complejos con el objeto de incrementar la
biodisponibilidad del sustrato a los microorganismos presentes en la fermentacion
oscura®?934  Otros métodos enfocados directamente en la optimizacion del proceso
operativo buscan encontrar las mejores condiciones como temperatura, tiempo de
retencién hidraulica, etc.”®%5%’, Otras estrategias de mejora van dirigidas a la
implementacion de cofermentaciones empleando diversos sustratos con caracteristicas
diferentes que se complementen entre ellos para aumentar la eficiencia de la
fermentacion oscura®-1%°, Por otro lado, el uso de microorganismos genéticamente
modificados con caracteristicas especificas para optimizar la produccion de hidrégeno

también ha sido evaluado©1102,
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Otro camino dirigido hacia el mismo objetivo de aumentar la eficiencia del proceso de
fermentacion oscura, es el uso de aditivos que tienen la finalidad de promover el
crecimiento microbiano, y mejorar la actividad metabdlica de las bacterias fermentadoras
y la actividad catalitica de las enzimas clave, provocando un incremento en el
rendimiento de produccién de hidrégeno, aumentando la tasa de produccion y mejorando
la estabilidad del proceso!®*-1%, E| uso de aditivos es una estrategia que, desde el punto
de vista de aplicacion, presenta ventajas al ser de simple operacion y bajo consumo de
energia. La aplicacion de aditivos en la fermentacion oscura puede dividirse en seis
categorias: aditivos metalicos (mondmeros metdlicos, iones metélicos y O6xidos
metalicos), acarreadores para la inmovilizacion de biomasa (carbon activado,
hidrotalcita, quitosano, etc.), L-cisteina, augmentacién por microorganismos, enzimas y

mediadores redox®.

2.6.1. Aditivos metélicos
La adicion de trazas metdlicas tienen un efecto importante en los procesos biolégicos
anaerobios, y han sido ampliamente reportadas, cerca del 57.5% del total del uso de
aditivos le pertenece a este grupo®2. Los efectos principales que causan estos aditivos
metalicos en la fermentacion oscura son:

a) Acelerar la transferencia intracelular de electrones.

b) Facilitar la formacion de enzimas y mejorar su actividad catalitica.

c) Proveer nutrientes esenciales al crecimiento microbiano.
Los aditivos metalicos pueden dividirse en tres tipos: mondémeros metalicos, iones
metalicos y 6xidos metalicos. Dentro de la categoria referente al uso de monémeros
metalicos, se han reportado la aplicacion de metales como oro, plata, cobre, hierro,
niquel y paladio. El hierro con valencia de cero, es el aditivo mas atractivo debido a su
bajo costo; éste es capaz de disminuir el potencial redox (PRO) en el sistema de
fermentacion?®®, y esto proporciona una ambiente favorable para las bacterias
fermentadoras?®®. Zhang et al.*” evaluaron el uso de hierro con valencia cero (400 mg/L)
en la fermentacion oscura a partir de glucosa, obtuvieron un rendimiento maximo de 1.22
mol Hz/mol glucosa, que fue 37.1% mayor al control con la ausencia del hierro; ellos, a
través de estudios de secuenciacion, observaron que el uso del hierro promovia la
generacion de bacterias del género Clostridium sp. que contribuyeron en la mejora de la
produccion de hidrégeno. Con respecto al uso de iones metalicos, el ion hierro es el mas

empleado ya que éste tiene un papel importante en el metabolismo de las bacterias

36



productoras de hidrégeno; el ion hierro es esencial para la sintesis de hidrogenasas y
ferredoxinal®®. Los centros metélicos de las enzimas hidrogenasas fungen como sitio
servidor para la transferencia de electrones entre el hidrogeno y el acarreador externo
de electrones (NADH). Ademas, la proteina hierro-azufre de la ferredoxina actia como
acarreador de electrones en la oxidacion del piruvato hacia acetil-CoA y CO2, asi como
en la reduccion del protén hacia hidrégeno molecular'®®. Reddy et al.1!° encontraron que
al adicionar Fe?* (200 mg/L) en la fermentaciéon oscura empleando bagazo de azlcar de
cafa existia un incremento en el rendimiento de hidrégeno producido, ellos obtuvieron
un rendimiento méaximo de 1.154 mol Hz/mol glucosa, que fue 62.1% mayor al control
con ausencia del Fe?*, encontraron también una mejora en la expresion del gen de la
hidrogenasa y en las bacterias fermentadoras. Los 6xidos metalicos también han sido
empleados durante la fermentacion oscura, su efecto es similar a los monémeros
metalicos, ya que debido a su tamafio de particula nanométrico éstos pueden ayudar a
los microorganismos a la transferencia de electrones entre la ferredoxina y la
hidrogenasa; los 6xidos reportados son CoO, Fe;0s, Fes04, NiO y TiO,%; sin embargo,
los 6xidos de hierro son los mas estudiados. Mohanraj et al.!*! evaluaron el efecto de
nanoparticulas de Fe»Os (175 mg/L) empleando glucosa como sustrato, ellos reportaron
un rendimiento maximo de 2.33 mol Hz/mol glucosa, que fue 33.9% mayor al control; los
autores atribuyeron el incremento de la produccién de hidrégeno al incremento en la
actividad de la enzima ferredoxina oxidorreductasa e hidrogenasa en la interfase de las
nanoparticulas; sin embargo, deberia de mencionarse que bajo concentraciones
excesivas de Fe;O; puede presentarse la generacién de especies reactivas de oxigeno

que tienen un impacto negativo en las bacterias fermentadoras.

2.6.2. Acarreadores para la inmovilizacién de microorganismos
La inmovilizacion de microorganismos en cualquier proceso bioldgico representa la
disminuciéon de lavado de células microbianas en un proceso continuo, y en la
fermentacion oscura esto es mas evidente debido a los tiempos de retencién hidraulica
bajos, sumado el efecto adicional cuando un sustrato contiene bajo contenido de DQO
en el caso de aguas residuales'’?. La inmovilizacién celular aumenta la densidad
microbiana mejorando el desempefio del proceso, adicional a ello, en contraste con los
cultivos suspendidos, la inmovilizacion representa mayor tolerancia a la perturbacion
ambiental como cambios de temperatura, pH, etc., mejor estabilidad del proceso y, por

lo tanto, mayor actividad bacteriana®.
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El carbon activado es el material mas utilizado como acarreador para la inmovilizacion
en la fermentacién oscura, esto debido a sus caracteristicas como alta area superficial,
buenas propiedades mecanicas, baja toxicidad y ademas es inerte!!®. Jamali et al.}'4
evaluaron el impacto del carbén activado (200 g/L) en la producciéon de hidrégeno
empleando una mezcla de glucosa y xilosa, ellos alcanzaron un rendimiento maximo de
1.77 mol Hz/mol azucar consumida lo que representaba un aumento del 105.88% con
relacion al control, dicho efecto se relacion6 con el aumento del crecimiento celular, y en
la formacién de un biofilm en la superficie del carbén activado.

El biocarbon es otro material utilizado como acarreador de microorganismos en la
inmovilizacion, este tiene una ventaja en costo en relacion al carbon activado mineral; el
biocarbdn es producido a través de la pirdlisis de biomasa carbonécea, principalmente
residuos agricolas y forestales!!®. Las propiedades de este material como la
microporosidad y areas superficiales especificas que rondan los 130 m?/g lo hacen un
material atractivo para la inmovilizacién microbiana. Sharma y Melkania® examinaron
el efecto del biocarbon (12 g/L) en la produccion de hidrégeno empleando la fraccién
organica de residuos soélidos urbanos (FORSU), ellos reportaron un rendimiento maximo
de 2.58 L/L sustrato que fue 430% mayor que el experimento control; encontraron que
el biocarbén facilitaba la formacion de biofilm y la eficiente colonizacion de los
microorganismos en toda el area superficial del material. Otras propiedades que ha
presentado el biocarbén es que actlla como agente buffer manteniendo el pH del medio
fermentativo®. También, similar al carbén activado, el biocarbén puede absorber acidos
grasos volatiles y nitrdgeno amoniacal lo que disminuye los efectos inhibitorios en el
proceso's,

Otros materiales empleados de naturaleza inorganica como la hidrotalcita, silica (SB-
15), entre otros han presentado resultados favorecedores en relacion a la inmovilizacion
de microorganismos; sin embargo, no alcanza los resultados reportados empleando

carbén activado y biocarbon!t3117,

2.6.3. L-cisteina como agente reductor
La fermentacion oscura es un proceso cuya eficiencia esta relacionada con la actividad
de la hidrogenasa y NAD*/NADH, esta relacion favorece un bajo potencial redox (PRO)
en el medio!8, La L-cisteina es un agente reductor que puede disminuir el PRO en el
sistema fermentativo gracias a su grupo tiol*%®, Ademas, se ha observado que la L-

cisteina es un mediador entre bacterias fermentativas y sustrato debido a su estructura
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Unica y asociacién con algunas proteinas bacterianas!!®. Estas propiedades causan un
efecto positivo en el crecimiento celular y en la utilizaciéon del sustrato. Guo et al.’?®
evaluaron el impacto de L-cisteina en la produccion de hidrégeno empleando glucosa
como sustrato, ellos reportaron un rendimiento maximo de 1.93 mol Hz/mol glucosa y
una tasa de 2.09 L/Ld, que fue 20.6% y 23.7% mayor al control, respectivamente;

adicionalmente, reportaron un incremento de utilizacion de sustrato de 74 a 80.8%.

2.6.4. Bioaugmentacion
La bioaugmentacion es un proceso de adicion de cepas microbianas especializadas y
de crecimiento activo en el indculo del sistema, con el objetivo de mejorar la capacidad
de la comunidad microbiana para resistir las fluctuaciones del proceso y lograr un mejor
rendimiento del proceso?!. Este procedimiento tiene la habilidad de acelerar el arranque
de la fermentacién oscura. Guo et al.*?? inocularon Ethanoligenes harbinense B49 para
acelerar el arranque de la fermentacién en continuo de un cultivo mixto; adicional a esto,
el reactor bioaugmentado alcanz6 23.6% mayor produccion de hidrégeno comparado
con el reactor no bioaugmentado. La bioaugmentacion puede también ser una estrategia
para mejorar la hidrélisis de los compuestos complejos; ejemplo de ello, Kuo et al.’?®
adicionaron Clostridium sp. que es una bacteria celulolitica, ellos emplearon deshechos
de cocina como sustrato y observaron una mejora en la hidrdlisis del desecho con la
adicion de la cepa celulolitica; también, reportaron un aumento del rendimiento de la
produccién de hidrégeno de 6 a 14 mol H./kg DQO. Otro efecto que puede producir la
bioaumentacion es la proteccién del inéculo predominante contra efectos adversos
propios de la fermentacion; por ejemplo, Chandra y Mohan'?* adicionaron bacterias
fotosintéticas, con la finalidad de regular los efectos inhibitorios de los acidos grasos
volatiles en el indculo; reportaron una contribucién positiva del 40% de la produccion de
hidrogeno, mismo efecto que se observo en la disminucion de la concentracion de los

acidos grasos volatiles.

2.6.5. Enzimas
El propésito de la adicién de enzimas a la fermentacion oscura ya sea empleando
extractos crudos o enzimas comerciales, es principalmente hidrolizar los sustratos
complejos y asi facilitar la disponibilidad de azucares al metabolismo microbiano.
Quemeneur et al.'?® evaluaron el efecto de la adicion de enzimas hidrolasas en un

proceso de fermentacion oscura con paja de trigo; logrando una mejora en el rendimiento
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de produccion de hidrogeno de 5.18 a 15.52-21.61 mL/g SV agregando enzimas en una

concentracion de 1 a 10 mg de proteina/g residuo.

2.6.6. Mediadores redox

Los mediadores redox, también conocidos como “electron shuttles”, son un grupo de
moléculas organicas que donan y aceptan electrones sin ser consumidas por el
metabolismo microbiano, es decir, que circulan entre sus estados oxidado y reducido en
los sistemas biolégicos?®?’, Los mediadores redox intercambian electrones
extracelularmente, y éstos tienen un impacto segun sea su estado de oxidacién en el
desarrollo de la fermentacion oscura'?’. Los principales efectos en el metabolismo es
gue aumentan la tasa de produccién de hidrogeno y también ha sido reportado un
aumento en la utilizacion de sustratos mas complejos. Los mediadores redox como la
antraquinona-2-sulfonato (AQS), antraquinona-2,6-disulfonato (A2QDS),
antrahidroquinona-2,6-disulfonato (AH.QDS), la riboflavina, lawsona, y compuestos con
grupos quinona pueden mejorar la transferencia de electrones'?®-13!, Estudios realizados
con Clostridium acetobutylicum demostraron la influencia de los mediadores redox rojo
neutro y metil violdgeno en el metabolismo de este microorganismo, observaron que al
adicionar estos compuestos de forma oxidada se dirigen los electrones y el flujo del
carbono hacia la produccion de solventes y se controla intracelularmente la
concentracion de NAD*/NADH, esto ademas regula la actividad de varias enzimas como
la NADH-ferredoxina oxidorreductasa y la gliceraldehido deshidrogenasa®®*233, Por otro
lado, Hatch y Finneran'?® demostraron que la adicién de los mediadores redox en una
forma reducida mejoran el rendimiento de la produccién de hidrégeno en un cultivo de
Clostridum beijerinckii. Zhang et al.*** encontraron que la presencia de NADH y NAD*
fuera de la célula estimula la produccién de hidrégeno, aumentando la tasa de
produccion y el rendimiento en un cultivo de Enterobacter aerogenes.

Ye et al.'® estudiaron el uso de AH.QDS en la produccién de H, con Clostridium
beijerinckii utilizado xilosa como fuente de carbono, encontrando un aumento del 56%
en la utilizacién de la xilosa como sustrato y un incremento de 37% en la produccién de
H». Este mismo grupo de investigacion evaludé el uso de AH,QDS en fermentacion oscura
empleando diferentes fuentes de carbono como glucosa, xilosa y celobiosa por
Clostridium beijerinckii, encontrando que al agregar AH.QDS a concentraciones desde
100 uM a 500 uM la produccién de H, aumenta de 0.80 a 1.35 mmol/L-hy de 1.20 a 2.70

mmol/L-h con xilosa y celobiosa, respectivamente!®¢. En otro estudio, Martinez-Cobos!3!
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evaluod diversos mediadores en la produccion de H» con Clostridium beijerinckii, y reporté
un aumento en la tasa de produccion de H, de mas de 10 veces empleando riboflavina
como mediador redox.

El uso de mediadores redox en procesos bioldégicos anaerobios se ha efectuado
mayormente en la degradacion de contaminantes en medio acuoso, y es por ello, que el
desarrollo en la aplicacién de estos compuestos ha ido evolucionando; de tal manera,
que se han propuesto estrategias para inmovilizar estos compuestos en soportes para
gue sean reutilizados y asi disminuir los costos que contribuye el adicionar factores al
sistema fermentador. Martinez et al.!®® inmovilizaron sustancias himicas en una
membrana de intercambio anidnico para la degradacion de fenol y rojo reactivo, ellos
reportaron una estabilidad de las sustancias humicas soportadas de aproximadamente
300 dias. Rodriguez et al.'®" realizaron una co-inmovilizacion de AQS y Geobacter
sulfurreducens en perlas de alginato de bario para la biotransformacién de 4-nitrofenol,
mas no reportan estabilidad del material.

2.7. Modelo de Gompertz modificado en la fermentacién oscura

Los modelos cinéticos son expresiones matematicas que se han desarrollado y aplicado
a diversos procesos con el objetivo de describir el efecto de diversos factores en un
proceso. Se han desarrollado algunos modelos cinéticos con el propésito de describir
cambios en la fermentacién oscura durante la produccién de hidrégeno, asi como el
consumo de sustrato, el crecimiento microbiano de los microorganismos productores de
hidrégeno, la produccién de metabolitos solubles del bioproceso y la misma produccion
de hidrégeno. Entre ellos, el modelo de Gompertz modificado (Ec. 5) desarrollado por
Zwietering et al.'*®, ha sido ampliamente usado para describir el progreso de la
degradacion de sustratos, la produccion de hidrogeno y metabolitos solubles, y para el
crecimiento de microorganismos fermentadores en un proceso de fermentacion en lote

para la produccién de hidrégeno?®°.

Rmax x e

Hmax *@-D+ 1)} ®)

V = Hmax * exp {—exp (

Donde:
* V: Volumen de hidrégeno producido (mL) a un tiempo t

+ Hmax: Volumen maximo de produccion de hidrégeno (mL)
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*  Rmax: Tasa de produccién de gas (mL/h)
* A Duracion de la fase lag (h)

+ e:2.718

t: Tiempo (h)

2.8. Procesos avanzados de oxidacion

Los procesos avanzados de oxidacion (PAO) son aquellos tratamientos empleados
principalmente para la degradacion de contaminantes organicos mediante la generacion
de radicales hidroxilo (*OH) provocando, en el mejor de los casos, su mineralizacion. Los
PAOs mas conocidos son Fenton, foto-Fenton, ozondlisis, electrdlisis, fotocatélisis
heterogénea, entre otros. En este tipo de procesos se encuentra la fotocatélisis
heterogénea, que mediante la generacion de pares electron-hueco puedan llegar a
generar especies reactivas de oxigeno que son altamente reactivas y capaces de
degradar contaminantes organicos e inorganicos. Por la naturaleza del proceso
fotocatalitico es posible aprovechar las reacciones de oxidacién y reduccién que se
desencadenan en el sistema y producir hidrégeno, el cual puede ser utilizado como

fuente de energia alternativa.

2.9. Fotocatalisis heterogéneay su mecanismo

La fotocatdlisis cuenta con una serie de eventos en cadena los cuales deben ocurrir en
orden para completar la reaccion en presencia de un semiconductor. El primer evento
mas critico es la absorcién de luz y la formacién de los acarreadores cargados (par
electron/hueco, e/h*). Preferentemente, la formacion de e"y h* deberian llevarse a cabo
bajo irradiacion por luz solar en un rango de luz visible, para aprovechar un recurso
natural y reducir costos de aplicacion. La energia de banda prohibida (Eg) es la energia
minima necesaria para excitar un electron desde su estado ligado a un estado libre que
le permita participar en la conducciéon. Cuando un semiconductor es expuesto a una
fuente de luz con una energia mayor que su Eg, los e de la banda de valencia (BV) son
excitados a la banda de conduccion (BC) generando h*. Después, los e y h*
fotogenerados pueden seguir distintas rutas. Una vez separados y transportados a la
superficie del catalizador, estos pares e/h* son capaces de llevar a cabo las reacciones

de reduccion y oxidacion, respectivamente4©-142,
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El mecanismo de la fotocatalisis puede dividirse en seis pasos fundamentales (Fig. 3)*3:
Paso 1: absorcion de fotones

Paso 2: excitacidén de cargas

Paso 3: separacion de cargas

Paso 4: transporte de cargas

Paso 5: reacciones cataliticas en la superficie del material (oxidacion)

Paso 6: reacciones cataliticas en la superficie del material (reduccion)

3. Separacion de 4. Transporte a
cargas la superficie de

Recombinacién las cargas

en masa L
Recombinacién

superficial

Fotocatalisis 5. Reacciones de
heterogénea oxidacion

6. Reacciones de

1. Irradiacion reducciény
de luz formacion de
productos

H,0

Fig. 3. Mecanismo de la fotocatalisis en un proceso de “water splitting” para la produccion de
hidrégeno#3.

Durante el paso 1, comienza el proceso de fotocatalisis, y ocurre cuando un
semiconductor es irradiado con una energia mayor o igual a la Eg del mismo;
previamente, por las propiedades intrinsecas de los semiconductores que poseen de
una BV y una BC separadas entre ellas por una Eg'*. El fotocatalizador bajo una
excitacion fotonica favorable provoca las transiciones electrénicas y genera los pares e
/h* (paso 2). Después, las cargas son separadas y los electrones son excitados de la BV
a la BC, dejando huecos (h*) en la BV (paso 3). Los electrones y huecos son los
encargados de llevar a cabo las reacciones de oxidacion (paso 5) y reduccién (paso 6).

Las reacciones redox en la superficie del fotocatalizador ocurren cuando el potencial de
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oxidacion y reduccion estan por debajo o por encima que los niveles de las BV y BC,
respectivamentel43145-147,

El desempefio del proceso fotocatalitico puede presentar un obstaculo importante que
es la recombinacion de las cargas (e/h*). Los pares e/h* pueden recombinarse
principalmente durante el transporte de las cargas a la superficie del semiconductor
(paso 4) liberando calor. Por esta razén se disminuye la efectividad de las reacciones
redox. Por ejemplo, en la fotocatdlisis aplicada a la produccion de hidrégeno, la
recombinacion es un problema comun; por ello, el uso de agentes de sacrificio o

soluciones electroliticas ha sido estudiado para contrarrestar este problema®°.

2.10. Produccion de hidrégeno por fotocatalisis heterogénea

La produccion de H; por fotocatalisis heterogénea se lleva a cabo a través de un proceso
quimico conocido como ruptura de la molécula del agua (“water splitting”) el cual consiste
principalmente en dos reacciones: la reduccién de protones y la oxidacién del agua por
cuatro electrones (Ec. 6-8). Sin embargo, en procesos donde existan compuestos de
naturaleza organica, éstos pueden servir como fuente de protones, este proceso se
conoce como fotorreformacion (“photoreforming”). Por lo que, se puede considerar como
un acoplamiento de la oxidacion de una sustancia organica y la reduccion de protones
(Ec. 9-10).140-142

Semirreaccion de reduccion
2H* +2e~ - H, (6)

Semirreaccion de oxidacion
2H,0 + 4h* — 0, + 4H* (7)

Reaccion general del water splitting
2H,0 = 2H, + 0, (8)

Reaccion general de la fotorreformacion
CxH, 0, + (2x — 2)H,0 — (2x —z+y/2)H; + xCO, 9)

Reaccion de oxidacion de un alcohol
RCH,0H + 2h* — RCHO + 2H™ (10)
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El proceso de water splitting se lleva cabo cuando el potencial redox de la banda de
conduccién es mas negativo que el potencial redox del par H*/H, (0 V vs. NHE, pH 0);
en este proceso, en relacién con la semirreaccion de oxidacion, ésta debera ocurrir en
el borde de la banda de valencia con un potencial de oxidacion mas positivo que el
potencial del par redox O./H>0 1.23 V vs. NHE, pH 0). Por lo tanto, la Eg téorica minima
para que se lleve a cabo la reaccién completa de water splitting es 1.23 V; en la practica
este valor alcanza un Egentre 2 y 2.4 eV debido al sobrepotencial cinético y a la pérdida
de energia durante el proceso. Sin embargo, la elevada demanda de la reaccién de la
evolucion del oxigeno hace que la reaccién pura del water splitting no se efectlue
satisfactoriamente ya que hay pocos materiales con un Eq4 estrecho que puedan catalizar
ambas medias reacciones; ademas, trabajar a pH neutro es termodindmicamente mas
dificil debido a la menor disponibilidad de protones!*°. En contraste con el proceso de
water splitting, los sustratos organicos empleados en el proceso de fotorreformado tienen
potenciales de oxidacion menores (0.08 V vs NHE etanol)*8, consumiendo h* mas rapido
y evitando la recombinacién, mientras que al mismo tiempo, pueden servir como fuente
de protones!*. Por lo que, el fotorreformado es un proceso termodinamicamente menos

demandante comparado con el water splitting®®°.

2.10.1. Semiconductores para la produccién de hidrégeno
La eficiencia de los semiconductores es afectada en gran manera por su Eg y el tipo de
irradiaciéon. En la Fig. 4 se ilustra un perfil de varios semiconductores comunes con sus
valores de Eg y potenciales redox. Existen dos tipos de irradiaciéon: la luz UV
correspondiente a un rango de longitud de onda de 200 a 400 nm, y la luz visible con un
rango de longitud de onda de 400 a 800 nm. Cuando la Eg es amplia, la longitud de onda
a la que absorbe el semiconductor disminuye. Por ejemplo, cuando un semiconductor
tiene una Eg mayor que 3.15 eV su activacion solo se llevara a cabo bajo irradiacion UV,
mientras que si la Eg es menor que 3.15 eV su activacion se dara bajo irradiacion de luz
visible. Debido a esto, la sensibilidad de un semiconductor para ser activado depende

directamente de su valor de Eg*®L.
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Fig. 4. Comparativo de potenciales redox (pH 7) y Eg de varios semiconductores comunes#3,

Ademas de la Eg, el desempefio de la fotocatalisis se relaciona con los niveles de las
BV y BC. Los potenciales de oxidacién y reduccién deben estar dentro de la Eg del
fotocatalizador para obtener productos deseables!*1%2, Los potenciales de oxidacion y
reduccion de varias especies tipicas se muestran en la Tabla 1. La posicion de la BC
deberia ser mas negativa que el potencial redox H*/H; y la BV deberia ser mas positiva
que el potencial redox de O./H;0; esto para llevar a cabo un proceso exitoso de water
splitting.

Tabla 1. Potenciales redox estandar de algunas especies®s.

Reaccion E°(V)vs ENHapH 7
2H* + 2e- > H, (9) -0.41
0%(g) + e~ - 05 (aq) -0.33
0,(9)+ H* + e~ - HO, * (aq) -0.05
0,(g) + 2H* + 2e~ - H,0,(aq) 0.28
2H,0(aq) + 4h* - 0,(g) + 4H™ 0.82
OH  +h* > "OH 2.29
C0,(g) + 2H* + 2e~ > HCOOH (aq) -0.61
C0,(g) + 2H* + 2e- > CO(g) + Hy0 053
C0,(g9) + 4H* + 4e~ > HCHO(aq) + H,0 -0.48
C0,(g) + 6H" + 6~ -» CH;0H(aq) + H,0 -0.38
C0,(g) + 8H*" + 8¢~ —» CH,(g) + 2H,0 -0.20
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Entre los semiconductores, el diéxido de titanio (TiO2) es el mas estudiado ya que no es
téxico, es relativamente barato y tiene alta estabilidad quimica; también el TiO presenta
una velocidad de recombinacién relativamente rapida y una banda prohibida amplia (3.2
eV para anatasa) bajo una luz cercana a la region UV>4, Con el paso del tiempo, se ha
encontrado que es dificil para un Unico componente fotocatalitico alcanzar al mismo
tiempo una capacidad redox elevada y un rango de absorcion de luz amplio, por lo que
el uso de materiales con heteroestructuras como semiconductores ha ido evolucionando
con la finalidad de mejorar la eficiencia del proceso fotocatalitico'®®. Algunas técnicas
para modificar y crear heteroestructuras fotocataliticas son por dopaje, sensibilizacion,
control de la morfologia, control de la red cristalina y por modificacién de superficie®®.
Existe una variedad de semiconductores que han sido evaluados en las reacciones de
produccion de H,, desde materiales como 6xidos metélicos, oxinitruros y sulfuros,

ademas del uso de cocatalizadores como NiOy, RuO,, Pt, Rh-Cr, etc.140:141.155

2.11. Estrategias de mejora para la fotocatélisis heterogénea

2.11.1. Dopaje de semiconductores
La eficiencia fotocatalitica de un semiconductor esta dada por su estructura de bandas;
por lo que la modificacion de la Eg de un semiconductor es una manera de hacerlo activo
bajo irradiacién visible con una alta estabilidad fotoquimica y mejorar su eficiencia
fotocatalitica. La Eg puede ser modificada si una nueva Eg es introducida entre la BV y
BC, o por una interaccion interfacial fuerte. Esta puede crearse por medio del dopaje con
un ion metalico o una sustancia no metélica. Se sabe que las amplias Eg de algunos
semiconductores los restringe a absorber luz en la regién UV, lo que los limita a usos
practicos como ser usados bajo fuentes de irradiacion visible. Por lo tanto, el introducir
una nueva Eg entre los dos niveles cambia la Eg ancha de un semiconductor a una Eg

estrecha, y esto a su vez, extiende el rango de absorcién de luz UV a visible.

2.11.2. Dopaje con metales
Con respecto al dopaje con metales, la eficiencia del fotocatalizador esta relacionada
con el valor de la funciéon de trabajo de los metales (¢), la energia requerida para
transferir electrones desde el nivel de Fermi al vacio (cuanto mayor es ¢, menor es el

nivel de energia de Fermi)!*’. Entre mayor sea la diferencia de la funcién de trabajo de
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los metales con el semiconductor, mayor sera la barrera de Schottky, favoreciendo el
incremento en la tasa de producciéon de hidrégeno.

La barrera de Schottky es la barrera de potencial electrénico desarrollada simplemente
por la alineacion de la banda en la hetero-unién del metal y el semiconductor, que en
consecuencia aumenta la eficiencia con respecto a los electrones fotogenerados a ser
transferidos y atrapados por el metal. Por lo tanto, el nivel de Fermi debe ser mas bajo
en energia que la BC del semiconductor, asi los metales pueden capturar los electrones
migrados, mientras que los huecos permanecen en la BV*¢ (Fig. 5a). Por lo tanto, la
modificacion de semiconductores con metales puede mejorar el rendimiento de la
fotocatalisis para que sea eficaz y funcional bajo irradiacion de luz visible.

En los ultimos afos, algunos metales como Pt, Au, Ag, Niy Pd han sido estudiados como
dopantes en semiconductores, siendo el mas estudiado el dopaje de alguno de estos
metales en TiO,. El método de modificacion superficial del material ha sido ampliamente
usado para el dopaje metalico en TiO,, mostrando resultados favorables en la
eliminacion de la recombinacién de los pares e/h* generados. El metal que es un
cocatalizador al atrapar los electrones proporciona sitios adicionales de reaccién en la
superficie del catalizador!®®,

El proceso de fotocatdlisis también se puede mejorar dopando un semiconductor con
nanoparticulas de un metal noble a través del efecto de resonancia de plasmén
superficial (RPS). Los metales nobles como Pt, Au y Ag tienen una banda de plasmén
de superficie fuerte en el rango visible. En la Fig. 5b, se ilustra la transferencia de carga
fotogenerada del semiconductor TiO2/metal bajo irradiacién de luz visible debido a los
efectos de resonancia de plasmén superficial (RPS). Los electrones fotogenerados
localizados en la superficie de la resonancia de plasmon del metal pueden transferirse
eficientemente a la BC del semiconductor por transferencia directa de electrones bajo
irradiaciones de luz visible, cuando estan directamente en contacto con el semiconductor
y experimenta reacciones de reduccién en la superficie del semiconductor?®®. Zhu et al.16°
reportaron que el TiO2/Pt (1% p/p) es un material prometedor en la produccion de
hidrégeno, ya que alcanzaba una tasa de produccion de 1023.71 pmol/h-gca: después de

5 h de irradiacién, y mostr6 estabilidad al no desactivarse después de 30 h de irradiacion.
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a) Barrera de Schottky b) Resonancia de plasmén superficial

Fig. 5. a) Esquema de transferencia de carga del TiO2/metal bajo irradiacion UV debido a la
existencia de la barrera de Schottky; b) Esquema de transferencia de carga del TiO2/metal bajo
irradiacion de luz visible debido a los efectos de resonancia de plasmén superficial (RPS)162,

Considerando las potenciales aplicaciones futuras que tiene el uso de materiales
semiconductores en la produccién de H;, es importante considerar cocatalizadores que
sean baratos, eficientes y abundantes, aunado que su relacidon costo-conversion de
hidrogeno sea favorable. En recientes estudios, el niquel ha demostrado ser un
cocatalizador interesante en la produccion de H,, ya sea incluido como metal inorganico,
compuestos niquelados (sulfuros, fosfuros, oxidos, etc.), en las hidrogenasas o como
complejos moleculares?®?. Simon et al.'®® depositaron Ni en CdS por el método de
fotorreduccion y alcanzaron una tasa de produccion de H; de 6300 pmol Ha/h-gcat
utilizando etanol como agente de sacrificio bajo luz LED a 447 nm. También, Chen et
al.*®* incorporaron Ni en CdS por el método hidrotérmico, ellos reportan 3004.8 umol
Hz/h-gcaren la fotocatalisis del acido lactico bajo luz de Xe a 420 nm. Por otro lado, Zhang
et al.1®> emplearon NiS como cocatalizador en ZnesCdosS/rGO (rGO: 6xido de grafeno
reducido) en una solucion de Na,S y Na SOz alcanzando una tasa de produccion de H;
de 7514 pmol Hz/h'gea bajo un simulador solar. Sreethawong et al.'®® sintetizaron un
complejo NiO-TiO; por el método sol-gel y lo usaron en una solucion de metanol para
producir Hz a una tasa de 813 pmol Hz/h-gca bajo una fuente de luz de UV-vis.
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2.11.3. Dopaje con no metales

Con respecto al dopaje con compuestos 0 elementos no metalicos, los aniones han
presentado un efecto positivo al aumentar el desempefio fotocatalitico del semiconductor
modificado ya que es activo bajo irradiacion visible. Cuando el semiconductor se dopa
con un no metal, la Eg se reduce y provoca gue se genere una banda de hibridacién 2p
entre la BC y BV de un semiconductor. Bajo irradiacion de luz visible, los electrones son
transferidos a la banda intermedia 2p desde la BV del semiconductor y luego migran a
la BC desde la banda intermedia para producir hidrégeno. Este proceso de excitacion
electrénica requiere menor energia y también dificulta la recombinacion de las cargas*®’.
Se ha reportado el uso de una variedad de aniones (N%, F, CI, S%, etc.) dopados en
TiO, causando una mejora en la absorcion de luz visible!®®, Se descubrié que los
dopantes no metélicos son mas eficientes en comparacion con la mayoria de los iones
metalicos debido a la menor formacién de centros de recombinacion de carga y al
estrechamiento de la energia de la banda prohibida, por lo que son altamente sensibles
a la irradiacion con luz visible®®®, Li et al.}”® encontraron que la produccion de hidrégeno
mejoraba al dopar TiO, con nitrégeno, logrando una mejora de 0.73 mmol/h-gcar @ 2.98
mmol/h-gcar empleando etilendiamina como agente precursor a una relacion 1:1.

El numero de pares e/h* producidos durante una reaccion fotocatalitica depende del
namero de sitios cataliticos activos presentes en la superficie; entre mayor sea el area
superficial del fotocatalizador, mayor sera el nUmero de sitios activos en la superficie y,
por consiguiente, mayor serd la velocidad de la fotocatalisis. Entonces, tener una
conductividad electrénica alta no es suficiente para mejorar la actividad, por lo tanto,
para mejorar el desempenfo de los semiconductores, es necesario incrementar el nimero
de sitios activos en la superficie del material. Esto se puede lograr creando sitios activos
por medio del dopaje sustitucional en el material o creando nuevos sitios activos sobre
la superficie del semiconductor por medio de cocatalizadores. El dopaje por
heterodtomos como B, N, P y S pueden generar sitios activos efectivamente y asi
desencadenar reacciones electrocataliticas'’!. Jiao et al.}’? exploraron la aplicaciéon de
Ny P en grafeno para la produccién de hidrégeno, y lo compararon con g-CsN. dopado
con N y observaron un mejor desempefio del primer material mencionado; propusieron
gue los heteroatomos dopados dirigen a un mayor contacto interfacial, una mayor
conductividad electrénica, y una mayor generacion de sitios activos los cuales son los
responsables principales del transporte efectivo de cargas y la separacion de cargas a

diferentes direcciones.
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2.11.4. Acoplamiento entre semiconductores

La unién o acoplamiento entre semiconductores se realiza con la finalidad de mejorar el
proceso fotocatalitico, principalmente para disminuir la Eg y asi lograr que el material
sea capaz de utilizar la luz visible, ademas de mejorar su habilidad de absorcion de
fotones y su estabilidad!’3. Las heterouniones pueden mejorar el desempefio del proceso
al acoplar una Eg ancha con una Eg estrecha y asi hacer funcional al semiconductor
bajo luz visible y acelerar la separacion de cargas. Esta técnica de modificacién para
semiconductores ha sido estudiada principalmente acoplando TiO, con compdsitos
(WOs3, SiO2, Al203, SnO2, CdS, PbS, Bi:S3) y con Oxidos metdlicos (Cu20, Fe203, ZnO,
NiO)**1. Lakshmana et al. 1"* reportaron el uso de Bi.O3 inmovilizado en TiO, para la
produccion de hidrogeno, depositaron sus materiales formando laminas, ellos reportaron
una produccién maxima de H, de 100 mmol/gca: en cuatro horas de irradiacion solar.

No solo se ha reportado el acoplamiento de compdsitos binarios, sino también de
compuestos ternarios. Estos fotocatalizadores ternarios consisten en tres elementos
diferentes o semiconductores con diferentes funciones en tres pasos distintos; los
compdésitos semiconductores ternarios proveen una oportunidad de multiplicar la
excitacion fotonica de los materiales fotoactivos con una energia menor y utilizar la
heterounion para conducir el proceso electronico en la direccibn deseada. En
consecuencia, se puede lograr la fotoexcitacion selectiva de estados electrénicos
localizados para obtener una mejor selectividad!’. Xie et al.1’® sintetizaron un compdsito
ternario formado por TiO,-ZnO/Pt y lo emplearon en un proceso de water splitting
logrando una tasa maxima de produccion de hidrégeno de 2150 pmol/h-gca. Muchos
compositos ternarios contienen heterouniones de dos semiconductores y un metal
depositado; la unién de un semiconductor con otro, con una Eg menor, puede también
mejorar su activacion hacia un rango de luz visible debido a que la fotogeneracion de
electrones pueden migrar hacia el semiconductor con la Eq mayor, resultando en una

separacion de cargas mayor®:,

2.11.5. Sensibilizacién de la superficie del semiconductor
La sensibilizacion es el proceso en el cual se transfiere la energia de excitacion
electronica de una molécula a otra; generalmente los agentes sensibilizadores son
colorantes que facilitan la transferencia de electrones hacia el semiconductor sin ser
consumidos, ya que actian de manera analoga a un semiconductor al aportar un

electron desde su BC hacia la BC del semiconductor. Durante la fotosensibilizacion,
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gracias a la absorcién de fotones, el fotosensibilizador supone la generacién del estado
excitado, de esta manera es capaz de ceder o transferir su exceso de energia a otra
molécula cercana. La fotosensibilizacion por colorantes ha sido empleada para la
evolucién de hidrogeno a partir del agua y es una manera eficiente de aprovechar la
energia solar’’. Kong et al.1’® reportaron cerca del 32.5% de eficiencia fotocatalitica
usando Eosina Y como fotosensibilizador empleando grafeno/NiSx, donde concluyen que
el NiSx actia como cocatalizador con sitios altamente activos para reducir el potencial
excesivo de la generacion de hidrégeno y el grafeno proporciona una gran superficie,
ademas de fortalecer la migracion de electrones desde eosina Y al cocatalizador NiSy.

La clorofila es un pigmento fotosintético que juega un papel esencial en la absorcién de
luz (en el rango de luz roja y azul), ademas que esta energia absorbida es conducida al
centro de reaccién del compuesto por la transferencia de resonancia a través de anillos
y dobles enlaces en la estructura del pigmento!™. Algunos autores han estudiado la
sensibilizacion de diferentes fotocatalizados con clorofila, por ejemplo, Joshi et al.'®
inmovilizaron clorofila en diferentes soportes mesoporosos (silica gel, meso alumina,
meso titania y MCM-41) con la finalidad de fotorreducir azul de metileno. Recientemente,
Phongamwong et al.?® evaluaron el uso de la clorofila en TiO, dopado con nitrégeno para
reducir CO,. También, Kondo et al.’® realizaron una fotosensibilizacién de un dimero de

Zn-pirofeoférbido a (ZnPyOH) con clorofila para fotoinducir la produccion de Ha.

2.12. Factores que afectan la fotocatalisis heterogénea en la produccion de

hidrégeno

2.12.1. Energia de banda prohibida
La estructura electronica de un semiconductor esta dada en términos de bandas de
energia y pueden considerarse como una serie de niveles de energia debido a la
diferencia energética entre la BV y BC. De manera general, el potencial redox del aceptor
de electrones debe ser termodindmicamente menor que el perteneciente a la BC del
semiconductor'®. El hidrégeno es producido de la hidrogenacién inicial de
intermediarios, los iones H* son adsorbidos en los sitios activos y reducidos a H:
mediante los e fotogenerados!®2. Por ejemplo, el TiO, tiene un Eg apropiado para el
proceso de water splitting, ya que la BV (+2.7 V vs. NHE pH 7) es mas positiva que el
par redox O2/H>0O (+1.23 V vs. NHE), y por el otro lado, la BC (-0.5 V vs. NHE pH 7) es
mas negativo que el par redox H,O/H (-0.41 V vs. NHE pH 7). Sin embargo, el TiO;
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solo es activo bajo irradiacion UV ya que tiene un Egde 3.2 eV; por esta situacion, para
ser activo bajo irradiacién visible, el TiO, tendria que ser dopado con metales u otro
elemento, o modificado con otro semiconductor para reducir su Eg y ser activo bajo

irradiacion visible.

2.12.2. Area superficial y estructural del semiconductor
La modificacion de la superficie de los semiconductores es una de las estrategias para
disminuir la Eg de los fotocatalizadores y estos cambios estructurales tienen un efecto
directo en el proceso de fotocatalisis!®*. La estructura cristalina de los fotocatalizadores
afecta directamente la actividad catalitica y, por lo tanto, la produccion de hidrégeno. Las
nanoparticulas de gran tamafio pueden contribuir a una interaccion débil del metal
soportado en el semiconductor'®, Un area superficial grande puede proveer mayor
namero de sitios activos y, como consecuencia, un incremento en la actividad
fotocatalitica®. Los fotocatalizadores cristalinos con un tamafio de particula mas
pequefio tienen una distancia mas corta para que los electrones y huecos fotogenerados
se muevan rapidamente a los sitios activos de reaccion en la superficie del catalizador,

reduciendo asi la probabilidad de recombinacién?®’,

2.12.3. Intensidad de luz

La eficiencia de un proceso fotocatalitico también est& influenciado por la intensidad de
luz a la cual es irradiado el semiconductor, ya que se ha reportado que un aumento en
la intensidad de luz esta relacionado con un aumento en la produccién de hidrégeno®,
Existen dos regimenes relacionados con la actividad fotocatalitica con respecto al flujo
de electrones. El primer orden son los flujos empleados a nivel laboratorio, que oscila
alrededor de 25 mW/cm?y los pares e/h* son consumidos mas rapido por las reacciones
de interés que por efectos de recombinacion. Mientras que el otro régimen se relaciona
a intensidades muy altas, en las cuales la velocidad de recombinacién domina y resulta
en una disminucién de la velocidad de reaccion'®. Baniasadi et al.'®® realizaron
experimentos para la produccién de hidrégeno empleando ZnS, evaluaron el efecto de
la intensidad de luz y observaron un aumento del 20% en la fotoactividad del material al
aumentar de 900 a 1000 W/m?,
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2.12.4. Temperatura

La temperatura no puede inducir la actividad fotocatalitica de un semiconductor, ya que
esta no contribuye a la generacién de e ni h*. Sin embargo, la temperatura juega un
papel importante en la desorcion de productos en la superficie del fotocatalizador y asi
aumentar la actividad fotocatalitica; este efecto difiere segun el tipo de catalizador usado.
Otro efecto en el proceso es que la temperatura tiende a acelerar la velocidad de
reaccion de las especies reactivas generadas en el proceso fotocatalitico. También, altas
temperaturas proveen una transferencia de e mayor, por lo que facilita que se lleven a
cabo las reacciones redox. Huaxu et al.*® emplearon TiO2/Pt en la produccién de
hidrégeno y reportaron un incremento de 4.71 mmol Ha/gcar @ 15.18 mmol Ha/gear cuando
la temperatura aumentaba de 45 a 55 °C. Por otro lado, Zhang y Maggard?®®? reportaron
gue la temperatura 6ptima para la produccion de hidrogeno por water sppliting se
encuentra entre 60 y 80 °C.

2.12.5. pH
La produccion de hidrégeno se ve favorecida segun la concentracién de protones en el
sistema, la cual se relaciona con el pH de la solucién en donde se lleva a cabo el proceso.
Con respecto al proceso de fotorreformado, el pH tiene un papel importante debido a la
presencia de las especies organicas empleadas como agentes de sacrificio. La
produccién de hidrégeno se ve favorecida a pH basico débil que en un pH acido fuerte o
pH béasico fuerte (>10), y esto también impacta en los cambios de la Eg de los
semiconductores modificados!®®. Tal fue el caso de Wu et al.1% que reportaron el uso de
TiO2/CuOx para la produccién de hidrégeno, y observaron que a pH 10 la produccién era
mayor en comparacion que a pH 2, ellos observaron que bajo condiciones acidas las
especies de Cu(l) son menos estables en la superficie del TiO», por lo que el desempeiio
del sistema decaia notoriamente. Por otra parte, Fujita et al.!®> observaron que al usar
TiO2/NiO en un medio de reaccion a pH 6.6 alcanzaba un rendimiento de 1200 pmol
Ha/h-geat, por lo que concluy6 que la velocidad en la evolucién del hidrégeno dependia
del pH del medio de reaccion y que el pH éptimo estaba cerca al punto de carga cero del
material. Otro estudio fue realizado por Nada et al.'®® que usaron TiO2/RuO,-MV?* para
la produccién de hidrégeno empleando una mezcla de metanol-agua bajo condiciones
acidas, observaron que a pH acido, los iones H* eran adsorbidos en el fotocatalizador, y

la posibilidad de que ocurriera la reduccion hacia H, aumentaba.
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2.12.6. Agentes de sacrificio

El desempefio de la fotocatdlisis puede aumentar cuando se emplean especies
organicas como agentes de sacrificio, ya que estos compuestos actlan como
secuestradores de h*, lo que abre paso a que los e tengan camino libre para la reduccion
de H* y asi la generacién de H;'*’. Algunos derivados de la biomasa como el etanol,
glicerol, azUcares y metano son sustratos biol6gicos que pueden provenir de plantas y
residuos lignocelulésicos, asi como de la fabricacion de almiddn, aceites y grasas; éstos
compuestos son una fuente viable de agentes de sacrificio debido a su alto contenido de
carbono. Ademas, dichos compuestos son considerados como una fuente renovable ya
gue a pesar de que existe formacién de diéxido de carbono durante su utilizacion en la
produccion de H, éste puede convertirse nuevamente en biomasa a través de la
fotosintesis, contribuyendo al ciclo del carbono; por lo tanto, esto significa que el diéxido
de carbono producido a partir de biomasa no debe contribuir al calentamiento global
mientras el consumo de la biomasa no exceda la capacidad natural de convertir el
diéxido de carbono en biomasa®*.

Kawai y Sakata'®®2% realizaron los primeros estudios en produccion de H, por
fotocatalisis de varios derivados de la biomasa como metanol, etanol, azlcares y
aminoacidos, entre otros, empleando TiO; dopado con Pty RuO, como cocatalizadores.
Este mismo grupo de investigacién estudi6 las reacciones que se llevan a cabo usando
diversos acidos organicos y agua en un proceso de fotocatalisis utilizando TiO» dopado
con Ag y Pt?!. Afos después, Kondarides et al.?%? realizaron el fotorreformado del
glicerol con una tasa de produccion de 4.98 mmol Ha/L-h, asi como varios carbohidratos
como galactosa, lactosa, celobiosa, maltosa, almidén y celulosa con el uso de Pt/TiO-
como semiconductor y concluyd que estos agentes de sacrificio pueden proveer una
fuente viable de H; renovable. Li et al.?®® evaluaron la produccién de H; a partir de acidos
grasos organicos usando nanoparticulas de TiO, dopadas con carbono bajo irradiacion
de luz visible. Los autores realizaron las reacciones empleando sistemas con mezclas
de los acidos grasos (acido acético, propionico, butirico y lactico) y por separado
obteniendo una tasa maxima de produccién de H. de 12 umol Hz/L-h en 4 h de irradiacion

empleando una combinacién de acido lactico y acético.
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3. APORTACION CIENTIFICA
Al concluir este proyecto de investigacion se esperan las siguientes aportaciones:
v" Evaluacion de la funcionalidad del uso de mediadores redox libre e inmovilizados
en la fermentacion oscura para incrementar la produccion de hidrégeno.
v Diseflo de un semiconductor funcional a base de TiO, o ZnO, resina fendlica
dopado platino para favorecer la produccién de hidrégeno.
v Integracién de un proceso biol6gico mediante fermentacién oscura y un proceso

fisicoquimico mediante fotocatélisis heterogénea para producir hidrégeno.

4. HIPOTESIS
La inmovilizaciéon de mediadores redox en soportes carbonaceos favorece la produccion
de hidrégeno por fermentacion oscura, ademas los subproductos de la fermentacion
oscura pueden ser usados como agentes de sacrificio para producir hidrégeno por
fotocatdlisis heterogénea.

5. OBJETIVO GENERAL
Producir hidrégeno mediante fermentacibn oscura con un consorcio anaerobio y
Clostridium beijerincki empleando mediadores redox soportados en distintos materiales
carbonaceos y evaluar la utilizacién de los subproductos liquidos de la fermentacién

oscura para la generacion de hidrogeno por fotocatalisis heterogénea.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Realizar la inmovilizacion de diferentes mediadores redox (riboflavina, AQS, y
lawsona) en materiales carbonaceos (bagazo de agave y carbén activado mineral).

b. Evaluar el efecto de la riboflavina inmovilizada en bagazo de agave como mediador
redox en la producciéon de hidrégeno a diferentes temperaturas empleando
Clostridium beijerinckii.

c. Realizar un pretratamiento térmico a lodo anaerobio y acondicionamiento en reactor
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) para su posterior uso como inéculo en las
pruebas de produccién de hidrégeno.

d. Evaluar el efecto de diversos mediadores redox inmovilizados en carbén activado

granular en la produccion de hidrogeno empleando un lodo anaerobio pretratado.
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e. Sintetizar semiconductores usando como base TiO, y ZnO comercial, asi como
sensibilizar los fotocatalizadores con la incorporacién de resina fendlica, y doparlos
con un cocatalizador metalico (Pt).

f. Caracterizar los mejores semiconductores sintetizados en la produccién de
hidrégeno.

g. Efectuar pruebas fotocataliticas de produccion de hidrégeno en presencia y ausencia
de agentes de sacrificio de manera individual o en mezcla.

h. Utilizar los subproductos liquidos de la fermentacion en pruebas de produccién de
hidrogeno por fotocatélisis heterogénea.
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7. METODOLOGIA

7.1. Materiales y reactivos

Triptona, extracto de levadura, acido aminobenzoico, biotina, tiamina, riboflavina, y
hexacloroplatinato de sodio hexahidratado fueron obtenidos de Sigma Aldrich. El carbén
activado mineral “Carboactive” se obtuvo de la empresa CLARIMEX™, el diametro de
particula tuvo un rango de 0.5 mm a 0.7 mm. Los mediadores redox estudiados
(riboflavina (Rib), lawsona (LQ) y antraquinona-2-sulfonato (AQS)) fueron adquiridos en
Sigma Aldrich. Fenol (99%), formaldehido (37%), acido clorhidrico (37%), acetona (80%)
y etanol (96%) se obtuvieron de Desarrollo de Especialidades Quimicas (DEQ). El acido
oxalico y bicarbonato de sodio fueron obtenidos de J.T. Baker. El TiO, se obtuvo de
Inframat® Advanced Materials (22N-0801%). El gas nitrdgeno empleado para establecer
condiciones anaerobias fue obtenido de AOC (80% de pureza).

La estructura de esta investigacion fue dividida en dos etapas (ver Fig. 6): la etapa uno
enfocada en la fermentacién oscura bajo diversas condiciones evaluando el uso de
mediadores redox, y una segunda etapa dirigida a la produccién de hidrégeno por
fotocatalisis heterogénea empleando los subproductos liquidos de la primera etapa

fermentativa.
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Fig. 6. Propuesta del esquema de la ruta de produccion de Ho.
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7.2. Etapal. Fermentacién oscura empleando mediadores redox disueltos e

inmovilizados

7.2.1. Inmovilizacién de riboflavina en bagazo de agave

7.2.1.1. Modificacion quimica del bagazo de agave
La inmovilizacion de la riboflavina se llevo a cabo mediante la modificacién quimica del
bagazo de agave (BA). El proceso de modificacion consté de cuatro etapas:
mercerizacion, esterificacion entre grupos hidroxilo y &cido succinico, formacion de grupo
anhidrido en la estructura e incorporacion de la riboflavina en el soporte*°,
La mercerizacion se realizé agregando 15 g del soporte carbonoso y 400 mL de NaOH
20% wi/v, la mezcla se mantuvo en agitacién constante por 18 h a 25 °C. Posteriormente,
se filtro la suspension y se realizé lavado del material con agua destilada hasta obtener
un pH neutro en la solucion de lavado. Después, el material mercerizado se lavo con
etanol 96% v/v y se sec6 por 90 min a 85 °C.
La esterificacion comenzé agregando el material mercerizado obtenido junto con 35 g de
anhidrido succinico en un matraz de fondo redondo. Se adicionaron posteriormente 233
mL de piridina y la suspensién se mantuvo a 120 °C por 6 h. Después, se filtr6 la
suspension y el material sélido obtenido fue lavado con las siguientes soluciones: acido
acético en cloruro de metilo (1 M), etanol 96% v/v, agua destilada, HCI (0.01 M) y
acetona. Finalmente, el material lavado se sec6 a 80 °C por una hora.
Consecutivamente, el material obtenido de la esterificacion junto con 265 mL de
anhidrido acético se calenté a 100 °C por 24 h con agitacién constante. La suspension
se filtr6 y se lavd con éter dietilico, para después ser secado a 100 °C por 20 min.
Por dltimo, para la incorporacion de la riboflavina en el soporte modificado, se mezcl6 el
material obtenido junto con 2.35 g de riboflavina; después, se afiadieron 140 mL de N,N-
dimetilformamida (DMF) y se llevé a calentamiento a 75 °C por 24 h bajo agitacion
constante. Después, se filtr6 el material y se lavé con DMF, dimetilsulféxido (DMSO),
agua destilada en exceso, etanol 96% v/v y acetona. Posterior a esto, se seco el material
a 80 °C por 30 min. Finalmente, se midi6 la absorbancia de la soluciéon de lavado a 267
nm con ayuda de un espectrofotometro UV-Vis para corroborar un eficiente lavado del

material.
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7.2.1.2. Determinacion de concentracion de riboflavina en bagazo de agave.

La determinacion de la concentracién de la riboflavina inmovilizada en el bagazo de
agave se llevé a cabo por hidrdlisis del enlace éster formado entre el material carbonoso
modificado y la riboflavina. Para ello se colocaron 31 mg del soporte inmovilizado junto
con 50 mL de NaOH 0.1 M (pH 12) y se sometié en agitacion por 24 h a temperatura
ambiente. Enseguida se centrifugaron las suspensiones y se obtuvieron los
sobrenadantes. Después, se midi6 la absorbancia de las muestras a 354 nm (Anax a la
gue absorbe la lumiflavina a pH 12) y se calculd la concentracion de la riboflavina
inmovilizada en el soporte a través de la curva de calibracion correspondiente (Anexo
A).

7.2.2. Inmovilizacién de LQ y AQS en carbdn activado

La inmovilizacion quimica de los mediadores redox en carboén activado (CA) se llevo a
cabo de acuerdo a la metodologia reportada por Olivo-Alanis et al.?%* para LQ y Alvarez
et al.?% para AQS.

La realizacion de la inmovilizacion de LQ en el CA comenzé con la preparacion de una
solucion de LQ a 360 mg/L en agua desionizada, para mejorar la solubilidad de la LQ en
la solucion, se afadieron algunas gotas de bicarbonato de sodio 1 M hasta alcanzar un
pH neutro. Posteriormente, el pH de la solucion se ajustdé a 3 usando una solucién de
HCI 1 M. Después, se pes6 1 g de CA y se agreg6 a la solucién de LQ, ésta se mantuvo
en agitacion constante (150 rpm) a 50 °C por 48 h. Luego, el material obtenido fue filtrado
y lavado con agua desionizada, y se sometié a calentamiento a 85 °C por 24 h para
promover la esterificacién de Fisher. Alicuotas iniciales y finales fueron tomadas de las
suspensiones para la determinacion de la concentracion de LQ por espectrofotometria
UV-Vis a 450 nm, de esta manera se estimé la cantidad de LQ inmovilizada en el CA.
La inmovilizacion covalente de AQS en CA comenzo al pesar 10 g de CA 'y afadiéndolos
a 250 mL de una solucién de 250 g/L de ZnCl, disuelto en HCI concentrado, el CA se
dej6 en contacto en la solucién por 24 h. Subsecuentemente, el carbén activado tratado
(CA-CI) fue lavado tres veces con HCl y secado a 80 °C por 12 h. Luego, el material seco
se agreg6 en 1 L de solucion de AQS a 1.5 g/L y se mantuvo en agitacion constante (150
rpm) a 50 °C por 48 h. Finalmente, la cantidad de AQS inmovilizada en CA fue
cuantificada segun la concentracion inicial y final de AQS en la suspensién empleando

espectrofotometria UV-Vis a 350 nm.
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La capacidad de adsorcién (Qads, mg/g) se determiné empleando un balance de masa de
acuerdo a la la Ec. 11.
_V(Co—Co)

m

(11)

ads

Donde, V (L) es el volumen de la soluciéon de LQ y AQS; Co ¥y Ce (Mmg/L) son la
concentracion inicial y al equilibrio de LQ y AQS, respectivamente; y m (g) es la masa
del carbon activado.

La capacidad de desorcién (Qges, Mg/g) se determind a partir de la masa de carbon
activado (m, g), y la concentracion de LQ y AQS de la solucién del lavado con el medio
basal (Cq, mg/L) a partir de la Ec. 12. Finalmente, la capacidad remanente (Qremanente) S€
estim6 de acuerdo a la Ec. 13.

Ve
Qs = — (12)
es m

Qremanente = Qads - Qdes (13)

7.2.3. Activacion de la cepa Clostridium beijerinckii

Se llevo a cabo la revitalizacion de una suspension de esporas de Clostridium beijerinckii
en medio TYD (3 g/L triptona, 1 g/L extracto de levadura y 2 g/L dextrosa) y después se
realizé la siembra en medio P2 modificado de acuerdo al método reportado por Ye et
al.1%62% | a composicion del medio P2 modificado fue la siguiente: buffer (5 g/L KH2POu,
4 g/L K;HPO4, 1.6 g/L NH4CI), soluciéon de elementos traza (1 mL/L buffer) (20 g/L
MgSOs4, 1 g/L MnSOQ4, 1 g/L NaCl, 1 g/L FeSQO,) y solucién de vitaminas (1 mL/L buffer)
(1 g/L &cido aminobenzoico, 0.1 g/L biotina y 1 g/L tiamina). El pH del medio fue
aproximadamente 6.8. El medio fue burbujeado con nitrdgeno por 10 minutos para crear

condiciones anoxicas y esterilizado a 121 °C por 20 min.
7.2.4. Tratamiento del lodo anaerobio granular

El uso del LQ y AQS como mediadores redox en la fermentacion oscura fue evaluado
empleando un lodo anaerobio granular, el cual fue obtenido de un digestor anaerobio de

una industria cervecera en la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, México. Antes de ser
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empleado como indculo en el proceso fermentativo, el lodo fue sometido a un tratamiento
térmico para inhibir la actividad de microorganismos consumidores de hidrégeno®; para
ello, 1 L de lodo granular fue cribado con un tamiz de 0.4 mm; después, se sometié a
calentamiento a 90 °C por 2 h; finalmente, el lodo se dejo enfriar a temperatura ambiente
por 24 h. Después del tratamiento térmico, el indculo tratado se sometié a un proceso de
aclimatacion en un reactor UASB con un TRH (tiempo de retencién hidraulica) de 18 h a
temperatura ambiente por 25 dias. Durante la adaptacion del lodo, previo a los
experimentos de fermentacion, el biorreactor fue alimentado con 2.5 g/L de glucosa, 2.55
g/L KH2PO4, 2 g/L K:HPO4, 0.8 g/L NH4Cl y 5 mg/L de una mezcla de medidores redox
(LQ y AQS). Luego, varias muestras de lodo fueron tomadas para la determinacion de
ST (sélidos totales) y SVT (solidos volatiles totales) siguiendo la metodologia reportada
por los métodos estandar 2%,

7.2.5. Optimizacién de la produccion de hidrégeno empleando riboflavina
soluble e inmovilizada durante la fermentacion oscura por Clostridium

beijerinckii

Para la evaluacién de la produccién de hidroégeno por fermentacién oscura se desarrollé
un disefio de experimentos central compuesto (DCC); los factores a evaluar fueron:
temperatura (25, 35y 45 °C) y la concentracién de riboflavina (100, 200 y 300 uM) (Tabla
2), mientras que las respuestas medidas fueron la tasa de produccion y la maxima
produccién de hidrégeno. El disefio fue aplicado para los siguientes escenarios:

a) Riboflavina libre en el medio.

b) Riboflavina inmovilizada en bagazo de agave (BA).

c) Riboflavina inmovilizada en carbon activado (CA).
La fermentacién se llevd a cabo en botellas serolégicas de 120 mL en medio P2
modificado utilizando glucosa a 3 g/L como Unica fuente de carbono. Los frascos fueron
burbujeados con nitr6geno y esterilizados a condiciones estandar. Se inocularon los
biorreactores con 6% (v/v) de Clostridium beijerinckii y fueron mantenidos bajo agitacion
orbital constante (120 rpm) a la temperatura del disefio de experimentos.
Periédicamente, se midi6 el hidrégeno acumulado por desplazamiento en solucién

alcalina.
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Tabla 2. Disefio central compuesto 22,

No Tipo Temperatura (°C) Riboflavina (uM)
1 Factorial 25 100
2 Factorial 45 100
3 Factorial 25 300
4 Factorial 45 300
5 Axial 25 200
6 Axial 45 200
7 Axial 25 100
8 Axial 45 300
9 Central 35 200

10 Central 35 200
11 Central 35 200
12 Central 35 200
13 Central 35 200

Una vez realizadas las cinéticas de produccién de hidrogeno de cada tratamiento
obtenido por el disefio de experimentos, se implementé el modelo de Gompertz
modificado (Ec. 5) y mediante el software Statistica se determinaron los parametros
siguientes: Volumen maximo de hidrogeno producido (Hmax), tasa de produccion de
hidrégeno (Rmax), y tiempo de duracion de fase lag (A).

Las respuestas evaluadas para los disefios de experimentos fueron los parametros
Hmax y Rmax. El andlisis estadistico y los indices de deseabilidad se obtuvieron usando

el software Design Expert 7.

7.2.6. Evaluacion de LQ y AQS en forma disuelta e inmovilizada durante la

fermentacion oscura por lodos anaerobios granulares

Los experimentos fermentativos para la produccién de hidrogeno usando LQ y AQS en
forma disuelta e inmovilizada se llevaron a cabo en frascos serologicos de 120 mL
empleando el medio P2 modificado con la siguiente composicion?®®: la soluciéon buffer
gue contenia KH.PO4 (4.55 g/L), K;HPO4 (4 g/L) y NH4CI (1.2 g/L); la solucién de
elementos traza (1 mL/L buffer) compuesta por MgSO. (20 g/L), MnSO4 ( 1g/L), NaCl (1
g/L) y FeSO4 (1 g/L); y la solucién vitaminica (1 mL/L buffer) que contenia &cido
aminobenzoico (1 g/L), biotina (0.1 g/L) y tiamina (1 g/L). La fuente de carbono fue
glucosa a 3 g/L, y se inocul6 con 1 gsvr/L del lodo anaerobio aclimatado. Durante la

fermentacion oscura se mantuvo agitacion constante a 150 rpm, a 37 °C; el volumen de
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trabajo fue de 84 mL, y el oxigeno presente en los frascos fue desplazado por burbujeo
con nitrégeno gas por 10 min. Se realizaron controles experimentales con la ausencia
del mediador redox para la evaluacién del desempefio del consorcio anaerobio en la
produccién de hidrégeno; también se adicioné un control del CA sin mediador redox
presente, con el objetivo de evaluar el efecto del material carbonaceo en la fermentacion
oscura. Finalmente, para identificar el papel del mediador redox en la fermentacion
oscura, los mediadores redox (LQ y AQS) fueron adicionados en estado oxidado a una
concentracién de 500 uM, ambos fueron adicionados en forma disuelta (LQ y AQS) e
inmovilizados (CA-LQ y CA-AQS). Todos los experimentos fueron efectuados por
triplicado con medio basal, glucosa y lodo anaerobio como in6culo.

El biogas acumulado fue medido a intervalos regulares liberando la presion de los
frascos y haciendo pasar el gas por una trampa de CO, con una solucién alcalina.
Adicionalmente, se tomaron diversas muestras liquidas al inicio y final de la
fermentacion, las cuales fueron filtradas (diametro de poro del filtro: 0.2 um) vy
acidificadas con 10% v/v con una solucibn de acido fosforico (relacion 1:3) y
almacenadas a -4 °C.

La informacién obtenida de las cinéticas experimentales fue ajustada mediante una
regresion no lineal, empleando minimos cuadrados como la funcién error, y usando el
software estadistico Statistica 8.0 (StatSoft Inc.) para determinar los parametros de

interés del modelo de Gompertz modificado (Ec. 5).

7.2.7. Andlisis estadistico del uso de LQ y AQS en la fermentacion oscura

La informacién obtenida de las cinéticas de produccién de hidrégeno fue expresada
como promedios * intervalo de confianza (IC) a un nivel de confianza de 95%. La
diferencia significativa fue determinada por analisis de varianza (ANOVA) de un factor,
ademas se realiz6 la prueba de comparativos multiples de Tukey (ambos con un nivel
de confianza de 95%) para los parametros cinéticos de la produccion de hidrégeno
(Hmax y Rmax), también se efectuaron los mismos andlisis estadisticos para la
acumulacién de subproductos liquidos de los experimentos fermentativos. Este andlisis

estadistico fue efectuado mediante el uso del software OriginPro 2018.
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7.2.8. Caracterizacién electroquimica de los mediadores redox a diferente pH

El potencial redox de los mediadores redox estudiados fue estimado mediante el uso de
voltamperometria ciclica (VC) empleando un potenciostato/galvanostato marca Epsilon
E2. Se realizaron escaneos electroquimicos a 20 mV/s usando una rampa de potencial
de -1.4 V a 0.2 V. Los voltamperogramas registrados fueron usados para obtener la
derivada de la voltamperometria ciclica con la finalidad de obtener el potencial de
oxidacion y reduccién exacto. Las pruebas electroquimicas fueron desarrolladas usando
soluciones a 500 uM de LQ, AQS y Rib a diferente pH, con el objetivo de simular las
condiciones iniciales (pH 6.6), un pH intermedio del proceso biolégico (pH 6), y a
condiciones finales (pH 5.3). Los ensayos electroquimicos fueron realizados usando
como electrolito un buffer fosfatos bajo las concentraciones del medio basal del proceso
fermentativo. Adicionalmente, se emple6 un electrodo de grafito como electrodo de
trabajo, un electrodo de platino como electrodo de contrabajo, y un electrodo de
referencia Ag/AgCI. Los potenciales medidos vs. Ag/AgCI se convirtieron con relacion a
la escala del electrodo normalizado de hidrogeno (ENH), segln la ecuacion de Nernst
(Ec. 14).

Egng = E;;g/AgCl + 0.059pH (14)

Donde, Egyy €s el potencial convertido vs. ENH, Ejg/AgCl=0.197 Va25°C,y Eugagci

es la medicion experimental del potencial contra el electrodo de referencia Ag/AgCI.

7.3. Etapall. Fotocatdlisis heterogénea de productos derivados de la

fermentacién oscura
7.3.1. Sintesis de laresina fendlica

Para el proceso de fotocatalisis heterogénea se sintetiz6 una resina fendlica a base de
fenol-formaldehido como semiconductor. La sintesis se llevé a cabo mezclando 100 g
de fenol con formaldehido a una relaciéon molar de 1.5 (fenol:formaldehido) con 0.025 M
de acido oxalico por 30 minutos a 60 °C. Después, se dejé reaccionar hasta alcanzar 90
°C en agitacion por 5 horas. Transcurrido el tiempo, se adicion6 bicarbonato de sodio

para neutralizar el acido oxalico y detener la reaccion de polimerizacion. Después, se
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llevod a cabo el lavado del gel obtenido por tres ocasiones con 100 mL de agua y se sec6
a 100 °C por 14 h208-212,

7.3.2. Incorporacion superficial del ZnOy TiOzcon la resina fendlica

Se llevo a cabo el anclaje superficial del ZnO y TiO2 con la resina fendlica siguiendo la
metodologia reportada por Zhang et al.?*? la cual se describe a continuacion. El proceso
comenzo dispersando 2.5 g del éxido metalico (ZnO 6 TiO,) en 250 mL de acetona en
un matraz y sonicando por 15 minutos. Después, se sometio el gel de la resina fendlica
a un proceso de calentamiento moderado para favorecer su manipulacion y tomar la
cantidad requerida para el proceso de anclaje. Luego, 0.5 g del gel polimérico fue
adicionado a la suspension del semiconductor en acetona mientras se encontraba en
agitacion a 50 °C; en este paso, se observé un cambio de coloracién en la suspension
hacia un color amarillo. La suspension se mantuvo a 50 °C en agitacion constante por 2
h. Posteriormente, se eliminé la acetona de la suspension a 80 °C vy, finalmente, se

recuperé el polvo obtenido.

7.3.3. Deposicién de platino en los semiconductores por fotorreduccion

La deposicion de platino por fotorreduccion se desarrollé siguiendo la metodologia
reportada por Lee & Choi?'*, La masa tedrica de platino depositada fue 1.5 wt%; y los
materiales modificados siguiendo esta metodologia fueron los siguientes: TiO,, ZnO, R-
TiO2 y R-ZnO. Primero, se pes6 1 g de cada material, se adicioné la masa
correspondiente de Na;PtCls-6H,0, y se agregaron 100 mL de metanol 1 M. Después,
se desplaz6 el oxigeno presente con nitrégeno gas por 15 min. Posteriormente, se irradié
el sistema de fotorreduccion empleando una lampara UV-LED a 365 nm por 180 minutos
bajo agitacion constante. Finalmente, se filtr6 el material obtenido y se lavé con agua

desionizada, para después ser secado a 80 °C durante 24 h.

7.3.4. Deposicion de platino en los semiconductores por reduccién quimica

La deposiciéon de platino por reduccion quimica fue de acuerdo a la metodologia
reportada por Teran-Salgado et al.?*®. La masa tedrica de platino depositada fue 1.5 wt%;

y los materiales modificados siguiendo esta metodologia fueron los siguientes: TiOg,
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Zn0, R-TiO2 y R-ZnO. Primero, se pesaron 2.5 g de cada material y se agrego la masa
correspondiente del precursor del platino utilizado (NazPtCls-6H20). Posteriormente, se
afiadieron 900 mg de citrato de sodio y 100 mL de agua desionizada. Después, se
desplazé el oxigeno presente en los frascos con nitrégeno gas por 15 minutos. Luego,
se adicioné 1 mL NaBH. (0.627 mmol/400 uL) bajo constante agitacion, se mantuvo la
agitacion por 30 min. Finalmente, se filtr6 el material obtenido y se lavé dos veces con

agua desionizada, para después ser secado a 80 °C durante 24 h.

7.3.5. Caracterizacion de los semiconductores

La caracterizacion de los materiales obtenidos se llevé a cabo empleando diversas
técnicas instrumentales. Se empled un difractometro Bruker D-8 Advance para obtener
los patrones de difraccion de los fotocatalizadores. La morfologia de los fotocatalizadores
fue analizada usando un microscopio electrénico de barrido JSM-7600F Field Emission
Scanning Electron Microscope (FE-SEM), marca JEOL, y la informacion para el andlisis
elemental fue obtenida con el EDX-Oxford INCA Energy 250 EDS. Adicionalmente, se
evaluaron por XPS (X-ray photoelectron Spectroscopy) los materiales empleando un
equipo K-Alpha Surface Analysis, marca Thermo Fisher Scientific usando una linea K-
alpha monocromada de Al (1486.6 eV) a 12 kV y 40 W, con la finalidad de analizar la
conformacién elemental de los catalizadores, asi como su estado de oxidacion en el
material. Las propiedades épticas, asi como la energia de banda prohibida (Eg) de los
materiales fueron obtenidas mediante un espectrofotdmetro Carry 5000 UV-Vis-NIR,
Agilent Technologies equipado con una esfera de integracién para obtener los espectros
UV-Vis DRS (Diffuse Reflectance Spectroscopy). Ademas, para las mediciones del
diametro hidrodinamico (dn) se utiliz6 la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS), asi

zetametrias se utilizé un Zetasizer nano zsp, marca Malvern Panalytical.

Las propiedades Opticas de los materiales fueron obtenidas mediante el uso de un
espectrofotémetro UV-Vis y de reflectancia difusa. Se determinaron los coeficientes de
extincion especifica de acuerdo con los resultados de extintancia; dichos experimentos
se realizaron mediante barridos de absorbancia (300-800 nm) de una suspension del
semiconductor. La determinacion del coeficiente de extincién especifica se obtuvo a

partir de la Ec.15:
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2.303 EXT;,

A= Tlem)Cone (19)

Donde EXT, son los valores de la extincion para cada longitud de onda y L es la longitud
de paso de luz de la celda.

Los espectros de reflectancia difusa se registraron en un rango de 300 a 800 nm,
empleando BaSO. como referencia; posteriormente, de acuerdo con la teoria de
Kubelka-Munk (Ec. 16-19) se determiné el coeficiente de absorcién (k), coeficiente de
dispersién (o) y el albedo (w). Finalmente, se usd la grafica de Tauc para la

determinacion de la Eg4 de los semiconductores en estudio.

_%_ _ %
TR ot (16)
_(A-R)* iy
f(Ry) = TR, o (17)
~ 2R,
“PT A—R)?—2R; (18)
f(Egy = (h)"/" (19)

Donde, R es la fraccién de la reflectancia a la longitud de onda especifica, h es la
constante de Planck, v es la frecuencia de onda, y r es la naturaleza de la transicion.
Para los materiales en estudio, se tomo en cuenta una transicion tipo directa de r = 1/2.
Las voltamperometrias ciclicas (VAC), se realizaron en un potenciostato (épsilon E2). Se
emplearon los siguientes electrodos: Ag/AgCl (referencia), grafito (carbono vitreo)
(trabajo) y Pt (contrabajo). Los experimentos se llevaron a cabo con una velocidad de
corriente de 50 mV/s. Previamente, se prepar6 una suspension del material mezclando
20 mg del semiconductor y 5 gotas de alcohol isopropilico grado HPLC, se mantuvo bajo
sonicacién por 10 min; después, cuidadosamente se agregan algunas gotas de la
suspension homogénea en la parte inferior del electrodo de grafito y se deja secar a
temperatura ambiente para la formacién de la pelicula. Seguido de esto, se corren las
voltamperometrias ciclicas a las condiciones antes mencionadas, empleando 1 mM de

hexaferrocianato de sodio (lll) en KCI (1 M).

68



7.3.6. Sistema fotocatalitico para la produccion de hidrégeno

Las pruebas fotocataliticas para la produccion de hidrégeno se llevaron a cabo
empleando los diferentes materiales sintetizados en el estudio:TiO2-Pt (FR), TiO.-Pt
(RQ), R-TiO2-Pt (FR), R-TiO2-Pt (RQ), ZnO-Pt (FR), ZnO-Pt (RQ), R-ZnO-Pt (FR), R-
ZnO-Pt (RQ). Los agentes de sacrificio evaluados fueron los principales subproductos
derivados de la fermentacion oscura (acido acético, acido butirico, etanol y butanol).
Primero, se desarroll6 una prueba de exploraciéon de los materiales sintetizados
empleando los agentes de sacrificio en forma individual (1 M cada uno, excepto butanol
(0.5 M), matriz de agua, pH natural) y en mezcla (acido acético: 10 mM, acido butirico:
4.5 mM, etanol: 8.5 mM y butanol: 1.7 mM, en matriz de buffer fosfatos a pH 5.3;
concentraciones relacionadas a las obtenidas en la fermentacion oscura). Las
reacciones fotocataliticas fueron irradiadas bajo luz visible (luz LED, 645 W/m?) y luz UV
(UV LED, 150 W/m?, \:365 nm) (En anexos se encuentran los graficos de potencia
espectral de ambas lamparas). Posteriormente, se seleccionaron los materiales que
presentaron mejores resultados y se evaluaron a detalle. Para ello, se realizaron
cinéticas de produccion de hidrégeno por 6 h, usando mezclas de los agentes de
sacrificio (mismas concentraciones evaluadas anteriormente con relacion a la
fermentacion oscura) en diferentes matrices como disolventes (agua y buffer fosfatos) a
pH 5.3, para estas pruebas se irradié luz UV-LED (150 W/m?, A: 365 nm). Todos los
experimentos fotocataliticos se desarrollaron empleando un volumen de reaccion de 80
mL, bajo una atmésfera libre de oxigeno, una dosis del fotocatalizador de 1 g/L, bajo
agitacion constante y sin control de temperatura.

Adicionalmente, para las pruebas de fotocatalisis en mezcla, se evalu6 el porcentaje de
conversion de cada componente de la mezcla de acuerdo con la concentracion inicial y
final de cada agente de sacrificio, esto mediante el andlisis cuantitativo de las alicuotas
tomadas en los experimentos por medio de cromatografia de gases. El porcentaje de
conversion se estimé de acuerdo con la Ec. 20. Donde C, es la concentracion inicial del
analito en la muestra antes de la reaccion de fotorreformado, mientras que Cy es la

concentracion después de la reaccién de fotorreformado de cada analito.

(Ca - Cb) .

%Conversion = -
a

100 (20)
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7.4. Pruebas de reusabilidad

Los experimentos de reusabilidad se llevaron a cabo en el material que presentd mejores
resultados en la produccion de hidrogeno, que fue el TiO2-Pt (RQ). Estos experimentos
se desarrollaron evaluando la mezcla de agentes de sacrificio mencionada en la seccién
7.3.6 a un pH 5.3, adicionalmente se llevaron a cabo tanto en agua desionizada, como
en buffer fosfatos. Para la realizacién de cada ciclo de reuso, se deja en reposo el
fotorreactor por 15 h para asegurar la sedimentacion del material; posteriormente, se
extrae cuidadosamente con una manguera delgada la fase acuosa sin succionar el
material del fondo del reactor. Después, se rellena con solucién fresca de la mezcla de
agentes de sacrificio y se desplaza el oxigeno con un flujo constante de nitrégeno por 10
min. Finalmente, comienza la irradiacién y agitacion por 6 h continuas, y se monitorea la
concentracion de los productos gaseosos de interés durante la reaccién de

fotorreformado. Se repitié este procedimiento durante cuatro ciclos de reuso.

7.5. Acoplamiento de la fermentacion oscura y el fotorreformado para la

produccién de hidrégeno

La evaluacion del acoplamiento de los procesos de fermentacion oscura y fotocatélisis
heterogénea a través del proceso de fotorreformado se realizé en etapas separadas;
siendo la etapa 1, la fermentacion oscura de glucosa empleando CA-LQ por un lodo
anaerobio pretratado; posteriormente, en la etapa 2, se llevo a cabo el fotorreformado
del efluente real de la etapa 1, empleando como fotocatalizador TiO2-Pt (RQ) bajo luz
UV LED.

7.5.1. Etapal: Fermentacién oscurade glucosaempleando CA-LQ por unlodo

anaerobio pretratado

La fermentacion oscura se desarrollé en reactores de 1 L, con un volumen de trabajo de
0.7 L; la composicion del medio fue la misma mencionada en la seccion 7.2.3. Se empleé
3 g/L de glucosa, 1 gsvr/L de lodo anaerobio tratado y 500 uM de lawsona como mediador
redox, la cual estaba inmovilizada en carb6n activado (CA-LQ); ademas, se desplazo el

oxigeno presente con un flujo constante de nitrdgeno por 15 min. La biorreaccion se llevo

70



a cabo a 37 °C, con agitacién intermitente cada hora por 43 h. Se monitoreo la produccién
de hidrégeno por la técnica de desplazamiento en columna con solucion de NaOH
saturada, y se analiz6 en la fase acuosa la concentracién final de glucosa (método de

Miller), asi como la concentracién de subproductos finales por cromatografia de gases.

7.5.2. Etapa 2: Fotorreformado del efluente real de la fermentacion oscura
empleando TiO2-Pt (RQ)

Previamente de utilizar el efluente real de la etapa 1 de fermentacién oscura, el efluente
fue filtrado a vacio con filtro Whatman 1, y posteriormente la parte filtrada se sometié a
centrifugacion a 8500 rpm por 15 min a 7 °C. Las pruebas fotocataliticas se llevaron a
cabo en un volumen de reaccion de 80 mL, empleando TiO2-Pt (RQ) como
fotocatalizador a una dosis de 1 g/L; se desplaz6 el oxigeno de los frascos con flujo
continuo de nitrégeno por 10 min; la fotorreaccion se llevd a cabo bajo irradiacion UV
LED 365 nm, bajo agitacion constante. El pH del efluente real fue 5.6. Ademas, se
evaluaron algunos experimentos control como fue el TiO2 sin modificar y la fotdlisis. La
cinéticas de produccion de hidrégeno tuvieron una duracion de 6 h, y en cada hora se

llevd a cabo el monitoreo de los subproductos gaseosos por cromatografia de gases.

7.6. Métodos analiticos

a. Determinacién de biogas e hidrégeno
El hidrégeno acumulado fue medido por medio de desplazamiento de agua por probeta
invertida en una solucién alcalina para atrapar el diéxido de carbono presente. La
concentracion de hidrégeno fue analizada por cromatografia de gases (GC, Thermo
Scientific Trace 1310) empleando un detector de conductividad térmica (TCD) usando
nitrégeno como gas acarreador bajo las condiciones reportadas por Valentin-Reyes et
al. 28, Las condiciones de andlisis del método fueron las siguientes: horno a 50 °C por 3
min, inyeccién modo “split” (split ratio: 20) a un flujo constante de 1.5 mL/min de nitrégeno
como gas acarreador, y el detector a 150 °C (polaridad negativa) usando 1.5 mL/min de

gas acarreador como referencia.
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b. Determinaciéon de subproductos de fermentacion

Se determinaron los subproductos liquidos de fermentacién por cromatografia de gases
(GC, Thermo Scientific Trace 1310) empleando un detector de ionizacion de flama (FID)
con una mezcla de gases (hidrégeno y nitrégeno), usando una columna MEGA-WAX-
025-025-60 m. Las condiciones del método desarrollado fueron las siguientes: 10 uL de
la muestra acidificada fueron inyectados en el puerto de inyeccién (250 °C) y el
cromatografo de gases fue operado en modo “split” (split ratio: 50) a un flujo constante
de 2 mL/min usando nitrégeno como gas acarreador. El horno fue calentado empleando
una rampa de 80 °C por un minuto, después a 12.5 °C/min hasta alcanzar 200 °C, y
finalmente, calentar a 10 °C/min hasta llegar a 240 °C por 1.5 min. El detector se mantuvo
trabajando a 250 °C con aire, hidrogeno y nitrdgeno (make-up gas) a un flujo de 175,
17.5, y 20 mL/min, respectivamente.

c. Pruebas adicionales
Como pruebas adicionales se determiné la concentracion de azlcares reductores por
medio del ensayo con acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)?'¢ para conocer el consumo de
sustrato de los microorganismos presentes. También, se determiné la demanda quimica
de oxigeno (DQO) presente antes y después de la fermentacién empleando el método
de reflujo cerrado descrito en la literatura especializada de la APHA (American Public

Health Association) 2%7.

7.7. Disposicién de residuos generados

Durante la realizacién del proyecto todos los residuos generados fueron dispuestos de
acuerdo con el procedimiento para la disposicion final de residuos peligrosos de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leoén.

La clasificacién de los residuos generados se llevo de la siguiente manera:

Colector A: Soluciones salinas de pH 6-8, sales, acidos y bases organicas.

Colector B: Sélidos inorganicos, sales inorganicas.

Colector C: Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos no halogenados.
Colector D: Téxico e inflamables. Aminas, solventes organicos halogenados.

Colector E Organico: Muy téxico, cancerigeno, organico.

Colector E Inorganico: Muy toxico, cancerigeno, inorganico.

Colector F: Reciclo de sales de metales preciosos.
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Colector G: Combinaciones organicas solidas.
Colector H: Oxidantes.
Colector de colorantes y Lugol.

Vidrio impregnado con sustancias peligrosas.

Plastico impregnado con sustancias peligrosas.

Basura industrial
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Etapal. Fermentacién oscura empleando mediadores redox disueltos e

inmovilizados

8.1.1. Caracterizacién de lariboflavina inmovilizada en el bagazo de agave

a. [Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

La modificaciébn quimica del soporte carbonoso a base de bagazo de agave (BA) fue
caracterizada por espectroscopia FTIR; en la Fig. 7 se muestra la secuencia de la
modificacion del bagazo de agave. El acrénimo BA-M fue asignado al bagazo de agave
mercerizado, el objetivo de este paso fue incorporar grupos hidroxilo (-HO"), cuando se
compara el espectro FTIR, se observa la aparicién de una banda a 3303 cm™ que puede
ser atribuida a la presencia de los grupos -HO™ en el material en comparacion con el
espectro del BA sin modificacion que no presenta dicha banda. Posteriormente, se
realizé la esterificacion del material BA-M, que constd en unir a los grupos -HO" con el
acido succinico a través de la formacién de un enlace éster con el grupo carboxilico (-
COOH), el material esterificado se denominé BA-S. En la Fig. 7 se observa el espectro
FTIR del BA-S, donde se muestra la desaparicién de la banda de los grupos -HO,
ademas se nota la aparicion de dos bandas a 2938 y 2863 cm™ que pueden ser atribuidas
a grupos metileno (-CH,-) de estiramiento simétrico y asimétrico. También, a 1705 cm™
se observo una banda intensa atribuida al grupo carbonilo al formar un enlace éster (-O-
C=0) introducido por el anhidrido succinico en el material a través de enlaces éster y
consiguiente la liberacién de grupos carboxilicos, esto podria corroborarse con la
presencia de una banda a 1152 cm™ adjudicada a la deformacion de la vibraciéon de
grupos hidroxilo y el estiramiento de grupos (C-O) del dimero del &cido carboxilico!*%-217,
Después, el material BA-S fue tratado con anhidrido acético para formar grupos
anhidrido a partir de los grupos carboxilicos, este material se nombr6 BA-A. La
importancia de promover la formacién de grupos anhidrido es que son grupos electréfilos
capaces de reaccionar con grupos neutrofilicos como los grupos hidroxilo presentes en
la riboflavina (Fig. 8). El material BA-A mostré dos bandas nuevas a 1815y 1714 cm™?,
estas sefiales podrian ser atribuidas a la vibracion del enlace C=0 caracteristicas de los
grupos funcionales anhidrido?8, lo cual sugiere la formacién de un grupo anhidrido

interno en el material modificado. Finalmente, se incorpor6 la riboflavina en el material
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BA-A, que se denomin6 BA-Rib; este material mostro tres bandas a 1645, 1577, y 1537
cm? las cuales demostraron la incorporacion de la riboflavina en el soporte. De acuerdo
a Abe et al.?% las bandas a 1537 y 1577 cm™ pueden ser atribuidas a las vibraciones
de estiramiento del enlace C=N en los anillos isoalloxazina de la estructura de la
riboflavina, asi como la vibracién a 1645 cm™ puede deberse a la vibracion del grupo

carbolino del anillo isoalloxazina (C=0) (Fig. 9).
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Fig. 7. Espectros FTIR con reflectancia total atenuada de la secuencia de la modificacion quimica
del bagazo de agave durante la inmovilizacién de la riboflavina.
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Fig. 9. Mecanismo de inmovilizacién de la riboflavina en el bagazo de agave!3°,

Para la determinacion de la concentracion de riboflavina inmovilizada en los soportes
carbonosos, se realizo la transesterificacion del enlace éster formado entre el soporte
modificado y la riboflavina (Fig. 10) (metodologia mencionada en la secciéon 7.2.1.2) y se
midié por espectroscopia UV-Vis empleando una curva de calibraciéon de lumiflavina
(Anexo A.1), la concentracion de riboflavina inmovilizada en el bagazo de agave fue
88.31+5 mg/g. Este rendimiento de riboflavina inmovilizada fue aproximado a lo
reportado por Martins et al.’*°, éstos autores alcanzaron 71.3 mg/g con la misma

metodologia de inmovilizacion.

H,0HO- X
(pH=12) T

Transesterificacion de Riboflavina Lumiflavina
BA-Rib

Fig. 10. Mecanismo de transesterificacion de la riboflavina en el bagazo de agave?!°.
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8.1.2. Inmovilizacién de LQ y AQS en carb6n activado mineral

La adsorcion de LQ y AQS en carbdén activado fue interpretada por el modelo de
Langmuir y el modelo de Freundlich (Tabla 3), asi como la capacidad de adsorcion fue
estimada de acuerdo a las ecuaciones planteadas en la seccion 7.2.2. Adicionalmente,
la capacidad de adsorcion final de LQ en el carbon activado fue 1.754 mmol/g, este valor
es 25% mayor a la capacidad de adsorcion reportada por Olivo-Alanis et al.?%4; por otro
lado, la capacidad de adsorcion final de AQS en el carbén activado fue de 0.523 mmol/g
que fue 10.2% mayor a la capacidad de adsorcion reportada por Alvarez et al. ??°; esto
podria deberse a las propiedades del carbon activado empleado, al poseer mayor
namero de grupos funcionales reactivos para cada tipo de inmovilizacion.

Las isotermas de adsorcion de LQ en el carbdn activado (CA-LQ) fueron obtenidas a pH
3 y 50 °C (Fig. 11). Las condiciones &cidas en los experimentos de adsorcion
favorecieron la inmovilizacion debido a que los grupos funcionales de LQ y el carbén
activado no se encuentran disociados. De esta manera, la reaccion de esterificacion de
Fischer entre el grupo hidroxilo de LQ y los grupos carboxilicos del CA puede ocurrir.
Estudios previos han reportado este tipo de reaccion empleando moléculas de
hidroquinona debido a su alta reactividad en sus grupos hidroxilo con otros compuestos
221.222: ademads, la reaccion de esterificacion de Fischer fue sugerida como unién

covalente de los grupos fendlicos en los materiales carbonaceos 223224,

Tabla 3. Parametros estimados de las isotermas a partir de los datos experimentales de la
adsorcién de LQ y AQS en CA, y los resultados de desorcion después de cinco ciclos.

Langmuir Freundlich
. Desorcion Qe (finai)
. Q
Material max R? ks n R? (%) (mg/g)
(mg/g)  (L/mg)
CA-LQ 473.81 0.099 0.944 100.17 2.86 0.95 1.28 305.50
CA-AQS 150.41 0.616 0.70 77.08 7.35 0.75 1.24 162.00

Adicionalmente, se llevé a cabo la inmovilizacibn de AQS en el carb6n activado
modificado (CA-CI) y se obtuvieron las isotermas de adsorcion de AQS en el carbén
activado (CA-AQS). El uso del reactivo de Lucas (ZnCl/HCI) promueve el intercambio
de grupos hidroxilo en el CA por cloruros, y la modificacion quimica del CA conduce a

una mejora en la adsorciéon de AQS en el CA??°, El mecanismo de inmovilizacién ocurre
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cuando los cloruros del CA son sustituidos por los grupos sulfonato (-SO3) de las
moléculas de AQS.
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Fig. 11. a) Isotermas de adsorcion de LQ (a) y AQS (c) en CA (simbolos) y prediccion por modelo
de Langmuir (linea continua) y modelo de Freundlich (linea discontinua). Capacidad de adsorcion
restante de LQ (b) y AQS (d) en CA antes y después de los ciclos de desorcion. Los resultados
experimentales representan la media * los intervalos de confianza (IC).

El mecanismo propuesto de la inmovilizacion de LQ en CA fue mediante una reaccion
de esterificacion de Fischer (a), mientras que para el AQS adsorbido en el CA se sugiere
una sustitucion nucleofilica (b) como mecanismo de adsorcion (Fig. 12).

Para demostrar la estabilidad de la inmovilizacion, se realizaron pruebas de desorcion
de LQ y AQS en CA, empleando medio basal como eluyente. El medio basal contenia
una alta concentracion de especies cargadas tanto positiva, como negativamente que

podrian reaccionar con los grupos funcionales presentes en la superficie del CA
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mediante interacciones electroestaticas y, consecuentemente, provocando la desorcion
del mediador redox unido no covalentemente en el CA. Sin embargo, después de cinco
ciclos de desorcion y de acuerdo con el empleo de las ecuaciones de la seccién 7.2.2,
LQ y AQS inmovilizados en CA presentaron un porcentaje de desorcion bajo (1.28% y
1.24%, respectivamente) (Fig. 10). Estos resultados demostraron la elevada estabilidad
de la inmovilizacion, lo que es atribuible a la unién covalente del mediador redox

seleccionado en el carbén activado.

Fig. 12. Mecanismo propuesto de la adsorcion de lawsona (LQ) en carbén activado (CA) por la
esterificacion de Fischer (a) y antraquinona-2-sulfonato (AQS) en CA por sustitucion nucleofilica

(b).

8.1.3. Optimizacion de la produccién de hidrégeno usando riboflavina disuelta e

inmovilizada por Clostridium beijerinckii

Se llevo a cabo la optimizaciéon de la produccion de hidrégeno empleando riboflavina
inmovilizada en bagazo de agave. Los factores evaluados fueron temperatura y
concentracion de riboflavina (disuelta e inmovilizada), se desarroll6 el disefio de
experimentos DCC 22 (Tabla 2) y se obtuvieron los pardmetros Hmax, Rmax y A
mediante el modelo de Gompertz modificado (Ec. 5). Adicionalmente se construyeron
las cinéticas de produccién para cada escenario (Anexos B.1, B.2 y B.3). Los resultados
para cada tratamiento se muestran en la Tabla 4. De los resultados obtenidos se

construyeron los graficos de superficie de respuesta de Rmax y Hmax con el mediador
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redox libre e inmovilizado (Fig. 13 y 14). En ambos casos, la temperatura fue el factor
significativo, mientras que la concentracion de riboflavina no resulté ser significativo para

los dos escenarios de acuerdo con el analisis de varianza (Anexo D y E).

Tabla 4. Parametros de Gompertz de la fermentacidbn oscura con riboflavina disuelta e
inmovilizada en bagazo de agave.

Concentracion

Tratamiento riboflavina Temperatura Hmax Rmax A
(HM) (°C) (mL) (mL/h) (h)
Disuelto 100 25 85.56 6.96 15.92
Disuelto 300 25 84.73 6.66 15.58
Disuelto 200 25 79.43 7.2 15.74
Disuelto 100 35 79.05 10.53 7.77
Disuelto 300 35 83.84 11.76 7.64
Disuelto (PC) 200 35 81.99 +5.44 12.13+£3.13 9.25+3.29
Disuelto 100 45 89.48 6.19 5.27
Disuelto 300 45 90.15 8.11 3.9
Disuelto 200 45 87.52 9.37 4.04
Inmovilizado 100 25 87.4 7.05 16.92
Inmovilizado 300 25 84.17 7.53 16.25
Inmovilizado 200 25 86.28 7.39 17.1
Inmovilizado 100 35 86.82 10.22 7.29
Inmovilizado 300 35 81.02 9.93 7.28
Inmovilizado (PC) 200 35 82.38 +2.15 10.10 £1.79 7.50 £ 0.76
Inmovilizado 100 45 87.53 5.26 6.2
Inmovilizado 300 45 91.43 9.33 4.5
Inmovilizado 200 45 87.14 7.37 4.08
Control 0 25 68.82 £ 11.71 7.60 £0.43 15.79+£0.1
Control 0 35 85.09 10.62 7.69
Control 0 45 99.39 £34.85 581 +2.22 15.82 £ 5.66

PC: punto central. PC reportados con su desviacion estandar.
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Fig. 13. Gréfico de superficie de respuesta de Rmax y Hmax durante la fermentacion oscura
empleando riboflavina disuelta.

Se obtuvieron las condiciones 6ptimas de acuerdo con el andlisis estadistico con el
software Design Expert 7.0, para ello se realizé una optimizacion dual, considerando
como respuestas Rmax y Hmax, dichas condiciones se reportan en la Tabla 4. De
acuerdo con las condiciones éptimas, tanto para el escenario con la riboflavina disuelta
como inmovilizada, 300 uM de riboflavina fue la maxima concentracion evaluada
experimentalmente y fue el valor optimizado, y considerando que el factor de la

concentracion de la riboflavina resulté ser no significativo, es posible que no se lleg6 a
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encontrar un valor 6ptimo, ya que puede ser mayor al intervalo de concentracién
estudiado. Con respecto a la temperatura, cerca de 40 °C resultd ser la condicién ideal
en el escenario con la riboflavina libre, mientras que 43.38 °C fue la temperatura ideal
para el escenario con la riboflavina inmovilizada; ambas temperaturas resultaron mayor
a lo reportado por diferentes autores que han empleado Clostridium beijerinckii en la
produccion de hidrogeno?®126135: sin embargo, ningln estudio ha reportado una

optimizacion donde considere la temperatura como factor usando este microorganismo
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Fig. 14. Gréfico de superficie de respuesta de Rmax y Hmax durante la fermentacién oscura
empleando riboflavina inmovilizada en bagazo de agave.
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Para los escenarios en estudio, se determiné el indice de deseabilidad alcanzando un
valor de 0.58 para el escenario donde la riboflavina estaba disuelta y 0.76 para el
escenario donde la riboflavina estaba inmovilizada (Anexo C.1). Estos valores,
relativamente bajos, pueden deberse por considerar una optimizacién de dos respuestas
al mismo tiempo, ademas dado el tipo de sistema biolégico en estudio existen otros
factores como concentracion del in6culo, pH, agitacién, concentracién de sustrato, entre

otros, que, al no ser evaluados, aumentan la desviacion de los experimentos.

Tabla 5. Condiciones 6ptimas de la fermentacion oscura con riboflavina en bagazo de agave.

) Temperatura Riboflavina indice de
Tratamiento Rmax Hmax .
(°C) (uM) deseabilidad
Disuelto 40.09 300 11.00 86.41 0.58
Inmovilizado 43.38 300 9.58 88.37 0.76

Se llevé a cabo una validacion de las condiciones predichas por el analisis estadistico
(Tabla 5) de manera experimental para ambos escenarios. Una vez replicadas dichas
condiciones Optimas, se obtuvieron los parametros de interés usando el modelo de
Gompertz modificado. En la Fig. 15 se presenta la produccion de hidrégeno bajo las
condiciones replicadas de la optimizacién, los tratamientos con los simbolos sdlidos
representan la evaluacion del escenario cuando la riboflavina esta inmovilizada en BA
(), y las figuras sin relleno representan la evaluacion del escenario donde la riboflavina
esta disuelta (L), para ambos escenarios se agreg6 un control en ausencia del mediador
redox (Cb), y otro control endégeno (END). Ademas, para el escenario con la riboflavina
inmovilizada se agregd6 otro control, en presencia del bagazo de agave sin el mediador
redox (BA). Segun la validacion realizada de los datos experimentales contra los
predichos, para Hmax se observd un comportamiento similar en ambos escenarios
(riboflavina libre: 86.41 mL + 8.08 (prediccion) vs. 90.3 mL + 17.47 (experimental);
riboflavina inmovilizada: 88.37 mL = 12.27 (prediccién) vs. 83.62 mL + 20.6
(experimental)); mientras que para Rmax se observé una desviacion cercana al 20%
entre lo predicho por el analisis estadistico y los resultados experimentales (riboflavina
libre: 11 mL/h + 4.42 (prediccion) vs. 12.93 mL/h £ 3.74 (experimental); riboflavina
inmovilizada: 9.58 mL/h + 6.2 (prediccion) vs. 11.91 mL/h + 4.26 (experimental)).
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Fig. 15. Cinéticas de la produccion de hidrogeno a las condiciones obtenidas de la optimizacion
dual con riboflavina libre e inmovilizada (I: riboflavina inmovilizada en BA, L: riboflavina disuelta,
BA: bagazo de agave, Cb: Control sin riboflavina, END: end6geno). Los simbolos representan
los datos experimentales, mientras que las lineas continuas son los datos predichos con el
modelo de Gompertz modificado (R?=0.999).

8.1.3.1. Efecto de la temperatura en la fermentacion oscura por Clostridium
beijerinckii

Como se mencioné anteriormente, la temperatura resulto ser el factor significativo en la
produccién de hidrégeno empleando riboflavina de manera disuelta como inmovilizada
en bagazo de agave. Sin embargo, este efecto no solo se observé con los tratamientos
que contenian mediador redox, sino también en los controles experimentales que
estaban ausentes de riboflavina (Fig. 16a), incluso la maxima produccién de hidrégeno
(104 mL) se logr6 a 43 °C en ausencia de mediador redox (Ch-43 °C). No se encontré
ningun estudio reportado en la literatura que evaluara el efecto de la temperatura en la
produccién de hidrégeno usando Clostridium beijerinckii; no obstante, existen otras
bacterias del género Clostridium que han presentado un efecto positivo en la produccién
de hidrégeno al aumentar la temperatura por encima de los 37 °C. Por ejemplo,
Evvyernie et al.?® encontraron que Clostridium paraputrificum M-21 tenia un mejor
desempenfio al incrementar la temperatura, alcanz6 un rendimiento de 1.9 mol Hz/mol
glucosamida a 45 °C. Por otro lado, Chin et al.??® reportaron que por encima de 37 °C,
Clostridium acetobutylicum lograba un rendimiento de 2 mol Hz/mol hexosa, empleando

glucosa (2.5 g/L) como sustrato. Lee et at.??” evaluaron el efecto de la temperatura (30-
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45°C) en la produccion de hidrégeno empleando un biorreactor de lecho granular, usaron
un lodo anaerobio como inéculo y lo alimentaron con sucrosa, el maximo rendimiento
(3.88 mol Hz/mol sucrosa) lo alcanzaron a una temperatura de 40 °C y fue también donde
obtuvieron la maxima utilizacion de sustrato (95%). El mismo comportamiento fue
observado en el presente estudio, la maxima produccién de hidrégeno se relacion6 con
los tratamientos que tuvieron mayor utilizacién de sustrato (90.42%) a 43 °C (Cb-43 °C);
el consumo de glucosa en promedio de los demas tratamientos fue de 85%, mismos que
no alcanzaron un mayor aprovechamiento del sustrato debido a la acidificacion del medio
(pH 4.5) provocando la inhibicion metabdlica del microorganismo fermentador. Asi
mismo, es posible también que no se alcanz6 mayor utilizacion de sustrato debido a la
aceleracion del metabolismo de Clostridium beijerinckii por las altas temperaturas de las
fermentaciones (Fig. 16b). En la figura 16b, se pueden observar los rendimientos de la
produccion de hidrégeno alcanzado por los diferentes tratamientos, donde todos
presentaron un desempefio similar en conversion de sustrato a hidrégeno, ya que los

resultados tuvieron un valor entre 2.5 y 3.05 mol Hz/mol glucosa.
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Fig. 16. a) M&xima produccién de hidrégeno (Hmax) y tasa de produccion de hidrégeno (Rmax),
b) consumo de glucosa y rendimiento de la optimizacién de la produccién de H> empleando
riboflavina disuelta e inmovilizada.

8.1.3.2. Efecto de la riboflavina en la fermentacién oscura por Clostridium

beijerinckii

El analisis estadistico mostré6 que la presencia de la riboflavina no tenia un efecto
significativo en las respuestas evaluadas; especificamente se esperaba un aumento en
Rmax, ya que la funcion de la riboflavina como mediador redox es acelerar el proceso
de transferencia de electrones durante la ruta metabdlica para asi favorecer la tasa de

produccion de hidrogeno. En la Figura 16a, se observa la Rmax obtenida para los
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tratamientos con la riboflavina inmovilizada en BA (1-43 °C), y con la riboflavina disuelta
(L-40 °C) con respecto al efecto del mediador redox inmovilizado, se puede observar que
no existe una diferencia significativa entre los valores reportados en los tratamientos |-
43 °C, BA-43 °Cy Cb-43 °C, obteniendo 11.91, 12.34 y 11.32 mL Hy/h, respectivamente.
En el caso del escenario con la riboflavina disuelta, la Rmax fue mayor en ausencia del
mediador redox (Ch-40 °C: 15.78 mL Hz/mL). Una posible razén de no haber observado
un efecto significativo en los tratamientos que presentaban riboflavina fue que no se
alcanzé una concentracion éptima de mediador redox en el medio, ya que en el caso de
la riboflavina, Martinez-Cobos*®! durante su estudio evalué 500 uM de riboflavina en el
medio observando un aumento de 10 veces la produccion de hidrégeno, mientras que
en este estudio el valor mas alto fue de 300 uM. Adicionalmente, se observd que el
estado de oxidacion en que se encontraba la riboflavina era diferente al empleado en el
presente estudio, ya que el mediador redox se evalué en un estado reducido.

Diversos autores han estudiado el efecto que tiene el estado de oxidacion del mediador
redox en la fermentacién oscura, ya que este repercute en la direccion de la ruta
metabdlica de los microorganismos presentes. Hatch y Finneran'?® realizaron un estudio
para evaluar la influencia de varios mediadores redox en la produccion de hidrégeno con
Clostridium beijerinckii. Estos autores observaron un aumento significativo en la
produccién de hidrogeno al emplear AH.QDS vy sustancias hamicas; concluyeron que
estos mediadores fungieron como intercambiadoras de electrones al canalizar los
electrones seguramente a la ruta de las hidrogenasas por ser una reaccién simple de
oxidaciéon con 2 e y tiene una cercana analogia a la oxidacion del AH.QDS. Otro
mecanismo posible gue mencionan es que los electrones sean transferidos directamente
a la ferredoxina; ademas, observaron el uso de mediadores redox oxidados no promovia
la produccion de hidrégeno, y que Clostridium beijerinckii no era capaz de reducir los
mediadores redox. Ye et al.136:206.228 reglizaron varios estudios con Clostridium beijerinckii
donde evaluaron el efecto de AH.QDS en la produccion de hidrégeno y el
aprovechamiento del sustrato, principalmente xilosa. En todos los casos de estudio, el
empleo de AH.QDS mejor6 el rendimiento de produccién de hidrogeno alcanzando una
mejora de hasta 37%, asi como un incremento en la utilizacion de sustratos como xilosa
logrando en algunos casos de estudio su completa utilizacién, efectos que no observaron
al emplear el mediador redox oxidado (AQDS). Es posible que Clostridium beijerinckii no
pueda reducir los mediadores redox debido a que éstos interfieren en el metabolismo

central de la célula, en procesos metabdlicos como transporte de electrones o sintesis
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de ATP!?, Sin embargo, es necesario mayores estudios para identificar dichos
mecanismos. Existen reportes que indican que algunas bacterias fermentativas pueden
reducir quinonas como AQDS?%, pero esta reducciéon no es especifica y la célula no

gana energia de esta reaccion.

8.1.3.3. Produccion de subproductos liquidos en la fermentacién oscura por

Clostridium beijerinckii

La produccion de subproductos como acidos grasos volatiles (AGV) y alcoholes permite
elucidar de cierta manera la direccion del metabolismo de los microorganismos
presentes en la fermentacion oscura; por este motivo se evaluaron los subproductos de
fermentacion. En la Fig. 17 se observan los perfiles de acetato, butirato y etanol para los
tratamientos donde se empleé la riboflavina libre y sus controles; mientras que en la Fig.
17 se ilustran los perfiles de los mismos subproductos para los tratamientos con
riboflavina inmovilizada en BA. De manera general, fue posible observar para ambos
escenarios que el acetato y butirato fueron los principales subproductos de la
fermentacion, los cuales son los principales metabolitos reportados para Clostridium
beijerinckii empleando glucosa como sustrato en la produccién de hidrogeno?®8t,

Basicamente, acetato y butirato fueron los Unicos subproductos encontrados en los
tratamientos evaluados cuando la riboflavina estaba disuelta; se observé un ligero
aumento en la concentracion de butirato con el uso de riboflavina (L-40 °C: 11 mM) en
comparacion con el tratamiento con la ausencia de ésta (Cb-40 °C: 9 mM), mientras que
la concentracion de acetato fue similar en ambos experimentos (5-6 mM). La
concentracion de acido butirico y acético tiende a aumentar en presencia de mediadores
redox, ya que el sistema NAD+/NADH esta directamente relacionado a la ruta metabdlica

del butirato en la fermentacion e indirectamente unida a la ruta metabdlica del acetato*?®.
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Fig. 17. Perfiles de produccién de acetato (a), butirato (b) y etanol (c) de los experimentos de
fermentacion a las condiciones obtenidas de la optimizacién con riboflavina disuelta.
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Con respecto a los experimentos realizados donde la riboflavina estaba inmovilizada en
BA (I-43 °C), se logré identificar acetato, butirato y etanol como subproductos de la
fermentacion (Fig. 18). La presencia de etanol como subproducto de la fermentacién
resulté un hallazgo interesante en los experimentos realizados; ya que los tratamientos
[-43 °C y BA-43 °C alcanzaron una concentracibn maxima de 5.02 y 5.33 mM,
respectivamente a las 20 horas de fermentacién; es posible que la presencia de bagazo
de agave en el proceso haya influido en el metabolismo de Clostridium beijerinckii y que
éste utilizd parte del material lignocelulésico como sustrato, generando etanol como
subproducto de fermentacion. Adicionalmente, la presencia del mediador redox en un
estado oxidado dirige el metabolismo de Clostridium beijerinckii hacia la
solventogénesis, ya que los electrones presentes en el NADH son consumidos en la ruta
metabdlica hacia la producciéon de solventes, en este caso el etanol*?61%, Como
consecuencia de ello, la producciéon de hidrégeno fue menor en comparacion a los
experimentos que no contenian bagazo de agave en su contenido. Por otro lado, en la
Fig. 18, se observo una disminucion en la concentracion de etanol después de las 20 h
de la fermentacion, este suceso podria deberse a la utilizacion del etanol como sustrato
intermediario en otras rutas metabdlicas; se ha reportado que el etanol y algunos acidos
de cadena corta pueden ser empleados en cultivos puros anaerobios, por especies como
Clostridium hacia la produccién de acidos de cadena larga como el acido caproico por
medio de la via de elongacion de cadena de acidos carboxilicos a través de la ruta
metabdlica inversa de la B-oxidacién?°; sin embargo, en esta investigacion no se llevé a

cabo la identificacién de subproductos como acidos de cadena larga.
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Fig. 18. Perfiles de produccion de acetato (a), butirato (b) y etanol (c) de los experimentos de
fermentacion a las condiciones obtenidas de la optimizacion con riboflavina inmovilizada.
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8.1.4. Efecto de LQ y AQS en la produccion de hidrégeno por el lodo anaerobio

granular

La fermentacion de glucosa adicionando LQ y AQS como mediadores redox empleando
un lodo anaerobio aclimatado fue evaluada. LQ y AQS fueron estudiados en forma
disuelta e inmovilizados en carbén activado para la produccion de hidrégeno.
Adicionalmente, se realizaron experimentos control (lodo anaerobio aclimatado sin
mediador redox y carbén activado crudo) con el objetivo de evaluar la produccion de
hidrogeno durante la fermentacion oscura. En la Fig. 19 se muestran los resultados
relacionados a la produccién de hidrogeno bajo todos las condiciones experimentales
evaluadas. La fase lag fue demasiado corta en todos los tratamientos (A < 3 h)
comparado con otros estudios a condiciones similares®!. Este resultado podria ser
atribuido a la aclimatacion previa del in6culo en el reactor UASB, ya que este fue
alimentado con concentraciones traza de LQ y AQS con el medio basal, por lo que las
bacterias fermentativas pudieron haber consumido el sustrato y ademas haber reducido
los mediadores redox. Los experimentos fermentativos fueron desarrollados a un pH
inicial de 6.6, y después de 36 h, el pH disminuyé a 5.3 provocando la inhibicién de los
microorganismos en el proceso de fermentacién. El pH del medio es un parametro
influyente para la produccion de hidrogeno debido a que éste afecta directamente el
funcionamiento de diferentes enzimas celulares, causando dafio en el metabolismo
bacteriano!®?’,

Los resultados obtenidos de la produccion de hidrégeno acumulado fueron usados para
estimar los parametros cinéticos de interés aplicando el modelo de Gompertz modificado
(Hmax y Rmax) (Tabla 6). La produccién de hidrégeno mas alta fue obtenida usando LQ
en forma disuelta, alcanzando una produccién de hidrégeno acumulado de 79.61 mL
(3.26 mmol). Este valor es 10% mas que el control experimental sin mediador redox (solo
lodo anaerobio) y 11.4% mayor que el control experimental con carbon activado y lodo

anaerobio.
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Fig. 19. Produccién de hidrégeno acumulado empleando mediadores redox disueltos (LQ y AQS),
inmovilizados en CA (CA-LQ y CA-AQS), y controles experimentales (Control: sin mediador redox;
CA: carbon activado crudo) durante la fermentacion oscura a 37 °C. Los simbolos representan
resultados experimentales y la lineas continuas representan la prediccién con el modelo de
Gompertz. El intervalo de confianza de todos los experimentos fue menor que 3.5 mL.

Los experimentos con LQ y AQS inmovilizado en CA (CA-LQ y CA-AQS) alcanzaron la
misma produccion de hidrégeno 72.2 mL (2.95 mmol). Indudablemente, no existi6 efecto
en la acumulacién final de hidrogeno empleando CA-LQ y CA-AQS; sin embargo, la
influencia en la produccion de subproductos liquidos fue significativa, estas relaciones
seran discutidas en la siguiente seccion. Con relacién a la tasa de produccion de
hidrégeno (Rmax), AQS en forma disuelta fue el tratamiento mas veloz logrando 20.93
mL/h (0.856 mmol/h), siendo 11.5% y 15.6% mayor gue los controles experimentales sin
mediador redox y con CA crudo, respectivamente. Por lo contrario, LQ en forma disuelta
fue el tratamiento mas lento con la tasa de producciéon mas baja, alcanzando solamente
15.34 mL/h (0.627 mmol/h). Finalmente, lawsona y AQS inmovilizados en CA (CA-LQy
CA-AQS) reportaron tasas de produccién de hidrégeno similar como el control

experimental con el lodo anaerobio (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros cinéticos estimados a partir del modelo de Gompertz modificado de los
resultados experimentales, consumo de sustrato, y rendimiento de los tratamientos evaluados.

Consumo  Rendimiento
) Hmax Rmax A
Tratamiento R? de sustrato  (mol Hz/mol
(mL) (mL/h) (h)
(%) glucosa)

Control 71.65+1.71 18.54+0.74 1.36+0.17 1.0000 99.14+0.03  1.96+0.05
CA 70.56+3.48 17.67+1.03 1.32+0.16 1.0000 98.9+0.96  1.93+0.10
LQ 79.61+1.71 15.34+1.12 2.95+0.06 0.9994 98.13+0.70 2.20+0.05
AQS 73.37£4.37 20.93+£1.72 2.50+0.12 0.9999 99.50+0.26 2.01+0.13
CA-LQ 72.18+2.12 19.03+1.35 1.55+0.17 1.0000 97.71+0.31 1.98+0.06
CA-AQS 72.20+£0.38 18.71+0.59 1.38+0.18 1.0000 97.65+0.05 1.98+0.01

Todos los resultados estan dados como el promedio + los intervalos de confianza.

De acuerdo con el ANOVA de un factor, Rmax y Hmax fueron estadisticamente
significativas a un nivel p= 0.05 para la produccion de hidrégeno en los experimentos
cinéticos realizados. Ademas, se realizé un analisis estadistico con la prueba de Tukey
para comparaciones multiples de los tratamientos en pares, para encontrar las medias
que son significativamente diferentes entre ellas. En la Fig. 18 se muestran las
comparaciones multiples para la tasa de produccién de hidrégeno (Rmax). Se puede
observar que todas las comparaciones con LQ (excepto LQ y CA) fueron
estadisticamente significantes, demostrando que LQ tuvo la tasa de produccién mas
baja, y la media comparativa incrementd la diferencia entre los tratamientos. No
obstante, el contraste entre el experimento con AQS vy el control con CA mostraron una
diferencia significativa, este resultado confirm6é que AQS incrementé la tasa de
produccién de hidrégeno.

En la Fig. 20 se muestran las diferencias en las medias de las comparaciones multiples
para el pardmetro de produccién méaxima de hidrégeno (Hmax) de los experimentos
fermentativos. Todos los pares contrastados presentaron una diferencia significativa
cuando fueron comparados con el tratamiento de LQ, incluso con los dos controles
experimentales y con los tratamientos con los mediadores redox inmovilizados; por lo
gue, es posible demostrar una posible influencia en el volumen méaximo de hidrégeno

producido usando LQ en forma disuelta.
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Fig. 20. Grafico simultaneo de Tukey con intervalo de confianza del 95% de las diferencias de
medias para Rmax (a) y Hmax (b) de la cinética de produccion de hidrégeno. Si un intervalo de
confianza no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente diferentes.

El consumo de sustrato fue mayor que 97.5% al final de la fermentacién en todos los
tratamientos evaluados. La adicion de mediadores redox, en forma disuelta,
incrementaron el rendimiento molar de hidrégeno: 2.2 mol de Hz/mol de glucosa para
LQ, y 2.01 mol de Hz/mol de glucosa para AQS. Estos rendimientos fueron 11% y 2.5%
mayores que el control experimental sin mediador redox. Anteriormente se demostré que
la adicién de AH.QDS, al ser empleado como mediador redox, incrementa el rendimiento
molar de hidrégeno al menos 4% usando glucosa como sustrato en un monocultivo de
Clostridium beijerinckii 1%. La adicién de mediadores redox inmovilizados (CA-LQ y CA-
AQS) solo logré un ligero incremento en el rendimiento molar de hidrégeno, cerca del
2.7% mayor que el control experimental de CA crudo, y 1% que el control experimental
sin mediador redox. Estos resultados no pueden ser comparados con otros estudios en
la literatura debido a que es el primer reporte empleando mediadores redox
inmovilizados en CA para la produccién de hidrégeno en la fermentacion oscura.

Existen algunos reportes acerca de la influencia de los mediadores redox o “electron
shuttles” en el proceso de fermentacién oscura (Tabla 7); ademas, muchos de estos
estudios se realizaron con monocultivos, especificamente con Clostridium beijerinckii, y
reportaron la adicion del mediador redox en un estado reducido, principalmente, para
mejorar la transferencia de electrones a especies redox naturales que coexisten en el
metabolismo bacteriano!?6:206.228.232  Recientemente, Popovic y Finneran?*? estudiaron el
efecto de adicionar AQDS vy riboflavina con Fe** como mediadores redox en un proceso
fermentativo con diferentes fuentes como indculo; ellos observaron que las comunidades

pertenecientes a Clostridiales predominaron en el consorcio, y sugirieron que las
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especies de Fe*" y los mediadores redox contribuian a la proliferacion de géneros
fermentativos cuando los carbohidratos estan disponibles y esto dependeria en la
proporcion de las bacterias Clostdriale para obtener un incremento en la produccion de
hidrégeno y solventes. También, Del Angel-Acosta et al.?*! estudiaron la influencia de
AQS y AH,QDS en forma soluble durante un proceso de fermentacién oscura usando un
lodo anaerobio tratado térmicamente para la produccién de hidrégeno, ellos reportaron
una maxima produccion de hidrogeno de 1.9 mmol usando AH.QDS; ademaés,
identificaron microorganismos exoelectrogénicos en el indculo que podrian contribuir con

la transferencia de electrones entre especies.

Tabla 7. Influencia de los mediadores redox en la fermentacion oscura durante la produccién de
hidrégeno.

Mediador i o )
In6culo Sustrato Hmax Rmax Rendimiento Referencia
redox
AH20DS, Clostridium 30
o Glucosa - 126
500 uM beijerinckii pmol }
AH2QDS, Clostridium ] 200 26.25 1.98
o Xilosa 228
500 uM beijerinckii pmol pumol/h molHz/molxiosa
AH2QDS, Clostridium 430 6.2 1.6
S Glucosa 136
500 uM beijerinckii pumol mmol/h  molHz2/molgiucosa
AQDS, 500
M L
Liquido de 70 mM
Riboflavina, tanque Xilosa - - 234
- 60 mM
500 uM séptico
Fe3*
AQS, 500 Lodo 1.68  324.84
UM anaerobio mmol pmol/h 2
granular Glucosa /ol 231
AH2QS, 500 tratado 1.78  1405.51 MolH2/MOlgucosa
UM térmicamente mmol umol/h
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Lodo

Lawsona, 3256.4 627.6 2.2
500 uM anaerobio umol pmol/h molH2/molgiucosa Este
granular Glucosa )
AQS, 500 tratado 3001.2  856.3 2.01 estudio
UM térmicamente umol pmol/h molH2/molgiucosa

8.1.5. Efecto de LQ y AQS en la produccion de subproductos liquidos por el lodo

anaerobio granular

Una variedad de subproductos liquidos pueden ser generados a partir de la fermentacion
anaerdbica de carbohidratos a través de rutas metabdlicas de microorganismos
anaerobios. La fermentacion de glucosa usando cultivos mixtos conduce a la produccién
de acidos grasos volatiles (AGV) y solventes, este hecho ha sido estudiado para la
conversion de residuos a productos de valor agregado. Por otra parte, los mediadores
redox han sido usados para mejorar el transporte de electrones en el mecanismo
dirigiendo a cambios en el flujo de energia hacia diferentes rutas solventogénicas 234,

El consumo de glucosa fue casi total en todos los experimentos de fermentacion y
también fue notable el diferente desempefio en la acumulacién de subproductos liquidos
en los tratamientos evaluados (Fig. 21) La concentracién total de subproductos liquidos
fue directamente relacionada a la remocién de DQO en los experimentos fermentativos.
Los mediadores redox, LQ y AQS en forma disuelta, incrementaron 17% y 18% la
cantidad total de subproductos liquidos, respectivamente; mientras, los mediadores
redox inmovilizados en carb6n activado, CA-LQ y CA-AQS, lograron 37.25% y 34.92%
mayor acumulaciéon de subproductos que los controles experimentales sin mediadores
redox, respectivamente. En comparacién con el control experimental con CA crudo, la
acumulacién de subproductos liquidos con LQ y AQS incrementd 13.8% y 14.7%,
respectivamente; y para CA-LQ y CA-AQS increment6 34.8% y 32.4%, respectivamente.
De acuerdo con el andlisis estadistico con la prueba de Tukey que se realiz6 para la
acumulacién de subproductos, existe diferencia significativa en los tratamientos

contrastados con los mediadores redox inmovilizados.
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Fig. 21. Remocién de DQO, consumo de glucosa y acumulacion de subproductos liquidos al final
de la fermentacion de glucosa empleando lodo anaerobio tratado.

Diversos subproductos pueden ser obtenidos durante la fermentacibn oscura,
especialmente cuando un cultivo mixto es utilizado en el proceso, ya que la diversidad
en la actividad catabolica incrementa la flexibilidad microbiana, buscando maximizar la
produccién de energia, cuando las comunidades microbianas afrontan cambios en el
ambiente que limitan energéticamente el crecimiento microbiano 2%. La fermentacién de
glucosa, para la mayoria de las bacterias fermentadoras, produce principalmente
subproductos liquidos como &cido acético, acido propidnico, acido butirico, acido lactico
y etanol, mientras que la fase gaseosa estd compuesta por dioxido de carbono e
hidrégeno.

Los mecanismos bioquimicos y bioenergéticos juegan un papel importante en los
rendimientos de produccion de cultivos mixtos durante la fermentacién. Por lo tanto, la
incorporacién de acarreadores sintéticos de electrones como LQ y AQS al bioproceso
podria expandir la diversidad de reacciones guiadas a la produccién de subproductos,
por ejemplo, hidrégeno, AGV, o solventes. En relacion con la variedad de subproductos
liquidos encontrados en los experimentos fermentativos (Fig. 22 y Tabla 8) al inicio y al
final de las pruebas, los principales compuestos organicos obtenidos fueron acetato,

butirato, etanol, y butanol; sin embargo, las proporciones y la concentracion final en cada
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tratamiento evaluado fue diferente. Para LQ en forma disuelta, el butirato fue el
subproducto mas abundante con una concentracion de 6.07 mM, casi tres veces mayor
que el control experimental sin mediador redox, y 2.5 veces mas que el control
experimental con CA crudo; también, subproductos como acetato (4.16 mM), etanol
(5.92 mM), y butanol (0.94 mM) fueron determinadas. La fermentacién oscura con AQS
en forma disuelta, produjo 8.01 mM de etanol que fue el compuesto mas abundante al
final del bioproceso, similar al control experimental sin mediador redox (8.6 mM), pero
18.73% mayor que el control experimental con CA crudo, seguido por la formacion de
acetato (7.1 mM), butirato (3.11 mM), y butanol (0.96 mM).

Inicial Final

[ |Butanol

I Propanoal
= 25 [ Etanol

E || Acido butirico
< 20 4| Acido propidnico

g ] Acido acético
[
g 15
c
8 104
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Fig. 22. Perfil de subproductos liquidos obtenidos de la fermentacién de glucosa empleando lodo
anaerobio tratado.

En relacién con el uso de mediadores redox inmovilizados en carbon activado es preciso
mencionar que se obtuvo la mayor acumulacion de subproductos liquidos (Fig. 21 y
Tabla 8). El caso de lawsona inmovilizada en carbén activado (CA-LQ) logré una
concentracion de acetato de 10.5 mM y fue el compuesto mas abundante evaluado,

58.4% y 40% mayor que los controles experimentales sin mediador redox y con CA
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crudo, respectivamente; también se obtuvo 8.22 mM de etanol, 4.44 mM de butirato y
1.74 mM de butanol. Resultados similares se encontraron al emplear AQS inmovilizada
en carbon activado (CA-AQS), el subproducto principal fue acetato con 9.74 mM, 55% y
35.7% mayor a los controles experimentales sin acarreadores de electrones y con CA
crudo, respectivamente; también se produjeron 8.67 mM de etanol, 4.27 mM de butirato
y 1.58 mM de butanol.

En general, la fermentacion no es el metabolismo preferido por las bacterias para su
crecimiento debido a que solo se generan pocas cantidades de ATP. Cuando un mol de
glucosa es fermentado, por lo menos 2 moles de ATP son sintetizados, éstos no son
dirigidos a rutas de biosintesis debido al mantenimiento de fuerza proton-motriz que
ocupa -120 mV en la hidrdlisis del ATP. Este hecho sugiere que los microorganismos
implicados atraviesan rutas alternativas para la generacion y mantenimiento de la fuerza
proton-motriz en el proceso de fermentacion?%®. En la fermentacion, algunas rutas
metabdlicas conducen a la obtencion de ATP, estas rutas generan acetato y butirato
como productos finales. La presencia de acarreadores de electrones (como mediadores
redox) en procesos de fermentacion ha sido reportado como causante de cambios en la
direcciébn metabdlica conduciendo a la mejora de la produccién de hidrégeno o,
adicionalmente, a la mejora de la formacion de acidos organicos y solventes; sin
embargo, esto dependera también del tipo de microorganismo y las condiciones
operacionales. Popovic y Finneran?® reportaron la adicién de riboflavina y AQDS con
Fe*" simultdneamente, en una cultivo mixto de diferentes fuentes; ellos observaron que
las especies acarreadoras de electrones incrementaban el consumo de xilosa y la
produccion de solventes; especificamente, la riboflavina con Fe*" favorecieron la
produccién de butirato sobre el butanol, acetato e hidrégeno; adicional a esto,
observaron que al emplear AQDS con Fe®*" incrementaba la generacién de butanol.
Especies como Clostridium beijerinckii presentan fluctuacion en la transferencia de
electrones desde la ruta de sintesis del butirato al butanol, asi como a nivel intracelular
donde el ATP es usado en el transporte activo de la xilosa?*3234, Otro estudio fue
desarrollado por Huang et al.?*’, que adicionaron lawsona y riboflavina en un proceso de
fermentacion oscura con lodo activado como sustrato empleando lodo anaerobio como
indculo; 43.9% y 42.5% fue el incremento en la produccion de AGVs usando lawsona y
riboflavina, respectivamente. También observaron que la funcion del mediador redox fue
transferir electrones durante las reacciones de hidrdlisis, acidificacion, y acetogénesis;

esto podria ser atribuido al bajo potencial redox generado que aumento la acumulacion
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de AGVs. Ademas, los microorganismos en la fermentacién estan cercanamente
relacionados a la produccion de AGVs, por ejemplo Proteobacteria y Firmicutes que son
las bacterias mas comunes que desempefian la fermentacién oscura; en el filum
Firmicutes se encuentran especies Clostridium que han sido encontradas en diferentes

cultivos mixtos fermentativos en una diversidad de fuentes de in6culo?33:238.239,

Tabla 8. Efecto de los diferentes tratamientos en la selectividad de los subproductos y la
concentraciéon final de los subproductos de las fermentaciones empleando lodo anaerobio
pretratado en reactores en lote.

Lodo Ca.rbc')n Mediadores redox Mediadores redox
Parametros anaerobio activado disueltos inmovilizados
crudo
(control) (CA) LQ AQS CA-LQ CA-AQS

Concentracion final (mg/L)*
Acido butirico 192.70+12.37 214.52+15.94 535.18+83.4 273.83+58 391.62+73 376.21+63.9
Acido acético 307.16+49.21 342.19+16.17 313.11+46.3 417.78+24  630.91+38 601.57+88.5
Etanol 331.55+18.97 313.98+9.06  327.21+40.8  314.44+28  392.42+12  345.13+54.7
Butanol 67.37+0.06 80.42+0.14 71.06+0.16 99.23+0.28 117.03+0.0 113.69+0.31
Selectividad (g/g)**
Acido butirico 0.21 0.23 0.43 0.25 0.26 0.26
Acido acético 0.34 0.36 0.25 0.38 0.41 0.42
Etanol 0.37 0.33 0.26 0.28 0.26 0.24
Butanol 0.07 0.08 0.06 0.09 0.08 0.08
Productividad (g/L-h)
Acido butirico 0.005 0.006 0.015 0.008 0.011 0.010
Acido acético 0.009 0.010 0.009 0.012 0.018 0.017
Etanol 0.009 0.009 0.009 0.009 0.011 0.010
Butanol 0.002 0.002 0.002 0.003 0.003 0.003

*Concentraciones finales estan expresadas como el promedio + el intervalo de confianza.

**Con relacion al peso de cada subproducto generado al total de subproductos acumulado.

La importancia de inmovilizar los mediadores redox en CA radica en disminuir el costo
de adicionar un elemento extra al proceso de fermentacién mediante la reutilizacion del
material, también la separacion al final del proceso seria facil y, adicionalmente, el CA
ha sido reportado por ser un material biocompatible en los bioprocesos. Sin embargo, no
existe estudio disponible acerca de la implementacion de mediadores redox
inmovilizados en carbon activado para la mejora de la produccion de hidrégeno en un

proceso de fermentacion oscura. No obstante, es facil encontrar estudios que empleen
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el carbdn activado como soporte en la formaciéon de biopeliculas, o como acarreador de
electrones entre especies microbianas debido a sus propiedades como el tipo de grupos
funcionales y estructuras redox activas, aunque su principal aplicaciéon ha sido en la
degradacién y biotransformacion de contaminantes en efluentes, y electrodos en las
celdas de combustible microbianas (MFC, por sus siglas en inglés) 24,

En acuerdo con el presente estudio, reportes previos han demostrado que el carbon
activado incrementa la produccion de AGVs en el proceso de fermentacion oscura. Lu et
al.?** evaluaron biocarbones de diferentes precursores, reportaron un enriquecimiento
en la concentracion de acetato del 109.6% y 71.8% al emplear biocarbdn a partir de coco
y cdscara de longan, respectivamente; atribuyeron el incremento del acetato por encima
del butirato a la presencia de grupos funcionales y alta cristalinidad en los materiales.
También concluyeron que el biocarbon puede mejorar el crecimiento sintréfico de las
bacterias fermentadoras y homoacetogénicas en la superficie del carbon mediante el
mecanismo de DIET (“direct interspecies electron transfer”, por sus siglas en inglés) y lo

cual provoco un efecto en la produccién de acetato.

8.1.6. Efecto en la direccibn metabdlica por los mediadores redox en la

fermentacion oscura por el lodo anaerobio granular

La ruta metabdlica de la fermentacién oscura ha sido estudiada por muchos afios, y cada
nuevo estudio interpreta los diferentes mecanismos que estan implicados en todas las
reacciones bioguimicas. En la actualidad, es posible conocer la funcion de cada enzima,
coenzima, cofactor, etc., y esto puede ayudar a elucidar el papel de los mediadores redox
en el metabolismo. Adicionalmente, las pruebas electroguimicas son una técnica Gtil para
evaluar las posibles interacciones y flujo de electrones en una ruta metabdlica. Los
potenciales redox ayudan a conocer el comportamiento biocatalitico de las especies
bioquimicas que son oxidadas y reducidas en un bioproceso. Durante el metabolismo de
respiracion bacteriana, los electrones son transferidos a través de la membrana
plasmatica, después los electrones son transportados por los mediadores redox a los
sustratos para su reduccion?*2,

Como en una tabla tradicional de potenciales redox de las reacciones quimicas de
reduccion, una forma conveniente de visualizar la transferencia de electrones en
sistemas bioldgicos es con una torre vertical como se muestra en la Fig. 23. En la torre

se representa el rango del potencial de reduccion de los pares redox, desde el mas

102



negativo (nivel superior) al mas positivo (nivel inferior), es importante mencionar que esta
torre muestra los principales pares redox que estan implicados en el metabolismo de
fermentacion oscura.

Los electrones son dirigidos a un aceptor de electrones con un potencial redox menor
que el donador de electrones original. La diferencia en el potencial entre el pico de
reduccion y oxidacion es determinado como AEy’; por lo tanto, AE,’ es proporcional a la
energia libre de la reaccion redox AGeo'’. En la Fig. 24, se muestra la evaluacion
electroquimica de LQ y AQS a 500 uM usando medio basal como matriz electrolitica
durante las pruebas de voltamperometria ciclica (VC). Los voltamperogramas fueron
obtenidos bajo diferentes condiciones empleando soluciones de los mediadores redox a
diferente pH (6.6, 6.0, y 5.3). Después, los potenciales redox de LQ y AQS fueron
determinados con la ecuacion de Nernst (Tabla 9); ademas, se uso la derivada de las
pruebas de VC para la estimacién del potencial formal de la estructura catalitica. Los
mediadores redox estudiados en este trabajo presentan estructura quindnica; las
quinonas, hidroquinonas, y catecoles son moléculas electrofilicas implicadas en las
reacciones de transferencia de electrones en los sistemas biolégicos importantes. Los
pares quinona-hidroquinona son ejemplos de un sistema redox organico que puede
participar en donar o aceptar electrones en las reacciones quimicas??. Se ha
demostrado que el pH es un factor importante en el comportamiento electroquimico del
par quinona/hidroquinona ya que responde sencillamente a un modo Nernstiano; en una
solucién buffer, a pH acido, la reduccion es un proceso de dos electrones y dos protones
de un solo paso; a pH alcalino, la reduccién es solo de dos electrones sin necesidad de
protones; y, a pH neutro, la reducciéon es de un protén y dos electrones o solo dos
electrones. El Eo’ de LQ a pH 6.6 fue -180 mV y este fue incrementando segun el pH iba
turnandose acido, un potencial redox estandar similar de LQ fue reportado por Borghese
et al.?*%; sin embargo, el E;’ de AQS a pH 6.6 fue -200.5 mV, contrariamente, ya que a
pH 5.3 el Ey’ fue -248 mV; un potencial redox estandar similar de AQS fue reportado por
Dos Santos et al.?*.
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Fig. 24. Voltamperogramas de LQ (a) y AQS (b) a una velocidad de escaneo de 20 mV/s.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el uso de mediadores redox inducen a cambios
en la méaxima produccion de hidrégeno, en particular, LQ incrementé la produccion de
hidrégeno total, AQS aument6 la tasa de produccion de hidrégeno (Tabla 6) v,
finalmente, el uso de mediadores redox inmovilizados (CA-LQ y CA-AQS) condujeron
hacia un notorio incremento en la acumulacion de AGVs (Fig. 22). Estos cambios podrian
estar relacionados a las diferentes relaciones sinérgicas entre el acarreador de
electrones adicionado, en una forma disuelta o inmovilizada, con los acarreadores de
electrones naturales que coexisten en la fermentacién. Para entender las posibles
interacciones de los mediadores redox con los acarreadores de electrones naturales, las
pruebas electroquimicas fueron Utiles para proponer su rol en el metabolismo
fermentativo. Adicionalmente, es importante mencionar que se empled un cultivo mixto

en este estudio y, por lo tanto, la contribucion por la diversidad microbiana deberia ser
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considerada. Diferentes estudios han demostrado que el estado de oxidacién del
mediador redox es importante cuando es adicionado a la fermentacion. Algunos estudios
han probado que los mediadores redox (adicionados en estado reducido, por ejemplo:
AHQDS) donan electrones y mejoran la producciéon de hidrogeno, permitiendo la mejora
en el consumo de sustratos complejos como xilosa debido a los electrones extra que son
transferidos en las recciones metabdlicas??8232246 Sin embargo, la reduccién sintética
de los mediadores redox implica un costo adicional al proceso que podria ser
considerado al llevarse a una escala mayor; no obstante, el uso de cultivos mixtos
representa una ventaja sobre otros cultivos, debido a la coexistencia de bacterias
electrogénicas que son capaces de donar electrones al medio, esta habilidad ha sido
explorada en diferentes aplicaciones como MFC y biotransformacion de contaminantes
215.247. algunas especies han sido reportadas que viven en diferentes ecosistemas, por
ejemplo, ambientes naturales como sedimentos anaerobios de lagos, sedimentos
andxicos de pantanos marinos, suelos contaminados con hidrocarburos, lagos
volcanicos, etc., y ambientes antropogénicos como desechos organicos, agua residual

municipal e industrial, entre otros,

Tabla 9. Potenciales redox de LQ y AQS a diferente pH y 500 uM.

) Enne Enne ErrE ErrE Eo
Mediador
pH pico catédico pico anédico Oxidacion Reduccion (mV)
redox
(mV) (mV) (mV) (mV)
6.6 -84 -276 306.4 114.4 -180
LQ 6.0 64 -315 418.9 39.9 -1255
5.3 183 -295 469.5 18.5 -56
6.6 -6 -395 306.4 -46 -200.5
AQS 6.0 -204 -275 150.9 79.9 -239.5
5.3 -196 -300 117.5 135 -248

Debido a la presencia de bacterias electrogénicas podria ser atribuida la reduccion de
los mediadores redox (LQ*/LQ"; AQS*/AQHS.S), las especies reducidas podrian transferir
electrones a los acarreadores de electrones naturales de la fermentacion. El E¢’ de los
mediadores redox estudiados no fue suficiente para contribuir en la reduccién/oxidacion
de NAD*/NADH, Fd*/Fd-, o incluso en la reduccion del protén (2H*/H) de las enzimas

hidrogenasas (Hyd) debido a que éstos no tuvieron la energia necesaria para llevar a
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cabo estas reacciones redox. Sin embargo, existen otros importantes acarreadores de
electrones que estan relacionados en la produccion de hidrégeno, como la cadena de
transferencia extracelular de electrones desempefiada por sistemas complejos de
citocromos que tienen un potencial redox menor?*%2%°, Consecuentemente, LQ y AQS
con un E¢’ de -180 V y -200 mV, respectivamente, al pH inicial de 6.6 (Tabla 9), podria
tener suficiente energia para ser capaz de interactuar en las reacciones redox de
citocromos y moléculas tipo quinina que presentan un potencial mayor (>50 mV).
Especificamente, NADH deshidrogenasa y citocromo bcl facilitan el transporte de
electrones mediante un grupo de quinonas (Q) a través de un complejo proteico unido a
la membrana, luego, la interconversién de Q y H* a QH. y QH: hacia Q y H*, esto facilita
la transferencia de electrones hacia los complejos citocromo bcl y citocromo aa3,
finalmente, los electrones son conducidos hacia Fd desde el citocromo aa3,
posteriormente la Fd reducida dona un electrén a la [FeFe] hidrogenasa, la cual reduce
los H* a H 2%

Adicionalmente, es relevante mencionar que el tratamiento con AQS en forma disuelta
desarrollé un incremento en la tasa de produccion de hidrégeno, esto podria ser atribuido
a la interaccion directa entre NAD*/NADH- o incluso con la reduccién de Fd debido a que
el pico de reduccion a pH 6.6 alcanzo el potencial mas negativo (Eent pico ansdico: -395 mV,
Tabla 9) y estas reacciones redox podrian ser favorecidas por su interaccién con el AQS.
Por otra parte, a pesar que el mediador redox se encuentra fuera de la célula, éstas
moléculas podrian difundirse sobre el medio y tener un contacto directo con las células,
entonces por diversos mecanismos, los electrones pueden ser conducidos hacia el
interior de la célula; el mecanismo mas comun que ha sido reportado es a través de pilis
conductores a la célula, que aunque su funcion principal es la movilidad celular, también
pueden desempefiar este tipo de papel al poseer la habilidad de transferir electrones;
otro mecanismo podria ser a través de materiales conductores como el carbén activado
0 por proteinas transportadoras de electrones por el contacto con la superficie de la
célula®®. No obstante, es importante notar que los tratamientos con los acarreadores de
electrones disueltos, LQ y AQS jugaron un papel diferente en la produccion de hidrégeno
durante la fermentacion, y es incierto confirmar la razon por la que LQ incrementé la
produccion maxima de hidrégeno, mientras que AQS incrementé la tasa de produccion
de hidrégeno (Tabla 6 y Fig. 21).

En general, el uso de los mediadores redox mostrd un incremento en la acumulacion de

subproductos liquidos; sin embargo, los resultados obtenidos con mediadores redox
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inmovilizados fueron relevantes (Tabla 8 y Fig. 22). CA-LQ y CA-AQS alcanzaron la
acumulacién mas alta de subproductos liquidos. Se observé similitud entre la produccién
de acetato/butirato por ambos materiales. De acuerdo con los resultados obtenidos, la
produccién final de acetato con CA-LQ fue 58% y 55% mayor que los controles
experimentales (sin mediador redox y con CA crudo, respectivamente), y los valores para
CA-AQS fueron 40% y 36% mayor que los controles. Para la produccion de butirato se
observé un incremento de 51% y 49% cuando CA-LQ fue empleado en comparacion con
los experimentos control, y, para CA-AQS, 45% y 43% increment6 con relacion a los
controles. En el caso del etanol y butanol, se observaron resultados similares en todos
los tratamientos (Tabla 8). La produccién elevada de acetato podria ser atribuida a la
relacion sinérgica entre el mediador redox y el CA en los materiales inmovilizados, el
acoplamiento CA-LQ y CA-AQS podria inducir la formacion de un gradiente de
electrones que son conducidos a los acarreadores de electrones del proceso
fermentativo; ademas, el CA ha sido estudiado por sus propiedades conductivas que le
confieren los grupos funcionales que se encuentran en la superficie 24*.

Del mismo modo que los electrones son transmitidos de un aceptor con potencial redox
menor que el donador original, es mas facil la transferencia de electrones entre un
donador cercano a un aceptor. De esta manera, el potencial redox de LQ y AQS
(Eo’: -180 mV y -200 mV, respectivamente, Tabla 9) esta cercano al del par FAD*/FADH
(Eo’: -136 mV a-FAD (SQ/HQ), -10 mV &-FAD), y también a la reduccién del crotonil-CoA
a butiril-CoA y butanol. No obstante, cuando el crotonil-CoA es reducido para formar
butiril-CoA varias reacciones redox se desarrollan por un complejo enzimatico llamado
Bcd-EtfAB. Este complejo ha sido encontrado en especies Clostridia como Clostridium
kluyveri. El complejo Bcd-EtfAB actia en la transferencia de electrones en flavoproteinas
y estd ensamblado con la butiril-CoA deshidrogenasa, este par complejo lleva a cabo la
reaccion endergoénica de la Fd con NADH a la reaccion exergoénica de la reduccion del
cronotil-CoA a butiril-CoA con el NADH %2, La molécula de FAD puede adoptar un estado
redox de dos electrones (quinona/hidroquinona, Q/HQ) o un estado redox de un electron
(quinona/semiquinona, Q/SQ o semiquinona/hidroquinona, SQ/HQ). Esta habilidad
puede producir un proceso de bifurcacion electrénica, y este mecanismo ha sido
reconocido como un nuevo modelo de acoplamiento energético en bacterias
estrictamente anaerobias y archaea®®. Los mediadores redox pueden interactuar en el
proceso de bifurcacién electrénica de las flavinas ya que el complejo cuenta con tres

subunidades (EtfA, EtfB, y Bcd), y cada una contiene FAD como grupo prostético (EtfA
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contiene a-FAD, EtfB contiene B-FAD, y Bcd contiene 6-FAD). Las subunidades
mencionadas poseen diferente potencial redox y éste depende de la transformacién de
la quinona, B-FAD posee el potencial mas negativo (Eo: -729 mV) y lleva a cabo la
reaccién redox de un electron (Q/SQ), también efectla la transformacion Q/HQ (Eo’: -
279 mV) y reacciones SQ/HQ (Eo: 190 mV), mientras que a-FAD realiza la reacciones
de Q/SQ (Eo: 81 mV) y SQ/HQ (Eo”: -136 mV); 6-FAD desarrolla una relacion con Becd y
facilita la reduccién de crotonil (Eo: 10 mV) *°. El cruce de potenciales debido a la
bifurcacion electrénica podria producir hidrégeno siempre y cuando los protones
derivados de la oxidacion de Fd se encuentren cerca de la Hyd. Adicionalmente, los
potenciales redox de LQ, AQS, CA-LQ, CA-AQS podrian cruzar con los diferentes
subunidades de FAD segun sus potenciales y podrian cambiar la direccién de la ruta
metabdlica hacia la formaciéon de butirato o butanol (Fig. 23). No obstante, en los
resultados obtenidos en esta investigacion, la produccion de acetato y butirato fueron
mayores que otros subproductos debido a la afinidad de las rutas metabdlicas por la
produccion de energia en forma de ATP.

8.2. Etapalll. Fotocatdlisis heterogénea de productos derivados de la

fermentacidn oscura

8.2.1. Exploracion de los materiales sintetizados para la produccién de hidrégeno

8.2.1.1. Pruebas fotocataliticas preliminares de agentes de sacrificio por

individual

Durante el proyecto se sintetizaron ocho materiales con propiedades semiconductoras,
dichos materiales fueron elaborados a base de TiO, y ZnO como fotocatalizador matriz
y se realiz6 la incorporacion superficial de la resina fenélica como sensibilizante, ademas
se depositd6 Pt como cocatalizador por dos metodologias de reduccién. Para la
evaluacion de los materiales sintetizados en el estudio, se opt6 por realizar un ensayo
de exploracion de los semiconductores en la fotocatélisis de los agentes de sacrificio
claves en forma individual y en mezcla, bajo irradiacién luz visible y luz UV. Las
condiciones del sistema fotocatalitico, asi como las concentraciones de los agentes de

sacrificio fueron mencionadas en la seccién de metodologia. En la Tabla 11, se enlistan
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los materiales evaluados, su método de deposicion de Pt y el tipo de irradiacion
empleada para la reaccion fotocatalitica.

En la Fig. 25 se muestran las cinéticas de produccion de hidrégeno evaluando los
materiales a base de TiO; (R-TiO2-Pt (FR), R-TiO2-Pt (RQ) y TiO2-control) bajo
irradiacion luz LED UV (A: 365 nm) empleando los agentes de sacrificio en forma
individual (acido acético 1 M, acido butirico 1 M, etanol 1 M, y butanol 0.05 M (debido a
la solubilidad del butanol)). En todos los materiales evaluados se observé mayor
produccion de hidrogeno en los alcoholes, seguido por los &cidos carboxilicos; el orden
de mayor a menor hidrégeno producido fue etanol>butanol>acido acético>acido butirico;
esto concuerda con el rendimiento tedrico de hidrégeno empleando alcoholes que es
mayor que en acidos carboxilicos?®*2%4, este hecho se relaciona a la interaccion de los
agentes de sacrificio con la superficie del semiconductor que se da en un rango mayor
de pH para los alcoholes en comparacion con los acidos carboxilicos, lo que sugiere una
facil descomposicion de estos en el pH de solucion utilizado. Por otro lado, el método de
deposicion del Pt entre la fotorreduccion y la reduccion quimica presentd una ligera
diferencia en la producciéon de hidrégeno con el método de reduccién quimica. Se
registrd la maxima concentracion de hidrégeno de 566 pmol/gcat y 627 umol/gear a las 5
h usando etanol como agente de oxidacion con el R-TiO.-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ),
respectivamente; seguido del butanol con 372 pmol/gcar y 466 pmol/gcar para el R-TiO2-
Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ), respectivamente; después el acido acético 255 ymol/gcay 442
pmol/geapara el R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ), respectivamente; y finalmente, el &cido
butirico con 154 pymol/gcar ¥ 260 pmol/gear para el R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ),
respectivamente (Tabla 11). Paralelamente, se llevé a cabo el uso de TiO, como
experimento control empleando los mismos agentes de sacrificio, y se observé una
minima produccién de hidrégeno al registrar el valor mas alto cercano a los 100 pmol/gcat
cuando se utilizé etanol. En funcién que la mayor produccion de hidrégeno se manifest
empleando los semiconductores con Pt, es posible mencionar que la presencia de éste
como cocatalizador presentd una notable diferencia en la producciéon de hidrégeno, y
gue el rol del Pt esta dirigido en actuar como trampa de electrones en las reacciones

desencadenadas en la fotocatdlisis, asi como en la reduccion de los protones hacia

H2253’255’256.
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En la Fig. 26, se muestran las cinéticas de produccién de hidrégeno evaluando los
materiales a base de TiO; (R-TiO2-Pt (FR), R-TiO2-Pt (RQ) y TiO2-control) bajo
irradiacién luz LED visible empleando los agentes de sacrificio en forma individual bajo
las concentraciones ya mencionadas. Es importante mencionar que los materiales
sintetizados en su composicion contienen resina fendlica como sensibilizante y que fue
incorporada en la superficie del TiO2 con la finalidad de incrementar la longitud de onda
a la cual se active el material y emplear una fuente de irradiacion de luz visible. Ademas,
la insercion de particulas pequefias del cocatalizador en la banda de conduccion acorta
la Eg mejorando la actividad en regiones de luz visible?*”%8, Sin embargo, al poseer
menor energia disponible para la activacion de los materiales, y sabiendo que la
proporcion del TiO, es mayor en el compésito (80%) los valores alcanzados para la
produccion de hidrégeno fueron menores que al utilizar irradiacion UV. En el caso de R-
TiO2-Pt (FR), se alcanzé la mayor produccion de hidrégeno con etanol como agente
oxidante (61.6 umol/gcar), seguido por el butanol, &cido acético y acido butirico (20.98
Mmol/gcar 14.72 pmol/gecar, 3.125 pmol/gear, respectivamente). En el caso del R-TiO,-Pt
(RQ), la producciéon de hidrégeno fue menor que con el semiconductor con Pt
fotorreducido al generar 29.5 pymol/gca y 7.6 umol/gear para etanol y acido acético,
respectivamente; mientras que el acido butirico y el butanol no presentaron produccion
de hidrégeno (Tabla 11). De acuerdo con los resultados mencionados y segun la
metodologia de deposicion de Pt, durante el protocolo de fotorreduccién existié6 mayor
dispersion de las particulas de R-TiO2%8, y al final el tamafio de la particula fue menor
por lo que durante las pruebas fotocataliticas el material podia mantenerse suspendido;
por otro lado, durante la deposicion por reduccion quimica del Pt en los materiales se
observaron aglomeraciones de particulas metalicas en la superficie del semiconductor
lo que disminuyo el area superficial disponible y con ello la disponibilidad de sitios

activos.
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Adicionalmente, se obtuvieron las tasas de produccion de hidrégeno (Rmaxg) para las
cinéticas fotocataliticas de la produccién de hidrégeno de los diversos materiales con
base de TiO, bajo irradiacion LED UV y LED Visible para los diferentes agentes de
sacrificio evaluados. Las tasas mas elevadas fueron alcanzadas en los ensayos
realizados bajo irradiacion luz LED UV (Fig. 25), debido a la mayor cantidad de energia
disponible y a que los materiales estudiados estdn compuestos en mayor proporcién de
TiO, que presenta una actividad fotocatalitica excelente bajo longitudes de onda
menores. Ademas, en relacién a la cantidad de hidrégeno producido, las tasas de
generacion de hidrogeno fueron mayores al utilizar alcoholes que acidos carboxilicos,
esto corresponde acertadamente a la cantidad tedrica de hidrogeno que es mayor en los
alcoholes?*, aunado que los alcoholes primarios, como el etanol ha sido reportado como
un buen agente de sacrificio para la produccién de hidrégeno?32%. Por otro lado, las
tasas de produccion de hidrégeno mas altas se presentaron con los materiales con la
deposicion de Pt por reduccion quimica, al alcanzar 257.1 pmol/gcar-h en el caso de R-
TiO2-Pt bajo irradiacion UV utilizando etanol como agente oxidante, 169.4 umol/gca: h
para el butanol, 138.5 pmol/gca-h para el acido acético y 73.3 pmol/gca h para el acido
butirico; mientras que el R-TiO,-Pt sintetizado por el método de fotorreduccién bajo
irradiacion UV alcanzé 163.4 pmol/gca-h, 130.5 pmol/gear-h, 59.6 pmol/gea-h y 54.8
Mmol/gea-h para etanol, butanol, acido acético y acido butirico, respectivamente; en
contraste con el control experimental de TiO- bajo irradiacion UV que solo alcanz6 32.9
MMol/gear-h, 25.2 pymol/gear-h, 5.2 ymol/gea-h y 5 pmol/gea-h para etanol, butanol, acido
acético y acido butirico, respectivamente (Fig. 27, Tabla 11). Estos resultados
demuestran lo antes mencionado sobre la presencia del Pt que tiene un papel clave en
la produccion de hidrégeno y que al estar unido al TiO, generan una interaccion
fotocatalitica favorable bajo luz UV, que permite la oxidacién de los agentes de sacrificio
presentes en la reaccion y la reduccién de los protones liberados durante la oxidacion
por los electrones dirigidos en la banda de conduccion hacia el Pt o del mismo
metal'®2%°, E| uso de agentes de sacrificio como alcoholes y acidos carboxilicos ha sido
estudiado por diversos autores (Tabla 10), tal es el caso de Li et al.?®® que emplearon
diversos acidos grasos de cadena corta como agentes oxidantes para la produccion de
hidrégeno con un semiconductor de C/TiO,, y en especial para el acido acético
reportaron una tasa de producciéon de hidrogeno de 311.5 umol/gca-h y para el acido
butirico hasta 267 pmol/gca-h, ellos atribuyen este buen desempefio fotocatalitico a la

naturaleza hidrofilica de los grupos -COOH que podrian facilitar la interaccion con el
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C/TiO asi como la oxidacién y transferencia de electrones. Imizcoz & Puga?®! estudiaron
el fotorreformado del acido acético usando Cu/TiO,, observaron un comportamiento
interesante el ensayo fotocatalitico dado que ocurria un ciclo redox en el funcionamiento
del material; cuando el fotocatalizador era expuesto a una atmosfera oxidante, el Cu que
se encontraba en la superficie del TiO, se oxidaba a CuO y durante el ensayo
fotocatalitico ocurria una descarboxilacion del acido acético y la generacion de CHy;
mientras que cuando el fotocatalizador se sometia a un proceso previo de fotorreduccién
en una atmosfera reductora, la superficie sufria cambios al reducirse el CuO a Cu(0) y
después en el proceso de fotocatdlisis se formaba hidrégeno por la reduccion de los
protones liberados de la oxidacion del &cido acético. Otro estudio fue realizado por Zheng
et al.?%? que evaluaron el fotorreformado del &cido butirico con diferentes variaciones en
la proporcion de dos materiales semiconductores (Cu.0O/Bi.WOQs), y observaron que al
incrementar la masa del Cu.O en la heterounion incrementaba la produccion de
hidrégeno hasta alcanzar 38 mL (34.37 wt.% Cu.O/Bi,WOQs), esto va relacionado al
potencial de reduccion del Cu2O en su banda de conduccién que al ser menor favorece
la reduccion de los protones presentes, adicional a esto observaron un incremento en la
formacion de diversos alcanos como CH., CzHs y C3Hs principalmente cuando el Bi;WOg
se encontraba en mayor proporcién en el material. En cuanto al uso de alcoholes como
agentes de sacrificio en el proceso de fotorreformado, Bahruiji et al.?>® y Bowker et al.?>3
llevaron a cabo una amplia investigacion al emplear una gran variedad de alcoholes en
el fotorreformado para la produccion de hidrégeno usando TiO. con diversos
cocatalizadores metalicos (Pd y Au), concluyendo que los alcoholes primarios y
secundarios presentan el mayor rendimiento de produccién de hidrégeno, mientras que
los alcoholes terciarios es menor; también, que los dioles y trioles son excelentes
productores de hidrégeno ya que existe mayor produccién por mole de reactante
organico y, finalmente, que los grupos alquilo unidos a los alcoholes corresponden a la
produccién de alcanos. Al-Azri et al.?®® llevaron a cabo el fotorreformado del etanol y
evaluaron diversos cocatalizadores metalicos depositados en TiO,, especificamente
para Pt/TiO; reportaron una tasa de produccién de 18 mmol/ gca-h, similar a la alcanzada
en este estudio (13.71 mmol/gcoca-h) para el R-TiO.-Pt (reduccién quimica), cabe
mencionar que las condiciones del sistema de reaccién fueron muy similares.

En contraste con los resultados antes discutidos, los materiales sintetizados con base
de ZnO (R-ZnO-Pt (FR) y R-ZnO-Pt (RQ)) presentaron resultados en su mayoria nulos

para la produccion de hidrégeno, tanto bajo irradiacion visible como UV (Anexo Hy Tabla
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11); esto puede estar relacionado a que el material no posee el potencial necesario para
reducir los protones, y que la funcién del Pt se ve mermada por una posible captura de
los electrones por la resina fendlica, provocando otro tipo de reacciones que generen
radicales con menor energia. Por otro lado, algunos autores han confirmado la presencia
de hidrégeno al emplear semiconductores con ZnO, tal es el caso de Sampaio et al.?%
que evaluaron el fotorreformado de etanol usando Au/Zn bajo irradiacion UV-vis (>300
nm) para la produccion de hidrogeno, y atribuyeron que la morfologia del ZnO tenia un
papel clave para mejorar la dispersion de la luz entrante y asi mejorar la eficiencia de
adsorcion de ésta y aumentando la fotoeficiencia del material, ya que al usar un ZnO con
una morfologia tipo flor lograban una produccién de hidrégeno de hasta 427 umol/gca-h,
mientras que la morfologia de tipo varilla, aguja o esférica la produccion era mucho
menor. La principal razén por la cual se evalué el ZnO como semiconductor en la
produccion de hidrégeno en esta investigacion, fue que este compuesto comparte
propiedades fotocataliticas similares al TiO,, aunado que su costo es menor, lo que lo
hacia un buen candidato; sin embargo, por lo anterior mencionado no se obtuvieron los

resultados esperados para este material.
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Fig. 27. Tasas de produccion de Hz empleando diversos materiales con base al TiO2 bajo
irradiacion LED UV y LED Vis para diversos agentes de sacrificio individuales.
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Tabla 10. Estudios de produccién de hidrégeno por medio de fotorreformado de alcoholes y
acidos grasos como agentes de sacrificio.

) ) Agente de y .
) Dosis de Tipo de ___ Concentracién Produccion )
Fotocatalizador ) ) o sacrificio Referencia
fotocatalizador irradiacion AS de Hz
(AS)
Lampara .
) Acido 292.5 ymol/ Patsoura et
Pto.swioe/ TiO2 80 mg Xe . 0.87 mM
acético g-h al.2s5
280 W
0.32 mL/min
Etanol mol
) Xe arc n-butanol 100 mL H2O/ 0.3 mL/min  Bahruiji et
Pdo.3wos/TiO2 2g/L .
400 W Acido 110 uL AS mol al.>>®
acético 0.04 mL/min
mol
) Xe arc Etanol 100 mL H20/ 3.25mL Bowker et
Auzwin/ TiO2 2g/L
400 W Butanol 110 pL alcohol 3mL al.?s3
Lampara .
. Acido Zheng et
Cu20/Bi2WOs 0.22 g/L Hg » 48 mM 38 mL
butirico al.2e2
500 W
78 umol
) (311.5
Lampara .
) Acido pmol/g-h)
Xe (Filtro .
) acético 62 umol
CITiO 0.3 g/L Acido 05 M (267 umol/g-  Li et al.206
300 W »
butirico h)
135
Mezcla 80 umol
mW/cm?
(318 pmol/g-
h)
Luz solar
_ simulada Acido Imizcoz &
Ptiwtoe/TiO2 lg/lL . 01:01 32 pymol
100 acético Puga?6t
mW/cm?
22 mmol/
Luz UV,
. Jeocat-h
Pdo swtoe/TiO2 365 nm )
] 18 mmol/h Al-Azri et
Pt1wt%/TiO2 0.325 g/L 300 W Etanol 10% v.v.
. Ococat-h al.?%6
Aulwt%/TiO2 6.8
16 mmol/h
mW/cm?
Jeocat-h
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Tabla 11. Producciéon de hidrégeno y metano en pmol/gcar del ensayo exploratorio de los
materiales sintetizados empleando los agentes de sacrificio en forma individual bajo diferente
fuente de irradiacion.

Método de Acido acético Acido butirico Etanol Butanol
) ... Fuentede
Material deposicion | L 1 M) 1 m) 1 m) (0.5 M)
irradiacion
de Pt H> CHa4 H> CHa4 H> CHs4 H> CHas
TiO2 Control LED UV 14.29 600 15.18 0 125.9 0 95.09 0
Zn0O Control LED UV 0 0 0 0 0 0 0 0
R-TiO2-Pt FR LED UV  255.36 615 154.02 0 566.5 0 371.88 0
R-TiO2-Pt RQ LED UV 44241 741.25 259.82 13.75 627.23 0 466.52 0
R-ZnO-Pt FR LED UV 0 0 0 0 0 0 0 0
R-ZnO-Pt RQ LED UV 0 0 0 0 0 0 0 0
LED
TiO2 Control - 0 0 0 0 0 0 0 0
Visible
LED
ZnO Control = 0 0 0 0 0 0 0 0
Visible
LED
R-TiO2-Pt FR o 14.73 5 3.125 0 61.6 17.5 20.98 0
Visible
_ LED
R-TiO2-Pt RQ N 7.6 0 0 0 29.5 0 0 0
Visible
LED
R-ZnO-Pt FR - 0 6.25 0 0 6.7 10 6.25 0
Visible
LED
R-ZnO-Pt RQ o 0 0 0 0 0 0 0 0
Visible

8.2.1.2. Pruebas fotocataliticas preliminares de agentes de sacrificio en mezcla

Adicionalmente, durante los ensayos fotocataliticos de exploracion de los materiales
sintetizados (Tabla 12), se evalué un sistema reactivo empleando una mezcla de agentes
de sacrificio con la siguiente composicién: acido acético (10 mM), acido butirico (4.5
mM), etanol (8.5 mM) y butanol (1.7 mM) en buffer fosfatos a pH 5.3; esta mezcla se
relaciona con los resultados en el tipo de subproducto, concentracion y pH que se
obtuvieron durante la etapa 1 de la fermentacion oscura, y que emula la composicion del
efluente real. Los experimentos fotocataliticos fueron realizados bajo luz UV-LED y luz
LED-visible; ademas, en estos ensayos se adiciono la evaluacion de los materiales TiO--
Pt (FR), TiO.-Pt (RQ), ZnO-Pt (FR) y ZnO-Pt (RQ), donde la resina ya no estuvo presente

en la estructura final de los semiconductores. En la Fig. 28 se muestran las cinéticas de
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produccién de hidrégeno para los materiales sintetizados con base de TiO; (a) y ZnO

(b).

Tabla 12. HmaxrH Y Rmaxrn de la fotocatlisis de la mezcla de agentes de sacrificio usando los
diferentes materiales sintetizados bajo diferente fuente de irradiacion, estimados por el modelo
de Gompertz modificado.

- Método de Fuente de Rmaxen HmaxrH R?
deposicion irradiacion (umol/gcat-h) (umol/gcat)

TiO2 NA UV LED 6.9 6.0 1.000
TiO2-Pt FR UV LED 188.6 1139.3 0.990
TiO2-Pt RQ UV LED 262.7 750.0 0.989

R-TiO2-Pt FR UV LED 47.0 282.6 0.994
R-TiO2-Pt RQ UV LED 92.0 328.1 0.996
R-TiO2-Pt FR LED Visible 54 8.4 0.971
R-TiO2-Pt RQ LED Visible 18.4 26.9 0.922

ZnO NA UV LED 0 0 0
ZnO-Pt FR UV LED 0 0 0
ZnO-Pt RQ UV LED 0 0 0

R-ZnO-Pt FR UV LED 0 0 0
R-ZnO-Pt RQ UV LED 0 0 0
R-ZnO-Pt FR LED Visible 0 0 0
R-ZnO-Pt RQ LED Visible 0 0 0

Hmaxgn: Produccion maxima de Hz en el proceso de fotocatélisis heterogénea. Rmaxgq: Tasa

méaxima de Hz en el proceso de fotocatalisis heterogénea.

Los materiales con TiO; presentaron resultados sobresalientes en la produccion de
hidrégeno bajo irradiacion luz UV-LED. No obstante, los materiales sin resina fendlica
presentaron mayor produccién de hidrégeno, por lo que es posible que la presencia de
resina fendlica cambia el mecanismo fotocatalitico del sistema reactivo; mientras que en
los materiales TiO»-Pt (FR) y TiO»-Pt (RQ) existié una interaccion directa entre el TiO, y
el Pt que favorecié la produccién de hidrogeno!®267.268  Dyrante este ensayo
exploratorio, la produccién de hidrogeno mas alta fue alcanzada por TiO»-Pt sintetizado
por fotorreduccion con 1139.3 umol/gca;, seguido por el TiO»-Pt sintetizado por reduccion
guimica con 750 pmol/gca;, luego R-TiO2-Pt sintetizado por reduccién quimica con 328.1
pumol/gea, Seguido por R-TiO2-Pt sintetizado por fotorreduccion con 282.6 umol/gea, Y
finalmente el control experimental de TiO, con 6 umol/geca. En relacién con las tasas de

produccion de hidrégeno, el valor mas alto obtenido fue 262.7 umol/gca-h alcanzado por
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TiO2-Pt (RQ), seguido por 188.6 pmol/gea-h del TiO2-Pt (FR), 92 pmol/gca-h y 47
pumol/gear-h para R-TiO2-Pt (RQ) y R-TiO2-Pt (FR), respectivamente. El uso de mezclas
de agentes de sacrificio de este tipo no ha sido muy estudiado, por lo que la comparacién
de los resultados es un tanto dificil; no obstante, Li et al.?’® emplearon varias mezclas de
acidos grasos como agentes de sacrificio para la produccion de hidrégeno con C/TiO;
como fotocatalizador, observaron que no existia diferencia significativa en la produccién
de hidrégeno entre las mezclas ya que ésta no excedia de 80 pmol en un lapso de 6 h;
por lo que concluyeron que existia una posible competencia entre los diferentes acidos
grasos organicos para ser adsorbidos sobre el C/TiO, y una subsecuente transferencia
de electrones. Segun los resultados obtenidos, es evidente un estudio méas profundo de
los posibles mecanismos que ocurren en una mezcla de agentes oxidantes ya que
multiples reacciones de transferencia de electrones pueden suceder debido a la sinergia
entre los agentes de sacrificio y los radicales generados. Por otra parte, a pesar de que
la concentracion de los agentes de sacrificio fue mas de cien veces menor que los
ensayos individuales, no se observé una afectacion en la produccion de hidrégeno, lo
que da una pauta relevante para el uso de estos materiales en el efluente real de la
fermentacion oscura donde los agentes de sacrificio presentan concentraciones
similares. Con relaciéon a los experimentos fotocataliticos irradiados bajo luz LED-visible,
se observé una escasa generacién de hidrégeno al usar R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ)
(Tabla 12); este hecho puede estar relacionado a que la energia disponible para la
activacion del material no fue suficiente y que incluso los materiales con resina fendlica
no pudieron actuar como sensibilizantes para provocar la activacion del semiconductor.
En contraste, los materiales evaluados con ZnO en su estructura no se observo
presencia de hidrégeno durante todo el tiempo que se desarrollaron las cinéticas bajo
las dos fuentes de irradiacion usadas; estos resultados demostraron que el ZnO que se
empled para este estudio no es un buen semiconductor para la produccion de hidrégeno.
Aunqgue el ZnO y el TiO, presentan propiedades Opticas similares como su Eg, las
propiedades energéticas de éstos son muy diferentes#?26%270: e| ZnO posee un rango
menor en su potencial de oxidacién y reduccion en comparacion con el TiO; lo que puede
estar relacionado con la generacion de radicales de menor energia que fueron capaces
de oxidar los agentes de sacrificio, pero no lo suficiente como para favorecer la

produccion de hidrogeno (Fig. 29, Tabla 13).
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Fig. 28. Produccion de H2 empleando agentes de sacrificio en mezcla bajo irradiacion LED UV.
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Fig. 29. Potenciales de oxidacion y reduccion de los AS, y de la BV y BC del TiO2y ZnO.
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Tabla 13. Potenciales de oxidacién estandar (vs. ENH) para los diferentes AS utilizados en este
estudio.

EO
Agente de Ecuacién redox balanceada de la oxidacién ~ AG® (-)AG°  oxidacién
Sacrificio (AS) del AS (kJ/mo|)a (kJ/mol) V)
vs. ENH
Acido acético C,H,0, + 2H,0 — 2C0, + 8H* +8e~  -390.2 75.7 0.098
Acido butirico C4HgO0, + 6H,0 — 4C0, + 20HY + 20e™ .377.7 223.0 0.116
Etanol Co,HgO + 3H,0 — 2C0, + 12HY + 12¢~  -174.8 97.4 0.084
Butanol C4H100 + 7TH,0 = 4CO, + 24HT + 24e~  -162.5 244.9 0.106

—AG° = xA;G° (C0O,) — ArG°(CyHy 0,) — (2x — 2)A;G°(H,0)

o AG
Eoxidgacion (V)vs. NHE = — F ,donden = (4x — 2z +y)

ArG° (CO,) = —394.4 kjmol™1; AfG° (H,0) = —237.1 kJmol™1; F = 96485Cmol™?
3/\¢G° valores tomados de “Dean, J. A. (Ed.) Lange’s Handbook of Chemistry, 15th ed.”?"*

8.3. Caracterizacion de los semiconductores

La caracterizacion de los semiconductores por diversas técnicas se desarrollé solo para
los materiales con mejor desempefio en la produccién de hidrogeno de la seccion de
exploracion de materiales sintetizados. Los materiales seleccionados fueron: TiO»-Pt
(FR), TiO2-Pt (RQ), R-TiO.-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ); dentro de las caracteristicas
principales de estos fotocatalizadores se encuentran que estdn conformados
guimicamente por TiO2; también, que los semiconductores sensibilizados con resina
fendlica (R) cuentan con ~80 wt% de TiO; y finalmente, que todos los materiales tienen
Pt como cocatalizador depositado ya sea por fotorreduccion o por reduccién quimica en

la superficie del TiO; 0 R-TiO..
8.3.1. Anédlisis BETy DLS

El area superficial especifica (BET), el diametro hidrodindmico de las particulas (dn) y el
indice de polidispersidad (PDI) de los materiales evaluados para el fotorreformado se
muestran en la Tabla 14. El &rea superficial especifica del TiO, comercial empleado fue
de 43.9 m%g, y una vez que el Pt se incorpor6 en la superficie del material, ésta

disminuy6 ligeramente en ambos materiales modificados, este hecho podria estar

122



relacionado a que los nanoagregados de Pt en el material se encuentren obstruyendo
poros del TiO2 y por consecuencia se observa una reduccion en el area superficial. En
relacion a los materiales modificados con resina fendlica se observé un decremento
notorio en el area superficial, para el R-TiO, se obtuvo un area especifica 3 veces menor
(10.52 m%qg) que el TiO, sin modificar; esto podria relacionarse a que la adicién de la
resina fendlica bloqueé de manera significativa los poros del dioxido de titanio
provocando la diminucion en el area superficial; por otro lado, los materiales R-TiO,-Pt
(FRy RQ) mostraron un ligero incremento en el area superficial, esto se podria relacionar
a que los cumulos que se incorporaron en la superficie del R-TiO, formaron ligeros
relieves que generan un ligero aumento en el area superficial. El didmetro hidrodinamico
de particula medido por la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) hace referencia
al tamafio real de la particula dinamica hidratada y solvatada que estara presente en el
medio de la reaccién de interés; los materiales TiO2-Pt (FR) y TiO»-Pt (RQ) mostraron un
dn de 413.6 nm y 211.5 nm, respectivamente; y presentaron un aumento en el dn en
comparacion con el TiOz sin modificar (dn: 164.4 nm), lo que sugiere una atraccién mayor
entre las particulas que tienen Pt en su composicién favoreciendo la formacion de
agregados de mayor tamafio. En el caso de los materiales con resina fendlica se
obtuvieron particulas con un dy de 266.4 nm y 202.2 nm para el R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO3-
Pt (RQ), respectivamente. Con respecto al indice de polidispersidad (PDI) que
representa la distribucién de tamafio de las particulas con respecto a la dispersion de luz
dindmica; por lo que al obtener valores por debajo de 0.5, representa que las muestras
mostraron una distribucién normal al estar medianamente monodispersos en el tamafio

de los agregados formados.

Tabla 14. Propiedades fisicas de los materiales a evaluar.

Area Diametro

Material uperfeial  higrodinémico polidispersidad
(m2/g) BET (dn, Nnm) )
TiO2 43.90 164.4 0.22
TiO,-Pt (FR) 41.02 413.6 0.44
TiO,-Pt (RQ) 41.31 2115 0.37
R-TiO> 10.52 326.2 0.39
R-TiO»-Pt (FR) 14.90 266.4 0.30
R-TiO2-Pt (RQ) 11.33 202.2 0.40

dn: diametro hidrodinamico de particula
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8.3.2. Analisis DRX

Para investigar la naturaleza cristalina de las muestras por el TiO; se llevaron a cabo
pruebas de difraccion de rayos X (DRX). Los patrones de DRX en todos los
fotocatalizadores fueron consistentes con los picos propios del TiO; en su forma
cristalina anatasa (Fig. 30) que corresponden a la ficha del JCPDS: No. 21-1272,y a la
ficha técnica del TiO, comercial (Inframat® No. Producto: 22N-0801A, 99.9% anatasa).
No se observaron picos correspondientes al Pt metalico en los difractogramas debido al
bajo porcentaje depositado en los materiales (<1.5 wt%); ademas, dicho resultado fue
esperado debido al tamafio pequefio de las nanoparticulas de Pt. Por otro lado, debido
a que la presencia de resina fendlica en los semiconductores R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO»-
Pt (RQ) fue ~20 wt% no se observé una tendencia amorfa por la naturaleza de la resina

en los patrones de difraccion de los materiales.
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Fig. 30. Patrones de DRX de los fotocatalizadores evaluados para la produccion de hidrogeno. a:
TiO2, b: TiO2-Pt (FR), c: TiO2-Pt (RQ), d: R-TiO2, e: R-TiO2-Pt (FR), f: R-TiO2-Pt (RQ). Lineas
grises continuas se refieren al patron de TiO2 anatasa (JCPDS No. Ficha 21-1272).
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8.3.3. Analisis SEM-EDS

Con la finalidad de conocer la morfologia, el tamafio de particula y corroborar la
presencia de Pt en los materiales se llevé a cabo un analisis por SEM-EDS. Algunas
micrografias obtenidas del TiO,-Pt (FR) se pueden observar en la Fig. 31;
adicionalmente, en la Fig. 31a y b, se observa el TiO- sin sufrir ninguna modificacion, se
aprecia la formacion de aglomerados esféricos de 10-50 um, mientras que a una
magnificacibn mayor se corrobora el tamafio de particula de 30-50 nm, ademés de
presentar una morfologia cubica; las Figs. 31c,d,e,f y g corresponden al TiO»-Pt (FR), se
observa la formacion de cumulos de menor tamafio y de morfologia irregular (c), esta
diminucion de tamafio en los aglomerados puede deberse a los afectaciones que puede
sufrir el material durante el proceso de deposicion fotoquimica; a una magnificacion
mayor se observé un tamafio de particula ligeramente mayor al TiO, sin modificar
rondando los 40 a 50 nm, con una ligera pérdida de la forma cubica (d). Para lograr una
mejora en el andlisis de las muestras, se empled un detector de alta energia (LABE,
Low-Angle Backscattered Electron) que posee mayor sensibilidad para adquirir
informacién superficial de las muestras que se analizan, esto debido a que es capaz de
recolectar electrones retrodispersados que salen de la muestra en angulos mas bajos,
en otras palabras, los electrones con un radio mayor en el campo magnético del lente
objetivo. La Fig. 31e fue obtenida con el detector LABE, se muestran cumulos
nanomeétricos de Pt sobre la superficie del TiO2, estos cimulos metalicos al poseer mas
carga se observan con mayor brillo durante el andlisis, el tamafio de los camulos de Pt
fue de aproximadamente 7 a 20 nm; asimismo en la Fig. 31f se muestra bajo una
magnificacion mayor los depésitos de Pt sobre las particulas de TiO.. Adicionalmente, el
patron DRX del TiO,-Pt (FR) (Fig. 31g) muestra diversas sefales caracteristicas del Ti,
O y Pt. Las sefiales del platino se distinguen alrededor de 1.5 eV y 2.1 eV?’? Estos
resultados confirman la existencia de &tomos de Pt en la superficie del TiO; siguiendo la
metodologia de deposicion por fotorreduccion?4, y que éstos atomos de Pt estan

dispersados uniformemente en los cristalitos de la anatasa.
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Full Scale 1669 cts Cursor. 0.000

Fig. 31. Imagenes SEM de TiO2 (ay b), TiO2-Pt (FR) (c, d, e, f); y patron DRX (g) del TiO2-Pt (FR).
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La Fig. 32 muestra las imagenes SEM del TiO2-Pt (RQ); los incisos a y b de la Fig. 32
corresponden al TiO, sin modificar y que sus caracteristicas morfolégicas fueron
discutidas en el parrafo anterior. Sin embargo, los incisos ¢, d, e, f y g son parte del
analisis micrografico del TiO-Pt (RQ); en la Fig. 32c se observan aglomerados
irregulares de diversos tamafios entre 5 y 50 um; mientras que en la Fig. 32d, se
observan particulas de TiO2 que perdieron ligeramente su forma cubica, y que rondan
entre los 20 a 40 nm. En la Fig. 32e se aprecia a una mayor magnificacion la presencia
de cumulos de Pt con una mejor dispersion en la superficie del material, ademas de
observarse mayor cantidad de cimulos en la superficie del &rea analizada; los cimulos
de platino presentaron un tamafio cercano a los 2 a 10 nm; asimismo, al emplear el
detector LABE (Fig. 32f) se observaron de una mejor manera los cimulos de platino al
poseer mas carga, y de esta manera confirmar la adecuada dispersion del platino sobre
el TiO, empleando el método de deposicidn por reduccién quimica. Por otro lado, se
obtuvo el patron DRX de la muestra TiO»-Pt (RQ) (Fig. 32g) donde se confirmé la
presencia de Ti, O y Pt en la muestra analizada. Los picosa 1.5eVy 2.1 eV corroboraron
la existencia del Pt?72,

Las micrografias pertenecientes a los materiales R-TiO2-Pt (FR y RQ) se muestran en la
Fig. 33. La imagenes de la Fig. 33a y b, corresponden al TiO2 con la incorporacion
superficial de la resina sin la presencia de Pt (R-TiO2), se observaron aglomerados con
morfologia irregular y gran variedad de tamanos entre 1 y 20 um; ademas, la morfologia
de las particulas se torn6 modificada al observarse con formas irregulares, también se
observaron aglomerados y un ligero aumento en el tamafio de la particula (35-60 nm)con
respecto al TiO sin modificar. Las imagenes cy e (Fig. 33) pertenecen al R-TiO»-Pt (FR),
es posible observar cimulos irregulares con diversas areas cargadas que se observan
con mas brillo, debido a la naturaleza del material al poseer un metal ademas de un
polimero semiconductor; el tamafio de particula de este material rondé entre 40 y 60 nm;
el patron DRX del R-TiO2-Pt (FR) demostr6 la presencia Ti, O, C y Pt en el area
analizada. Por otra parte, las imagenes d y f (Fig. 33) que corresponden al R-TiO2-Pt
(RQ) mostraron un tamafo de particula del material de 35 a 80 nm, y la presencia de
aglomerados; al emplear el detector LABE (Fig. 33f) se observaron cimulos metalicos
de Pt de forma adecuadamente distribuida de un rango de tamafio de 7 a 10 nm.
Finalmente, el patron de DRX del R-TiO2-Pt (RQ) corrobor6 la presencia de Ti, O, Cy Pt

en la superficie del material. Estos resultados demuestran la existencia de atomos de Pt
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en la superficie del R-TiO, siguiendo el método de deposicién por reduccién quimica y

gque estos atomos de Pt estan dispersados uniformemente en las particulas de R-TiO..

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Full Scale 1170 cts Cursor; 0,000

Fig. 32. Imdgenes SEM de TiO2 (a 'y b), TiO2-Pt (RQ) (c, d, e, f); y patrén DRX (g) del TiO2-Pt
(RQ).
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Fig. 33. Imdgenes SEM de R-TiOz2 (a, b), R-TiO2-Pt (FR) (c, €), R-TiO2-Pt (RQ) (d, f); y patron
DRX del R-TiO2-Pt (FR) (g) y R-TiO2-Pt (RQ) (h).
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8.3.4. Analisis XPS

El analisis por XPS fue realizado en los diversos materiales elegidos para la produccion
de hidrégeno en mezclas de agentes de sacrificio para verificar el estado de oxidacion
esperado del cocatalizador de Pt después de la deposicién por fotorreduccién y
reduccién quimica; asi como el analisis de los otros elementos que conforman los
compositos y sus posibles interacciones. Los espectros analizados para TiO, R-TiO,
TiO2-Pt (FR), TiO2-Pt (RQ), R-TiO»-Pt (FR), y R-TiO2-Pt (RQ) se muestran en la Fig. 34
ala 39, respectivamente. Se llevé a cabo el andlisis del TiO, empleado como matriz para
corroborar los elementos que lo conforman ademas para realizar comparaciones entre
las diversas modificaciones que sufrig; en la Fig. 34a se observa el espectro del TiO», y
en las Figs. 34b y ¢, se muestran los acercamientos de las sefiales caracteristicas de
cada elemento con sus transiciones correspondientes para Ti2p y O1s, respectivamente;
destacan las sefiales de Ti2ps» a 458.8 eV y Ti2p1»a 464.3 eV tipicas del TiO»; y un pico
a530.1 eV del O1s propio de los 6xidos metalicos. En la Fig. 35a se presenta el espectro
XPS del R-TiO2, donde es evidente la existencia del carbono en el material, y a pesar
que el TiO; sin modificaciones presenté una sefial a 284.75 eV perteneciente al Cls,
ésta fue débil y podria deberse a la presencia de impurezas ubicuas del carbono;
adicionalmente, en la Fig. 35d se observa a 284.8 eV el pico tipico de C1s del enlace
C=C (sp2), y una sefial poco prominente a 286 eV del enlace C-OH, que son enlaces
gue se encuentran en las resinas fendlicas tipo novolacas?'?'3 y que confirman la
incorporacién de ésta en la superficie del TiO2; mismas sefiales del C1ls se observaron
en los materiales R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ) (Fig. 38d-39d), acompafiados de un
aumento en el porcentaje atébmico del carbono en las muestras y una disminucién del
porcentaje atébmico del oxigeno por la presencia del enlace C-O perteneciente a la resina
fendlica (Tabla 15); por otro lado, las sefiales del Ti2p permanecieron en el material lo
gue confirma la presencia del TiO2 en el compadsito.

Con respecto a los materiales con Pt como cocatalizador, se observé de manera
generalizada para los semiconductores donde el Pt se deposité por fotorreduccion y
reduccion quimica, con la presencia o ausencia de resina fendlica, la aparicion de los
picos de Pt4f;,y Ptafs, caracteristicos del Pt° (Tabla 15 y Fig. 35e-39¢,); y que es
evidencia de la formacion de nanoparticulas de Pt en la superficie de los
fotocatalizadores; sin embargo, en cada material se observaron ligeras variaciones en la

intensidad de los picos debido a la cantidad de Pt que posee cada semiconductor, por lo
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que es evidente el papel del método de deposicion del metal sobre el fotocatalizador;
siendo TiO2-Pt (RQ) el que presentd mayor intensidad en los picos y que de acuerdo al
porcentaje atdbmico corresponde a 1.46% de Pt en el material; seguido por el R-TiO,-Pt
(FR) con 1% atémico, R-TiO2-Pt (RQ) con 0.64% atémico y, finalmente, TiO»-Pt (FR) con
0.37%; es necesario recordar que el porcentaje tedrico incorporado en los dos métodos
de deposicion del metal fue del 1.5 wt%, lo que destaca que la deposicidn por reduccién
guimica fue mejor al poseer un agente reductor poderoso como el NaBH. y proporcionar
las energia necesaria para reducir el Pt hasta su estado elemental, y asi éste quedara
incorporado en la superficie del TiO,. Con relacion al método de deposicion por
fotorreduccion, es posible que la energia de las lamparas empleadas no haya sido
suficiente para la reduccion completa del Pt, aunado a los efectos de recombinacién que
sufre el TiO, que afectan la disponibilidad de electrones para los procesos de reduccién
del sistema. Con respecto a los materiales sin resina fendlica (TiO2-Pt (FR) y TiO2-Pt
(RQ)), es relevante mencionar que las energias de enlace de la transicion Pt4f;, fueron
ligeramente menores (Tabla 15) a las obtenidas por los materiales con resina fendlica
(R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ)), es decir, 0.87 eV y 0.34 eV menor, parala RQy FR,
respectivamente. Este desplazamiento en energia de enlace se atribuye a una mejora
en la interaccién metal-soporte, y este efecto se conoce como SMSI (Strong Metal-
Support Interaction)?”®. Algunos autores atribuyen la baja energia de enlace del Pt u
otros metales a la existencia de algunos atomos de metal en la superficie con un nimero
de coordinacién bajo en sus particulas de metal ultrafino?4?7, Por otro lado, los
materiales con resina (R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ)), presentaron un ligero aumento
en la energia de enlace de la transiciones Pt4f;,y Ptdfs;, o que podria significar que
algunas especies con estados de oxidaciébn mayor como PtO y PtO, podrian estar
presentes en la superficie del R-TiO2'°, lo que podria sugerir a un secuestro de los
electrones por la resina fendlica en el proceso de reduccién del Pt durante la deposicién
y, de esta manera, causar efectos adversos en la reduccion total del Pt a su estado

metalico.
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Tabla 15. Energias de enlace de Cls, Ti2p, Ols y Pt4f y contribuciones porcentuales de cada
elemento en los semiconductores evaluados.

. Método de RIS E1 - R2
Material deposicion Elemento energiade % atémico deconvolucién
enlace (eV)

Cis 284.74 63.71 0.9982

, Ti2p 459.04 9.04 0.9718

RTIO-H a Ols 530.41 26.25 0.9971

Ptaf 71.64 1 0.9703

Cls 284.8 58.81 0.987

i Ti2p 459.05 11.15 0.9658

R-TiO2-Pt RQ oL p— o ———

Ptaf 71.1 0.64 0.9617

Cis 284.8 32.25 0.9993

. Ti2p 458.82 19.91 0.9855

ToH a O1s 530.11 47.47 0.9839

Ptaf 70.77 0.37 0.766

Cils 284.83 33.77 0.9992

Ti0xPt RO Ti2p 458.87 19.07 0.9861

Ols 530.17 45.7 0.9813

Ptaf 70.76 1.46 0.9696

Cils 284.84 59.45 0.9989

R-TiO2 NA Ti2p 459.06 11.21 0.984

O1s 530.41 29.34 0.997

Cis 284.75 25.85 0.999

TiO2 NA Ti2p 458.79 22.12 0.9848

O1s 530.1 52.03 0.9862

FR: fotorreduccion, RQ: reduccién quimica

8.3.5. Propiedades 6pticas

Para conocer las propiedades 6pticas de los materiales evaluados en la produccién de
hidrégeno se realizaron analisis de reflectancia difusa y extintancia. En la Fig. 40a, se
observan las energias de banda prohibida (Eg) estimadas a partir de la funcion de
Kubelka-Munk de los diversos materiales estudiados; las Eg cambian durante la
fotorreaccion como consecuencia de la exposicion del fotocatalizador a los fotones a
diferentes energias. La Eg del TiO, sin modificar fue de 3.3 eV, mientras que al incorporar

la resina fendlica en la estructura (R-TiO2) se obtienen dos bandas, una a 3.25 eV
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correspondiente al TiO; y otra banda atenuada a 2.55 eV perteneciente a la resina
fendlica?’®; este efecto de mostrar dos bandas de energia prohibida similares coincidié
con los materiales R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO»-Pt (RQ), dichos valores de Eg se encuentran
en la Tabla 16. Por otro lado, los materiales TiO2-Pt (FR) y TiO2-Pt (RQ) presentaron una
ligera disminucién en la Eg, registrando 3.25 eV y 3.2 eV, respectivamente; este ligero
desplazamiento se debe al efecto que tiene el Pt sobre el material al incidir energia sobre
él. Adicionalmente, en las Figs. 40b y 40c se muestran el coeficiente de absorcion (k) y
el albedo de dispersiéon (w) en todo el rango UV-Visible para los materiales evaluados.
En la Fig. 40b se observa que todos los materiales presentan mayor capacidad de
absorcion de fotones en un rango de 200 nm a 400 nm, y presentan una longitud de
onda 6ptima de activacion en este rango (Tabla 16). Asimismo se destaca que por
encima de 400 nm, los materiales TiO,-Pt (FR) y TiO.-Pt (RQ) presentan un ligero
aumento en su capacidad de absorber fotones; este hecho, junto con los valores
registrados por los albedos de dispersién a longitudes de onda en el rango visible podria
estar relacionado a los efectos por el tamafio cuantico de las nanoparticulas de Pt
depositadas en la superficie del fotocatalizador generando un efecto LSPR (Localized
Surface Plasmon Resonance)!1:185277 este fendmeno puede provocar una mejora en la
absorcion de luz visible debido al hecho que la frecuencia de los fotones, que inciden en
el material, estd resonando con las excitaciones colectivas de los electrones de
conduccién de las nanoparticulas de los metales nobles. De acuerdo con los datos
mostrados en la Tabla 16, a 365 nm el TiO, sin modificacién solo alcanza un 12% de
aprovechamiento de la energia incidida, y al incorporar el Pt en la superficie del TiO,
logra aumentar a 22% y 30% para TiO»-Pt (FR) y TiO2-Pt (RQ), respectivamente; esto
se ve relacionado también con los valores de los coeficientes de dispersion (o). Con
respecto a los materiales con resina fendlica, ambos (R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ))
presentaron una capacidad mayor de aprovechar la energia; sin embargo, su capacidad

de absorcion fue menor (Tabla 16).
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Tabla 16. Propiedades fisicoquimicas de los semiconductores evaluados en la produccién de

hidrégeno.
Material ~ TiO,  TiO»-Pt TiOp-Pt R R-TiO, R-TiOx-Pt R-TiO.-Pt
g"etc’d.o.qe NA FR RQ NA NA FR RQ
eposicion
3.3 3.28 3.25
Eg (eV) 3.3 3.25 3.2 25
2.55 2.3 2.3
Esc (eV)*  -0.4 -0.6 -0.5 ND ND ND ND
Egv (eV)* 2.9 2.65 2.7 ND ND ND ND
375.71  378.00 381.49
At (NM) 37571 381.49  387.45 49594
486.21  539.06 539.06
W36snMm 0.88 0.78 0.70 0.35 0.66 0.54 0.58
Ggenm 4537.9 2926.4 3576.6 28 682.2 428.7 468.8
(m</kg)
K3ssnm 634.6  848.2  1510.7 51.14 351.9 361.2 335.0
(m</kg)

NA: No aplica; ND: No determinado; FR: Fotorreduccion; RQ: Reduccion quimica; R: Resina
fendlica; BC: Banda de conduccion; BV: Banda de valencia. *Egc y Egv fueron determinados por
espectrofotometria XPS

8.4. Voltamperometrias ciclicas

Las voltamperometrias ciclicas se llevaron a cabo para conocer parte del
comportamiento electroquimico de los materiales empleando un par redox en un sistema
electrolitico favorable (Fig. 41). En la Fig. 41a, se muestran los voltamperogramas para
los materiales sin resina fendlica (TiOz, TiO2-Pt (FR) y TiO.-Pt (RQ)), asi como el
desempefo del electrodo de carbono vitreo donde se montaron las peliculas de los
materiales; se puede observar los picos redox bien definidos de la oxidacion del
Fe(CN)e* y la reduccion del Fe(CN)es* para los tres materiales, sin embargo, se observa
claramente un ligero incremento en la corriente en los materiales con Pt en su
composicion, lo que se traduce a una mejor transferencia de electrones debido al metal
presente en el material. Por otro lado, en la Fig. 41b, se muestran los voltamperogramas
para los materiales con resina fendlica en su composicion (R-TiO2, R-TiO»-Pt (FR) y R-
TiO.-Pt (RQ)), asi como la ventana de potencial obtenida por el electrodo de carbono
vitreo; en estos materiales fue posible observar un comportamiento similar,

especificamente al presentarse una reduccion notoria en la abertura de la ventana de
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potencial en los materiales con resina fendlica; en los materiales con Pt se observo un
ligero incremento en la corriente asi como en la definicidn de los picos anddico y catédico
de la especie redox; esta tendencia se relaciona a la baja conductividad de estos
materiales, de esta manera la presencia de la resina fendlica en los fotocatalizadores
reduce la transferencia de electrones hacia el TiO, y/o al Pt; y posiblemente su
desemperio fotocatalitico.

15

Electrodo carbono vitreo
TiO2

, a
—Ti02-Pt (FR)
5 | TozPt(RQ) .

-
o

-5

10 | e 7,

-15 ‘ - - ‘

-250 0 250 500 750 1000
Potencial ENH (mV)
15
Electrodo carbono vitreo b
10 - —R-TiO2
R-TiO2-Pt (FR)

< 5 | —RTiO2-Pt(RQ)
=
(] /’/
E V| —Z —— =
2 —
=
o -5
(&)

10

'15 T T T T

-250 0 250 500 750 1000

Potencial ENH (mV)

Fig. 41. Voltamperogramas de semiconductores sin resina (a) y semiconductores con resina (b)
a una velocidad de escaneo de 50 mV/s, usando hexaferrocianato de sodio (1 mM) en KCI 1 M.
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8.5. Efecto del tipo de matriz en la produccién de hidrégeno por el

fotorreformado de la mezcla de agentes de sacrificio

Una vez realizada la caracterizacion de los fotocatalizadores, se efectuaron ensayos de
produccién de hidrégeno por fotorreformado de la mezcla de agentes de sacrificio que
se encuentran en un efluente de un bioproceso fermentativo, el cual contiene un medio
rico en sales como fosfatos y cloruros con el objeto de amortiguar los cambios de pH
generados por los subproductos acidos de la fermentacion de glucosa. Los experimentos
fotocataliticos se llevaron siguiendo las condiciones reportadas en la seccion de la
metodologia y fueron irradiados con luz UV LED (365 nm). La composicion de la mezcla
de agentes de sacrificio fue acido acético (10 mM), &cido butirico (4.5 mM), etanol (8.5
mM) y butanol (1.7 mM), bajo las concentraciones similares a los subproductos obtenidos
de la fermentacion oscura de dextrosa®’®. Cabe mencionar que las tasas maximas de
produccion de hidrégeno (Rmaxgw), asi como la produccion maxima de hidrégeno
(Hmaxrn) fueron estimadas empleando el modelo de Gompertz modificado (Ec. 5). En la
Fig. 42 se observan las cinéticas del fotorreformado de la mezcla de agentes de sacrificio
empleando los fotocatalizadores TiO2-Pt (FR), TiO2-Pt (RQ), R-TiO2-Pt (FR), y R-TiO»-Pt
(RQ) bajo una matriz de agua desionizada a pH 5.3 (a) y una matriz de buffer fosfatos a
pH 5.3 (b) para la produccion de hidrogeno. De acuerdo con la Fig. 39a, bajo la matriz
de agua desionizada se alcanzé la mayor produccion de hidrégeno, siendo TiO2-Pt (RQ)
el que mejor desempefio presentd con 2217.7 pmol/gea, luego TiO2-Pt (FR) con 1874.4
pmol/gea, muy por encima del TiO» sin modificar que solo alcanzé 79.5 ymol/gcat; estos
resultados estan relacionados a la incorporacién del Pt metalico en el TiO; que crea una
barrera de Schottky que captura los electrones fotogenerados y esto provoca una notoria
mejora en la actividad fotocatalitica®'?’°. El TiO,-Pt sintetizado por reduccién quimica
logr6 una mayor produccion de hidrégeno que el sintetizado por fotorreduccion, de
acuerdo a los resultados obtenidos por XPS, la cantidad de Pt sobre el fotocatalizador
fue de 1.46% atdémico por reduccién quimica, mientras que por fotorreduccion fue 0.37%
atémico, lo que podria estar relacionado con la mejora en la produccién de hidrégeno??;
adicional a esto, los efectos de tipo LSPR generado por el Pt metdlico. Asimismo, las
tasas de produccion de hidrégeno para estos materiales presentaron la misma tendencia
(Tabla 17), ya que el TiO,-Pt (RQ) fue casi 30% mas rapida que el TiO,-Pt (FR). Por otro
lado, los materiales con resina fendlica obtuvieron una muy baja produccién de

hidrégeno comparado con los materiales con la ausencia de la resina fendlica,
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obteniendo 157.4 y 185.8 pmol/geca, para R-TiO2-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ),
respectivamente, siendo alrededor de 10 veces menor a los materiales sin resina
fendlica. Este hecho puede estar relacionado con varias caracteristicas del material
como lo fue el area superficial de los fotocatalizadores sintetizados con la resina fendlica,
al presentar areas 3 veces menores a los fotocatalizadores sin la resina fendlica (Tabla
14), lo que se traduce a una disminucién en los sitios fotoactivos. Adicionalmente, las
pruebas electroquimicas realizadas a través de las voltamperometrias mostraron una
disminucién importante en la ventana de potencial, lo que significa una menor capacidad
de transferencia de electrones de estos materiales modificados con la resina fendlica
(Fig.41b). Estas propiedades mencionadas podrian atribuir el deficiente desempefio de
estos fotocatalizadores, ya que la interaccién que tiene la resina con el TiO, provoca un
cambio en el mecanismo fotocatalitico del semiconductor; es posible que la resina
fendlica captura parte de los electrones de la banda de conduccién del TiO; y los
distribuye por su matriz polimérica hacia otras reacciones de reduccién, impidiendo que
el Pt pueda cumplir con su funcién reductora de protones y de este modo reduciendo su
capacidad de reduccion; sin embargo, el fotocatalizador no pierde su capacidad oxidante
al continuar degradando los agentes de sacrificio presentes en la mezcla de reaccién
(Fig. 46). El uso de resina fendlica tipo novolaca como fotocatalizador ha sido evaluada
en la degradacion de contaminantes organicos como colorantes?’®, y se destaca el tipo
de mecanismo de sensibilizacién que tiene sobre fotocatalizadores como TiO», el efecto
se conoce, por sus siglas en inglés, como LMCT (Ligant-to-metal charge transfer) y
ocurre entre la superficie del adsorbato y el fotocatalizador; el electrén es fotoexcitado
directamente desde el adsorbato en estado fundamental a la banda de conduccion de
semiconductores mientras que la sensibilizacion del colorante comun esta mediada por
los estados excitados del colorante?'?, Este fenémeno podria estar asociado a la captura
de electrones sobre la red polimérica y, en el caso de este estudio, el papel resultd

perjudicial al no transferir los electrones al Pt efectivamente (Fig. 42).
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Fig. 42. Cinéticas de produccion de hidrégeno y metano de los semiconductores evaluados bajo
diferentes matrices. a: Hz, matriz agua desionizada; b: Hz, matriz buffer; c: CHa, matriz agua
desionizada; d: CH4: matriz buffer.

Tabla 17. Hmaxrn y Rmaxrnx de las cinéticas de produccion de Hz y CHs de los semiconductores
evaluados bajo diferentes matrices.

Hidrégeno Metano
Material Matriz RmaxrH RmaxrH
Hmaxe (mol/gcat R? Hmaxe (Mmol/gcat R?
(llm0|/9cat) h) (um0|/gcat) h)

. Agua 1874.4 317.8 0.998 92.9 18.5 0.996
TiO.-Pt (FR)

Buffer 819.4 137.4 0.997 48.4 8.3 0.995

. Agua 2217.7 445.1 0.994 119.1 20.3 0.989
TiO,-Pt (RQ)

Buffer 932.4 185.5 0.993 445 8.1 0.996

R-TiO,-Pt Agua 157.4 26.9 1.000 4.7 7.6 1.000

(FR) Buffer 64.3 17.4 0.998 0.0 0.0 0.000

R-TiO,-Pt Agua 185.8 52.0 0.996 7.4 4.5 0.991

(RQ) Buffer 442.1 68.7 0.994 12.6 3.0 0.985

Tio Agua 79.5 8.8 0.997 44.5 7.5 0.995

: Buffer 8.1 1.6 0.986 0.0 0.0 0.000
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Por otro lado, se realizaron zetametrias de los diversos materiales sintetizados asi como
sus respectivos controles (TiO2 y R-TiO) bajo las diferentes matrices evaluadas al pH
que se llevaron a cabo las cinéticas de fotorreformado (pH 5.3), con la finalidad de
conocer la carga superficial que adquiere la particula en los medios de estudio y
relacionar que tipo de interaccion electrostatica existe entre las particulas. Los resultados
se muestran en la Tabla 18, donde todos los materiales evaluados mostraron un
potencial Z (pZ) negativo tanto en agua desionizada como en buffer a pH 5.3, lo que
sugiere a que los materiales poseen una carga superficial negativa bajo estas
condiciones. Posteriormente, se realizé el analisis de pZ en un rango de pH de 2 a 9
para conocer el punto de carga cero (PCZ) del material, estas pruebas se llevaron a cabo
para el material que mejor desempefio mostré en el fotorreformado para la produccion
de hidrégeno, que fue el TiO.-Pt (RQ), también se realizaron las mismas pruebas al TiO-
sin modificar como control. En la Fig. 43, se observa que bajo el estudio de ambas
matrices (agua desionizada y buffer fosfatos) el TiO.-Pt (RQ) permanece con una carga
superficial negativa en todo el rango de pH evaluado, comportamiento similar que se
presentd con el TiO; sin modificar. En diversos estudios se reporta el punto de carga
cero del TiO; en forma general entre 3 y 6; sin embargo, existen diversos factores que
influyen en las caracteristicas superficiales que puede tener este compuesto, asi como
su fase cristalina. Zhou et al.?®!, demostraron que el tamafio de particula, tanto para la
fase cristalina rutilo como la fase anatasa, influye en la carga superficial de la particula
dirigiéndose a valores mas negativos cuando el tamafio aumenta; especificamente, para
la anatasa reportan que por encima de un tamafio de particula mayor a 30 nm, el PCZ
tiende a valores de pH menores. En relacion con el sistema fotorreactivo, estas
caracteristicas son de gran apoyo para elucidar las posibles interacciones electrostaticas
gue pueden existir entre los semiconductores y las especies reactivas organicas
presentes, y asi relacionarlo con el desempefio del fotocatalizador. Los agentes de
sacrificio en la reaccién de fotorreformado fueron acido acético, acido butirico, etanol y
butanol a diferentes concentraciones, estos compuestos organicos poseen diferentes
valores de pKa (Tabla 19) que es una magnitud para cuantificar la tendencia de las
moléculas a disociarse en una solucion acuosa; a pH 5.3 se desarrollaron las cinéticas
de fotorreformado para la produccion de hidrégeno, por lo que la fraccion de disociacién
y protonacion para cada especie fue diferente. Dado que el pZ a pH 5.3 de todos los
materiales fue negativo bajo las dos matrices evaluadas, se podria llevar a cabo una

mayor atraccion electrostéatica entre los alcoholes (etanol y butanol) al encontrarse en su
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mayoria en estado no disociado, y asi ser oxidados para la liberacion de protones al
medio para su posterior reduccion a Hz; mientras que, alrededor del 25% de la cantidad
de moléculas de los &cidos carboxilicos a pH 5.3, tanto acido acético, como &cido
butirico, se encuentran no disociados; lo que resulta en una menor atraccion
electroestatica con el fotocatalizador (Anexos J). De acuerdo con los resultados
mostrados en la Tabla 11, al evaluar los agentes de sacrificio de manera individual, se
observa una mayor produccién de hidrégeno al emplear etanol y butanol, mientras que
el 4cido acético y butirico alcanzan menores cantidades producidas; estos resultados
podrian estar relacionados directamente al tipo de interacciones discutidas en este
apartado. Sin embargo, al emplear una mezcla de agentes de sacrificio podrian darse
otro tipo de fendmenos que redirijan la afinidad de los compuestos organicos a ser
oxidados.

Tabla 18. Potencial zeta de los semiconductores bajo diferentes matrices a pH 5.3.

Agua desionizada Buffer
Material
pZ (mV) IC(MmV) pZ(mV) IC (mV)
TiO2 -29.63 2.14 -20.97 1.31
TiO2-Pt (FR) -30.33 1.59 -17.20 0.90
TiO2-Pt (RQ) -35.07 1.54 -22.63 0.75
R-TiO2 -25.83 0.73 -10.87 1.31
R-TiO2-Pt (FR) -25.53 0.91 -6.22 1.15
R-TiO2-Pt (RQ) -26.03 2.56 -9.14 0.33
pZ: potencial Zeta, IC: intervalo de confianza
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Fig. 43. Punto de carga cero del TiO2-Pt (RQ) y TiO2 en matriz de buffer y agua desionizada.

Tabla 19. Constantes de disociacion de los agentes de sacrificio empleados en la mezcla para
el fotorreformado.

Concentracién Fracciéon dela Fraccion de la

paencdosuaiivo  pra amue - epecne e
pH 5.3 pH 5.3
Acido acético 4.8 10 0.24 0.76
Acido butirico 4.82 4.5 0.25 0.75
Etanol 15.9 8.5 1 2.5x1011
Butanol 16 1.7 1 1.99x1012

Debido a que el efluente de la fermentacién oscura contiene aniones inorganicos como
fosfatos (PO.*) y cloruros (CI) por la composicion quimica del buffer empleado
(composicién descrita en seccion 7.2.6), fue trascendente evaluar una matriz del mismo
buffer utilizado en la fermentacién durante las pruebas fotocataliticas de produccion de
hidrégeno en las mezclas de agentes de sacrificio. Las cinéticas de produccién de
hidrogeno, empleando buffer como matriz, se muestra en la Fig. 42b. De manera general
se observa una disminucién en la produccion de hidrégeno para la mayoria de los
materiales evaluados, se puede destacar que el desempefio de los mejores materiales
en la matriz de agua disminuyé drasticamente hasta mas del 50% con la matriz de buffer.
La produccion de hidrégeno mas alta usando buffer como matriz fue obtenida por el TiO»-
Pt (RQ) con 932.4 ymol/gca, y para el TiO2-Pt (FR) con 819.4 pymol/gca, seguido por los
materiales con resina fendlica produciendo 442.1 pmol/gcaty 64.3 pmol/gea: para R-TiO2-
Pt (RQ) y R-TiO2-Pt (FR), respectivamente. Las tasas de produccién siguen la misma
tendencia (Tabla 16).

Los aniones tienen la habilidad de competir con los compuestos organicos por las
especies reactivas (h*, e’, *OH, entre otros), y de adsorberse sobre los sitios activos de
la superficie del fotocatalizador dependiendo su fuerza iénica afectando asi las
reacciones cataliticas?®?. Especificamente los fosfatos tienen la posibilidad de ser
adsorbidos sobre la superficie del TiO2 sobre un amplio rango de pH?®3, mientras que los
aniones cloruro son adsorbidos fuertemente sobre la superficie del catalizador a pH bajo
(pH 3) inhibiendo asi la oxidacién de los compuestos de interés, mientras que a pH
alcalino se generan efectos repulsivos entre el cloruro y la carga negativa de la superficie
del TiO, (PCZ: 6.25) obstaculizando la adsorcién?®4. El hecho que los aniones sean

adsorbidos en la superficie del material provoca un efecto secuestrante de las especies
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reactivas, esto puede ocasionar diferente influencia en el proceso fotocatalitico usando
TiO2: un escenario es el secuestro de los electrones para la reduccién de los grupos
fosfato a fosfito, esto provocaria una menor disponibilidad de electrones para ser
transferidos al cocatalizador metdlico y disminuir la tasa de reduccién de protones!®*;
otro escenario es la competencia de los aniones para ser adsorbidos en la superficie del
catalizador y secuestrar las especies oxidantes como los huecos o algunos radicales
como el *OH, este hecho tiene mayor afinidad en ciertas especies, especificamente los
radicales cloruro (+Cl) tienen mayor afinidad por los h* que los radicales *OH, y esto
también previene la recombinacién del par e/h*2%; otros autores han reportado un efecto
positivo por la presencia de aniones como los F y PO,*, debido a que los aniones
adsorbidos en el TiO; tienen una interaccion especifica con el O,, aumentando la tasa
de reduccién del O, y favoreciendo la separacion de cargas, o también al remplazo de
los grupos OH-" de la superficie del TiO, por aniones que favorecen la generacion de *OH,
y que son especies mas reactivas en forma libre para la oxidacion de los agentes de
sacrificio?®%287, Skaf et al.1% reportaron una afectacion de hasta el 60% en la produccion
de hidrégeno al adicionar NaH2PO4, 20% menos produccién al adicionar Na;SO4 o
cloruros, y 10% menos produccion al afiadir NaNO3 en una reaccion de fotorreformado
de glicerol empleando Pt/TiO,, ademas ellos reportan que al incorporar un metal en la
superficie del TiO,, éste es mas sensible a las fuerzas idnicas de la solucién que el TiO-
sin modificar.

En las figuras 44 y 45, se muestran los diagramas de Pourbaix para especies fosfatadas
y cloradas, respectivamente; estos diagramas muestran una relacién entre el potencial
y el pH, y se utilizan para pronosticar el estado estable de una especie redox, y sus iones
asociados en una solucién acuosa. Las condiciones mas cercanas a las empleadas en
las pruebas de fotorreformado se representan con una linea punteada vertical para el pH
de la fotorreacciéon (pH 5.3), y con lineas punteadas horizontales que representan los
potenciales de la banda de valencia (oxidacion, Eswe: 1.8 V) y banda de conduccion
(reduccioén Esne: -0.7 V) del TiO2; bajo la delimitacién de estos ejes, se puede observar
la interrelacién entre el pH y los potenciales del TiO,, y asociar las reacciones redox que
pueden surgir y relacionarlo con el desempefio del fotoproceso. En la Fig. 44, se observa
gue a pH 5.3, el ion H2POy4 (ion fosfato dihidrégeno) permanecera en mayor proporcion
en la solucién, y que cuando el sistema esta activo, estos iones podran ser reducidos a
H2POs (ion fosfito dihidrogeno) (Eswe: -0.5 V), incluso a pesar de estar en los limites

termodindmicos, seria posible la reduccion del HsPOs (acido fosforoso) a HsPO- (acido
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hipofosforoso) (Esue: -0.65 V) ; estas reacciones implican una competencia por los
electrones disponibles en el sistema fotorreactivo; y por consecuencia el secuestro de
estos electrones provoca una disminucién en la disponibilidad de electrones para la
reduccién de los protones liberados y en la formacion del hidrégeno. En el caso de las
especies cloradas (Fig. 45), el ion Cl en estado acuoso se encontrard en mayor
proporcion en el sistema, sin embargo, también parte de éste estara como CIOH (&cido
hipocloroso); el ion CI tiende a secuestrar los huecos y formar CIOH (Esne: 1.5 V) 0 Clag)
(Este: 1.3 V), y termodindmicamente, también habria la posibilidad de que el CIOH (Este:
1.25V), formaran Clyg compitiendo también por los electrones disponibles en el sistema
fotorreactivo; y mermando la tasa de produccion del hidrégeno.

e T :
H;PO, H,PO, : HPO,* koﬁ
1.9 4 :

1{ T

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH
Fig. 44. Diagrama de Pourbaix de especies fosfatadas (lineas horizontales punteadas en rojo

representan los potenciales de la banda de valencia y conduccién del TiOz; linea vertical punteada
en morado representa el pH del sistema de fotorreformado).
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Fig. 45. Diagrama de Pourbaix de especies cloradas (lineas horizontales en rojo representan los
potenciales de la banda de valencia y conduccién del TiOz; linea vertical punteada en morado
representa el pH del sistema de fotorreformado).

En este estudio es posible la aparicion de diferentes escenarios en el sistema a causa
de la presencia de aniones en la matriz, ya que es evidente un decremento en la
produccion de hidrégeno en todos los materiales y, por lo tanto, significa una desviacion
de los electrones hacia otras especies con potenciales menos negativas; sin embargo,
los porcentajes de conversion de los agentes de sacrificio (Fig. 46) es mayor en casi
todos los materiales evaluados en presencia de los aniones, por lo que es posible
destacar la presencia de radicales con alto valor oxidativo que degraden éstas especies,
y/o que evite la recombinacién de cargas favoreciendo asi la oxidacion por accién de los

h* hacia los agentes de sacrificio presentes en la mezcla.
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Fig. 46. Porcentaje de conversién de cada agente de sacrificio (AS) de la mezcla después de la
fotocatalisis para los diversos semiconductores evaluados, bajo diferentes matrices (a: agua
desionizada, b: buffer).

El objeto de esta investigacion es la generacion de hidrégeno por fotocatdlisis
heterogénea a partir del uso de &cidos grasos volatiles y alcoholes provenientes de un
bioproceso fermentativo; sin embargo, durante las reacciones desarrolladas en el
sistema fotocatalitico pueden llevarse a cabo una diversidad amplia de reacciones de
oxidacion y reduccion de los agentes de sacrificio involucrados. Es notable mencionar
gue durante las cinéticas de fotorreformado para la generacién de hidrogeno empleando
la mezcla de agentes de sacrificio, se observo la formacion simultanea de hidrogeno y
metano a lo largo del tiempo (Fig. 42c y d). Los fotocatalizadores TiO»-Pt (FR) y (RQ)
presentaron la mayor produccion de metano usando una matriz de agua desionizada, al
igual para el hidrégeno, registrando una producciéon méaxima de 119.1 pmol/gcat y 92.9
pmol/gea, respectivamente; mientras que el TiO» sin modificacion alcanz6 44.5 ymol/gcar,
que fue mayor a lo obtenido por los materiales con resina fendlica que fue no mayor a
7.5 ymol/gca. En el caso de los ensayos con la matriz buffer, la produccion fue mucho
menor (>50%) esto debido a la interaccion que tienen los aniones presentes en el
sistema reactivo y que se discuti6é con anterioridad; y que se confirman con los resultados
obtenidos del TiO, sin modificar al inhibirse la formacién de metano debido a la adsorciéon
de los aniones presentes en el buffer en la superficie del fotocatalizador?®. Las tasas de
produccion de metano fueron estimadas de igual manera con el modelo de Gompertz
modificado (Ec. 5) y se muestran en la Tabla 16. Yasuda et al.?®* reportaron el uso de
diversos agentes de sacrificio como alcoholes (monoalcoholes y polialcoholes), acidos
carboxilicos y carbohidratos para la produccion de H, y CHs empleando Pt/TiO, como

fotocatalizador; de acuerdo con sus resultados, durante el fotorreformado de los acidos
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carboxilicos existe la formacién de CHa, el rendimiento reportado varié segun el tipo de
acido carboxilico, por ejemplo para el acido acético reportan 0.27 molcha/MOlc2nao2,
mientras que el uso de alcoholes produjo trazas de metano; este hecho fue confirmado
al evaluar los agentes de sacrificio en forma individual y observar la formacién de metano
en las reacciones de fotocatdlisis del acido acético (Tabla 11). Imizcoz & Puga?!
evaluaron el fotorreformado de A&cido acético usando diversos metales como
catalizadores soportados en TiO; (Pt, Au, Ag y Cu) y como resultado obtuvieron una
mayor generacion de CH, en comparacion con la generacion de Hy; ésta inclinacion
hacia la produccién de metano puede estar asociada a las energias de Gibbs de las
reacciones (Ec. 21 y 22), al verse favorecida la reduccion del CH;COOH a CHyg, si el
agente de sacrificio tuviera un contacto directo con los electrones; por otro lado, el
CHsCOOH puede ser oxidado por radicales *OH, al estar en presencia de H,O y los

protones generados posteriormente reducidos para la formacion de H..
CH3;COOH(;y = CHygy + COy¢gy  AG® = —55.3 Kjmol™! (21)
CH3COO0H ) + 2H,0(y — 4Hyg) + 2C05  AG° = 75.4 Kjmol™* (22)

Por otro lado, la formacién de metano también podria deberse a la reduccién del COo,
haciendo mencion que debido a la oxidacion de los diversos agentes de sacrificio la
generacion de CO; fue simultanea, sin embargo, no fue posible cuantificarlo debido a las
condiciones de medicion del equipo cromatografico empleado en esta investigacion. El
mecanismo molecular de las reacciones para la reduccion del CO, esta lejos de
comprenderse, sin mencionar el control de la selectividad de las reacciones. La reaccién
general de la fotorreduccion del CO; a CH4 es muy complicada debido a su alta demanda
de electrones (8 e") y protones (8 €7), el rompimiento del enlace C-O y la formacién de
enlaces C-H. Se han reportado dos mecanismos alternativos para la fotorreduccion del
CO2 a CHg, el primero conocido como ruta del formaldehido o ruta de la hidrogenacion
rapida en donde las reacciones siguen el siguiente flujo CO, - HCOOH — H,CO —
CH3;OH — CH., este mecanismo es termodinamicamente factible y diversos autores
reportan la formacién de estos intermediarios en sus estudios?®®2%9; y el segundo
mecanismo es llamado ruta del carbeno o ruta de la desoxigenacion rapida en la que el
flujo de reacciones es CO, —» CO — C+s — CHs* —»CH30OH/CHg4, la formacion de los

radicales C+ y CHs* ha sido detectada por algunos autores®®. En este estudio, durante
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las pruebas de fotorreformado no se detectd la presencia de CO por el método
cromatogréfico, por lo que podria sugerirse que el mecanismo de reduccién fue la ruta
del formaldehido; no obstante, el método de analisis no fue robusto para la deteccion de
otros compuestos que puedan confirmar dicha teoria. En la Tabla 1, se muestran los
potenciales redox estandar de algunas reacciones referentes a la reduccién de CO; a
los diversos intermediarios para la obtencion del CH4; se puede observar que los
potenciales de reduccion se encuentran en un rango de -0.61 V a -0.20 V y que de
acuerdo a los potenciales de los materiales sintetizados en esta investigacion serian
termodindmicamente alcanzables (Tabla 11), sin embargo, la necesidad de electrones y
protones es elevada lo que merma la generacion de CHa.

Con la finalidad de conocer el grado de transformacion de los agentes de sacrificio en la
mezcla se evaluaron los porcentajes de conversion de los agentes de sacrificio presentes
en la mezcla después de la reaccion fotocatalitica. En la Fig. 46 se muestran los
resultados porcentuales de conversion de los materiales evaluados bajo la matriz de
agua desionizada (a) y la matriz de buffer (b). Debido a la interaccion de diversos factores
como tipo de semiconductor, tipo de radical generado, tipo de matriz, aunado con la
presencia de diferentes agentes de sacrificio al mismo tiempo, es dificil elucidar una
tendencia hacia la oxidacién o la formacién de otros compuestos debido a las diversas

reacciones redox que se llevan a cabo en la reaccion fotocatalitica.

8.6. Reusabilidad de TiO2-Pt (RQ) empleando mezcla sintética en buffer y agua

Se llevaron a cabo pruebas de reusabilidad con el objetivo de evaluar la estabilidad del
material después de ser empleado en el proceso fotocatalitico y asi conocer su
desempefio tras varios ciclos de reuso. En esta etapa, se evalu6 el material que después
de los experimentos de fotorreformado alcanz6 los mejores resultados en la produccién
de hidrégeno, este fue el TiO.-Pt (RQ). Las pruebas de reusabilidad para el
fotorreformado de la mezcla sintética de agentes de sacrificio se desarrollaron durante
cuatro ciclos, en las dos matrices antes evaluadas: agua desionizada y buffer. En la Fig.
47, se muestran las cinéticas de fotorreformado para la produccién de H, (a) y CHa (b)
en matriz buffer; se puede observar una notable disminucién en la produccién de ambos
productos, sin embargo, después del segundo ciclo, e incluso en el tercer y cuarto ciclo

la produccién disminuye ligeramente; este hecho podria relacionarse a que durante el
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primer ciclo parte del Pt se lixivié en la solucion, y el Pt remanente en el material quedé

anclado al TiO2 por lo que la produccién de H.y CH, se estabilizan posteriormente.
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Fig. 47. Cinéticas de reusabilidad del TiO2-Pt (RQ) en el fotorreformado de la mezcla de agentes
de sacrificio en la produccién de Hz (a) y CH4 (b) en matriz de buffer.

En la Fig. 48, se muestra un comparativo de la reusabilidad del TiO.-Pt (RQ) durante
cuatro ciclos del fotorreformado de la mezcla sintética de agentes de sacrificio entre la
matriz de agua desionizada y buffer para la produccion de H; (a) y CH4 (b). Se observa
la misma tendencia antes mencionada, donde durante el primer ciclo se pierde hasta el
35% de la produccién maxima de H, y 38% de la produccién de CH, en la matriz de
agua desionizada, y posterior al ciclo 2, la disminucién de la produccién de H; baja y la
produccion de CHs se mantiene. Por otro lado, los resultados mostrados al emplear
buffer como matriz son un tanto diferentes, ya que se puede observar una disminucion
notable en el primer ciclo (41% para H., y 26% para CH,), pero la disminucion continda
hasta el cuarto ciclo, hasta alcanzar una pérdida en la produccién de H; del 62% y de
CHs del 56%; este hecho podria sumar dos fendmenos como lo fue el lixiviado del Pt
principalmente durante el primer ciclo del fotorreformado, y el envenenamiento del
fotocatalizador por la adsorcién de las sales del buffer sobre la superficie del TiO»-Pt
(RQ). Este segunda conclusion, provoca el bloqueo de sitios activos del material y por
consecuencia menor tasa de formacion de especies reactivas durante el proceso de

fotocatalisis.
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Fig. 48. Ciclos de reusabilidad en la produccion de Hz (a) y CHa (b) de TiO2-Pt (RQ) en matriz de
agua.

8.7. Mecanismo fotocatalitico principal propuesto para la formacion de

hidrégeno
En base a los resultados experimentales, se ha propuesto un mecanismo posible para

explicar la actividad fotocatalitica de los compuestos TiO,-Pt y R-TiO-Pt (Fig. 49). Para
el TiO,-Pt, primero ocurre la generacion de las especies cargadas (h+ y e-) por la
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activacion de material al ser irradiado por la fuente de luz UV (1a). Posteriormente, por
accion de los h* de la BV sobre el H,O se genera la formacion de radicales *OH (2a);
luego, éstos radicales junto con la presencia de h* oxidan directamente los compuestos
organicos presentes y, como consecuencia, se liberan protones y se forman diversos
intermediarios (3a); estos protones al encontrarse en abundancia por la oxidacion de los
agentes de sacrificio, son reducidos a H2 molecular por los electrones disponibles gracias
a la existencia de atomos de Pt sobre la superficie del TiO; (4a), y que a la par ayudan
a evitar la recombinacion de cargas y, con ello, la inactivacion del material. Como se
discutié anteriormente con los resultados de XPS, la eficiencia en la produccion de
hidrogeno varia directamente por la cantidad de Pt depositada por cada método de
deposicion.

En el caso del R-TiO2-Pt, el mecanismo es similar al ser irradiado bajo luz UV debido a
la disponibilidad de energia (1b-3b); sin embargo, como se observé en los resultados de
produccion de hidrégeno, los materiales con resina fendlica presentaron resultados
menores, lo cual indica un efecto negativo provocado por la resina. Como propuesta se
discutio con anterioridad que la resina fendlica disminuye la capacidad de reduccion del
material, ya que podria estar secuestrando los electrones (4b) para distribuirlos en la
matriz polimérica y ser utilizados en la generacién de otras especies y, como resultado
de esto, los electrones no son transportados efectivamente hacia el Pt y la produccién

de hidrégeno disminuye notoriamente (5b).
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Fig. 49. Mecanismo fotocatalitico principal propuesto para la formacion de hidrégeno por TiO2-Pt
(a) y R-TiO2-Pt (b).
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8.8. Acoplamiento de la fermentacion oscura y fotorreformado para la

produccién de hidrégeno

Para llevar a cabo el acoplamiento de los dos procesos de produccion de hidrégeno, se
desarrollaron las dos etapas en forma separada, donde la etapa 1 se realizé la
fermentacion oscura de glucosa con CA-LQ (lawsona inmovilizada en carbén activado)
gue fue la mejor condicién evaluada por un lodo anaerobio tratado. Posteriormente, en
la etapa 2 se filtro el efluente obtenido de la etapa 1 y se empled como alimentacion de
el proceso de fotorreformado con TiO»-Pt (RQ) que fue el material con mejor desempefio

fotocatalitico en la presente investigacion.

8.8.1. Fermentacion oscura (Etapa 1)

La fermentacion oscura se llevd a cabo en un reactor de mayor tamafio (1 L) en
comparacion con los resultados de este bioproceso en las secciones anteriores, esto con
la finalidad de obtener la suficiente cantidad de efluente de esta etapa. En la Fig. 50, se
muestran las cinéticas de produccion de H, por la fermentacién oscura de la glucosa
empleando (CA-LQ) y su respectivo control (LAG) sin mediador redox usando un lodo
anaerobio granular tratado; la produccibn maxima de H, se obtuvo al usar CA-LQ
alcanzando 512.34 mL de H; en un periodo de 24 h, bajo una tasa de produccién de
38.67 mL/h; se observa un incremento en la Hmax y Rmax de aproximadamente 10% y
12%, respectivamente con respecto al experimento control (LAG). Este aumento se debe
al efecto que tiene el CA-LQ sobre el bioproceso, y que se discute ampliamente en la
seccion 8.1.4.
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Fig. 50. Cinéticas de produccion de Hz por fermentacion oscura empleando lawsona inmovilizada
en carbon activado (CA-LQ) con lodo anaerobio tratado en un volumen de trabajo de 0.7 L.
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Se realiz6 la caracterizacion del efluente obtenido de la fermentacion oscura dada la
importancia al ser la alimentacién del proceso subsecuente de fotorreformado (Fig. 51).
En la Fig. 51a, se presentan los resultados de consumo de glucosa y la acumulacion de
subproductos al final de la fermentacién para ambos experimentos; se puede destacar
un notorio aumento en la acumulacién de subproductos al usar el CA-LQ de hasta 36%
mayor en comparaciéon del experimento control; y un consumo de la glucosa del 99.9%.
Este efecto del CA-LQ sobre el bioproceso fermentativo a estas condiciones es
ampliamente discutido en la seccion 8.1.5. Adicionalmente, el perfil de los subproductos
identificados y sus concentraciones se muestra en la Fig. 51b, donde se destaca un
notable incremento en la produccién de acido acético (19.87 mM), &cido butirico (16.55
mM); mientras que el etanol fue ligeramente menor (2.30 mM), seguido por el butanol
(0.81 mMm).
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Fig. 51. Consumo de glucosa y acumulacion de subproductos liquidos al final de la fermentacién
oscura empleando lodo anaerobio tratado en un volumen de trabajo de 0.7 L (a), y perfil de los
principales subproductos liquidos identificados (b).
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8.8.2. Fotorreformado (Etapa 2)

Una vez que concluyé la etapa 1 de fermentacién oscura, se obtuvo el efluente del
bioproceso para la realizacion de la etapa 2 de fotorreformado empleando TiO2-Pt (RQ)
como fotocatalizador bajo luz UV LED (365 nm). El efluente se sometié primero a un
proceso de filtracion para separar los sélidos de tamafio mayor como el CA-LQ y el lodo
anaerobio granular; posteriormente, el efluente se centrifugé para separar la materia
organica sedimentable y que otorgaba turbidez al efluente acuoso. Este efluente
presento la siguiente composicion: 19.87 mM &cido acético, 16.55 mM &cido butirico,
2.30 mM etanol, y 0.81 mM de butanol. Cabe mencionar que el efluente no fue
esterilizado.

Enla Fig. 52, se muestran las cinéticas de fotorreformado del efluente para la produccién
de Hz (a) y CH4 (b) empleando TiO»-Pt (RQ) y los experimentos control correspondientes
(TiO. y fotdlisis). La produccion méaxima de H; fue 114.35 umol/gca: al usar TiO2-Pt (RQ),
gue al comparar con los resultados de la secciones anteriores donde se emple6 una
mezcla con una composicion similar respecto a los principales subproductos oxidables
fue mucho menor (9 veces); mientras que la produccién maxima de CH, fue 105.1
pMmol/gear usando TiO» sin modificar (Tabla 20). No obstante, este resultado podria
deberse a que la composicion del efluente real es mas compleja, ya que no solo contiene
los componentes del buffer que se comprobé afectan notablemente el desempefio de
fotorreformado, sino que también al no haberse sometido a un proceso de filtracion mas
exigente, o incluso a su esterilizacion, la presencia de materia organica como bacterias,
restos celulares, materia organica soluble, o incluso trazas del mediador redox empleado
en la fermentacion oscura pueden provocar una mayor posibilidad de interaccién entre
los radicales formados en el proceso fotocatalitico, y someterse a procesos de oxidacion
gue reducen la liberacién de protones, y por como consecuencia la produccion de Ho.
La gran mayoria de los estudios enfocados en la produccion de hidrégeno por reformado
fotocatalitico emplean soluciones sintéticas de uno o varios componentes, y aungue con
ello se incrementa el conocimiento sobre el uso de compuestos fotorreformables, la
lejania de un escenario real provoca falta de informacion para hacer este tipo de
fotoproceso escalable. Dentro de los pocos reportes que han empleado efluentes reales
para la produccién de H. por fotorreformado, Imizcoz & Puga®* usaron un efluente real
de la produccién industrial de jugos que contenia una alta cantidad de carbohidratos, el

fotocatalizador utilizado fue Au/TiO2 (1 g/L) bajo irradiacién de un simulador solar
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alcanzando 115 pmol/gcach de Ha, los autores atribuyen este bajo desempefio debido a
la presencia de diferentes solutos que inhiben la produccién de Hz, en particular especies
iGnicas, y al efecto negativo por la presencia de materia organica recalcitrante. Badawy
et al.22, emplearon un efluente real proveniente de la extraccién del aceite de oliva con
un DQO de 8410 mg/L (COT: 3150 mg/L), el fotocatalizador usado fue TiO; (2 g/L)
utilizando una lampara UV de Hg con un rango de emisién de 100 a 280 nm, y reportaron
una tasa de produccién de H, de 11.17 mmol/gcath a pH 3 después de 120 min y una
remocién de DQO del 92%, a pesar que los resultados de estos autores son promisorios,
ellos mencionan que las condiciones de irradiacion son de gran apoyo para el
desempefio del TiO,, sin embargo después de 120 min la actividad decrece
considerablemente debido a efectos de recombinacion y envenenamiento del material.
Otro reporte fue realizado por Liu et al.?*3, que utilizaron lodo activado residual (DQO:
8.7 g/L) como alimentaciébn en un reactor tubular fluidizado, y emplearon tubos
recubiertos con el fotocatalizador AgX/TiO2, bajo irradiacién solar reportando 7866.7
pumol/L de lodo en 72 h, y una remocion de la DQO del 69.1%. Finalmente, lervolino et
al.?%, emplearon un compésito de Ru-LaFeQOs/Fe»03 (1.5 g/L) como semiconductor en la
produccién fotocatalitica de hidrdgeno usando agua residual del lavado de cerezas, que
contenia una elevada DQO (37997 mg/L) y la presencia de azucares como fructosa,
glucosa y sorbitol, después de 4 h de irradiaciéon (LED visible) alcanzaron una tasa de
produccién de H; de 2056.66 umol/geath pero una casi nula disminucién en la remocion
de DQO, concluyendo que los azucares fueron oxidados a otros intermediarios y por ello
la elevada DQO final. Con estos estudios mencionados, es posible observar que el uso
de efluentes reales implica diversos retos, y que aln falta mucha investigacién para llevar
el proceso de fotorreformado a una escala mayor empleando efluentes industriales; no
obstante, seria recomendable evaluar pretratamientos a los efluentes alimentados para
remover compuestos que afecten el desempefio del sistema fotocatalitico; aunado de
seguir con el desarrollo del disefio de fotocatalizadores que sean activos bajo luz visible,
y finalmente, implementar la ingenieria de fotorreactores para escalar este proceso a un

nivel industrial y asi sea atractivo para su aplicacion.
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Fig. 52. Cinéticas de produccién de Hz (a) y CHa (b) del fotorreformado del efluente real de la

fermentacion oscura de glucosa empleando TiO2-Pt (RQ) como fotocatalizador.
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Tabla 20. Hmaxrn Yy Rmaxrn de las cinéticas de produccién de Hz y CH4 del fotorreformado del
efluente real de la fermentacién oscura de la glucosa.

Hmaxen Rmaxen R?
Hidrégeno 114.35 20.29
0.9881
) ES 16.37 3.37
TiO2-Pt (RQ)
Metano 26.13 9.23
0.9689
ES 2.21 2.95
Hidrégeno  10.69 10.33
0.9991
] ES 0.10 1.68
TiO2
Metano 105.10 18.27
0.9857
ES 16.64 3.29
Hidrégeno 0.00 0.00
0.0000
L ES 0.00 0.00
Fotolisis
Metano 518.38 120.38
0.9959

ES 30.52

13.07

ES: error estandar
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9. CONCLUSIONES

Se llevé a cabo la inmovilizacion covalente de la riboflavina en bagazo de agave
mediante modificacién quimica del soporte lignocelulésico, alcanzando hasta 88.31 mg/g
en el soporte. Se obtuvieron las condiciones 6ptimas para la produccion de hidrégeno
con relacion a la evaluacion de la temperatura y concentracion de riboflavina. Para el
escenario con riboflavina libre fueron 40.09 °C y 300 uM alcanzando 11 mL/h y 86.41 mL
de hidrégeno, como Rmax y Hmax, respectivamente. Mientras que para el escenario con
la riboflavina inmovilizada en bagazo de agave fueron 43.38 °C y 300 uM, obteniendo
9.58 mL/h y 88.37 mL de hidrégeno, como Rmax y Hmax, respectivamente. La
temperatura resultdé ser un factor importante en la produccion de hidrégeno con
Clostridium beijerinckii, mientras que la concentracion de riboflavina no resulté
estadisticamente significativa.

La validaciéon experimental de la prediccion del andlisis estadistico mostrd similitud en
los resultados obtenidos en la Hmax; sin embargo, la Rmax fue mayor en ambos
tratamientos arrojando una desviacién experimental del 20% aproximadamente. El
mayor rendimiento de hidrégeno (3.05 mol Hx/mol glucosa) fue obtenido bajo la ausencia
del mediador redox a 43 °C. Esto puede deberse a la influencia que existe de la
temperatura en los cultivos de Clostridium beijerinckii y también sobre el estado de
oxidacion del mediador redox. La adicion de bagazo de agave redirige el metabolismo
de Clostridium beijerinckii a la solventogénesis (mayor produccion de etanol)
disminuyendo la produccion de hidrégeno.

Los mediadores redox (AQS y LQ) fueron evaluados para mejorar la producciéon de
hidrégeno y la formacion de subproductos liquidos a partir de la fermentacién de glucosa
empleando un lodo anaerobio pretratado. La produccion méaxima de hidrégeno
incremento al adicionar LQ en forma disuelta, mientras que el AQS disuelto mejoro6 la
tasa de produccion de hidrégeno. En contraste, los mediadores redox inmovilizados en
el carbon activado indujeron significativamente la acumulacién de subproductos liquidos.
El efecto electronicamente sinérgico entre el carbén activado y los mediadores redox
inmovilizados, mejor6 la transferencia de electrones hacia rutas metabdlicas
solventogénicas. El potencial redox de los mediadores redox estudiados alcanzaron la
energia requerida para actuar como acarreadores de electrones con algunas especies

biol6gicas tipo redox como los complejos enzimaticos y coenzimas.
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Con relacion a la etapa de fotocatalisis heterogénea para la produccion de hidrégeno, se
logré sintetizar diversos materiales con propiedades semiconductoras usando TiO; y
ZnO como base; mismos que fueron modificados al incorporar resina fendlica como
sensibilizador, y dopar con Pt por fotorreduccién (FR) y reduccion quimica (RQ). De
acuerdo con los resultados preliminares, los materiales obtenidos a base de ZnO no
alcanzaron a producir hidrégeno satisfactoriamente. Sin embargo, los materiales a base

de TiO2 mostraron una actividad positiva en la produccion de hidrogeno.

Los materiales modificados con resina fendlica (R-TiO.-Pt (FR) y R-TiO2-Pt (RQ))
obtuvieron escasos resultados en la produccion de hidrogeno con luz visible y luz UV,
esto debido al efecto negativo que causé la red polimérica sobre la activacién del
material. Los materiales TiO2-Pt (FR) y TiO2-Pt (RQ) mostraron el mejor desempefio para
la produccién de hidrégeno por fotorreformado. Segun la caracterizacion por DRX de
éstos materiales la Unica fase cristalina encontrada para el TiO, fue anatasa, y los
resultados del analisis por SEM demostraron que el tamafio de particula del TiO; fue de
aproximadamente 50 nm con agregados de Pt de 2 a 20 nm, distribuidos
homogéneamente sobre la superficie del fotocatalizador, también se corrobor6 el
contenido de Pt con XPS alrededor de 1.46% y 0.38% para TiO,-Pt (RQ) y TiO.-Pt (FR),
respectivamente, aunado que el Pt se encontr6 como Pt% ademas, el valor de la Eg

estimado para ambos materiales fue de 3.2 eV.

El método de reduccién quimica alcanz6 mayor cantidad de Pt incorporado en la
superficie del TiO2, lo que ocasioné un mejor desempefio fotocatalitico del TiO»-Pt (RQ).
Durante el fotorreformado de la mezcla de subproductos de fermentacién (acido acético
(10 mM), &cido butirico (4.5 mM), etanol (8.5 mM) y butanol (1.7 mM)) se observé la
presencia de H, y CHs durante la reaccion fotocatalitica bajo irradiacion UV-LED. La
mayor produccion de Hz (2217.7 pmol/gca) Y CHa (119.1 pmol/gca) se alcanzé utilizando
agua desionizada; mientras que el experimento control con TiO. alcanzé 79.5 umol
H2/gcat y 44.5 umol CHa4/gcar. LOS experimentos en buffer disminuyeron el rendimiento de
H> hasta 58% y para CHs hasta 63%, mientras que el TiO2 produjo solo 8.1 ymol/gca de
H2 y no se detectd metano. El papel de Pt fue notable debido a la creacién de una barrera
de Schottky que capturo electrones fotogenerados, lo que provoc6 una mejora notable
en la actividad fotocatalitica; ademas, el Pt metalico generd efectos plasmoénicos que
mejoran el coeficiente de absorcion de fotones (k) y aumentan el uso efectivo de la

energia emitida al sistema. La presencia de aniones inorganicos como PO,* afecté
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notoriamente las reacciones fotocataliticas debido a la competencia por h*, e u otro
radical; especificamente, los fosfatos se pueden adsorber sobre la superficie de TiO2 en
un amplio rango de pH y eliminar el e* para reducirlo a fosfito. Aunado que de acuerdo
con los diagramas de Pourbaix el ion H.PO, permanecera en mayor proporcion en la
solucién, y que cuando el sistema esta activo, estos iones podran ser reducidos a H2POs’
, mientras que el ion Cl en estado acuoso se encontrard en mayor proporcién en el
sistema y tiende a secuestrar los huecos y formar CIOH. Las pruebas de reusabilidad
demostraron que el TiO2-Pt (RQ) pierde un 35% de la actividad durante el primer ciclo
debido a una lixiviacién del Pt en la solucion; sin embargo, después esta pérdida de

actividad disminuye notoriamente.

El proceso de acoplamiento de los procesos estudiados en esta investigacion fue dividido
en dos partes separadas, donde en la etapa fermentativa al emplear CA-LQ con LAG se
alcanza un aumento en la produccién de Hz y en la produccién de subproductos liquidos
de un 10% y 36%, respectivamente. El uso del efluente de la etapa fermentativa al ser
empleado en la etapa subsecuente de fotorreformado, alcanz6 una produccién maxima
de H; de 114.35 uymol/gca que fue 9 veces menor al emplear la mezcla sintética, este
hecho se relacion6 a que la presencia de compuestos organicos como células, y/o restos
celulares, y compuestos inorganicos como sales del medio de cultivo provocaron un
secuestro de especies reactivas que no fueron aprovechadas para las reacciones de
formacion de H,. De acuerdo con lo anterior, los subproductos de fermentacién efluentes
tienen el potencial de ser empleados como agentes de sacrificio en un proceso
fotocatalitico para convertirse en energia; aunque seria conveniente evaluar un
pretratamiento del efluente para eliminar los aniones inorgénicos, asi como compuestos

organicos recalcitrantes para mejorar la eficacia del proceso de fotorreformacion.
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Fig. Al. Curva de calibracién de lumiflavina a 354 nm.
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Anexo D

Tabla D1. ANOVA de los resultados de los resultados del disefio de experimentos

empleando riboflavina libre.

Fue_lnte_r,de Suma de Gr_ados de Cuadrgdos valor E Prob > F
variacion cuadrados libertad medios (Valor -p)
Modelo 70.94 5 14.19 3.10 0.0864
A-Temperatura 1.35 1 1.35 0.30 0.6036
B-Riboflavina 1.35 1 1.35 0.30 0.6036
AB 1.23 1 1.23 0.27 0.6200
AN2 44.13 1 44.13 9.63 0.0172
B/2 3.57 1 3.57 0.78 0.4065
Residual 32.07 7 4.58

Falta de ajuste 1.25 3 0.42 0.05 0.9813
Error puro 30.82 4 7.71

Total 103.01 12

Rmax= 12.17 + 0.47A + 0.47 B + 0.56 AB - 4.00 A"-1.14 B°
R”: 0.6887
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Anexo E

Tabla E1. ANOVA de los resultados de los resultados del disefio de experimentos

empleando riboflavina libre.

Fue_lnte_r’de Suma de Gr_ados de Cuadrgdos Valor E Prob > F
variacion cuadrados libertad medios (valor -p)
Modelo 31.12 5 6.22 2.89 0.0995
A-Temperatura 0.00002 1 0.00002 0.000008  0.9979
B-Riboflavina 3.02 1 3.02 1.40 0.2746
AB 3.22 1 3.22 1.50 0.2608
AN2 20.92 1 20.92 9.72 0.0169
BA2 0.009 1 0.009 0.0042 0.9501
Residual 15.07 7 2.15

Falta de ajuste 2.20 3 0.73 0.23 0.8731
Error puro 12.88 4 3.22

Total 46.19 12

Rmax = 10.11 -1.667E-003A + 0.71B + 0.90AB -2. 75A2 -0.057B2

R’ 0.6737
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Anexo F

Table F1. ANOVA de los ensayos de la tasa de produccion de hidrogeno (Rmax).

Grados Sumade Cuadrados Valor F Prob>F
de cuadrados medios
libertad
Modelo 5 50.4016 10.08032 9.66555 6.86E-04
Error 12 12.51495 1.04291
Total 17 62.91656

Tabla F2. Prueba Tukey de los ensayos de la tasa de produccién de hidrégeno (Rmax).

Diferencia Error . . Intervalo
de eséanldar Valor q Prob Alpha Sig .L'fm'.te L|m|t_e (f:j_e
mediaS e a Infterior Superlor conftlanza
media (95%)
AC Control  -0.87209  0.83383 1.4791 0.89315 005 0 -3.67286 1.92868  2.80077
LQ Control  -3.19944  0.83383 542639 002233 005 1 -6.00022 -0.39867 2.80078
LQ AC 2232735 0.83383 394729 012669 005 0 -512813 047342  2.80078
cﬁcn?tfm 239074 083383 4.0548 011223 005 0 -0.41003 519152  2.80077
AQS AC 326283 083383 55339 001964 005 1 046206 6.06361 2.80077
AQS LQ 559019  0.83383 9.48119 2"(‘)“‘15 005 1 278941 839096  2.80078
éc?r;tLra 048521  0.83383 0.82294 099042 005 0 -2.31556 3.28599  2.80077
AC-LQ AC 13573  0.83383 230204 059746 005 0 -1.44347 4.15808  2.80077
AC-LQ LQ 368466  0.83383 624933 00084 005 1 088388 648543 2.80078
AAC('DLSQ 190553  0.83383 3.23186 027095 005 0 -4.7063 0.89524  2.80077
AC-AQS
RS 016835  0.83383 0.28553 099994 005 0 -2.63242 296912  2.80077
AC-AQS
e 1.04044  0.83383 1.76463 0.80608 005 0 -1.76033 3.84121  2.80077
ACLgQS 336779 083383 571192 001588 005 1 056702 6.16857  2.80077
Ai"SSQS 2222239 083383 3.76927 0.15432 005 0 -502317 057838  2.80078
AC-AQS
Ao .0.31686  0.83383 053741 0099868 005 0 -3.11764 248391  2.80078
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Tabla F3. ANOVA de los ensayos de la produccién méaxima de hidrégeno (Rmax).

Grados Sumade Cuadrados Valor F Prob>F

de cuadrados medios
libertad
Modelo 5 157.61684  31.52337  5.80724  0.00595
Error 12 65.13945 5.42829
Total 17 222.75629

Tabla F4. Prueba Tukey de los ensayos de la produccion méaxima de hidrégeno.

Diferencia E[ror o . Intervalo
de es(;andar valor g Prob Alpha  Sig _L|m|_te L|m|t_e d_e
medias e Ig inferior superior confianza
media (95%)
AC 37.29217 89.68 0.58809 0.99798 0.05 0 -263.9321 338.5164 301.22
Control
LQ 196.6561 89.68 3.10122 0.30776 0.05 0 - 497.8803 301.22
Control 104.56818
LQ AC 159.36393 89.68 251313 0.5128 0.05 0 - 460.5882 301.22
141.86035
AQS 209.17101 89.68 3.29857 0.25348 0.05 0 -92.05326 510.3952 301.22
Control
AQS 171.87884 89.68 2.71049 0.43764 0.05 0 - 473.1031 301.22
AC 129.34543
AQS 12.51492 89.68 0.19736 0.99999 0.05 0 - 313.7391 301.22
LQ 288.70936

AC-LQ 570.64812 89.68 8.99898 3.99E- 0.05 1 269.42385 871.8723 301.22
Control 04

AC-LQ 533.35595 89.68 8.41089  7.38E- 0.05 1 232.13168 834.5802 301.22
AC 04

AC-LQ 373.99202 89.68 5.89776 0.01273 0.05 1 72.76775 675.2163 301.22
LQ

AC-LQ 361.47711 89.68 5.7004 0.0161 0.05 1 60.25283 662.7013 301.22
AQS

AC-AQS 515.91951 89.68 8.13592 9.91E- 0.05 1 214.69524 817.1437 301.22
Control 04

AC-AQS 478.62734 89.68 7.54783 0.00189 0.05 1 177.40307 779.8516 301.22
AC

AC-AQS 319.26341 89.68 5.0347 0.03565 0.05 1 18.03914 620.4876 301.22
LQ

AC-AQS 306.7485  89.68  4.83735 0.04509 0.05 1 552422 607.9727 301.22
AQS

AC-AQS -54.72861 89.68 0.86306 0.98815 0.05 0 246.4956 301.22

AC-LQ 355.95288
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Tabla F5. ANOVA de los ensayos de cinética de acumulacion de subproductos.

Grados Sumade Cuadrados Valor F Prob>F

de cuadrados medios
libertad
Modelo 5 856916.153 171383.231 14.20681 1.10E-04
Error 12 144761.501 12063.4584
Total 17 1.00E+06

Tabla F6. Prueba Tukey de los ensayos de la cinética de acumulacién de subproductos.

Diferencia Error Intervalo
estandar . Limite Limite de
meddei‘as dela velr g 1T AlEing S inferior superior confianza
media (95%)
AC Control -1.08675 1.90233 0.8079 0.99119 0.05 0 -7.47652 5.30302 6.38977
LQ Control 7.96631 1.90233 5.92224 0.01236 0.05 1 1.57653 14.35608  6.38978
LQ AC 9.05306 1.90233 6.73015 0.00479 0.05 1 2.66328 15.44283  6.38978

AQS Control 1.72765 1.90233 1.28435 0.93704 0.05 0 -4.66213 8.11742 6.38978

AQS AC 2.8144 1.90233 2.09226 0.68242 0.05 0 -3.57538 9.20417 6.38978
AQS LQ -6.23866 1.90233 4.63789 0.0571 0.05 0 -12.62843  0.15111 6.38977
AC-LQ 0.53731 1.90233 0.39944 0.99969 0.05 0 -5.85247 6.92708 6.38978
igjlt_rgl AC 1.62406 1.90233 1.20734 0.95067 0.05 0 -4.76572 8.01383 6.38978
AC-LQ LQ -7.429 1.90233  5.5228 0.0199 0.05 1 -13.81877  -1.03923 6.38977

AC-LQ AQS -1.19034 1.90233 0.88491 0.98676 0.05 0 -7.58011 5.19943 6.38977

AC-AQS 0.55761 1.90233 0.41453 0.99962 0.05 0 -5.83216 6.94738 6.38977
Control

AC-AQS AC 1.64436 1.90233 1.22244 0.94816 0.05 0 -4.74541 8.03413 6.38977

AC-AQS LQ -7.4087 1.90233 5.50771 0.02026  0.05 1 -13.79847  -1.01892 6.38977

AC-AQS -1.17004  1.90233 0.86982 0.98773 0.05 O  -7.55981 521974  6.38977
AQS
AC-AQS AC-  0.0203  1.90233 0.01509 1 005 0  -6.36947  6.41008  6.38977
LQ
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ANEXO G
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Fig. 1G. Perfil de la derivada del voltamperograma ciclico de LQ a diferente pH.
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Fig. 2G. Perfil de la derivada del voltamperograma ciclico de AQS a diferente pH.
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Anexo H
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Fig. H1. Produccion de H, empleando AS en forma individual (0.1 M) bajo irradiacion
LED Vis y LED UV mediante el uso de R-ZnO-Pt (FR), R-ZnO-Pt (RQ) y ZnO.
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ANEXO |
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Fig. 11. Distribucion de potencia espectral de la lampara UV LED.
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Fig. 12. Distribucion de potencia espectral de la lampara LED Visible.
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ANEXO J
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Fig. J1. Diagrama de especiacién del acido acético.
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Fig. J2. Diagrama de especiacion del acido butirico.
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Fig. J3. Diagrama de especiacion del etanol.
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Fig. J4. Diagrama de especiacion del butanol.
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