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Resumen—En la necesidad actual de estudiar bioprocesos limpios para la generacion de energia, la produccion de biohidrégeno ha
atraido una creciente atencion global. Se estudié la produccion de gas hidrégeno por fermentacion a partir de glucosa utilizando un
cultivo mixto de vermicompost enriquecido por shock térmico. La concentracidn inicial de la biomasa inoculada fue variada entre 1y 10
g SSV/I para determinar los efectos sobre el bioproceso, mediante ensayos discontinuos. La mayor produccion de hidrégeno (394 ml/I;
34%) y la mayor velocidad de produccion especifica de hidrégeno (91,3 ml H,/g SSV/d) se obtuvieron con 2,5 g SSV/I inoculados,
conjuntamente con una alta eficiencia de degradacion del sustrato (70%). El rendimiento de hidrogeno mas alto (79,8 ml H,/g glucosa) se
alcanzo a la concentracion de indculo mas baja ensayada (1 g SSV/I), y disminuyé con el incremento en la concentracion celular inicial.
La distribucion de los metabolitos solubles sugirié que la via metabdlica de formacién de &cido butirico fue efectiva en la formacion de
gas hidrégeno. Especies de Clostridium fueron los organismos dominantes en el cultivo.

Palabras clave—biohidrégeno, fermentacion, cultivo mixto, inéculo, vermicompost.

Abstract—Today, in the need to study clean bioprocesses for energy generation, biohydrogen production has attracted increasing global
attention. Fermentative hydrogen gas production from glucose was studied using a mixed culture of vermicompost enriched by heat-
shock. The initial inoculum concentration was varied between 1 and 10 g VSS/I to determine the effects on the bioprocess, by batch
experiments. The highest hydrogen production (394 ml/l; 34%) and the highest specific hydrogen production rate (91.3 ml H,/g VSS/d)
were obtained with 2.5 g VSS/I inoculated, simultaneously with a high efficiency of substrate degradation (70%). The highest hydrogen
yield (79.8 ml H,/g glucose) was achieved at the lowest inoculum concentration tested (1 g VSS/I), and it decreased with increasing
initial cell concentration. The distribution of soluble metabolites suggested that the metabolic pathway leading to the formation of butyric
acid was effective in the production of hydrogen gas. Clostridium species were the dominant organisms in the culture.

Keywords—biohydrogen, fermentation, mixed culture, inoculum, vermicompost.
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formadores de esporas (Valdez y Poggi, 2009) y utilizan el
hidrégeno para producir metano. También las bacterias
homoacetogénicas son capaces de transformar el hidrégeno
y didxido de carbono a acetato Unicamente, disminuyendo
asi el rendimiento en la produccion de hidrégeno (Bundhoo
y Mohee, 2016). Por ello, cuando se utiliza como inéculo
un consorcio microbiano indefinido, el enriquecimiento de
cultivos mixtos se hace necesario para potenciar la
produccion de biohidrégeno, por un lado, e inhibir a los
consumidores de hidrégeno, tales como metandgenos y
homoacetogenos, frecuentemente presentes en estos
inéculos mixtos, por otro lado (Ghimire et al., 2015).

También han sido estudiados sistemas de produccién de
hidrégeno por fermentacién oscura sin inoculacion,
aprovechando la microflora natural presente en el propio
desecho (Marone et al., 2014; Ghimire et al., 2015). Debido
a que la cantidad y calidad de la microflora natural puede
ser insuficiente, una cantidad adecuada de inoculacion de
cultivo externo es esencial para un proceso eficaz. La
cantidad de in6culo tiene que ser ajustada en consecuencia
ya que la cantidad de sustrato por indculo ha sido reportado
como un parametro de operacion importante que afecta a la
via microbiana (Argun y Dao, 2016).

El objetivo de este estudio fue investigar los efectos de la
concentracion inicial de la biomasa inoculante en la
produccion de gas de hidrédgeno y metabolitos solubles, asi
como en la degradacién del sustrato, mediante ensayos por
lotes. Vermicompost tratado térmicamente se utiliz6 como
indculo.

MATERIALES Y METODOS

In6culo

Se utiliz6 un cultivo mixto proveniente de compost
comercial (humus de lombriz) enriquecido mediante shock
térmico. El indculo llevado por dilucién con agua destilada
a la concentracion de sélidos suspendidos volatiles (SSV)
deseada, fue pre-tratado para eliminar los microorganismos
metanogénicos y seleccionar aquellos productores de
hidrégeno, en bafio de agua a 100 °C durante 15 min y se
incub6 en la oscuridad a 35 °C, por 24 h.

Medio de cultivo

Se prepard un medio definido utilizando glucosa en una
concentracion 10 g/l y sales inorgénicas (Chen et al., 2002),
cuya composicion se detalla en la Tabla 1.

TABLA 1. Base mineral.

Sales minerales g/l

NH,CI 3,545
K;HPO, 0,125
MgCl,-6H,0 0,100
MnS0O,-H,0 0,010
FeS0O,4-7H,0 0,025
CuS0,4-5H,0 0,005
CoCl,-6H,0 0,135
NaHCO; 6,720

PASCUALONE

Sistema de reaccion

Los experimentos de produccién de hidrégeno se
llevaron a cabo mediante cultivos por lotes, en botellas
seroldgicas de 120 ml, con 80 ml de caldo de fermentacion.
Las botellas fueron selladas herméticamente con tapones de
caucho y agrafes metalicos. Inicialmente se gasearon con
nitrégeno durante 60 s, para lograr condiciones anaerobicas.
Cada bhotella se inoculé con 8 ml de indculo enriquecido
usando 72 ml de medio de cultivo definido, a 35 °C. Antes
de la carga, el medio de cultivo se ajusté a pH 5,5 con
H,SO, 1N. El proceso se llevd a cabo con distintas
concentraciones de indculo inicial de 1, 2,5, 5y 10 g SSV/I.

Métodos analiticos

El gas producido se midi6 por el método de
desplazamiento del émbolo (Owen et al., 1979) utilizando
jeringas de 60 ml equipadas con agujas de calibre 20. La
composicién del biogéas (H,, CO, y CH,) se determind en
un cromatégrafo de gases (HP 5890 series Il plus),
equipado con un detector de conductividad térmica. Se
utilizé una columna capilar HP-PLOT/Q de 30 m x 0,53
mm. El horno oper6 a 60 °C por 3 min y 15 °C/min hasta
250 °C, la temperatura del inyector fue 200 °C y la
temperatura del detector fue 260 °C. Se utiliz6 He como gas
portador. Para determinar la concentracién de acidos grasos
volétiles y compuestos organicos de bajo peso molecular en
fase liquida, se usé headspace (HS) como técnica de
preparacion de muestra y analisis subsiguiente de la fase
gaseosa en un cromatografo de gases (Thermo Scientific
Trace 1310) con detector de espectrometro de masas (GC-
MS). Se utilizd una columna capilar TG-5SILMS de 60 m
de longitud, que operé a 35 °C por 4 min, 4 °C/min hasta
60 °C y 10 °C/min hasta 150 °C. El inyector y la fuente de
iones alcanzaron una temperatura de 200 °C. La
temperatura de la linea de transferencia fue 250 °C. La
técnica de HS se realiz6 colocando 10 ml de la muestra en
un vial de headspace de vidrio; luego, el vial se sellé y se
calent6 a 60 °C durante 30 min en un horno con controlador
de temperatura automatico. La concentracion de glucosa se
midio a través de la cuantificacion de azlcares reductores
por la técnica colorimétrica del DNS (Miller, 1959). Se
usaron procedimientos estandarizados para determinar el
pH y los sélidos suspendidos volatiles (APHA et al., 2012).

Para la cuantificacion de microorganismos asociados al
género Clostridium sp. se siguié el método del nimero més
probable (NMP) de anaerobios sulfito-reductores descrito
en la norma internacional 1SO 6461/1-1986 (1SO, 1986).

Modelado cinético

La ecuacién modificada de Gompertz (1) ha sido
ampliamente utilizada para describir el progreso de la
produccion acumulada de hidrégeno obtenida en un
experimento por lote (Wang y Yin, 2017):

Rma’x-
H = Hpsx-€Xp {—exp [H_e -+ 1]} Q)
max

donde, H (ml) corresponde a la cantidad de hidrégeno
producido en el tiempo de incubacion t (h), Hpya (M) es la
cantidad maxima de hidrdgeno producido, Ry (mi/h) es la
velocidad maxima de produccion de hidrogeno, e es la base
de los logaritmos naturales (2,718) y A (h) representa el
tiempo de la fase lag (Bo et al., 2012). Los valores de Hpay,
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Rmax Y A para cada lote se determinaron con el mejor ajuste
de los datos de produccion de hidrégeno para la ecuacion
(1) con Matlab (R2016a).

El rendimiento de hidrégeno se calcul6 a partir de Hyay Y
se definid como la cantidad de hidrédgeno producido por
cantidad de sustrato consumido (ml H,/g glucosa). La
velocidad de produccion especifica de hidrogeno se calculo
dividiendo Ry por el peso de biomasa afiadida (SSV) y se
expresa en unidades de ml/g SSV/d (Hao et al., 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto sobre la produccién de hidrogeno

El efecto del tiempo de fermentacion sobre la produccion
acumulada de hidrégeno para las diferentes concentraciones
de inoculacidn se muestra en la Fig. 1. EI volumen de gas
hidrégeno aumento con el tiempo durante un cierto periodo
y se mantuvo constante después. La produccidon de gas
hidrégeno alcanz6 el nivel mas alto luego de 120 h de
incubacidén cuando se inocul6 con 2,5 g SSV/I. En todos los
experimentos, el biogés producido estuvo libre de metano,
constituido por hidrégeno (27-34%) y dioxido de carbono
(66-73%).

Los datos sobre la formacion de gas de hidrdogeno se
correlacionaron con la ecuacion modificada de Gompertz
(1), y se obtuvo una alta correlacion (R%>0,97) en todas las
series. La Tabla 2 resume los pardmetros cinéticos
calculados para el proceso fermentativo y la Fig. 2 muestra
la variacion de la produccion de hidrégeno y del contenido
del mismo en el biogds a diferentes concentraciones
iniciales de inéculo. Los resultados mostraron que el valor
de Hna en los distintos cultivos aumenté (1,6 veces)
cuando el contenido de la inoculacidn se incrementd de 1 a
2,5 g SSVI/I, y disminuy6 ligeramente con nuevos
incrementos en las concentraciones de inéculo hasta 10 g
SSV/I. La mayor produccién de hidrégeno alcanzada fue
31,5 ml (394 ml/l) con 34% v/v del mimo en el biogas
cuando se inoculd con 2,5 g SSV/I. Por su parte, Rysx Se Vio
afectada significativamente con las variaciones en la
inoculaciéon. Su valor aumenté de 0,3 a 1,5 ml/h con
concentraciones crecientes de biomasa inoculada en el
rango estudiado, produciéndose el mayor incremento (2,7
veces) con el cambio en la inoculacién de 1 a 2,5 g SSV/I.
Con respecto a los valores obtenidos de la fase lag, éstos
revelaron que el tiempo de adaptacion al medio requerido
por las bacterias productoras de hidrégeno, disminuyd a
medida que se incrementd el tamafio de la inoculacion de
86 h (1 g SSV/I) hasta 40 h (10 g SSV/I).

TABLA 2. Pardmetros cinéticos de Gompertz.

Inéculo Humax Rumax A
(g SSV) (ml) (ml/h) (h)
1 19,5 0,3 86

25 315 0,8 55

5 29,2 1,0 47

10 26,6 15 40

Hmax = cantidad maxima de hidrégeno producido.
Rmax = velocidad maxima de produccién de hidrégeno.
A = tiempo de la fase lag.
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Fig. 1. Variacion de la acumulacion de gas hidrégeno con el tiempo segin
la concentracion inicial de indculo.
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Fig. 2. Produccién de gas hidrégeno y su concentracion en el biogas.

Las altas concentraciones de células favorecieron la alta
velocidad de produccion de hidrégeno y los periodos de
latencia mas cortos, pero el grado de formacion de gas de
hidrégeno se vio disminuido.

La Fig. 3 muestra el rendimiento de hidrégeno y su tasa
de produccién especifica en funcion de la concentracion de
inoculacion.
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Fig. 3. Rendimiento de hidrégeno y su tasa de produccion especifica.
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El rendimiento de gas hidrégeno disminuy6 a la mitad de
su valor cuando el contenido inicial del in6culo se
increment6 en 10 veces (de 1 a 10 g SSV/I). Se obtuvo el
valor mas alto (79,8 ml H,/g glucosa) a la concentracion de
inoculaciéon mas baja ensayada (1 g SSV/I). Por su parte, la
tasa de produccién especifica de hidrégeno alcanzd su
méximo valor (91,3 ml H,/g SSV/d) en el ensayo inoculado
con 2,5 g SSV/I.

En comparacion con estudios de la literatura, pocos
informan el efecto de la concentracién de inoculacidn en la
produccion mesofilica de biohidrégeno. Asimismo, se
encontr6 variabilidad en los sustratos utilizados, por
ejemplo, Eker y Sarp, (2017) investigaron el bioproceso a
partir de una solucién de azucar resultante del hidrolizado
de papel y alcanzaron un rendimiento de 47 ml H,/g azucar.
Argun et al., (2008) fermentaron una solucién de almidon,
logrando 57,1 ml H,/g almidon, mientras que Eker y Erkul,
(2018) obtuvieron 109,8 ml H,/g COT (carbono orgénico
total), utilizando azucar extraida de remolacha como
sustrato. Al igual que en este trabajo, dichos autores
concluyeron que las altas concentraciones de inoculacion
afectaron negativamente al rendimiento de hidrégeno y su
tasa de produccion especifica. Sin embargo, todos ellos
utilizaron lodo anaerobico tratado térmicamente como
indculo, mientras que en este trabajo se usé un cultivo
mixto proveniente de vermicompost y una solucién de
glucosa como sustrato, por lo que es dificil hacer una
comparacion directa entre los valores de la produccion de
hidrogeno reportados. Ademas, la produccién fermentativa
de hidrégeno es un proceso muy complejo e influenciado
por diversos factores tales como la fuente de indculo, el tipo
de sustrato, el pH y la temperatura de cultivo. Estos regulan
las vias metabdlicas de los microorganismos afectando
directamente la concentracién de producto, el rendimiento y
la velocidad de produccién especifica de hidrégeno
(Ghimire et al., 2015; Wang y Yin, 2017). Si bien, deben
esperarse diferencias con los valores reportados en la
literatura, ya que las caracteristicas de los cultivos pueden
ser muy variables, los resultados obtenidos aqui demuestran
la viabilidad del uso de vermicompost como inéculo.

Efecto sobre la degradacion del sustrato

La eficiencia de degradacién del sustrato se estimd
dividiendo la cantidad de glucosa consumida por la
cantidad de glucosa inicial. El efecto de las distintas
concentraciones de inoculacién sobre dicho parametro se
muestra en la Fig. 4. La eficiencia de degradacion de la
glucosa aumenté marcadamente (al doble de su valor) con
concentraciones crecientes de biomasa inoculante, de 34%
(1 g SSV/N) a 70% (2,5 g SSV/I), y se mantuvo alrededor
del 80% para concentraciones superiores de inoculacion.

Efecto sobre la produccién de metabolitos solubles

La formacion de hidrégeno es acompafiada con la
generacion de 4&cidos grasos volatiles (AGV) y otros
productos de bajo peso molecular. Su distribuciéon depende
de las condiciones en las que transcurre el proceso y de los
organismos involucrados (Bansal et al., 2013; Silva et al.,
2018). Los metabolitos solubles producidos fueron &cido
butirico y butanol (Fig. 5). Entre ellos, el &cido butirico (76-
88%) fue el metabolito principal formado durante el
proceso de fermentacion.

PASCUALONE
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Fig. 4. Eficiencia de degradacion del sustrato.
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Fig. 5. Produccién de metabolitos solubles.

La generacion de metabolitos solubles alcanz6 su pico
(31,8 mM) cuando se inoculd con 5 g SSV/I, pero no se
observd el mismo comportamiento en la produccién de gas
hidrogeno. Esto puede atribuirse al mayor incremento en la
produccion de butanol con respecto a la del acido butirico,
alcanzando una proporcién por encima del 20%. De
acuerdo a lo informado por Bedoya et al. (2008), la
generacion de alcoholes debe ser evitada, debido a que
contienen poder reductor significativo y no conduce a la
formacion de gas hidrégeno. Las bajas concentraciones de
inoculacion, dentro del rango ensayado, dieron como
resultado una produccion de acido butirico cuya proporcion
con respecto a la del butanol fue cercana al 90%.
Conjuntamente, se obtuvieron los valores méas altos del
rendimiento de hidrégeno y de su tasa de produccion
especifica.

El pH final para cada condicién de inoculacion,
disminuyd desde 5,5 hasta 4,2-5,0 consecuente de las altas
concentraciones de &cido butirico, las cuales revelan que la
reaccién fue un tipo de fermentacion butirica y se considera
como una via metabolica Optima para la generacion efectiva
de hidrdégeno. Especies de Clostridium podrian considerarse
los organismos dominantes en el cultivo, ya que estos son
responsables de la fermentacion butirica (Kim et al., 2013).
Esto fue confirmado con las pruebas bioquimicas realizadas
al indculo, cuyos resultados revelaron que contenia
principalmente organismos asociados al género Clostridium
spp. (2,2x10° NMP/100 ml). Esto era de esperarse, ya que
Hong et al., (2011) investigaron la biomasa de lombrices
epigeas responsables del vermicompostaje, proceso
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mesofilico donde el material orgénico pasa a través del
intestino de la lombriz de tierra y su estiércol resultante es
abundante en actividad microbiana. Ellos identificaron una
variedad de microorganismos entre los cuales se hallaron
especies de Clostridium. Asimismo, la fase liquida no
contenia acido acético ni &cido propidnico, lo que puede
atribuirse a la supresion de homoacetégenos y productores
de propionato, ademas de los metandgenos, luego del pre-
tratamiento al indculo (Bundhoo et al., 2015).

CONCLUSIONES

Se estudio la produccion biolégica de hidrégeno por
fermentacidn discontinua, empleando vermicompost como
biomasa inoculante en distintas concentraciones iniciales.
La cantidad de hidrdgeno producida se vio afectada
significativamente por las variaciones en la concentracién
de inoculacion. Comparativamente, se observé un mayor
valor de rendimiento de hidrégeno (79,8 ml/g glucosa) y de
su tasa de produccion especifica (91,3 ml/g SSV/d) en los
experimentos realizados con las menores concentraciones
iniciales de indculo (1 y 2,5 g SSV/I respectivamente). El
pre-tratamiento de shock térmico al indculo fue eficaz en la
inhibicion de microorganismos metanogénicos, ya que no
se detectdé metano. Clostridium ssp. responsables de la
fermentacidn butirica, fueron los organismos dominantes en
el bioproceso.

Se preve que los resultados de este estudio contribuyan a
obtener conocimiento aplicable al desarrollo de una fuente
de energia limpia.
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