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RESUMEN

Se desarroll6 un proceso de biofotdlisis directa para la produccién de biohidrégeno empleando
cultivos mixtos de microalgas verdes no axénicos, generados a partir de muestras tomadas del hume-
dal Santa Maria del Lago (Bogot4, Colombia). El sustrato del cultivo de microalgas fue la materia
organica contenida en su matriz original en el medio natural. Fue posible generar un volumen de gas
hidrégeno de 8,5 ml a partir de volimenes concentrados de microalgas de 250 ml obtenidos en dos
muestras de agua en el humedal. Se transformé un volumen bajo del agua, resultado acorde con la
literatura referenciada para la produccién de hidrégeno a partir de este proceso. Sin embargo, se
plantean problemas interesantes en cuanto a la generacién de este vector energético y el desarrollo
de tecnologias a nivel nacional.
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ABSTRACT

[t was developed a process of Direct Biophotolysis for the Biohydrogen production using mixed
cultures of non-axenic green microalgae generated from samples taken at the Wetland Santa Maria
del Lago (Bogota, Colombia). The substrate for the cultivation of microalgae was the organic matter
contained in the original matrix in the natural environment. It was possible to generate a volume of
8.5 ml of hydrogen gas from concentrated volumes of microalgae of 250 ml in two samples of water
in the wetland. The maximum convertion percentage obtained was low, a result consistent with the
literature referenced in the production of hydrogen from this process. However, there are interesting
problems in the generation of this energy source and technology development at the national level.
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INTRODUCCION

El hidrégeno es uno de los vectores energéticos que en la actualidad se propone como una
solucién a la crisis ambiental generada por el exceso en el uso de los combustibles f6siles. Mucha
informacion referente al tema ha sido generada en paises diferentes a Colombia. Manish & Banerjee
(2008) hacen referencia a los procesos de generacion de biohidrogeno y comparan los principales
procesos usados en la actualidad. Estos autores concluyen que las eficiencias de los procesos de gene-
racién se incrementan significativamente cuando los productos derivados de los procesos son consi-
derados en los modelos para determinar las eficiencias. Kovécs, et al. (2006) utilizaron la bacteria
fototréfica Thiocaspa roseospirina, concluyendo que ésta es capaz de generar cantidades significativas
de biohidrégeno, por medio de modificaciones de su material genético. Jeong, et al. (2008) desarro-
llaron un ensayo para comparar cuatro tipos diferentes de bacterias y determinaron que la especie
Chlostridium beinjerickii es la mayor productora de hidrégeno cuando se usa glucosa como sustrato.
Melis & Melnicki (2006) desarrollaron una metodologia integrada para la produccién del combusti-
ble en cuestién basados en algas verdes unicelulares, el cual se acopla con bacterias ptrpuras
fotosintéticas con el objetivo de utilizar més eficientemente la radiacién solar y favorecer la utiliza-
cién de nutrientes en el proceso, disminuyendo costos en los etapas de produccién. Ust ak, et al.
(2007) compararon dos métodos para la produccién de hidrégeno, el fermentativo y el fotosintético,
utilizando la bacteria Chlostridium y la especie de alga Scenedesmus. Estos autores concluyeron que el
método fermentativo es més eficiente y permite el uso de deshechos biol6gicos. Hankamer, et al.
(2007) desarrollaron un biorreactor para la produccién de biohidrégeno, controlando factores como
los niveles de distribucién de la luz y de nutrientes en un biorreactor, en un proceso de dos fases,
separando el crecimiento fotosintético de la produccién de hidrégeno, con lo cual evitaron la inhi-
bicién de la enzima hidrogenasa por el O,.

La informacion generada en Colombia es poca, las principales referencias son el grupo de Inves-
tigaciones en Biotecnologfa Industrial de la Universidad Nacional de Colombia con sede en Medellin
(Bedoya, et al., 2008) y el grupo de Procesos Biotecnolégicos Medioambientales del Instituto de
Planeacién de Soluciones Energéticas (IPSE).

Las condiciones climaticas, asi como de diversidad de organismos tales como las microalgas,
hacen que Colombia tenga un potencial importante en generacién de hidrégeno por medios biold-
gicos. El hidrégeno es considerado como una de las formas de energia més promisorias y sostenibles
para el futuro. La viabilidad de este vector energético depende del desarrollo de procesos a escala que
sean viables y generen la energia suficiente para reemplazar los procesos con base en gas natural,
refinamiento de petrdleo y gasificacién del carbén (Ruppretch, et al., 20006).

Se desarroll6 un proceso de generacién de biohidrégeno por medio de biofotélisis directa a partir
de microalgas colectadas en el humedal de Santa Marfa del Lago, ubicado en el occidente de Bogot4,
D. C. Este proceso se basa en la accién de las hidrogenasas, enzimas que metabolizan el hidrégeno.
La reaccion general del proceso es:

2H,0 fidosenaas [z oL 9H, + O, (Manish & Banerjee, 2008)
Este proceso usa la capacidad fotosintética de las algas verdes y cianobacterias de romper una

molécula de agua por medio de la energia de la luz directamente absorbida y la transferencia de
electrones a enzimas como las hidrogenasas (Kovdcs, et al., 2006). Es un proceso que requiere condi-
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ciones especiales para la generacién de hidrégeno porque la actividad de las hidrogenasas es muy
sensible al oxigeno (Manish & Banerjee, 2008) que es liberado al medio durante el proceso de la
fotosintesis. La principal ventaja de los procesos de biofotdlisis es que para la generacion de hidroge-
no solo se requiere agua y luz (Hallenbeck & Benemann, 2002).

Segiin Esper, Badura & Rogner (2000), el proceso fotosintético utilizado por las microalgas ver-
desy el proceso de produccién de hidrégeno, combinados con el proceso reverso del uso del hidroge-
no como fuente de energia, ha sido optimizado en el transcurso de la evolucién de estos
microorganismos durante millones de afios. El problema est4 en acoplar estos dos procesos para la
generacion de biohidrégeno, ya que estos son el resultado de presiones evolutivas diferentes.

El hidrégeno era la fuente de energia para las microalgas durante las etapas iniciales de la vida en
el planeta tierra, en condiciones atmosféricas reductoras; es decir, en ausencia de oxigeno. Este am-
biente anaerobio cambi6 cuando las plantas en general evolucionaron sus maquinarias fotosintéticas
capaces de utilizar la luz incidente mas eficientemente. Al perder su rol central de generacién ener-
gética, no hubo presiones evolutivas para la generacién de hidrogenasas resistentes al oxigeno, por lo
que, con el incremento del nivel de oxigeno atmosférico, debido a los procesos de hidrdlisis, estas
enzimas se “apagaron”. Actualmente, las hidrogenasas existen en bacterias y microalgas, pero su
actividad sélo se da en condiciones anaerobias (Esper, Badura & Rogner, 20006).

Se buscé realizar una aproximacién inicial a la produccién biolégica de hidrégeno por medio de
un proceso de biofotdlisis directa, tomando microalgas de fuentes naturales. Las condiciones de Co-
lombia son ideales para la generacion de biohidrégeno por la diversidad de algas que se tiene y por las
condiciones climéticas del trépico (Borrero, citado en Biocombustibles, 13, 2008).

Con base en los datos colectados durante el proceso y un andlisis estequiométrico, fue posible
determinar la cantidad de gases generada y el porcentaje de transformaciéon de agua a Hy y O; del
proceso. El elevado pH de una de las muestras después de realizado el proceso sugiere que el oxige-
no generado por la fotosintesis de las microalgas se disolvié en el agua, permitiendo generar un
biohidrégeno con mayor pureza; sin embargo, la acumulacién del oxigeno en el sistema es un
factor limitante y es una de las posibles causas por las cuales la cantidad de sustrato transformada
fue baja.

MATERIALES Y METODOS
Establecimiento de un cultivo mixto de microalgas

El proceso de biofotdlisis directa se basa en procesos fotosintéticos llevados a cabo por microalgas
o cianobacterias (Kovécs et al., 2006). Para llevar a cabo el proceso se generd un cultivo mixto de
microalgas y como sustrato se utilizé el mismo medio natural del humedal donde las algas fueron
colectadas (Mohan, et al., 2008). La colecta de agua se llevé a cabo en dos puntos del humedal de
Santa Marfa del Lago, seleccionados al azar en la rivera del espejo de agua, un punto ubicado en la
zona norte y el otro ubicado en la proximidad occidental. El volumen total de la muestra colectada
fue de 10 litros en envases plasticos transparentes tipo PET, los cuales se dejaron durante 24 horas en
contacto con la luz solar. El agua fue colectada aproximadamente a 20 cm (2-3 pies) de profundidad
donde los microambientes anaerobios profusos son persistentes (Mohan, et al., 2008).
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Para comprobar que a partir del agua colectada se podia desarrollar un proceso de biofotdlisis en
base a microalgas, se determind la presencia de estos microorganismos por medio de una exploracién
microscdpica de una muestra homogenizada. La muestra homogenizada se fij6 en alcohol al 70%
para su observacion. La microscopia fue realizada con un microscopio ptico de 160X. Durante el
proceso de observacion las microalgas fueron identificadas taxonémicamente hasta familia, con base
en el Atlas de Microorganismos de Agua Dulce (Streble & Krauter, 1987).

El volumen total de agua colectado se pasé por un sistema de filtracién al vacio con un embudo
Buchner y papel filtro del tipo Whatman filter paper No. 3 (Qualitative) de 7 cm de didmetro y 80
um de didmetro de poro, con velocidad de filtraciéon mediana y alta retencién, Cat 1003070. La
biomasa obtenida junto con el agua del humedal con sedimentos se deposité en erlenmeyers de 250
ml sellados (Figura 1), alos cuales se les extrajo el aire para generar un ambiente anaerobio ya que las
hidrégenas presentes en las algas se inhiben en presencia de oxigeno (Hallenbeck & Benemann,
2002). Para iniciar el desarrollo de este proceso a través de microalgas, se tomé agua del humedal de
Santa Marfa del Lago procurando buscar puntos en los cuales se observaran sedimentos (Figura 2).
Parte de esta agua fue homogenizada y preservada en solucién de etanol 70%.

Fuente: los autores.

Figura 1. Filtracion de las muestras de agua del humedal y preparacién del concentrado
de microalgas para el inicio del cultivo.

Generacién y medicion del volumen de biohidrégeno generado
La produccion de biohidrogeno se verifico cualitativamente (Dante, et al., 2006), tomando un

volumen del gas producido para luego hacerlo reaccionar en presencia de permanganato de potasio
diluido a una concentracién 0,6 molar segiin la reaccién:

3H; (g) + 2MnOy (aQ)—Pp Ni2MnO;(s) + 2H,O (1) + 20H"(aq) (Dante, et al., 2006)

Para determinar el volumen de gas generado por las algas, se utiliz6 un montaje experimental
con un erlenmeyer de 250 ml de volumen en el cual se encontraban las microalgas con el sustrato, es
decir, agua del medio natural. Este estaba completamente sellado y al vacio, conectado por medio de
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Fuente: los autores

Figura 2. Sector del humedal de Santa Maria del Lago donde se
colectaron las muestras.

un tubo de vidrio a las probetas invertidas graduadas con capacidad volumétrica de 50 ml inmersas
en un volumen de agua. La cantidad de gas generado se determiné segtin el volumen de agua
desplazado. La medicion del gas producido se verificé cada 24 horas. Después de realizado el proceso,
se midi6 el pH del agua donde se habian desarrollado los cultivos de microalgas.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Pruebas cualitativas de presencia de microalgas en muestras del humedal de Santa Maria

del Lago

El uso de microalgas para diferentes aplicaciones tales como la produccién de suplementos alimen-
ticios, la extraccién de ficocoloides como agar-agar o la purificacién de aguas se encuentra en pleno
desarrollo en la actualidad (Pulz & Gross, 2004). Uno de los procesos que se encuentran en investiga-
cién a nivel mundial (Hallenbeck & Benemann, 2002; Mohan, et al., 2008) es la generacién de
biohidrégeno a través de procesos fotosintéticos. Estos procesos se basan en la capacidad de las microalgas
de tomar energfa continuamente a través de sus fotosistemas I y II, los cuales permiten el paso de
electrones hacia las hidrogenasas, donde se metabolizan a hidrogeno (Esper, Badura & Rogner., 2006).

En el proceso del transporte fotosintético de electrones en las microalgas verdes, los electrones y
los protones son extraidos del agua por medio de la fotosintesis y a través de sustrato endégeno por el
proceso de clororrespiracién (Melis & Chen, 2005, citados en Melis & Melinicki, 2006). La energia
potencial de estos electrones aumenta en la membrana de los tilacoides, estructuras especializadas de
algunas células vegetales, en las cuales se combinan los electrones con alto potencial energético con
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los protones, generando Hj. Debido a la enorme diversidad de las microalgas, este grupo de organis-
mos representa una de las mas prometedoras fuentes de nuevos productos y aplicaciones (Pulz &

Gross, 2004).

Los resultados cualitativos de la identificacion a familia y en algunos casos a género se presentan
en la Tabla 1. De las familias observadas, se ha reportado que las microalgas del género Chlorela.spp
(Figura 3) tienen un potencial elevado para la generacién de biohidrégeno; el género Chlamydomonas
es el més utilizado para la generacién de biohidrogeno; sin embargo, en las pesquisas al microscopio
no se evidencié su presencia.

Tabla 1. Observaciones de microalgas realizadas en las dos muestras
de agua tomadas en el humedal de Santa Maria del Lago.

Familia Género

Algas verdes Dictyosphaerium
Characium
Chlorella

Algas conyugadas Euastrum
Straurastum
Cosmarium

Euglendfitos Euglena

Fuente: los autores.

Los cultivos mixtos fotosintéticos de microalgas fueron utilizados por Mohan, et al. (2008) para
la generacién de biohidrégeno, estos cultivos mixtos de microalgas son aquellos en los que el hidro-
geno se genera por diversas especies de algas. Mohan, et al. (2008) obtuvieron resultados favorables
en la generacién de H;, tomando como variables principales la degradacion del sustrato, la presencia
de vitaminas en el caso de cultivos con medios especificos, el pH y las condiciones de asepsia o no
asepsia del cultivo. Basados en esta metodologia, un cultivo mixto de microalgas se utilizé en condi-
ciones anaerobias para el experimento de biofotdlisis directa, favoreciendo la activacion de las enzimas
hidrogenasas, permitiendo la produccién del gas combustible H.

Fuente: los autores.

Figura 3. Algas unicelulares colectadas en el humedal de Santa Maria del Lago
(Chlorella, Euastrum, Dictyosphaerium).
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2. Mediciones del volumen del gas generado por los cultivos mixtos de microalgas en un
proceso de biofotdlisis directa

Segiin las observaciones realizadas (Tabla 2), se generd un volumen total de 8,5 ml de gas, 8 ml
en la muestra No. 1 y solo 0,5 ml en la muestra No. 2; cualitativamente fue posible establecer que la
muestra No. 1 tenfa una mayor concentracién de coloracién verde, que indic presencia de clorofila,
como un indicador del crecimiento de la poblacién de microalgas. La muestra No. 2 no mostré este
tipo de coloracién; sin embargo, se reporta una produccién baja de gas al mismo tiempo de transcu-
rrido el ensayo con respecto a la muestra No. 1 que se encontraba bajo las mismas condiciones; lo
anterior es atribuible a la disponibilidad de nutrientes en el medio de cada una de las muestras,
considerando que se usé como sustrato para las algas, su medio natural, es decir, agua con materia
organica del humedal.

Tabla 2. Resultados del volumen de biohidrégeno obtenido

Horas desde inicio del proceso Muestra 1 Muestra 2
24 No determinable No determinable
48 Sin medicién Sin medicién
72 Sin medicién Sin medicién
96 8 ml 0,5 ml
120 8 ml (Mismo volumen) 0,5 ml (Mismo volumen)
144 8 ml (Mismo volumen) 0,5 ml (Mismo volumen)
168 8 ml (Mismo volumen) 0,5 ml (Mismo volumen)

Fuente: los autores.

3. Transformacion del agua del medio por biofotdlisis directa a hidrégeno

Las algas verdes bajo condiciones anaerdbicas (Figura 4) usan H; como un donador de electrones
en el proceso de fijacién de CO; que se lleva a cabo durante la fotosintesis. En la biofotdlisis directa, el
aparato fotosintético captura luz y de esta luz incidente, sélo el 10% es aprovechable. Esta energia es
utilizada para que la planta genere el flujo de electrones que en el caso de la biofotdlisis, divide la
molécula de agua y sintetiza el H; molecular, es decir, el flujo de electrones es usado para provocar la
divisién de una molécula de agua que genera un agente reductor de bajo potencial. Este reduce la
enzima hidrogenasa generando la produccién de hidrégeno molecular H; (Hallenbeck & Benemann,
2002), proceso llevado a cabo en las membranas de los cloroplastos, sitio donde se encuentran las
hidrogenasas del tipo Fe-Hjasa, cuya funcién es la produccién de hidrégeno (Das, et al., 2006).

Bajo estas condiciones se consideran las siguientes reacciones quimicas:
ZH00—— 4H g + Oz g

4H+ (aq) Fe-H2asa ZHZ ©

Para 250 ml de agua (13,88 moles)
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Fuente: los autores.

Figura 4. Cultivo mixto de microalgas para la generacién de biohidrégeno.

El gas que se generd se comporta como un gas ideal, a las condiciones de Bogot4 (presién atmos-
férica de 560 Torr y una temperatura de 15°C).

n = PV/RT= (0,73 x 8 x 10-L)/0,082 x 288K = 2,5x10-4 moles totales de gas generado (2,75
mg de O;)/0,250 L= 11 ppm; considerando que la solubilidad del O2 en agua es de 4 mg/L tenemos
que se obtienen 1,75 x10- g sin disolver, equivalentes a 5,46 x 10> moles de O;.

Tabla 3. Cantidad de hidrégeno y oxigeno producido en cada ensayo.

Muestra 1 Muestra 2
1,64 x 10-* moles H, 1,03 x 10> moles de H,
8,6 x 10> moles O; (2,75 mg de O,) 5,15 x 10°® moles de O,

Fuente: los autores.
Determinacién de las moles de hidrégeno generado en el proceso

(2,54 moles de gas total) - (5,46 x10-> moles de O;)= (1,954 x 10-* moles de hidrégeno)

Considerando la estequiometria de la reaccién, 2 moles de hidrégeno son producidos por 2
moles de agua; entonces, para generar 1,954 x 104 moles de hidrégeno, reaccionaron la misma
cantidad de moles de agua, equivalentes a 3,517 x 10-> gramos de agua.
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Porcentaje de transformacion de sustrato a O, y Hy = (gramos de agua que reaccionan/gramos de

agua total) x100 = (3.517 x 103 g /250 g) x 100 = 1.406 x 10> % del agua fue convertida a hidrégeno.
Determinacién del porcentaje de conversién en la muestra 2 (0.5 ml producidos)

Total = 1,54x10-> moles de gas total producido equivalentes a 0,5 ml

nH; = 1,03x10”° moles

nO; = 0,0 moles obtenidos en la mezcla gaseosa

1,03 x 10> moles de H,Ox (18 g/1 mol)

Porcentaje de transformacién = (gramos de agua que reaccionan/gramos de agua total) x 100=

(1,8 x 10*g de H,O/250 g de H,O) x 100= 0,07 x 103 % del agua se transformé en hidrégeno.

En general, es posible afirmar, con base en los datos colectados y los andlisis, que se obtuvieron
porcentajes de transformacién muy bajos; sin embargo, la muestra 1 mostré una capacidad de trans-
formacion del agua en hidrégeno 58,65 veces mas que la medida en la muestra 2, esta correlacion se
evidencia con la observacién del crecimiento de las microalgas mostrado en la muestra 1 con respec-
to a la muestra 2.

Tabla 4. Valores de pH, volimenes, masas y eficiencias de las muestras utilizadas para la generacién
de biohidrégeno.

Volumen total Masa de Moles de Porcentaje de transformacién
Muestra pH de gases biohidrégeno biohidrogeno de agua en el medio
a hidrégeno

1 7,5 8 ml 3,28x104g 1,954 x 104 1,406 x 103
2 6,5 0.5 ml 2,06x10°¢g 1,031 x 105 0.07 x 103

Fuente: los autores

Debido a la solubilidad del oxigeno en el agua, es probable que en el desarrollo de la reaccién de
biofotdlisis directa, la enzima hidrogenasa presente en las microalgas haya sido inactivada, lo que
explicarfa la baja produccién de hidrégeno en el proceso fotolitico.

La diferencia en los valores observados de pH (Tabla 4) se puede explicar por las diferencias en
las cantidades de gas producido que indirectamente puede correlacionarse con la biomasa y la pobla-
cién de microalgas presentes en las muestras de agua, al existir mds nutrientes disponibles en el
medio, se observa un mayor crecimiento de los organismos fotosintéticos unicelulares, lo que se
refleja en una mayor produccion de los gases Hy y O,.

La muestra 1 present6 un nivel més alto en la produccién gaseosa, por ende se generé més
oxigeno, el cual tendié a disolverse en el agua, por lo que el pH de la muestra 1 aumentd, comparado

con el poco oxigeno producido y disuelto en la muestra 2.
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En el experimento desarrollado se observé que la produccion total de gas, es decir, O, y Ha, se dio
en las primeras 96 horas del ensayo. Este resultado sugiere que el patrén de generacion de biohidrégeno
a escala de laboratorio tiene una curva que aumenta inicialmente pero tiende a estabilizarse por las
condiciones del cultivo. Segtin Levin, Pitt & Love, (2004), la produccién de hidrégeno por microalgas
verdes requiere un tiempo que va desde unos minutos hasta varias horas de incubacién anaerdbica
en la oscuridad para inducir la sintesis y la activacién de las enzimas involucradas en el metabolismo
del H, dentro de las cuales se encuentran las hidrogenasas.

La enzima hidrogenasa responsable de la produccion del H; molecular es altamente sensible al
oxigeno, por lo que la produccién fotosintética de Hy y O, deben estar temporal y espacialmente
separadas (Levin, Pitt & Love, 2004). Es decir, el oxigeno generado inhibe las hidrogenasas, por lo
que una vez se produce este gas por medio de la reaccién de biofotdlisis, asi como por la fotosintesis,
el proceso queda suspendido. La sensibilidad de las hidrogenasas al O; sigue siendo el problema
principal de este proceso, un problema que no ha podido superarse desde hace 30 afios. Sin embargo,
estd claro que las microalgas verdes poseen la maquinaria genética, enzimatica, metabdlica y de
transporte de electrones para producir fotosintéticamente el H; gaseoso.

CONCLUSIONES

El ensayo realizado permitié determinar la cantidad de sustrato que fue transformado a H; y O,
por medio de un proceso de biofotélisis directa. Los resultados obtenidos son concordantes con los
reportados en la literatura en lo referente a las bajas eficiencias de los procesos fotosintéticos para la
obtencién de biohidrégeno.

Es posible la produccion de hidrégeno por biofotdlisis a partir de un medio natural como es el
agua, por accién de cultivos de microalgas verdes en condiciones de laboratorio. Para aumentar las
eficiencias y los rendimientos del proceso, es necesario probar otras condiciones entre las que se
encuentran cultivos puros axénicos con microalgas que han sido identificadas y caracterizadas como
productoras de hidrégeno a nivel ambiental, entre otras, la Chlorella spp o la Chlamydomonas reidhartii,
el uso de medios de cultivo especificos para microalgas y la separacién espacio-temporal de los gases
oxigeno e hidrégeno durante el proceso.
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