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Resumen

La fermentacion oscura es uno de los procesos mas estudiados, en ausencia de luzy
oxigeno; los microorganismos pueden producir hidréogeno a partir de una variedad
de sustratos e indculos. En esta investigacidn se pretende conocer el estado del arte
del tema en estudio y realizar una investigacidn bibliografica de revistas indexadas
en bases de datos confiables para encontrar las condiciones de mayor tasa de
produccién de hidréogeno mediante la fermentacion oscura. Se plantea una
metodologia que describe claramente el proceso de busqueda bajo un estudio
comparativo considerando revistas a nivel mundial en el periodo 2016 al 2022. Los
resultados éptimos demuestran que la mejor tasa de producciéon es de 7.52 L Hy/L
dia bajo condiciones de operacion: reactor UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket),
pH de 5.5, tiempo de retencién hidrdulica (TRH) de 4 horas, temperatura de 35°Cy
carga orgdnica de 11.26 g.

Palabras claves: Indculo, reactor UASB, sustrato, tiempo de retencion hidrdulica.

Abstract

The dark fermentation is one of the most studied processes, in the absence of light
and oxygen; microorganisms can produce hydrogen from a variety of substrates and
inoculums. This research aims to know the state of the art of the subject under study
and to carry out a bibliographic research of journals indexed in reliable databases to
find the conditions with the highest rate of hydrogen production by dark
fermentation. A methodology is proposed that clearly describes the search process
under a comparative study considering journals worldwide in the period 2016 to
2022. Results show that the best production rate is 7.52 L H2/L per day under
operating conditions: UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) reactor, pH 5.5,
hydraulic retention time (HRT) 4 hours, temperature 35°C and organic load 11.26 g.

Keywords: Inoculum, reactor UASB, substrate, hydraulic retention time.
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1. Introduccion

La fermentacion oscura es una alternativa prometedora para la obtencién de energias renovables debido
a su baja contaminacién ambiental por efecto de gases invernaderos. Actualmente se estan desarrollando
investigaciones enfocadas a la produccién de hidrégeno por diferentes medios tal es el caso de la
fermentacién oscura en donde no se han encontrado resultados concluyentes, existiendo aun la incégnita
de ¢Cuadles seran las condiciones dptimas de operacién para disminuir la contaminacion ambiental y
encontrar nuevas alternativas de energia renovable?. En este trabajo se encontraron estudios realizados
por Herndndez (2018) “Hydrogen production in a novel configuration of UASB reactor under different
hydraulic retention time” donde concluye que utilizar la fermentacion oscura es dptima por via metabdlica
para la obtencién de energia. En esta investigacién se pretende conocer el estado del arte del tema en
estudio y realizar una revision critica de revistas indexadas a bases de datos confiables para encontrar las
condiciones de operacién dptimas para la produccidon de hidrégeno y plantear una metodologia que
describa el proceso de busqueda realizado.

2. Estado del arte

La sustentabilidad energética cada vez esta mas cerca de ser real, la eficiencia energética y energias
renovables se integran para dar una visidn de la transicion energética de los combustibles fésiles al uso
de energia verde o renovable. La organizacién de las naciones unidas (ONU) adopto los objetivos del
desarrollo sostenible para la agenda 2030 en el cual incluyen objetivos como garantizar el acceso a una
energia asequible, segura, sostenible y moderna en donde propone aumentar la produccion de energia
fiable, suficiente y con preparacién para una recuperacién econdmica mas sostenible, por otra parte,
adoptan medidas urgentes para combatir el cambio climdtico y sus efectos donde proponen inversiones
para acelerar la descarbonizacién, tener crecimiento sostenible, hacer que la sociedad sea mas resiliente
para optar por una transicidn energética verde [1].

El consumo energético tiene amplias consecuencias ambientales por las emisiones de gases de efecto

invernadero (didxido de carbono, oxido de nitroso, metano y ozono) [2]. La energia procede de
combustibles fésiles que representa el 80% del consumo energético que contribuye a los cambios
climaticos [3]. El gas natural es un combustible fésil sin embargo esta constituido principalmente por
metano; la fuga de gas natural es una de las principales fuentes de emisidon de metano; la energia solar,
hidroeléctrica y energia edlica tienen impactos negativos, los materiales toxicos y productos quimicos que
utilizan causan afectaciones al medio ambiente y las represas hidroeléctricas causan impactos al habitat
y ecosistemas de los animales [4]. Actualmente se estan desarrollando investigaciones enfocadas a la
produccién de biohidrégeno por diferentes procesos que se pueden clasificar en sistemas de sintesis como
la fermentacién oscura, fotofermentacién y biofotdlisis utilizando cultivos mixtos y cultivos puros de
bacterias productoras de hidrégeno [5].

2.1 Fermentacion oscura

El hidrogeno se descubrié en 1781 por Henry Cavendish donde fue aislado y se le dio el nombre de
hidrégeno molecular. Dado sus caracteristicas se ha utilizado en la invencidn de electrolizadores y celdas
de combustidn y desde la crisis petrolera ha surgido el interés en emplearlo como energia alterna [6]. Este
biogas se considera un combustible limpio porque solo se produce agua en su proceso de fermentacién,
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no libera monéxido de carbono y didxido de carbono. Ademas, que la obtencién de este combustible se
realiza a partir de materias primas renovables como efluentes industriales y desechos organicos.

La alternativa a esta fuente de produccién de hidrégeno es la fermentacién de azucares por el grupo de
bacterias entéricas que resulta eficiente como fuente de energia por ser incapaz de causar fuertes
impactos ambientales [7]. Desacuerdo con lo anterior, en este articulo se pretende realizar una revisién
critica de la produccién de hidrégeno mediante fermentacién oscura con el objeto de encontrar las
condiciones éptimas de operacién para su produccién y plantear una posible metodologia.

Las rutas bioquimicas son caracteristicas porque los catalizadores en este proceso son los
microorganismos. Estos procesos se pueden llevar a cabo por bacterias anaerdbicas y la produccién puede
diferir entre los microorganismos y sustratos utilizados [6].

La fermentacién oscura, es uno de los procesos mas estudiados, en ausencia de oxigeno los
microorganismos pueden producir el hidrégeno a partir de una variedad de sustratos (hidrolizados, aguas
residuales, residuos organicos) e indculos (lodos anaerdbicos de plantas de tratamiento y cultivos puros
de bacterias como Enterobacter y Clostridium) [5]. Usualmente la principal fuente de carbono viene de los
carbohidratos de los sustratos colocados, los mas utilizados son la glucosa, xilosa, almidén y celulosa, sin
embargo, también se han podido encontrar estudios donde utilizan hidrolizados de efluentes industriales
como suero de queso, lodo anaerdbico de plantas de tratamiento, agua residual de textiles, estiércol,
pafiales desechables y residuos sanitarios. La fermentacion oscura se realiza a partir de la digestidn
anaerdbica, el proceso de la digestién se compone en cuatro etapas (Figura 1).

Etapa 2. Acidogénesis.
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Figura. 1. Modificado (Palomo,2018) proceso de digestion anaerdbica en cuatro etapas.
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La primera etapa de desintegracién e hidrolisis donde se hidrolizan los compuestos organicos complejos
(carbohidratos, proteinas y lipidos) para convertirse en compuestos organicos mas simples o de menor
peso molecular (azucares, aminoacidos y acidos grasos). La segunda etapa de acidogénesis se convierten
los compuestos organicos simples en acidos grasos volatiles (acetato, propianato, butirato, etc.), esto es
a través de la ruta bioquimica de Embden-Mayerhof (glucdlisis). El piruvato puede seguir diferentes
reacciones de 6xido-reduccién dando lugar a diferentes acidos generales como el lactato, succinato,
acetato, butirato y formiato. La tercera etapa es la acetogénesis en el cual los acidos grasos volatiles se
convierten en hidréogeno gas [8]. Y la Ultima etapa metanogénesis en donde la materia orgdnica va
transformandose en distintos compuestos intermedios hasta convertirse en biogds. De acuerdo con la
figura 2 podemos describir en forma general la fermentacién oscura a partir de la glucosa.

CH,0OH
OH +2 #% — 2 . +4H+ 2C0;
OH OH HaC™ "OH
OH
Glucosa Agua Acido acético Hidrogeno

Figura 2. Ecuacion general de la produccion de hidrégeno por via del dcido acético.

En la reaccion la produccidn maxima tedrica es de 4 moles de H; por mol de glucosa consumida cuando el
acido acético es el Unico acido graso volatil. Por otro lado, existe otra via de produccién de hidrégeno
cuando el producto final es el acido butirico donde solamente se producen 2 moles de H, por mol de
glucosa [9].

3. Metodologia
La presente investigacion comparativa fue realizada de manera exhaustiva en las bases de datos

confiables REDALYC, DOAJ, Dialnet, Elsevier, Springer Link y Science Direct, empleando palabras claves
para efectos de busqueda dark fermentation, hydrogen production, fermentacion oscura, biological
production of hydrogen.
Se realizé un andlisis de los articulos cientificos publicados donde se tomaron en cuenta criterios de
inclusidn determinantes para la seleccidn de articulos, los cuales se describen a continuacidn:

- Articulos experimentales indexados en revistas cientificas de alta confiabilidad.

- Estudios experimentales con fecha de publicacién desde el 2016 hasta la actualidad.

- Estudios con resultados precisos y metodologia descrita correctamente.

- Se tomaron en cuenta estudios de diversos paises que cumplan con los criterios de confiabilidad.

- Selimitd la busqueda a investigaciones en inglés y espafiol.
Los criterios de exclusidon fueron estudios descriptivos y bibliograficos, que no ofrecen informacion
experimental detallada de la metodologia, estudios con metodologias mal fundamentadas, articulos con
resultados desconfiables o incompletos y con fecha de publicacion menores al 2015.
Por ultimo, atendiendo los objetivos de la investigacidn, se enfocd la busqueda a una comparacidn entre
las metodologias y resultados descritos por cada autor con el objeto de determinar la mejor tasa de
produccién de hidrégeno y conocer las condiciones de operacion.
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En las diferentes bases de datos consultadas se obtuvieron 34 articulos con informacion sobre la
produccién bioldgica de hidrégeno por fermentacion oscura.

4. Resultados
La optimizacidn de la produccion de hidrégeno se realiza de acuerdo al seguimiento de las condiciones de

operacion, dentro de los parametros que tienen impacto y relevancia en la produccidn del biohidrégeno
se encuentran el pH, temperatura, tiempo de retencidon hidraulica, carga orgdnica. Con forme a los
resultados obtenidos de la revisidn critica, se realizd una tabla (tabla 1) con 34 articulos de revistas
indexadas de bases de datos confiables donde se compararon las condiciones operacionales en funcion
de la tasa de produccion de diversos autores.

Tabla 1. Tabla comparativa de las condiciones de operacion de diversos autores.

T°C pH TRH Reactor Carga Tasa de Rendimiento Indculo Sustrato Referencia
horas organica produccion mol H,/ mol
g LH, /Ldia consumido
30 6.8 Frascos 22.5 0.25 1.23 Enterobacter Suero de queso en polvo [10]
seroldgicos asburiae
30 5.5 6 Frascos 10 0.23 Lodo de planta Biomasas [11]
Erlenmeyer de tratamiento agroindustriales
herméticos
35 5.5 5 Reactor 12 0.70 Digestor Mucilago de residuos de [12]
discontinuo anaerdbico cacao
37 7.0 3 Reactor 10 0.19 Digestor de Glucosa [13]
discontinuo estiércol de
vaca
35 7.0 4 UASB 11.3 6.2 Lodo residual Sacarosa [14]
anaerobio
30 6.5 4 Reactor 0.05 1.2 --- Lodo residual Residuos de frutas y [15]
discontinuo anaerobio mucilago de café
35 5.4 12 UASB 11.26 4.8 --- Agua sintética Sacarosa [16]
35 7.0 8 Reactor 4.76 19 - Lodos Suero de queso [17]
discontinuo anaerdbico
37 6.0 6 Reactor 13.55 4.05 - Lodos Pafiales desechables y [18]
discontinuo anaerdbico residuos sélidos
caducados
30 7.0 8 Biorreactor 20 2.3 - Efluente de Solidos organicos (papa, [19]
alimentos zanahoria, repollo y
liquidos pasta).
60 6.5 6 Reactor de 22.5 7.15 - Agua residual Hidrolizado de tronco de [20]
lecho fijo de matadero palma
35 6.0 8 Reactor de 5 0.86 --- Lodo Mucilago de café, cacao [21]
tanque anaerobico de y estiércol porcino
agitado agua residual
55 4.8 12 Reactor 2.1 0.21 -— Lodo Suero de queso y [22]
semicontinuo anaerdbico estiércol de bufalo
55 5.0 24 CSTR 6 0.06 - Lodo Hidrolizado de paja de [23]
alimentado de arroz
estiércol de
cerdo
37 6.5 24 Frascos 0.5 0.01 0.04 Lodo Hidrolizado de lodo [24]
seroldgicas anaerobico residual crudo
37 5.5 1 Biorreactor 10 0.03 - Lodo Paja de Secale cereale [25]
anaerdbico
35 6.0 - Botellas de 10 0.02 0.40 E coli. Cepa Hidrolizado celulosa [26]
fermentacion TFYM trigo, bagazo de cafia
de vidrio
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T°C pH TRH Reactor Carga Tasa de Rendimiento Inéculo Sustrato Referencia
horas organica produccion mol H,/ mol
g LH, /Ldia consumido
37 5.5 Fermentador 17 0.03 0.52 Lodo semillas Mezclas de aguas [27]
de acero de cultivo agroindustriales
inoxidable anaerdbico
cilindrico
37 7.0 12 Biorreactor 10 0.19 - Clostridium Agua residual de molinos de [28]
beijerinckii arroz con nanoparticulas NiO
y CoO
45 7.5 24 Frascos 12 1.56 0.85 Lodo Agua residual lactato [29]
seroldgicos anaerdbico
37 5.7 - Reactor por 26 0.41 0.003 Clostridium Hidrolizado de Sargazo [30]
lotes beijerinckii sp., con zeolitas 13X
35 6.5 7 Botellas de 16 0.13 - Lodo de Agua residual de almidén [31]
plastico semillas
anaerdbico
40 5.0 5 Reactor 5 0.16 Lodo residual Desechos textiles de [32]
discontinuo agricola algoddn
37 7.2 - Reactor 4 0.01 - Agua residual Antidepresivo Fluoxetina [33]
discontinuo cerveza
50 7.0 13 Reactor 2 0.26 4e-6 Pulgue (agua miel, [34]
discontinuo semilla y contrapunta)
35 5.5 8 Lecho fijo 6 1.21 0.87 Aguas Sacarosa [35]
residuales
sintéticas
peixoto
35 5.5 4 UASB 11.26 7.52 - Lodo Aguas residuales [36]
anaerdbico sintéticas
30 6.5 12 Reactor 73 1.20 - - Mucilago fresco, frutas y [37]
discontinuo verduras
35 6.0 2 Botellas de 10 0.20 0.85 Lodo Aguas residuales de [38]
suero anaerdbico azlcar moreno
70 7.0 24 Viales por 7.5 0.24 1.29 Lodo Xilosa [39]
lotes anaerdbico
40 7.4 24 Vial de 0.15 0.007 0.04 - Cianobacterias [40]
vidrio inmovilizadas
50 5.0 12 Biorreactor 20 0.17 - Granulados Hidrolisis de biomasa de [41]
anaerdbicos del Clorella sp.
digestor
37 7.2 3 Reactor 5 0.01 111 Clostridium Glucosa [42]
discontinuo acetobutylicum
35 6.3 15 UASB 24 0.05 0.01 Lodo Agua residual de hierbas [43]
anaerdbico medicinales

A partir de la tabla comparativa se realizaron diversos graficos que describen la tasa de produccion

obtenida para diferentes autores a partir de las condiciones de operacion. En la figura 3, podemos

observar los resultados sobre cémo trabaja la produccion de hidrégeno bajo ciertas temperaturas,

describen el efecto de las condiciones de operacion bajo criterios de pH, carga organica y tiempo de

retenciéon hidrdulica. Las graficas se realizaron a partir de la comparacién de resultados y se relaciona la

tasa de produccién de cada autor con el orden descendente de la tabla comparativa (tabla 1).
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Efecto de la temperatura en la tasa de produccién de H, por diferentes autores Efecto del pH en la tasa de produccién de H, por diferentes autores
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NUMERO DE ARTICULO

Figura 3. Tasa de produccion de hidrégeno bajo diferentes condiciones a) temperatura, b) pH, c) carga orgdnica y d)
tiempo de retencion hidrdulica.

Las tasas de produccion de hidrégeno a partir de la temperatura se describen en la figura 3a, se puede
observar que el promedio de la temperatura de los diversos autores es de 30 — 37 °C, la temperatura con
mejor tasa de produccion es de 35°C. La influencia de la temperatura afecta el rendimiento debido a que
se utilizan microorganismos en la reaccion metabdlica, utilizar altas temperaturas podria ocasionar una
desnaturalizacidn de proteinas y desorganizacion de las membranas.

En la figura 3b se presenta la influencia del pH en el rendimiento del hidrégeno, en promedio el pH
utilizado por los autores es de 7 y esto es debido a que se utilizan microorganismos con rango éptimo de
crecimiento de 6.0 a 8.5 por lo que controlar la reaccién en pH d4cido hacen que crezcan los
microorganismos, pero no en la misma proporcion y solo muy pocos prefieren pH basico.

Utilizar cargas organicas de mayor cantidad coadyuvara a mantener enriquecido el reactor, se presenta
en la figura 3c por lo que se puede observar la influencia de la carga organica donde las tasas de
produccion mejor reportadas son las que tienen mayor carga organica.

Por ultimo, utilizar un tiempo de retencién hidraulica corto, hard que no esté saturada la presion del
sistema y pueda haber mayor produccion de hidrégeno, como se describe en la figura 3d.

Se planted una posible metodologia experimental como resultado de la investigacidon bibliografica
realizada, se describe en la figura 4 como un esquema experimental que consiste en utilizar como fuente
inicial de microorganismos un lodo anaerdbico residual de plantas de tratamiento de aguas residuales
municipales tratados térmicamente, la utilizacién de aguas industriales lacticas (suero de queso) como
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Figura 4. Representacion esquemadtica del reactor en el laboratorio.

fuente de hidratos de carbono y preparar soluciones minerales (fosfato sddico, fosfato disédico, fosfato
potasico, cloruro de magnesio, cloruro de zinc, sulfato de hierro y sulfato de cobre) para maximizar la
fermentacion.

Se propuso utilizar un reactor UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) reactor de lecho de lodos de flujo
ascendente) para la produccion de hidrégeno donde agregar cantidades significativas de sustrato,
adicionar una cantidad considerable de lodo anaerdbico y realizar este proceso bajo las condiciones de
35°C, pH de 5.5 ayudara a obtener mayor tasa de produccion.

El articulo descrito por Hernandez, 2018 fue el de mayor eficiencia con una tasa de produccion de 7.52 L
H> / L dia con condiciones operacionales optimas pH de 5.5, TRH de 4 horas, temperatura de 35°C, carga
organica de 11.26 g utilizando como inéculo lodo anaerdbico.

Es evidente en los graficos, utilizar temperaturas mesofilicas ayudara a tener una produccion eficiente de
hidrégeno por lo que las bacterias productoras (Enterobacter, Clostridium) estaran en ambiente por el
contrario si estuvieran a temperaturas termofilicas donde se desnaturalizarian. La implementacién de pH
neutros coadyuva a la obtencidon del hidrégeno porque el pH es un factor importante que influye sobre el
crecimiento de los microorganismos ya que solo se desarrollan en rangos de 3 a 8.5. La influencia de la
carga organica sobre la eficiencia del biohidrégeno es muy evidente, como podemos observar en el grafico
3, utilizar cantidades significativas de sustrato ayuda a mantener enriquecido el reactor para lograr
Optimos resultados. El efecto del tiempo de retencién hidraulica (TRH) juega un papel importante en la
eficiencia porque teniendo tiempos cortos hace que no se sature el volumen del reactor y al ser tiempos
mas prolongados hace poco eficiente la produccién.
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Por ultimo, utilizar soluciones basicas ayuda a mantener un pH neutro en el sistema porque al obtener el
hidrogeno también se obtienen acidos grasos volatiles por lo que cada vez mds se vuelve alcalino el medio.

5. Conclusiones
Se ha revisado una amplia informacidon donde resulta evidente que el proceso de la fermentacidn oscura

es factible para el desarrollo de energia renovable como una fuente de energia limpia; utilizando residuos,
condiciones operativas, reactores adecuados y pretratamientos hacen que se optimice la obtencién de
hidrégeno.

La fermentacidn oscura es una buena alternativa para obtener hidrégeno cuando se trabaja en un reactor
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), pH de 5.5, tiempo de retencion hidraulica (TRH) de 4 horas,
temperatura de 35°Cy carga organica de 11.26 g.

A pesar de que la fermentacidn oscura enfocado en la produccién de hidrégeno ha sido muy estudiada,
actualmente muchos autores siguen mejorando las condiciones de operacién, sustrato, indculo,
requerimientos nutricionales y reactores para obtener la maxima produccion tedrica de hidrégeno.
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