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RESUMEN

La produccion de hidrogeno como biocombustible ha tenido un gran auge en los Gltimos afios,
debido a la necesidad de reemplazar los combustibles fésiles por las emisiones contaminantes,
ya que éste es mas eficiente y solo libera agua como residuo. Se evalud el efecto de 2 fuentes
diferentes de nitrogeno: extracto de levadura (organica) y sulfato de amonio (inorgénica)
sobre la produccion de hidrogeno con la cepa modificada E. coli WDHL usando como
sustrato el lactosuero. La mejor produccion (113 mL) se obtuvo con el extracto de levadura en
las primeras 24 h, ya que contiene aminoacidos libres que pueden ser incorporados a los
compuestos nitrogenados, resultando en un menor gasto de energia; por lo que es la mejor
opcion si se busca una rapida produccion de H,. En el caso del sulfato de amonio la
produccion se vio afectada, probablemente por la liberacién del ién &cido después de la
incorporacion del ién amonio provocando la baja del pH. Como perspectiva se pretenderia
buscar otras fuentes organicas de nitrégeno y las concentraciones éptimas; ademas de llevar
el experimento a nivel biorreactor para controlar las condiciones, en especial el pH.

INTRODUCCION

La produccidn bioldgica de hidrégeno como biocombustible ha sido un tema muy apreciado
en la investigacion en los ultimos afios, ya que es un recurso limpio y renovable. La principal
ventaja del bio-hidrégeno es que carece de emisiones contaminantes, ya que su combustion
produce solamente agua. Ademas posee un alto rendimiento energético de 122 kJ/g, 2.75
veces mas altos que los combustibles hidrocarbonados.

En el 2005 se reportdé que Meéxico produce alrededor de 14 mil toneladas de queso
anualmente; esto indica que la cantidad de suero es notable ya que de cada 10 unidades de
leche con grasa se produce 1 de queso y 9 de suero liquido (USDEC, 2005). La mayoria es
usado como alimento para animales o el hombre. Sin embargo, ain existe una cantidad muy
grande de lactosuero que es desechado y presenta un serio problema de disposicion para la
industria del queso. Por ejemplo en la region del Valle de Tulancingo, se calcula que
diariamente se arrojan 500 000 litros de suero de leche al drenaje municipal, este claro sin
haber recibido ningun tratamiento (Chavarria et al., 2006).

El suero de leche es un residuo liquido de la fabricacion del queso y representa hasta el 80%
del medio original de fermentacién. El lactosuero contiene alrededor del 4.5-5% de lactosa,
0.6-0.8% de proteina soluble, 0.4-0.5% (w/v) de lipidos y concentracion variable de sales
minerales lo cual es un sustrato suficiente para ser usado para propdésitos de fermentaciones.

Existen 2 reacciones metabolicas microbianas principales para la produccion hidrégeno en las
enterobaterias, como por ejemplo Escherichia coli (figura 1). La primera consiste en la
ruptura del piruvato por medio de la piruvato-formiato liasa (pfl), que resulta en acetil-CoA y
fomiato. El formiato, bajo condiciones anaerdbicas, producira hidrogeno mas diéxido de
carbono por accién del sistema formiato-hidrégeno liasa (fhl).

El gen hycA codifica para el regulador negativo del regulon de formiato, por lo que las cepas
con el gen hycA defectuoso muestran un incremento en la actividad de la hidrogenasa y una



sobreproduccion de hidrégeno (Sauter, et al., 1992). El gen lacl fue suprimido para expresar
constitutivamente el operon lac, que codifica los genes necesarios para metabolizar la lactosa
en E. coli, e incrementar la velocidad de consumo de lactosa.

En un estudio previo hecho en el laboratorio se observé que usando cloruro de amonio y la
cepa E. coli WDHL se obtenia un 39% mas de hidrogeno. Se logrd alcanzar una produccion
de 250 mL en 250 h. En un articulo de Mohd, Hisham y Wan (2008) donde se probaron
distintas fuentes organicas para mejorar la produccion de H, en C. acetobutylicum, la mejor
fue extracto de levadura; llegando a producir 300 mL.

En este trabajo se pretende comparar dos fuentes de nitrégeno (orgénica e inorganica) para
determinar cual permite un mayor aumento en la produccion de hidrégeno.

METODOLOGIA

La transformacidn se habia hecho previamente a partir de la cepa silvestre E. Coli W3110 de
acuerdo al método Datsenko and Wanner.

Se utilizo la cepa Escherichia coli WDHL para este estudio de produccion de hidrégeno, que
se encontraba almacenada en glicerol al 20% a -80 °C. E. Coli WDHL fue sembrada en 2
placas de Petri con medio LB (Luria-Bertani) solido e incubado durante 16 h a 37 °C. El
microorganismo fue activado para la fermentacion transfiriendo una colonia a 90 mL de
medio LB liquido e incubado por 12 h a 37 °C. Posteriormente se transfirié a un subcultivo de
3 L de LB fresco (10 mL por cada litro de LB que se vaya a inocular) por 48 h a 37 °C, y éste
fue utilizado como inoculo para la fermentacion. Para obtenerlo se centrifugaron los 3 L de
LB a 7000 rpm durante 10 minutos para obtener la pastilla y resuspenderla en 100 mL de
medio minimo M9.

La fermentacion fue llevada a cabo a un volumen de trabajo de 100 mL en botellas
serologicas de 120 mL a 37 °C y agitadas a 200 rpm. Estas contenian suero de leche a una
concentracion de 20 g/L junto con el medio M9 previamente pasteurizados, y se le adiciono 1
mL/L de elementos traza y la fuente de nitrégeno organico (extracto de levaduraa 3 6 5 g/L)
0 inorgénico ((NH4)2SO4 a 7 u 11 g/L) segun corresponda. Se hizo un triplicado de las 2
concentraciones de nitrégeno organico, un duplicado del control (sin fuente de nitrégeno
adicional) y no hubo duplicado para las botellas con fuente nitrégeno inorgénico, el cual fue
usado como control negativo. Todos los medio anteriores fueron ajustados a pH 7.5

A cada medio se le agregd el 10% de inoculo y fueron selladas con tapones de hule y anillos
metalicos para conservar las condiciones anaerdbicas. Finalmente las botellas se mantuvieron
a 37°C a 200 rpm durante 300 h. El pH de los cultivos no fue controlado durante la
fermentacion.

Se midid el volumen de hidrégeno usando una bureta invertida llena de una solucion de KOH
1 M, para capturar el CO, de la corriente de gas y permitir sélo el paso del H,. A demas se
tomd una muestra liquida de 1.5 mL antes de inocular y después de inocular todas las botellas
serologicas, 24, 143 y 314 horas después. Se centrifugaron las muestras por 5 min a 13 000
rpm para obtener la pastilla, la cual fue resuspendida en medio M9. Se ley6 la densidad Optica
a 600 nm. El sobrenadante fue filtrado y analizado en HPLC para medir &cidos organicos,
lactosa, glucosa y galactosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la gréfica 1 se puede observar que todas tuvieron un comportamiento similar ya que hubo
un pequefio aumento en biomasa de 0.2 a 0.3 DOgyonm Y Qque esta produccion maxima se
present6 aproximadamente a las 24 h. Esto coincide con la grafica 2 que muestra cdmo a entre
las 20 y 30 h se alcanza el mayor volumen de hidrégeno. EI méximo volumen de H, fueron
113 mL con el extracto de levadura a 5 g/L y la maxima de sulfato de amonio se encontr6 con



7 g/L siendo esta de 8.5 mL. Por otro lado se encontré que usando el sulfato de amonio se
obtuvo una pobre produccion de hidrdgeno, siendo ésta menor incluso que el control. Ambas
fuentes coinciden en que su produccion practicamente se detuvo a las 30 h y ésta no logrd
reanudarse. Aunque la produccidn inicial de hidrogeno si estuvo relacionada con la biomasa,
no es necesario que se presente una alta biomasa para una alta produccion, pues los cultivos
se encuentran en condiciones anaerébicas. Al inicio de la fermentacion el pH fue de 7.5y al
finalizar de 5, en todos los casos.

035

.

o
w

o
N
o

o
N

o

o i
[

Absorbancia (600 nm)

o
=
&

o

0 50 100

150

200 250 300
tiempo (h)

350

5gLEL —#3gLEL

Control

11 /L (NH4)2S04 —— 7 glL (NH4)2504 |

Volumen de hidrégeno (mL)

tiempo (h)

5g/LEL —#—3gLEL —& 11g/L (NH42504

7 g/L (NH4)2504_—— Control |

Grafica 1: Produccién de biomasa Gréfica 2: Produccién de hidrégeno

Se observa en las siguientes gréaficas (3-6) la produccién de &cidos organicos y el consumo de
azUcares, fueron divididos de acuerdo a la fuente de nitrégeno y a la concentracion utilizada.
Como se puede observar en las graficas del extracto de levadura el consumo de lactosa fue
muy rapido, en especial en la primeras 24 h que es cuando se produce mas hidrogeno.
También se aprecia que la concentracion de glucosa se mantuvo baja ya que fue lo primero en
consumirse al separarse la lactosa en los 2 mondmeros que la conforman (glucosa y
galactosa), por el contrario la concentracion de galactosa se mantuvo indicando que la
bacteria no fue capaz de incorporarla.

Con respecto a los &cidos organicos, se muestra una baja concentracién de acido férmico, lo
que indica que este se consumia rapidamente para la produccion de hidrogeno. Pero se
observa una alta concentracion de &cido propionico y una baja concentracién de los demas
acidos en la concentracion de 3 g/L, el primero se considerd un error analitico.
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Graficas 3-4: Produccion de acidos organicos y consumo de aztcares (3 g/L E.L.)
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Graficas 5-6: Produccidon de acidos organicos y consumo de azucares (5 g/L E.L.)

En las graficas 7-10 se observan los datos obtenidos del sulfato de amonio, de igual manera la
lactosa fue consumida dentro de las primeras 24 h. También se encontré una concentracion
anormal de glucosa considerado otro error analitico, se cree que el pico del cromatograma se
vio amplificado al mezclarse con el sulfato. El acido féormico, de igual manera, casi no se
detecto indicando su rapida incorporacion a las células. El acido lactico se mostré muy alto en
ambas concentraciones pues no pudo ser reutilizado por las bacterias
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Gréficas 7-8: Produccidn de acidos organicos y consumo de azlcares (7 g/L (NH4),S0,)
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Gréficas 9-10: Produccion de acidos organicos y consumo de aztcares (11 g/L (NH,4),S04)

La fuente organica resultd ser més eficiente ya que la célula fue capaz de tomar los
aminoacidos y péptidos libres del extracto de levadura e incorpéralos directamente en las
proteinas o transformalos en otros componentes celulares nitrogenados. En contraste, la
célula gasta mas energia y tiempo en sintetizar aminoacidos para la sintesis de proteinas a
partir de fuentes inorganicas de nitrogeno. También existe la posibilidad de que los
aminoacidos presentes en el extracto de levadura se transformen en piruvato y entren a la via
de produccion de hidrégeno.

El sulfato de amonio afecto la produccion porque las sales de amonio comdnmente produciran
condiciones &cidas a partir de que el i6n amonio es utilizado y el i6n acido es liberado
(Stanbury et. al), y el pH acido es perjudicial para la produccién de hidrogeno. Se piensa
también que la concentracion era muy alta y causo problemas osméticos a la bacteria.

CONCLUSIONES

Se encontrd una produccion mas rapida de hidrogeno usando la fuente organica, comparada
con los resultados obtenidos previamente en el laboratorio usando cloruro de amonio. Es
mejor utilizar la fuente organica de nitrogeno y no se mostré una diferencia significativa de
produccion entre las concentraciones, comparada con la fuente inorganica (sulfato de
amonio). Probablemente la caida rapida de pH afecto la produccion de hidrégeno.

Como perspectiva se podria probar con otras fuentes organicas de nitrogeno, inclusive
algunas mas economicas. A demas de llevar a cabo el experimento a nivel biorreactor para
controlar el pH y verificar si se puede aumentar la produccion de hidrogeno.
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