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RESUMEN




RESUMEN

La generacion y empleo de energias han sido base para el desarrollo de
las sociedades modernas. Sin embargo, desde finales del siglo XIX, este
desarrollo se ha basado en el uso y explotacién de fuentes de energia

fosil.

El principal problema: a los que se enfrenta la Humanidad es el
agotamiento de esos combustibles fosiles. EI modelo energético, muy
dependiente histéricamente del petrdleo y el carbén, ha empezado a
buscar alternativas sostenibles, como son las energias renovables. Otro
problema no menos importante es la contaminacion del medio ambiente
por el uso de los combustibles fésiles. El gas CO2 producido provoca el
llamado “efecto invernadero” que causa el calentamiento global del

planeta.

Asi, se han publicado diversos estudios en el @mbito de las energias
renovables, tales como la edlica, solar, hidraulica submarina, biomasa,
etc., asi como de dispositivos de almacenamiento de éstas. Gracias a
distintos procesos quimicos y fisicos, el metabolismo de algunos
microorganismos permiten la produccion de energia y sus vectores, tales
como el Hidrogeno el cual es considerado como un potencial substituto de

los combustibles fésiles utilizados actualmente.

Desafortunadamente el Hidrégeno no es fuente primaria de energia, es

decir, no es un combustible que se pueda extraer directamente de la



Tierra como por ejemplo el gas natural, petréleo o carbén. Su proceso de
obtencién es de un costo elevado y sus métodos actuales de produccién
implican en su mayoria la utilizacion de combustibles fésiles. Ademas,
junto con el hidrogeno se produce gas CO gue tiene un efecto altamente
toxico; y la mezcla de los dos gases, conocida como “el gas de sintesis”
se usa en la sintesis de metanol u otros compuestos organicos. Por lo
tanto su obtencion por vias biol6gicas representa una alternativa a los

métodos comerciales utilizados a la fecha.

Existen microorganismos que producen Hidrogeno como resultado de su
metabolismo. Por ejemplo, la bacteria fototréfica Rhodobacter capsulatus
gue es comunmente utilizada para la produccion de Hidrégeno a partir de
diversas fuentes de carbono, sin embargo la velocidad y el rendimiento de
la reaccion varian dependiendo de la fuente de carbono utilizada y las
condiciones fisiologicas experimentales, tales como la intensidad
luminosa, la temperatura, el pH y la composicién del medio. Por otro lado,
muchos estudios han demostrado que existen algunas cepas mutantes
gue muestran capacidades de produccion de Hidrogeno superior a las
registradas en las variedades silvestres.

Se ha demostrado que bajo condiciones idénticas de iluminacién y
concentracion lactato/glutamato del sustrato, se obtienen mayores
rendimientos de produccion de hidrogeno en reactores planos continuos o
semicontinuos que en los reactores cilindricos, debido a que en los
reactores planos la superficie de contacto de las bacterias con la luz es

mayor.



La optimizacion del proceso bacteriano fotosintético de produccion de
hidrégeno requiere cientos de experimentos, aun si se aplica la
metodologia del disefio de experimentos, debido del gran nimero de
variables que determinan la velocidad de este proceso, mencionados
anteriormente. El inico método para evaluar la velocidad de la produccion
utilizado hasta el momento es la medicién del volumen del hidrégeno
producido en un periodo fijo del tiempo. Este método requiere el uso de
bio-reactores de volumenes grandes, del orden de varios litros (y
respectivamente grandes cantidades de reactivos) para poder medir de
manera precisa el volumen del gas hidrégeno producido; ademés de que
los experimentos son muy tardados debidos de la baja productividad de

las bacterias.

La aplicacién de sensores sensibles de hidrégeno disuelto puede cambiar
drasticamente la metodologia de la optimizacion experimental del proceso
de produccion fotosintética-bacteriana del hidrégeno. La medicion en
tiempo real de la concentracion del hidrégeno producido permutara
aplicacion de reactores fotosintéticos del rango de mililitros y los
experimentos tendran una duracion de algunos minutos para cada una de
las combinaciones de los distintos valores de cada una de las variables.
Este enfoque permitird encontrar las condiciones Optimas para produccion
maxima de hidrégeno a partir de cualquier fuente, habitualmente

desechos industriales de industrias alimenticias.



Este trabajo esta enfocado al desarrollo y el empleo de dos tipos de

sensores: un sensor potenciométrico y un sensor voltamétrico para la
medicion en tiempo real de la produccion de Hidrogeno por via bacteriana
fotosintética. Los dos sensores desarrollados fueron caracterizados

analiticamente y comparados uno con otro en condiciones controlados.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hombre moderno, el hombre de la tecnologia, se caracteriza por utilizar
mucha mas energia de la que realmente necesita para sus actividades
cotidianas. Hoy en dia, en los EE.UU. un ser humano utiliza el equivalente

a una maquina de 12.000 W en permanente consumo; es decir, ciento

veinte veces mas que lo que su metabolismo necesita. Consumimos (esto

es, quemamos o transformamos) 32.000 millones de barriles de petroleo
al aflo. Hasta la fecha se han quemado practicamente la mitad de las
reservas probadas de petroleo. Por otro lado, segun el modelo de Hubbert
[1956 Hubbert M.; “Peak Oil”] acerca de la duracion de las reservas
petroleras, la cantidad de barriles producidos alcanzara un pico maximo
para después decrecer a medida que se consumen las reservas,

formando una grafica en campana, como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. La curva de produccion del petréleo,&8®no sugirié originalmente M. King
Hubbert en1956[1956 Hubbert M.; “Peak Oil”]




El modelo de Hubbert se basa en una ley simple concerniente a la
tecnologia de los recursos naturales que F. K. North expresa de la
manera siguiente: «El ciclo completo de produccion de cualquier recurso
no renovable, en cualquier regién o en el mundo entero, comienza con
una produccion que sube de cero hacia un maximo; puede haber varios
maximos separados por declinaciones temporales; pero finalmente el
ciclo se completa con una declinacion larga y continua hacia cero, via la

exponencial negativa»
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Figura 2 Cifras representadas como % de los totales mundiales de reservas, produccion
y consumos (2009)
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La demanda energética mundial, estimada en unos 10,000 millones de
toneladas equivalentes de petroleo (BP, 2004) se ve cubierta en mas de
un 87% por combustibles fésiles como el carbon, petréleo y gas natural
(ver Figuras 2, 3 y 4). Esta dependencia tiene importantes repercusiones
tanto econdémicas como ambientales. Por el lado econdémico cabe
destacar que su produccion centralizada en determinadas zonas del
mundo esta gobernada por factores esencialmente politicos, lo que

resulta en precios volatiles y elevados. Asi mismo, en ausencia de

alternativas viables, el agotamiento de las reservas de petrdleo estimadas

en no mas de 40 afios resultara en un encarecimiento progresivo hasta
niveles tales que afecten el desarrollo econémico global.
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Por este motivo es muy importante el desarrollo de nuevas tecnologias
gue hagan posible una transicién controlada hacia un sistema energético
sostenible y amigable con el medio ambiente, independiente de las
reservas naturales de combustibles actualmente utilizados. El interés
actual por la reduccién en la emision a la atmésfera de gases de efecto
invernadero esta dando lugar a diferentes estudios basados en la no
emision y/o recuperacion de estos gases procedentes de la combustién

de hidrocarburos.

El deterioro del medio ambiente y las consecuencias que esto tiene para
el futuro de la humanidad, es un tema que ha cobrado importancia. La
sobreexplotacion de los recursos naturales, la disposicion inadecuada y el
exceso de los desechos, tienen graves y visibles consecuencias que
golpean al planeta y afectan directamente a la humanidad. Deforestacion,




desertificacion, derretimiento de los glaciares y calentamiento global son
algunas de las consecuencias del deterioro del medio ambiente. Esto
causa, entre otras, pérdida y alteracion de la biodiversidad y desastres
naturales como, inundaciones y deslizamientos, que conllevan ademas a
la propagacion de epidemias. Hemos sido testigos en nuestro pais de
estos hechos en los inviernos de los dltimos afios. Un aspecto importante
respecto a la contaminacion del medio ambiente es el referido a los gases
de efecto invernadero que, ademas de ser contaminantes y toxicos en

grandes concentraciones, estan acelerando el cambio climatico.

El diéxido de carbdn es el gas de efecto invernadero mas notorio y en
gran porcentaje es producido por el uso de combustibles fésiles para la
generacion de energia. Para el 2010 las emisiones de CO2 estuvieron
cerca de los 60 billones de toneladas métricas, siendo las principales
fuentes carbon, gas natural y combustibles liquidos. Para el 2035 se

espera que superen los 80 billones de toneladas métricas (EIA, 2010).

Otro tema inquietante e importante a nivel mundial es el crecimiento de la
poblacién. Segun el US Census Bureau, en el 2011 llegb a 7.000
millones, un crecimiento del 16% respecto al afio 1999, y para el 2050 se
espera supere los 9.000 millones de personas. Este crecimiento tiene
como consecuencia un aumento casi exponencial de los requerimientos
energéticos. Paralelamente el agotamiento vertiginoso de los
combustibles fésiles se ha hecho cada vez méas evidente, las
proyecciones mas optimistas apuntan a que el petréleo perdure 100 o 150

afios mas. Esto ha tenido un impacto significativo a nivel econdémico,



politico y cultura, debido a que esta es la principal fuente de energia y un
factor econédmico importante (Bedoya et al. 2008; EIA 2010). Por este
motivo la industria y los gobiernos de diferentes paises estan invirtiendo
en investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias que reduzcan el
impacto en el medio ambiente, mejorando los procesos, minimizando los
costos y el desperdicio de materias primas (Dicks A.L. et al., 2008;
WyldGroupet al., 2008). El hidrégeno es actualmente una alternativa de
gran interés pues es un combustible limpio que posee un gran
rendimiento energético (143 kJ/g) cerca de tres veces mayor al de los
hidrocarburos (Ni et al., 2006), ademas no produce gases de efecto
invernadero y es considerado, por muchos, un vector energético y el
combustible del futuro. Este puede transformarse en electricidad, trabajo
mecanico o calor, utilizando respectivamente pilas combustibles (fuel

cells), motores de combustion interna y quemadores de hidrégeno.

Una de las alternativas que se han propuesto es el empleo del Hidrogeno
como fuente de energia. ElI Hidrogeno es elemento mas abundante del
universo ya que el 92% de la materia estd constituida por hidrégeno, el
7% es He y el 1% restante lo conforman los deméas elementos. Con
frecuencia se le encuentra combinado con agua (H20) y otros elementos
organicos. Es inodoro, incoloro e insipido en su forma natural no gaseosa.
No es téxico y se le puede respirar sin peligro. Es extremadamente

liviano, y sube rapidamente de la superficie de la tierra la atmosfera.

Las ventajas del hidrégeno como fuente energética, no residen

Unicamente en el hecho de ser una materia prima practicamente



inagotable, cuyo calor de combustiéon con oxigeno (14,19x10% kJ/kg) es
bastante superior al de combustibles fosiles clasicos como la gasolina
(~4,5x10% kJ/kg) sino que, ademas, su combustiéon no produce COz2, sino
exclusivamente vapor de agua, lo que le convierte en un candidato ideal
para la reduccion del llamado “efecto invernadero”. Si bien esta ultima
afirmacién es cierta, es necesario matizar su validez, ya que los métodos
comerciales actuales de produccion de hidrégeno, implican
necesariamente la utilizacion de combustibles fosiles, generando

cantidades importantes de contaminantes (fundamentalmente COy).

Hay varios avances en el campo tecnoldgico del hidrégeno. En la
actualidad existen diferentes automdéviles que funcionan utilizando este
combustible. Uno de los mas conocidos es el FCX Clarity de Honda, que
funciona Unicamente con hidrégeno transformado en energia mediante
una pila combustible. Otros fabricantes de automoviles de hidrogeno son
BMW, Mazda, Ferrari, General Motors, Nissan, entre otros, que en su
mayoria fabrican automoviles hibridos. Ademas existen varios proyectos,
en diferentes ciudades del mundo, que promueven el uso de estas
tecnologias en los sistemas de transporte publico. Como ejemplos
notables entre otros estan: las flotas de buses de hidrogeno en Londres,
Madrid, Barcelona, y recientemente la primera iniciativa latinoamericana,
un prototipo en Sao Paulo (PNUD, 2009). Por otra parte también se han
adaptado pilas combustibles de hidrégeno en prototipos de dispositivos
moviles como en los celulares y en sistemas de calefaccion y

refrigeracion para el hogar.

1@»



La principal desventaja del uso de hidrogeno como fuente de energia, es
la dificultad para almacenarlo y transportarlo. Debido a su baja densidad
se requieren tanques mas grandes y por tanto mas pesados que los
usados para los hidrocarburos, lo cual no es beneficioso para el disefio de
automoviles u otros dispositivos. Por otra parte si el hidrégeno es
comprimido se mejoraria el volumen de los tanques pero no el peso. Otra
forma de almacenar el hidrégeno seria en forma liquida, pero para esto se
requiere almacenamiento criogénico que es muy costoso. Por este motivo
existe ahora una impulso a la busqueda de materiales para implementar
nuevos métodos de almacenamiento y transporte de hidrégeno
(Winschiers and Lindblad, 2002).

Otra desventaja respecto al uso de hidrégeno como combustible, es su
produccién. Los métodos de producciéon que se usan en la actualidad no
son tan eficientes ni econdmicos como se requiere para suplir las
necesidades mundiales de hidrégeno, mucho menos si se pretende
utilizar en el area energética. Mas del 96% del hidrogeno producido a
nivel mundial depende de combustibles fésiles (Winschiers and Lindblad,
2002).

Para el 2008 se produjeron, a nivel global, aproximadamente 500 mil
millones m3 de hidrégeno al afio, lo cual equivale so6lo al 1.5% de los
requerimientos de energia (Dicks A.L. et al.,, 2008). Sin embargo el
hidrogeno no es particularmente utilizado en el area energética. Sus
principales usos se dan en la industria de fertilizantes, produccién de

metanol y la refinacion de combustibles, por lo cual hay que encontrar



formas de produccion que satisfagan tanto las necesidades de las
industrias, como las energéticas (Dicks A.L. et al., 2008). Debido a lo
anterior, se estd incursionando en la busqueda de nuevos métodos de
produccion, entre los cuales han ganado importancia, los métodos
biologicos. Una de las principales ventajas de los procesos biologicos es
gue se pueden utilizar diversos sustratos como aguas residuales y
residuos organicos para darles un valor agregado, ademas las
condiciones del proceso son practicamente ambientales por lo cual no
hay un gasto energético importante. Sin embargo la eficiencia y

rendimiento de estos procesos son bajos (Kapdan and Kargi, 2006).

La fuente mas comun de hidrégeno es el agua. Se obtiene por la
descomposicion quimica del agua en oxigeno e hidrégeno a partir de la
accion de una corriente eléctrica (electrélisis) generada por fuentes de
energia renovable (solar, fotovoltaica, edlica, etc.) Sin embargo, este
proceso es aun costoso y la energia requerida para la produccién del

Hidrégeno es un tanto mayor a la energia obtenida.

Otras formas de obtencion de Hidrégeno son: metabolismo de algas en
bio-reactores, electrolisis, reduccion quimica y termalisis. A pesar de su
eficiencia, estos métodos aun son mucho menos utilizados vy
desarrollados que la obtencion a partir de procesos en los cuales se
utilizan hidrocarburos, pero se espera que en los préximos afios se
revierta ésta tendencia, ya que los beneficios de la energia limpia y libre

de derivados del petroleo son incalculables para el medio ambiente.



La produccién de hidrégeno por via biolégica puede ser llevada a cabo
por una diversidad de microorganismos tales como las bacterias
fotosintéticas, las cianobacterias, las algas y las bacterias fermentativas.
Las bacterias fotosintéticas muestran las siguientes ventajas respecto a
los demas microorganismos:

La eficiencia de conversion de la luz ‘Photosynthetic Active Radiation’, la
cual es la base de la energia recibida por las bacterias, es del orden del

68.5% comparado con el 43% de las algas.

Entre las numerosas fuentes de carbono que utlizan tanto para
desarrollarse, como para producir hidrogeno; estas se encuentran

disponibles en los efluentes industriales.

No producen oxigeno, simultaneamente con la produccion de hidrégeno
(fotosintesis anoxigénica); contrariamente a las algas y las cianobacterias.
El oxigeno disminuye e inhibe la produccion de hidrégeno, y conduce a la
imposibilidad de usar la mezcla gaseosa directamente en una pila de
combustible.

La produccion de hidrégeno es continua, aun cuando el medio de cultivo

esta saturado en hidrégeno, contrariamente a la produccion con algas y

cianobacterias.




Por otro lado, la principal desventaja de las bacterias fotosintéticas es la
necesidad de fuertes aportes energéticos, lo cual se resuelve con el uso

de sustratos de carbono de desechos industriales.

Entre las bacterias fotosintéticas heterotrofas, la Rhodobacter capsulatus
(fig. 5) fue elegida por su fuerte capacidad de producir hidrogeno.
Utilizando lactato como fuente de carbono, la productividad de esta
bacteria alcanza los 130 ml de hidrogeno puro/hora/gramo de peso seco

de bacteria

Figura 5. Fotografias microscépicas de la bacteria Rhodobacter Capsulatus

El género de la alfa-proteobacteria Rhodobacter, incluye especies que

poseen un extenso rango de capacidades metabdlicas, lo cual ha




despertado un gran interés cientifico, especialmente en el area de
energias renovables. Esta bacteria es comunmente utilizada para la
produccion de hidrégeno, a través de diversas fuentes de carbono, pero
dependiendo de éstas, varian la velocidad y el rendimiento de la reaccion
presentada, y se ha demostrado que cultivos mutantes de ésta bacteria
pueden ser aislados y muestran capacidades de produccion de hidrégeno

mejoradas.

La fotoproduccién de hidrégeno es debida a la enzima nitrogenasa, la
cual, en ausencia de substratos alternativos, es capaz de reducir protones
a hidrogeno. Ademas de la nitrogenasa, la R. capsulata posee una
hidrogenasa ligada a membrana, la cual parece funcionar exclusivamente
en la absorcion de hidrogeno. Esta enzima permite a la R. capsulata
crecer de forma autétrofa en una mezcla de hidrogeno y dioxido de

carbono.

Las condiciones anaerobias, asi como altas intensidades luminosas son
requeridas, ademas de wun substrato que sea metabolizado
eficientemente. Hillmer & Gest, encontraron que las mayores velocidades
de produccién de hidrégeno toman lugar en células alimentadas con DL-
lactato o piruvato como fuente de carbono y energia, y glutamato como

fuente de nitrdgeno limitadora de crecimiento.

En otras bacterias diazotroficas, ha sido sugerido que el rol de la
hidrogenasa es la de reciclar el hidrégeno desarrollado por la nitrogenasa,

por lo tanto incrementando la eficiencia energética de la reaccion de



fijacion de nitrogeno; o bien, alternativamente, facilitar la proteccion de
nitrogenasa contra el oxigeno, permitiendo al hidrégeno funcionar como
un substrato para la cadena de respiracion aerobia. En la R. capsulata
puede servir como substrato para la respiracion aerobia, participar en la
fotoreduccion del dioxido de carbono, o actuar como un donador de

electrones a la nitrogenasa.

Zlatev demostr6 que a condiciones idénticas de iluminacion vy
concentracion lactato/glutamato del substrato, mayores rendimientos de
produccién de hidrégeno son obtenidos en reactores planos continuos o
semicontinuos, en los cuales la superficie de contacto de las bacterias

con la luz es maximizada.

La minimizacién de los costos globales de la produccién de hidrégeno por
via biolégica (bacteriana) necesita por un lado, la concepcion de un
reactor fotosintético que utiliza la luz del sol como fuente de energia; y por

el otro, desechos como sustrato.

El reactor donde se aplicaran los sensores de hidrégeno es un reactor
fotosintético bacteriano con la misma sepa mutante IR3. La ventaja de los
sensores electroquimicos es que pueden medir produccién muy baja de
hidrégeno en reactores bacterianos con volumenes pequefios (como 10
ml), donde no se puede medir de manera precisa el volumen del
hidrogeno producido que es de un rango de 1 a 2 ml por hora. Utilizar
reactores de volumen mayor que produzcan volimenes mas grandes no

es rentable ya que la optimizacion del procedo requiere un elevado
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namero de experimentos que a su vez requieren grandes cantidades de
reactivos y cuyo tiempo de proceso es extenso hasta que se haya
producido un volumen de hidrégeno que pueda ser medible de manera

precisa.

Los sensores electroquimicos permiten las mediciones en tiempo real de
la concentracion de hidrogeno disuelto producido en el cultivo bacteriano

adentro de los reactores bacterianos sin medir el volumen.

Existen varios estudios respecto a la produccion de hidrégeno utilizando
diferentes materiales de residuo (Kapdan and Kargi, 2006) que incluyen
residuos de la fabricacion de tofu (Zhuet al. 1999), residuos sélidos
urbanos (Fascettiet al., 1998), residuos de las refinerias de azucar,
melaza (Bolligeret al., 1985; Yigitet al., 1999; Yetis, M. et al., 2000), aguas
residuales de almazaras (Erogluet al., 2004), lodos activados (Wang et
al., 2003),residuos de almidon (Yokoiet al., 2001; Zhang et al., 2003),
residuos de la industria del papel (Kadaret al. 2004), materiales
lignocelulésicos como: cascara de arroz y bagazo de coco y cafa de
azucar (Kumar and Das, 2001) y suero de leche (Zurrer and Bachofen,
1979; Azbaret al., 2009; Davila-Vazquezet al., 2009). El proyecto consiste
en la produccion biologica de hidrégeno basada en un método conocido
como: fotofermentacién. Se evalla, a nivel laboratorio el potencial como
sustrato del suero de leche, el cual es un residuo que representa un

volumen importante de efluente en la industria lactea y es un significativo

contaminante, no solo en nuestro pais sino en el mundo entero.




A nivel mundial, para 2009 se produjeron aproximadamente 20 millones
toneladas de queso (FAO, 2009), lo cual equivale aproximadamente a
180 millones de toneladas de suero. Los microorganismos que se
utilizaron en el desarrollo del proyecto son dos cepas de bacterias
purpuras no sulfurosas llamadas Rhodobacter capsulatus (B10 y B10
LacZ). Estas degradan la lactosa y el lactato bajo la dependencia del
metabolismo de la nitrogenasa, que es el enzima responsable de la

produccion de hidrégeno.

A pesar de los numerosos estudios en la produccion de hidrogeno con
materiales de residuo, son pocos los articulos encontrados en la revision
bibliografica que estudian el uso del lactosuero industrial, la gran mayoria
de estos son estudios de la produccion de hidrégeno mediante el proceso
de fermentacion oscura (Davila-Vazquezet al. 2008; 2009; Azbaret al.
2009; Ferchichiet al. 2005). Los estudios mediante el método de
fotofermentacién encontrados, se realizaron sélo para la degradacion del
lactato (Zurrer & Bachofen 1979; 1981).

JUSTIFICACION

La generacion de energias y su utilizacion es la base para el desarrollo de
las sociedades modernas. Sin embargo, éste desarrollo desde finales del
siglo XX} se ha basado en el empleo y explotacién de fuentes de energia

fésil tales como el carbon, el petroleo, el gas, etc.




No obstante uno de los principales problemas a los que se enfrenta la
Humanidad es el agotamiento de éstos combustibles. ElI modelo
energético actual, dependiente en su mayoria del petrdleo y el carbon, ha
empezado a buscar alternativas sostenibles, como las llamadas energias

renovables.

De acuerdo al modelo de Hubbert de la duracion de las reservas
petroleras, la cantidad de barriles de crudo producidos mundialmente
alcanzard un pico maximo para después decrecer a medida que se
consumen las reservas, formando una grafica en campana. Teniendo en
cuenta éste modelo, asi como algunas condiciones que recientemente se
han agregado a la ecuacion tales como: consumo/demanda en
determinadas regiones, costo de obtencion y refinamiento, inversiones y
otros; se estima que la produccién de barriles de petréleo a nivel mundial
alcanzara su maximo alrededor de 2020, cayendo hasta cero en el 2090

(aproximadamente).

Ademas, se cree que dado el alto grado de dependencia del uso del
petréleo y sus derivados en las actividades industriales, agricolas y de
transporte; el descenso en la produccién de petréleo después de su pico
maximo tendr4 un impacto negativo en la economia global ante el

encarecimiento del mismo.

Recientemente, a la luz de los hechos observados en cuestiones

ambientales tales como el calentamiento global, es de gran importancia el



gue se busquen nuevas fuentes de energia que no sean tan dafinas
como lo han sido los combustibles fésiles, debido a que éstos contribuyen
a la generacion tanto de particulas suspendidas como de gases dafinos
para la salud y el medio ambiente que contribuyen al calentamiento

global.

El impacto en la economia de los paises importadores de petréleo, asi
como en el medio ambiente global, ha llevado a paises como Estados
Unidos a iniciar programas como el ‘Programa Hidrégeno’ (U.S.
Department of Energy , 2007), bajo el cual se destinan recursos a la
investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias para la produccion,
almacenamiento y uso del Hidrogeno. Actualmente Estados Unidos
importa mas del 55% del petréleo que consume y se estima que el
porcentaje sera del 68% en el 2025. Ademas, dos terceras partes de los
20 millones de barriles de petréleo consumidos anualmente son usados
en transportacién. Por este motivo es muy importante el desarrollo de
nuevas tecnologias que hagan posible una transicion controlada hacia un
sistema energético sostenible y amigable con el medio ambiente, que no
sea dependiente de las reservas naturales de combustibles fosiles. Una
de estas alternativas es el empleo del Hidrégeno como fuente de energia
alternativa. Debido a su gran abundancia, el Hidrégeno podria utilizarse
en lugar del carb6n o del petréleo. No obstante éste combustible no es
una fuente primaria de energia, es decir, no es posible su extraccion
directa de la Tierra como el gas natural, siendo su proceso de obtencion
de un costo bastante elevado y mas aun, los métodos actuales de

obtencion de Hidrogeno implican en su mayoria la utilizacion de



combustibles fésiles. Aun asi, el Hidrogeno tiene el contenido de energia

por unidad de peso més alto que ningun otro combustible conocido.

Una alternativa para la produccion de Hidrégeno que resulte mucho mas
barata es la aplicacion de masa bacteriana. Utilizando la bacteria
fotosintética Rhodobacter capsulatus en determinadas condiciones
empleando lactato acido como fuente de carbono, y luz solar como fuente
de energia, su productividad alcanza los 130 ml de Hidrégeno

puro/hora/gramo de peso seco de bacteria.

La obtencién de Hidrégeno mediante el uso de productos de desecho
como sustrato, asi como de la luz solar como fuente de energia estan
dirigidos a la reduccion de costos en su produccion. Ademas, el
Hidrogeno generado biol6gicamente representa una fuente renovable y
limpia de combustible alternativo al petréleo.

El pardmetro lo mas representante que demuestra el funcionamiento
normal de un biorreactor bacteriano para la produccion fotosintética de
hidrégeno es la velocidad del proceso, que se mide con el volumen del
hidrogeno producido durante un periodo de tiempo — como por ejemplo
una hora. La medicidon en tiempo real de este parametro permitira el
control 6ptimo del proceso bactriano de la produccion de hidrégeno, que
determina la necesidad a desarrollar sensores adecuadas capas a medir
la velocidad de la produccion del hidrégeno e n tiempo real de que es

dedicado este trabajo.



OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y caracterizar analiticamente dos tipos de sensores de
hidrogeno: potenciométrico y voltamétrico, capaces de monitorear
en tiempo real la concentracion de hidrégeno disuelto producido en
un reactor bacteriano fotosintético.

La medicidén en tiempo real de la concentracion del hidrégeno producido
permutara la aplicacion de reactores fotosintéticos pequefios con
volumenes del rango de varios mililitros en optimizacion experimental del
proceso. También experimentos de optimizacion van a durar no mas que
varios minutos para cada una de las combinaciones de los valores de las

variables.

La aplicacion de este enfoque permitirdA encontrar rapido vy
econdmicamente las condiciones optimales para produccién maxima de
hidrégeno, a partir de cualquier fuente nutritiva disponible localmente
habitualmente desechos industriales de industrias alimenticias.

OBJETIVO PARTICULAR

Optimizar la construccion de los sensores desarrollados y evaluacion de

la influencia de la naturaleza del metal del electrodo indicador (Platino y
Paladio) sobre la sensibilidad y el tiempo de la respuesta.
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PRODUCCION Y USOS DEL HIDROGENO

Para el 2008 se produjeron a nivel mundial 50 millones de toneladas de
hidrégeno con un crecimiento del 10% anual. (Jaén, 2004; Dicks A.L. et
al., 2008; Wyld Group et al., 2008). La demanda de hidrégeno se
concentra principalmente en la industria de fertilizantes para la produccién
de amoniaco. Otros usos importantes son la refinacion de combustibles y

la produccién de metanol.

Ademés de sus usos convencionales, el hidrégeno actualmente se ha
convertido en una alternativa energética de gran interés. La adopcién del
hidrogeno como combustible es la respuesta a diversos factores como
son, por una parte, el crecimiento desmesurado de la poblacion, lo cual
conlleva a un crecimiento casi exponencial de los requerimientos
energéticos, como se puede apreciar en la Figura 6, esto combinado con
el agotamiento de las reservas de petrdleo, que en las proyecciones mas
optimistas duraran 150 afios, ha fomentado la busqueda urgente de

nuevas alternativas energéticas.
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Figura 6. Consumo mundial de energia 1990-2035 Fuente:(EIA 2010)

Por otra parte la conciencia respecto al cuidado del planeta es cada vez
mas grande y se buscan alternativas energéticas que no sean tan dafiinas
para el medio ambiente. Uno de los principales problemas ambientales es

la produccion de gases de efecto invernadero, especialmente el didxido

de carbono que ademas de ser contaminante, acelera el calentamiento
global y se produce en grandes cantidades principalmente por los

combustibles fosiles Figura 7.
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Figura 7. Emisiones de Diéxido de Carbono segun el tipo de combustible 1990-2035.
Fuente (EIA, 2010)

El hidrogeno es un combustible limpio que posee un gran rendimiento
energético (143 kJ/g) mayor al de los hidrocarburos, y ademas no

produce gases de efecto invernadero. El hidrégeno puede transformarse

en electricidad, trabajo mecéanico o calor utilizando respectivamente pilas
combustibles, motores de combustion interna y quemadores de hidrégeno
(Winschiers and Lindblad, 2002; Vignaiset al., 2006).

El uso del hidrégeno como combustible es muy escaso ya que, como se

ilustr6 anteriormente, los requerimientos industriales son importantes




(Kruseet al., 2002). Debido a lo anterior es necesario encontrar nuevas
técnicas de produccibn de hidrogeno que sean sostenibles y

econdmicamente viables. La obtencion convencional de hidrégeno utiliza

principalmente gas natural, aceites, carbén, agua y biomasa como fuente

de energia (Figura 8) (Das, 2009). Los métodos usados
convencionalmente son reformados de hidrocarburos y descomposicion
térmica, los cuales se caracterizan por altos costos energéticos. No
obstante, en los ultimos afios se han planteado nuevas y novedosas
formas de obtener hidrogeno. Principalmente ha tomado fuerza la
produccién biolégica, que resulta de la conversibn de diferentes

compuestos mediante diversos microorganismos (Dicks A.L. et al., 2008).

Electrolisis Biomasa, 1
del %
agua, 4%

Figura 8. Materias primas para la produccion de Hidrégeno *Adaptado (Das, 2009)




En la Tabla 1se muestran diferentes métodos de obtencion de hidrogeno,

su fuente de energia, rendimiento y temperatura requerida.

Tipo de Proceso

Reformado con
vapor

Oxidacién parcial
Reformado auto
térmico
Gasificacion
Electrdlisis de agua
en fase vapor

Electrolisis
convencional de
agua

Hidrégeno Foto
biolégico

Hidrégeno
Fermentativo

Tabla 1 Procesos de produccion de hidrégeno

Fuente de energia Rendimiento (%)

Gas Natural
Gas Natural
Gas Natural
Carbédn

Nuclear

Hidroeléctrica,
eodlica geotérmica,
mareomotriz

Solar,
Microorganismo,
Sustrato (fuentes
carbonadas)

Microorganismo,
Sustrato(fuentes
carbonadas)

80
70
76
60
40

70

10

10

T requerida (°C)

750 < T <900
1300 < T < 1400
1100 < T <1400
400 < T < 1600

1000 < T < 2500

80<T<85

25<T<40

25<T<40

Referencia

(Garcia, 2005)
(Garcia, 2005)
(Garcia, 2005)
(Garcia, 2005)
(Garcia, 2005)

(Dicks A.L. et
al., 2008)

(Nath and Das,
2004)

(Nath and Das,
2004)

Como se puede observar los procesos que utilizan materias fésiles y los

procesos de electrolisis de agua tiene rendimientos mucho mas altos que

los que presentan los procesos biolégicos (Hidrégeno fotobiolgico y

fermentativo), sin embargo al comparar las temperaturas requeridas se

puede observar que se requieren temperaturas mucho mas altas en los

procesos no biolégicos lo cual genera mayores gastos energéticos.



Aunque el rendimiento de los procesos bioldgicos no es alto, actualmente
se estdn haciendo diversos esfuerzos para aumentarlo, mediante el
desarrollo de microorganismos modificados y recombinados
genéticamente para mejorar su funcion de sintesis de hidrogeno. Otro
esfuerzo se hace es la optimizacion del disefio de los bio-reactores de
acuerdo a las necesidades de los microorganismos, lo cual junto con la
seleccion de las mejores condiciones de operacién mejora el rendimiento
notablemente (Nath and Das, 2004; Das, 2009).

PRODUCCION BIOLOGICA DE HIDROGENO

Conocer los fundamentos moleculares de la produccién de hidrégeno es
fundamental para la investigacion aplicada. La reduccién de protones del
hidrogeno es catalizada principalmente por dos enzimas, la hidrogenasa y

la nitrogenasa que estan presentes en las células (Vignaiset al., 2006).

HIDROGENASA

Las hidrogenasas son enzimas que estan encargadas de combinar los
protones (H+) con electrones para la produccién de hidrdgeno molecular

(H2) y el proceso contrario. 2H* + 2e~ = H2

Esta enzima se halla en casi todos los organismos procariotas, en
algunos eucariotas anaerobios y en algas verdes unicelulares (Vignaiset
al., 2006). Se han identificado tres clases de hidrogenasas hasta el

momento: [Fe]-hidrogenasa, [NiFe]-hidrogenasa y [NiFeSe]-hidrogenasa.



En la mayoria de casos, es evidente que la [NiFe]-hidrogenasa es la
encargada de la captacién de hidrégeno mientras la [Fe]-hidrogenasa es
la encargada del procesos de produccién de H2z(Prince and Kheshgi,
2005; Basak and Das, 2007)

NITROGENASA

La nitrogenasa es un sistema compuesto por dos proteinas que cataliza la
reduccion de nitrégeno molecular N2 en amonio, junto con la hidrdlisis del
ATP. Notablemente, después de 35 afios de estudio, la reaccion
estequiométrica global todavia no esta determinada de forma definitiva
(Vignaiset al., 2006). Existen 3 diferentes tipos de enzimas las cuales
convierten nitrégeno en amonio con diferentes estequiometrias:

e Enzimas de molibdeno: N2+ 8 H+ + 8 e— < 2NH3 + H2

e Enzimas de vanadio: Nz + 12H+ + 12 e— <> 2NHs + 3H2

e Enzimas de hierro: N2 + 21H+ + 21 e— < 2NHs3 + 7.5H2

Estas reacciones requieren energia, al menos 2 moléculas de ATP por
electron. La nitrogenasa en ausencia de N2 puede reducir protones a Ho.

Debido a lo anterior los procesos de producciéon de hidrogeno con

organismos que contienen esta enzima se hacen bajo la condicion de
ausencia de N2 (Rees and Howard, 2000; Prince and Kheshgi, 2005).

Para entender como funciona la nitrogenasa hay que entender que esta

enzima es un complejo que consta de dos componentes (ver Figura 9).




Los electrones requeridos para la reduccién llegan al complejo por medio
de una ferrodoxina o una flavodixina (FeS proteinas no hémicas), que los
transfiere al componente Il, que queda reducido. EI componente I
reducido se une a dos moléculas de ATP, y cambia su conformacion, lo
gue le permite unirse al componente |. Entonces se produce la
transferencia de electrones desde el componente Il al componente |, con
hidrélisis de ATP; este proceso a su vez provoca la separacion del
componente Il respecto del I. Una vez reducido el componente | (la
molibdoferroproteina), éste transfiere los electrones (y los protones) al N2,
hasta convertirlo en dos moléculas de amoniaco. EI amoniaco entra
entonces en las rutas biosintéticas para convertirlo en nitrégeno orgéanico,

incorporable a las macromoléculas.

En este proceso es de resaltar el alto costo energético que se tiene, en
forma de al menos 18 ATP. Esto se debe a que el N2 es una molécula
muy inerte y su reduccion requiere una gran energia de activacién para
transferir 6 electrones. Ademas hay que tener en cuenta que parte de la

energia se gasta en el proceso de produccién de Ho.

La nitrogenasa es extremadamente sensible a la presencia de oxigeno,
por lo que queda rapida e irreversiblemente inactivada por este gas (Taiz
and Zeiger, 2006; Basak and Das, 2007). En la Tabla 2 se muestra la
comparacién de las principales caracteristicas de la nitrogenasa y la

hidrogenasa.
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Figura 9. Estructura de la Nitrogenasa.
Componente | confirmado por las
subunidades azules y moradas.
Componente |l compuesto por las
subunidades verdes.

Tabla 2 Comparacién entre Nitrogenasa e Hidrogenasa *Adaptado (Basaket al, 2007)

Caracteristicas Hidrogenasa Nitrogenasa
Produccion de Hidrogeno Si Si
Consumo de Hidrégeno Si No
Requerimientos de Energia (ATP) No Si
Sensibilidad al Oxigeno Si Si
Velocidad Catalitica Alta Baja
Presencia en Procariotas Si Si

Presencia en Eucariotas Si No



METODOS DE PRODUCCION BIOLOGICA DE HIDROGENO

Los métodos de produccion de Hidroégeno se pueden clasificar en los

siguientes:

BIOFOTOLISIS DIRECTA

Este método de produccion de hidrégeno estd basado en dos etapas:
fotosintesis y la produccion catalizada de hidrégeno por hidrogenasas. El
microorganismo mas comun en este meétodo es el alga verde. (Riiset al.,
2005; Melis and Melnicki, 2006; Bedoya et al., 2008) Fotosintesis:
Produccién de Hidrogeno: A pesar de que la fisiologia del metabolismo de
hidrogeno en las algas es aun materia de investigacion basica, el foto-
proceso de produccion de hidrégeno es de interés ya que utiliza unos de
los recursos mas abundantes en la tierra: agua y luz. En este proceso
primero hay una etapa para el crecimiento de los microorganismos en
estanques abiertos, luego se cosechan y se colocan en foto-bio-reactores
donde se busca que produzcan hidrégeno y oxigeno pero no crezcan.
Para lograr esto hay que adaptar las algas a una atmosfera anaerdbica,
inyectando por ejemplo argén en oscuridad. (WunschiersandLindblad,
2002; Prince andKheshgi, 2005)2 2 244HOHe O 2442He H

A pesar de que este proceso de produccion de hidrégeno parece simple,
existen diversos problemas que hay que tener en cuenta. Un problema es
gue la mezcla de oxigeno e hidrogeno es inflamable, explosiva y

peligrosa. Por este motivo la separacion y manejo es dificil y costosa.



Ademas, como se habia considerado anteriormente, la hidrogenasa y
nitrogenasa son altamente sensibles a la presencia de oxigeno y se ven
inhibidas lo cual baja notablemente el rendimiento del proceso ya que en

este se produce oxigeno. (Prince and Kheshgi, 2005)

BIOFOTOLISIS INDIRECTA

Este proceso se lleva a cabo principalmente por cianobacterias y algas
verde-azules. A partir del proceso de fotosintesis, el CO2 es fijado a
sustratos ricos en hidrégeno interno, generando hidrégeno molecular
cuando estos microorganismos se incuban en condiciones anaerobias
(Duttaet al., 2005; Bedoya et al., 2008) La biofotdlisis indirecta intenta
evitar la inhibicion de la hidrogenasa debido al oxigeno mediante una
separacion temporal de las reacciones de produccion de hidrégeno de
aquellas en las que participa el oxigeno. Al igual que el proceso anterior
en este proceso primero hay una etapa para el crecimiento de los
microorganismos en estanques abiertos, luego se cosechan y se colocan
en un reactor anaerébico donde se induce la hidrogenasa y se inactiva el
fotosistema Il. Después la iluminacién oxida los carbohidratos y lipidos
almacenados y produce hidrégeno, ya sea directamente o después de
fermentacién oscura. Como idealmente solo se produce hidrogeno y
dioxido de carbono mediante este proceso, el gas es mas manejable y

menos peligroso (Prince and Kheshgi, 2005).

Las tasas de produccion de hidrogeno utilizando este método son

variadas y dependen de las especies de cianobacterias y las condiciones



del proceso. Existen varias desventajas en este proceso como son las
bajas tasas de produccion encontradas y la sensibilidad al Oz de la
nitrogenasa y la hidrogenasa lo que hace necesario remover el O2
producido. (Bedoyaet al., 2008)

FOTOFERMENTACION

En este proceso se utilizan bacterias puarpuras no sulfurosas que
producen hidrégeno, catalizado por la nitrogenasa bajo condiciones de
poco N2, usando luz y compuestos reducidos, como &cidos organicos,
gue muchas veces estan contenidos en sustancias de desecho (Kapdan
and Kargi, 2006; Rupprechtet al., 2006; Bedoya et al., 2008). Un factor
clave en la fotofermentacion es la intensidad de luz, ya que se ha
observado que afecta tanto la velocidad de produccién y el rendimiento
del hidrogeno. En la fotofermentaciéon los organismos mas utilizados son
del género Rhodobacter en lotes y con menor frecuencia en continuo
(Zurrer&Bachofen 1979;1981; Kapdan&Kargi 2006). Entre los resultados
reportados mas destacables de tasas de produccion de hidrégeno por
este microorganismo estan 9 ml Hz/Lcultivo h (E. Erogluet al. 2004; 2006).

La ventaja de este método es que se pueden usar diferentes materiales
de desecho como sustrato, ademas estas bacterias pueden usar un
amplio espectro de energia luminica. La desventaja es la baja eficiencia y
gue el oxigeno es un fuerte inhibidor para la produccion de hidrégeno, por
lo que el proceso de debe realizar en condiciones anaerobias (Nath and
Das, 2004; Melis and Melnicki, 2006).



FERMENTACION OSCURA

La produccion de hidrégeno por este método esta dada por bacterias
anaerobicas que crecen en oscuridad y usan sustratos ricos en
carbohidratos. Entre los organismos que realizan este proceso se
encuentran los del género Clostridium como son C. buytricum, C.
thermolactium, C. pasteurianum(Kapdan and Kargi, 2006; Melis and
Melnicki, 2006). Los subproductos de la fermentacion son acidos acético y
butirico, con lo que los rendimientos practicos de hidrégeno en la
fermentacion oscura estan alrededor de 2 molHz/mol glucosa (Levinet al.,
2004; Bedoya et al., 2008). La ventaja de este método es que se pueden
utilizar varias fuentes carbonadas como sustrato. Las desventajas
consisten en sus bajos rendimientos y en que a medida que aumenta el
rendimiento la fermentacion se vuelve termodinamicamente desfavorable
(Nath and Das, 2004; Melis and Melnicki, 2006).

PRODUCCION INTEGRADA

El metabolismo y las propiedades de los microorganismos mencionados
anteriormente para la produccién de H: apuntan a un disefio de un
sistema integrado. En este proceso se busca que el hidrégeno puede ser
recolectado a través de un ciclo de luz-oscuridad. Asi mismo, la biomasa
extraida de este proceso se puede convertir, mediante enzimas, en
material celulolitico compuesto por hidrolizados de proteinas vy
poliglucosa, con el que se puede alimentar directamente a las bacterias
anaerobicas que se utilizan en la fermentacion oscura. Alternativamente

bacterias fermentativas que contienen celulosomas pueden ser utilizadas.



Por otra parte, existen estudios que han demostrado que en la produccion
de hidrégeno mediante fermentacion oscura se puede utilizar biomasa de
algas. El proceso de fermentacion oscura anaerébica mediante
bacterianas genera Hz y una variedad de &cidos organicos. Estos ultimos

pueden retroalimentar a los procesos de produccion fotosintética de Ha.

Este sistema integrado genera un alto rendimiento por lo cual el proceso
es sostenible, y econédmicamente viable para la produccion de Hz. Sin
embargo es necesario seguir trabajando para mejorar las condiciones de
operacion de estos sistemas (anaerdbico y aerdbico) para asi obtener las
tasas mas altas de produccion y conversion (Melis and Melnicki, 2006).
Varios estudios se han realizado con los diferentes métodos para la

produccion bioldgica de hidrégeno.

FOTOSINTESIS EN LA PRODUCCION BIOLOGICA DE HIDROGENO

Uno de los métodos mas utilizados para la generacion de hidrégeno es
extraerlo de los productos basados en carbohidratos producidos durante
la fotosintesis usando bacterias fermentativas (Nath & Das 2004). Existen

dos tipos de fotosintesis, la oxigénica y la anoxigénica.

FOTOSINTESIS ANOXIGENICA

En términos de la produccion de hidrogeno las bacterias purpuras no del
azufre (PNS) y las bacterias Geobactersulfurreducens(GS) tienen una

ventaja en la fermentacién, ya que estas tienen una alta eficiencia en la



conversion del sustrato a hidrogeno y ademas pueden utilizar una gran

variedad de sustratos para crecer y producir hidrégeno.

Bacterias como el Rhodospirillums. y Rhodobacter sp. pueden usar un
amplio rango de acidos organicos y carbohidratos como sustratos para la
produccién de hidrégeno con tasas de crecimiento superiores a 140 - 200
ml de H2 g! peso seco h' (Macleret al., 1979; Kokuet al., 2002;
Rupprechtet al., 2006). El sustrato es oxidado en el ciclo de acido
tricarboxilico con el derivado paso de e por un sistema de transporte de
electrones via NAD*/NADH y ferrodoxina antes de ser recombinado con
H* mediante la nitrogenasa para producir H2. Este proceso requiere
hidrolisis de ATP la cual es producida por un gradiente fotosintético de H*.
El gen de la nitrogenasa (Nzase) codificado es el encargado para la
produccién de hidrogeno en las bacterias PNS y GS, se expresa en
presencia de luz, en condiciones anaerobias y en ausencia de amonio, se
encarga de catalizar la conversion. Dos moléculas de ATP se deben
hidrolizar por cada electron que se deja libre para la produccién de
hidrégeno, haciendo la reaccién altamente dependiente de ATP
(Rupprechtet al., 2006)

EMPLEO DE SENSORES PARA LA MEDICION EN TIEMPO
REAL DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO

La optimizacién del proceso de obtencion de hidroégeno, es decir, el

aumento de la velocidad de reaccion asi como de la cantidad de producto;



requiere de un gran nimero de experimentos para encontrar los valores
Optimos de todos los parametros para obtener el volumen maximo de
hidrégeno producido. Debido de eso la medicion precisa del volumen del
hidrogeno producido es de una gran importancia para lograr la meta del

proyecto.

El método mas aplicado para la medicion del volumen del hidrégeno
producido es el método volumétrico. Este método tiene una precision
satisfactoria Unicamente en la medicion de volimenes grandes de
hidrogeno producidos por reactores de escala industrial. Para reducir el
tiempo y el costo de los experimentos relacionados con la optimizacién
del proceso biolégico es necesario aplicar reactores de volumenes
pequefios (100 ml); lo que provoca la aparicion del problema con la

medicion de los volumenes pequefios de hidrogeno.

La ventaja mas grande de los sensores electroguimicos es la oportunidad
de medir concentraciones pequefias de hidrogeno ya que no es necesario
producir grandes volumenes para poder medirlos de manera precisa
(actualmente la medicion precisa de voliumenes pequefios es dificil). Sin
embargo con los sensores electroquimicos (debido a su sensibilidad)
puede medirse la concentracion del hidrogeno disuelto en el momento de
su formacion por métodos bacterianos y determinar la velocidad de la
produccion en tiempo real, utilizando bio-reactores de muy bajo volumen

(del rango de mililitros: de 10 hasta 100 ml).



Habitualmente se utilizan bio-reactores de grandes volumenes (de varios
litros para poder producir volimenes medibles con alta precision) y medir
el volumen del hidrégeno producido durante una hora o mas para
determinar la velocidad de produccion con precision. La desventaja de

este método es la pérdida de reactivos y tiempo.

Para optimizar el proceso de produccion bacteriana fotosintética de
hidrogeno se deben hacer un gran niumero de experimentos en diferentes
condiciones de temperatura, intensidad total de la luz, composicion
espectral de la luz (intensidad de cada linea del espectro en el rango 340
- 650 nm), concentracién del sustrato, tipo de sustrato. Teniendo que
hacer variaciones en los valores de todos estos parametros, se deben
realizar cientos de experimentos, aun cuando se apliqgue la metodologia

del disefio de experimentos.

Si se utilizan sensores electroquimicos se pueden emplear reactores de
bajos volimenes (mililitros) y la informacion sobre la velocidad del
proceso se obtendria en tiempo real, sin la necesidad de esperar hasta
gue se produzca un volumen medible y sobre todo sin destinar grandes
cantidades de reactivos. Esta es la propuesta de éste proyecto, ya que
hasta el momento no existen publicaciones sobre la aplicacion de
sensores electroquimicos para medir la velocidad de produccién
bacteriana de hidrégeno en tiempo real.



EMPLEO DE ELECTRODO REVERSIBLE DE HIDROGENO
COMO SENSOR

Se sabe que el potencial del electrodo reversible de hidrogeno (RHE) es
proporcional a la concentraciéon del hidrogeno. El potencial del RHE se
puede usar como medida del volumen del hidrégeno producido.

El RHE se aplico como sensor de hidrogeno y fueron determinadas sus
propiedades.  También se construyd la curva de calibracion en

condiciones controladas.

El Electrodo Reversible de Hidrégeno (RHE) se aplicara como sensor en
tiempo real del hidrégeno producido. Para determinar de manera
confiable el nivel de produccion de Hz se requiere de un reactor de

volumen mayor, y dado que la produccion de Hz es pequefia evaluada en

mL/hr el obtener una medicion precisa es complicado. Sin embargo, el

potencial de RHE permite la determinacion en tiempo real del H:
generado y en consecuencia el proceso se evalia sin el consumo de

grandes cantidades de reactivos.
El electrodo estandar de hidrogeno (NHE) es comunmente utilizado como
un electrodo de referencia, suponiendo que su potencial es de 0 volts.

Esto basado en la ecuacion:

2H*(aq) + 2e" = H2(g)




Ocurriendo en condiciones estandarizadas: presion de hidrogeno de lbar
y concentracién de iones hidronio de 1M/L. El potencial de electrodo
establecido depende de la presion parcial de hidrogeno y se puede
expresar por la ecuacién de Nernst de la siguiente manera:

E = Eo + RT/F (Inan+ - In (pH2/po)*?)

Donde:

Eoes el Potencial estandar, el cual por definicion es cero
an+ es la actividad de los iones de hidrogeno

pHz es la presion parcial de hidrogeno

R es la constante del gas

T es la temperatura

F es la constante de Faraday

po es la presion estandar (1 bar)

Cuando el equilibrio descrito en la ecuacién [1] es establecido en
condiciones distintas a las condiciones estandar incluyendo la
composicion de la solucion del electrodo es llamado electrodo de
hidrogeno reversible (RHE). Sus potenciales dependen del pH de la
solucion, precisamente del hidrogeno, de acuerdo a la ecuacion de
Nernst:

EO =-0.059 pH




y en la presion de Hz (Concentracion del hidrégeno disuelto), asi como a
un pH constante, permitiendo asi la aplicacion del RHE como electrodo
indicador (sensor) para el hidrégeno disuelto en condiciones anaerdbicas.
La presencia de agentes oxidantes en la solucion donde el RHE se
encuentra inmerso (sumergido) corrompe el equilibrio descrito en la

ecuacion [1] y por consecuencia el potencial establecido del electrodo.

La produccion de H2 por bacterias fotosintéticas se realiza en condiciones
anaerobicas y el RHE puede servir como un excelente sensor de
hidrogeno para la determinacion en tiempo real de los parametros

cinéticos en reactores de pequefios voliumenes.

La aplicacion RHE como un sensor de hidrégeno permite la determinacion
precisa de la cantidad de H2 generado por bacterias en reactores de
pocos mililitros, s6lo monitoreando el potencial del RHE ya que su valor

es proporcional a la concentracion de Hz disuelto (presion de Hz).

La determinacion de las caracteristicas del RHE como un sensor de
hidrogeno se realiza mediante un electrodo con anillos de Pt palatinado
gue es parte de una celda conductométrica que contiene dos electrodos
de anillos iguales. La celda se sumerge verticalmente en un vaso de

precipitados de 100ml que contenga H2SO4 1M.

El anillo de Pt colocado abajo fue aplicado como un catodo que producia
el hidrégeno y fue conectado con el terminal negativo de una fuente de

voltaje controlado. Un alambre de Pt fue aplicado como anodo conectado



con el terminal positivo e inmerso en una solucién 1M de H2SO4 fuera de
la celda conductométrica y una pulgada mas arriba del fondo del vaso
evitando de esta manera la entrada del oxigeno producido en la celda

conductométrica y su mezcla con el hidrogeno.

El anillo de Pt colocado arriba fue aplicado como un electrodo indicador
(sensor de hidrogeno) conectado con un Voltimetro de gran impedancia
de entrada. Un electrodo de Ag/AgCl fue aplicado como electrodo de
referencia. El hidrégeno generado sobre el anillo de abajo (en cantidad
conocida) se mueve flotando hasta el electrodo de Pt de arriba

determinando su potencial.

Se aplico un potencial de 2,3 V entre el electrodo de Pt generador situado
en la parte inferior de la celda conductométrica y el a&nodo exterior que
resulta en la generacién de hidrégeno dentro de la celda conductométrica.
La masa y el volumen del gas producido se calculan aplicando la ley de
Faraday mediante la cantidad de electricidad evaluada por integracién de

la curva que se registra.

EMPLEO DE SENSORES VOLTAMETRICOS

El hidrégeno puede ser producido de diversas maneras, por medio del
gas natural, carbon, electrdlisis del agua, biomasa, energia solar, edlica o
nuclear. De los diferentes métodos de produccion, la electrolisis del agua

es una tecnologia que produce hidrégeno con cero emisiones y disponible



en el momento. Para que la electrolisis del agua sea un proceso
econdmico y eficiente, la reduccién del potencial de la celda electrolitica
es vital. El voltaje requerido en la celda depende principalmente del sobre
voltaje del hidrogeno y oxigeno, y de la resistencia electrolitica del

electrolito usado.

El sobre voltaje puede ser reducido con el uso de un apropiado electro
catalizador, mientras que la resistencia del electrolito puede ser reducida
por el uso de sustancias mas conductoras o aumentando la temperatura

de la solucion.

La electrolisis del agua consiste en un proceso electroquimico en el cual
el agua se divide en Hidrogeno y Oxigeno. La electrolisis consiste en
pasar corriente eléctrica por medio de dos electrodos, un catodo que es el
negativo y un dnodo que es el positivo. Al someter a la sustancia a la
corriente ambos electrodos presentaran desprendimiento de gases, por el
catodo se desprende el gas Hidrégeno, mientras que por el anodo se
desprendera el gas Oxigeno. Lo expresado anteriormente se puede
escribir de la siguiente forma.

Catodo............ 2H20 + 2electrones — H2 + 20H
Anodo............. 2HO — 1402 + H20 + 2electrones
H20 —H2 + %202

Para observar el proceso con claridad es recomendable que en el

montaje de la electrdlisis ambos gases se desprendan sin juntarse en la



superficie del agua ya que no podria apreciarse los resultados, el acido

sulfurico o cloruro sédico funcionan como catalizador de la reaccion, es

decir, acelera el proceso de desprendimiento.

Existen tres tipos de electrolizadores de agua fundamentalmente: el de
electrolito alcalino, el de altas temperaturas y el de electrolito de
membrana polimérica (PEM). Los Electrolizadores Alcalinos se
consideran una tecnologia bien establecida que usualmente emplea una
solucion acuosa de agua con hidréxido de potasio del 25-30% en peso.
Sin embargo, también se han utilizado otros electrolitos como el NaCl y el
NaOH.

Figura 10. Modelo de una celda electrolitica para la produccién de Hidrégeno

Los materiales electrocataliticos para los electrodos son muy variables,
entre los mas usados se encuentran el Fe, Ru, Os, Co, Rh, Ir, Ni, Pd, Pty

sus aleaciones. Los materiales nobles como el Pty el Ir, poseen una alta




actividad catalitica, asi como una buena resistencia a la corrosion, sin
embargo estos materiales son muy caros, por lo que se ha optado por
materiales de bajo costo como el Fe, Ni y Co para ser usados como
catodos en la electrolisis alcalina. Los electrodos de Ni y de acero
recubiertos con Ni son unos de los materiales para electrodo mas
utilizado, ya que poseen una alta resistencia a la corrosion, especialmente
a altas temperaturas (por arriba de los 80°C), asi como también en

concentraciones altas de electrolito.

Los electrolizadores alcalinos son usados en todo el mundo para la
produccién de hidrogeno con un 99.8% de pureza, operan de 1.8 a 2.2V,
con densidades de corriente por debajo de los 0.4 mA cm2. Presentan
una eficiencia entre el 60-80%, la velocidad de produccién de hidrégeno
es de 0.01y 10 m®h't

La voltamperometria es un método mediante el cual se puede obtener
informacion sobre un determinado analito, midiendo las intensidades de
corriente generadas en funcion de la diferencia de potencial (Voltios)
aplicado, en ciertas condiciones, que favorecen la polarizacién en el
electrodo de trabajo. Muchas veces, los electrodos utilizados en
voltamperometria son micro electrodos, de modo de aumentar la

polarizacion gracias a su pequefia superficie.
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Figura 11. Potencial como una funcion del tiempo en Voltamperometria
(Cronoamperometria)

Para llevar a cabo un experimento voltamétrico se requiere una celda
electroquimica de tres electrodos.

®
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Figura 12. Celda electroquimica de tres electrodos: (1) electrodo de trabajo, (2) electrodo
auxiliar; (3) electrodo de referencia.




El electrodo de trabajo, que hace contacto con el analito, debe aplicar el
potencial deseado de una manera controlada con respecto del electrodo
de referencia y facilitar la transferencia de electrones desde y hacia el
analito. El tercero electrodo (Auxiliar) actia como la otra semi-celda y su
potencial se controla de manera que permita mantener el potencial del

electrodo de trabajo constante.
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MATERIALES Y METODOS

Este capitulo describe los materiales usados asi como los métodos

aplicados en el trabajo experimental hecho a lograr las metas de la tesis.

MATERIALES USADOS PARA LA CONSTRUCCION DE LOS
SENSORES Y LA CELDA DE ELECTROLISIS

Como sensor potenciométrico se utilizd una celda conductométrica de

vidrio con electrodos de platino platinado negro.

Par la construccion del sensor voltamétrico se utilizaron tubos de PVC,
alambres de paladio, plata y platino como electrodos de trabajo referencia
y auxiliar respectivamente y resina époxica para colocar los electrodos en
el cuerpo del sensor. Como membrana que separa el electrolito del

sensor se aplico hoja de polietileno con grosor de 50 micrémetros.

La celda de electrolisis fue de plastico PET con electrodos de acero
inoxidable.




EQUIPOS Y SOFTWARE

Las mediciones se realizaron con 264 Polarorographic Analyser (EG&G
PAR, USA acoplado con ElI_Chemy Software y POL150 Polarorographic

Analyser, Hach, USA acoplado con Trace Master 7 Software.

Para la electrolisis se uso el fuente de voltaje modelo Topward 6303D (2
X30V, 3A)

LA VOLTAMETRIA COMO UN METODO ANALITICO

La voltametria es una técnica electroquimica en las que se aplica un
determinado potencial eléctrico a un electrodo (denominado electrodo de
trabajo) sumergido en una solucion (electrolito) que contiene una especie
electro activa y se mide la corriente que pasa por este electrodo. La
corriente es funcién del potencial aplicado y de la concentracién de la

especie electro activa presente.

La aplicacion de la voltametria para la medicion de la concentracién del
hidrogeno disuelto estd basada sobre el proceso de oxidacion

electroquimica de gas hidrogeno de acuerdo con las ecuaciones:

Hz + 20H - = 2H20 + 2e-
Hz = 2H" + 2e°




El primer proceso ocurre en soluciones alcalinos (pH > 7), mientras el
segundo en soluciones &cidos (pH < 7). En los dos casos ocurre
acidificaciéon de la solucién — por consumo de los grupos OH ~ o por
generacion de iones de hidrogeno H*. Por este motivo el mejor electrolito
para el sensor voltamétrico de hidrogeno es un acido con concentracién
alta, como acido sulfurico o clorhidrico. En este caso la acidificacion de la

solucién durante el funcionamiento del sensor no va cambiar el pH.

Los electrodos y el electrolito del sensor voltamétrico del hidrogeno se
deben separar de la solucion de medicion por una membrana permeable
para gases, que no va permitir la mezcla con el electrolito acido del
sensor. La construccion del sensor esta presentada en el capitulo

Resultados y Discusiones.

LA POTENCIOMETRIA COMO UN METODO ANALITICO

La potenciometria es un método con la que se puede determinar la
concentracion de una especie electro activa en una solucion empleando
un electrodo indicador y un electrodo de referencia (un electrodo con un
potencial conocido y constante con el tiempo). El potencial medido con un

voltimetro con impedancia de la entrada grande depende de la

concentracion de la especia medida. En el trabajo de la tesis como

electrodo indicador fue usado el Electrodo Reversible de Hidrogeno.




CALIBRACION DE LOS SENSORES DESARROLLADOS

Para calibrar un sensor es necesario usar una solucion patrén con
concentracion conocida. Una solucién que contiene hidrogeno disuelto
puede existir en condiciones muy especiales: temperatura constante y
presion parcial del hidrogeno en la atmésfera en contacto con la soluciéon
constante también. El hidrogeno se genera de manera controlada
facilmente por electrolisis de agua y la medicién precisa de la carga
eléctrica utilizada en el proceso de electrolisis permita calcular de manera

precisa la masa de hidrogeno producido.

La electrolisis del agua consiste en un proceso electroquimico en el cual
el agua se divide en Hidrogeno y Oxigeno. La electrolisis consiste en
pasar corriente eléctrica por medio de dos electrodos, un catodo que es el
electrodo negativo y un anodo que es el electrodo positivo. Al someter a
la sustancia a la corriente ambos electrodos presentaran desprendimiento
de gases, por el catodo se desprende el gas Hidrégeno, mientras que por
el anodo se desprendera el gas Oxigeno. Lo expresado anteriormente se

puede escribir de la siguiente forma.

Catodo............ 2H20 + 2electrones — H2 + 20H
Anodo............. 2HO — 1402 + H20 + 2electrones
H20 — H2 + Y202

Existen tres tipos de electrolizadores de agua fundamentalmente: el de
electrolito alcalino, el de altas temperaturas y el de electrolito de

1@»



membrana polimérica (PEM). Los Electrolizadores Alcalinos se
consideran una tecnologia bien establecida que usualmente emplea una
solucién acuosa de agua con hidroxido de potasio del 25-30% en peso.
Sin embargo, también se han utilizado otros electrolitos como el NaCl y el
NaOH.

Los materiales electrocataliticos para los electrodos son muy variables,
entre los mas usados se encuentran el Fe, Ru, Os, Co, Rh, Ir, Ni, Pd, Pty
sus aleaciones. Los materiales nobles como el Pty el Ir, poseen una alta
actividad catalitica, asi como una buena resistencia a la corrosion, sin
embargo estos materiales son muy caros, por lo que se ha optado por
materiales de bajo costo como el Fe, Ni y Co para ser usados como
catodos en la electrolisis alcalina. Los electrodos de Ni y de acero
recubiertos con Ni son unos de los materiales para electrodo mas
utilizado, ya que poseen una alta resistencia a la corrosion, especialmente
a altas temperaturas (por arriba de los 80°C), asi como también en

concentraciones altas de electrolito.

Los electrolizadores alcalinos son usados en todo el mundo para la
produccion de hidrégeno con un 99.8% de pureza, operan de 1.8 a 2.2 V,
con densidades de corriente por debajo de los 0.4 mA cm2. Presentan
una eficiencia entre el 60-80%, la velocidad de produccion de hidrégeno
es de 0.01y 10 m®ht

Para llevar a cabo el electrolisis se requiere una celda electroquimica de

tres electrodos: un electrodo de trabajo, que hace contacto con el



electrolito, al cual se aplica el potencial deseado de una manera
controlada con respecto del electrodo de referencia y facilitar la
transferencia de electrones desde y hacia el electrolito. El tercero

electrodo (Auxiliar) actia como la otra semi-celda y su potencial se

controla de manera que permita mantener el potencial del electrodo de

trabajo constante por un dispositivo electronico - potenciostato.




RESULTADOS Y DISCUSION




CARACTERIZACION ANALITICA DEL ELECTRODO
REVERSIBLE DE HIDROGENO

La parte la més importante de un electrodo reversible de hidrogeno ERH
es la placa de platino cubierta con nanoparticulas de platino que aumenta
su superficie. En los experimentos para caracterizar el ERH como sensor
de hidrogeno disuelto fue utilizada una celda conductométrica que consta
de dos anillos de platino; el que es colocado abajo se utilizd6 como
electrodo generador de hidrogeno y el superior actu6 como electrodo

indicador (ver la Figura 13).

Figura 13. Foto de la celda conductométrica aplicada como ERH

El segundo electrodo de platino generador fue conectado como catodo a
una fuente de voltaje (8), y como anodo (6) fue utilizado un electrodo de

dos alambres de platino (ver la Figura 14)
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Figura 14. Esquema del equipo aplicado para la caracterizaciéon del RHE

El hidrogeno producido en el electrodo no. 2 por electrolisis se concentrd
alrededor de éste por difusion se dispersaba en todo el volumen limitado
por el blindaje alrededor del electrodo no. 1. La cantidad del hidrogeno
producido es conocido por el valor del corriente pasado y el tiempo (ley de
Faraday), también el volumen saturado con el hidrogeno es conocido que

permita calcular la concentracion del hidrogeno disuelto alrededor del



electrodo indicador 3. Esta concentracion determine su potencial que se
mide por un voltimetro 5 con alta impedancia de la entrada, con respecto

de un electrodo de referencia 4 de Ag/AgCl.
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Figura 15. Equipo real aplicado para la caracterizacion del RHE

Aplicando la ley de Faraday: m = QM/Fn ,donde: m es la masa de H:z
producido Q = I*t es la carga eléctrica total, M =es la masa molar del Hz
(gramos/mol) F= 96485 C / mol, n =1 es el numero de valencia del
H2;se puede calcular la masa del hidrogeno producido. Tomando en
cuenta que la densidad del H2 es de0,0899 kg/m?® su masa se convierta
en volumen.

La calibracién del RHE fue realizada graficando el potencial establecido
del electrodo vs %2In[H2], de acuerdo con la ecuacion [2]. Primeramente, la

solucion se saturo por la generacion de H2 durante 30 minutos logrando la



concentracion maxima para la temperatura actual de 25 °C. Entonces el
potencial del RHE correspondiente a la concentracion maxima se midio y
se encontrd: -244 mV frente a Ag/AgCl, KCI 3M.

El valor de la concentracion méaxima de H: (saturado) se calculé tomando
en cuenta la solubilidad de Hz a 1 bar de presion y 25 © C de temperatura
igual a 1,55 mg/L y la presion parcial de Hz en el aire igual a 0,00005
bares. Se encontré que la concentracion de H» saturada es 61 ug/L.

Dado que en una concentracion de Hz igual a cero el potencial tienden a

ser infinito [In (0)] como se ve a partir de la ecuacion [2], con el fin de

obtener diferentes valores para la concentracion de H: disuelto y para la
construccion de la curva de calibracion en coordenadas: Y2 In [H2] vs

potencial RHE, se pueden aplicar dos métodos independientes:

T T T
0 200 400

RHE potential, mV

Figura 16. Curva de calibracion de RHE como sensor de hidrogeno




1. Cambiando la temperatura de 20°C a 40°C con un escalén de 5°C,
resulta en los correspondientes cambios de la solubilidad de Hz, y
por lo tanto, cambia la concentracion del equilibrio del Hz. Los
valores correspondientes al potencial del RHE después de las
correcciones de temperatura, fueron graficados de acuerdo con el

término (RT / nF) de la ecuacion de Nernst [2].

Aplicando pequefios pulsos de voltaje consecutivos en el electrodo
de Pt generador de H2 se obtiene un incremento escalonado en la
concentracion del Hz disuelto, teniendo en cuenta la cantidad de la

electricidad del pulso evaluado calculado por la ley de Faraday.

Se eligio el primer método en lugar del segundo, dada la manera empirica
en la determinacion de la duracion de pulsos y la pausa entre ellos

empleada en el segundo método.

El monitoreo de los potenciales del RHE proporciona informacién que
puede ser facilmente convertida en el volumen de H:2 generado

biolégicamente empleando una curva de calibracién, y por lo tanto

calcular el rendimiento del proceso.




Bacterialy generated H, volume, mL
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Figura 17. Curva de generacién de H2 calculada por la aplicaciéon de curva de calibracion
utilizando el potencial de RHE monitoreado

Una curva tipica en coordenadas: Volumen generado de Hz vs el tiempo,
calculado por el monitoreo del potencial del RHE en un reactor de 100 mi
es presentado en la Figura 17, fue construida utilizando los cambios en
los valores potenciales en el REH durante un periodo de tiempo conocido.

La tasa de generacion de Hz de 5,49 pl/hora se determiné con la

aplicacion de un reactor de 100 ml.




Ho generation rate, mL/hour
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Figura 18. Curva cinética de generacion de H2 construido con el monitoreo de cambios
de potencial en el RHE.

Las mediciones precisas para volumenes de gas muy pequefios, medidos
en micro litros imposibilitan la construccion de ésta curva aplicando
métodos volumétricos. Por ello, el RHE parece ser la herramienta
adecuada para la mediciébn de la optimizacion de la produccion de H2
bacteriana.

La curva de cinética correspondiente a la tasa de generacion de H2 frente

al tiempo se muestra en la Figura 18.
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SENSOR VOLTAMETRICO DE HIDROGENO Y SU TN
CARACTERIZACION ANALITICA A A

Durante la realizacibn de éste trabajo se disefid6 un sensor
voltamperométrico para el andlisis de la produccion de Hidrogeno en una
celda electrolitica, desarrollado con materiales como el Cloruro de
Polivinilo (PVC), tubo de plastico especializado que se utiliza en sistemas
de agua.. Para éste sensor se empleé material PVC del calibre
40.También se emplearon piezas de Cloruro de Polivinilo clorado (CPVC)
gue es un tipo especial de PVC calibre 40.

e A
'v‘;_-,‘ bN Figura 19. Sensor Voltamétrico de Hidrégeno - construccion
e.; .._:
Y o Dentro del cuerpo del sensor hecho de acrilico se encuentran otras piezas f A
I rb}(ﬁr_: . . .. . 4 '{'- \
=" ] tales como los electrodos de trabajo, referencia y auxiliar de paladio, plata
' \\ Al y platino, sellos/empaques tipo O-rings.
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Figura 20. Cuerpo interno del Sensor Voltamétrico de Hidr6geno

Los electrodos estan inmersos en acido clorhidrico el cual esta contenido

en la cavidad constituida por el cuerpo de PVC y una membrana de

polietileno de baja densidad transparente a todos los gases que puedan

difundir a través de ella generar una respuesta de corriente al potencial.

Figura 21. Componentes del Sensor Voltamétrico de Hidrégeno: Cuerpo de PVC,
membrana de polietileno y &cido Clorhidrico
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Al electrodo de trabajo de paladio, que hace contacto con el electrolito, se
aplica el potencial deseado de una manera controlada con respecto del
electrodo de referencia y facilitar la transferencia de electrones desde y
hacia el analito.

Teniendo éstos componentes, se procedid al ensamblado del sensor,

donde el primer paso es la colocacién de la membrana sobre el cuerpo de

PVC, sujetandola con uno de los empaques, verificando que al finalizar la
colocacién se tenga una superficie lisa y tensa, ya que ésta estara en

contacto directo con los electrodos del sensor.

Figura 22. Ensamble del Sensor Voltamétrico de Hidrogeno, primera parte




T

"\ A “

s/

e SVwpiis Sk

LA/

Después se coloca un nuevo empaque para introducirlo en el cuerpo

externo (CPVC) como esta mostrado a las figuras siguientes.

Posteriormente se vierte HCl y se introduce el cuerpo con los electrodos.

En éste punto se tiene especial cuidado con el liquido contenido del cual,

el excedente es liberado por medio de una pequefia perforacion realizada

en el cuerpo de PVC y posteriormente es sellada con otro de los

empaques empleados. Finalmente se ensambla la pieza que cierra y

sujeta el sensor quedando asi listo para ser utilizado.

Figura 23. Ensamble del Sensor Voltamétrico de Hidr6geno, segunda parte
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Al final se obtiene el sensor listo (Figura 24) y se conecta al equipipo de :
medicion (Figura 25). A

Figura 24. Vista del sensor listo para ser utilizado. Debajo de la membrana transparente
se encuentra el multielectrédo de paladio (trabajo), referencia (plata) y como una espiral
alrededor, el electrodo auxiliar (platino).

Figura 25. Vista del sensor voltamétrico conectado al equipo de medicion.
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La celda electrolitica usada para la calibracion del sensor
voltamétrico consta de: anodos y catodo de acero inoxidable, inmersos en
una solucién de hidréxido de potasio (KOH). Al agregar corriente se
aprecia la reaccion de electrolisis, en forma de burbujas de Oz en el

anodo y de H2 en el catodo. Se agrega una manguerilla de escape para

evidenciar la presencia del gas (H2) en la celda.

Figura 26. Celda utilizada para la generacién de hidrogeno y calibraciéon del sensor
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Figura 27. El hidrogeno generado forma burbujas en el compartimiento catddico - ,,\J

La naturaleza del hidrogeno generado en el compartimiento catédico fue A

A comprobada por fuego, como mostrado a la Figura 28 f 74
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‘Q | Figura 28. Naturaleza del hidrogeno generado en el compartimiento catddico 7 m\'l-
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Figura 30. llustracién del funcionamiento del generador 2




CARACTERIZACION DEL SENSOR POR UNA
CONCENTRACION DEL HIDROGENO SUBIENDO
LINEALMENTE.

Se registro la respuesta del sensor sumergiendo en el comportamiento
catédico de la celda de electrolisis del agua donde fue aplicada un
corriente constante provocando generacion del hidrogeno proporcional al

tiempo pasando.

De acuerdo con la ley de Faraday una cantidad de electricidad del Ah
(amper/hora) puede descomponerse 0.336 g H20 produciendo: 0.419
Litros de Hz + 0.209 Litros Oz

Tomando en cuenta la pérdida de electricidad de 10% durante el

electrolisis del agua para el calentamiento del electrolito (un valor
determinado experimentalmente), se calcula la cantidad real de hidrogeno
producido por 1 Ah de electricidad para el volumen Vn2 del hidrogeno
producido se obtiene el valor:

Vw2 = 0.419 * 0.9 = 0.377 L/Ah, que permita convertir el tiempo en
volumen de hidrogeno.
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Figura 31. Respuesta del sensor voltamétrico a la concentracion

Un experimento parecido fue realizado durante un tiempo casi 4 veces
mas largo con interrupcion del corriente que resulto una curva con

escalones los cuales corresponden a los momentos de interrupcion y

respectivamente a las concentraciones establecidas del hidrogeno
disuelto.
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Figura 32. La respuesta del sensor voltamétrico durante el experimento con interrupcién
del corriente

La interrupciébn de la corriente permite que se establezcan las
concentraciones del hidrogeno producidos durante el tiempo de
interrupcion y eliminar de esta manera el efecto del tiempo de la
respuesta del sensor que influye mucho en el experimento de crecimiento
de la concentracion de manera lineal. A partir de los valores establecidos

se puede construir la curva de calibracién del sensor, presentada en la

Figura 33. De esta curva se ve que para concentraciones mas grandes
del hidrogeno la respuesta pierde su linealidad que se puede explicar con
la saturacion de la solucién acuosa con hidrogeno disuelto acercandose a
la concentracibn maxima de la saturacion para la temperatura

establecida.
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Figura 33. Curva de calibracion del sensor voltamétrico de hidrégeno

DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION DEL SENSOR
VOLTAMETRICO.

El limite de deteccion es la concentracién del hidrogeno disuelto que

genera respuesta la amplitud del cual es al minimo 3 veces mas grande

que el ruido total generado por el sensor (criterio de 30).

Para determinar este parametro primero se registré la curva de la
respuesta del sensor en ausencia de hidrogeno (blanco)(Figura 34). Esta
curva realmente representa el ruido generado por el sensor y permita

aplicar el criterio de 30.




La generacién del hidrogeno se realiza por electrolisis aplicando un

corriente de baja densidad, que se aumenta hasta que se registra una

respuesta del sensor detectable, que tiene amplitud 3 veces més grande
gue el ruido (la amplitud de la desviacién de la curva del blanco).

0.8
0.7+
0.6 4
0.5 4

0.4 H

Corriente, A

0.3

0.2 4

0.1 4

0.0

T T T
o 40 a0

Tiempo, segundos

Figura 34. La curva del ruido del sensor voltamétrico (la curva del blanco)
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Figura 35. La respuesta del sensor voltamétrico para concentraron de hidrogeno igual al
limite de deteccion del sensor
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Figura 36. La respuesta del sensor voltamétrico para concentraciones de hidrégeno.
Respuesta lineal del sensor

APLICACIONES DE LOS SENSORES DESARROLLADOS EN
MONITOREO DEL PROCESO DE PRODUCCION BACTERIANA
FOTOSINTETICA DE HIDROGENO

El sensor voltamétrico fue aplicado para determinar las interacciones
entre los pardmetros de los cuales depende la velocidad de la produccién
del hidrogeno, mientras el sensor potenciométrico fue aplicado para el
control del proceso bacteriano fotosintético ya establecido. La diferencia
proviene de la construccion de los sensores — el sensor voltamétrico tiene
una membrana que separa el sensor (el electrodo indicador) del medio

mientras en el caso del sensor potenciométrico el electrodo indicador esta




en contacto directo con el medio. De esta manera, el sensor voltamétrico

es protegido de contaminantes.

Una interaccion entre dos parametros significa que el efecto de un factor
depende del nivel del otro. En las Figuras 37 y 38 se muestra la
interaccion de la concentracién de lactato y la intensidad de la luz en
buferes de Boérax (borato) y KPi (fosfato de potasio) respectivamente. Las
lineas de respuestas no son paralelas y se observan grandes variaciones
para concentraciones altas de lactato. El efecto de la concentracién de
lactato en la produccion de H2 depende del valor de la intensidad de la
luz. Este efecto es mas importante con una intensidad de luz alta (30,000
lux), que a baja intensidad (8,000 lux). La tendencia de esta interaccion se
observa tanto en el buffer KPi como en el Borax. Esta correlacion se
observd previamente en un estudio (Obeidet al., 2009) para una cepa
mutante de R. capsulatus super productora de hidrégeno. La produccion
de hidrégeno se incrementé a medida que incrementaba la intensidad
luminica de 3,000 a 30,000 lux y alcanzé mejores valores de produccién
para el intervalo de 30,000 a 50,000 lux. La influencia de estos dos
factores juntos no habia sido estudiada antes, los resultados conseguidos
anteriormente se obtuvieron de una metodologia de experimentacion de
un factor a la vez (OFAT por sus siglas en inglés)(Kim et al., 2006; Das,
2009).

Las barras perpendiculares en los extremos de las lineas representan la
minima diferencia significativa entre los resultados (95% de confianza). Si

estas barras se superponen representa que no hay ninguna diferencia



significativa entre los dos puntos. Las lineas rojas indican el valor maximo

del factor estudiado y las negras el valor minimo.

B: Intesidad de Luz (Lux)
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Figura 37.Interaccion Lactato-Luz (B6rax). (rojo) 30,000 lux (negro) 8,000 lux

B: Intesidad de Luz (Lux)
250 —

Produccion de H2 (ml)

A: Concentracién de lactato (mM)

Figura 38.Interaccion Lactato-Luz (KPi). (rojo) 30,000 lux (negro) 8,000 lux




Existe también una interaccion entre la concentracién de hierro y de
lactato.

D: Concentracion de Fe (uM)
350,802

263101 —

175401 —

Produccion de H2 (ml)

87.7008 —

A: Concentracién de lactato (mM)

Figura 39.Interaccion Lactato-Fe (KPi). (rojo) 200 uM (negro) 43 uM
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£17.203 | (h)

258647

Produccion de H2 (ml)

A: Concentracién de lactato (mM)

Figura 40.Interaccion Lactato-Fe (Boérax). (rojo) 200 uM (negro) 43 uM




Las lineas para la produccién de hidrégeno no son totalmente paralelas
en ningun intervalo de concentracion de lactato, esto demuestra que el
efecto que la concentraciobn de hierro tiene sobre la produccion de
hidrogeno depende de los valores de la concentracion de lactato. Este
efecto es mas pronunciado para el buffer KPi que para el buffer Borax

como se puede observar en las Figuras 39 y 40 respectivamente.

El sensor voltamétrico fue aplicado para determinar la produccion del
hidrogeno en funcion de las concentraciones de lactato y Fe para el buffer
Kpi. La superficie de respuesta tridimensional esta representada en la
Figura 41. Esta tiene forma de superficie concava. La minima produccion
de H2 (214 ml) dio como resultado de una concentracion inicial de lactato

de 58 mM vy de Fe de 40 uM.
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Figura 41. Superficie de Respuestas Fe-Lactato (Borax).



Los 4 extremos de la superficie presentan valores diferentes. La maxima
produccién de H2 (662 ml) se produjo cuando las concentraciones de
lactato y Fe fueron 120 mM y 200 uM, respectivamente. Los otros 3
extremos tuvieron valores 468 ml (120 mM, lactato, 40 uM de Fe), 297 ml
(20 mmol de lactato, 40 uM de Fe), y 337 ml (20 mmol de lactato, 200 uM
Fe). Como se puede observar al incrementar la concentracion de Fe de
40 a 200 pM a la concentracién de 120 mM de lactato se obtuvo aumento
41.4% y de 13.5% para 20 mM de lactato. Este incremento es linear en

funcion de la concentracion de hierro.

En funcion de lactato y la intensidad de luz, la superficie 3D-respuesta

mostré una forma de silla de montar Figura 42. El 6ptimo de produccién
de H2 (662 ml) se obtuvo cuando la concentracidon de lactato fue de 120

mM y la intensidad de la luz 22.400lux.
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Figura 42. Superficie de Respuestas Luz-Lactato (Borax).




A una intensidad luminica baja (8.000 lux), la producciéon de H2 fue una

curva en funcién de la concentracion de lactato: 140 ml de H2 (20 mM de
lactato), 88 ml H2 (56mM) y 272 ml (120 mM). En alta intensidad luminica
(30.000 lux), esta no linealidad fue mas marcada: 203ml (20 mM de
lactato), 171 ml (46 mM de lactato), y 530 ml (120 lactato mM). Esta
superficie de produccion de H2 mostré un grado de curvatura importante
para una concentracion de 120mM de lactato y en el intervalo de
intensidad de la luz 8,000-25000 Ix. Para una mayor intensidad de la luz,
la produccion de H2 decrece rapidamente.
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CONCLUSIONES

1. Fueron desarrollados y caracterizados analiticamente dos tipos de

sensores de hidréogeno: potenciométrico y voltamétrico.

Se demostré la viabilidad del empleo del sensor voltamperométrico
desarrollado como una herramienta eficaz en la medicion y evaluacion de
la produccion de Hidrégeno, en la experimentacion empleando un reactor
de volumen de 10 mL, el cual es apropiado en comparacion de otros
métodos en los cuales se requiere la aplicacion de reactores de mayor
volumen, consumiendo asi grandes cantidades de reactivos en cada
experimentacion que se realiza y cuyo tiempo de respuesta es mas lento.

Su empleo es adecuado para el registro de informacién en tiempo real de
la produccién de Hidrégeno dentro del reactor y de ésta manera conocer

de manera saber si el funcionamiento del reactor es correcto y/o si se

tiene presencia de algun factor que interfiera con la produccion del

Hidrégeno.

2. Los dos tipos de sensores de hidrogeno desarrollados fueron
aplicados para monitorear en tiempo real la concentracion de
hidréogeno disuelto producido en un reactor bacteriano fotosintético

con bajo volumen.




3. Los resultados del monitoreo en tiempo real fueron aplicados para
optimizar el funcionamiento del reactor fotosintético bacteriano para
generacion de hidrogeno

La medicién en tiempo real de la concentracion del hidrégeno producido

permutara la aplicacion de reactores fotosintéticos pequefios con

volumenes del rango de varios mililitros en optimizacién experimental del
proceso. También experimentos de optimizacion van a durar no mas que
varios minutos para cada una de las combinaciones de los valores de las
variables. La aplicacion de este enfoque permitira encontrar rapido y
econémicamente las condiciones optimales para produccion maxima de
hidrégeno, a partir de cualquier fuente nutritiva disponible localmente
habitualmente desechos industriales de industrias alimenticias.
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A. COMPARISON BETWEEN POTENTIOMETRIC AND
VOLTAMETRIC SENSORS FOR REAL TIME BACTERIAL
PHOTOSYNTETIC HYDROGEN PRODUCTION MONITORING.

. REAL TIME IN-SITU MONITORING OF HYDROGEN
PHOTOSYNTHETIC PRODUCTION RATE BY RHODOBACTER
CAPSULATUS

. DISSOLVED HYDROGEN VOLTAMMETRIC PROBE AND ITS
APPLICATION FOR PHOTOSYNTHETIC BACTERIAL
HYDROGEN PRODUCTION RATE EVALUATION




Comparison Between Potentiometric And Voltametric Sensors For Real
Time Bacterial Photosyntetic Hydrogen Production Monitoring

R. Zlatev, M. Stoytcheva, J-P. Magnin, G. Montero, B. Valdez, M. Schorr, A. L. Reyes
Engineering Institute of the Autonomous University of Baja California, 21280 Mexicali, B.C., Mexico

In a number of biological applications such as nucleic acids and proteins detection,
nanoparticles QCM signal amplification was accomplished applying a complicated probe
treatment including sandwich hybridization of the surface capture probe, target, and
nanoparticles modified probe (probe/target/probe-nanoparticles), or target labeling with
nanoparticles by means of ligands [1-5].

This investigation introduces a new very simple and efficient approach for QCM sensor
response amplification, developed for hydrolases activity determination. For this purpose,
the QCM crystal surface was modified with nanoparticles loaded enzyme substrate.
During the enzymatic substrate degradation, the heavier nanoparticles were also
released from the sensitive layer together with the substrate degradation products.
Nanoparticles removal resulted in QCM signal amplification due to the higher
nanoparticles specific mass compared with the specific mass of the substrate, as
demonstrated by the following equations:
Afl = -KAms

Afz = -K(Ams+Amnp

AfoAfL = 1+Amnp/Ams
where Af1 is the QCM frequency change due to the sensitive layer degradation in the
absence of nanoparticles; Afz is the QCM frequency change due to the sensitive layer
degradation in the presence of nanoparticles; ms is the mass of the substrate; mnp is the
mass of the nanopatrticles; K is a constant, depending on the resonant frequency of the
fundamental mode of the crystal.

The suggested concept was successfully applied for creating of simple biosensing
platforms for lipase and trypsin activity determination in real time using respectively SiO2
nanoparticles loaded olive oil and Ag nanopatrticles loaded gelatin as enzyme substrates.
The amplification of the QCM signal allowed developing the most sensitive method
reported until now for lipase activity determination, reaching a detection limit as low as
1.04x106 U mL1,

Keywords: QCM, nanoparticles, hydrolase activity.
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Abstract

The objective of the present work is the Reversible Hydrogen Electrode (RHE)
application as a dissolved hydrogen sensor for real time and in-situ evaluation of the
bacterial hydrogen production rate employing the B10 variety of the photosynthetic
Rhodobacter Capsulatus bacterial strain. The precise real time Hz production monitoring
is of great importance to employ small volume bio-reactors which allows minimizing the
reagents consumption during the great number of the process optimization experiments.
In all the experiments in this work 10 ml containing RCV medium was used.

As known the Reversible Hydrogen Electrode (RHE) potential depends on the pH and
the Hz pressure as well (the latter determine the dissolved hydrogen concentration
according to the Henry law): E = Eo + RT/F (In an+ - In (pH2/po)2) [1-4]. Rhodobacter
Capsulatus produce hydrogen at anaerobic conditions which favors the RHE application
since the presence of oxygen which may corrupt the results [5].

The hydrogen production rate determined by the RHE application was compared with
those obtained with a large volume (4.5 liters) bio-reactor application applying the
volumetric method at same conditions. It was found that the results obtained by the two
methods fit very well within 3.4%.

[1] PARK YEJUN et al., Journal of Physical Chemistry, C 114, 3688, 2010. [2] ISHIHARA
AKIMITSU et al., Electrochimica Acta, 55, 8005-8012, 2010. [3] CHUN JANG H. et al.,
Journal of the Electrochemical Society, 157, S14, 2010. [4] ZHANG PENG et al., Journal
of the Electrochemical Society, 157, B1163, 2010. [5] J. OBEID et al., Int. J. Hydrogen
energy 34, 180, 2009.
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Photosynthetic Bacterial Hydrogen Production Rate Evaluation
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As known, the dissolved hydrogen undergoes electrochemical oxidation, the
mechanism of which depends on the electrolyte pH. In alkaline solutions the OH
participates in the hydrogen oxidation according to the reaction: H+ OH = H
O+2e , while in acid solutions the electrochemical oxidation is direct: H =2H +2e .
In both cases electrolyte acidifying occurs because of the OH consumption or H
generation, making suitable the application of very acid electrolytes to avoid the
sensor characteristics changes caused by a great pH changes over time.

A 3-electrode probe similar to the Clark type oxygen probe construction was
proposed, elaborated, and characterized as a dissolved hydrogen sensor. Its
analytical characteristics such as LOD, sensitivity, response time, and linear
response concentration range were determined as a function of the temperature,
membranes materials, the electrolytes composition, and pH. Coulometric
controlled electrochemical hydrogen generator was applied for standard solution
preparation.

The sensor characterization results are presented and discussed together with
the results obtained from its application for the real time determination of the rate
of hydrogen production by the varieties B10 and IR3 of the photosynthetic strain
Phodobacter Capsulatus.
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