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Resumen

Ante los desafios actuales de descarbonizacion del sector energético, el hidrogeno ha demostrado
ser un portador de energia prometedor. Su produccién biolégica resulta ser sostenible y respetuosa
con el ambiente. Este trabajo tuvo como objetivo determinar los pardmetros cinéticos a fin de
establecer la relacion inicial de concentracion sustrato/indculo (S/X) optima para la produccion de
biohidrogeno, utilizando glucosa como fuente de carbono y un consorcio proveniente de
vermicompost como indculo. Los experimentos se llevaron a cabo mediante fermentaciones batch,
en botellas seroldgicas de 120 mL, con diferentes concentraciones iniciales de sustrato (entre 5y 50
g/L) a 35 °Cy pH inicial de 5.5. El contenido de hidrégeno en el biogas (480 mL/L; 37%) y la velocidad
de produccion especifica de hidrogeno (113.9 mL/gsv/d) alcanzaron los valores mas altos, cuando el
sistema de reaccion se alimentd con 15 g/L de glucosa, correspondiente a una relacién S/X de 6
Oglucosa/gsv. Asimismo, bajo dicha condicién de cultivo, el tiempo de la fase lag (45 h) fue el més corto,
y se obtuvo una alta eficiencia de degradacion del sustrato (87%).
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Abstract

Given the current challenges of decarbonizing the energy sector, hydrogen has proven to be a
promising energy carrier. Its biological production is sustainable and environmentally friendly. This
study aimed to determine the kinetic parameters to establish the optimal initial substrate-to-inoculum
concentration ratio (S/X) for biohydrogen production, using glucose as a carbon source and a
consortium derived from vermicompost as inoculum. The experiments were conducted through batch
fermentations in 120 mL serum bottles, with different initial substrate concentrations (ranging from 5
to 50 g/L) at 35°C and an initial pH of 5.5. The hydrogen content in the biogas (480 mL/L; 37%) and
the specific hydrogen production rate (113.9 mL/gvs/d) reached their highest values when the reaction
system was fed with 15 g/L of glucose, corresponding to an S/X ratio of 6 ggucose/gvs. Additionally,
under this culture condition, the lag phase time (45 h) was the shortest, and a high substrate
degradation efficiency (87%) was achieved.
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Introduccion

La crisis energética mundial y el cambio
climatico son algunas de las principales
preocupaciones del siglo XXI, derivadas de la
creciente demanda de energiay las emisiones
de gases de efecto invernadero en una
economia basada en combustibles fosiles
(Tahir et al., 2021; Lim & Nandong, 2022;
Machhirake et al.,, 2024). Por esto, la
descarbonizacion del sector energético es un
aspecto primordial que motiva el desarrollo de
fuentes de energia mas limpias y sostenibles
(Emodi et al., 2019; Arriaga et al., 2023). Entre
las diversas estrategias de energia
alternativa, el hidrégeno ha demostrado ser un
portador de energia prometedor para los
desafios actuales, debido a su alta densidad
energética (122 KJ/g) y caracteristicas no
contaminantes (su combustién produce
Unicamente agua) (Tahir et al., 2021; Arriaga
et al., 2023). Sin embargo, en la actualidad, la
tecnologia més utilizada para la produccion de
hidrégeno es el reformado con vapor de gas
natural (que aporta el 48% de la demanda
mundial de hidrégeno), seguido del reformado
de nafta (30%) y la gasificacion del carbon
(18%). Desafortunadamente, estas
tecnologias tradicionales de procesamiento
de combustibles foésiles requieren un alto
consumo de energia y liberan gases
perjudiciales al ambiente. Por su parte, la
electrélisis del agua y la gasificacion de la
biomasa son dos alternativas bien conocidas
que utilizan recursos renovables. No obstante,
el principal inconveniente de estos enfoques
renovables son sus altos requerimientos
energéticos (Ghimire et al., 2015; Aly et al.,
2017; Lim & Nandong, 2022).

El hidrogeno producido a partir de
microorganismos se conoce como
biohidrogeno y el proceso se considera libre
de carbono, econémico y sostenible. Aunque
existen varias vias (biofotdlisis, foto-
fermentacion, fermentacién oscura) para
producir biohidrégeno, la ruta de produccion
fermentativa parece tener mayor potencial ya
que no depende de la energia de la luz y
presenta mayores tasas y rendimientos (Tahir
et al., 2021; Pal et al., 2024). La performance
de dicho bioproceso se ve afectada por
condiciones ambientales y parametros
operativos como el pH, la temperatura, la
concentracion de sustrato, los micro y
macronutrientes, el tipo de microorganismos,
la configuracion del biorreactor, entre otros
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(Arriaga et al., 2023). Por lo expuesto, y
sumado a la baja madurez de la tecnologia, el
analisis de los parametros del modelado
cinético puede proporcionar informacion util
sobre el comportamiento de la fermentacion
que puede guiar el disefio y la operacion del
proceso, contribuyendo asi a la optimizacion
de la producciéon de biohidrégeno (Lim &
Nandong, 2022).

En cuanto a los microorganismos productores
de hidrégeno, es necesario destacar que, se
pueden encontrar en habitats naturales como
lodos, compost, suelos, sedimentos, lixiviados
y desechos organicos. El uso de cultivos
mixtos es preferible debido a su bajo costo,
facilidad de control y alta versatilidad
(Braguglia et al., 2018). Si bien los lodos
anaerobicos son la fuente inoculante mas
utilizada (Arriaga et al., 2023), en respuesta a
la blsqueda actual de nuevos recursos
naturales como fuente genuina de
microorganismos productores de hidrégeno
(Wang & Yin, 2017), solo dos trabajos en la
literatura cientifica han propuesto el uso del
vermicompost (Oceguera-Contreras et al.,
2019; Pascualone et al., 2019). Este es un
producto econdmico pero valioso como fuente
natural de bacterias productoras de
biohidrogeno. Es un biofertilizante resultante
de un proceso bioxidativo de materia organica
facilitado por lombrices de tierra, y que
contiene una poblacién microbiana con
abundancia de bacterias pertenecientes al
género Clostridium (Gémez-Brandén &
Dominguez, 2014; Blomstrom et al., 2016;
Pascualone et al., 2019).

Asimismo, una adecuada relacion del
contenido de sustrato por cantidad de in6culo
(S/X) es esencial para un proceso eficaz. Una
concentracién de sustrato por debajo o por
encima del nivel éptimo podria resultar en
efectos adversos sobre los productores de
hidrégeno, causando la limitacion del sustrato
o la inhibicion por sustrato, respectivamente
(Sittijunda & Reungsang, 2012; Elbeshbishy et
al.,, 2017). Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue determinar los pardmetros
cinéticos del bioproceso a fin de evaluar los
efectos de la concentracion inicial de sustrato
en la produccién de biohidrégeno mediante
ensayos batch. Se utiliz6 un medio definido
rico en glucosa como sustrato y vermicompost
tratado térmicamente como inoculo.
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Materiales y Métodos

In6culo

Se utiliz6 un cultivo mixto proveniente de
vermicompost comercial (humus de lombriz)
enriquecido mediante shock térmico. El
in6culo, llevado por dilucion con agua
destilada a la concentracion de sdlidos
volatiles (SV para expresar concentracién de
biomasa) de 2.5 gsv/L, fue pretratado para
eliminar los microorganismos metanogénicos
y seleccionar aquellos productores de
hidrégeno, en bafio de agua a 100 °C durante
15 min y se incubd en la oscuridad a 35 °C,
por 24 h.

Medio de cultivo

Se prepar6 un medio definido utilizando
glucosa como fuente de carbono y sales
inorganicas (mg/L): NH4Cl, 3545.5; K2HPOu,
125; MgCl2-6H20, 100; MnSO4-H20, 9.8;
FeS04-7H20, 25; CuS04-5H20, 5;
CoCl2-6H20, 135 y NaHCOs, 6720. El pH
inicial fue ajustado con una solucion de H2SO4
1M.

Sistema de cultivo

Los experimentos de produccion de hidrogeno
se llevaron a cabo mediante cultivos batch,
empleandose 80 mL de caldo de fermentacion
en botellas serolégicas de 120 mL. Las
botellas fueron selladas herméticamente con
tapones de caucho y grapas metalicas.
Inicialmente se gasearon con nitrdgeno
durante 60 s para lograr condiciones

H = Hp,y-€ {—e

donde H (mL) corresponde a la cantidad de
hidrégeno producido en el tiempo de
incubacion t (h), Hmax (mL) es la cantidad
maxima de hidrogeno producido, Rmax (mL/h)
es la velocidad maxima de produccion de
hidrégeno, e es la base de los logaritmos
naturales (2,718) y A (h) representa el tiempo
de la fase lag. Los valores de Hmax, Rmax y A
para cada batch se determinaron ajustando
los datos de produccién de hidrégeno
mediante la Ec. 1 con una regresion de
minimos cuadrados no lineal y minimizando
con el método de Levenberg-Marquardt.

La produccion de hidrégeno (mL/L) y la
velocidad de produccion volumétrica de
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H max

anaerobicas. Se realizaron diferentes ensayos
variando la concentracion inicial de glucosa de
5 a 50 g/L en el medio de cultivo definido. En
cada botella se inocul6 8 mL de material de
siembra a 72 mL de medio de cultivo rico en
glucosa a pH inicial 5.5 y se incub6 a 35 °C.

Métodos analiticos

El volumen de gas producido se midié por el
método de desplazamiento del émbolo (Owen
et al.,, 1979) utilizando jeringas de 60 mL
equipadas con agujas de calibre 20. La
composicién del biogas (Hz, CO2 y CH4) se
determiné en un cromatografo de gases (HP
5890 series Il plus), equipado con un detector
de conductividad térmica. Se utilizé6 una
columna capilar HP-PLOT/Q de 30 m x 0.53
mm. El horno oper6 a 60 °C por 3 miny 15
°C/min hasta 250 °C, la temperatura del
inyector fue 200 °C y la temperatura del
detector fue 260 °C. Se utiliz6 He como gas
portador. La concentracion de glucosa se
midio a través de la cuantificacion de azlcares
reductores por la técnica colorimétrica del
DNS (Miller, 1959). Se usaron procedimientos
estandarizados para determinar el pH y los
sélidos volatiles (APHA et al., 2023).

Modelado cinético

El modelo modificado de Gompertz (Ec. 1) ha
sido ampliamente utilizado para describir el
progreso de la produccion acumulada de
hidrégeno obtenida en un experimento batch
(Bo et al, 2012; Wang & Yin, 2017;
Velazquez-Marti et al., 2018):

(Ec. 1)

hidrogeno  (mL/L/d) fueron calculadas
considerando el volumen de trabajo (80 mL)
en base a Hmax Y Rmax, respectivamente. La
velocidad de produccion especifica de
hidrogeno se determiné dividiendo Rmax por el
peso de biomasa afadida (SV) y se expresé
en mL/gsv/d (Hao et al., 2006). El rendimiento
de hidrégeno se calculd a partir de Hmax y se
defini6 como la cantidad de hidrégeno
producido por la cantidad de glucosa
consumida. La eficiencia de degradacion del
sustrato se estimé dividiendo la cantidad de
sustrato consumido por la cantidad de
sustrato inicial.
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Asimismo, el modelo de Michaelis-Menten
(Ec. 2) fue utilizado para describir los efectos
de las distintas concentraciones de sustrato
en las tasas de produccién de hidrégeno
(Chen et al., 2006).

donde Rmax (mL/h) es la velocidad maxima de
produccion de hidrogeno durante el
bioensayo, Rs (mL/h) es la velocidad de
saturaciéon, S (g/L) es la concentracion de
sustrato y Ks (g/L) es la constante media de
saturacién correspondiente a la concentracion
de sustrato que produce Y2 Rs (Scragg, 1996;
Wang & Yin, 2017).

Los valores de las constantes Ks y Rs se
obtuvieron a partir de la ecuacion de
Lineweaver-Burk, la cual es una de las formas
linealizadas mas frecuentemente empleada
de la ecuacién de Michaelis-Menten (Scragg,
1996).

Resultados y discusion

El contenido de glucosa en la carga de los
biorreactores batch fue variado con el objeto
de evaluar sus efectos sobre el proceso de
fermentacion a 35 °C y pH inicial 5.5. Para
ello, se trabajé con concentraciones iniciales
de glucosa en el medio de cultivo definido
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(Ec. 3.2)

entre 5y 50 g/L, mientras que el contenido de
inoculacién fue de 2.5 g SV/L. Este valor fue
seleccionado para el proceso fermentativo,
dado que en experimentos previos la mayor
produccion de hidrégeno se logré con 2.5
gsv/L (Pascualone, 2019).

En todos los experimentos realizados, el
biogas producido estuvo constituido solo por
hidrégeno (24-37%) y diéxido de carbono (63-
76%), no detectdndose gas metano. Esto
revela que el pre-tratamiento de shock térmico
al inoculo fue eficaz en la inhibicién de
microorganismos metanogénicos. La Figura 1
muestra el efecto del tiempo de fermentacion
sobre la produccion acumulada de hidrégeno,
en funcion de la concentracién inicial de
glucosa. El nivel mas alto de la bioproduccion
de hidrégeno se alcanzé empleando una
concentracién de sustrato de 15 g/L luego de
90 h de incubacién. La generacion de este gas
fue despreciable cuando se emplearon
concentraciones de glucosa < 5 g/L.

35 1

30

25

20 A

15

H, acumulado (mL)

10

120

150 180 210 240

Tiempo (h)

Figura 1. Variacion de la acumulacion de gas hidrégeno a 35 °C con el tiempo, a diferentes concentraciones iniciales de

Asimismo, los datos experimentales de la
Figura 1 fueron ajustados con la ecuacion
modificada de Gompertz, obteniéndose
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sustrato.

coeficientes de correlacion mayores a 0.97

para todos los sistemas batch. Los
parAmetros  cinéticos  obtenidos para
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diferentes concentraciones de sustrato inicial
se resumen en la Tabla 1. Como puede
observarse, el valor de Hmax aumento 1.7
veces cuando el contenido inicial de glucosa
se incrementd de 5 a 15 g/L; sin embargo,
disminuy6 con incrementos adicionales en las
concentraciones iniciales de sustrato. La
maxima produccion de hidrégeno alcanzada
fue de 38.4 mL (480 mL/L) con 37% v/v del
mismo en el biogas cuando se carg6 el
biorreactor con 15 g/L, correspondiente a una

relacion S/X de 6 gguucosa/gsv. Con respecto al
valor de Rmax, Se aprecia nuevamente un
marcado aumento de 0.5 a 1.0 mL/h con el
incremento de la concentracion inicial de
glucosa de 5 a 15 g/L, manteniéndose sin
variaciones significativas cuando el contenido
de sustrato varié de 20 a 50 g/L. Esto dltimo
se correlaciona con una fase de adaptacion
mas prolongada, lo cual podria responder a
una condicién de inhibicion por exceso de
sustrato.

Tabla 1. Efecto de la concentracion inicial de glucosa sobre el bioproceso de generacién de hidrégeno.

Parametros cinéticos

Glucosa Relacién Ha Ha
(@L)  SIX (%) Hps (ML) Ruac(mimy 2 (n) MY
5 2 24+2 22.9 0.5 50 286
75 3 29+2 24.7 0.6 53 309
10 4 34+2 315 0.8 55 394
15 6 37+1 38.4 1.0 45 480
20 8 32+1 31.8 0.9 58 398
30 12 31+2 31.0 0.9 66 387
50 20 29+3 27.0 0.9 69 337

S/X: relacién sustrato/inéculo (Qgiucosa/Isv)-
Hmax: cantidad méaxima de hidrégeno producido.
Rmax: velocidad maxima de produccién de hidrégeno.

A: tiempo de la fase lag.

Adicionalmente, se utilizé el modelo de
Michaelis-Menten para describir el efecto de la
concentracion de sustrato sobre la velocidad
maxima de biogeneracién de hidrégeno. En la
Figura 2 se puede observar la gréafica de los
datos experimentales y los predichos por el
modelo (en linea continua), la cual presenta

su forma hiperbdlica caracteristica. La
velocidad méxima de produccion de
hidrogeno  fue  dependiente de la

concentracion inicial del sustrato hasta 15 g/L.
A concentraciones superiores, la velocidad del
proceso fermentativo dej6é de ser proporcional
al contenido inicial de sustrato tendiendo a
alcanzar un valor de saturaciéon asintético
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(Rs). En acuerdo con lo reportado por Chen et
al. (2006) para procesos que involucran la
fermentacion de carbohidratos puros, se
puede sefialar que ya a relaciones S/X
relativamente bajas, las velocidades maximas
de produccion de hidrégeno tendieron a la
saturacion.

Por su parte, la linealizacién de la ecuacion de
Michaelis-Menten mediante el método de
Lineweaver-Burk permitié estimar los valores
de la velocidad de saturacion del bioproceso
(Rs) y la constante media de saturacion (Ks)
que representa la afinidad de los
microorganismos por el sustrato, siendo 1.1
mL/hy 6.0 g/L, respectivamente.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad maxima de produccién de hidrégeno.

En la Figura 3 se ilustra la variacion del
rendimiento y la velocidad de produccion
especifica de hidrégeno con la concentracion
inicial de sustrato. Se puede apreciar que el
rendimiento de hidrégeno en los ensayos
batch oscil6 marcadamente entre 66.5y 42.5
mL/g cuando se trabaj6é con los contenidos
iniciales de sustrato més bajos (5-15 g/L);
mientras que, a concentraciones mas altas se
mantuvo en un valor promedio de 54 mL/g.
Con respecto a la velocidad de produccion
especifica de hidrégeno, ésta duplico
aproximadamente su valor (de 58.6 a 113.9
mL/gsv/d) cuando el contenido inicial de
glucosa se increment6é de 5 a 15 g/L, para
luego mantenerse sin grandes variaciones
(alrededor de 105 mL/gsv/d) a
concentraciones crecientes de sustrato inicial
por encima de 15 g/L.
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En un rango apropiado, el incremento del
contenido inicial de glucosa como fuente de
carbono (acompafiado con el aumento de la
relacion S/X) puede mejorar la capacidad
fermentativa de las bacterias productoras de
hidrégeno durante el bioproceso; sin
embargo, la misma puede verse afectada a
concentraciones iniciales demasiado altas del
sustrato. A partir de los resultados obtenidos
se considera que la concentracién inicial de
glucosa optima para el proceso fermentativo
de produccién de hidrégeno fue de 15 g/L,
correspondiente a una relacion S/X de 6
Jglucosa/gsv. Bajo esta condicién experimental,
el tiempo de la fase lag (45 h) fue el mas corto,
mientras que el contenido de hidrégeno en el
biogas (37% v/v), la produccién méxima de
hidrogeno (480 mL/L) y su velocidad de
produccion especifica (113.9 mL/gsv/d) fueron
los de mayor magnitud.
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Figura 3. Velocidad de produccion especifica de hidrégeno y su rendimiento en funcion de la concentracion inicial de
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sustrato.
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En cuanto a la eficiencia de degradacion del
sustrato, el efecto de las distintas
concentraciones de glucosa con que las que
operaron los biorreactores batch se muestra
en la Figura 4. Tal como se ilustra, el
contenido de glucosa se agot6 rapidamente a
bajas concentraciones iniciales de sustrato,
entre 5y 15 g/L, las cuales se corresponden
con relaciones S/X iguales o menores a 6
Ogluicosa/gsv  En este rango, el valor promedio
de la remocion fue del 87%.

Por el contrario, concentraciones del sustrato
por encima de 15 g/L (S/X > 6 Qgglucosa/gsv)
afectaron desfavorablemente a la eficiencia
de degradacion del mismo, siendo tan solo del
14% a 50 g¢/L. La marcada tendencia a
disminuir que se observa en la Figura 4 pone
de manifiesto un bioproceso inhibido por altas
concentraciones de sustrato (Sittjunda &
Reungsang, 2012).

100% |

80% -

60% -

40%

20% |

Degradacion del sustrato

0%

0 10

20

30 40 50

Concentracion inicial de sustrato (g/L)

Figura 4. Eficiencia de degradacion del sustrato a diferentes concentraciones iniciales de glucosa.

Conclusiones

Los experimentos de produccién de
biohidrogeno empleando un medio de cultivo
definido rico en glucosa y vermicompost
pretratado mediante shock térmico como
biomasa inoculante, permitieron determinar
los parametros cinéticos del bioproceso y, por
consiguiente, seleccionar las condiciones de
operacion que posibilitan la mayor velocidad
de produccion de hidrégeno en los
biorreactores de fermentacion batch. Se
demostré que la relacion de contenido entre
glucosa y vermicompost afecta
significativamente la cantidad de biohidrégeno
producida. La concentracion de glucosa mas
adecuada para el proceso de generacion de
hidrogeno fue 15 g/L, correspondiente a una
relacion sustrato/inéculo (S/X) de 6 gglucosa/gsv.
Bajo estas condiciones operativas, el tiempo
de la fase lag (45 h) fue el mas corto, en tanto
que, el contenido de hidrégeno en el biogas
(37% vlv), la formacion maxima de hidrégeno
(480 mL/L) y su velocidad de produccion
especifica (113.9 mL/gsv/d) alcanzaron los
valores mas altos. Estos resultados son
valiosos a la hora de disefar bioprocesos con
sustratos mas complejos para la produccion
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de hidrégeno utilizando un novedoso

consorcio a partir de vermicompost.
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