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RESUMEN
La conversion directa de luz solar en sustancias quimicas combustibles es un mecanismo
prometedor para la obtencién de energia no dependiente de los combustibles fosiles. Un
combustible alternativo viable es el hidrogeno (Hz) que puede ser producido mediante un
proceso acoplado a la fotosintesis. La produccién de hidrogeno en las microalgas verdes es
un proceso dependiente de luz, en el que la biofotdlisis se une a la accion de la enzima
hidrogenasa, que se expresa Unicamente bajo condiciones de anaerobiosis y se inactiva por
la presencia de O,. En este trabajo se presenta un estudio preliminar del efecto que tiene la
concentracién de biomasa inicial en la produccién de hidrogeno por la microalga de la
especie Chlamydomonas reinhardtii. Para ello, se empled un reactor de acrilico con base
circular y un volumen total de 1 L, que se mantuvo bajo iluminacion artificial y agitacion
magnética continuas. Los resultados muestran que la concentracion inicial de biomasa tiene
una influencia remarcable en la cinética de la sintesis de hidrégeno y en la duracion del

fenémeno.

1.- Introduccion

La energia solar es la fuente disponible mas abundante y accesible para la produccion
sostenible de combustibles y de electricidad. La conversion directa de luz solar en
sustancias quimicas combustibles es un mecanismo prometedor para la futura obtencion de
energia no dependiente de los combustibles fosiles.

El término “produccion fotobioldgica de H,” involucra diversos procesos microbianos que
requieren la luz solar como fuente de energia, un substrato donador de electrones y un

catalizador que combine los electrones y los protones para generar H, gaseoso. La energia



solar permite a los organismos fotosintéticos extraer electrones de compuestos con altos
potenciales redox como el agua (en la fotosintesis oxigénica) o acidos organicos (en la
fotosintesis no oxigénica), rindiendo energia y reductantes de bajo potencial redox, que
pueden ser utilizados como substratos para la produccién de hidrogeno [1]. Cuando las
microalgas Chlamydomonas reinhardtii son iluminadas después de un periodo de
adaptacion anaerobia, los electrones originados por la ruptura de la molécula de agua en el
fotosistema II (FSII), son dirigidos a la cadena fotosintética de transporte de electrones, via
ferredoxina, y empleados por una enzima Fe-hidrogenasa reversible para producir H, a
partir del agua y la energia luminosa. Tanto la actividad de la Fe-hidrogenasa como su
expresion son altamente sensibles a la presencia de oxigeno y, debido a que el oxigeno es
producido en el FSII, la produccion de H, se detiene después de algunos minutos de haber
comenzado. Sin embargo se ha propuesto un protocolo experimental basado en la
limitacion de azufre y que permite la produccion prolongada de hidrogeno: al limitar la
fuente de azufre se originan dos etapas: durante la primera, la fotosintesis oxigénica es la
dominante, con la consecuente produccidon de biomasa, y durante la segunda se inicia la
etapa anoxigénica en la cual se induce la expresion de la Fe-hidrogenasa y comienza la
produccion de hidrogeno [2]. Para inducir la anaerobiosis por ausencia de azufre, una vez
que se tiene la densidad celular deseada (para crecimiento generalmente se emplea un
medio de cultivo conocido como TAP), el cultivo es centrifugado, se desecha el
sobrenadante y la pastilla es resuspendida en medio TAP libre de azufre para nuevamente
centrifugar y resuspender las células en TAP sin azufre. Existen diferentes criterios acerca
de cuantos lavados se deben hacer, sin embargo, debe tenerse en cuenta que cada paso de
centrifugacion afecta las integridad celular [3]. Una forma alternativa para inducir la
anaerobiosis por falta de azufre es inocular en un medio con pequefias cantidades del
mismo [4]. Para la produccion de H, en ausencia de azufre, la presencia de acetato es
esencial para establecer la anaerobiosis [5].

Debido a la gran variacion de las respuestas metabdlicas de C. reinhardtii en cultivos sin
azufre, es recomendable que cada laboratorio ensaye las diferentes variables involucradas
en la produccion de hidrogeno [3]. En este trabajo se presenta un estudio preeliminar del

efecto que tiene la concentracién de biomasa inicial en la produccion de hidrogeno. Para



ello se empled un reactor de acrilico con base circular y un volumen total de 1 L que se
mantuvo bajo iluminacion artificial y agitacion magnética continuas. Para la medicion del
H, producido se empled una celda de hidrogeno y la obtencion de datos (pH, temperatura,

iluminancia y produccion de H») se llevo a cabo de forma automatica.

2.- Metodologia

2.1 Produccion y separacion de biomasa. Las microalgas C. reinhardtii, fueron cultivadas
en medio Sueoka [6], con burbujeo de aire comprimido y bajo iluminacién artificial
continuos, durante una semana. La cuantificacion de biomasa se hizo midiendo la densidad
optica a 640 nm de longitud de onda y con base en una previa correlacion con el peso seco
de biomasa y la densidad celular. La biomasa fue recuperada a través de una columna
empacada de algodén, con densidad de empaque de 150 g/L. Una vez retenida la biomasa
se procedio a hacer un lavado con 100 mL de medio TAP [6] reducido en sulfatos ( TAP-S)
por cada litro filtrado (figura 1). El medio TAP-S fue preparado sustituyendo los
componentes sulfatados por sus respectivos andlogos clorados, a excepcion del CuSO4 y el

FeSO;,.
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Figura 1. Separacion de biomasa con una columna empacada de algodon.



La biomasa retenida en el algodon y lavada en la columna, se recuperd exprimiendo el
algodon y se empled como indculo en el biorreactor de produccion de hidrogeno (BR-H),
resuspendiendo en medio TAP-S. EL BR-H consiste de un cilindro con 7.5 cm de diametro
y 30 cm de altura para un volumen util de 1 L, elaborado de acrilico y equipado con una
salida de gases a la cual se conectd una columna empacada de alimina para la retencion de

humedad (figura 2).

Figura 2. Diserio experimental para la produccion de hidrogeno. En la imagen se muestran
los reactores para crecimiento de biomasa y produccion de hidrogeno, asi como la
disposicion del equipo para la recopilacion de datos.

2.2 Produccion de Hidrogeno. El BR-H se mantuvo con agitacion magnética e iluminacion
continuos (80-115 pE). Para la cuantificacion del hidrogeno se utiliz6 una celda de
combustion tipo PEM (elaborada y proporcionada por el grupo del Dr. Omar Solorza,
Cinvestav-Zacatenco) que fue conectada a la salida de la columna con alimina que tiene el
BR-H. Se midié como respuesta un voltaje debido a la reaccion del H, con el O, delaire, a
1 atm de presion y 25 + 5 °C (figura 2). El pH fue medido utilizando una sonda Sensorex

S650/cD inmersa en el medio de cultivo; la sonda estd conectada a una fuente de poder y un



adaptador estdndar (Sensorex S653-L-EC), la sefial de respuesta es una corriente eléctrica
que es directamente proporcional al pH. El hidrogeno producido y el pH, fueron
monitorizados en tiempo real empleando el software Labview SignalExpress-2.5.1 y un
chasis ¢cDAQ-9172 con los modulos NI9203 y NI9205, todo adquirido en National
Istruments, para la medicion de la corriente (pH) y el voltaje (Hz). La temperatura y la
iluminancia dentro y fuera del reactor fueron medidas mediante sensores HOBO Pendant
(Onset, UA-002-64, + 0.47 °C).

Se realizaron cinco experimentos con diferentes concentraciones iniciales de biomasa:
0.048, 0.054, 0.071, 0.164 y 0.349 g/L de peso seco. En todos los casos, el cultivo tenia una
antigiiedad de 7 dias, excepto el experimento de concentracion inicial de 0.054 g/L, para el
cual el inoculo empleado para la generacion de biomasa fue tomado de un reactor
anaerobio. Es importante mencionar que tanto en el crecimiento de biomasa como en la
produccion de hidrogeno, los medios de cultivo se esterilizaron mediante filtracion al vacio
(microfibra de vidrio, Whatman GFC, 0.2 pm) y el material empleado solamente se lavo

con agua clorada antes de enjuagarse con agua destilada.

3.- Resultados y discusion

La produccion de hidrégeno se monitorizd con base en una diferencia de voltaje. En la
figura 3 se muestra la diferencia de voltaje generado en funcion del tiempo y de la
concentraciéon inicial de biomasa. Puede observarse que conforme incrementa Ia
concentracion de biomasa, la velocidad de produccion durante las primeras treinta horas
aumenta, hasta llegar a un maximo en que la produccidon de hidrogeno se encuentra
alrededor de un valor constante.

La duracion de esta etapa de produccion estacionaria también estd directamente relacionada
con la concentracién inicial de biomasa. Se tiene una duracidon de aproximadamente 400 h
de produccion estacionaria para una concentracion de biomasa inicial de 0.349 g/L, y una
duracién menor a 50 h para la concentracion de biomasa inicial de 0.048 g/L. En el caso de
la concentracion de biomasa inicial de 0.054 g/L no se cumple dicha relacion, y esto se
atribuye a la historia del indculo. En la tabla 1 se enlistan los valores integrados de AV para

cada concentracion inicial de biomasa.
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Figura 3. Diferencia de voltaje generado por la reaccion del hidrogeno producido con
oxigeno del aire a 1 atm de presiony 25 + 5 °C.

Tabla 1. Variables medidas en funcion de la concentracion de biomasa inicial.

Duracion/ h | [Biomasa] /g-L'1 Seial AT/°C
integrada/ | AVpa/ mV
Inicial Final Vh (0-50/h)
90 0.048 0.079 10166 134 0.53+0.17
90 0.054 0.087 1675 19 -
400 0.071 0.219 195524 210 0.45+0.10
90 0.154 0.180 11430 197 -
600 0.349 0.835 614030 220 0.24 +0.06

El la figura 4 se muestran los valores de pH en funcion del tiempo. Para la concentracién de
biomasa inicial de 0.054 g/L, se observa que el pH nunca se estabiliza y permanece en la
region basica. Los demds experimentos no mostraron cambios significativos y siempre

permanecieron con valores entre 7.0 y 7.5 en la escala de pH.
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Figura 4. Valores de pH en funcion del tiempo para las diferentes concentraciones
iniciales de biomasa.

En todos los experimentos, la temperatura externa medida fue mayor que la temperatura
interna, indicando que se llevan a cabo procesos endotérmicos dentro de BR-H. En la figura
5 se muestra la diferencia entre la temperatura externa y la interna (AT). Al parecer,
conforme incrementa la concentracién de biomasa inicial, la AT disminuye (Tabla 1).

Las mediciones de iluminancia dentro y fuera del reactor evidencian el incremento de la
densidad del cultivo con el tiempo. En el biorreactor mas concentrado (0.349 g/L), después
de 200 h de produccion de hidrogeno, la intensidad luminosa dentro del reactor es
practicamente igual a cero, no obstante esto no detiene la produccion de hidrogeno (figura
6). Las mediciones de iluminancia para el resto de los experimentos presentan
comportamientos similares, solo que de manera menos pronunciada debido a que las

concentraciones iniciales y el tiempo de produccién son menores.
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Figura 5. Diferencia entre las temperaturas dentro y fuera del reactor (AT) para las
concentraciones iniciales de biomasa 0.048, 0.071 y 0.349 g/L. En el recuadro se muestran
los resultados tipicos de un experimento para las temperaturas al exterior y al interior del

reactor.
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Figura 6. Variacion de la iluminancia dentro y fuera del reactor; concentracion inicial de
biomasa: 0.349 g/L,; concentracion final de biomasa: 0.835 g/L. Los ciclos que se observan
se deben a la penetracion de luz solar durante los ciclos naturales dia-noche, lo que
permite una iluminacion adicional a la fuente artificial continua.



En todos los experimentos realizados, se encontrdé que después de las primeras 90 horas de
produccién de H;, se formaba una pelicula rojiza en la parte superior del BR-H que estuvo
expuesta a una radiacion de ~ 85 pE ademas de que el medio tomo una coloracién marrén
(figuras 7 y 8). La intensidad de color, asi como el espesor de la pelicula estan relacionados
con la concentracion inicial de biomasa, asi como de las horas de produccion. Con la
finalidad de identificar el origen de dicha coloracion, se filtraron 5 mL del medio y se
obtuvo su espectro de absorcidon en la region UV-VIS (StellarNet, EPP-2000) y tnicamente
hay una sefial definida a 807 nm que corresponda muy probablemente a bacterioclorofila,

proveniente de contaminacién bacteriana [7].

Figura 7. Espectro de absorcion del filtrado obtenido del reactor anaerobio tras 600 h de
produccion de hidrogeno. La imagen corresponde a la concentracion de biomasa inicial de
0.349 g/L.

Figura 8. Aspecto del BR-H al inicio del experimento (A) y después de 600 h (B). Pelicula
rojiza (zona con radiacion ~ 85 uE) aspecto exterior (C) e interior (D).

4. Conclusiones

La velocidad de produccién de hidrogeno en las primeras 50 h y el tiempo de produccion
total estdn relacionados directamente con la concentracion de biomasa inicial.
Aparentemente existe una concentracion de biomasa limite que favorece la produccion de
hidrégeno y es cercana a 0.349 g/L de biomasa peso seco. Al parecer, la biomasa adaptada
a las condiciones anaerobias empleada como in6culo para crecimiento de biomasa en
condiciones aerobias no proporciona beneficio alguno, por el contrario retarda el inicio de
la produccion.

No hay una variacién importante en el pH a lo largo del tiempo de produccion de hidrégeno

y es independiente de la concentracion inicial de biomasa. La diferencia de temperatura



entre el reactor y fuera de mismo podria indicar que estd involucrado un proceso
endotérmico en el metabolismo andxico de las microalgas.

El efecto de la iluminancia deberd también ser evaluado, antes de proponer una
metodologia en condiciones externas sin control de temperatura y con iluminacién solar
bajo los ciclos naturales de dia y noche. Estas condiciones reducirian costos de produccion
del biohidrégeno. Es necesario investigar también la formacion de biopeliculas al interior

delreactor, su origen y su efecto en la produccion de hidrégeno.

6.- Referencias
[1] M.L. Ghirardi, A. Dubini, J. Yun, P. Maness, Photobiological hydrogen-producing
systems. Chemical Society Reviews 38 (2009) 52-61.

[2] V. Chochois, D. Dauvillée, A. Beyly, D. Tolleter, S. Cuine, H. Timpano, S. Ball, L.
Cournac, G. Peltier, Hydrogen production in chlamydomonas: Photosystem ii-dependent
and -independet pathways differ in their requirements for starch metabolism. Plant
Physiology 151 (2009) 631-640.

[3] A. Hemschemeier, A. Melis, T. Happe, Analytical approaches to photobiological
hydrogen production in unicellular green algae. Photosynthesis Research 102 (2009) 523-
540.

[4] L.P. Zhang, T. Happe, A. Melis, Biochemical and morphological characterization of
sulfur-deprived and hp-producing chamydomonas reinhardtii (green alga). Planta 214
(2002) 552-561.

[5] S. Fouchard, A. Hemschemeier, A. Caruana, J. Pruvost, J. Legrand, T. Happe, G.
Peltier, L. Cournac, Autotrophic and mixotrophic hydrogen photoproduction in sulfur-
deprived chlamydomonas cells. Applied and Enviromental Microbiology 71 (2005) 6199-
6205.

[6] Chlamydomonas Center. Recipes for commonly used culture media. Database: 2008-

2010. Disponible en: www.chlamy.org.

10



[71 R Mondragdn, E. Vicente, J.J. Guillenea, Aislamiento e identificacion de bacterias

fotosintéticas en el monolito del estany de cullera (valencia). Limnética 1 (1984) 78-85.

11



