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RESUMEN

Actualmente el desarrollo de tecnologias que permitan obtener combustibles alternativos se
ha vuelto indispensable. En este contexto, el hidrégeno es considerado uno de los
combustibles que pueden sustituir a los derivados del petréleo ya que su combustion produce
2.75 veces mas energia que los hidrocarburos, su inico producto es agua y puede obtenerse a
partir de diferentes sustratos organicos utilizando el metabolismo de bacterias
hidrogenogénicas mediante fermentacion. El uso de reactores completamente agitados en
donde se lleva a cabo el proceso de fermentacion permiten una alta eficiencia en la
transferencia de masa debido a un buen mezclado, sin embargo, presentan como limitante
bajas concentraciones y pobre retenciéon de biomasa cuando se manejan bajos tiempos de
retencion hidraulicos. Es por ello que se ha buscado el incremento en la concentraciéon de
biomasa mediante su retencion en el sistema mediante la formacién de granulos, sin embargo,
estos tardan meses en madurar por lo que es necesario buscar condiciones que aceleren este
proceso. En este trabajo se evalud el efecto del quitosano sobre la induccién en la formacion
de granulos productores de hidrégeno en un sistema continuo completamente agitado, siendo
el quitosano un polimero natural derivado de la quitina que actiia como un agente coagulante
permitiendo la aglomeracion de los microorganismos presentes en suspension, con lo cual, se
induce la granulacién y el incremento de la produccién de hidrégeno al aumentar la
concentracién de biomasa en el sistema. Para llevar a cabo la formaciéon de granulos se
determind la concentraciéon de quitosano dOptima para la coagulaciéon de la biomasa en
suspension mediante la aplicacion de una prueba de jarras, encontrando que la concentraciéon
fue de 10 mg de quitosano/L/g SV. La carga organica volumétrica aplicada en el reactor en
continuo fue de 60 g/L/d utilizando glucosa como sustrato, alcanzando velocidades de
produccién de hidrégeno alrededor de 100 mL/L/d. Los resultados mostraron que la
aplicaciéon de quitosano como agente coagulante permite la agregacion celular logrando
obtener granulos microbianos alrededor de 2 mm de didmetro, 70 horas después de adicionar
el quitosano. La formacién de agregados microbianos por efecto del quitosano gener6 un
incremento aproximado de 3 veces la concentracion inicial de sélidos volatiles, manteniendo

un promedio alrededor de 8 g SV/L



ABSTRACT

Nowadays, the development of technologies to obtain alternative fuels has become
imperative. Within this context, hydrogen is considered one of the fuels that can supersede
derivatives of petroleum as its combustion produces 2.75 times more energy than
hydrocarbons, its only byproduct is water and it can be obtained from several organic
substrates using hydrogenic bacterial metabolism by fermentation. The use of completely
stirred tank reactors where fermentation process is carried out, allows high efficiency in mass
transfer due to good mixing, nonetheless, it is limited to low concentrations and poor biomass
retention when operating at low hydraulic retention times. One way to overcome this issue is
by increasing the concentration of biomass via granules formation; however, the granules
formation process may take months, so it is necessary to find conditions that accelerate this
process. The present work evaluates the effect of chitosan inducing the formation of
hydrogen-producing granules in a completely stirred continuous system. Being chitosan a
chitin derivative natural polymer that serves as a coagulant agent, allowing agglomeration of
suspended microorganisms and granules formation. The biomass increase in the system may
also increase the volumetric hydrogen production rate. To accomplish the formation of
granules, optimal chitosan concentration was determined for coagulation of biomass in
suspension by applying a jar test, obtaining an optimal concentration of 10 mg chitosan/L/g
VS. The volumetric organic load applied to the continuous reactor was 60 g/L/d using glucose
as a substrate, reaching volumetric hydrogen production rates about 100 mL/L/d. Results
showed that application of chitosan as coagulant agent allows cellular aggregation, obtaining
microbial granules about 2 mm in diameter, 70 hours after addition of chitosan. The
formation of microbial aggregates by the chitosan addition produced an increase of
approximately 3 times the initial concentration of volatile solids, maintaining an average of

about 8 g VS/L.
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Capitulo I

Marco Teorico

1. INTRODUCCION

1.1. EL HIDROGENO: UN ACARREADOR ENERGETICO

Identificar y desarrollar un sistema sostenible de energia son dos de los
problemas criticos en los que en la ultima década los investigadores de diferentes
partes del mundo han puesto gran interés y en donde, reemplazar las fuentes de
energia actuales por un combustible sustentable, es uno de los pasos clave. En este
panorama el hidrégeno puede tener un papel fundamental en dicha transicién ya que,
al igual que la electricidad, puede producirse a partir de cualquier energia primaria
(carbdn, gas natural, hidrocarburos, nuclear, fuentes renovables). Ademas, se conoce
al hidrégeno como un acarreador energético debido a que puede utilizarse
directamente como combustible o ser transformado a electricidad mediante el uso de
celdas de combustible y viceversa mediante el uso de electrolizadores, con la ventaja
de que el hidrogeno es capaz de almacenar energia y ser transformado a electricidad

al momento de ser requerido (Carl-Jochen, 2009).
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El hidrégeno puede ser obtenido a partir de diferentes fuentes tanto
renovables (mediante la transformaciéon de biomasa y otros desechos agricolas,
industriales y urbanos), como no renovables (mediante la obtenciéon a partir de
hidrocarburos), ademas de que puede obtenerse también a partir de agua. La
obtencién de este elemento mediante recursos renovables puede ayudar a resolver el
problema de la contaminacién y la emisién de gases efecto invernadero (Turner,
2004), los cuales son generados al quemar combustibles fésiles, como el petréleo y el

gas natural, que son los que sostienen la demanda energética mundial.

1.2. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEL HIDROGENO

El hidrégeno es el elemento mas simple, ligero y basto conocido en el universo,
sin embargo, no se encuentra disponible en forma de gas (Hz) en nuestro planeta, sino
formando compuestos con otros elementos (Kalinci et al., 2009). Es por ello que es de
gran relevancia desarrollar tecnologia que permita la obtencién de este gas para su
aprovechamiento como combustible y acarreador energético. Actualmente, el
hidrégeno se obtiene principalmente mediante procesos que contaminan el medio

ambiente.

Una de las ventajas del hidrégeno es que la cantidad de energia producida
durante su combustion es mayor a la liberada por otras fuentes combustibles siendo
de 2.4, 2.8 y 4 veces mayor si se compara con el metano, gasolina y carbdn,
respectivamente, logrando generar 142 kJ/kg de energia al ser utilizado como
combustible. Ademas, el inico producto de la combustion del hidrégeno es agua (Das
y Veziroglu, 2008), por lo que no contribuye a la produccién de gases de efecto
invernadero, lluvia acida o al deterioro de la capa de ozono, de esta manera el
hidrégeno es considerado ambientalmente limpio. Marban y Solis (2007), calcularon
que la produccion de hidrogeno en ese afo fue de 0.1 GToneladas, de las cuales 98%

se obtuvieron a partir del reformado de combustibles fosiles.
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Una de las propiedades del hidrégeno en estado gaseoso, es que se disipa
rapidamente en el aire debido a su baja densidad, ya que es catorce veces mas ligero
que éste. La flama que produce la combustion del hidrégeno es casi invisible durante
el dia y se desplaza mucho mas rapido que la del metano. Una flama de hidrégeno
asciende en promedio 2.75 m/s, mientras que las de la gasolina o el metano lo hacen a
0.37 m/s. A diferencia de las flamas de la gasolina, la flama del hidrégeno irradia muy

poca energia, lo que significa que el calor no se siente a la distancia (Hoffmann, 1981).

1.3. METODOS DE PRODUCCION DE HIDROGENO

Actualmente, la producciéon de hidrogeno se lleva a cabo a partir de
combustibles fésiles como el gas natural y el carb6on. Sin embargo, ambos
combustibles tienen un limite de extraccidn, su utilizacion en la producciéon de
hidrégeno genera gases de efecto invernadero y se requieren condiciones extremas

de temperatura y presién para su produccion (Bartels et al., 2010).

Los métodos mas utilizados actualmente para la produccion de hidrégeno son:
reformacion de gas natural, gasificacion de carbon, oxidacion parcial de hidrocarburos
pesados;-via electrolitica y a partir de energia nuclear. Otro tipo de procesos por
medio de los cuales puede obtenerse hidrogeno son: pirdlisis, gasificacion-
licuefaccidn, a partir de agua mediante electrdlisis, fotolisis, procesos termoquimicos y
termolisis. Sin embargo, existen otro tipo de métodos con los cuales se obtiene
hidrégeno a partir de biomasa utilizando el metabolismo microbiano a través de la
fermentacién o la fotosintesis, también conocidos como producciéon biolégica de
hidrégeno. Es precisamente, en la produccion biologica en la cudl se enfoca este

trabajo y mas especificamente en la fermentacion anaerobia.

La tecnologia para la produccién de hidrégeno por via bioldégica seguira
desarrollandose, sin embargo, existen otro tipo de tecnologias que a mediano y largo
plazo (10 y 20 afios respectivamente), tendran la madurez tecnolégica-econdémica
para competir con las tecnologias ya establecidas. Entre éstas se encuentra el uso de
electrolisis a partir energia solar, edlica, térmica y otras fuentes naturales como es el

hidrégeno a partir de biomasa. Otras tecnologias que estan en desarrollo son por
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medio de radiolisis, termolisis, fotocatalisis y la produccién por descarbonizacién a

partir de hidrocarburos con captura y almacenamiento de COz (Carl-Jochen, 2009).

Se estima que en el afio 2006 se produjeron en todo el mundo alrededor de 50
millones de toneladas de Hz, con una derrama de 280 mil millones de ddélares y que la
produccion ha tenido un crecimiento anual del 10% desde entonces, principalmente
mediante el reformado de metano, oxidacion parcial de hidrocarburos y carbén y
gasificacion de biomasa; siendo la industria aeroespacial, electrénica y quimica
(produccién de amonio y metanol), las principales consumidoras de hidrégeno como

materia prima (Carl-Jochen, 2009).

Actualmente la produccion de hidrégeno a partir de gas natural posee el costo
de produccién menor, con una moderada emisién de CO2 si no se implementa la
captura y disposicion de este gas. Estudiar y desarrollar nuevas tecnologias permitira
que la balanza cambie a favor de procesos que no generen gases efecto invernadero y
la eficiencia de produccién sea equivalente a la actual y en donde los costos sean

menores.

1.4 PRODUCCION BIOLOGICA DE HIDROGENO

Aunque el principal proceso de obtencién de hidrégeno no es sustentable,
existen diversas formas de obtencion basadas en el uso de biomasa y el
aprovechamiento del metabolismo de los microorganismos para la degradacion de
sustratos y la obtencion de hidrégeno gaseoso. Los procesos bioldgicos son
catalizados por microorganismos en un ambiente acuoso, a presidon y temperatura

ambiente a diferencia de la obtencién quimica o electroquimica.

La tecnologia para la produccién de hidréogeno por microorganismos esta en
desarrollo y se caracteriza por llevarse a cabo a pequena escala en lugares donde la
biomasa o los desechos a utilizarse como sustrato estan disponibles y, con ello,

disminuir los costos de transporte.

Das y Verizoglu (2001), publicaron una revisiéon de los diferentes métodos de
produccion biologica de hidrégeno, estos métodos pueden clasificarse de manera

general de acuerdo al tipo de microorganismos involucrados, de la siguiente forma:

15



bacterias fotosintéticas, bacterias fermentativas y sistemas hibridos. En dicha revision
muestran que la mayoria de estos procesos se llevan a cabo a temperaturas entre 30 y
40 °C y a presion atmosférica; en general la producciéon de hidrégeno por via
fermentativa alcanza velocidades de producciéon mayores que las generadas por via

fotosintética.

1.4.1. Produccion de Hidrégeno por Via Fermentativa

Para la obtenciéon de hidréogeno mediante el uso de bacterias fermentativas,
también conocida como fermentacién obscura, se puede aprovechar el material de
desecho de la industria de procesamiento de alimentos, subproductos lignocelulésicos
de la industria agricola, efluentes de aguas residuales, etc. El uso de este tipo de
materia prima ha recibido especial atencion, ya que se estima que puede obtenerse
una cantidad de energia igual a 1.08 X 108 GJ anualmente (Ni et al., 2006). Si estos
recursos tuvieran un control adecuado de recuperaciéon para su procesamiento y
obtencién de hidrégeno podrian convertirse en una de las principales fuentes de

energia en el futuro.

La produccion de hidrégeno mediante fermentacidn oscura tiene la ventaja de
tener velocidades rapidas de degradacién de materia organica y su operacion es
sencilla en comparacion con la producciéon mediante organismos fotosintéticos (Sinha
y Pandey, 2011). Ademas, pueden emplearse diferentes desechos organicos, aguas
residuales y otros desperdicios como sustrato, que los microorganismos pueden
utilizar para su mantenimiento y, en consecuencia, generar hidrégeno del

metabolismo microbiano.

Los microorganismos involucrados en la producciéon de hidrégeno por via
fermentativa incluyen a muchas especies bacterianas principalmente de los géneros
Enterobacter, Citrobacter, Bacillus y Clostridium. Ademas, los reportes acerca de
consorcios y co-cultivos también han sido ampliamente explorados en la literatura
debido a que es mas sencillo llevarlo a una fase piloto y posteriormente a una planta

de tratamiento de agua donde seria complicado mantener las condiciones de
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esterilidad requeridas si se usaran cultivos puros (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo,

2008).

1.4.2. Vias Metabdlicas Involucradas

Los microorganismos han utilizado al hidrégeno como fuente primaria de
energia por miles de afos y, en ese tiempo, resolvieron la manera de convertir
hidrégeno a energia a través del uso de enzimas. En estos procesos metabolicos
intervienen las nitrogenasas e hidrogenasas, las cuales, regulan la produccién de
hidrégeno que esta ligada a la utilizacidon de productos de las reacciones fotosintéticas,
y que en microorganismos eucariotes y procariotes fotosintéticos generan
compuestos reductores a partir de agua, ¥ de manera similar que en los

microorganismos fermentativos (Meher y Das, 2008).

La fermentacién oscura se lleva a cabo en condiciones donde no hay presencia
de oxigeno y por lo tanto, éste no actia como aceptor de electrones. Las bacterias que
crecen en este entorno y utilizan compuestos organicos para obtener energia

degradan los substratos y obtienen electrones.

Para los microorganismos heterotroficos que producen hidrogeno, el
crecimiento anaerobio presenta problemas particulares en cuanto a la disposicién del
flujo de electrones a partir de las reacciones de oxidacién. Esto se debe a que las
necesidades energéticas para la actividad biosintética solamente son satisfechas con
una gran cantidad de compuestos organicos que sirven como fuente de energia.
Debido a este problema, los microorganismos han desarrollado diferentes vias
metabolicas en las cuales se ve involucrado el hidréogeno ya sea como producto

(fermentacion acida mixta), o como intermediario.

La ecuacion general de la produccién de hidrégeno por via fermentativa en la
cual se toma como Unico subproducto al acetato puede ilustrarse con la siguiente

formula quimica:

Ce¢H1206 + 2H20 -> 2CH3COOH + 2CO2+4H> . . .. . . . . . . . . . .. (1)
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A continuacion se ejemplificaran las reacciones de la via metabdlica del NADH
en la cual el hidrégeno esta involucrado en la reoxidacion de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
NADH+H*=> Hz2+NAD* . . . . . . . . . o o (2)

El NADH de la ecuacién 2, se produce durante la glicolisis en donde se realiza la
fermentacién de la glucosa a piruvato. El rompimiento del piruvato es catalizado
dependiendo del tipo de microorganismos por las enzimas Piruvato Formiato Liasa 6
Ferredoxina oxido reductasa para la produccién de acetil CoA y ATP, lo cual fue una
consecuencia natural donde la fermentacién fue optimizada para la produccién de
biomasa y no para producir hidrégeno, ademas de los diferentes productos
involucrados (Hallenbeck y Benemann, 2002). En la siguiente ecuaciéon se puede
observar la oxidacién de piruvato a acetil-CoA y su oxidacién por accion de la

ferredoxina presente en la enzima hidrogenasa (Das y Veziroglu, 2008):
Piruvato + CoA + 2Fd(ox) = acetil-CoA + 2 Fd(red) + COz..ccceervevevvrrerreereirrnnns (3)
2H* + Fd(red) = Hz + FA(0X) .ouurerieeieiei e s s s e (4)

La formacion de los productos obedece a las condiciones ambientales en las
cuales los microorganismos crecen. Productos como etanol, butanol y lactato,
contienen hidrégeno que todavia no se ha liberado; asi, para maximizar la cantidad de
hidrégeno, el metabolismo microbiano debe enfocarse hacia la produccion de acidos
grasos volatiles (AGV), en especial la produccion de acetato con lo cual se generan 4
moles de Hz (Bedoya et al,, 2008). A continuacion se presentan las reacciones de

produccion de hidrégeno junto con acetato o butirato:
CeH1206 + 2H20 = 2H; + Butirato  + 2HCO3 + 3H*..ccovvviir e (5)
CeH1206 + 4H20 > 4H; + 2Acetato- + 2HCO3 + 4H*..oovvvvieiie e (6)

La generacion de una mayor concentracion de ciertos productos como los
acidos grasos depende de las condiciones ambientales del proceso a las que se
encuentren sujetos los microorganismos y pueden ser el pH, tiempo de retencion

hidraulico (TRH) y presion parcial de hidrégeno, entre otros. Estos factores pueden
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ser regulados directamente en los sistemas de producciéon de hidrégeno, también
conocidos como reactores o fermentadores, los cuales son utilizados para diversos

propositos en la industria.

1.4.3. Sistemas de Produccion de Hidrégeno

Actualmente, la fermentaciéon anaerobia es aplicada a nivel industrial en
plantas de tratamiento para la remociéon de los contaminantes en agua mediante el
uso de reactores, en donde los microorganismos activos son los principales

involucrados en la eliminacién de particulas y materia organica.

La clave para la aplicacidon de la fermentacion anaerobia en reactores, es el
incremento de la eficiencia mediante el desacoplamiento del tiempo de retencién
hidraulico del tiempo de retencién de sdlidos en el reactor, con ello, se propicia el
incremento en la concentracion de biomasa en el sistema y a su vez, se puede

aumentar la carga de entrada de sustrato.

Actualmente existen diferentes disefios que promueven la retencién de
biomasa en el sistema. De acuerdo con lo reportado por Show et al. (2010), la
formacion de granulos incrementa substancialmente la retenciéon de biomasa y a su
vez se incrementa proporcionalmente la velocidad de produccion de hidrégeno. Quiza
el sistema de tratamiento con retenciéon de biomasa mas popular es el reactor de flujo
ascendente de lecho de lodo granular (UASB, por sus siglas en Inglés), el cual maneja

altas cargas organicas y bajos tiempos de retencion hidraulicos (Wang et al,, 2004).

Estos sistemas de tratamiento basados en el uso de granulos son ampliamente
utilizados para la producciéon de hidrégeno ya que son capaces de mejorar la
operacidn en el tratamiento de aguas residuales manteniendo altas concentraciones
de biomasa y altas velocidades de carga organica, en consecuencia el volumen de los

reactores puede verse reducido (Zhang et al., 2008a).

Los retos que tiene la produccién de hidrégeno por via fermentativa son la baja
eficiencia de conversion y la produccién inestable. Uno de los factores importantes
relacionados con la eficiencia de conversidn tiene que ver directamente con el disefio

y los parametros de operaciéon de los reactores. Mejorando el disefio del reactor y
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optimizando los parametros de operacion como el pH, el tiempo de retencion
hidraulico y la temperatura se podra mejorar el proceso de producciéon de hidrégeno

(Meher y Das, 2008).

1.5 TEORIAS SOBRE LA FORMACION DE GRANULOS

La granulaciéon es un proceso de agregacion célula a célula en donde no se
necesita un acarreador, pero si condiciones especificas de operacién para propiciar y
mejorar la agregaciéon. Los granulos presentan un gran potencial y capacidad para
remover contaminantes del agua debido a su alta velocidad de sedimentacion, alta
concentracion de biomasa y la habilidad para soportar altas cargas organicas y en
consecuencia, una reduccion en el volumen del reactor (Schmidt y Ahring, 1996; Tay

etal., 2001).

En 1976 se observd por primera vez la formacion de granulos en una planta
piloto de una fabrica de azicar en Breda, Holanda (Lettinga et al., 1977). Desde
entonces se ha visto como el aumento en la concentraciéon de biomasa a través de la
formacién de granulos mejora el rendimiento del proceso y al mismo tiempo, se ha

intentado explicar que fendmenos estan involucrados en la granulacion.

La formacion de granulos esta influenciada por diferentes factores fisicos,
quimicos y bioldgicos que no pueden considerarse de forma individual ya que todos
intervienen en el proceso. Para entender mejor el mecanismo y como se lleva a cabo la
agregacion de microorganismos hasta la formacion de granulos se han desarrollado
diversos modelos que han intentado explicar este fendmeno (Hulshoff et al., 2004; Liu
et al, 2003). Para facilitar la explicacion de este proceso, se ha agrupado en cuatro

pasos:

En el primer paso se lleva a cabo un movimiento fisico que permite el contacto
entre células formando un ntcleo. En este proceso estan involucrados fenémenos
fisicos como son las fuerzas hidrodindmicas, de difusién, gravitatorias, entre otras. El
segundo paso se da al juntarse dos células, los grupos funcionales en su superficie
interactian mediante fuerzas de atraccion (fuerzas de van der Waals, dipolo dipolo,

hidrofobicidad, etc.), que mantienen la estabilidad y unién (Hulshoff et al., 2004).

20



1.5.1. Papel de los polimeros extracelulares.

En la tercera etapa se producen polimeros extracelulares que actiian como
pegamento natural y permiten se mantenga la unién entre los microorganismos.
Ademas, se desarrolla una estructura organizada de las células que facilita la
interaccion debido a un cambio metabdlico e induccion de genes (Hulshoff et al,

2004).

Los polimeros extra celulares (PEC) tienen un papel importante en el
mantenimiento de la estructura y funcién de los fléculos (D’Abzac et al., 2010). Los
PEC tienen influencia sobre las propiedades fisicoquimicas de los agregados
microbianos incluyendo estructura, carga superficial, floculacién, propiedades de
adsorcion, etc. y aceleran la formacién de agregados microbianos al mantener a las

células unidas (Liu et al.,, 2004).

Los polimeros extracelulares han sido detectados en granulos aerobios y
anaerobios formando una matriz tridimensional en donde bacterias u otras particulas
estdn embebidas (Fang, 2000). Estos polimeros son producidos por los
microorganismos durante el crecimiento y contienen diferentes proporciones de
proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos, substancias tipo humicas, lipidos y

heteropolimeros como glicoproteinas (Frolund, 1996).

En el caso de los polisacaridos, estos son los Unicos componentes sintetizados
extracelularmente mientras que los demas compuestos son liberados ya sea por

excrecion o por rompimiento celular (Mahmoud et al., 2003).

De manera general los factores ambientales que tienen influencia sobre la
produccion y composicién de los polimeros extracelulares se pueden clasificar en dos
grupos, en el primero intervienen cambios en las condiciones ambientales que
ocasionan, a su vez, cambios en la comunidad microbiana; y en segundo lugar, las
caracteristicas de la comunidad microbiana y su respuesta a los cambios ambientales

(Liu et al., 2004).
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Una vez que se tienen agregados celulares estables se entra a una cuarta fase,
donde se forma una estructura en tres dimensiones la cual esta sujeta a fuerzas de
corte hidrodinamicas, a la interaccién entre granulos y a la velocidad de carga del

substrato.

Los estudios sobre la granulacién se han llevado a cabo principalmente en
reactores UASB con consorcios metanogénicos, en los cuales, estan involucradas
Arqueas filamentosas que propician el crecimiento y la estabilidad de los granulos
(Morgan et al., 1991). Sin embargo, se han realizado pocos estudios en la formacién de
granulos productores de hidrogeno en donde a diferencia de los granulos
metanogénicos no hay presencia de arqueobacterias filamentosas. A pesar de tener
un alto potencial para su aplicaciéon en la industria, los granulos presentan la
desventaja de que su formacion puede tardar meses y mientras estos se forman no
son efectivos para la remocion de contaminantes o en este caso, para la producciéon de

hidrégeno (Liu et al., 2004).

Debido a esta circunstancia se han realizado estudios para acelerar la
granulacién. Liang et al,, (2010) utilizaron un reactor AnSBR (Anaerobic Sequencing
Batch Reactor, por sus siglas en Inglés) para el desarrollo de granulos productores de
hidrégeno, encontrando un desarrollo granular en un tiempo de diez dias al utilizar un
pretratamiento acido durante 24 horas antes de la puesta en marcha del reactor. Los
granulos fueron estables durante todo el desarrollo experimental que tuvo una
duracién de 60 dias y alcanzé un rendimiento de hidréogeno promedio de 1.36 mol de

Hz/mol Glucosa.

1.5.2. Induccién de la formacion de agregados microbianos

Como se menciond anteriormente los granulos se han utilizado extensamente
en reactores UASB (Mahmoud et al., 2003). Los reactores completamente agitados
continuos con biomasa suspendida como los CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor,
por sus siglas en Inglés), son también ampliamente utilizados para la produccion de
hidrégeno (Kataoka et al., 1997). Este tipo de sistemas permiten una alta eficiencia en

la transferencia de masa debido a un buen mezclado, sin embargo, presenta como
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limitante bajas concentraciones y pobre retencién de biomasa cuando se manejan

bajos tiempos de retencion hidraulicos (Lee et al., 2006).

En los ultimos afios se ha visto la formaciéon de granulos en reactores CSTR y
AnSBR mediante el pretratamiento a pH acido del inéculo (Zhang et al., 2006; Liang et
al, 2010), y se ha buscado optimizar el tiempo de formacién asi como analizar las
caracteristicas de este tipo de granulos (Zhang et al., 2008a; Fang et al., 2002). Zhang
et al, (2006), realizaron la induccién de la granulacién de un lodo productor de
hidrégeno mediante su incubaciéon a pH 2 durante 24 horas, observando que la
agregacion microbiana posterior a la incubacién acida y el desarrollo de granulos se

llev6 a cabo a las 114 horas utilizando un CSTR.

En otro estudio realizado también por Zhang et al., (2008b), compararon el
aumento en la concentracién de biomasa mediante la induccién en la formacién de
granulos y biopeliculas en reactores CSTR y AFBR (Anaerobic Fluidized Bed Reactor,
por sus siglas en Inglés). En este estudio el mayor rendimiento se obtuvo con la
formacién de granulos en el reactor AFBR, encontrando que los granulos comenzaron
a perder compactacion cuando la agitaciéon supero6 las 280 rpm en el reactor CSTR, lo

que provoco un lavado de la biomasa.

Procesos en donde se utilizan materiales de soporte, como el citado
anteriormente, permiten el mantenimiento de altas concentraciones de biomasa en el
reactor, sin embargo, estos materiales ocupan un espacio considerable en el tanque, lo
cual reduce el volumen efectivo. Ademas, estos materiales necesitan ser reemplazados
periddicamente debido al desgaste, lo cual provoca que el costo del material pueda
llegar a ser un aspecto muy importante al momento de elegir este tipo de procesos

(Zhang et al., 2008b).

Un aspecto poco estudiado en la formacion de granulos es el uso de agentes
quimicos (naturales o sintéticos), que propicien y aceleren la agrupacion de bacterias.
En algunos trabajos publicados se ha recurrido al uso de carbdn activado (Lee et al.,
2004), o un polimero sintético (Wang et al, 2004), logrando mejorar las
caracteristicas de los granulos, disminuyendo el tiempo de arranque y el incremento

en la capacidad de remocién. La mayor parte de los estudios que han utilizado algtin

23



tipo de polimero para la inducciéon de la granulacion, han sido desarrollados en
reactores UASB con cultivos metanogénicos, siendo la poliacrilamida el coagulante
mas utilizado (ElI-Mamouni et al.,, 1998; Uyanik et al., 2002; Jeong et al., 2005; Bhunia y
Ghangrekar, 2008).

1.6. EL QUITOSANO

En este trabajo se propuso utilizar el quitosano como un polimero natural que
ayudara en la formacién de agregados celulares. A continuacién se detallan las
caracteristicas quimicas que hacen del quitosano un compuesto de interés en el

campo de la produccion de hidrégeno mediante la fermentacion oscura.

1.6.1. Propiedades quimicas del quitosano

El quitosano es un polimero formado por unidades de N-acetil glucosamina y
glucosamina unidas por enlaces glicosidicos £3(1-4). Es insoluble en solventes
organicos y en soluciones alcalinas. Sin embargo es soluble en soluciones diluidas de
acidos organicos e inorganicos como el clorhidrico, nitrico, percldrico y acético. Al
solubilizarse en acidos débiles se forman sales solubles en agua, que pueden

aprovecharse para propoésitos industriales o farmacéuticos (Peniche, 2006).

Figura 1.1. Extremo no reductor de una molécula de quitosano, formada
exclusivamente por unidades de glucosamina eslabonadas por enlaces glicosidicos 3
(1-4).
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A pH acido el quitosano actia como un polielectrolito, con una alta densidad de
cargas positivas, debido a la protonacién del grupo amino de cada unidad de
glucosamina, consecuentemente tiene la capacidad de interaccionar con moléculas de
carga contraria, como pueden ser péptidos, aniones y acidos nucleicos. También
puede adherirse a polimeros o estructuras naturales como el cabello, la lana,
mucopolisacaridos, proteinas y células (Peniche, 2006). Debido a estas propiedades el
quitosano puede interactuar también con las células bacterianas presentes en
sistemas de tratamiento de agua, neutralizando las cargas negativas de la membrana;
desestabilizandolas. Este fen6meno fisicoquimico es crucial para que las células
puedan acercarse lo suficiente para crear una interaccion entre dos o mas células

logrando la formacién de fléculos y granulos.

El quitosano es capaz de interactuar con metales de transicion por quelacion,
intercambio i6nico o enlaces covalentes coordinados, produciendo varios compuestos
coloridos. Ademas puede formar complejos con iones metalicos, por lo que puede

utilizarse en el tratamiento de efluentes industriales.

En algunos trabajos como los desarrollados por El-mamouni et al., (1998) y por
Cheng et al.,, (2005) quienes utilizan el quitosano como un polimero capaz de remover
la materia organica del agua con la intencién de ser aplicado como coagulante en las
plantas de  tratamiento de agua utilizando consorcios metanogénicos. La

concentraciones utilizadas fueron de 25 mg/gSV y 150 mg/L respectivamente.
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1.7. JUSTIFICACION

El hidréogeno puede obtenerse mediante procesos biologicos como la
fermentacién oscura para ser utilizado como combustible a partir de residuos
agricolas o del tratamiento de aguas residuales. Los microorganismos que llevan a
cabo este proceso son capaces de formar consorcios, el estudio de la formacion de
estas relaciones para microorganismos productores de hidrégeno en reactores
completamente agitados es limitado, ademas, el uso de sustancias que aceleren su
formacién no ha sido suficientemente explorado. En este sentido, el uso quitosano

puede acelerar la formacién de granulos productores de hidrégeno.

1.8. HIPOTESIS

El quitosano es un polimero organico que posee cargas positivas, lo cual al
estar en contacto con células, puede generar una disminuciéon en las fuerzas
electroestaticas que impiden el acercamiento entre éstas, propiciando la aglomeracion
y con ello aumentar la velocidad de formacion de granulos. Si se agrega un agente
coagulante como el quitosano, entonces, se acelerara la formacion de granulos lo que

incrementara la produccion de hidrogeno.
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1.9. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del quitosano sobre la formacién de granulos productores de

hidrégeno en un sistema continuo completamente agitado.

1.9.1. OBJETIVOS PARTICULARES

* Evaluar el efecto del quitosano sobre la de formacion de granulos.

* Llevar a cabo un estudio de la composicién de los polimeros extracelulares

involucrados en la agregacion bacteriana.

* Realizar la caracterizacién de los granulos formados y establecer la produccién

maxima de hidrégeno.
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Capitulo 11

2. Metodologia

2.1. PRODUCCION DE HIDROGENO EN UN CULTIVO EN LOTE
2.1.1. Inéculo.

El indculo utilizado para la prueba de actividad en lote y la prueba de jarras, se
obtuvo a partir del efluente de un reactor CSTR productor de hidrégeno, alimentado
con hidrolizado acido de paja de avena, el cual se centrifugé a 10000 rpm durante 12
min. Para tener un estimado de la cantidad de biomasa presente en el lodo
concentrado, se realizo la determinacion de sélidos volatiles (SV). Posteriormente, la
biomasa se guardé en refrigeraciéon a 4°C hasta su uso. La concentracion final de
sélidos volatiles en los experimentos en lote y prueba de jarras fue de 4.5 g SV/Ly 2.5

g SV/L respectivamente.
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2.1.2. Medio de cultivo.

El sustrato utilizado en la evaluaciéon de la actividad de produccién de
hidrégeno en lote y el desarrollo del cultivo en un reactor CSTR fue glucosa a una
concentracion de 20 g/L suplementado con medio sintético, el cual contenia los
minerales descritos en la Tabla 2.1. Ademas, se agregaron 200 mg/L de extracto de

levadura.

Tabla 2.1. Concentracidn de las diferentes sales utilizadas para preparar el medio mineral
adicionado a los diferente cultivos.

Compuesto Concentracion (mg/L)
NH,CI 2000
K2HPO,4 500
MgCls H20 100
(FeS04)2(NH4)2 6H20 17.6
ZnCl, 1
MnCl 4H,0 17.56
CuS04 H20 5
CoS04 H,0 2.16
M02024(NH4)6 4H,0 9.12
NiCl; 6H20 0.08
Na»SeO4 0.011
BO;H3 0.1

2.1.3. Cultivo en lote.

En este experimento se evalu6 la produccién de hidréogeno por un consorcio
microbiano que fue obtenido a partir del reactor en continuo descrito anteriormente,
utilizando como sustrato glucosa a una concentracion de 25 g DQO/L. El experimento
se realizé en frascos serolégicos con un volumen de 120 ml, dejando 40 ml de espacio
de cabeza y manteniendo una temperatura de 37 * 2 °C. El pH inicial se ajusté a 7.5
con NaOH 1 M. El gas producido se determiné mediante el empleo de un equipo cuyo
mecanismo consistia en el desplazamiento de agua por el gas producido y la medicion
de éste con una escala graduada. Cada experimento se realizé por duplicado

manteniendo las botellas en agitaciéon a 110 rpm.
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2.2. CONCENTRACION OPTIMA DE QUITOSANO MEDIANTE LA PRUEBA
DE JARRAS

2.2.1. Agente coagulante.

Se utilizé quitosano ya que es un polimero natural cuyo punto de carga cero,
segun lo reportado por Cakara et al, 2009, se encuentra a un pH entre 8 y 9 por lo que
al pH del cultivo (5.5) mantendra cargas positivas necesarias para desestabilizar a las
células y permitir su interaccién. Se prepardé una soluciéon de quitosano a una
concentracion de 20 g/L en acido acético al 2%, a partir de la cual se tomaron

alicuotas para su uso en la prueba de jarras.
2.2.2. Prueba de jarras.

Para elegir la concentracion a la cual se forma la mayor cantidad de floculos
con la menor concentracion de quitosano utilizado, se realiz6 una prueba de jarras
(PB-700, Phipps and Birds Jar Test). Como in6culo se utiliz6 la biomasa refrigerada
mencionada en la seccién 2.1.1. La concentracion inicial de sélidos volatiles a la cual se
hicieron las pruebas fue de 2.5 g SV/L y la concentracion final de quitosano en las
pruebas fue de 5, 10, 25, 50, 100 y 150 mg de quitosano/L/g SV de acuerdo con lo

reportado por El-mamouni et al.,(1998) como concentracidn base.

La suspension de biomasa se ajusté a un pH de 5.5 con acido clorhidrico 0.1 My
posteriormente se colocaron 1.3 L de esta suspension en diferentes jarras de plastico
las cuales tenian un volumen de 2 L y contaban con una propela que permitia la
agitacion de la suspensién. Para cada uno de los experimentos la agitacién se mantuvo
a 180 rpm antes de agregar quitosano y hasta un minuto después, para
posteriormente, reducir la agitacion a 30 rpm durante dos minutos para facilitar el

proceso de floculacion.

Posteriormente, la agitacion se detuvo manteniendo asi el proceso de
floculacion durante 30 minutos en los cuales se tomaron muestras a diferentes
tiempos para evaluar la turbidez y los sdlidos sedimentables (SS). Una vez detenida la

agitacion las soluciones se dejaron en reposo durante cierto tiempo para evaluar la
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turbidez, el cual es un parametro que permite evaluar la disminucién de biomasa y la
materia organica en suspension registrando de forma indirecta la formacién de
fléculos . Para este fin se tomaron muestras a 1, 10, 20 y 30 minutos de reposo

evaluando

2.3. PRODUCCION DE AGREGADOS MICROBIANOS EN UN REACTOR
CSTR

2.3.1. Arranque y operacion del reactor

Para cada uno de los experimentos descritos en este apartado se trabajé con un
reactor completamente agitado, equipado con el sistema de control ADI 1030
(Applikon Biotechnology, Schiedam, Holanda). El volumen total del reactor fue de 1.3
L, teniendo un volumen de trabajo de 0.9 L. Como in6culo se utiliz6é lodo granular
obtenido a partir de un reactor UASB que trata efluentes de una fabrica de confiteria
en San Luis Potosi, SLP., y que contenia alrededor de 8 g SSV/L. El reactor fue
inoculado con 4.5 g SSV/L, el cual previamente habia sido sometido a un tratamiento
térmico (1 h a temperatura de ebullicién), para la inactivacién de los microorganismos
metanégenos. El pH inicial fue de 7.5 y durante el cultivo en lote y continuo se
controlé a 5.5 mediante la adiciéon de una soluciéon de NaOH 2 M. Como fuente de
carbono y energia se utilizé glucosa a una concentracién de 20 g/L, 200 mg/L de
extracto de levadura y 100 ml del medio mineral previamente descrito, por cada litro
utilizado; el volumen final fue ajustado con agua destilada. La temperatura de trabajo
para todos los experimentos fue de 37°C manteniendo una velocidad de agitacién de
250 rpm mediante el empleo de unas turbinas tipo Rushton antes de agregar
quitosano. La velocidad de agitacién se modific6 después de agregar el quitosano

posterior al uso de quitosano de acuerdo a lo descrito en la Tabla 2.2.

El tiempo de arranque y operacion en lote fue en promedio de 18 h, tiempo al
que se comenzd a alimentar el reactor para iniciar el sistema en continuo,
manteniendo para cada uno de los reactores un TRH de 8 h y una carga organica de 60

g/L/d. La producciéon de gas se midi6 mediante el uso de un aparato de
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desplazamiento de agua acidificada (pH 2). Cada uno de los reactores se mantuvo en
alimentacién constante durante minimo 5 TRH y una vez que la velocidad de
produccion de gas se mantuvo relativamente estable, se procedié a agregar quitosano

para evaluar la formacién de granulos.
2.3.2. Pruebas de granulacion en continuo

Estas pruebas se realizaron con el objetivo de inducir la granulacién de
biomasa en un reactor CSTR utilizando quitosano como coagulante. Se realizaron
cuatro experimentos con las siguientes caracteristicas en la operacion: temperatura
37 oC, pH 5.5, 250 rpm, TRH 8 h y una carga organica de 60 g/L/d. Para el
experimento I se utilizé lodo granular disgregado mientras que para los experimentos
I, I y IV, el lodo no fue disgregado haciendo pasar repetidamente los granulos por el
orifico de una jeringa de 10 mL. Las caracteristicas del in6culo, duracion total de cada
uno de los experimentos, asi como el régimen de la agitacion se describen en la Tabla

2.2,
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Tabla 2.2. Condiciones para cada uno de los experimentos realizados para la formacién de agregados microbianos mediante el uso de
quitosano en un reactor completamente agitado.

Duracion Tiempo al que Agitacion (rpm)*
Experimento Lodo TOta.ll del se agrego Rapida Lenta Paro L
granular experimento . (durante 1 (durante 5 : Mantenimiento
(h) quitosano (h) min) min) (min)

I Disgregado 1050 910 250 30 NA** 80

11 Sin Disgregar 135 70 250 40 NA 120

111 Sin Disgregar 233 80 250 40 20 80

IV Sin Disgregar 307 80 250 40 30 120

*Las etapas de agitacion rapida, lenta, paro y mantenimiento son secuenciales e iniciaron justo en el momento que se agregé el quitosano al
reactor.
**NA: No aplica para estos experimentos.
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A cada uno de los experimentos en continuo se les agregd quitosano a la
concentracion determinada en la prueba de jarras. Posteriormente se controlé la
agitacion durante un minuto a 250 rpm (agitacidn rapida), para propiciar la mezcla
del coagulante en cada uno de los experimentos y, después de este tiempo; la agitacion
se redujo durante 5 minutos (agitacidn lenta). La reduccion de la velocidad fue para
facilitar la agregacion y formacion de floéculos. Para los experimentos Il y IV después
del periodo de agitacién lenta, ésta se detuvo (paro), para fomentar el crecimiento de
los floculos. Finalmente, la agitacion fue reiniciada (mantenimiento) a las velocidades

de agitacion indicadas en la Tabla 2.2.

Para estos experimentos se realizaron diversas determinaciones como fueron:
tamafio de particula (granulometria), indice volumétrico de solidos, velocidad
volumétrica de produccion de hidrogeno (VVPH), observacién microscépica de los
agregados, acidos grasos volatiles, producciéon y caracterizacion de polimeros
extracelulares (proteinas, carbohidratos y acido uroénico). La produccion de gas
durante el tratamiento fue medido utilizando un sistema de desplazamiento de liquido

llenado con agua a pH 2.
2.3.3. Determinacion del tamafio de particula

Para evaluar el tamafio de los agregados formados se tomaron 15 mL de
muestra directamente del reactor con una manguera adaptada a una jeringa. La
muestra se tomo utilizando solamente la parte de la manguera de tal forma que los
agregados formados no sufrieran un dafio al pasar por el orificio de la jeringa.
Posteriormente cada muestra se colocé en una caja Petri. La muestra ya lista fue
colocada para su observaciéon en un microscopio estereoscopico con un aumento de
1.25x para todas las muestras. Se tomaron fotografias de diferentes campos de la
placa controlando que la iluminacién fuera preferentemente horizontal para crear un

contraste entre las particulas suspendidas y el fondo de la placa.

Posteriormente las imagenes se analizaron mediante el software Image] y, para
ello, cada una de las fotografias obtenidas fue transformada a 8 bits de color y se les
aplico un filtro Gausian Blur (1 - 2 puntos), con lo cual se disminuy¢ la interferencia

causada por el propio sensor de la cAmara. Para evaluar el tamafio de las particulas en
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la fotografia se ajust6 el umbral (Treshold), para permitir que el software identificara
el area de las particulas. Antes de comenzar el andlisis, el software fue calibrado
utilizando una escala digitalizada con intervalos conocidos, obteniendo asi el nimero

de pixeles entre las dos marcas correspondientes.
2.3.4. Observaciones Microscépicas

Ademas, se realizé la observacion de la estructura y composicién de los
granulos mediante microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en Inglés).
Las muestras fueron preparadas de acuerdo al método de Zhang et al. (2008). Con esta
técnica se logr6 analizar el tamafio y la morfologia superficial de los floculos

formados.
2.3.5. Extraccion de Polimeros Extracelulares.

La cuantificacion de la cantidad de polimeros extracelulares producidos por los
microorganismos se llevo a cabo utilizando el método de formaldehido-NaOH (1N, a 4
°C por 3 h) reportado por Liu y Fang (2002). Los polimeros extracelulares se
extrajeron a partir de 10 mL de lodo centrifugado a 10000 rpm para separar a las
células del sobrenadante, se colectaron ambos residuos para determinar polimeros
anclados y disueltos. Después de centrifugar se colectaron los granulos
resuspendiéndolos con 10 mL de agua destilada y agregando 0.06 mL de formaldehido
(36.5%), manteniendo esta suspension a 4 °C en reposo por 1 hora. Posteriormente,
se agregaron 4 mL de NaOH 1N manteniendo la suspensiéon de granulos a 4 °C por 3
horas sin agitacién. Al termino de este periodo se realizé una centrifugacién a 13000
rpm por 20 min y el sobrenadante se filtré con una membrana de 0.2 pm para evitar la
presencia de células. El liquido filtrado se purific6 con una membrana de dialisis de
3500 Daltones a 4 °C durante 24 h para remover los residuos de los quimicos

utilizados en la extraccion, finalmente se liofiliz6 a -50 °C por 48 h.
2.3.5.1. Analisis quimico de los Polimeros extracelulares.

La cantidad total de polimeros extraidos fue determinada mediante el peso de
los sélidos después de ser liofilizado. El contenido de carbohidratos fue determinado

mediante el método de carbohidratos totales propuesto por Dubois (1968), utilizando
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glucosa como estandar. Las proteinas se determinaron por el método de Lowry
modificado por Frolund et al.,, (1995); también se determiné el contenido de acido
urénico, esté ultimo mediante el método del acido m-hidroxidifenil sulfarico
modificado por Kintner y van Buren (1982), utilizando acido glucurénico como

estandar.
2.4. DETERMINACIONES ANALITICAS

El hidrégeno y CO: fueron analizados mediante cromatografia de gases
empleando una jeringa Pressure-Lok (Valco Instruments, Houston, USA) de 1 mL
comparando con un gas estandar de alta pureza (0.5 mL). El cromatdgrafo de gases
(GC 6890N, Agilent Technology, Waldbronn, Germany), estaba equipado con un
detector de conductividad térmica. Las temperaturas del puerto de inyeccién, horno y
el detector fueron de 250, 60 y 250 °C, respectivamente. El gas acarreador fue

nitrégeno con una velocidad de flujo de 12 mL/min.

Determinacion de turbidez y sé6lidos sedimentables. La turbidez se determind
mediante un turbidimetro (2100N Hach Turbidimeter), en unidades de turbidez
nefelométricas (NTU, por sus siglas en ingles). Ademas, se realizé la determinacion de
solidos sedimentables mediante el empleo de conos Imhoff utilizando un volumen de
muestra de 1 L, correspondiente a la capacidad de cada cono en donde se agregaron
cada una de las suspensiones dejandolas sedimentar durante 1 hora de acuerdo con

los métodos estandar (APHA, 1998).

Determinacion de Solidos Volatiles. para lo cual se pesaron 5 g de muestra en
capsulas de porcelana previamente puestas a peso constante en una mufla a 550°C. Se
realizé la evaluacién de soélidos volatiles a dos muestras, cada una por triplicado de

acuerdo a los métodos estandar (APHA, 1998)

Analisis de acidos grasos volatiles (AGV). La determinacién de AGV se realiz6
utilizando un sistema de electroforesis capilar (Agilent 1600A, Waldbronn, Germany).
Los acidos grasos volatiles se determinaron de multiples muestras del seno del liquido

de acuerdo al procedimiento reportado por Davila-Vazquez et al.,(2008). Para
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disminuir la actividad microbiana de las muestras se adicionaron 300 pL de HgCl> (16

g/L) y se guardaron a -20 °C hasta su analisis

Determinacion de DQO. Las determinaciones de demanda quimica de oxigeno
(DQO) fue determinada mediante el procedimiento descrito en los métodos estandar
(APHA, 1998).
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera parte del trabajo experimental se determiné la actividad de
produccién de hidrégeno de la biomasa que se obtuvo a partir de un reactor CSTR
alimentado con hidrolizados de paja de avena. Ademas, se realizd la determinacion de
solidos volatiles de esta biomasa con el fin de determinar con precision la
concentracion de biomasa que se tiene en un reactor en continuo. Posteriormente, se
preparo la solucidn de quitosano necesaria para realizar la floculacion en la prueba de
jarras, en donde se realizé la determinacion de turbidez, pH y sélidos sedimentables,
determinandose la concentracién 6ptima de quitosano para su posterior uso en el

estudio de la formacion de agregados microbianos.
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La segunda parte del trabajo experimental consisti6 en montar un reactor
completamente agitado con las condiciones necesarias para la producciéon de
hidrégeno usando un consorcio microbiano previamente tratado para eliminar la
presencia de arqueas productoras de metano. Una vez que se estableci6 el sistema se
procedié a inducir la formaciéon de agregados microbianos mediante el uso de
quitosano a las concentraciones previamente establecidas en la prueba de jarras. Con
estos datos se pudo realizar una evaluacion del posible uso del quitosano como un
polimero natural utilizado en el area de la floculacién para el tratamiento de aguas
residuales y su efecto en la produccién de agregados microbianos productores de

hidrégeno. A continuacion se presentan en detalle los resultados obtenidos.
3.1. PRODUCCION DE HIDROGENO EN UN CULTIVO EN LOTE

Para llevar a cabo la prueba de jarras se obtuvo biomasa a partir de un reactor
completamente agitado, evaluando primeramente la velocidad de produccién de
hidrégeno mediante el empleo de un cultivo en lote, lo que permitié conocer la
capacidad del consorcio microbiano para producir hidrégeno. Se usé glucosa como
fuente de carbono y energia y el experimento tuvo una duracién de 36 horas en las

que no se detecté la presencia de CHa.

Como se observa en la Figura 3.1 la fase de retardo dur6 16.23 horas después
de la cual comenzé la produccién de gas, alcanzando un volumen de 400 mL con un
contenido de 24.4% de hidrogeno, teniendo en promedio 97 mL. La velocidad de
producciéon maxima fue de 17.08 mL Hz/h, lo cual equivale a una actividad especifica
de produccién de hidrégeno de 14.37 mL Hz/g SV/d. En comparacién con trabajos
realizados por Davila-Vazquez (2008), al utilizar glucosa como sustrato, reporta para
concentraciones de 25 g DQO/L y un pH inicial de 7.5, un volumen de produccién de
hidrégeno alrededor de 173 ml, siendo en comparacidn con este trabajo el doble de la

produccion presentada en este estudio.
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Figura 3.1. Produccién acumulada de hidrégeno (M) y gas (O) durante 36 h de
incubacion a 37 °C con un pH inicial de 7.5, en un cultivo en lote que contenia glucosa
a una concentraciéon de 25 g DQO/L como principal fuente de carbono.

3.2. PRUEBA DE JARRAS

Con el objetivo de conocer la concentraciéon 6ptima de quitosano para
inducir la floculacién de la biomasa en suspensidn, se llev6 a cabo la prueba de jarras
utilizando 6 concentraciones de floculante de la siguiente manera: 5, 10, 25, 50, 100 y

150 mg de quitosano/L/g SV, mas un testigo al cual no se le adicioné quitosano.

Los resultados presentados en la Figura 3.2 muestran que el quitosano puede
ser utilizado de manera eficiente como un agente floculante a bajas concentraciones.
La suspension de biomasa que se utilizé mantuvo una turbidez inicial de 1665 NTU
que fue determinada antes de agregar el quitosano, siguiendo el mismo procedimiento

posteriormente para cada una de las muestras.

Como se observa en la Figura 3.2 la turbidez de la suspensiéon disminuye
inmediatamente después de haber agregado quitosano, siendo la concentracién de 10

mg quitosano/L/g SV la que logré reducir la turbidez de 1665 a 128 NTU un minuto
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después de detener la agitacion. De manera general, aquellas concentraciones por
debajo de 100 mg quitosano/L/g SV redujeron la turbidez hasta 20 NTU o menos en
un tiempo de 30 minutos después de haber sido detenida la agitacion, en donde la
concentracion de 10 mg quitosano/L/g SV redujo la turbidez de la suspensiéon a un

valor de 2.56 NTU.

El mecanismo de coagulacién puede ser explicado mediante el concepto de
neutralizacion de cargas en el cual, la presencia de cargas negativas en la superficie
bacteriana es neutralizada por aquellas cargas contrarias que posee el quitosano al ser
un polimero catiénico capaz de formar, ademads, puentes entre las diferentes
particulas al interaccionar los grupos funcionales expuestos; de esta manera, cuando
la cantidad apropiada de polimero es adsorbida, y las cargas son neutralizadas se lleva
a cabo la floculacién de las particulas. Por otro lado, se observa que para las
concentraciones de 100 y 150 mg quitosano/L/g SV se produce un fenémeno inverso
en el cual, la turbidez de la suspension aumenta a 1785 y 1685 respectivamente

después de 1 minuto de haber sido detenida la agitacion.

Lo anterior es debido a la presencia de una concentracién excesiva de polimero
provocando que las particulas sean estables de nuevo y con ello se presente un
aumento en la turbidez residual, fenémeno previamente descrito y conocido como
estabilizacion estérica (Gregory y Barany, 2011), el cual ha sido reportado
previamente por Black et al. (1966). Estos autores trabajaron con diferentes
polimeros estudiando la floculacién para su aplicacién en plantas de tratamiento de
aguas residuales, en donde se hizo evidente como las particulas en suspension pueden

volver a estabilizarse por un exceso de coagulante.
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Figura 3.2. Determinacion de la turbidez al minuto 1, 10, 20 y 30 a partir del
momento en que se detuvo la agitacion. La cantidad de quitosano adicionada fue: 5 (®
),10 (x),25( 4 ),50 (W),100 (@) y 150 (®) mg de quitosano/L/g SV.

3.2.1. Efectividad en la reduccion de la turbidez

Para evaluar la efectividad de la floculacidn se expresaron los resultados en
forma de porcentaje de reduccion de la turbidez, evaluando la turbidez final,
comparandola con el valor inicial de 1665 NTU de acuerdo con la jarra testigo. En la
Figura 3.3. se puede apreciar un ejemplo de la prueba de jarras realizada, donde se
comparan dos concentraciones de quitosano diferentes y la sedimentaciéon que

demuestra cual de las dos facilita la coagulacion de la materia organica presente.
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Figura 3.3. Fotografia donde se observa la diferencia en la sedimentacion y
disminucién de la turbidez en la prueba de jarras para la concentraciéon de 25 mg
quitosano/L/g SV (izquierda) y 150 mg quitosano/L/g SV (derecha).

Con estos resultados se infiere que la concentracién dptima de quitosano es de
10 mg/L/g SV ya que alcanz6 un 99.8 % de reduccién de la turbidez, tal como se
muestra en la Figura 3.4. Cercano a estos valores la concentracién de 5 y 25 mg
quitosano/L/g SV presentan porcentajes de 98.4 y 98.5 % respectivamente. Estos
datos son consistentes con lo reportado por El-mamouni et al, (1998), y por Chiy
Cheng (2006), quienes determinaron que la concentracion de quitosano 6ptima fue de
25 mg/g SVy 25 mg/L respectivamente, sin embargo, en este trabajo la concentracion

optima fue 2.5 veces menor en comparacién con los trabajos antes mencionados.
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Figura 3.4. Porcentaje de la reduccion de turbidez para cada una de las
concentraciones utilizadas al cabo de 30 min de reposo.

Cheng et al,, (2005) reportaron que la concentraciéon que produjo una mayor
floculacion fue de 120 mg quitosano/L a un pH de 4.5. Al realizar la comparacién con
este trabajo se observa que a las concentraciones de 100 y 150 mg quitosano/L/g SV,
a un pH de 5.7, provocé la saturacién de coagulante y con ello la ruptura de los
puentes entre las particulas y el cambio de su carga superficial, lo que aumento la

turbidez, debido posiblemente a la re-estabilizacion de las particulas.

En la Figura 3.5. se observa que el volumen de sdlidos sedimentables tiene un
maximo de 240 mL/L para la concentracion de 25 mg quitosano/L/g SV la cual se
encuentra en la parte media de las concentraciones evaluadas dibujando una forma
Gausiana en la grafica. Cuando se agregd una concentracién de 10 mg quitosano/L/g
SV se obtuvo un volumen de 180 mL/L. Se observa ademads, una disminuciéon en el
volumen conforme la concentraciéon superé los 50 mg quitosano/L/g SV siendo de

solo 14 mL/L para una concentracion de 150 mg quitosano/L/g SV.
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Figura 3.5. Volumen de sdélidos sedimentables en mL/L obtenidos a partir de la
adicion de quitosano en la prueba de jarras.

La relacion entre el volumen de los sé6lidos sedimentables y la remocion de la
turbidez nos ayuda a entender como es que se comportan las particulas y nos indica
cual de las concentraciones probadas es la mas adecuada para llevar a cabo la
floculacion de la biomasa. Para las concentraciones de 5 y 25 mg quitosano/L/g SV el
porcentaje de reduccion de turbidez fue de 98.47 y 98.56 % respectivamente, sin
embargo, el volumen para cada una de las concentraciones tuvo una diferencia de
62% lo que nos indica un cambio en las caracteristicas morfolégicas que afectan el

tamafio y la forma de los fléculos formados.

Cabe resaltar que a nivel nacional la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-127-
SSA1-1994, SALUD AMBIENTAL. AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANO establece
como limite permisible 5 NTU de turbidez residual, comparando los resultados
obtenidos en este trabajo con lo que describe la norma oficial se puede establecer al
quitosano como un polimero natural capaz de ser utilizado en el tratamiento de aguas
residuales que permite la floculaciéon de particulas obteniendo resultados que caen

dentro de los estandares oficiales.
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3.3. INDUCCION DE LA FORMACION DE AGREGADOS EN UN REACTOR
CSTR.

Una vez que se obtuvo la concentracién de quitosano que produjo la mayor
floculacion de los sélidos suspendidos mediante la aplicacion de la prueba de jarras, se
procedi6 a realizar la induccién de la granulacién en un reactor CSTR con un cultivo
acidogénico. A continuacion, se describirdn de forma general los resultados de dos
experimentos que serviran como ejemplo, y en los cuales ademas de medir la
produccion de hidrogeno, se determind la concentracion de los acidos grasos volatiles
producidos. Mas adelante en este capitulo se hard una comparaciéon entre la
concentracion de so6lidos volatiles y s6lidos sedimentables y como se relacionan con la
velocidad volumétrica de produccién de hidrégeno. Para finalizar, se muestra la
distribucién del tamano de particula y la observaciones realizadas a los agregados

formados mediante microscopia electrénica de barrido.

3.3.1. Evaluacién de la velocidad volumétrica de producciéon de hidrogeno

(VVPH) y AGV

En la Figura 3.6 se presentan los resultados obtenidos en los cuatro
experimentos efectuados; se muestran los valores de VVPH y AGV a partir del
momento en que se adiciond quitosano a los reactores. De manera general se observd
que la produccion de hidrégeno comenzé en promedio 12 horas después de arrancar
el reactor. El color del indculo utilizado fue inicialmente de color café oscuro, sin
embargo, la coloracion disminuyé gradualmente hasta convertirse en un color crema
claro después de que pasaron 8 TRH. Durante el arranque de los reactores y el inicio
del cultivo continuo la produccion de hidrégeno tuvo velocidades altas comparadas
con el estado estacionario. Para el caso especifico del experimento I, se alcanzé una
VVPH de 448 ml Hz/L/h (dato no mostrado) después de 23 horas de haber arrancado
el reactor. Este experimento tuvo una duracion total de 1050 horas, la primera parte
consistié en determinar la posible formacién de granulos de forma espontanea la cual,

después de 900 horas no fue observada.

La segunda parte del experimento I se puede observar en la Figura 3.6a y corresponde

con la induccién de la formacion de agregados mediante el empleo de quitosano, el
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cual, se agregd a un tiempo de 910 h. La VVPH promedio para este periodo fue de 100
mL Hz/L/h. En esta segunda parte la utilizacion de quitosano permitio la formacion de
fléculos en un tiempo muy corto, gracias a la determinacién de la concentracion
optima en la prueba de jarras. La agregaciéon de la biomasa, como se describira mas
adelante, no logré la maduraciéon y pocos fléculos crecieron y tuvieron la
compactacion suficiente para soportar el esfuerzo de corte provocado por la agitacion,
o simplemente las fuerzas electroestaticas que permitieron la acumulacién se
perdieron. Debido a esto, se observd que conforme avanzo el tiempo la biomasa se fue
disgregando, accion que fue mas clara al observar el color del seno del liquido, el cual,
comenz6 a cobrar un color lechoso similar a aquel que tenia antes de agregar

quitosano.
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Figura 3.6. Graficas donde se muestran la produccién de hidrégeno como VVPH (@) y
la concentracion de acidos acético (©), propidnico (@) y butirico (A) para los
diferentes reactores a partir de la agregaciéon de quitosano para la formaciéon de
granulos. De arriba hacia abajo: a) experimento I, b) experimento II, c) experimento III
y d) experimento IV. La linea punteada indica el momento en que se agregé quitosano.
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A partir del experimento I se identific6 que el crecimiento de los agregados
formados no llegaba a una maduracién completa, por el contrario, estos se
disgregaron y se perdid la mayor parte de los floculos formados después de 72 horas

de haber agregado quitosano.

Por ello, se formulé el experimento II, inoculado con lodo sin disgregar para
observar si la presencia de agregados previamente formados, facilitaba la creacién de
nuevos fléculos o aceleraba su maduraciéon como fue reportado por Vivanco et al. (de
acuerdo a lo reportado por Sheng et al.,, 2010), ademas, las condiciones de agitacion
fueron modificadas de 80 a 120 rpm para el mantenimiento del reactor. La finalidad
de aumentar la velocidad de agitaciéon durante el periodo de mantenimiento fue
generar condiciones hidrodinamicas que promovieran la maduracién de los fléculos
formados. La fuerza hidrodindmica, de acuerdo con Adav et al. (2007; de Acuerdo a lo
reportado por Sheng et al.,, 2010), puede propiciar la producciéon y composicidn de los
polimeros extracelulares con lo cual se podria promover la maduracién de los

granulos.

El aumento en la agitacion del reactor y el uso de lodo sin disgregar para
fomentar la maduraciéon de los fléculos y la consecuente granulacién, no fue
satisfactoria para los objetivos de este estudio por lo que a las condiciones de
operacidn para los experimentos III y IV se adicion6 un periodo de paro después de
agregar quitosano en donde la agitaciéon fue detenida, fomentando la formacién de

fléculos de gran tamafio.

De manera general la VVPH en el experimento Il alcanzé un promedio de 80 mL
H2/L/h con una duracién total de 135 horas. Para el caso de los experimentos Il y IV
los resultados se muestran muy similares a los primeros dos experimentos, en donde
se logr6 la formacion de floculos en un tiempo muy corto después de agregar el
coagulante y su posterior disgregacion en un tiempo promedio de 72 horas a pesar de
haber realizado la modificaciéon de la agitacién como un factor que posibilitara la

maduracion de los fléculos a granulos.
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La produccién de hidréogeno promedio en estado estable para los experimentos 111 y IV
fue de 95 y 123 mL Hz/L/h respectivamente, lo cual muestra que los resultados de los
diferentes experimentos montados son similares entre si. La relacién de la produccion
de hidrégeno en estado estable entre este trabajo y otros publicados se puede
observar en la siguiente tabla:

Tabla 3.1. Caracteristicas de la produccién de hidrégeno de diferentes trabajos
reportados.

Carga organica

Sustrato (g/L/d) VVPH (L/L/d) Referencia
Glucosa 60 2.95 Este Trabajo
Sacarosa 48.6 13 Fangetal, 2002
glucosa 28 1.2 Nakamura et al., 1993
glucosa 480 76.8 Zhang et al., 2006
Glucosa 480 78.2 Show et al., 2007
Glucosa NA 5.5 Liangetal, 2010
Sacarosa 960 7.3 Lee etal, 2004

NA. No aplica para el sistema utilizado.

De manera general la velocidad volumétrica de produccién de hidrégeno
alcanzada en este trabajo en comparaciéon con aquellos revisados es baja, lo cual tiene
relacién con las bajas velocidades de carga organica que se trabajaron ya que para
aquellos trabajos donde se logran VVPH alrededor de 80 L/L/d se utilizaron cargas 8
veces mayores. Otro caso es de Lee et al.,, (2004), en donde utilizan una carga organica

de 960 g/L d y alcanzan una VVPH de 7.3 L /L d.

En la Figura 3.6 se presentan los perfiles de producciéon de AGV, siendo el
propidnico el que se produjo en mayores concentraciones, alcanzando picos de hasta
17500 mg/L y un promedio de 4539 mg/L durante el tiempo de operacion de los
diferentes experimentos. El butirico fue el segundo metabolito en concentracién con
picos de hasta 12360 mg/L, mientras que el acético fue el que mantuvo las

concentraciones mas bajas con un promedio de 1026 mg/L.

De manera general, se observé que la producciéon de AGV en los cuatro
experimentos tuvo una produccién de acido propidnico menor durante los primeros
10 TRH, siendo el acido butirico el que present6 la mayor concentracién de los tres

AGV determinados. Posteriormente, la concentraciéon de acido propiénico comenzé a
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aumentar en el seno del liquido hasta ser el principal producto del metabolismo

microbiano detectado.

La baja produccion de hidrégeno en este tipo de fermentaciones se ha
relacionado con la elevada concentracion de acido propidnico en el reactor, fungiendo
como un indicador de la eficiencia del proceso. Uno de los factores que propician la
acumulacién de acido propionico en condiciones de anaerobiosis, donde el potencial
de oxido-reduccion (ORP) es menor a -150 mV, es el pH. Wang et al, (2006)
consideran que a pH 6 se favorece la fermentacion butirica, a pH 5.5 la fermentacion

propidnica y por debajo de 4.5 la produccion de etanol.

En el presente trabajo el pH se control6 a 5.5 debido a que en trabajos
anteriores (Davila-Vazquez et al, 2008), se obtuvo una mayor eficiencia en la
produccion de hidrégeno a estas condiciones, ademas, es un factor de selecciéon para
evitar la presencia de microorganismos consumidores de hidrogeno. En otros
estudios, se relaciona la producciéon de hidrégeno con el TRH como un factor que
propicia el mantenimiento de microorganismos que producen acido propiénico como
un producto principal. En trabajos como el publicado por Zhang et al., (2006b) se
analiza la produccién de acido propionico ligada al TRH y, de manera general, se llegd
a la conclusion de que a TRH bajos la concentracion de este producto disminuye. La
disminucién en la produccion de hidrégeno en el sistema esta ligada a la presencia de
acido propionico, ya que; para su generacién intervienen dos moles de hidrégeno de

acuerdo a la siguiente formula (Zhang et al., 2006b):
CsH1206 + 2H2 - 2CH3CH2COOH + 2H20 (7)

Aunado al TRH, otra de las razones que pueden sustentar el hecho de haber obtenido
una baja produccién de hidrégeno, se basa en el tipo de microorganismos que
conformaban el consorcio con el cual se trabajo, ya que esto también es clave para la
producciéon de hidrégeno. Ademas del pH y el tipo de consorcio utilizado, la presion
parcial de hidrégeno ha sido descrita como un factor importante que puede provocar
la inhibicién de la producciéon de hidrégeno a medida que su concentraciéon

incrementa en el sistema (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2008).
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Los estudios realizados por Harper y Pohland (1990) indican que una elevada
presion parcial de hidrégeno tiene como resultado la acumulacién de propiénico. Sin
embargo, Inanc et al. (1990) realizaron diversos experimentos inyectando hidrégeno
a diferentes concentraciones, encontrando que no hay inhibicién o estimulacién en la
acumulaciéon de este acido. Otros estudios sugieren también que la acumulacién es
independiente de la presion parcial de hidrégeno proponiendo que en condiciones de
elevada produccion de NADH, la célula lo compensa mediante la propionogénesis,
aumentando la produccién de NAD* y regulando el sistema (Harper y Pohland, 1990;

Qian y Min, (1986), de acuerdo a lo reportado por Wang et al., 2006).

Wang et al,, (2006) sugieren que es posible prevenir la acumulacién de acido
propionico durante la fermentaciéon para la produccion de hidrégeno, mediante el
mantenimiento de un ORP bajo (menor a -450 mV), debido a que éste acido es
producido por bacterias anaerobias facultativas. Otra alternativa para incrementar la
eficiencia de produccion de hidrégeno, es mediante el control del pH por debajo de 5.5

controlando la relacion de NADH/NAD+.

3.3.2. Evaluacién de la actividad de produccion de hidréogeno en presencia de

quitosano.

Para evaluar si el quitosano podria generar una disminucioén en la produccion
de hidrogeno, se realizaron pruebas de actividad en lote en las cuales se obtuvo
biomasa del experimento II antes y después de agregar quitosano, de acuerdo con la
metodologia descrita en el capitulo 2. En la Figura 3.7 se observa la produccion
acumulada de hidrégeno en la cual, al agregar quitosano la producciéon es mayor
alcanzando una producciéon acumulada de 637 mL de hidrégeno en 5 horas de
incubacion a 35 °C, mientras que el testigo sin quitosano se obtuvo una producciéon de
550 ml de hidrégeno en un lapso de tiempo similar y llegando a una produccién

promedio total de gas de 1080 mL.
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Figura 3.7. Produccién acumulada de hidrégeno en cultivo en lote antes (®) y después
(&) de haber agregado quitosano para formacién de granulos. La biomasa se obtuvo
del experimento II. El porcentaje de hidrégeno en el biogas se mantuvo entre 50 y
60%.
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De esta manera se pudo determinar que el quitosano no afect6 la produccion
de hidrégeno, por lo cual, se puede inferir que a la concentraciéon probada no tiene
efecto sobre la viabilidad y actividad de los microorganismos o que genere efectos

inhibitorios sobre su crecimiento.

3.3.3. Solidos Sedimentables y Sélidos Volatiles

Ademas de evaluar la producciéon de hidrogeno y acidos grasos volatiles se
realiz6 la determinacion de los s6lidos volatiles y sedimentables en el seno del liquido
y en el efluente respectivamente. Estas determinaciones nos permitieron comparar la
concentracion de microorganismos (so6lidos volatiles), con la presencia de fldculos, su

tamafio y la produccién de hidrégeno.

En la Figura 3.8 se presentan dos graficas donde se compara la producciéon de
hidrégeno y la concentracion de sdlidos volatiles y sedimentables para los
experimentos Il y IV. En el experimento II se observa que la concentracion de sélidos

sedimentables comenz6 a descender de 10 a 0.5 mL/L en un tiempo de 33 horas,
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posterior al cual se registra un aumento de 2.5 mL/L que se mantuvo 40 horas
después. La concentracion de sdélidos volatiles en este experimento presenté una
concentracion minima de 3.4 g SV/L, 68 horas después de iniciado el cultivo,
incrementandose gradualmente hasta alcanzar un maximo de 9.3 g SV/L al final del
experimento. Esto representa un aumento aproximado de 2.8 veces la concentracion
de soélidos antes de agregar quitosano, presentando una tendencia lineal ascendente,
la cual no afectd positivamente la producciéon de hidrégeno pues ésta se mantuvo

alrededor de 100 mL Hz/L/h.
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Figura 3.8. Perfil de la concentracion de sélidos volatiles (&) y s6lidos sedimentables
(O) en funcion del tiempo, para los experimentos: A) experimento II y B) experimento
IV. La linea punteada indica el momento en el que se agregdé quitosano, mientras la
linea continua indica la tendencia de la concentracién de los sélidos volatiles durante
el experimento.
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En el experimento IV (Figura 3.8b), antes de agregar quitosano las
concentraciones de solidos volatiles se mantuvieron en un promedio de 4 g SV/L,
llegando a tener una concentraciéon maxima de 9.6 g SV/L y un promedio de 8 g SV/L,
por lo que el incremento en los sélidos volatiles en ambos reactores fue similar. Este
incremento es importante y se puede relacionar con el efecto del quitosano al facilitar
la formacion de fléculos y con ello el mantenimiento de la biomasa y su incremento en
el sistema, lo cual es positivo. Con respecto a los soélidos sedimentables en el

experimento [V, éstos se mantuvieron en concentraciones en promedio de 1 mL/L.

Algo que se puede observar es el incremento en la concentracion de so6lidos
volatiles y la disminucién en los sélidos sedimentables a las 235 h y que puede ser
resultado de la reduccion del TRH, consecuencia de un problema de operacion ya que
se aumenté la velocidad de alimentacién y por lo tanto, aument6 también la carga
organica. Esta reduccion en el TRH permitié observar que la presencia de particulas
en suspension se incrementd, lo cual concuerda con el aumento de la concentracion de
sélidos volatiles en el reactor. La linea de tendencia del experimento II es ascendente,
mientras que para el caso del experimento IV se mantiene constante aunque, el
incremento en la concentracién después de haber agregado quitosano es evidente. Al
comparar estos resultados con los reportados por Davila-Vazquez (2008), en donde
obtuvo concentraciones similares de sélidos volatiles con una carga organica mucho

mayor.

En trabajos como el de Fang et al., (2006), la produccién de hidrégeno alcanzé
13 L/L d con una concentracion de 20 g/L SSV, lo cual es mas del doble de la
concentracion promedio registrada en el presente trabajo. En el estudio realizado por
Zhang et al., (2006), la concentracion de solidos volatiles alcanzada fue de 35 g/L lo
cual es casi 4 veces mayor y con ello se establece la diferencia en produccién de
hidrégeno entre ambos trabajos. Con estos datos se puede verificar que la
concentracion de microorganismos en el sistema es algo fundamental para poder
obtener una elevada velocidad de produccion de hidrégeno. Como parte del objetivo
de este trabajo, se buscd elevar la concentracién de soélidos volatiles mediante el

empleo de un coagulante, y como se observa en los resultados, se incremento
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alrededor de 3 veces la concentraciéon de sélidos utilizando quitosano, aunque la
producciéon de hidréogeno no haya aumentado por el metabolismo microbiano
dispuesto hacia la generacién de acido propidnico que, como ya se mencion6, utiliza

hidrégeno en el proceso y por ende, disminuye el hidrégeno captado.
3.3.4. Produccion de Polimeros extracelulares

Para evaluar el contenido de polimeros extracelulares se realiz6 la extraccion
utilizando formaldehido y NaOH de acuerdo con los métodos descritos en el capitulo
2. Los resultados de la concentracién de proteinas y carbohidratos para los
experimentos I y IV en el material extracelular, asi como la relaciéon de proteinas
entre carbohidratos (P/C), se muestran en la Figura 3.9. En la Figura 3.9a se observa
que la concentracién de PEC de carbohidratos y proteinas en el experimento II se

mantuvo alrededor de 150 mg/L antes de agregar quitosano.

En el caso del experimento IV, en la figura 3.9b, se observa que antes de
agregar quitosano las concentraciones de proteinas y carbohidratos estan alrededor
de 350 mg/L y 500 mg/L respectivamente. El contenido de los PEC es heterogéneo y
se atribuye a diversos factores como son el tipo de cultivo, la fase de crecimiento el

tipo de bioreactor y los procesos de extraccidn, entre otros (Nielsen y Jahn, 1999).
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Figura 3.9. Resultados de la concentraciéon de proteinas (Ondas), carbohidratos

(Puntos blancos fondo negro y punteada) y la relacién proteinas/carbohidratos (P/C),

(®). A) experimento Il y B) experimento IV. La linea negra indica el tiempo al cual se

agreg6 quitosano.

Resalta el hecho de que en el experimento II, 29 horas después de haber

agregado quitosano para propiciar la agregacion celular, es decir, a un tiempo de

operacion de 95 horas (Figura 3.9A), la concentracién de PEC aumenté un promedio

de 5 veces, alcanzando valores de 634 mg/L y 467 mg/L para carbohidratos y

proteinas respectivamente. En general se observé un aumento en la relaciéon P/C

después de agregar el quitosano, pasando de 0.28 una hora después de la adicion del
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polimero a 0.97 como valor maximo, 54 horas después (120 h de cultivo). Posterior a
este tiempo tanto la concentracion de PEC como la relaciéon P/C disminuyeron, sin
embargo los valores se mantuvieron por arriba de aquellos que se observaron antes

de agregar quitosano..

En el caso del experimento IV (Figura 3.9B), se agregd quitosano 80 horas
después del arranque del reactor. Se observo que la relacion P/C comenz6 a disminuir
hasta llegar a 0.47 sin que haya presentado un cambio importante las primeras horas
después de agregado el quitosano, teniendo una variaciéon en donde la concentracion
de proteinas incrementd, y se obtuvo una relacion P/C maxima posterior a la

agregacion de quitosano de 0.63.

De manera general se ha reportado que los principales componentes de los PEC
son polisacaridos, proteinas y ADN; éste ultimo puede servir como indicador del
proceso de extraccion de los PEC ya que su aumento puede significar el rompimiento
celular y por lo tanto, la liberacién de material celular que podria incrementar la
concentracion de proteinas y polisacaridos en el medio. Con la busqueda bibliografica
que se llevo a cabo se eligio el método reportado por Liu y Fang (2002), en donde se

agreg6 formaldehido y NaOH 1N a 4°C por 3 h.

La relacion de proteinas y carbohidratos (P/C) para ambos experimentos se
mantuvo entre 0.2 y 0.9, lo cual concuerda con los datos reportados en otros trabajos,
donde relaciones menores de uno se vinculan con la presencia de microorganismos
productores de hidrégeno utilizando diferentes tipos de bioreactores se ha
demostrado que la cantidad total de PEC producidos no es un factor decisivo en la
formacién y estabilidad, sin embargo, la relaciéon P/C tiene un papel crucial en las

caracteristicas de los granulos (Liu et al., 2004).

De acuerdo con Jung et al. (2011), estas caracteristicas sugieren que relaciones
de P/C menores a 1, en donde la concentracion de carbohidratos se incrementa,
responde a la remociéon de biomasa no activa mientras que el aumento en la
concentracion de proteinas esta relacionado con el tipo de consorcio presente en el

reactor, siendo para los consorcios productores de hidrégeno menor que para los
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consorcios metanogénicos por lo cual los resultados presentados en esta investigacion

nos indican la presencia de un consorcio productor de hidrégeno.

En trabajos como el de Liu y Tay (2002), se ha mencionado al esfuerzo de corte
como un factor importante asociado a la sobreproducciéon de PEC y principalmente a
la produccion de polisacaridos. Sin embargo, la magnitud exacta del esfuerzo de corte
y las condiciones hidrodinamicas que estimulan cambios metabdlicos para la
producciéon de PEC y especificamente de polisacaridos todavia no son claros de

acuerdo a lo descrito por los autores antes mencionados.

Para el caso de los acidos urénicos determinados como parte de los PEC éstos
aumentaron después de agregar el quitosano llegando a concentraciones de 2463
mg/L y disminuyendo después de 60 h de agregado el quitosano (Datos no mostrados.
En general para el experimento IV la concentracion de acido urénico se mantuvo
alrededor de 1900 mg/L. ).En este trabajo la concentracion de acido urénico fue
varias veces mayor que la de carbohidratos (dato no mostrado), en contraste, la
relacién entre carbohidratos y acido urénico reportada en la mayoria de los trabajos
es a la inversa, ya que el acido uronico se mantiene en concentraciones mucho
menores que las de los carbohidratos. Los acidos urdnicos por su conformacion
quimica tienen la capacidad de formar complejos con diferentes iones como Fe3*, Mg2*
y Ca?* facilitando el anclaje y, al mismo tiempo, controlando el mecanismo de la
degradacién de PEC al utilizar estos iones como agente oxidante, ademas, ayuda a la
unién entre moléculas poliméricas lo que resulta en una mayor cohesiéon en los
fléculos al formar parte de los mucopolisacaridos (Wingender et al., 1999; Pal y Paul,
2008). Con base en lo anterior, la alta produccién de acidos urénicos como parte de la
produccion de PEC en este consorcio podria ser utilizado para la remocion de cationes

en el agua.

3.3.5. Distribucién de tamafo de particula.
Para conocer de que manera como los agregados incrementaron o
disminuyeron en tamafo a lo largo de cada uno de los experimentos realizados, se

determino la distribucion del tamafio de particula mediante el uso de un microscopio
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estereoscopico, esto permitiéo obtener imagenes digitales de las diferentes muestras

evaluadas.

Durante el tratamiento de las muestras se cuidé disminuir el ruido en las

imagenes para evitar que fuera contado como parte de los agregados mediante el uso

de diferentes filtros. Los resultados de la distribucion se presentan en la Figura 3.10.

en donde se observa la relacion del niimero de particulas contadas, y el tamafio de las

particulas obtenidas de los experimentos II y IV (Figura 3.10a y 3.10b
respectivamente).
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Figura 3.10. Distribucién del tamafio de particula a partir de la aplicacion de
quitosano. La figura superior A) experimento II presenta los datos antes de agregar
quitosano (®), 1 hora (®) y 65 horas (A) después de agregar quitosano,
repectivamente. B) Experimento IV en donde se observa la distribucion 4 horas antes
de agregar quitosano (@), 8 horas (@) y 153 horas (&) después de agregar quitosano,
respectivamente.

De manera general para los diferentes experimentos realizados se encontrd
que 95% de los datos correspondieron a tamanos de particulas por debajo de 0.3 mm.
Para poder visualizarlos se gener6 una grafica logaritmica en la cual se pudo
comparar el tamafio de las particulas con los diferentes datos obtenidos para cada una
de las observaciones. Los resultados del experimento II, Figura 3.10A, muestran un
incremento en el numero de particulas registradas, después de haber agregado
quitosano a una concentraciéon de 10 mg/L/g SV, en el rango de 0.1 a 0.3 mm al
compararlo con la muestra que no contenia quitosano, en donde el nimero de
particulas registrado fue menor.

En la Figura 3.10B correspondiente al experimento IV, se presentan los
resultados de tres tiempos diferentes donde el primero corresponde al cultivo antes
de agregar quitosano, el segundo 8 h después de haber agregado el polimero y el
ultimo 153 h después. Se puede observar un comportamiento similar en la
distribucién del tamafio de particula en este experimento con respecto al del
experimento II. De forma general de puede observar que el nimero de observaciones
sin haber agregado quitosano tiene un mayor numero de registros para particulas
entre 0.1 y 0.3 mm de didmetro 4 horas antes de agregar el polimero.

Para cada uno de los experimentos se agregd quitosano y se mantuvo la
agitacion, después se disminuy6 a 40 rpm durante 2 minutos. Posterior a este
momento, se observo la floculacion de la biomasa en el reactor, lo cual incrementaba
al detener completamente la agitaciéon por unos minutos, tal como se explic6 en el
capitulo 2. Con este procedimiento el liquido en el reactor fue clarificado, lo cual
contrastd de forma notoria con el tratamiento sin quitosano que se mantuvo como
testigo en el experimento I y con todos los demdas experimentos antes de agregar
quitosano. Sin embargo, al cabo de 24 horas se observo el rompimiento de los fléculos

formados y el incremento de particulas de menor tamafio que las formadas después
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de haber agregado quitosano, lo cual, se puede explicar por la falta de cohesion en los
diferentes agregados que pudieron ser afectados por el esfuerzo de corte en el seno

del liquido.

Fue claro que al agregar quitosano se observé un incremento importante en el
tamafio de las particulas, principalmente para aquellas de tamafios entre 0.3 y 0.5 mm
de didmetro formando flo6culos irregulares debido a un efecto de coagulacion. Ademas,
conforme el tiempo avanzo, los floculos incrementaron en tamafio como resultado de
la colision entre particulas pequefias con aquellas de mayor tamafio.

Estos resultados se comparan con lo reportado por Spicer et al.,, (1996), en
donde describen que la estructura de los floculos y el incremento en su tamafio es
resultado de la colisién entre agregados, y definen a la composicién de los fléculos
grandes como la unién de muchos otros pequefios de manera aleatoria. Sin embargo,
los agregados microbianos son susceptibles al rompimiento perdiendo su
configuracion; esto debido a las condiciones ambientales a las que se vean sometidos.
El tamafio que éstos tengan (entre mayor sea su tamafio mayor sera su capacidad de
rompimiento), la concentracion de las particulas y el pH de la solucién, son factores
que afectan la integridad de los agregados. Es asi como los agregados formados
alcanzaron un tamafio maximo, después del cual comenzaron a disgregarse por
rompimiento. Como se observa en la Figura 3.10b, a las 8 horas después de agregar el
quitosano el tamafo de las particulas fue mayor que aquellas antes de agregar el
polimero, lo cual se puede considerar como el balance entre el rompimiento y la
agregacion en estado estable, de acuerdo a lo descrito por Spicer et al. (1996) y Soos
etal. (2008).

La agitacion en cada uno de los experimentos afect6 La distribucion del tamafio
de los agregados; es decir, la disgregacion de los floculos pudo deberse a la erosién de
la superficie o al rompimiento de las particulas. En este contexto, He et al,, (2012),
analizaron la evolucién del tamafio de floculos, y su estructura en condiciones de
velocidades de agitacion bajas, concluyendo que el rompimiento de los floculos era
mas importante a medida que aumentaba la velocidad de agitacion, ademas, el

rompimiento de los fléculos y su posterior crecimiento generaron fléculos mas
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compactos y de mayor tamafio. De acuerdo con las observaciones realizadas en el
presente trabajo se deduce que la disminuciéon en el nimero de agregados con el
tiempo pudo ser principalmente por la erosién de los mismos, mientras que la
presencia de granulos en el reactor pudo deberse a la maduracién de algunos
agregados, logrando alcanzar diametros mayores a 1 mm, como lo describe Sheng et
al, (2012).

En una investigacion realizada por He et al (2012), en donde analizan el
rompimiento y la maduraciéon de agregados microbianos concluyen que a mayor
esfuerzo de corte, el crecimiento de los agregados es mayor al inicio de la floculacién,
ademas, mencionan que la fragmentaciéon acompafiada de una nueva adherencia es
mas efectiva para la formacion de agregados compactos y de gran tamafio que aquella
formacién por erosion de floculos y granulos.

Es evidente que la adicién de quitosano propici6 la formacién de fléculos y la
consecuente retencion de la biomasa en el sistema, lo que se pudo observar al evaluar
la concentracion de sélidos suspendidos en el seno del liquido ya que éstos
aumentaron casi 3 veces. Por otro lado la concentracién de PEC también esta
relacionada con la formaciéon de fléculos y granulos al ser estos polimeros los
encargados de mantener a las células microbianas unidas en una matriz. En este
sentido los polimeros tuvieron un cambio evidente al agregar quitosano como se

menciono en la seccién anterior.
3.3.6. Observacién de agregados mediante microscopia electrénica

Las caracteristicas microscdpicas de los agregados microbianos se evaluaron
mediante la observacién de los fléculos y granulos formados utilizando microscopia
electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en Inglés). En la Figura 3.11 se presentan
tres fotografias a diferentes aumentos de un granulo tomado del experimento III la un
tiempo de 70 horas después de haber adicionado quitosano. Se observd que los
granulos estuvieron formados principalmente por microorganismos de formas
bacilares, algunos productores de hidréogeno como las bacterias acidogénicas que
producen hidrogeno a partir de carbohidratos son de forma bacilar (por ejemplo,

Clostridium butyricum).
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Ademas de la observacion de las formas celulares, se visualizé una gran
cantidad de PEC rodeando a las células, lo cual ha sido reportado ampliamente en
otros trabajos (Shang et al., 2006; Fang y liu, 2001 y Liu et al., 2004). Dichos autores
coinciden en que la presencia de estos PEC funcionan como un pegamento natural, en
el cual se encuentran inmersas las células. Ademas, en presencia de factores de estrés
como cambios de pH y agentes téxicos, los PEC tienen la capacidad de amortiguar los

efectos negativos del medio ambiente que pueden causar estrés a las células.

En la Figura 3.11A se observa la estructura del agregado celular a una
magnificacion de 40x, el cual tiene un didmetro alrededor de 2 mm y esta compuesto
por una gran cantidad de PEC. A un acercamiento de 880x, la Figura 3.11B presenta la

superficie granular detectandose una gran cantidad de filamentos que conforman la

matriz granular, en donde se encuentran inmersas las células bacterianas (Figura

3.11c).
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Figura 3.11. Observacién en el microscopio electrénico de barrido de un granulo
formado después de 70 horas de haber agregado quitosano en el experimento III. A)
observacion global de la estructura granular a un aumento de 40X, B) presencia de
una gran cantidad de polimeros extracelulares a 800X y C) células bacterianas
inmersas en los biopolimeros a 6000X.

Trabajos anteriores han descrito la formacion de estos granulos productores
de hidrégeno en un tiempo de 2 a 4.5 meses (Chang y Lin, 2004; Fang et al., 2002;Yu y
Mu, 2006), por lo que la formacién de agregados en el presente trabajo tiene una clara
ventaja desde el punto de vista del tiempo requerido para su formacién, en contraste
con los trabajos anteriormente descritos. Por otro lado, algunos trabajos han generado

granulos en tiempos cortos empleando como estrategia la disminuciéon del pH,
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logrando que la respuesta celular a un ambiente estresante genere cambios en la
superficie microbiana acelerando la formaciéon de granulos 114 h después de la
incubacion acida (Zhang et al, 2006), tiempo que, comparado con los agregados

desarrollados durante el presente trabajo, es similar.

La granulaciéon resulta, como ya se ha mencionado anteriormente, de la
organizacion de los microorganismos de manera compacta, quedando inmersos en
una matriz polimérica, la cual se muestra en la Figura 3.11C en la cual se puede
apreciar la existencia de una gran cantidad de polimeros extracelulares, que
mantienen a los microorganismos inmersos, coincidiendo con las observaciones
realizadas por diferentes investigadores (de Beer et al., 1996; Tay et al, 2001;

McSwain et al., 2005).

La Figura 3.12 muestra diferentes imagenes de granulos formados en el
experimento III en donde se observa la morfologia de los agregados y la presencia de
rupturas en la superficie, lo cual crea canales por donde se puede realizar el
transporte e intercambio de sustrato y productos microbianos del centro del granulo a
la periferia, ademas de servir para la liberacion de hidrégeno, gas que tiene una baja

solubilidad en agua, de 1.58 mg/L (Fang et al.,, 2002).

Figura 3.12. Observacion mediante SEM de tres granulos obtenidos a partir de la
aplicacion de quitosano. A) observacion global de la estructura granular a un aumento
de 100X, B) 80Xy C) 60X

Cada uno de los agregados presentados en esta figura tiene un tamafo que

supera el didmetro de 500 pm, dicho tamafo se considera una caracteristica de
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longitud por arriba de la cual se pueden designar como granulos y dejan de ser

clasificados como fl6culos.

Gracias a la realizacion de estas observaciones se pudo documentar la
presencia de bacterias de formas bacilares en los agregados microbianos y su
desarrollo dentro de los PEC que las mantienen unidas. Los agregados observados
alcanzaron un tamafo cercano a los dos milimetros de didmetro por lo que se pueden
considerar como agregados granulares, punto central en el desarrollo de este trabajo
el cual busco la formacidn de granulos a partir de la utilizaciéon de un polimero que

acelerara la agregacion celular, el quitosano.
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Capitulo IV

Conclusiones y Recomendaciones

4.1. CONCLUSIONES

En este trabajo se evalud la factibilidad de utilizar quitosano como un polimero
natural que facilitara la interaccion entre células y con ello favorecer su floculacion

para posteriormente llevar a la formacién de granulos.

* Losresultados de esta investigacion indican claramente que el quitosano es un
polimero que puede ser utilizado a bajas concentraciones para iniciar y
acelerar la formacion de agregados microbianos en un reactor CSTR.

* Los resultados de la prueba de jarras indican que la concentracion con la cual
se obtiene una mayor eficiencia de floculacion es de 10 mg quitosano/L/g SV a
un pH de 5.7 y con una concentracion de solidos volatiles de 2.5 g/L.

* El uso de la prueba de jarras permiti6 llevar a cabo una evaluacion del
coagulante de una manera sistematica para las diferentes concentraciones
alcanzando una eficiencia de 99.8% en la reduccion de la turbidez.

* El quitosano es un polimero natural que podria utilizarse en el tratamiento de

aguas residuales como un coagulante eficaz ya que logrd reducir la turbidez
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por debajo de 5 NTU como lo indica la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-127-
SSA1-1994, SALUD AMBIENTAL. AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANO.

Se logré realizar la formacion de granulos microbianos con diametros
alrededor de 2 mm, 70 horas después de agregar quitosano.

La carga organica de trabajo aplicada en esta investigacion fue relativamente
baja (60 g/L/d), alcanzando VVPH alrededor de 100 mL Hz/L/d. Siendo el
acido propionico el producto principal del metabolismo microbiano.

La formacion de agregados microbianos por efecto del quitosano generé un
incremento aproximado de 3 veces la concentracion inicial de sélidos volatiles,
manteniendo un promedio alrededor de 8 g SV/L.

En este estudio se llevo a cabo la extraccion y caracterizacion de los polimeros
extracelulares que formaban parte de los agregados microbianos, encontrando
una mayor concentracion de acido urdnico lo cual, puede generar ventajas para
el tratamiento de agua con una alta carga de cationes.

La agitacién, y en general las condiciones hidrodindmicas, tienen un papel

fundamental en la formacién y maduracion de los agregados microbianos.
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4.2. RECOMENDACIONES

Para mejorar la formaciéon y maduraciéon de granulos es necesario investigar el
efecto del esfuerzo de corte y la hidrodindmica sobre el metabolismo
microbiano en la produccién de PEC a nivel molecular y genético.

Desarrollar estudios de ecologia microbiana utilizando técnicas de biologia
molecular para conocer e identificar los microorganismos involucrados en la
producciéon de hidrégeno y aquellos que componen los consorcios en los
granulos.

Evaluar diferentes velocidades de agitacidn para analizar el efecto que tiene la
hidrodinamica y el esfuerzo de corte sobre la formacién y maduracion de los
granulos.

Estudiar la formacién de granulos empleando quitosano en diferentes
reactores que faciliten la retencién de biomasa como son el reactor anaerobio
de lecho de lodos o el reactor anaerobio de lecho expandido (UASB y EGSB,

respectivamente por sus siglas en Inglés)
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