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Resumen 

El constante efecto adverso del uso de combustibles fósiles en el planeta, tal como el cambio climático, 
ha llevado a la exhaustiva búsqueda de combustibles alternativos con menores o escasos efectos 
desfavorables. Dentro de la categoría de energías verdes se encuentra el biogás, mezcla de gases (60% 
metano y 40% dióxido de carbono, entre otros), sin embargo, el gas CO2 disminuye el poder calorífico del 
biogás por lo que existen procesos físicos, químicos o biológicos para la remoción o conversión de este 
componente. De esta manera, la purificación biológica de biogás permite alcanzar valores superiores al 
95% de metano para poder ser utilizado como combustible para transporte y/o inyectado en la línea de 
gas natural. El presente estudio abarca el proceso de purificación de biogás ex situ mediante 
microorganismos metanógenos hidrogenotróficos con inyección de H2:CO2:CH4 y una segunda fase 
oleosa para permitir la correcta transferencia de masa de los gases a la fase líquida.  

Se realizaron estudios de biometanización para poder alcanzar mezclas de gases con proporciones 
mayores al 96% de metano con la adición de fase oleosa y gases. Se utilizó una composición de gases 
60:15:25 de H2:CO2:CH4 para el caso de experimentos con tres gases y 62.5% CH4, 37.5% CO2 para las 
cinéticas de dos gases. Para el caso de la fase oleosa, se utilizó 10% (v/v) de aceite de silicona, todos los 
experimentos tuvieron duración de 15 días. Mediante cromatografía de gases se monitoreó el consumo 
de hidrógeno y dióxido de carbono, así como la generación de metano a lo largo de los experimentos. Se 
encontró que el sistema de tres gases y fase oleosa obtuvo una producción máxima de metano de 174 
mL L-1reactor d-1,15% mayor al sistema de tres gases, pero sin fase oleosa. Y, cuando se utilizaron dos 
gases y fase oleosa, la producción de metano alcanzó 160 mL L-1reactor d-1, 34% por encima del sistema 
conformado de dos gases y medio mineral. Esto permitió establecer que la inyección al sistema de 
metano no interviene con el proceso de biometanización ya que se alcanzaron proporciones de metano 
de 99.64% y 99.42%, respectivamente. 

Por lo tanto, la adición de una segunda fase oleosa con características no biodegradable y no tóxica para 
los microorganismos permite ampliar el umbral de la baja solubilidad del hidrógeno en el sistema y 
consecuentemente aumentar la transferencia de masa de la fase gas a la fase líquida y de esta manera 
alcanzar una proporción de metano superior al 96%.Estableciendo así que la purificación ex situ de 
biogás es un alternativa prometedora para poder generar combustibles gaseosos con menores impactos 
negativos. 
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Introducción 
Conforme a estadísticas del Banco Mundial, en los últimos 53 años, la cantidad de CO2 emitida ha 
incrementado considerablemente de 1.7 a 3.9 toneladas per cápita, obteniendo así un incremento del 
103.4%. Este incremento se le atribuye a la quema de combustibles fósiles para transporte, generación 
de energía y utilización en la industria, principalmente. Como resultado de la combustión de estos 
materiales, sus productos son considerados gases de efecto invernadero (GEI), gases capaces de 
calentar y dañar la atmósfera de la Tierra. Algunos ejemplos de GEI son; dióxido de carbono CO2, metano 
CH4, vapor de agua, entre otros. Entre sus efectos se presenta el calentamiento global, el cual es el 
cambio de la temperatura mundial ocasionado por el exceso de acumulación de radiación solar, la cual 
queda atrapada en la atmósfera evitando su liberación, provocando aumento de la temperatura.  

Así mismo, dentro de la problemática energética, a nivel mundial aproximadamente el 90 por ciento de la 
energía consumida proviene de recursos fósiles no renovables. Ante este panorama, varios países del 
mundo han incursionado en la búsqueda de fuentes alternativas de energía y México no es la excepción 
(Sánchez, 2013). 

En los últimos años, el rubro de las energías verdes, alternativas o limpias, ha ido en aumento. Dentro del 
rubro de la bioenergía, se encuentra la producción de biogás, en donde la biomasa es convertida gracias 
a un proceso biológico de digestión anaerobia, que consta de una serie de reacciones bioquímicas en la 
que residuos orgánicos son degradados o consumidos por un conjunto de microorganismos en una 
mezcla de gases con la siguiente proporción: metano (CH4) de 50% a 70% y dióxido de carbono (CO2) de 
25% a 40% principalmente, aunque puede contener otros componentes tales como el siloxanos, vapor de 
agua, ácido sulfhídrico, nitrógeno, oxígeno e hidrógeno. 

El biogás en México es un bioenergético capaz de sustituir a los combustibles fósiles en la generación de 
energía. La Secretaría de Energía considera que existe un potencial de 3000 MW para la generación de 
energía eléctrica a través de biogás proveniente de la recuperación y aprovechamiento del metano 
(SENER, 2012). Dado el poder calorífico del biogás, el cual es de 23 MJ/kg, sus principales usos en 
México están relacionados con la generación de energía térmica, mecánica o eléctrica. Así mismo, el 
factor de emisión de CO2 (0.246 kgCO2e/GJ) corrobora que la utilización de bioenergía como el biogás, 
previene el aumento irracional de las emisiones que producen el cambio climático (Wellinger & Lindberg, 
2007). 

El poder calorífico del biogás es de 23 MJ/m3 (Wellinger & Lindberg, 2007), y este poder puede aumentar 
si se elimina su principal componente de dilución (CO2). Una vez que el biogás es producido, este puede 
pasar a través de dos procesos uno de purificación donde se eliminan los componentes traza como 
siloxanos, vapor de agua, ácido sulfhídrico, nitrógeno, oxígeno e hidrógeno; posteriormente, la corriente 
de gas ahora principalmente compuesta de CH4 y CO2 pasa a un proceso de enriquecimiento donde el 
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CO2 es transformado a CH4.  El proceso de enriquecimiento de biogás puede llevarse a cabo por una vía 
fotocatalítica conocida como reacción de Sabatier en donde el catalizador utilizado es níquel donde se 
inyectan 4 moles de H2 para llevar a cabo la reacción bajo una temperatura de 300° C (Angelidaki et al., 
2018). También puede llevarse a cabo por vía biológica catalizada por microorganismos metanógenos 
hidrogenotróficos, que a diferencia de los microorganismos metanogénicos convencionales que degradan 
el acetato en metano, estos microorganismos llevan a cabo la metanogénesis con CO2 mediante 
reducción con H2 y a temperatura mesofílica (Götz et al., 2016). Este proceso es conocido como 
biometanización y actualmente es tema de estudio a nivel mundial. A través de este proceso se 
incrementa el porcentaje de CH4 hasta el 95% aumentando el poder calorífico de este, además de que el 
uso directo de este gas enriquecido puede llevarse a cabo.  

En el proceso de metanización, una de las desventajas más importantes es la baja solubilidad de los 
reactantes en agua, conocemos que el CO2 es 23 veces más soluble que el H2, por lo que esto da lugar a 
una baja transferencia de masa de la fase gas a la fase liquida. Logrando que el paso limitante de esa 
reacción biológica sea el suministro de H2 a los microorganismos. Existe la posibilidad de agregar a estos 
sistemas una segunda fase que sea hidrofóbica y que permita se incremente el transporte de masa, estos 
sistemas son conocidos como sistemas de dos fases (Two-phase-partition-bioreactors TPPB, por sus 
siglas en inglés). En el presente trabajo de tesis se pretende hacer uso de los sistemas bifásicos para 
eliminar el cuello de botella del proceso biológico de purificación de biogás e incrementar la velocidad de 
producción de metano a través del incremento de la transferencia de masa de H2 en el sistema. 
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Capítulo 1. Antecedentes 
1.1 Problemática energética en México 

Las fuentes primarias de energía son los hidrocarburos y corresponden al 81.2% de toda la energía 
primaria producida y consumida. En México, la dependencia es mayor; en el año 2011, el 91.2 % de la 
producción de energía primaria correspondió a combustibles fósiles, (64.1 % petróleo, 24 % gas y 3.1 % 
carbón) (Estrada Gasca, 2013). 

México es considerado un país que depende de los combustibles fósiles para satisfacer sus 
requerimientos de energía. El amplio uso de estos combustibles ha generado efectos perjudiciales para el 
medio ambiente, tales como emisiones de gases de efecto invernadero, sustancias contaminantes y 
tóxicas por la combustión, sumado a efectos colaterales como lo es la contaminación de suelo, aire y 
agua, trayendo como consecuencia problemas como el calentamiento global, agotamiento de recursos no 
renovables, entre otros. Los efectos de este consumo exponencial de combustibles fósiles hacen 
necesaria la búsqueda de fuentes alternativas de energía (Islas Sampeiro & Matrínez Jiménez, n.d.) 

De esta manera, México ha incursionado en la generación de energía eléctrica mediante nuevas fuentes 
de generación diferentes al uso de combustibles fósiles. Según datos de la SENER, en 2012 la capacidad 
instalada para producir energía en el país a partir de fuentes distintas al petróleo era de 52 mil MW, 
siendo las principales fuentes: geotérmicas (62.4%), hidroeléctricas (21.9%) y nucleares (3.1%). 

México, posee importante potencial para la generación de energía a través de la radiación solar, es decir, 
una capacidad de producción de 245 MW por encima de Brasil, Chile y Argentina. También es 
considerado un importante productor a partir de fuentes geotérmicas con un 8.9% de participación total en 
octubre de 2010 donde ocupó la cuarta posición (958 MW), sólo precedido por Estados Unidos (3,093 
MW), Filipinas (1,904 MW) e Indonesia (1,197 MW) según datos de la Asociación Mexicana de Geotermia 
(AMG).  

Para el caso de producción de bioenergía, se tiene el biogás que ocupa el tercer lugar dentro de las 
fuentes renovables de mayor crecimiento para la generación de electricidad. Ésta pasó de 13.1 TWh en 
2000 a 47.6 TWh en 2011, con una tasa de crecimiento medio anual del 13%.  
Del total de electricidad generada a partir de biogás a nivel mundial en el año 2010, Alemania fue el país 
que tuvo una mayor participación (37.3%) en el uso del biogás como fuente para generación de energía 
eléctrica, generando 16.2 TWh, siendo el mayor productor de la Organización para la Cooperación y el 
Desarrollo Económicos (OCDE); seguido por Estados Unidos, con el 22.4%, es decir, 9.8 TWh del total 
generado a nivel mundial. En tercer lugar, está el Reino Unido, con el 13.1% (5.7 TWh), e Italia en el 
cuarto, con 4.6% (2.0 TWh). 
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El rápido desarrollo de los biocombustibles en el mercado ha llevado a generar conciencia en la población 
en temas medios ambientales, económicos y en la sostenibilidad social de las industrias.  
 

1.2 Energías renovables 
Las energías limpias son aquellas que en su proceso de extracción, procesamiento y distribución generan 
reducidos impactos ambientales como son: la energía geotérmica, solar, eólica, hidroeléctrica y 
bioenergía. Encontrándose que las ventajas principales del uso de este tipo de energía son las reducidas 
emisiones de gases causantes del cambio climático y que es considerada la única fuente energética 
capaz de retar al petróleo en el mercado de los combustibles líquidos para el sector transporte 
principalmente (Islas Sampeiro & Matrínez Jiménez, n.d.). 

Dentro de las energías renovables, encontramos la energía eólica, solar, geotérmica, mareomotriz y 
bioenergía (biomasa, biogás y biocombustibles). En 2010, la oferta total de energía primaria en el mundo 
fue de 12,715 millones de toneladas equivalentes de petróleo (Mtpe), de las cuales 13.3% (1,685.7 Mtpe) 
provinieron de fuentes renovables de energía a nivel mundial. La contribución de otras fuentes de energía 
fue de 32.3% para petróleo, 27.3% para carbón, 21.5% para gas natural y 5.7% para energía nuclear 
(Valle-Pereña & Ortega-Navarro, 2012). 
 
La bioenergía posee diferentes clasificaciones siendo los biocombustibles, biocarburantes y el biogás, 
todos provenientes de la transformación de materia orgánica como residuos orgánicos naturales y 
antropogénicos. Para México, la producción de biogás proviene principalmente de la generación en 
rellenos sanitarios; sin embargo, sólo el 20% de los rellenos sanitarios del país cuenta con sistemas de 
captación de biogás por lo que se emiten un total de 50 millones de toneladas equivalentes de dióxido de 
carbono a la atmósfera. La implementación de sistemas de captación de biogás en rellenos sanitarios es 
urgente, no sólo por el aprovechamiento energético, sino también por la reducción de la emisión del gas 
metano, cuyo efecto de calentamiento global es 25 veces mayor que el dióxido de carbono (Weber, 
2012). 
 
De esta manera, se ha estudiado la generación de biogás, proveniente de la descomposición de la 
materia orgánica, el cual puede ser utilizado con la misma eficiencia y versatilidad que el gas natural en 
actividades tales como transporte, calor y electricidad obteniendo como resultado incremento en las 
metas de consumo de energía renovable del país. 
 

1.3 Biogás 
El biogás es un producto de la descomposición anaerobia de la materia orgánica. Es generado por una 
serie de reacciones en distintas etapas de degradación, relacionadas con la actividad de un consorcio 
microbiano de diversas bacterias y arqueas (productoras de metano). Está compuesto principalmente por 
dióxido de carbono y metano (ver Tabla 1). La concentración de cada compuesto varía dependiendo de la 
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fuente de origen del gas y la composición de la biomasa (Weber, 2012). La materia prima utilizada para la 
generación de biogás, es materia orgánica tal como estiércol de animales y humanos, desechos 
agrícolas, rastros municipales, basura orgánica, lodos de depuradoras, paja, bagazos de caña y agave, 
cascarilla de trigo y arroz, rastrojo de maíz, virutas y desechos de madera y papel, entre otros(Islas 
Sampeiro & Matrínez Jiménez, n.d.). 
 

Tabla 1. Composición del biogás. (Instituto Internacional de Recursos Renovables, 2014) 

Componente Concentración 

Metano (CH4) 50-75% (vol) 

Dióxido de carbono (CO2) 25-45% (vol) 

Vapor de agua (H2O) 2-7% (vol) 

Ácido sulfhídrico (H2S) 20-20000 ppm 

Nitrógeno (N2) <2% (vol) 

Oxígeno (O2) <2% (vol) 

Hidrógeno (H2) <1% (vol) 

 

El proceso de la digestión anaerobia mediante el cuál el biogás es producido, involucra una compleja 
serie de reacciones bioquímicas y se puede dividir en cuatro etapas que se desarrollan de manera 
simultánea y secuencial en ausencia de oxígeno (Figura 1): hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y 
metanogénesis (Batstone et al., 2002).  

Etapa 1: Hidrólisis 

Los conceptos de desintegración, solubilización e hidrólisis enzimática son usualmente expresados por el 
término cinético general de hidrólisis. Durante esta etapa, las macromoléculas o grandes polímeros (peso 
molecular entre 103 - 109) son reducidos de tamaño, pasan de ser moléculas complejas solubles e 
insolubles como carbohidratos, proteínas, lípidos y ácidos nucléicos (peso molecular entre  100 - 350) que 
no pueden ser directamente metabolizados por los microorganismos anaerobios, a ser monómeros o 
moléculas más pequeñas y simples. La hidrólisis de polímeros orgánicos es llevada a cabo por enzimas 
extracelulares (proteasas, celulasas, lipasas y amilasas), producidas por bacterias fermentativas 
primarias. Esto facilita el transporte a través de la membrana celular para el metabolismo de los 
monómeros liberados (aminoácidos, monosacáridos, ácidos grasos de cadena larga y glicerol) (Vavilin, 
2008).  
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Etapa 2 y 3: Acidogénesis y acetogénesis 

En esta etapa los monómeros liberados anteriormente son degradados mediante reacciones 
fermentativas, en donde los compuestos orgánicos funcionan como aceptores y donadores de electrones. 
Los principales productos de esta etapa son ácidos grasos volátiles (AGV), como ácido propiónico, n-
butírico, n-valérico, capriónico y láctico, así como alcoholes. Así como los precursores directos para la 
formación de metano (CH4), que son el ácido fórmico, metilaminas, ácido acético, metanol, hidrógeno (H2) 
y CO2) (Weber, 2012).  

El ácido acético es el mayor intermediario en la cadena alimenticia anaerobia. Diversos sustratos como 
CO2, H2, carbohidratos, alcoholes, ácidos carboxílicos, aldehídos, compuestos aromáticos y algunos 
sustratos halogenados pueden ser oxidados y producir reductores utilizables para la reducción de CO2 a 
acetato, por medio de la ruta del acetil-CoA mejor conocida como ruta heterofermentadora. Cuando las 
hexosas (azúcares de seis carbonos) son convertidas exclusivamente a acetato, la reacción fermentativa 
es llamada homoacetogénesis (Müller, 2003), Al contrario que las bacterias acetogénicas, éstas no 
producen hidrógeno como resultado de su metabolismo, sino que lo consumen como sustrato (Stanikova 
et al., 2015). Las bacterias que participan en estas etapas son estrictamente anaerobias. Existe otro tipo 
de bacterias acetogénicas que se caracterizan por la producción obligada de H2 y por su participación en 
la degradación de compuestos aromáticos, se denominan acetógenos obligados productores de 
hidrógeno, OHPA, por sus siglas en inglés (Obligate Hydrogen Producing Acetogens), dentro de estos 
microorganismos tenemos a géneros como: Syntrophomonas, Syntrophobacter, Syntrophospora y 

Syntrophus (Müller, 2003). 
 

Etapa 4: Metanogénesis 

La formación de CH4, el cual es el último producto de la digestión anaerobia está limitado a tres tipos de 
precursores: CO2, compuestos que contengan un grupo metilo y acetato. Todos los metanógenos son 
estrictamente arqueas anaerobias. Las arqueas son organismos muy antiguos, su existencia fue 
evidenciada cuando Béchamp y Popoff descubrieron su existencia en el siglo XIX gracias a la formación 
de gas metano debido a la actividad microbiológica Cuando la metanogénesis es mediada por el CO2 
como precursor se denomina hidrogenotrófica o hidrogenófila y se utiliza H2 como principal donador de 
electrones (Weber, 2012).   

Las bacterias metanogénicas son generalmente de dos grupos: hidrogenotróficas y acetoclásticas. Las 
bacterias metanogénicas hidrogenotróficas utilizan hidrógeno y dióxido de carbono para formar metano, 
mientras que las acetoclásticas utilizan ácido acético, metanol y algunas aminas presentes antes de la 
digestión. Alrededor del 70% de metano producido en la digestión anaeróbica es producido por las 
bacterias acetoclásticas al descomponer el ácido acético (Instituto Internacional de Recursos Renovables, 
2014). 
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Reacción de la metanogénesis hidrogenotrófica: 

A partir de dióxido de carbono   4 H2 + CO2→ CH4 + 2 H2O 

El segundo tipo es la metanogénesis metilotrófica, que incluye metanol, metilaminas y sulfatos metilados.  

El tercer tipo es la metanogénesis acetotrófica o acetoclástica, donde el precursor principal es el ácido 
acético. En ambientes naturales, dos terceras partes del CH4 generado biológicamente se deriva del 
acetato (Weber, 2012). 

Las arqueas metanógenicas son un grupo filogenéticamente diverso. Para fines de este estudio nos 
enfocaremos en el proceso de biometanización con el uso de microorganismos hidrogenotróficos, los 
cuales pueden llevar a cabo la primer reacción biológica citada anteriormente. 

 

Figura 1. Esquema de la digestión anaerobia de materia orgánica compleja (Morales et al, 2015) 

1.4 Problemática del uso directo del biogás 
Los principales contaminantes del biogás que causan problemas en su uso son el H2S, el NH3 y los 
siloxanos. Otros contaminantes presentes son el agua, el polvo, el CO2, los VOC (hidrocarburos y 
derivados halogenados). 

Su presencia constituye un problema importante porque: 
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• Pueden ser perjudiciales para cualquier dispositivo de conversión térmico o termo catalítico de 
biogás (por ejemplo, causar corrosión, erosión e incrustaciones en los dispositivos de 
conversión) y 

• Generar emisiones nocivas para el medio ambiente.   

Dentro de los principales problemas relacionados al uso directo del biogás, podemos encontrar, 
problemas de corrosión en dispositivos por presencia de agua la cuál reacciona con el ácido sulfhídrico, el 
amoniaco y el dióxido de carbono para formar ácidos. Otro componente que también genera problemas 
es el polvo, el cual genera obstrucción en las tuberías. Los siloxanos, permiten la formación de cristales 
que causan obstrucción y corrosión de las tuberías. La presencia de amoniaco en el biogás, al momento 
de su combustión, genera óxidos de nitrógeno NOx, los cuales son GEI que impactan en el cambio 
climático.  

La presencia de altas concentraciones de CO2 ocasiona que el poder calorífico del biogás disminuya. 
Esta disminución en el poder calorífico está directamente ligada a la concentración de CO2. Este gas es 
uno de los componentes del biogás que se encuentra en gran proporción (40%), por lo que es 
considerado un gas de dilución. Existen (procesos físicos, químicos y biológicos) para eliminar, convertir o 
disminuir en mayor cantidad este compuesto e implícitamente aumentar el poder calorífico del gas de 23 
a 36 MJ/Kg, es decir enriquecer su contenido de CH4.   

De esta manera, una vez obtenido el biogás a partir de un proceso de digestión anaerobia, hay dos 
etapas de tratamiento del biogás, la primera corresponde a la purificación de biogás que se refiere a la 
eliminación o transformación de elementos distintos al metano y dióxido de carbono del biogás, es decir 
eliminación de compuestos traza. Seguido por la etapa de enriquecimiento de metano, donde se puede 
encontrar el proceso conocido como biometanización, el cual consiste en aumento de la composición de 
metano mediante la ayuda de microorganismos que llevan a cabo la transformación de dióxido de 
carbono presente a metano mediante la inyección de hidrógeno. 
 
Existe otro indicador de la efectividad de combustión que posee el metano o el gas natural, el cual es 
conocido como Índice de Wobbe, el cual es un indicador de la intercambiabilidad de los gases 
combustibles, como el gas natural, el gas licuado de petróleo y se define con frecuencia en las 
especificaciones de suministro de gas y servicios de transporte. Se utiliza para la establecer la cantidad 
de gases que se requiere hacer en una mezcla de gases y aire para controlar y asegurar una buena 
combustión (Wijffels & Barten, n.d.). 
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1.5 Métodos de purificación del biogás 
Para poder satisfacer la purificación de metano, existen técnicas fisicoquímicas y biológicas encargadas 
de la eliminación o transformación de componentes, entre los cuales se encuentra la eliminación de CO2, 
siloxanos, H2S, NH3, entre otras impurezas presentes en el biogás.  
 
1.5.1 Métodos físicos 

Absorción física: los tratamientos bajo esta categoría se utilizan en el proceso de purificación gracias a la 
facilidad de operación y costos, en donde se utiliza agua presurizada como absorbente. El biogás es 
alimentado y comprimido desde el fondo a una columna de lecho empacada y el agua presurizada es 
rociada desde la cima de la columna. Este proceso de absorción es un proceso contracorriente y permite 
la separación de CO2, H2S, NH3 y vapor de agua (Morero, Gropelli, & Campanella, 2010), Niesner, Jecha, 
& Stehlík, 2013). 

Separación por membrana: la corriente de biogás es transportada por una membrana de diámetros 
variados la cual debe tener afinidad por ciertos componentes del biogás, de esta manera los 
contaminantes quedan atrapados en la membrana, enriqueciendo la corriente de gas con mayor 
proporción de metano. Se pueden alcanzar diferentes composición desde 12 hasta 88 % de metano. Los 
procesos de separación multietapas pueden alcanzar una eficiencia de 98% a una presión de trabajo muy 
alta de 4 MPa. Una de las característica de la membrana es que debe estar compuesta por polímeros de 
celulosa-acetato con una permeabilidad y afinidad mayor para el CO2 y H2S (20 y 60 veces mayor, 
respectivamente) que para el metano (Morero, Betzabet; Gropelli, 2010). 

Adsorción sobre carbón activado: Se puede eliminar H2S también mediante el uso de carbón activado, 
que a menudo se dosifica con ioduro de potasio (KI) o ácido sulfúrico (H2SO4) para aumentar la velocidad 
de reacción. En los filtros biológicos el H2S se convierte catalíticamente en azufre elemental y agua 
(Petersson & Wellinger, 2009). 
 
Separación gas-gas: La separación gas-gas es un proceso de separación de alta presión que separa 
selectivamente el CO2 del CH4, las presiones de operación van desde 2.000 hasta 3.600 kPa. Se puede 
alcanzar hasta un 96 % de CH4 puro. Sin embargo, para tener dicha eficiencia y prolongar la vida útil de la 
membrana, es necesario instalar una desulfuración y la etapa de secado antes de que el biogás entre en 
los módulos de membrana (Ryckebosch, Drouillon, & Vervaeren, 2011). 
 
Absorción gas-líquido: En este proceso se permite la separación de la fase gaseosa de la líquida 
mediante el uso de membranas hidrofóbicas, las moléculas de la corriente gaseosa fluyen en una 
dirección, en la que son capaces de difundir a través de la membrana. Una vez del otro lado, esta será 
absorbida por el líquido que fluye a contracorriente. Una importante ventaja de esta tecnología es que 
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opera a presión atmosférica. La eliminación del CO2 se realiza mediante una solución de amina que 
permite llevar al biogás de un 55 % hasta un 96 % de CH4 en un solo paso, por lo que se puede decir que 
esta tecnología tiene una alta eficiencia. Por otro lado, la solución de amina puede ser regenerada por 
calentamiento, de tal manera que se puede obtener un CO2 con alta pureza que puede ser utilizado en 
otras aplicaciones industriales (Morero et al., 2010). 
1.5.2 Métodos químicos 

Absorción química: Tiene como objetivo la formación de enlaces químicos reversibles entre el soluto y 
solvente. Este proceso se realiza a altas temperaturas y alta demanda de energía (Niesner et al., 2013). 
Para los casos donde se utiliza carbón activado el costo de operación es menor, ya que las moléculas 
son retenidas por fuerzas electrostáticas débiles, la reacción puede verse afectada por la humedad, 
afinidad, temperatura y presión (Varnero, Carú, Galleguillos, & Achondo, 2012). 

 
Adsorción en una superficie sólida: A partir de una buena elección del adsorbente, el proceso puede 
remover CO2, H2S, humedad y otras impurezas selectiva o simultáneamente.  Se puede realizar con 
alguna forma de silicio, alúmina, carbón activado o silicatos. Se lleva a cabo a altas temperaturas y 
presiones (Petersson & Wellinger, 2009), (Betzabet, 2014).  

 
Separación criogénica: en este proceso el biogás es comprimido a aproximadamente 80 bar. La 
compresión se realiza en varias etapas. El gas comprimido se seca para evitar que se congele durante el 
proceso de enfriado, después se enfría y se condensa el CO2, el cual es procesado para recuperar el 
metano disuelto, que es reciclado a la entrada del gas para obtener pureza del 97% (Morero et al., 2010). 
 
Métodos de secado químico (adsorción o absorción). Este proceso requiere trabajar a presiones 
elevadas. La adsorción utiliza como tamices moleculares alúmina o zeolitas. De manera que, dentro de 
los métodos empleados para el secado de gases, tenemos: Secado por adsorción de vapor de agua 
sobre gel de sílice, alúmina o algunos componentes químicos, que pueden enlazarse a las moléculas de 
agua, absorción de agua en trietilenglicol, absorción de agua con sales higroscópicas (Morero et al., 
2010), (Ryckebosch et al., 2011). 
Tabla 2. Tipos de procesos fisicoquímicos para purificación de biogás. 

Tipo de tratamiento Método Compuesto que elimina 

Físico 

Absorción física CO2 

Separación por membrana H2S, CO2 

Condensación: CO2, Agua 



23 
 

23 
 

Adsorción sobre carbón activado Siloxanos, H2S 

Químicos 

Absorción química CO2 

Adsorción en una superficie sólida H2S, CO2 

Absorción con compuestos de 
hierro 

Siloxanos, H2S, CO2 

Absorción con compuestos 
orgánicos 

CO2 

Separación criogénica CO2, Siloxanos, Agua 

Métodos de secado químico 
(adsorción o absorción) 

Agua, CO2 

Biológico Biológicos H2S, CO2 

 

1.5.3 Métodos biológicos 

Además de las técnicas fisicoquímicas para la purificación de biogás, existen métodos biológicos que han 
sido probados a escala laboratorio y piloto. Existen dos grandes categorías para los métodos biológicos, 
los cuales involucran los microorganismos quimiotótrofos o fotosintéticos (Angelidaki et al., 2018). Estos 
métodos, utilizan la capacidad metabólica de algunos microorganismos para la conversión del dióxido de 
carbono en productos de alto valor agregado.  

La gran ventaja que presentan los procesos biológicos, respecto de los sistemas fisicoquímicos es la 
carencia de contaminantes secundarios, menores costos de inversión y operación por el bajo consumo de 
reactivos, menor consumo energético al poder trabajar a temperatura ambiente, altas eficiencias de 
degradación, la biomasa puede estar inmovilizada en el sistema. Sin embargo, son procesos lentos, 
siendo necesario buscar nuevos microorganismos que reduzcan los tiempos de residencia y hagan más 
competitivo el proceso a nivel industrial (Varnero et al., 2012). 

Los métodos quimiotótrofos se encuentran divididos por los procesos de purificación de biogás, in situ, ex 
situ, los cuales se describen más abajo, ambos tienen la particularidad de transformar el CO2 en metano 
mediante el uso de microorganismos, en los cuales se obtienen composiciones mayores al 99% de 
metano. Y los métodos fotoautótrofos consisten en secuestrar el CO2 presente en el biogás para obtener 
una corriente de gas rica en metano del 97%. A la par de este proceso es posible la separación de H2S 
(Angelidaki et al., 2018). El uso de microorganismos en la eliminación de sulfuro de hidrógeno presente 
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en el biogás, se basa en la oxidación microbiológica de H2S a compuestos de azufre de fácil eliminación, 
como azufre elemental (Sº) o sulfatos (SO4-2), fijando CO2 simultáneamente como función estequiométrica 
de la oxidación del sulfuro. De esta forma, se puede lograr un enriquecimiento en metano, al remover CO2 

y eliminar el elemento (H2S) más corrosivo y limitante respecto a usos posteriores del gas purificado 
(Varnero et al., 2012).  

Existen otros procesos de purificación de biogás que tienen como objetivo la conversión de CO2 al 
inyectar H2 para la generación de productos de interés industrial, tal es el caso de la producción de ácido 
succínico y composición de la corriente de metano del 95%. También se encuentran métodos de 
purificación realizados en una celda de electrólisis microbiana, los electrones liberados por bacterias de la 
oxidación de los compuestos orgánicos en el ánodo pueden combinarse con protones para generar 
hidrógeno en la cámara del cátodo y utilizar el H2 producido junto con el CO2 presente en el biogás para 
convertir a CH4 con eficiencias del 80% (Angelidaki et al., 2018). 
 
Tabla 3. Procesos biológicos para purificación de biogás (Angelidaki et al., 2018). 
 

Proceso biológico Compuesto que elimina 

In situ, ex situ CO2 

Fotoautótrofos CO2, H2S 

Celda de electrólisis microbiana CO2 

 
 
1.6 Biometanización 

Una vez que el biogás es purificado y se han eliminado algunos componentes trazas (siloxanos, ácido 
sulfhídrico, etc.) este puede pasar por un proceso de enriquecimiento en donde el CO2 es transformado a 
CH4 por la acción de microorganismos metanógenos hidrogenotróficos y en presencia de H2 de acuerdo 
con la siguiente reacción: 

4 H2 + CO2→ CH4 + 2 H2O 

Es importante mencionar, que la reacción anterior puede realizarse de manera química y en la presencia 
de un catalizador de níquel a una temperatura de 200 a 500° C y a presión de 10 a 30 atm, este proceso 
es conocido como reacción de Sabatier y tiene un ΔG=-130.7 KJ/mol (Leonzio, 2016). 

Para que se lleve a cabo esta reacción biológica se requiere de arqueas metanogénicas y se deben 
cumplir algunas características, como ausencia de oxígeno, condiciones mesofílicas a termofílicas 
(temperaturas entre 37 a 57°C). (Guneratnam et al., 2017) propone que la temperatura idónea es 65°C 
para poder alcanzar una producción de metano mayor al 98% en el afluente o corriente de gas de interés.  
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En el proceso biológico de biometanización, es importante mantener el pH adecuado el cual varía entre 
6.5 - 8.5 (Ahern, Deane, Persson, Gallachoir, & Murphy, 2015) para que los microorganismos que 
participan como catalizadores, principalmente microorganismos hidrogenotróficos, puedan realizar la 
reacción y obtener energía para crecimiento celular y mantenimiento de la célula (Luo & Angelidaki, 
2012). Otro aspecto por considerar es la presión parcial del gas hidrógeno (H2), ya que a partir de esta 
condición se puede mejorar el rendimiento del proceso. (Mulat et al., 2017).  

En estudios previos se ha determinado que la solubilidad del hidrógeno en agua es extremadamente baja 
(1.47 mg/L a 30°C, 1 atm H2) 23 veces menor comparado con la del CO2 a 60°C (Ahern et al., 2015) por 
lo que el suministro de hidrógeno a las células metanogénicas en cultivos sumergidos se convierte en un 
factor limitante de en el proceso de biometanización. Para aumentar el contenido de metano, es 
necesario, aumentar el coeficiente de transferencia de masa del hidrógeno y/o aumentar la solubilidad de 
H2 en el medio de cultivo (García Lapeña, 2013). Este aumento de transferencia de masa está asociado a 
las siguientes características; tipo de reactor que se esté utilizando, pH, temperatura, presión parcial de 
H2 y tipo de microorganismo presente en el reactor. Para aumentar la transferencia de masa del 
hidrógeno de la fase gas a la fase líquida, algunas consideraciones que pueden realizarse son; utilizar 
diámetros variados de difusores encargados de suministrar el gas en el reactor, algunos ejemplos son 
membranas de fibras huecas o un lecho de cerámica. Lo que hacen estos difusores es suministrar 
pequeñas burbujas de gas H2 en el reactor lo que permite incrementar el tiempo de contacto entre el 
microorganismo y gases (Bassani, Kougias, & Angelidaki, 2016) 

Otro ajuste que puede hacerse es cambiar las presiones del sistema con la finalidad de aumentar la 
solubilidad del hidrógeno. Si se aumenta la presión del gas se tiene como resultado una mejor difusión del 
gas ya que permite que se incremente el gradiente de concentración entre la fase gas y la fase líquida 
(Bernhardt, Jaenicke, & Lüdemann, 1987). Existen estudios que han investigado el efecto de la presión 
parcial del hidrógeno tales como (Luo & Angelidaki, 2012), de esta manera, al aumentar la presión parcial 
del gas, se incrementa la producción de metano (Benjaminsson, Benjaminsson, & Rudberg, 2013). 

Se conoce que la reacción de conversión de CO2 e H2, puede ocurrir por diferentes microorganismos y, 
por lo tanto, se tendrá diferentes productos, en algunos casos. Por ejemplo, se sabe que la conversión de 
estos gases (CO2 y H2) si se realiza por arqueas metanogénicas hidrogenotróficas se obtiene metano y 
agua, tal como el proceso de la reacción de Sabatier liberando una energía libre de Gibbs de ΔG°´=-
130.7 Kj/mol a pH 7. En cambio, si esta conversión de gases se da por bacterias homoacetogénicas se 
obtiene como producto acetato y agua y esta reacción si se realiza a pH neutro se tiene un energía libre 
de Gibbs de ΔG°´= - 104.5 KJ/mol. 
 
Estudios como los de  (Demler & Weuster-Botz, 2011) y demostraron que el aumento de la presión parcial 
de hidrógeno también aumenta la producción de acetato para algunas especies de arqueas como 
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Acetobacterium homoacetogénica. A pesar de que esta ruta provee menor energía para los 
microorganismos (-104.5 Kj/mol) comparada con la reacción de biometanización (-130.7 Kj/mol), una 
manera de compensar la menor ganancia de energía de la homoacetogénesis, es que el acetato que 
producen las bacterias oxidantes junto con las arqueas metanogénicas acetoclásticas pueden llevar la 
reacción de metanogénesis por microrganismos metanogénicos acetoclásticos y obtener una energía 
libre de Gibbs de ΔG°´= - 31 KJ/mol. Tal como se muestra a continuación. 
 

𝐶𝑂2 + 4𝐻2  
𝑀𝑒𝑡𝑎𝑛ó𝑔𝑒𝑛𝑜𝑠 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑜𝑡𝑟ó𝑓𝑖𝑐𝑜𝑠
→                          𝐶𝐻4 + 2𝐻2𝑂         ∆𝐺 = −130.7 

𝐾𝐽
𝑚𝑜𝑙

 ; 𝑝𝐻 = 7 

 

𝐶𝑂2 + 4𝐻2
𝐻𝑜𝑚𝑜𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑔é𝑛𝑖𝑐𝑎𝑠
→              𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂                     ∆𝐺 = −104.5  

𝐾𝐽
𝑚𝑜𝑙

 ; 𝑝𝐻 = 7 

 

𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐻2𝑂
𝑀𝑒𝑡𝑎𝑛ó𝑔𝑒𝑛𝑜𝑠 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑐𝑙á𝑠𝑡𝑖𝑐𝑜𝑠
→                      𝐶𝐻4 + 𝐶𝑂2    ∆𝐺 = −31 

𝐾𝐽
𝑚𝑜𝑙

 ; 𝑝𝐻 = 7 

 
Reacciones de Sabatier, homoacetogénesis y metanogénesis acetoclástica. 

 
La adición de CO2 al reactor también trae efectos; el dióxido de carbono es muy soluble, por lo tanto, 
dentro del digestor reacciona con iones hidróxido para formar iones bicarbonato (HCO3-) que aumenta la 
capacidad buffer (O’Shea, Wall, Kilgallon, Browne, & Murphy, 2017). El consumo de CO2 para formar 
metano, hace que disminuya la presión parcial de este gas y por lo tanto la capacidad de amortiguación 
también baja lo que provoca un aumento del pH, que tiene un efecto negativo sobre la metanogénesis  
(Wang, Xie, Luo, Zhou, & Angelidaki, 2013), de esta manera es importante la relación 4:1 de CO2:H2. El 
intervalo de pH de la metanogénesis es de 6 a 8.5. Si el pH es menor a 6, se favorece la producción y 
acumulación de ácidos grasos volátiles (AGV), lo que impide la capacidad de los metanógenos para 
poder llevar la metanización. En la modalidad in situ, que se explica más adelante, si no se favorece el pH 
de la metanogénesis, se tendrá mayor producción de ácidos grasos (si pH<6), mayor cantidad de 
bacterias acidogénicas y menor concentración de metano en el afluente. 

En las plantas de biogás, donde se quiere llevar a cabo o donde ya se realiza la biometanización, 
encontramos la presencia de bacterias oxidantes, de bacterias productoras de ácidos grasos volátiles, de 
arqueas metanogénicas principalmente. Es por eso por lo que la presencia de AGV´s afecta el pH y la 
disponibilidad de los iones amonio. Bajos valores de pH y altas concentraciones de iones amonio pueden 
afectar la metanogénesis (Bornhöft, Hanke-Rauschenbach, & Sundmacher, 2013). 

La biometanización se puede realizar en dos diferentes modalidades, in situ y ex situ. El proceso in situ, 
consiste en añadir directamente una corriente de H2 al digestor anaerobio donde se produce el biogás 
(CH4/CO2). Sin embargo, esta acción es muy difícil, ya que las condiciones esenciales de temperatura y 
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presión (termofílicas y altas presiones) (Götz et al., 2016) que necesitan los microorganismos 
hidrogenotróficos, son más difíciles de mantener a diferencia de la modalidad de ex situ, donde el control 
de pH, temperatura, presión parcial y producción y/o acumulación de ácidos grasos volátiles es más fácil 
(Luo & Angelidaki, 2012). Es importante entender que en esta modalidad in situ no hay adición de dióxido 
de carbono, el propio CO2 contenido en el biogás del proceso de digestión anaerobia de materia orgánica 
es el que reacciona. 

Otra dificultad para alcanzar buenas proporciones de metano en el proceso in situ, es la falta o baja 
sintrofía entre microorganismos, esto quiere decir que hay algunas reacciones de oxidación-reducción 
que no son termodinámicamente favorables (tienen ΔG positivo) es decir, que los microorganismos no 
obtienen energía para su mantenimiento o crecimiento celular, a diferencia de otras reacciones que si son 
favorables (ΔG negativo) de las cuales si obtienen energía suficiente. Lo que se espera es que estas 
reacciones sean acopladas entre microorganismos para que se obtenga un mismo objetivo, que es la 
conversión a metano y crecimiento de los microorganismos de interés.  

Por ejemplo, en las siguientes ecuaciones se muestra la energía requerida o liberada que se necesita 
para poder llevar a cabo: dos procesos. La bacteria acetogénica que convierte el etanol en ácido acético 
e hidrógeno tiene un ΔG=5.95 KJ lo que significa que es no favorable, en cambio la reacción para 
convertir dióxido de carbono e hidrógeno en metano tiene un ΔG= -130.7 KJ, lo que significa que es una 
reacción espontánea o favorable.  

Bacteria acetogénica            CH3CH2OH + H2O=CH3COOH + 2H2   ΔG = 5.95     kJ/reacción 

Arquea Metanogénica Hidrogenotrófica 2 H2 + 0.5 CO2 =0.5 CH4 + H2O  ΔG= – 130.7 kJ/reacción  

La ventaja principal de esta opción in situ, es que no se requiere inversión adicional para un segundo 
reactor. Sin embargo, ocurre una competencia entre diferentes procesos propios de la digestión 
anaerobia (ver Figura 1), y resulta más costoso y difícil controlar las condiciones óptimas para que se 
lleve a cabo el proceso de biometanización, además de los otros procesos propios de generación de 
biogás. En los procesos in situ el aprovechamiento de la inyección de H2 no es el adecuado porque se 
pueden catalizar diversos procesos que no necesariamente llevan a mejorar el porcentaje de CH4 en el 
biogás, esto, además, acarrearía un incremento en los costos de producción de biometano. 

En la Tabla 4, se describen algunos estudios que se han reportado acerca del proceso de 
biometanización en la modalidad in situ y ex situ. 

Varios autores han estudiado la adición de hidrógeno en un digestor anaerobio, tal es el caso de (Mulat et 
al., 2017), demostrando así que la adición ideal de H2, debe estar relacionada a la relación 
estequiométrica 4:1 de H2:CO2. (Marko Burkhardt & Busch, 2013) estableció que la relación H2:CO2 debe 
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ser de 3.76:1 y (Jürgensen, Ehimen, Born, & Holm-Nielsen, 2015) encontró que la relación debe ser de 
3.4:1. 

(Bassani et al., 2016), utilizaron en un reactor granular (UASB) conectado a una cámara separada, donde 
se inyectó H2. Diferentes materiales de empaque (anillos rashig y esponja cerámica de alúmina) se 
utilizaron para aumentar la transferencia de masa gas-líquido. También se aumentó la transferencia de 
masa gracias a la recirculación de líquidos y gases. El gas fue suministrado mediante difusores de 
cerámica con la finalidad de disminuir el tamaño de las burbujas y así aumentar la transferencia de masa. 
Gracias a esta configuración, se obtuvo una concentración de metano en el efluente de 82%. 

En el estudio de (Marko Burkhardt & Busch, 2013) se utilizó un reactor de lecho escurrido de tres fases 
(fase gas-fase líquida-biopelícula), con la novedad de que la fase líquida estaba por debajo de la cama 
empaca donde crecía la biopelícula. Se suministró biogás con una composición 70:30 CH4:CO2, 
obteniendo una conversión de 97,9% de biometano, gracias a la actividad microbiana del consorcio, el 
cual operó a 37°C.  

Para el estudio de (Jürgensen et al., 2015) se alimentó el reactor con una corriente de biogás sintético de 
composición 64% metano y 32.5% de CO2, donde se suministró en relación estequiométrica de H2:CO2 
3.4:1 para realizar la biometanización, encontrándose que si la relación H2:CO2 es mayor a cuatro (>4) el 
dióxido de carbono es casi 100% convertido en metano; sin embargo, se encontró H2 en la corriente de 
biometano. Además, se alcanzó un índice de Wobbe (el cual se explica en la introducción, ver 
antecedentes) necesario para cumplir con los estándares del gas natural 46.1 - 56.5 MJ/m3. 

La segunda modalidad, ex situ, consiste en la inyección de H2 y/o de CO2 (cuando este es requerido), en 
la mayoría de los casos se hace uso del biogás proveniente del digestor, para que en un reactor 
independiente a la digestión anaerobia enriquecido con microorganismos hidrogenotróficos, se lleve a 
cabo la reacción de CO2 e H2 y de esta manera aumente la proporción de metano en el afluente. Esta 
modalidad permite incrementar el poder calorífico del gas metano debido a que no existe limitación en la 
fuente de carbono. Además, otra ventaja es que, al llevarse a cabo en un reactor diferente, las 
condiciones de operación pueden ser controladas más fácilmente que en el proceso in situ, y así puedan 
prevalecer las condiciones óptimas de establecimiento de los microorganismos metanógenos 
hidrogenotróficos (Wang et al., 2013). 
 
Dentro de la modalidad ex situ, de acuerdo con la Tabla 4, los principales reactores que se han utilizado 
son CSTR con rendimientos mayores del 82% de CH4 (Martin, Fornero, Stark, Mets, & Angenent, 2013), 
Reactor de lecho continuo con rendimientos mayores al 98% de CH4 (M. Burkhardt, Koschack, & Busch, 
2015) y reactores de membranas con >90%CH4 (Bernacchi, Rittmann, H. Seifert, Krajete, & Herwig, 
2014). 
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Para el caso del estudio de (Díaz, Pérez, Alfaro, & Fdz-Polanco, 2015), se utilizó un bioreactor 
metanogénico con la cualidad que dentro de este se colocaron membranas huecas con diámetro de 0.4 
µm con la finalidad de poder suministrar los gases (CO2/H2) y de esta manera aumentar la solubilidad del 
H2. La proporción de metano obtenida en este estudio aumentó de 60 hasta el 95%. (Savvas, Donnelly, 
Patterson, Chong, & Esteves, 2017) utilizó un reactor de flujo tapón con gases CO2 y H2 a 37°C para 
realizar la producción de metano donde obtuvo una eficiencia de conversión de biometano de 98%. 

Se han realizado estudios donde se han determinado especies de metanógenos hidrogenotróficos a partir 
de técnicas de biología molecular encontrando las siguientes especies encargadas de la biometanización. 
En el estudio de (Díaz et al., 2015) el microorganismo responsable fue M. thermoautotrophicum y 
Methanococcus thermolithotrophicus. (Savvas et al., 2017), los microorganismos responsables fueron 
Methanosaeta concilii, Methanosarcina barkeri, Methanobacterium bryantii, Methanomicrobium mobile, 

Methanococcusvoltae. Todas estas especies pertenecientes al grupo de microorganismos 
hidrogenotróficos. (Kougias et al., 2017), el microorganismo dominante es Methanothermobacter 

thermautotrophicus. (Bassani et al., 2017a) las pruebas moleculares indicaron la presencia de 
Anaerobaculum y Methanothermobacter thermautotrophicus. (Luo & Angelidaki, 2012), la especie de 
microorganismos dominante fue Methanobacteriales. (Bassani, Kougias, Treu, & Angelidaki, 2015), 
Clostridiales, proteobacteria, desulfobulbaceae, phylum bacteroidetes, Thermoanaerobacteraceae, 

Methanoculleus y Mehanoregulaceae. (Rachbauer, Beyer, Bochmann, & Fuchs, 2017), encontraron que 
las especies presentes en mayor cantidad en el reactor fueron Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, 

Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes y Synergistetes, todas estas especies perteneciente al grupo de 
microorganismo hidrogenotróficos. 

(Agneessens et al., 2017) realizaron la purificación de biogás ex situ en botellas serológicas inyectando 
diferentes concentraciones de H2 , y obtuvieron una buena transferencia de masa de H2 y porcentajes de 
CH4 en el biogás de 59 a 100%.  

Se han llevado a cabo estudios donde se ha estudiado el efecto de los difusores de gases; por ejemplo, 
(Kougias et al., 2017) estudiaron la transferencia de hidrógeno mediante la operación de cuatro reactores 
en lote a 65°C, alcanzando concentraciones de metano de 86, 86, 54 y 98% en los reactores del 1 al 4, 
encontrando en el cuarto reactor de 98% gracias a la biopelícula que se formó en los difusores de gases. 
(Bassani et al., 2017a) realizaron un estudio utilizando 4 reactores de flujo ascendente en donde una 
mezcla de gases H2, CH4 y CO2 en proporción 62:23:15 fueron continuamente alimentados en los 
reactores operados a condiciones termofílicas (55°C) y pH de 6.5 a 8.5. La configuración de los 2 
primeros reactores consistió en utilizar difusores de cerámica de alúmina de diferente diámetro con la 
finalidad de reducir el tamaño de las burbujas de H2 y así aumentar el tiempo de contacto con los 
microorganismos. 
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(Guneratnam et al., 2017) y (Bassani et al., 2015),estudiaron el efecto de dos temperaturas en el proceso 
de biometanización. Guneratnam estudió temperaturas de 55 y 65°C, en reactores tipo CSTR operados 
en lote, encontrándose que a 55°C se obtuvo una concentración de 85% y a 65°C una concentración de 
metano de 88%. (Bassani et al., 2015), estudiaron el efecto de temperatura de 35 y 55°C, encontrando 
que a 35°C se obtiene una composición de 85 y a 55°C composición de 89% al utilizar 2 reactores CSTR 
en dos etapas, es decir, en la primer etapa se generó el biogás y en la segunda se añadió H2 al reactor. 

En el estudio realizado por (Wang et al., 2013), se centró en la conversión de CO2 e H2 en metano en un 
reactor de membranas de fibras huecas, donde los gases se hacían pasar por las membranas para 
ayudar a aumentar la transferencia de masa. Los responsables de la conversión, de acuerdo con estudios 
moleculares, fueron Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes. 

Seifert et al., 2011, realizaron un estudio donde se acopló la electrólisis del agua (donde se produce H2) 
con un reactor CSTR con entrada de CO2 e hidrógeno proveniente de la electrólisis del agua. Los 
responsables de realizar la conversión fueron un consorcio microbiano donde se encontró una 
concentración de metano de 98%. Lo importante de este estudio, es recalcar la importancia del 
almacenamiento del hidrógeno, ya que en varios países se carece de instalaciones adecuadas para 
almacenar H2, además de los peligroso que resulta, ya que cuando es almacenado a altas presiones 
(>100atm) se corre el riesgo de una explosión. Gracias a este estudio, una nueva opción de 
almacenamiento de H2 es la conversión biológica a biometano. 

(Rachbauer, Voitl, Bochmann, & Fuchs, 2016a), realizaron un estudio en un reactor de lecho empacado 
donde se alimentó biogás con composición de 36–42% de CO2 proveniente de una planta de digestión 
anaerobia e hidrógeno molecular a una carga de 6.5 m2H2/m3 de reactor. Se obtuvo una composición de 
CH4 del 96% gracias a la biopelícula que se formó en el material de soporte. 

El estudio realizado por (Alitalo, Niskanen, & Aura, 2015) consistió en dos bioreactores (de lecho 
empacado) en serie conectados a un sistema de recirculación, con suministro de H2 y CO2. Donde el 
material de empaque fueron hojas de vermiculita y perlita granular donde los microorganismo se 
adhirieron. Se demostró que se puede obtener una producción de metano eficaz con una estructura de 
reactor relativamente simple y sin agitación mecánica o reciclado continuo. 
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Tabla 4. Estudios reportados de biometanización in situ, ex situ, bioproductos 

In situ, Ex situ, 
Bioproductos 

Proceso 
Microorganismo / 

Bioproducto 

Porcentaje 
de metano 
obtenido  

Referencia 

In situ 
 

Botellas en lote Methanobacterium 89% 
Mulat et al., 
2017 

Reactor de lecho 
escurrido 

Consorcio microbiano de 
Microorganismo 
hidrogenotróficos 

98% 
Burkhardt & 
Bush, 2013 

Reactor UASB 
conectado a una cámara 
de H" 

Consorcio microbiano de 
Microorganismo 
hidrogenotróficos 

82% 
Bassani et al., 
2016 

Digestor anaerobio Consorcio microbiano 92% 
Jürgensen et 
al., 2014 
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Continuación Tabla 4. Estudios reportados de biometanización in situ, ex situ, bioproductos 

In situ, Ex situ, 
Bioproductos 

Proceso Microorganismo / 
Bioproducto 

Porcentaje 
de metano 
obtenido 

Referencia 

Ex situ 

CSTR en dos etapas 
a condiciones 
termofílicas 

Clostridiales, proteobacteria, 
desulfobulbaceae, phylum 

bacteroidetes, 
Thermoanaerobacteraceae, 

Methanoculleus y 
Mehanoregulaceae 

89% y 85% Bassani & 
Angelidaki, 

2015 

Burbujeo de gas en 
bioreactor de 
membranas 

Consorcio microbiano de 
Microorganismo 
hidrogenotróficos 

95% Díaz et al., 
2015 

Flujo tapón con 
soporte de ruedas de 

polietileno como 
soporte 

Methanosaeta concilii, 
Methanosarcina barkeri, 

Methanobacterium bryantii, 
Methanomicrobium mobile, 

Methanococcus 

99% Savvas et al., 
2017 

voltae, 
CSTR - 6 diferentes 
experimentos en lote 

Methanobacterium y 
Methanobacteriales 

59-100% Agneessen 
et al., 2017 

CSTR con membrana 
de fibras huecas 

colocadas dentro del 
reactor 

Firmicutes, Proteobacteria 
and Bacteroidetes 

99% Wang et al., 
2013 

4 reactores operados 
en lote, adición de 

CO2 e H2. 

Methanothermobacter and 
Methanoculleus 

98% Kougias et 
al., 2016 

Reactores de flujo 
ascendente 

Anaerobaculum & 
Methanothermobacter 
thermautotrophicus. 

96% Bassani et 
al., 2017 

Acoplación de 
electrolisis microbial 
(MEC) y digestión 

anaerobia. 

Methanospirillum 98% Tao Bo et al., 
2014 

CSTR a escala piloto Consorcio microbiano de 
Microorganismo 
hidrogenotróficos 

87% Nordberg et 
al., 2011 
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Continuación Tabla 4. Estudios reportados de biometanización in situ, ex situ, bioproductos 

In situ, Ex 
situ, 

Bioproductos 
Proceso Microorganismo / 

Bioproducto 
Porcentaje 
de metano 
obtenido 

Referencia 

Ex situ 

CSTR a diferentes 
condiciones de 

temperatura 
Methanobacteriales 95% Luo et al., 

2012 

CSTR a diferentes 
condiciones de 

temperatura 
Methanothermobacter 90% Guneratnam 

et al., 2016 

CSTR conectado a 
corriente de 

electrólisis para 
obtener H2 

Consorcio microbiano 
de Microorganismo 
hidrogenotróficos 

95% Seifert et al., 
2011 

Reactor de lecho 
empacado 

Biopelícula de arquea 
metanogénica 96% Rachbauer et 

al., 2016 

Reactor termofílico 
de lecho ascendente 

Methanothermobacter 
thermautotrophicus 96% Bassani et 

al., 2017 

Reactor de lecho 
empacado Methanobacterium 87% Rachbauer et 

al., 2017 

Reactor de lecho 
empacado con 

vermiculita y perlita 
granular 

Consorcio microbiano 90% Alitalo et al., 
2015 
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Continuación Tabla 4. Estudios reportados de biometanización in situ, ex situ, bioproductos 

In situ, Ex situ, 
Bioproductos Proceso Microorganismo / 

Bioproducto 
Porcentaje 
de metano 
obtenido 

Referencia 

Bioproductos 

Biometanización y 
pirólisis 

Syngas, biochar, 
biometano 67% Salman et 

al., 2017 

Digestor Anaerobio CO > C2H6 > MeOH 
> C2H4 > DME 92% Jürgensen et 

al., (2014) 

Biometanización y 
Electrocoagulación del 

agua 
Methanosaeta, 

Methanospirillum 97% Kim et al., 
2013 

 

Otro de los grandes beneficios de la biometanización es la generación de subproductos, que son 
producidos a la par de la biometanización, es decir, son generados por los microorganismos participantes 
presentes en la biometanización, pero no son considerados el producto principal de la reacción. Entre 
algunos de ellos podemos encontrar CO, C2H6, C2H4, carbono en estado sólido, entre otros. Como el 
caso del estudio realizado por Jürgensen et al., (2014), donde se encontró una concentración muy baja 
de subproductos (>100 ppm) encontrándose en el siguiente orden CO > C2H6 > C2H4. Donde el CO fue el 
único en contenido mayor al 1%, fueron obtenidos a condiciones de temperatura alta (250°C) y presión 
atmosférica.  

En esta sección también se consideraron aquellos estudios los cuales se ha implementado una fusión de 
dos tecnologías; por ejemplo, la biometanización acoplada a un proceso de pirólisis que investigó 
(Salman, Schwede, Thorin, & Yan, 2017) En este estudio se acopla la digestión anaerobia de la fracción 
biodegradable de los desechos con la pirólisis de residuos lignocelulósicos. A diferencia de la digestión 
convencional que se alcanza 52% de metano aproximadamente, con esta nueva modalidad se llegó hasta 
contenido de metano de 67%. La adición de biochar (uno de los tres productos de la pirólisis) ayuda a 
incrementar de 5 a 31% el contenido de biometano. El syngas (producto de la pirólisis) fue alimentado a 
un reactor para convertirlo en biometano bajo condiciones de 300°C de temperatura y 6 bar de presión. 
Además, la pirólisis produce calor, el cual puede ser utilizado en la digestión anaerobia. 

Para el estudio realizado por (Kim, Choi, & Chung, 2013) se utilizó el CO2 proveniente de industria 
electrónica y el H2 se obtuvo de la electrocoagulación del agua residual de la industria. En el estudio se 
varió la relación estequiométrica de CO2:H2 (1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7 y 1:8) encontrando que a mayores 
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inyecciones de H2 aumentó la producción de CH4 y éste disminuyó bruscamente cuando la proporción de 
H2 a CO2 en la inyección superó la relación 1: 6. La producción de CH4 alcanzó su punto máximo cuando 
esta proporción alcanzó 1:5, indicando que se requiere de H2 que exceda el valor teórico (1: 4). 

 
1.6.1 Microorganismos involucrados en el proceso de biometanización  
Como se puede observar en la Tabla 4, los principales microorganismos involucrados en la 
biometanización caen dentro del grupo Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobials y 

Methanosarcinaceae los cuales pueden ser enriquecidos a condiciones mesofílicas y termofílicas 
(Baserba, Angelidaki, & Karakashev, 2012). La especie Methanosarcinaceae, tiene la capacidad para 
utilizar acetato, CO2/H2, metanol, aunque tiene mayor afinidad al consumo de CO2/H2, es por eso por lo 
que se ha reportado en varios estudios. 

Tabla 5. Microorganismos estudiados en el proceso de generación de biogás. 

Microorganismo Descripción Referencia 

Bacteroidetes, 

Proteobacteria, Firmicutes 

y Actinobacteria 

Hidrólisis de polisacáridos 
y proteínas 

(Kougias et al., 2015). 

Firmicutes y 

Proteobacteria 

 

Bacterias acetogénicas y 
sintróficas que pueden 

degradar AGV´s 
(Schmidt et al., 2011). 

Methanosaeta Acetoclásticos Guneratnam et al., 2016). 

Methanosarcina 

Acetoclásticos e 
hidrogenotróficos. 

Aparecen cuuando los 
niveles de AGV´s son muy 

bajos 

(Guneratnam et al., 2016). 

(Angelidaki, 2015) 

Methanobacteriales Hidrogenotróficos (Luo et al., 2012). 

Desulfobulbus propionicus 

y Desulfurivibrio 

alkaliphilus 

Hidrogenotróficos 
termófilos 

(Bassani & Angelidaki, 
2015). 
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Bacteroides, Cellulophaga 

y Flavobacterium 

Producen ácidos 
orgánicos, CO2 y H2 a 

partir de carbohidratos, 
lípidos y proteínas 

(Hanreich et al., 2013) 

Clostridiales 

Realizan hidrólisis de la 
celulosa, que corresponde 
a la primer etapa para la 

generación de biogás 

(Wang et al., 2014). 

 

En la Figura 2 se representa las rutas metabólicas, acorde a la presión parcial de hidrógeno y la energía 
libre de Gibbs, que se obtienen de la reacción. De este modo, a bajas presiones parciales de hidrógeno y 
energía libre de Gibbs alta, es decir, con signo negativo, la producción de Propianato es más favorable. 
En cambio, si en el reactor se tuviera gran cantidad de acetato, los microorganismos tenderían a la ruta 
de la metanogénesis acetoclástica ya que esta reacción tiene un ΔG más negativo que la ruta 
hidrogenotrófica. 

  

Figura 2. Presión parcial del gas hidrógeno y tendencia a rutas metabólicas (Romero Zúñiga, 2001). 

. 

1.7 Sistemas de partición de dos fases 

Los biorreactores de partición de dos fases (TPPB) han demostrado ser una tecnología eficaz para 
reducir la toxicidad que se origina a partir de altas concentraciones de sustancias xenobióticas en los 
procesos de biodegradación (Amsden, Bochanysz, & Daugulis, 2003). Así mismo, los TPPB se han 
utilizado para eliminar compuestos orgánicos volátiles (COV) de corrientes de gas contaminadas o para 
minimizar la toxicidad de altas cargas de compuestos inhibitorios. 
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La tecnología de biorreactor de partición bifásica puede mejorar la eficiencia de los procesos de 
bioconversión al reducir las concentraciones de sustrato y/o producto por debajo de los niveles citotóxicos 
(Haddock, Nadim, & Gibson, 1993). Es importante mencionar que la tecnología de los reactores de dos 
fases ha sido estudiada por diferentes autores y han comprobado que la interfaz sólido-líquido, gas-
líquido y líquido-líquido permite ayudar a los microorganismos a tener menor contacto con sustancias 
tóxicas que causan la inhibición o muerte celular y a suministrar en concentraciones menores estas 
sustancias a los microorganismos, los cuales tomarán al sustrato de acuerdo con su velocidad de 
crecimiento (Raúl Muñoz, Daugulis, Hernández, & Quijano, 2012). Los TPPB con fases sólidas y líquidas 
están compuestos por una fase acuosa que contiene células y una fase polimérica sólida que separa 
substratos tóxicos y/o poco solubles (Rehmann & Daugulis, 2007) o por fases líquidas, generalmente 
hidrófobas (oleosas), que mejoran el transporte de sustratos poco solubles, ver Figura 3. A continuación, 
se describe la particularidad de los reactores de dos fases.  

 
 
Figura 3 . Transferencia de masa parcial en TPPBs considerando biomasa suspendida en fase acuosa (a) 
e incluyendo una fase sólida usada como soporte para crecimiento de biomasa (b) (Quijano & Hernandez, 

2009). 
 
Los TPPBs se caracterizan por poseer una fase acuosa que contiene el cultivo microbiano o los 
microorganismos de interés y una segunda fase liquida o solida inmiscible (pudiendo ser un disolvente 
orgánico o polímero sólido). La adición de una segunda fase no acuosa nos permite superar dos 
limitaciones principales encontradas durante la biodegradación de contaminantes: 1) La alta toxicidad de 
algunos contaminantes que resulta en la inhibición celular y 2) un suministro limitado de sustrato a la 
comunidad microbiana, proceso que resulta al tratar un contaminante con baja afinidad por el agua 
(Quijano, Couvert, & Amrane, 2010) o algún compuesto indispensable en alguna ruta metabólica.  
 
Es por eso que la fase no acuosa, retiene selectivamente las moléculas tóxicas lejos de las células 
cuando estas se exponen a altas concentraciones de sustrato y lo convencional de esta segunda fase es 
que facilitan la entrega de los sustratos a los microorganismos paulatinamente(Daugulis, 2001). De esta 
manera, la presencia de una fase inmiscible en agua mejora la transferencia de sustratos hidrófobos (por 
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ejemplo, hexano, oxígeno, hidrógeno, entre otros) o reduce la toxicidad de sustancias inhibidoras (por 
ejemplo, benceno, tolueno, etc.) a los microorganismos presentes en la fase acuosa(Raul Muñoz, 
Villaverde, Guieysse, & Revah, 2007).  
 
La partición o racionamiento del sustrato es inducida por el sistema que busca mantener el equilibrio 
termodinámico entre ambas fases. Donde la primera acción que ocurre es la absorción del sustrato al 
momento de su adición al sistema, conocida como la fase de secuestro (fase inmiscible), la segunda 
acción es la liberación del sustrato en la fase líquida cuando la concentración de la sustancia o 
contaminante disminuye (se consume) debido a la biodegradación realizada por los microorganismos 
presentes, es por eso que se da un desplazamiento del equilibrio de manera paulatina donde los 
microorganismo presentes consumen el sustrato disponible en la fase orgánica y permite la absorción o 
transferencia del contaminante o sustrato hacia dicha fase (Amsden et al., 2003). 
 
(Raul Muñoz et al., 2007) sugieren que la fase acuosa puede estar formada de hexadecano, aceite de 
silicona o perlas de polímero, ya que el mecanismo de sorción que se da al utilizar polímeros es la 
absorción o disolución del sustrato en la estructura polimérica y es independiente de la superficie de 
contacto, en contraste con el carbón activado granular, que se fabrica para poseer una gran área de 
superficie específica para la adsorción de moléculas orgánicas (Amsden et al., 2003). 
De acuerdo con (Daugulis, 2001), la fase no acuosa adecuada para uso en TPPBs debe poseer las 
siguientes características; ser de bajo costo, fácilmente disponible, inmiscible en agua, no biodegradable, 
biocompatible (es decir, no tóxica para los microorganismos) y tener una alta afinidad a los sustratos.  
 
El primer paso para evaluar la idoneidad de una fase no acuosa que se va a usar como fase de partición 
en un TPPB es determinar la capacidad de absorción del compuesto a eliminar, que se expresa por el 
coeficiente de partición (PC) y es la relación de las concentraciones del compuesto en las fase gaseosa y 
en la fase líquida o sólida en el equilibrio (Tomei, Mosca Angelucci, & Daugulis, 2016). En cuanto menor 
sea el coeficiente de partición, mayor será la capacidad de absorción de la fase no acuosa y de eliminar 
la sustancias tóxicas o hidrofóbicas (Bacon, Peterson, Daugulis, & Parent, 2015). 
 
La capacidad de los reactores de partición para eliminar contaminantes en fase gaseosa ha sido 
reportada previamente, sobre todo para eliminar compuestos hidrófobos del aire (Raúl Muñoz, Arriaga, 
Hernández, Guieysse, & Revah, 2006). 
 
Para abordar el presente trabajo de investigación, se planea hacer uso de las capacidades que brindan 
los sistemas de partición de dos fases en cuanto a la mejora del transporte de masa de gases 
hidrofóbicos. Durante el proceso de enriquecimiento de biogás una de las limitantes es la baja 
transferencia de masa de H2 a los microorganismos que se encuentran en fase acuosa como ya se 
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mencionó anteriormente se han reportado estrategias para mejorar esta transferencia como el aumento 
en la presión del sistema para mejorar la solubilidad de los gases o se han utilizado diversos tipos de 
reactor; sin embargo, en este trabajo se abordará la limitante de transporte de masa de H2 a través del 
uso de sistemas de partición líquido-líquido. Hasta el momento, no se han reportado estudios del uso de 
reactores de partición para el enriquecimiento de biogás. 
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Capítulo 2. Hipótesis y Objetivo 
 

2.1 Hipótesis 
La adición de una fase oleosa a los sistemas de purificación de biogás en presencia de microorganismos 
hidrogenotróficos favorecerá el transporte de masa de los gases H2 y CO2 a los microorganismos. Se 
espera que la fase oleosa al ser de naturaleza hidrofóbica sirva como un reservorio para capturar los 
gases y así estos gases aumenten su solubilidad y estén más disponibles para los microorganismos. 
 
 

2.2 Objetivo general 
Estudiar el proceso de biometanización ex situ de biogás a través de microorganismos hidrogenotróficos 
en experimentos de una y dos fases. 
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Capítulo 3. Desarrollo Experimental 
 

La estrategia metodológica de este proyecto se realizó en cinco fases experimentales. Siendo la primer 
fase experimental la caracterización fisicoquímica del inóculo proveniente de Casa Herradura. En la 
misma fase experimental se determinó la actividad metanogénica, con el objetivo de cuantificar la 
capacidad de producción de metano por el consorcio microbiano presente en el inóculo. En la siguiente 
fase experimental se realizaron las pruebas de toxicidad y biodegradabilidad con aceite de silicona 
(polidimetilsiloxano) como fase oleosa modelo a través de la inyección de dos gases (H2 y CO2) o tres 
gases (H2, CO2 y CH4) para simular condiciones más cercanas al biogás. En la tercera fase experimental 
se determinaron los coeficientes de partición de la fase oleosa y medio mineral con el objetivo de conocer 
la sorción de los gases. En la cuarta fase experimental se realizó la aclimatación del inóculo a 
condiciones hidrogenotróficas para propiciar el crecimiento de los microorganismos de interés. Durante la 
última fase experimental se realizaron cinéticas de biometanización con y sin fase oleosa y con dos o tres 
gases inyectados a escala laboratorio en lote con el objetivo de analizar la producción de metano. 
 
3.1 Inóculo y medio mineral 
El inóculo utilizado fue obtenido de la planta de tratamiento de aguas residuales de la industria tequilera 
Casa Herradura, ubicada en Guadalajara, Jalisco, México.  

Para poder mantener una buena actividad microbiana, en todos los experimentos se utilizó la siguiente 
composición de medio mineral.  
 
Tabla 6. Composición de medio mineral (Ju et al., 2008)  

Compuesto Concentración (mg/L) 

MgCl · 6H2O 16.05 

CaCl2 · 2H2O 1.20 

ZnCl2 5.91 

Na2MoO4 · 2H2O 1.29 

MnCl2 · 4H2O 13.19 

CuCl2 · 2H2O 2.69 

CoCl2 · 2H2O 0.30 
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KCl 1.00 

FeCl · 6H2O 5.23 

NaCl 200 

(NH4)2HPO4 200 

 
 
3.1.1 Caracterización del inóculo. 
La caracterización fisicoquímica del inóculo se realizó de acuerdo con APHA (2005), (American Public 
Health Association, American Water Works Association, & Water Environment Federation, 1999). El cual 
consistió en poner a peso constante tres crisoles en una estufa a 100°C por 2 horas y se registró el peso, 
después se le agregó un gramo de lodo, el cual contenía la menor cantidad de líquido. Los sólidos 
suspendidos totales se midieron después de dejar secar las cápsulas a 105 °C durante 12 horas 
Posteriormente, los crisoles se colocaron en una mufla a 550°C durante1 hora, se dejaron enfriar en un 
desecador para después ser pesados y poder determinar la cantidad de sólidos suspendidos fijos. Los 
sólidos suspendidos volátiles se calcularon mediante la diferencia entre los sólidos totales y los sólidos 
fijos. 
 
Así mismo, se determinó el tamaño de gránulo, utilizando una solución buffer y haciendo pasar por 
tamices de diferentes diámetros el inóculo, para conocer el análisis granulométrico. Para determinar el 
índice granulométrico, se deberá preparar una solución buffer con los reactivos de la Tabla 7.  
 
Tabla 7. Composición de solución buffer para determinación de análisis granulométrico. 

Compuesto Concentración (g/L) 

Fosfato disódico (Na2HPO4) 5 

Fosfato sódico (NaH2PO4) 1 

Fosfato dipotásico (K2HPO4) 4 

 
Para conocer el tamaño de gránulo del lodo se hizo pasar una alícuota de 25 mL de muestra del inóculo 
por tamices de 2.36 mm, 1.7 mm, y 90 μm utilizando 35 mL de la solución buffer.  
 
Posteriormente, se determinó el pH del inóculo con la ayuda de Thermo Electron Orion 4 Star 
previamente calibrado a pH de 4.1, 7 y 10.1 para medir las muestras, las cuales consiste en tomar una 
alícuota de 10 mL del inóculo y utilizar el electrodo de pH.  
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3.1.2 Actividad metanogénica. 
La actividad metanogénica específica (AM) es conocida como la producción de metano por lodo granular. 
Para determinar la actividad metanogénica se emplearon botellas serológicas de 60 mL de volumen total 
con 30 mL de medio basal (Tabla 6) y una concentración de 3 g SSV/L(Xu et al., 2015), concentración de 
acetato de 2 g DQO/L. Las botellas fueron selladas con tapones de hule y anillos metálicos. Además, se 
intercambió la atmósfera de las botellas mediante la inyección de N2 por 1 min para obtener condiciones 
anaerobias. Las botellas se incubaron a 37°C durante 72 h, una vez transcurrido este tiempo se decantó 
el medio de las botellas y se repuso con medio mineral nuevo, así como 1 g DQO/L. Nuevamente se 
realizó el intercambio de atmósfera, antes descrito, y se incubaron a 37°C. Adicionalmente, se realizó un 
control (respiración endógena) el cual contenía las mismas concentraciones de inóculo y medio mineral, 
pero sin acetato. Para conocer la cantidad de metano producido en las botellas se determinó mediante la 
técnica de volumen desplazado con una solución de NaOH al 3%  (Torres & Perez, 2010), analizando las 
muestras cada 1, 2 o 3 horas, respectivamente. Para conocer la actividad metanogénica se calculó a 
partir de la pendiente del volumen de metano acumulado en el tiempo dividido entre la concentración de 
SSV presentes en la botella. 
La composición del medio mineral que se utilizó en los experimentos de determinación de actividad 
metanogénica se encuentra descrito en la Tabla 8 para 500 mL de solución. 

 
Tabla 8 . Composición medio mineral para actividad metanogénica. Adaptado de (Visser, 1993). 

Compuesto g 

K2HPO4 1.25 

NH4Cl 0.140 

MgCl2 · 6H2O 0.415 

CaCl2 · 2H2O 0.005 

NaHCO3 1.25 

Extracto de levadura 0.05 

 
 
3.2 Pruebas de toxicidad y biodegradabilidad 
Se realizaron pruebas de toxicidad y biodegradabilidad para el aceite de silicona con la presencia de dos 
gases H2:CO2 en proporción 80:20 y pruebas con tres gases con inyección de metano, dióxido de carbono 
e hidrógeno en relación 10:6:24, respectivamente. Para lograr el éxito de estos experimentos, se adicionó 
medio mineral, inóculo, fase oleosa que consistió en aceite de silicona (10%v/v) y gases 
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correspondientes, selladas con tapones de hule y arillos metálicos así mismo se intercambió la atmósfera 
de las botellas serológicas con gas inerte nitrógeno para que prevalecieran condiciones anaerobias. 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado con la particularidad que algunos contenían tres 
gases (H2:CO2:CH4) y otro experimentos con dos gases (H2:CO2). En la Tabla 9 se enlistan los diferentes 
experimentos que se realizaron durante esta etapa. Las concentraciones de gases fueron monitoreadas 
mediante cromatografía de gases durante el periodo de tiempo de 23 días. 

Tabla 9. Pruebas de toxicidad y biodegradabilidad para experimentos (H2:CO2:CH4) y (H2:CO2). 

Tratamie
nto 

H2 
(mL) 

CO2 
(mL) 

CH4 
(mL) 

Fase oleosa 
(mL) 

Medio mineral 
(mL) 

Inóculo 
(mL) 

1 24 6 10 2 11.8 6.2 

2 32 8  2 11.8 6.2 

3 24 6 10 - 13.8 6.2 

4 32 8 - - 13.8 6.2 

5 0 - - - 13.8 6.2 

6 0 - - 2 11.8 6.2 

7 24 6 10 - 20 - 

8 32 8 - - 20 - 

9 24 6 10 2 - 6.2 

10 32 8 - 2 - 6.2 

 

3.3 Determinación de coeficientes de partición; 
El coeficiente de partición (m) para hidrógeno, metano y dióxido de carbono, fue calculado a partir de la 
relación que existe entre la concentración en la fase gaseosa y la concentración en la fase líquida (Ec. 1). 
La concentración de estos compuestos en la fase líquida se obtuvo a través de un balance de masa a 
partir de la ecuación 2.  
 
Para poder lograr esta etapa de experimentación, se llevó a cabo la medición mediante cromatografía de 
gases para conocer las concentraciones de los gases inyectados en las botellas serológicas y de esta 
manera, poder conocer cuál es la cantidad de gas que es transferida a la fase no acuosa/oleosa. Los 
experimentos se realizaron en botellas de vidrio de 60 mL previamente lavadas con gas inerte nitrógeno 
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sellados con tapón de hule y arillos metálicos. Los experimentos consistieron en colocar diferentes 
concentraciones de gases (de 10 a 50 mL respectivamente) para ser monitoreados por cromatografía de 
gases a las 0, 24, 48 y 72 horas. Se añadieron 10% (v/v) de fase de aceite de silicona y 18 mL para el 
caso de medio mineral. Las botellas se mantuvieron a una temperatura de 30 °C y agitación de 150 rpm, 
a manera de permitir el equilibrio entre el aceite de silicona o medio mineral con los gases. Se consideró 
que al transcurrir el tiempo de 72 horas se alcanzó el equilibrio entre la fase gas y la fase oleosa y las 
concentraciones de gases medidas por cromatografía a partir de este tiempo fueron constantes. Las 
muestras de gases fueron tomadas mediante una jeringa Sigma Aldrich con capacidad de 1 mL e 
inyectadas al cromatógrafo para conocer su composición. 
 
Para conocer las concentraciones de hidrógeno, metano y dióxido de carbono en la fase gas y fase 
oleosa, se tomaron los resultados obtenidos mediante cromatografía de gases y al utilizar las curvas de 
calibración de cada gas, se calculó la cantidad de moles presentes en cada muestra. De esta manera, se 
pudieron conocer las concentraciones de cada compuesto en la fase inicial y a las 72 horas. A 
continuación, se muestran las ecuaciones utilizadas: 
 

𝐻 = 𝐶𝑠
𝑔 / 𝐶𝑠𝑙             Ec. (1) 

 
Donde:  
H es el coeficiente de partición (adimensional)  
Csg es la concentración del gas (H2, CH4 o CO2) en la fase gaseosa, (g/m3)  
Csl es la concentración del gas en la fase líquida, (g/m3)  

 

𝐶𝑠𝑙 =  𝐶𝑠𝑖 − 𝐶𝑠
𝑔           Ec. (2) 

 
Donde:  
Csi es la concentración del gas (H2, CH4 o CO2) inicial, (g/m3 ) 
 Csg es la concentración del gas en la fase gaseosa [en equilibrio], (g/m3 ) 
 
3.4 Aclimatación del inóculo 
El proceso de aclimatación de lodo anaerobio a condiciones metanógenas hidrogenotróficas consistió en 
incubar el inóculo con el sustrato a degradar a la temperatura óptima de operación para alcanzar el 
estado estable de los sistemas. Durante el transcurso del periodo de operación se alimentó el sistema 
con gases (H2 y CO2) para propiciar el crecimiento de las arqueas encargadas de la biometanización. 
Dado que el lodo que se utilizó proviene de un proceso anaerobio, se puede deducir que existen 
diferentes microorganismos encargados de realizar la metanogénesis, se pueden encontrar 
microorganismos metanógenos hidrogenotróficos, acetoclásticos y homoacetogénicos; sin embargo, 
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como el sustrato que se añadió en la planta de origen es diferente a hidrógeno y dióxido de carbono, la 
cantidad de hidrogenotróficos es considerada baja, por lo que se requirió hacer pasar el lodo anaerobio 
por una etapa de enriquecimiento con la finalidad de aumentar la población de dichos microorganismos.  
Para poder realizar el enriquecimiento se utilizaron botellas de vidrio con capacidad de 120 mL, donde se 
colocó lodo anaerobio junto con medio mineral y glucosa en concentración 2 g/L de ser el caso. Previo a 
la adición de los gases, las botellas fueron llenadas con medio mineral, inóculo y después fueron lavadas 
con gas inerte nitrógeno para el intercambio de atmósfera posteriormente se añadieron los gases en 
relación 4H2:1CO2, es decir 4 moles de hidrógeno por cada mol de dióxido de carbono. 
En la Tabla 10 se puede encontrar las características de cada etapa. 
 
Tabla 10. Etapas de aclimatación 

Etapa Duración (días) Lodo (mL) Medio mineral (mL) H2 (mL) CO2 (mL) 
Primera 94 60 20 32 8 

Lavado de lodo anaerobio 
Segunda 

(inanición) 
23 60 20 32 8 

 
La etapa del lavado de lodo anaerobio consistió en colocar sobre una parrilla de agitación, el lodo 
anaerobio en 1.6 L agua desionizada para ser agitado durante 12 min, posteriormente se pasó el lodo y 
agua desionizada por un tamiz de 250 µm para decantar el excedente de agua, dicha maniobra se realizó 
por triplicado para asegurarse de retirar el remanente de materia orgánica que pudiese estar presente en 
el inóculo. 
 
3.5 Cinéticas de biometanización con y sin fase oleosa. 
Las determinaciones de las cinéticas de biometanización fueron realizadas en botellas serológicas de 60 
mL de volumen total y 20 mL de volumen de trabajo (inóculo, medio mineral y fase oleosa de ser el caso) 
y 40 mL para la fase gaseosa (hidrógeno, dióxido de carbono y metano según corresponda). Para el caso 
de 2 gases (H2 y CO2) se inyectaron gases en relación 32H2:8CO2 y cuando se añadió metano a la 
mezcla se introdujeron en relación 24H2:6CO2:10CH4, con la finalidad de conocer cuál era el efecto que 
aportaba el metano en el proceso de biometanización.  
 
Las botellas fueron selladas con tapones de hule y anillos metálicos de aluminio. Para contar con 
condiciones anaerobias dentro de las botellas, la fase gaseosa fue purgada con una corriente de 
nitrógeno por 1 min, posteriormente la presión fue equilibrada a la presión atmosférica al provocar la 
purga de exceso de gas al conectar una aguja conectada a una manguera dentro de un recipiente con 
agua. Las botellas se incubaron a 37°C y 150 rpm.  
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Cada tratamiento fue realizado por triplicado y evaluado simultáneamente con experimentos en ausencia 
de gases para corregir la actividad endógena. La producción de gases fue monitoreada mediante 
cromatografía de gases cada tercer día con un máximo de duración de 14 días. Las muestras de gases 
fueron tomadas mediante una jeringa Sigma Aldrich con capacidad de 1 mL e inyectadas al cromatógrafo 
para conocer su composición. Así mismo, cada botella fue monitoreada con un manómetro para conocer 
la presión real de cada sistema. Adicionalmente, una vez tomada la muestra para el cromatógrafo y la 
presión, del sobrenadante se obtenía un 1 mL de solución la cual fue analizada mediante electroforesis 
capilar siguiendo los pasos descritos en la sección 3.6.2 para evaluar la presencia y concentración de 
ácidos grasos volátiles. 
 
Las velocidades de producción de metano se calcularon en base al modelo de crecimiento de Gompertz. 
Este modelo describe una curva asintótica, mediante la siguiente ecuación;  
 
𝑆𝑐 = 𝑎 ∗ exp(−𝑏 exp−𝑘𝑡)         Ec. (3) 

 
Donde:  
Sc: Concentración de metano producida (g/m3).  
a: Máxima concentración producida (g/m3).  
b: Parámetro relacionado con las condiciones iniciales (adimensional).  
k: Velocidad de producción de metano (h-1).  
t: Tiempo (h)  
 
Para determinar la tasa volumétrica máxima (Vmax) de volumen acumulado y producción de CH4, al 
evaluar la ecuación se obtiene la siguiente ecuación para determinar la Vmax.  
 

𝑉𝑚𝑎𝑥 = 𝑑𝑆𝑐
𝑑𝑡
│𝑆𝑐=𝑒−1∙𝐴 = 𝐴 ∙ 𝐾 ∙

ln 𝑒
𝑒
= 0.368 ∙ 𝐴 ∙ 𝐾     Ec. (4) 

 
Se utiliza la herramienta matemática del modelo Gompertz para ajustar los datos experimentales de la 
producción de CH4 a fin de obtener los parámetros del modelo A y K. Los cuáles permitirán predecir las 
velocidades de producción máxima de CH4. 
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3.6 Técnicas analíticas 
 
3.6.1 Cromatografía de gases (GC)  
El análisis de las concentraciones de metano (CH4), dióxido de carbono (CO2) e hidrógeno (H2), se realizó 
mediante el uso de un cromatógrafo de gases (Thermo Trace serie 1300) equipado con TCD (detector de 
conductividad térmica), y una columna Carboxen-1010 PLOT (30 m x 0.53 mm), utilizando nitrógeno 
como gas acarreador. Las temperaturas del inyector, horno y detector de mantuvieron en 230, 160 y 230 
°C.  
Las muestras provenientes de las botellas serológicas de 60 mL fueron colectadas con un volumen de 
inyección de 100 µL con un jeringa de gases marca Sigma Aldrich. Las concentraciones fueron 
establecidas mediante los parámetros obtenidos de las ecuaciones de la recta provenientes de las curvas 
de calibración de metano, dióxido de carbono e hidrógeno. 
 
3.6.2 Electroforesis capilar 
El análisis de la presencia de ácidos grasos volátiles (ácido butírico, ácido propiónico, ácido fórmico, 
ácido láctico y ácido acético) fueron medidas mediante un sistema de electroforesis capilar marca Agilent 
1600. Las muestras fueron tomadas del sobrenadante de las botellas serológicas las cuales fueron 
centrifugadas durante 8 min a 13 000 rpm y se filtraron con una membrana de 0.22 µm y 13 mm de 
diámetro. La muestra se inyectó con una presión de 50 mbar por 4 segundos. El voltaje aplicado fue de -
30kV y la temperatura del capilar se mantuvo en 20°C. La señal se detectó a una longitud de onda de 300 
nm. El tiempo de análisis fue de 19 min. Dentro de las muestras el agua que se utilizó fue agua 
desionizada con la finalidad de evitar la interferencia de iones. Se usaron concentraciones de 100, 200, 
400, 600, 800 y 1000 ppm para realizar las curvas de calibración y posteriormente conocer las 
concentraciones de ácidos grasos volátiles. 
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Capítulo 4. Resultados y discusión 
 

4.1 Caracterización del inóculo 
La caracterización del lodo granular que se utilizó para los experimentos de la sección 3.2, 3.3, 3.4 y 3.5, 
reveló una cantidad de 9.729 g SSV/L y un pH de 7.3. Además, se obtuvo el tamaño de gránulos, el cual 
se encuentra dentro del intervalo de 1.77 mm y mayor a 5µm, el cual nos indicaría que tiene buena 
capacidad de formación de biopelícula para su posterior uso en experimentos en continuo. La actividad 
metanogénica para el lodo proveniente de casa Herradura fue de 0.3 g DQO-CH4/g VSS-d, la cual se 
encuentra dentro de lo reportado para la actividad metanogénica acetoclástica (Omil et al., 1997) y que 
abarca de 0.3-0.6 g DQO-CH4/g VSS-d. Para el análisis de la evolución de la producción acumulada de 
metano se utilizó un modelo matemático basado en la ecuación de Gompertz (Lay et al., 1997), a 
continuación, se muestra la Figura 4. 

 

Figura 4. Actividad metanogénica, volumen de metano acumulado. 

 

4.2 Pruebas de toxicidad y biodegradabilidad 

La toxicidad es la capacidad inherente de un agente químico de producir un efecto nocivo sobre los 
organismos vivos, siendo la resultante de la concentración y del tiempo de exposición, modificado por 
variables como la temperatura, formas químicas y disponibilidad (APHA, 1989). 

Los experimentos consistieron en realizar pruebas de toxicidad y biodegradabilidad de acuerdo con las 
metodologías discutidas en la sección 2.2. Durante la duración de los experimentos se monitoreó por 23 
días la producción de CO2. Se consideró tóxico a la sustancia cuya producción de CO2 era menor a la 
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cantidad producida por la respiración endógena (RE) y biodegradable a aquella donde la producción de 
CO2 era significativamente mayor que la RE. A continuación, se muestran las gráficas obtenidas. 

4.2.1 Pruebas de toxicidad y biodegradabilidad con gases (H2, CO2 y CH4) 

Las pruebas de toxicidad y biodegradabilidad se realizaron de acuerdo a lo descrito en la sección 2.2. Los 
experimentos se realizaron para analizar el efecto de H2, CO2 y CH4. Se encontró que el aceite de silicona 
no posee un efecto tóxico sobre el lodo anaerobio, ya que la producción de CO2 se mantuvo por debajo si 
se compara con el experimento control con inóculo y medio mineral, tal como se muestras en la Figura 5 
y 6. 

Además, se detectó que la presencia de metano en el sistema inhibió la producción de dióxido de 
carbono evitando de esta manera la toxicidad de la sustancia.  

 

Figura 5. Pruebas de toxicidad y biodegradabilidad para el aceite de silicona para los tratamientos T1 
(inóculo, medio mineral, 24H2:6CO2:10CH4 y fase oleosa), T2 (inóculo, medio mineral, 32H2:8CO2 y fase 
oleosa), T6 (inóculo, medio mineral y fase oleosa), T9 (inóculo, 24H2:6CO2:10CH4 y fase oleosa), y T10 
(inóculo, 32H2:8CO2 y fase oleosa). Adición de aceite de silicona 10% (v/v). 
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Figura 6. Pruebas de toxicidad y biodegradabilidad para el aceite de silicona para los tratamientos T3 
(inóculo, medio mineral, 24H2:6CO2:10CH4), T4 (inóculo, medio mineral, 32H2:8CO2), T5 (inóculo, medio 
mineral), T7 (medio mineral, 24H2:6CO2:10CH4) y T8 (medio mineral, 32H2:8CO2). Sin adición de aceite 

de silicona. 

En cuanto a la biodegradabilidad se encontró que el dióxido de carbono producido en los experimentos en 
presencia de aceite de silicona era menor o igual al experimento control de respiración endógena. Por lo 
tanto, el aceite de silicona no fue tóxico ni biodegradable para el inóculo utilizado.  

 

4.3 Determinación de coeficientes de partición 

El coeficiente de partición se calculó para hidrógeno, dióxido de carbono y metano mediante la 
metodología descrita en la Sección 2.3 En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos de los 
experimentos de partición. En el anexo A se muestran las Figuras obtenidas para cada coeficiente de 
partición.  

Tabla 11. Coeficiente de partición adimensional de H2, CO2 y CH4 en aceite de silicona y medio mineral 

(𝐻 = 𝐶𝑠
𝑔 / 𝐶𝑠𝑙). 

Gas 
*Coeficiente de 

Henry (H) en 
agua 

H en medio 
mineral 

H en aceite de 
silicona 

Relación medio 
mineral/aceite 
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H2 51,717 2,510 0,097 25,858 

CH4 28,814 1,334 0,095 14,030 

CO2 1,222 1,025 0,095 10,760 

*Compilación de coeficientes de la ley de Henry en agua (Sander, 2015). 

El aceite de silicona fue el que presentó mayor afinidad hacia los gases (coeficientes de partición más 
pequeños), ya que tiene una magnitud de 10 a 25 veces más pequeña comparada con los 
coeficientes de partición de los gases en medio mineral. Se encontró que el aceite de silicona es más 
afín a los gases en el siguiente orden, siendo aquel el compuesto que se sorbe con mayor facilidad el 
metano y dióxido de carbono con coeficientes idénticos (0.095) seguido por el hidrógeno (0.097), 
aunque como se puede ver no es significativa la diferencia de absorción de los tres gases. Los 
coeficientes de partición de los gases en medio mineral presentan la misma tendencia que el 
coeficiente de partición en agua siendo el H2 el gas menos soluble, seguido de CH4 y CO2, lo anterior 
es consistente con otros reportes encontrados en la literatura (Sander, 2015). Aunque los gases 
tuvieron una mayor solubilidad en medio mineral que en agua lo anterior muy probablemente se debió 
por la presencia de sales minerales que favorece la solubilidad. 

Los resultados indican que se espera una mayor transferencia de masa de la fase gas hacia la fase 
líquida cuando se utiliza aceite de silicona, permitiendo de esta manera contrarrestar el bajo transporte de 
hidrógeno debido a la baja solubilidad en sistemas acuosos. Ya que se pudo reducir 532 veces el umbral 
de la solubilidad de hidrógeno (51.717/0.097). 

Durante la realización de los experimentos de partición, se observó que los compuestos hidrógeno, 
dióxido de carbono y metano presentaban valores de concentración constantes en la fase gaseosa, 
después de las 72 horas, aunque se inyectaron volúmenes diferentes al sistema. Lo cual indicó que se 
alcanzó un equilibrio en la interfase gas-líquido. 

 

4.4 Aclimatación de lodo anaerobio 

Se realizó el enriquecimiento de microorganismos metanógenos hidrogenotróficos de acuerdo con lo 
establecido en la Sección 2.5. Dicha aclimatación tuvo como objetivo el crecimiento óptimo de los 
microorganismos hidrogenotróficos encargados de llevar a cabo la fijación de CO2 usando como donador 
de electrones el H2. Se añadieron gases H2:CO2 en relación 4:1, es decir, cuatro moles de hidrógeno por 
cada mol de dióxido de carbono en el espacio de cabeza de cada botella. 
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Figura 7a. Etapa uno del periodo de aclimatación, adición de 4H2:1CO2. ■ CH4 producido; ● H2 
consumido; ▲CO2 consumido. 

 

 

Figura 7b. Etapa uno de aclimatación, adición de 4H2:1CO2. Del periodo de tiempo día 65 a 97. ■ CH4 
producido; ● H2 consumido; ▲CO2 consumido. 

Como se puede observar en la Figura 7a, al inicio de la etapa de aclimatación se puede observar que se 
tuvo una producción constante de metano, debido a que se administró una baja cantidad de hidrógeno y 
dióxido de carbono, conforme transcurrió el tiempo se pudo obtener una mayor producción de metano 
debido al consumo de la materia orgánica presente en el lodo anaerobio. Después de este tiempo (día 
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45) se observó una producción constante de metano en el sistema, el cual se atribuye al consumo de los 
sustratos en la fase gas (H2 y CO2) únicamente, es decir se llegó al agotamiento del ruido endógeno. En 
la Figura 7b, se aprecia con mayor facilidad el consumo de los gases y la producción de metano en el 
interior de las botellas serológicas.  

Una vez transcurrido el tiempo de 97 días, el lavado del lodo anaerobio fue exitoso ya que se pudo 
remover el remanente de materia orgánica presente en el lodo original. De esta manera, el consumo de 
hidrógeno y dióxido de carbono se puede reconocer fácilmente, tal como se muestra en la Figura 8. 

 

Figura 8. Etapa dos del periodo de aclimatación. ● CH4 producido; ■ H2 consumido; ▲CO2 consumido. 

Posterior al lavado del lodo anaerobio, se observó la tendencia del consumo de hidrógeno y dióxido de 
carbono y por tanto un incremento en la producción de metano. Se dedujo que el periodo de aclimatación 
de 117 días fue exitoso para el enriquecimiento de los microorganismos encargados de llevar a cabo la 
biometanización, por lo que el lodo que se utilizó en experimentos posteriores muy probablemente 
contiene arqueas que son los microrganismos reportados que realizan el proceso de consumo de CO2 e 
H2. 
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4.5 Cinéticas de biometanización de una y dos fases 
Los experimentos de cinéticas de biometanización permitieron establecer la capacidad del inóculo, 
previamente aclimatado de acuerdo con las condiciones evaluadas, para la producción de biometano bajo 
los parámetros establecidos. En el primer conjunto de cinéticas se evaluó el potencial de conversión de 
hidrógeno y dióxido de carbono a biometano por el inóculo, pero en presencia de metano en el sistema, 
para conocer el papel de una composición de biogás más real en el experimento, con composiciones 
parecidas a las que normalmente se produce el biogás (62.5% CH4, 37.5% CO2), con adición de fase 
oleosa 10% (v/v) y sin adición de esta fase. Estos experimentos se realizaron junto con su control, el cual 
consiste en un experimento con medio mineral y microorganismos sin presencia de los gases, con y sin 
adición de fase oleosa según corresponda. En la segunda parte de experimentos, se evaluó la producción 
de biometano con la particularidad de tener presente en el sistema la participación de dos gases 
exclusivamente, (H2 y CO2) con adición de fase oleosa 10% (v/v) y sin fase oleosa. Así mismo, se tuvo el 
experimento control con medio mineral y microorganismos, pero sin gases, con y sin adición de fase 
oleosa, respectivamente. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Las composiciones de los 
gases utilizados en el primer conjunto de cinéticas fueron de un 25% de CH4, 15% de CO2 y 60% de H2, 
para la segunda ronda de cinéticas la composición fue de 20% de CO2 y 80% de H2, respetando la 
relación estequiométrica 4H2:1CO2. 

 

4.5.1. Cinéticas de biometanización con tres gases (hidrógeno, metano y dióxido de carbono) 
En la Figura 9, se observa la cantidad de volumen de metano producido por el sistema con la adición de 
10% (v/v) de fase oleosa. Se observó una mayor producción de metano (87%) en comparación con el 
control sin fase oleosa (Figura 10). Se logró aclimatar un consorcio capaz de llevar a cabo el proceso de 
biometanización de enriquecimiento de biogás sin ruido endógeno, como se puede observar en los 
controles sin gases, incluyendo sólo medio mineral e inóculo (Figura. 10 y 12). El experimento con fase 
oleosa y presencia de gases produjo 94 mL de CH4 mientras que el sin fase oleosa y gases presentes fue 
de 75 mL de CH4 al final de la cinética (Figura. 10). Se logró obtener una mezcla de gases con 99.64% de 
pureza de metano para el sistema con fase oleosa y gases añadidos a diferencia del sistema con gases 
añadidos y medio mineral (sin fase oleosa), el cual obtuvo una proporción de metano de 96.31%, 
encontrando que en ambos sistemas la biometanización se realizó con éxito teniendo mezcla de gases 
con metano mayores al 95% lo cual permite denominarlo biometano. 

Al comparar la producción de metano que se produjo en ambos sistemas con gases añadidos, pero con y 
sin fase oleosa añadida, se obtuvo un 20% más de metano en la cinética con fase oleosa que en la 
cinética con medio mineral (sin fase oleosa). Las velocidades de producción de metano y la composición 
del biogás se discuten más adelante.  
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Figura 9. Cinética 3 gases (H2:CO2:CH4) con fase oleosa, experimento.  

 

   

Figura 10. Cinética control con medio mineral y consorcio. 
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Figura 11. Cinética 3 gases (H2:CO2:CH4) sin fase oleosa, experimento 

  
Figura 12. Cinética control con medio mineral y consorcio 

 

4.5.2 Cinéticas de biometanización con dos gases (hidrógeno y dióxido de carbono) 
Para el caso de las cinéticas de biometanización con dos gases, en la Figura 13, se observa una 
producción mayor en un 70% en comparación con el experimento control con fase oleosa y sin gases 
(Figura 14). Se observa una buena producción de metano gracias al lodo aclimatado, estableciendo que 
los microorganismos metanógenos hidrogenotróficos encargados de la biometanización se encuentran 
presentes en el lodo, ya que la fuente de alimento de estos experimentos consiste únicamente en H2 y 
CO2, corroborándose que se suprimió el material endógeno del consorcio. Cuando se inyectan dos gases, 
el volumen de CH4 producido fue de 73 mL para el sistema con aceite de silicona y de 45 mL para el 
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sistema con medio mineral y gases presentes; es decir, el sistema con aceite produjo 38% más CH4 que 
el sistema control con medio mineral (Fig. 13 y 15). Para ver el efecto real de la adición de metano al 
sistema, es necesario substraer el CH4 inicial añadido al sistema en el volumen total producido de CH4 de 
las cinéticas con 3 gases, para el experimento con aceite el volumen producido era de 94 mL y para la 
cinética con medio mineral fue de 75 mL, y el CH4 añadido a estos experimentos fue de 10mL al inicio del 
experimento, por lo que el CH4 producido realmente en estos experimentos por la actividad biológica de 
los microorganismos hidrogenotróficos fue de 84 mL para el experimento con aceite y 3 gases (H2, CH4, 
CO2) y 65 mL para el experimento con medio mineral y 3 gases. La cantidad de metano producido en los 
experimentos de dos gases (H2 y CO2) fue de 73 mL para el experimento con aceite y gases añadidos y 
de 45 mL para el experimento sin fase oleosa y gases añadidos. Como se puede ver, este volumen real 
producido por actividad biológica del experimento 3 gases y fase oleosa es mayor al volumen producido 
cuando se inyectaron solo dos gases (H2) por lo que podemos decir que la presencia de CH4 en el 
sistema no afectó el proceso de biometanización, al contrario, la favoreció ligeramente.  

Para la etapa experimental con dos gases, se obtuvo una mezcla de gases de composición del 99.42% 
para el sistema de fase oleosa y gases añadidos y 99.4% para el sistema con gases y medio mineral. 

  

Figura 13. Cinética 2 gases (H2:CO2) con fase oleosa, experimento. 
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Figura 14. Cinética control con medio mineral y consorcio . 

En el caso de los experimentos realizados con la adición de gases, pero sin contener aceite de silicona en 
el sistema, se obtuvo que la mayor producción de metano fue de 66% mayor a la obtenida por su control 
sin aceite de silicona. Aunque se encontró 52% por debajo de la producción máxima de metano obtenida 
para este sistema que fue de 94 mL (3 gases y fase oleosa). 

  

Figura 15. Cinética 2 gases (H2:CO2) sin fase oleosa, experimento 
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Figura 16. Cinética control con medio mineral y consorcio. 

En la Tabla 12, se muestran las velocidades máximas de producción de metano, las cuales fueron 
obtenidas mediante la aplicación del modelo matemático de Gompertz para ajustar los datos 
experimentales de la producción de CH4 con el objetivo de obtener los parámetros del modelo A y K. Los 
cuáles permitirán predecir las velocidades de producción de metano. 
  
Tabla 12. Velocidades máximas de producción de metano. 

Experimento, Biometanización 
Velocidad de producción de CH4 (mL L -1 d -1)  

Con Fase oleosa Sin fase oleosa 

3 gases H2, CH4, CO2 174.26r 148.81 

Control sin adición de gases 23.42 17.54 

2 gases H2, CO2 160.20 104.82 

Control sin adición de gases 48.41 32.44 

 
 
Para el caso de las cinéticas de biometanización de gases H2, CH4, CO2 el uso de la fase oleosa (aceite 
de silicona) aumenta 15% la velocidad de producción de metano en comparación con los experimentos 
compuestos con medio mineral únicamente, lo anterior debido a que el aceite de silicona aumenta la 
transferencia de masa del gas hidrógeno, metano y dióxido de carbono a la fase líquida donde se 
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encuentran los microorganismos, lo cual se comprobó a través del coeficiente de reparto de los gases en 
aceite.  
En el caso de las cinéticas con dos gases (H2 y CO2) aumenta 34% la cantidad de volumen producido en 
comparación con su control, por lo que la adición de fase oleosa en ambos experimentos fue satisfactoria 
encontrando resultados superiores a sus controles compuestos de medio mineral e inóculo.  
 
Tabla 13. Velocidades de producción de procesos de biometanización ex situ reportados. 

Metano producido 
 (mL L-1 d-1) 

Composición de 
metano (%) 

Proceso de biometanización 
ex situ 

4 100  97.1 (Kim et al., 2013) 

40 96 (Bassani et al., 2017b) 

100 89 (Bassani et al., 2015) 

6 350 90 (Alitalo et al., 2015) 

38 000 44 (Dupnock & Deshusses, 2017) 

460 85-88 (Guneratnam et al., 2017) 

2 520 
96 (Rachbauer, Voitl, Bochmann, 

& Fuchs, 2016b) 

5 300 95 (Luo & Angelidaki, 2012) 

174 99.96 Este estudio 

 
Las velocidades de producción de estudios anteriormente reportados se encuentran por encima de los 
obtenidos atribuyéndosele principalmente a que fueron usados procesos en continuo no en lote, a los 
volúmenes o cargas que se alimentaron al reactor, tamaño de reactor, concentración de biomasa, por 
mencionar algunos (Tabla 13). Sin embargo, la composición de metano del sistema es mayor a los ya 
reportados, encontrándose que el sistema de dos fases posee una composición del 99.64% de metano, 
por lo que el uso de fase oleosa en reactores favorece la composición de CH4 en la corriente de biogás. 
La aplicación de sistemas de dos fases a escalas de laboratorio mayores y en continuo muy 
probablemente arroje velocidades de producción de metano mayores, lo cual sería un tema de 
investigación en el cual se puede profundizar más adelante. Sin embargo, los datos obtenidos en este 
trabajo con volúmenes de trabajo de 20 mL en botellas serológicas de 60 mL nos indican una buena 
composición de metano, mayores a los reportados en estudios previos, aunque a velocidades menores. 
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Tabla 14. Composición de metano en el biogás producido. 

Experimento, Biometanización 
Proporción de metano (% v/v) 

Con Fase oleosa Sin fase oleosa 

3 gases H2, CH4, CO2 99.64 44.49 

Control sin adición de gases 96.31 48.79 

2 gases H2, CO2 99.42 60.05 

Control sin adición de gases 99.44 63.51 

 
La composición de metano en el gas generado en los experimentos en lote se encuentran enlistadas en 
la Tabla 14. Se obtuvieron proporciones de CH4 en la mezcla de arriba de 96% para los experimentos con 
dos fases y en experimentos de una fase arriba de 44%, lo cual indican que el lodo anaerobio utilizado 
tuvo una satisfactoria aclimatación y enriquecimiento de microorganismos, por lo que el sistema fue capaz 
de producir biometano. Existen muy poca diferencia entre las composiciones de metano de los 
experimentos con aceite para dos y tres gases por lo que la adición de metano al sistema no interfiere 
con la biometanización, ya que como se ha demostrado la fase oleosa sorbe al hidrógeno, aunque una 
parte también es metano. Sin embargo, a pesar de sorber ambos gases no interfiere en la producción de 
metano, muy probablemente porque la capacidad de sorción de gases de la fase oleosa no ha alcanzado 
la saturación bajo las condiciones de concentraciones o proporciones de gases utilizadas. En el caso de 
los experimentos de una fase es claro que la composición de CH4 en el experimento fue menor que 
cuando se usan sistemas bifásicos, comprobando así que el uso de sistemas bifásicos no solo favoreció 
la velocidad de producción de metano sino también su composición. 
 
Al término de las cinéticas, se cuantificó la cantidad de metano sorbido en la fase oleosa, al calentar el 
sobrenadante hasta una temperatura de seguridad de 50°C para facilitar la desorción de metano, 
encontrándose con los parámetros descritos en la Tabla 15. Por lo que el sistema con tres gases y fase 
oleosa aumentaría en un 23% la producción de metano si consideramos el porcentaje de CH4 sorbido en 
la fase oleosa al final de cada experimento. 
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Tabla 15. Contenido de metano en la fase oleosa 

Experimento, 
Biometanización 

Contenido de metano 

Volumen acumulado (mL) con 
adición de metano sorbido en la fase 

oleosa 
Volumen en fase oleosa (mL) 

3 gases H2, CH4, CO2 103.71 9.71 

2 gases H2, CO2 80.08 7.09 

 
Como se mencionó en la Sección 4.5.2, la participación real del metano en el sistema se puede observar 
si el metano que se añadió al inicio es sustraído para conocer el efecto real de este gas en el sistema 
donde se determinó que la presencia de metano en el sistema no afecta la biometanización ya que en el 
sistema de 3 gases y fase oleosa se obtuvieron 84 mL y para el caso de 2 gases con aceite de 73 mL. 
 
Al comparar las cantidades de metano producidas tomando en cuenta el metano añadido al inicio de la 
experimentación y el metano sorbido en la fase oleosa, se obtuvo que para el experimento con fase 
oleosa y 3 gases se tuvo una cantidad de metano producido de 103.71 mL de metano con proporción de 
99.68% y para el caso de 2 gases y aceite se obtuvieron 80.08 mL con proporción de 99.47% lo cual 
indica que la presencia de metano y la porción que se sorbe en el aceite de silicona no interfiere con la 
biometanización, es decir, no perjudica la transferencia de masa del gas hidrógeno de la fase gas a la 
fase líquida. 
 
De acuerdo a la metodología descrita en la Sección 3.6.2 para la cuantificación de ácidos grasos volátiles, 
no se encontró presencia de estos compuestos, por lo que se corrobora una vez más, el éxito del proceso 
de aclimatación del lodo anaerobio, además se deduce que no existe ninguna otra reacción diferente al 
proceso de biometanización. 
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Capítulo 5. Conclusiones y perspectivas 
5.1 Conclusiones 
El proceso de biometanización ex situ estudiado en esta tesis, genera una buena base para el 
conocimiento y entendimiento de la investigación del enriquecimiento de biogás gracias a los resultados 
obtenidos de producción de metano. 

En base a los parámetros de toxicidad y biodegradabilidad, se seleccionó el aceite de silicona por ser la 
fase no tóxica ni biodegradable para los microorganismos, a diferencia de hexadecano que no reunió la 
característica de ser no tóxica.  

Los estudios realizados para conocer los coeficientes de partición de los gases (hidrógeno, dióxido de 
carbono y metano) demostraron que el aceite de silicona posee una buena capacidad de sorber 
hidrógeno lo que facilitó el transporte de masa de la fase gas a la fase líquida, donde los microorganismos 
toman el compuesto de acuerdo a las necesidades de consumo. De esta manera, el aceite de silicona 
sirvió como un vector de transferencia de masa de hidrógeno a los microorganismos aminorando uno de 
los cuellos de botella principales durante el enriquecimiento de biogás por conversión de CO2 e H2 a CH4.  

Las etapas por las cuales se hizo pasar el inóculo anaerobio con la finalidad de enriquecer la población 
de arqueas metanógenas hidrogenotróficas fue favorable, encontrándose una buena relación de consumo 
de hidrógeno y dióxido de carbono con la producción de metano. También, el lavado de lodo anaerobio 
que se realizó con el fin de retirar materia orgánica remanente fue satisfactorio, obteniendo una 
producción de metano constante atribuida al proceso de biometanización de los microrganismos 
presentes y no a la producción de metano mediante la degradación de materia orgánica presente en el 
sistema, es decir pudo ser eliminado el ruido endógeno. 

Los resultados obtenidos en este estudio confirmaron que el uso de fases oleosas presenta ventajas 
durante el proceso de enriquecimiento de biogás, las velocidades de producción de metano fueron 7 y 3 
veces mayores que sus controles en los que no se usó fase oleosa para ambos casos, cuando se usan 3 
y 2 gases, respectivamente.  

La presencia de metano en el sistema, para el caso de cinéticas de biometanización con gases 
24H2:6CO2:10 mL CH4 permite obtener la máxima cantidad de volumen acumulado (103.71 mL). Ya que 
la cantidad de metano absorbido en la fase oleosa no intervino en la transferencia de masa del gas 
hidrógeno, encontrándose que la fase oleosa puede ser utilizada para procesos de biometanización con 
la particularidad de contar con tres o dos gases en el sistema. 
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5.2 Perspectivas 
Estudiar el efecto de la agitación en el sistema de biometanización a 200 y 300 rpm, además de conocer 
cuál es el efecto que se genera en la producción de biometano al variar la cantidad (%v/v) que se añade 
al sistema de fase oleosa. 

Realizar experimentos sacrificables para medir la cantidad de gases sorbidos en la fase oleosa 
diariamente y así calcular la cantidad de los mismos en la fase oleosa. 

Variar la composición del biogás que es inyectado en las botellas para conocer el comportamiento del 
sistema de dos fases, ya que la composición de biogás es independiente a cada proceso; es decir, la 
composición de biogás varía conforme la materia orgánica que es utilizada en el digestor anaerobio, el 
tipo de reactor de utilizado, etc., y de esta manera acercar los experimentos de biometanización a la 
realidad. 

Realizar experimentos de enriquecimiento de biogás en continuo, alimentado constantemente con una 
mezcla de gases hidrógeno, metano y dióxido de carbono, con la adición de fase oleosa y en 
composiciones variadas de la corriente de biogás. 
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Anexos 
Anexo A, Curvas de calibración para cada gas (hidrógeno, metano y dióxido de carbono). 

 

Figura A1. Curva de calibración de hidrógeno (GC) Y=2354.3x+0.0109. R2=0.993 

 

 

Figura A2. Curva de calibración de metano (GC) Y=2988x-0.0519. R2=0.974 
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Figura A3. Curva de calibración de dióxido de carbono (GC) Y=1075x+0.0463. R2=0.9903 
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Anexo B, Coeficientes de partición de hidrógeno, metano y dióxido de carbono en aceite de 
silicona y medio mineral. 

Coeficiente de partición en fase oleosa y medio mineral de hidrógeno. 

 

Curvas de los experimentos para obtener el coeficiente del partición de hidrógeno. Para medio mineral 
Y=0.09653x; R2:99.4 y Aceite de silicona Y=2.40688x; R2: 94.8. 

 

Coeficiente de partición en fase oleosa y medio mineral de metano. 

 

Curvas de los experimentos para obtener el coeficiente del partición de metano. Para medio mineral 
Y=0.09354x; R2:98.4 y Aceite de silicona Y=1.28933x; R2:96.6. 
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Coeficiente de partición en fase oleosa y medio mineral de dióxido de carbono.  

 

Curvas de los experimentos para obtener el coeficiente del partición de dióxido de carbono. Para medio 
mineral Y=0.09474x; R2:99.4 y Aceite de silicona Y=1.0199x; R2: 99.5. 

 

Cálculos de coeficientes de partición 

A continuación, se enlistan los cálculos para la determinación de los coeficientes de partición de cada 
gas. A partir de los datos obtenidos en el cromatógrafo de gases, se calcularon mediante el uso de las 
ecuaciones de las curvas de calibración, los moles obtenidos para cada muestra. 

   𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏        Ec. (B1) 

Donde: 

y= Área bajo la curva 

m=pendiente 

x=concentración, mol 

b=intercepto 

Si a partir de la ecuación B1, obtenemos los moles; 

   𝑥 = 𝑦−𝑏
𝑚

        Ec. (B2) 

Para obtener la concentración de solvente en la fase gaseosa, (g/m3); se utilizan los moles obtenidos una 
vez alcanzado el equilibrio.   
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   𝐶𝑠
𝑔 =  𝑚𝑜𝑙∗𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑎𝑟

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑎𝑐𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑏𝑒𝑧𝑎
     Ec. (B3) 

Donde el volumen utilizado en aceite de silicona es de 0.52 L y para medio mineral de 0.042 L. 

Para conocer la concentración de solvente en la fase líquida, (g/m3); se utilizan los moles de la diferencia 
de moles iniciales con los obtenidos una vez alcanzado el equilibrio. 

   𝐶𝑠𝑙 =  
𝑚𝑜𝑙∗𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑎𝑟
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙í𝑞𝑢𝑖𝑑𝑜

       Ec. (B4) 

Donde el volumen utilizado para los cálculos de coeficientes de partición en medio mineral es 0.018L y en 
aceite de silicona es 0.002L. 
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