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RESUMEN

Dada la preocupacioén actual por el medio ambien-
te y ante una posible escasez futura de las fuentes
energéticas convencionales, se estan desarrollando
nuevas alternativas de energia mas limpia para la
conservacion de nuestro planeta a partir de fuentes
renovables. De acuerdo con esto, el Grupo de In-
vestigaciones en Energias Alternativas — IENA de la
Universidad de América, ha desarrollado una linea de
investigacion titulada: Establecimiento de condicio-
nes para la produccion, distribucion y utilizacion de
hidrogeno en Colombia, como medio energético para
la sostenibilidad. Dentro de esta linea se estructurd
un proyecto de investigacion, en el cual contemplé la
produccion de hidrégeno a partir de biomasa.

Con base en lo anterior, este trabajo desarrollé una
propuesta de disefio de un biorreactor para la pro-
duccion de hidrégeno a partir de biomasa, en el cual
se pretendié determinar, en primer lugar, el microor-
ganismo con el que se trabajoé: Clostridium butyricum,
sus caracteristicas y sus condiciones de crecimiento,
el medio de cultivo en el que se realizé la siembra y
la biomasa o sustrato utilizado para producir el hi-

drogeno. De acuerdo con lo anterior se selecciono,
se disefid y se construyd un biorreactor a escala de
laboratorio.

La experimentacion se llevd a cabo por 36 horas,
realizandose 4 descargas de biomasa consumida y
posteriores cargas de sustrato fresco a partir de la
hora 20, de un volumen de 500 ml; se evaluo el creci-
miento celular por hora a través de conteo en camara
de Neubauer y el sustrato consumido en cada carga
usando la técnica del reactivo DNS. También se es-
timé el volumen de gas y el porcentaje de hidrogeno
contenido en la muestra bajo cromatografia gaseo-
sa usando 14 g de glucosa, 200 rpm y una tempe-
ratura de 37 °C.

Palabras clave: biorreactor, bio-hidrégeno, Clostri-
dium butyricum, fermentacion oscura.

ABSTRACT

Given the current concern for the environment and a
possible future shortage of conventional energy sour-
ces, are developing new cleaner energy alternatives
for the conservation of our planet from renewable
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sources. Accordingly the Group for Research in Alter-
native Energy - IENA University of America has de-
veloped a research entitled: Establishment of condi-
tions for production, distribution and use of hydrogen
in Colombia, as a means for sustainable energy. This
line was structured a research project, which contem-
plated the production of hydrogen from biomass.
Based on this, this paper developed a proposal for
design of a bioreactor for the production of hydrogen
from biomass, which was intended to first identify the
organism with which they worked: Clostridium butyri-
cum, their characteristics and their growth conditions,
the culture medium was performed in which the plan-
ting substrate and biomass or used to produce hydro-
gen. According to the above is selected, we designed
and built a laboratory-scale bioreactor.

The experiment was carried out for 36 hours, perfor-
ming 4 downloads of biomass consumed and sub-
sequent loads fresh substrate from the time 20 of a
volume of 500 ml cell growth was assessed by coun-
ting time through in camera Neubauer and substrate
consumed in each load using the technique of DNS
reagent. Was also calculated gas volume and the pro-
portion of hydrogen contained in the sample under
gas chromatography using 14 g glucose, 200 rpm
and a temperature of 37 ° C.

Keywords: bioreactor, bio-hydrogen, Clostridium
butyricum, dark fermentation.

INTRODUCCION

El hidrogeno es actualmente uno de los vec-
tores energéticos mas prometedores para sol-
ventar la crisis energética, debido a su alto
poder calorifico, si se compara con otras fuen-
tes tales como derivados de petréleo Se pue-
de observar como el hidrégeno tiene 47 veces
mayor energia por unidad de volumen que el
octano de la gasolina (Yaws, 2000). Otra de las
ventajas del uso del hidrogeno es la ausencia
total o parcial de gases de combustién, puesto
que la reaccién solo origina agua como subpro-
ducto (Bedoya & Castrillon, 2008).

Actualmente, el hidrégeno puede producirse
por reformado de metano, nafta, residuos de pe-
troleo y carbon; la mayor relacion atémica H/C
en el metano con respecto a otros combustibles
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hace del gas natural la materia prima por exce-
lencia para fabricar hidrégeno. Especificamen-
te, la metodologia mas extendida de produccion
de H, es el reformado con vapor de agua. Den-
tro de los métodos no convencionales, el hidro-
geno puede ser obtenido a través de electrolisis
de agua o a través de métodos bioldgicos entre
otros (Fierro et al., 2003).

Una alternativa a la produccion de hidrégeno
son los procesos biolégicos, los cuales agrupan
series de transformaciones catalizadas por en-
zimas que hacen parte de células de bacterias
fotosintéticas o fermentativas. El bio-hidrégeno
es entonces, el producido a partir de fuentes
renovables como agua, desechos organicos o
biomasa por accién de las enzimas hidrogena-
das (Montoya, 2003). Los procesos bioldgicos de
produccion de hidrégeno son la bio-fotdlisis di-
recta, también conocida como foto-disociacion
de agua, la bio-fotdlisis indirecta, la foto-fermen-
tacion y la fermentacion oscura (Hallenbeck &
Benemann, 2002).

OBTENCION DE HIDROGENO POR
FERMENTACION

Proceso biolégico degradativo por el cual se
produce gas, generalmente hidrogeno y diéxido
de carbono a partir de un sustrato organico por
medio de bacterias anaerobias. La fermentacion
se lleva a cabo a temperatura ambiente, mesé6-
fita (25-40 °C), produciéndose biogas que con-
tiene H,, CO,, CO. Este proceso comprende las
siguientes etapas: hidrdlisis la cual es realizada
por enzimas extracelulares excretadas por las
bacterias fermentativas; acidogénesis en la cual
las moléculas organicas solubles son fermen-
tadas por medio de endo-enzimas producien-
do compuestos organicos como acido aceético,
férmico, hidrogeno y compuestos micro-mole-
culares como acido lactico, propidnico, butirico,
etanol (Sanchez, 2007); acetogénesis en don-
de los acidos grasos volatiles se conviertenen
acido acético, diéxido de carbono e hidrogeno y
metanogénesis en la cual los acetatos produci-
dos en la acetogénesis se convierten en metano
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y dioxido de carbono, a la vez que se consume
hidrégeno (Montoya, 2003).

La produccién de hidrégeno por fermenta-
cién oscura se puede obtener usando variedad
de cultivos ya sean puros o mixtos, igualmen-
te la eficiencia de esta produccién depende
del cultivo que se use (Valdez et al., 2010). La
eficiencia de produccion de hidrégeno usando
diferentes cultivos de microorganismos se des-
cribe en la Tabla 2.

Los cultivos puros se pueden clasificar
en anaerobios estrictos (clostridium: Clos-
tridium butyricum, rumen bacteria: R. albus,
termofilas:Anaerocellum,  Caldicellulosiruptor,
Dictyoglomus, Fervidobacterium, Spirocheta,
Thermotoga and Thermoanaerobacter, Pyro-
coccusfuriosus, metanégenas: Methanosarcina-
barkeri (Sasaki, 1998; Zlrrer & Bachofen, 1979;
Nakadaet al., 1998)), anaerobios facultativos re-
sistentes al oxigeno, lo consumen rapidamente,
restableciendo condiciones anaerdbicas en los
reactores (enterobacter: Enterobacteraeroge-
nes, E. coli, Citrobacteria (Nakadaet al., 1998;
Otsukiet al., 1998; Bedoya & Castillon, 2008;
Shigeharu, 2005)) y cultivos mixtos.

El sistema fermentativo de generacién de hi-
droégeno tiene como limitacion la no conversion
completa de la materia organica presente en
el residuo en diéxido de carbono e hidrogeno.
Esto sucede debido a que se trata de un siste-
ma fermentativo, que debe mantener el balance
de oxidacion-reduccién final del proceso. Por lo
tanto, una vez realizado el proceso de fermen-
tacion se obtiene un residuo con una elevada
proporciéon de compuestos organicos de bajo
peso molecular, que pueden bien ser recupera-
dos como subproductos valorizables o bien utili-
zados en una segunda etapa de produccion de
hidrogeno. Esta segunda etapa podria consistir
en la utilizacion de bacterias fotosintéticas que
tienen la capacidad de utilizar los 4cidos organi-
cos y alcoholes para su metabolismo y generar
hidrégeno a partir de ellos (Valero et al., 2004).
Realizando pre-tratamientos como aireacion,
inhibicién de metandgenos por acido2-bromoe-
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tanosulfénico y yodopropano, calor y pHs ex-
tremos, se ha logrado enriquecer los medios de
cultivos de microflora productora de hidrégeno
e inhibir microorganismos metanogenos evitan-
do el consumo de hidrégeno para la conversion
a metano (Bedoya & Castillon, 2008).

Clostridium butyricum es un Anaerobio
estricto que macroscopicamente se caracteriza
por producir colonias blancas, de bordes irre-
gulares, cremosos y presentan fendmeno de
swarming. A nivel microscopico se caracterizan
por ser bacilos Gram-positivos formadores de
esporas situadas en un extremo sub-terminal
del bacilo. Mesdfilos cuya temperatura optima
es de 35 °C a 37 °C. Obtienen energia por me-
dio de fosforilacion de carbohidratos (sustra-
to), careciendo de sistemas cito-cromicos y de
mecanismos de fosforilaciéon por transporte de
electrones. Productoras de acido fermentando
hidratos de carbono a butirato, acetato, hidro-
geno y diéxido de carbono. Capaces de produ-
cir hidrégeno a partir de dos rutas metabdlicas
las cuales son: 1) rompimiento de piruvato en
didxido de carbono e hidrégeno el cual es cata-
lizado por la enzima ferredoxi-dxidoreductasa
en donde una parte de los electrones es trans-
ferida a protones para producir hidrégeno y el
resto a NAD* para generar NADH, y 2) el NADH,
reacciona con los equivalentes generados en
la glucélisis para que por medio de la hidro-
genasa produzca hidrégeno, biomasa, acetato,
butirato, y ATP. (Bedoya & Castillon, 2008).

El sustrato es un recurso renovable, consti-
tuido por carbono, hidrogeno, oxigeno, nitroge-
no y azufre, presente en multiples recursos que
pueden usarse para producir hidrégeno: culti-
vos energéticos desarrollados especificamente
para la produccion de combustible, entre ellos
estan cultivos herbaceos, cultivos agricolas y
plantas acuaticas, residuos agricolas y dese-
chos organicos, residuos y desechos forestales
como madera, residuos de tala, arboles comer-
ciales imperfectos, etc. y desechos municipales
e industriales(Sanchez, 2007). Para que la pro-
duccion de hidroégeno sea un proceso sosteni-
ble, los sustratos utilizados deben cumplir ciertos
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criterios; los sustratos deben ser producidos a
partir de recursos renovables, estar disponibles
en suficiente cantidad y/o concentracion para
que la fermentacién ocurra de forma eficiente y
se produzca hidrogeno de una forma energéti-
camente favorable (hidrogeno como fuente de
energia renovable) y que los pre-tratamientos
sean minimos y de bajo costo. Aunque los sus-
tratos puros han sido ampliamente estudiados,
las investigaciones mas recientes se enfocan en
la utilizacion de desechos organicos, como sus-
tratos aptos para un proceso sostenible. Existe
gran variedad de sustratos provenientes de re-
cursos renovables como los azucares contenidos
en productos agricolas como maiz, arroz, trigo,
sorgo o material ligno-celulosico de la biomasa.
Se debe tener cuidado con los requerimientos de
nutrientes inorganicos para una produccion 6p-
tima de bio-hidrégeno a partir de sustratos que
contienen carbohidratos (Bedoya & Castillon,
2008).Los sustratos y rendimientos comunmen-
te usados en la produccion de hidrégeno usando
Clostridium butyricum

Los distintos parametros y condiciones de
operacion (principalmente pH, tiempo de reten-
cion hidraulica (HRT), presiéon parcial de hi-
drogeno y diéxido de carbono, subproductos,
temperatura, concentracion inicial de sustra-
to, edad y volumen del inoculo, etc.) deber ser
controlados durante el proceso de fermentacion
oscura, pues estos pueden afectar directamen-
te la eficiencia de produccion, el contenido del
biogas, el tipo de acidos producidos y la rata
especifica de produccion de hidrégeno. Cuando
se trabaja con cultivos mixtos, un descontrol en
uno de estos parametros podria afectar el meta-
bolismo de la microfila productora de hidrégeno
0 cambiar las comunidades de microorganis-
mos presentes en el proceso Yy, por tanto, alterar
los subproductos de la fermentacion. Los acidos
acético y butirico son los subproductos que es-
tan directamente relacionados con la produc-
cion de hidrégeno y por lo tanto el rendimiento
de hidrégeno es mucho mayor cuando estos
se obtienen en alto porcentaje. Por esto para
maximizar el rendimiento de hidrégeno, se de-
ben buscar las condiciones 6ptimas para direc-
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cionar el metabolismo de las bacterias hacia la
produccion de acidos grasos volatiles (VFA),
especificamente acetato y butirato, y fuera la
produccién de alcoholes (como etanol y buta-
nol) y acidos reducidos (como el lactato) que
contienen hidroégeno que todavia no ha sido li-
breado como gas (Bedoya & Castillon, 2008).
A continuacion se describen los factores am-
bientales mas importantes que controlan la pro-
duccion de hidrégeno.

Efecto del pH: el pH del sistema tiene va-
rios efectos sobre las actividades vitales de los
microorganismos. Uno de ellos es el cambio de
la carga de la membrana celular, influenciando la
asimilacién del medio de cultivo por la bacteria.
Un segundo efecto del pH esta relacionado con
la actividad enzimatica de los procesos metabé-
licos y otro mas es el cambio en la toxicidad de
los acidos grasos volatiles, que pueden llegar a
causar inhibicién por la disociacion no polar, de-
bido a que penetran la membrana celular cam-
biando el pH interno de la célula (Van Ginkel &
Sung, 2001).

Temperatura de fermentacion: la tempe-
ratura es uno de los factores mas importantes
que influencian los procesos de produccion bio-
l6gica de hidrogeno por vias fermentativas. La
degradacién de sustrato, la produccién de hidré-
geno, la distribucion de los productos y el creci-
miento microbiano son todos afectados por esta
(Wang, 2008).

Agitacion en un biorreactor: la energia de
transferencia, el sustrato y los metabolitos den-
tro del biorreactor deben ser puestos en contac-
to mediante un mecanismo apropiado de mezcla.
La eficiencia del transporte de cualquier sustra-
to puede ser crucial para la eficiencia de toda
la fermentacion. La agitacion de un biorreactor
produce los siguientes efectos: dispersion del
aire en la solucion de nutrientes; homogeniza-
cion de la temperatura y la concentracion de
los nutrientes en el fermentador y dispersion
de los liquidos no miscibles, entre otros (Crue-
ger, 1993).
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Nutrientes y micronutrientes: se han re-
portado diversos articulos acerca de la impor-
tancia de la relacién carbono/nitrogeno (C/N)
en la produccién de bio-hidrégeno (Lin & Lay,
2004), demostraron que la capacidad de pro-
duccién de hidrogeno esta estrechamente re-
lacionada con la relacion C/N ademas de la
presencia de micronutrientes esenciales para el
metabolismo de las bacterias durante la fermen-
tacion. Algunos de estos micronutrientes son los
metales hierro, zinc y sodio, siendo el hierro el
de mayor importancia para las enzimas hidroge-
nasas y otras enzimas que lo necesiten para la
produccién de hidrégeno (Zhang & Shen, 2006).
En algunos estudios se ha mencionado que la
concentraciéon de hierro afecta la fermentacion
llevada a cabo por bacterias fermentativas.
(Zhang & Shen, 2006) reportaron como el ren-
dimiento en la produccion de hidrégeno aumen-
ta conforme se incrementa la concentracion de
FeSO, en el medio.

La produccion de bio-hidrogeno por fermen-
tacion oscura se puede llevar a cabo en reac-
tores los cuales son recipientes o sistemas que
mantienen un ambiente biolégicamente activo,
en el que se lleva a cabo un proceso quimico
que involucra organismos o sustancias bioqui-
micamente activas derivadas de dichos orga-
nismos. La necesidad de construir diferentes
configuraciones de fermentadores, se realiza
para mantener un cultivo estable, llevando a ope-
rar en condiciones asépticas en recipientes de
geometria relativamente simple que puedan ser
esterilizados con un alto grado de eficiencia,
teniendo en cuenta los diferentes parametros,
caracteristicas y condiciones que el microorga-
nismo necesite para un crecimiento aceptable.
La principal influencia en el modo de operar de
los reactores deriva de las propiedades fisicas
de los microorganismos. En condiciones norma-
les los microorganismos contienen una cantidad
de agua considerable (60-95%) y, en conse-
cuencia, tienen una densidad sélo ligeramente
diferente de la del agua. Se requiere pues un
empuje hidrodinamico muy pequefio para man-
tenerlos en suspension, con el resultado de que
si el fluido circundante esta en un estado de sua-
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ve agitacion los microorganismos estaran en
suspension.

Las diferentes configuraciones de biorreac-
tores son: biorreactor intermitente o por lotes,
biorreactor continio de tanque agitado, bio-
rreactor tubular y biorreactor de lecho fluidizado
(Atkinson, 1986).

Los procesos por lotes se han llevado a cabo
mas en el laboratorio para investigar los reque-
rimientos nutricionales y obtener rendimientos
cuando se tienen sustratos particulares. Es-
tos procesos se han realizado a volumenes de
no mas de 4L con agitacion magnética o en
shakers. Quizas uno de los usos principales en
la produccion de hidrégeno de los procesos por
lotes, cuando se tienen cultivos mixtos, es el
acondicionamiento del inoculo antes de la fer-
mentacion, pues esto permite efectuar el proce-
so de germinacion de esporas de las bacterias
productoras de hidroégeno y asi evitar un posi-
ble lavado de células en un proceso continuo.
Ademas, este tiempo de adaptacion por lotes per-
mite disminuir la fase lag del microorganismo,
haciendo que cuando se llegue a realizar la fer-
mentacion, éste empiece a crecer y producir hi-
drégeno rapidamente.Las bacterias del género
Clostridium, reportadas como una de las mejo-
res productoras de hidrogeno, han sido usadas
en procesos por lotes a gran escala por producir
solventes como acetona, butanol y etanol. Para
la produccién de hidrégeno, un proceso conti-
nuo es mas atractivo, pues el modo por lotes in-
volucra mayores tiempos de fermentacion y no
se garantizan condiciones de estado estaciona-
rio, que se pueda alcanzar con un proceso en
continuo, que son de gran importancia para una
Optima produccién de hidrégeno.Los proceso
por lotes alimentados no han sido muy utiliza-
dos; los pocos estudios que se han hecho, han
sido para evaluar condiciones de germinacion de
bacterias esporuladas, un proceso que necesi-
ta de nutrientes especificos como aminoacidos
para que se pueda llevar a cabo, pero no son
muy recomendables, pues se ha visto que la
interrupcién en la alimentacion por un periodo
de 6h puede llevar a las bacterias a esporular
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de nuevo de una forma irreversible y por esto
se recomienda un suplemento de nutrientes
continuo. En un proceso continuo es factible, y
mucho mas facil, controlar el pH, HRT, presion
parcial de hidrogeno y CO, y los subproductos
del proceso (Bedoya & Castillon, 2008).

MATERIALES Y METODOS
Diseno del biorreactor

En el disefio y operacion del reactor se conside-
raron los parametros que modifican la produc-
cion de hidrégeno y el crecimiento de la bacteria
Clostridium butyricum en un reactor de opera-
cion continua: caracteristicas morfolégicas y
metabdlicas del microorganismo, sustrato a utili-
zar, volumen del biorreactor, variables a contro-
lar y esterilidad (Mateus,1997).De acuerdo con
estos parametros se realizé un disefio prelimi-
nar en el software Auto CAD 2007 para deter-
minar los equipos necesarios para el control de
las variables anteriormente mencionadas (ver
Figura 1). Gracias al modelo se comprobd la
necesidad de usar 2 bombas: una para el sumi-
nistro de sustrato fresco y otra para la remocion
de microorganismo junto con sustrato consumi-
do, la potencia de ambas bombas se realiz6 por
medio del balance hidraulico; también, se hizo
evidente la necesidad de implantar tres valvu-
las: dos de globo y una de paso, las valvulas
de globo se usaron en las entradas a las bom-
bas para controlar el paso de medio de cultivo y
evitar el escape de gases por las tuberias res-
pectivas y la valvula de paso fue implantada en la
tuberia que conduce al colector de gases.

La produccién de hidrogeno a través de
métodos fermentativos se ve influenciada por
factores inherentes al medio ambiente, estos fac-
tores se pueden resumir en el pH y la tempe-
ratura a la cual se realiza la fermentacién. Los
intervalos de pH reportados para el maximo
rendimiento y la tasa de produccién de hidro-
geno estan entre 5 y 6 siendo 5,5 el pH 6pti-
mo para la produccion de hidrogeno usando la
cepa Clostridium butyricum segun lo reportado
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por (Pattra&Sangyoka, 2008). La temperatu-
ra de fermentacién que por lo general en los
sistemas de produccién de bio-hidrégeno des-
critos opera en rangos mesdfilos (30-40 °C) y
en algunos casos termdfilos (50-60 °C). En el
caso de la bacteria C. butyricum la temperatura
optima de crecimiento es 37°C (Wang, 2008).

Figura 1. Diseiio preliminar del
biorreactor.

Para el control de cada una de las variables
implicadas en el funcionamiento se adecud un
equipo para la medicién y control del biorreactor.
Para el pH se midié cada descarga del biorreac-
tor por medio de un pH-metro marca HANNA
HI-9810 (ver Figura 2a). La concentracién del
microorganismo se controlé tomando muestras
de 3 ml cada hora, almacenandolas en viales de
7ml de capacidad y haciendo conteo en camara
de Neubauer (ver Figuras 2b y 2c).

La temperatura se midié usando dos termo-
metros: uno bimetalico que media la temperatu-
ra interna del biorreactor y otro de mercurio que
media la temperatura del agua de calefaccion
del reactor, la cual fue controlada automatica-
mente por medio del sistema de calefaccion,
ajustando los set-points con una temperatura
minima de 38°C y una temperatura maxima de
40°C con el fin de contrarrestar las perdidas
energéticas de la chaqueta térmica.La agitacion
del biorreactor se mantuvo mediante un agita-
dor magnético de 20-2000 rpm manteniéndose
constante a 220 rpm (ver Figura 2d).
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Figura 2a. pH-metro usado en la
experimentacion.

Figura 2b. Camara de Neubauer marca
BOECO Germany.

Figura 2c. Microscopio 6ptico usado en el
conteo de microorganismo sobre camara
de Neubauer.

CONSTRUCCION DEL
BIORREACTOR

Una vez definidas las variables y los elementos
de control de éstas se procedié a ensamblar
todas las partes del montaje del biorreactor. El
cuerpo del biorreactor fue constituido por un
frasco ISO de 1 L SCHOTT DURAN, la cha-
queta fue adaptada de un vaso de precipita-
do SCHOTT DURAN de 3000 mlde capacidad
como se observa en la Figura 3a. Como sis-
tema de coleccion de gases, se adecud una
probeta plastica de 1000 ml de capacidad
conectada a través de tuberia plastica al bio-
rreactor (ver Figura 3b).

Finalmente, se conectaron las bombas,
valvulas y equipos de control obteniéndose el
sistema ensamblado en el cual se realizé la fer-
mentacidén por 36 horas continuas, realizando
descargas cada 4 horas (ver Figura 4).
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Figura 2d. Agitador magnético usado
durante la experimentacion.

COMPROBACION DE LA PUREZA
DE LA CEPA BACTERIANA

De la cepa Clostridium butyricum DSM 2478,
del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional, se tomaron varias muestras con el
asa en una lamina de vidrio para realizar el pro-
cedimiento de tincion de Gram, encontrandose
otro tipo de bacteria presentes en la muestra
cuya morfologia corresponde a bacterias tipo
estreptococos. Debido a esta contaminacion,
fue necesario hacer resiembra en camaras de
Petri para poder aislar la bacteria Clostridium
butyricum.

SELECCION DEL MEDIO DE
CULTIVO Y SUSTRATO

Para la seleccion del medio de cultivo y sus-
trato se mantuvo el criterio de que la fermen-

Fundacion Universidad de América 25

27/06/2013 02:36:12 p.m.



REVISTA DE INVESTIGACION

Volumen 6, No. 1, Enero-junio 2013

tacion se realizaria en un medio en el que la
bacteria se encontrara en excelentes condi-
ciones de crecimiento para obtener un mejor
resultado, teniendo en cuenta las caracteris-
ticas como el metabolismo y sus rutas me-
tabdlicas. Es por esto que se us6 el medio
de cultivo RCM (Atlas & Parks, 1993), que de
acuerdo con la literatura permite el crecimien-
to de Clostridios a partir de in6culos muy pe-
quenos (CULTIMED, 2003). ElI extracto de
carne, levadura y la peptona de caseina son
los elementos nutritivos de este medio, la glu-
cosa actua como agente energético y la cis-
teina como reductor. El almidén favorece la
germinacion de las esporas y el sodio cloruro
mantiene el equilibrio osmético. El medio per-
mite el crecimiento de Estreptococos y Lacto-
bacilos (CULTIMED, 2003).

Figura 3a. Chaqueta y tanque del
biorreactor.
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Figura 4. Montaje final del biorreactor
CSTR.

PREPARACION DEL INOCULO

En un frasco ISO SCHOTT DURAN de 250 ml
se agregd 198 ml de medio de cultivo RCM y 2
ml de cepa bacteriana, luego se incubo a 37°C
por 24 horas, tiempo en el cual la solucién me-
dio de cultivo-bacteria alcanza una densidad 6p-
tica mayor a 1 a 525 nm segun lo descrito por
(Arévalo et al.,2002).

ANALISIS DE LA CINETICA

Usando la cinética de la Clostridium butyricum
(ver Figura 5), realizada por (Moreno, 2010), la
cual es evaluada en un biorreactor tipo Batch a
nivel laboratorio (volumen de 1 L) usando gluco-
sa como sustrato, RCM (reforzado para Clos-
tridios) como medio de cultivo y Clostridium
butyricum DSM 2478 como microorganismo, se
determinaron las fases del metabolismo de la
bacteria.

A partir de la cinética analizada anterior-
mente se determinaron los tiempos adecuados
de carga del inoculo bacteriano, sustrato fres-
co y descarga de bacteria-sustrato consumido,
teniendo en cuenta las fases metabdlicas del
microorganismo usado y teniendo en cuenta las
condiciones de operacion del proceso de fer-
mentacion.
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FERMENTACION, CARGAS Y
DESCARGAS

Para este procedimiento es necesario mencionar
que se mantuvieron condiciones de asepsia rigu-
rosas, los equipos usados en este proceso fueron
lavados con una solucion de hipoclorito de sodio
al 1% y alcohol antiséptico durante dos horas;
posteriormente se purgaron con cloruro de sodio
al 0,9% y medio de cultivo fresco, inhibiendo el
crecimiento de cualquier otro microorganismo
que no fuera Clostridium butyricum que afectara
la fermentacion. Se diluyeron 14 g de glucosa
en 1 L de medio de cultivo(Wang et al., 2008),
siendo este el sustrato usado en la fermentacion.
En 800 ml de sustrato se agregaron 200 ml de
inoculo el cual se calenté hasta una temperatu-
ra de 37 °C y se deposité en una bolsa Viaflex
de 1L usada como medio de almacenamiento
(pre-cargue). Se carga el biorreactor con este
primer sustrato durante 18 horas, posteriormen-
te se descargan 500 ml de sustrato consumido-
bacteria, y se cargan 500 ml de sustrato fresco
durante un periodo de 4 horas, asi por 3 cargas
mas, para un total de 4 litros, manteniéndose un
volumen de control de 1000 ml.

RECUENTO DE
MICROORGANISMOS

Se aplicé la técnica directa de cuantificacion en
camara de Neubauer empleada para bacterias.
La unidad de medida que se obtiene por esta
técnica es cantidad de biomasa en bacterias/ml.

DETERMINACION DE CONSUMO DE
SUSTRATO

Mediante la técnica del reactivo DNS (Acido
3,5-dinitrosalicilico), se realizé la cuantifica-
cion de azucares, en la cual se determinod la
concentracion de glucosa en la biomasa. Por
medio de un espectrofotometro LOVIBOND, a
540 nm se leyo la absorbancia, por medio de
una curva de calibracion que la relaciona con
el consumo de glucosa (g/L).
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CUANTIFICACION DE HIDROGENO

Con el fin de obtener una muestra representa-
tiva y homogénea del proceso fermentativo, se
tomaron 50 ml de gas producido por cada hora
depositados en una bolsa Tedlar (polivinilo de
fluoruro) de 1000 ml, obteniendo un volumen to-
tal de 800 ml de gas, la cual fue analizada en el
laboratorio de la facultad de Ingenieria Quimica
de la Universidad Nacional que por medio de la
técnica de cromatografia de gases se determiné
la concentracién de hidrégeno producido en la
fermentacion.

Para esto se emplearon dos cromatogra-
fos de gases Hewlet Packard 5890 y Hewlet
Packard 5890 series Il (Hewlet Packard Co,
Germany), equipados con detector de conducti-
vidad térmica (TCD). En el Hewlet Packard 5890
se uso6 una columna empacada Supelco 80/100
Mole Sieve13X, 10 ft (longitud nominal) x 1/8”
s/s (diametro nominal) (Supelco, USA), para de-
terminar la presencia de H,, O,, N,, CO y CH,.
En el Hewlet Packard 5890 series Il se usé una
columna capilar Restek RT-Q-Bond, 30m (longi-
tud nominal) x 320um (diametro nominal) (Res-
tek Inc., USA), para determinar gases comunes,
CH,, CO,, hidrocarburos y alcoholes ligeros. Se
realizaron dos inyecciones por muestra en cada
cromatografo, de forma manual. Los volumenes
inyectados y las condiciones de analisis fueron
respectivamente: 1 ml, 30 °C constante durante
15 minutos, temperatura de inyector 50 °C, tem-
peratura del detector, 200 °C, gas de arrastre y
referencia Ar; 1 ml, 30 °C constante durante 15
minutos, temperatura de inyector 170 °C, tem-
peratura del detector, 170 °C, gas de arrastre y
referencia He.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diseino del biorreactor

Con base en las variables presentadas en el
anterior capitulo, en el modelo digital realizado

y en la bibliografia consultada se disefo el bio-
rreactor.
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Figura 5. Cinética bacteriana evaluada en un biorreactor tipo BATCH

Bacterias/ml

—

—0

Tiempo (horas)

Fuente: Moreno, 2010

Usando la ecuacion general de la energia
(Bernoulli) se determind la potencia requerida de
las bombas usadas en el montaje del biorreactor
en funcién de carga y descarga de sustrato fres-
co y sustrato consumido junto con Clostridium
butyricum.Teniendo el dimensionamiento del bio-
rreactor, se realizd el balance hidraulico para de-
terminar la potencia de las bombas a utilizar en
el procedimiento obviando perdidas por tuberias
y accesorios. De igual forma que se calculo6 el
caudal para la bomba de cargas, se aplico para la
bomba de descarga. La bomba usada para la car-
ga de sustrato fresco al biorreactor fue una bomba
de acuario convencional de 2,5 Watts. Dimensio-
nes: 3cm. x 4 cm. (ver Figura 6a). En el caso de la
bomba de descarga, la necesidad energética es
mayor, debido al vacio que se crea al succionar
la biomasa junto al medio de cultivo consumido; la
bomba usada para la descarga fue de 12 voltios y
1 amperio (ver Figura 6b).

Se realizé un balance de energia para determi-
nar las pérdidas de calor por conveccion generado
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por el exterior hacia el fluido dentro de la chaque-
ta y ratificar si era necesario un recubrimien-
to para eliminar estas pérdidas.Se calcularon las
pérdidas de calor en un rango maximo de 0,5 W,
el cual no afecto la temperatura de proceso y se
calculd el espesor necesario del aislante que se
requiere para mantener la temperatura adecuada
del fluido usado dentro de la chaqueta: 6,0399 cm.

Comprobacién de la pureza de la
cepa bacteriana

Debido a la ausencia de colonias diferenciables
entre la cepa Clostridium butyricum 'y el Estrep-
tocococontaminante en las camaras de Petri, se
hizo necesaria otra alternativa para la purifica-
cion de la misma; esta vez, se recurrié a usar un
nuevo vial de la cepa Clostridium butyricum con-
servada en los laboratorios de la Universidad
Javeriana sede Bogota. Se realiz6 la técnica de
tinciéon de Gram y como resultado se obtuvo una
poblacion uniforme de bacterias tipo bacilos, co-
rroborando asi la pureza de la cepa.
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Figura 6a. Bomba de Agua usada para la carga
de sustrato fresco al biorreactor

Figura 6b. Bomba usada para el descargue de
la biomasa del reactor.

(http://www.electrocyber.cl/bomba.htmiConsultada el dia 27 de marzo de 2011).

Preparacion de inoculo

El inéculo se incubo por un periodo de 24 ho-
ras a 37 °C sin agitacion, para que la bacteria
acelerara su metabolismo, saliendo de la fase
de latencia en la que se encontraba debido a
las condiciones en que era preservada (15 °C)
y para que la carga microbiana aumentara cum-
pliendo asi la poblacién necesaria para desarro-
llar el proceso de fermentacion.

Analisis de la cinética

Con base en la cinética previamente desarrolla-
da por Moreno (2010) se determiné que la fase de
adaptacion de la bacteria Clostridium butyricum
usando el medio RCM OXOID® y glucosa como
fuente de carbono fue de 12 horas en las cuales
la bacteria prepara las enzimas necesarias para
comenzar su reproduccion; la fase de crecimien-
to exponencial fue de 4 horas, donde llegé a su
maxima poblacién (2,4x10° bacterias/ml.) experi-
mentando una caida en la carga microbiana en
la hora 16 debido al consumo de glucosa inicial
dejando las proteinas como unica fuente de car-
bohidrato y nitrégeno en el medio disponibles
(en esta hora se realizaria la primera descarga
de biomasa y sustrato consumido y carga de ali-
mento fresco), en el intervalo entre las horas 17
y 25, la bacteria se adecua al consumo de las
proteinas incrementando levemente su pobla-
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cion para finalmente entrar en fase de muerte en
la hora 26.

De acuerdo con el analisis realizado a la
cinética anteriormente expuesta, se determind
que el mejor tiempo para realizar la primera
descarga de biomasa consumida y carga de
sustrato fresco al biorreactor era en la hora 17,
tiempo en el cual la concentracién de microor-
ganismo comienza a descender por la falta de
carbohidrato (glucosa) disponible en el medio.
La segunda y posteriores cargas se realizaron
cada 4 horas, ya que este es el tiempo que le
toma a la bacteria llegar nuevamente al punto
maximo de concentracion de microorganismo,
ademas, usar un tiempo de retencién hidrauli-
co (HRT) de 4 horas proporciona favorables re-
sultados en cuanto a produccion de hidrogeno
(Wuet al., 2008).

Fermentacién, cargas y descargas

El periodo de evaluacion planteado fueron 36 ho-
ras continuas; este tiempo se selecciond con el
fin de obviar 12 horas de arranque del reactor en
las cuales la bacteria se adecua al medio, estabi-
lizando su metabolismo y produciendo las enzimas
necesarias para la posterior reproduccion, dejan-
do 24 horas reales de fermentacion continua y
poder compararlas con el reactor tipo BATCH de-
sarrollado anteriormente y de esta forma determi-
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nar que biorreactor brinda las mayores ventajas
en cuanto a produccion de hidrogeno se refiere.

El medio de cultivo RCM OXOID® (reforzado
para Clostridios) se adquirié en los laboratorios
de biotecnologia de la Universidad Nacional, fue
preparado y esterilizado junto con el cuerpo vy la
chaqueta del biorreactor a 150 °C y 15 psi en el
laboratorio de Investigaciones Microbiolégicas
Avanzadas Ltda.

En cuanto al sustrato (glucosa), es el hidra-
to de carbono mas abundante en la naturaleza,
es de facil asimilacion por parte deClostridium
butyricum(Chenet al., 2008),se encuentra pre-
sente en el medio de cultivo RCM OXOID®
(10% p/p), y se posee el modelo cinético de la
bacteria con este sustrato; razones por las cua-
les se selecciond la glucosa como fuente de car-
bono.

Las tuberias, bombas, valvulas, elementos
de control (sistema de calefaccién, anodo del
pH-metro y agitador magnético) y superficies de
trabajo se lavaron inicialmente con una solucion
de hipoclorito de sodio al 1%(Block, 1983) por
2 horas para garantizar la eliminacion de cual-
quier agente patdgeno y/o microbiano presente
en estos elementos. Posteriormente, se hicieron
3 lavados con alcohol etilico al 40% para elimi-
nar la mayor cantidad de hipoclorito residente en
los elementos desinfectados y finalmente se dejé
pasar agua destilada por todos los sistemas de
tuberia, bombas y valvulas por 10 minutos para
eliminar los rastros de hipoclorito y alcohol eti-
lico que pudieran haber quedado dentro de los
equipos.

Una vez garantizada la inocuidad del reactor
y de todos los sistemas que lo componen, se
realizé el ensamble del mismo y se realizé una
purga con solucion salina al 0,9% p/V de NaCl
estéril para comprobar la ausencia de fugas en
los diversos acoples del biorreactor y verificar el
funcionamiento de las bombas.El montaje final
se aprecia en la Figura 7.
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Una vez cargado el biorreactor con el me-
dio de cultivo y el inoculo, se esperé a que
la temperatura del sistema se estabilizara en
37°C para dar comienzo a la fermentacion. Se
removié la mayor cantidad de aire dentro del sis-
tema a través del sistema de coleccién de ga-
ses para eliminar de esta forma todo el gas que
no es producto de la fermentacion.

Figura 7. Montaje final del biorreactor
CSTR.

Al tener el sistema cargado y sin gas inter-
ferente, se proceden a tomar 7 ml de muestra
del medio fermentativo cada hora para realizar
el conteo de bacterias dentro del biorreactor,
realizando diluciones segun lo propuesto por
Montoya (2003) como se muestra en la Tabla 5.
A medida que aumenta el tiempo, la poblacion
microbiana se incrementa haciendo necesario
el incremento en la diluciéon para facilitar la lec-
tura sobre la camara de Neubauer.

Tabla 5.Diluciones correspondientes para cada
hora (Montoya, 2003).

HORA DILUCION
0-6 103
7-20 108

Del analisis realizado a la cinética microbia-
na, se determiné que la hora para la primera
descarga al biorreactor deberia hacerse en la
hora 16, pero, al llegar a esta hora, la poblacion
microbiana dentro de nuestro biorreactor no al-
canzaba la maxima concentracion de bacterias
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como se esperaba (1,8x10° bacterias/ml). De-
bido a esto, se decidié extender el tiempo para
que la bacteria llegara a la concentracion espe-
rada (2,4x10° bacterias/ml) y pasadas 2 horas
mas (hora 18 de la fermentacién), finalmente
se alcanzo la poblacion deseada (2,2x10° bac-
terias/ml). Dos horas después de alcanzada
la poblacién requerida (hora 20 de la fermenta-
cion), hora en la cual la bacteria ya ha consu-
mido, se procede a realizar la primera descarga
de sustrato consumido y la primera carga de
alimento fresco (Figura 8).

Pese al incremento en el tiempo necesario
para alcanzar la maxima poblacién microbiana,
las siguientes cargas y descargas se realiza-
ron segun lo planeado: cada 4 horas; la razén
para continuar con este tiempo, se debe a que la
concentracion microbiana de las siguientes car-
gas, retomaron el comportamiento que se habia
predicho, llegando a la maxima concentracion
4 horas después de realizada la renovacion de
sustrato y la remocion de biomasa consumida.

Figura 8. Carga de sustrato fresco al
biorreactor.

Recuento de microorganismos

Después de efectuada la fermentacién, y de
realizar el conteo celular por hora, el microor-
ganismo presentd el comportamiento que se
muestra en la Figura 9.

Se puede observar que la bacteria C. butyri-
cum tuvo el siguiente comportamiento:

Figura 9. Comportamiento del crecimiento microbiano durante la fermentacion en el biorreactor
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La fase de adaptacion esta en el rango en-
tre 0 y 5 horas, periodo en el cual la bacteria
prepara las enzimas necesarias para entrar
en la fase de crecimiento y comenzar su re-
produccion.

Su fase exponencial dio comienzo en la hora
6 prolongandose hasta la hora 18 consu-
miendo la glucosa suministrada en el medio
de cultivo, donde alcanzé su maxima pobla-
cion (2,2x10° bacterias/ml)

Entre la hora 18 y 20, la poblaciéon microbia-
na comenzo a descender entrando en la fase
de muerte debido al consumo de la gluco-
sa dejando como unica fuente energética
las proteinas contenidas en el medio de
cultivo pero debido a que la bacteria no se
encontraba preparada para consumirlas des-
ciende su poblacion; en este tiempo se rea-
liza la primera descarga y posterior carga al
biorreactor

Entre las horas 20 y 22, el microorganismo
experimenta una fase de inestabilidad atri-
buido a la renovacion del medio de cultivo
por un cambio subito en el pH de 4,6 (pH del
reactor internamente) debido a la produccion
de acidos butirico y acético provenientes del
metabolismo de la glucosa por parte de la
bacteria a 7,0 (pH del sustrato renovado),
creciendo hasta la hora 21 y cayendo su po-
blacién entre las horas 21 y 22. Este com-
portamiento se debe a que el pH intracelular
debe permanecer estable para evitar la des-
truccion de las macromoléculas celulares que
son sensibles al alcali.Cuando hay un cambo
de pH hacia la neutralidad, la membrana cito-
plasmatica de las bacterias aciddfilas (como
es el caso de Clostridium) se puede disolver
causando lisis celular.

Entre las horas 22 y 23, la bacteria se estabi-
liza gracias a la capacidad homeostatica que
le permite regular el pH interno mediante un
sistema de transporte de protones que se en-
cuentra en la membrana citoplasmatica, que
incluye una bomba de protones ATP, reto-
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mando su crecimiento hasta una poblacion
de 2,2x10° bacterias/ml.

En la hora 24 se realiza una nueva descarga
de microorganismo y sustrato consumido, y
se recarga sustrato fresco, evidenciandose
un cambio en la poblacidon debido a la dilu-
cioén hecha.

Entre las horas 25 y 27 el microorganismo
nuevamente reactiva su metabolismo au-
mentando su poblacién, esta vez por encima
de la maxima concentracion anteriormente
obtenida (2,36x10° bacterias/ml), este au-
mento de la poblacion se debid a dos causas
principales:

1. La regulacion del pH gracias a la hidroxi-
lacion de las proteinas (extracto de carne,
extracto de levadura y peptona de casei-
na) del medio de cultivo inducida por el pH
acido en el interior del biorreactor (pH: 5,5)
proveniente de los acidos butirico y acético
derivados del metabolismo de la bacteria

2. El microorganismo se encontraba en fase
de crecimiento y al suministrarle mas glu-
cosa pudo continuar con su metabolismo.

En la hora 28 se realiz6 la tercera descarga
y carga al biorreactor, nuevamente se evi-
dencia la disminucién en la concentracion de
microorganismo a causa del consumo de sus-
trato, esta vez menor a las anteriores descar-
gas, debido a la concentracién superior de
bacteria.

De la hora 29 a 31, la bacteria entra de nuevo
en fase exponencial alcanzando un maximo
de concentracion de 2,6x10° bacterias/ml.

En la hora 32 se realiza la cuarta y ultima car-
ga evaluada, repitiéndose el patron visto en
las cargas anteriores;disminucion en la con-
centracion microbiana producto de la dilucién
y aumento de la poblacién en las siguientes
horas gracias al suministro de sustrato (entre
las horas 33 y 35).
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Con respecto a la cinética usada como
base para el analisis, presentado en la Figura
10 se pueden observar varias diferencias signi-
ficativas:

» La fase de adaptacion de la bacteria en el
reactor CSTR fue mas corta, debido a que la
bacteria fue activada antes de realizar la fer-
mentacién y se encontraba en fase vegetati-
va, este es el periodo en el que las bacterias
individuales estan madurando y no tienen
aun la posibilidad de dividirse mientras que
la cepa usada en el biorreactor BATCH audn
se encontraba en forma de endo-espora, in-
dicando que la bacteria se encuentra en es-
tado de hibernacion requiriendo mas tiempo
para su reactivacion.

» La primera carga del biorreactor CSTR (hora
20 a 24) tuvo un comportamiento similar al
registrado entra las horas 17 y 19 del bio-
rreactor por lotes, las razones de dicho com-
portamiento son:

— En el reactor por lotes esa disminucién y
aumento de la concentracion es debido al

consumo de la glucosa en la fase expo-
nencial dejando como una fuente energé-
tica las proteinas contenidas en el medio
de cultivo haciendo que clostridium se
alimente de ellas como lo reporta Khelifa
(1999)donde se investigan las proteasas y
peptidasas activas en el C. butyricumy el
metabolismo a partir de ellas.

— En el biorreactor CSTR, como se mencio-
no anteriormente, el descenso y posterior
crecimiento en la poblacion microbiana
fue debido al cambio repentino de pH por
el ingreso de sustrato fresco al biorreac-
tor, donde ya habia produccion de acidos
volatiles provenientes del metabolismo
bacteriano.

A partir de la hora 24, en el biorreactor por lotes
la C. butyricum redujo su metabolismo debido
al consumo de glucosa, dejando de reprodu-
cirse y por lo tanto reduciendo la produccién
de gas. Mientras tanto, el biorreactor CSTR,
gracias a la renovacion del medio continud
con su crecimiento aumentando con cada car-
ga que se realiz6 al mismo.

Figura 10.Comparacion del crecimiento de la bacteria C. butyricum en un reactor por lotes y en un

CSTR.
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Produccion de gases durante la
fermentacién

En la Figura 11 se evidencia el comportamien-
to que tuvo la produccion de gases durante la
fermentacion.Durante el periodo evaluado, se
observa el cdmo la bacteria inicia la produccion
de gas en la hora 9 con un volumen de 100 ml.
Debido a que es en este periodo donde la bac-
teria entra en fase de crecimiento y con ella, la
produccién de gases provenientes. El volumen
de gas final producido por el reactor es acep-
table en comparacion con el obtenido por Zhu
et al.(2009), cuya experimentacién consistio
en operar de modo continuo por un lapso de
70 dias usando un cultivo mixto de bacterias y
aguas residuales de remolacha azucarera, pro-
duciendo un volumen de 5.000 ml al segundo

dia de evaluacion, mientras que nuestro reac-
tor produjo un total de 8.025 ml en el mismo
tiempo.

Consumo de glucosa durante la
fermentacién

Se tomaron varias muestras de las horas mas
representativas en relacion a la Figura 12, en
donde se presenta el crecimiento celular de la
bacteria durante la fermentaciéon.El consumo de
glucosa en la hora 20 (tiempo en el cual alcanza
su maxima poblacién y se realiza la primera des-
carga) fue del 78,4%, en las siguientes cargas y
descargas el consumo de glucosa descendio a
53,5% debido al menor tiempo de residencia del
sustrato dentro del biorreactor con referencia de la
primera carga.

Figura 11. Produccién de gases en el periodo de fermentacion.
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Cuantificacion de hidréogeno

Con relacién a los resultados obtenidos por
cromatografia, se encontraron los siguientes
gases: hidrégeno, dioxido de carbono, nitroge-
no y oxigeno, estos dos ultimos no son produ-
cidos por la bacteria, la presencia de ellos en
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— Produccién de gases

Cargas y descargas al biorreactor

la muestra cromatografica indica la contamina-
cion de la misma con aire. Finalmente el por-
centaje de hidrégeno contenido en la muestra
tomada fue de 50,3% con una produccion de
CO,del 26% y un 23,7% de nitrdgeno y oxige-
no como gases interferentes.

27/06/2013 02:36:14 p.m.



Alfonso, Freddy., et al: Evaluacion de la produccion de hidrégeno...

LINEA DE INVESTIGACION: ECONOMIA DEL HIDROGENO

Figura 12. Consumo de glucosa durante la fermentacion
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CONCLUSIONES

De acuerdo con las condiciones y al medio en
el cual la bacteria se desarrolla, el biorreactor
que se selecciond para construir y operar fue
un CSTR, el cual se caracterizé por tener una
relacion 2:1 en cuanto a la altura y al diametro,
cuyas medidas fueron 20 cm y 10 cm respecti-
vamente con un volumen total de 1 L probado a
medida en que se iba construyendo.

Se seleccioné como sustrato glucosa, ya
que al ser un monoémero,C. butyricum facilmen-
te lo asimila sin necesidad de realizar hidrélisis
para romper enlaces glucosidicos.

Las variables criticas de control fueron, la
concentracién de sustrato (glucosa) 14 g/l, tem-
peratura 37°C, agitacion 200 rpm y pH 5-7, ya
que de estas dependiod la velocidad de creci-
miento del microorganismo y por lo tanto la pro-
duccién de gas de éste.

Para operar en condiciones de inocuidad ri-
gurosas, fue necesario construir el biorreactor

Revista Investigacion.indb 35

con materiales resistentes a la corrosion, altas
presiones y temperaturas, es por esto que se
uso vidrio Pyrex para el cuerpo del equipo, tu-
berias y accesorios de plastico de facil lavado,
inspeccion y drenaje.

El tiempo del proceso de fermentacion fue-
ron 36 horas de las cuales, 5 comprendieron la
fase de adaptacion y el arranque del biorreactor,
14 horas de crecimiento continuo, realizando 4
cargas y descargas en intervalos de 4 horas a
partir de la hora 20.

La produccion de gas de la C. butyricum en
condiciones mencionadas anteriormente fue de
un volumen total de 8000 ml en un tiempo de pro-
ceso de operacion de 36 horas, que segun la
literatura la produccién de hidrogeno es de 163
mi/h.

El oxigeno y nitrégeno presente en el proce-
so de fermentacion, fue causado por un escape
accidental en el momento de la descarga de sus-
trato consumido-bacteria, ya que estos gases no
hacen parte del metabolismo de la bacteria.
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