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VI Resumen y Abstract

Resumen

Estudio de la produccién de biohidrogeno por fermentacion oscura usando pulpa
de platano (Musa paradisiaca) y cascara pretratada en medio alcalino, asistido por

ultrasonido

La produccion de hidrégeno por fermentacion oscura (FO) a partir de residuos agroindustriales
constituye una fuente de energia alternativa y sostenible. En el Laboratorio de Mecanizacion
Agricola de la Universidad Nacional de Colombia, se desarroll6 un proceso para la produccion de
hidrégeno por FO a partir de biomasa. Se evaluaron los efectos de la carga organica, pH y
pretratamiento con NaOH y ultrasonido sobre la produccion de H: a partir de residuos de platano de
Arauca. Para ello, se utilizdé un biorreactor de 20 litros modo batch, segun un disefio experimental
de composicion central, en condiciones mesdfilas, sin indculo y sin esterilizar el sustrato. Las
variables de respuesta produccion maxima diaria de hidrégeno (MDP), el contenido maximo de
hidrégeno en el gas (MHC) y la producciéon acumulada (CHP) mostraron un ajuste aceptable a los
modelos polinomiales de segundo orden. De acuerdo a un analisis de varianza (ANOVA) los
modelos fueron significativos y fue posible optimizar las variables de respuesta. Se obtuvo un
rendimiento de 1.16 mol Hz/mol hexosa y una productividad maxima de 5 LH2 d™, a partir de residuos
de platano sin tratamiento a pH 5,5 y 6, con demanda quimica de oxigeno (DQO) sobre 60.000
mgO: L". En dos ensayos no hubo generacion de Hz, uno de ellos con la menor DQO; 31.716 mgO:2
L' sin tratamiento a pH 6 y el otro con 80.000 mgO2 L™ con tratamiento base a pH 6,5. Se concluyo
que es posible producir H2 en un proceso fermentativo controlado, usando residuos de platano de
Arauca, sin efecto del pretratamiento a la cascara.

Palabras clave: Hidrogeno; Residuos organicos; Fermentacién; Biomasa lignocelulésica;

Pretratamiento; Platano.
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Abstract

Study of biohydrogen production by dark fermentation using plantain (Musa

paradisiaca) pulp and pretreated peel in alkaline medium, assisted by ultrasound

The production of hydrogen by dark fermentation (DF) from agroindustrial waste is an alternative
and sustainable energy source. At the Agricultural Mechanization Laboratory of the National
University of Colombia, a process for the production of hydrogen by DF from biomass was
developed. The effects of organic load, pH, and pretreatment with NaOH and ultrasound on H:2
production from plantain residues from Arauca were evaluated. For this purpose, a 20-liter batch
bioreactor was used, according to a central composition experimental design, under mesophilic
conditions, without inoculum and without sterilizing the substrate. The response variables maximum
daily hydrogen production (MDP), maximum hydrogen content in gas (MHC), and cumulative
production (CHP) showed an acceptable fit to the second-order polynomial models. According to an
analysis of variance (ANOVA), the models were significant, and it was possible to optimize the
response variables. A yield of 1.16 mol Hz/mol hexose and a maximum productivity of 5 LH> d*' were
obtained from untreated plantain waste at pH 5.5 and 6, with chemical oxygen demand (COD) over
60,000 mgO2 L. In two trials, there was no Hz generation, one of which had the lowest COD: 31,716
mg Oz L' without treatment at pH 6, and the other with 80,000 mg O2 L™ with base treatment at pH
6.5. It was concluded that it is possible to produce Hz in a controlled fermentation process, using

plantain residues from Arauca, without the effect of pre-treatment of the peel.

Palabras clave: Hydrogen; Production; Organic wastes; Fermentation; Lignocellulosic Biomass;

Pretreatments; Plantain.
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Introduccion

La busqueda de recursos energéticos sostenibles ha cobrado gran relevancia en la
investigacion actual. La posibilidad de reemplazar los combustibles fésiles por energias
alternas mas limpias, representa una solucion prometedora para mitigar los efectos del

cambio climatico (Moustakas et al., 2020; Akram et al., 2024).

Los microorganismos juegan un rol importante en este propésito, ya que han demostrado
un notable potencial para transformar materia organica en energia. Un proceso
biotecnolégico relevante es la fermentacién oscura (FO), mediante el cual distintos grupos
de microorganismos convierten azucares simples en biohidrogeno, acidos organicos
volatiles y dioxido de carbono (CO2) (Dzulkarnain et al., 2022). Entre estos productos, el
biohidrogeno destaca por su alto contenido energético (120 MJ kg'), triplicando la
eficiencia de los combustibles de hidrocarburos. Ademas, es un combustible limpio y libre

de carbono, cuyo subproducto es exclusivamente agua (Zhang et al., 2020).

Uno de los principales desafios en la produccion de biohidrogeno mediante FO es su bajo
rendimiento. Sin embargo, esta limitacién podria minimizarse al emplear residuos
organicos complejos de alta disponibilidad como sustratos, particularmente la biomasa
lignocelulésica. Por ejemplo, cuando los residuos agricolas son sometidos a

pretratamientos que degradan la lignina, pueden liberar monédmeros simples, haciéndolos
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mas accesibles para la produccién de bioenergia (Bhatia et al., 2021; Saravanan et al.,
2021; Ananthi et al., 2022). Esta capacidad para aprovechar diversos sustratos convierte
a la FO en una estrategia sustentable que combina el tratamiento de desechos con la

generacion de energia limpia (Dzulkarnain et al., 2022).

Por otro lado, el departamento de Arauca es la region de mayor produccion de platano en
Colombia, para el afio 2023 se produjeron 840.000 ton. (AGRONET, 2023). De la biomasa
residual generada en el cultivo, aproximadamente un 50% se reincorpora al suelo como
enmienda, un 7% se destina a la alimentacién animal, un 5% a la fertilizacién y el 38%
restante queda sin aprovechamiento (Duran, 2020). Esto representé aproximadamente
319.200 toneladas de biomasa de platano residual. Este material de descarte promueve la
acumulacion de desechos constituyendo una amenaza ambiental y sanitaria (Collazos &
Pinzon, 2022). Esta realidad inicialmente negativa, representa una oportunidad para
generar energia a partir de la biomasa agroindustrial de los residuos del platano, como
fuente de energia abundante. Ademas, dado el potencial de los microorganismos para
transformar materia organica mediante FO, los residuos del platano surgen como un
sustrato viable para la produccién de biohidrogeno (Martinez-Trujillo et al., 2020; Baruah
et al., 2022). Si estos residuos son sometidos a pretratamientos eficaces para degradar la
lignina presente en la cascara, se podria aprovechar tanto el contenido de azucares del
fruto como los carbohidratos simples liberados de la cascara (Singhania et al., 2022). Asi,
se podria implementar una estrategia sostenible para la agroindustria platanera en Arauca,
mitigando la problematica ambiental y generando un combustible renovable. El
biohidrégeno podria convertirse en una fuente de energia renovable complementaria al
Sistema Interconectado Nacional (SIN), especialmente en zonas rurales no

interconectadas del departamento.
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Entre los métodos de pretratamiento, se ha considerado ampliamente el pretratamiento
alcalino con NaOH segun la eficacia obtenida en trabajos de investigacion anteriores,
utilizando residuos agroindustriales (Pereira et al., 2021; Muharja et al., 2021; Areepak et
al., 2022; Kininge & Gogate, 2022). Adicionalmente, se ha sugerido incorporar un
tratamiento con ultrasonido para potencializar el efecto de delignificaciéon de la materia en
residuos agroindustriales de papel periddico, cascara de banana y naranja (Subhedar et
al., 2018; Utekar et al., 2021; Dutta et al., 2023). Por lo tanto, para ampliar la oferta de
sustratos aptos para la produccion de biohidrégeno, se hace necesario pretratar los
residuos lignoceluldsicos agroindustriales del platano, a fin de consolidar un método
eficiente para la produccion de biocombustible que, a su vez, podria generar un impacto
ambiental positivo en el departamento de Arauca (Abraham et al., 2020). A nivel nacional
se ha establecido la Hoja de Ruta del Hidrogeno, una politica del gobierno colombiano al
apoyo de implementar H» de bajas emisiones como combustible, segun los objetivos del
Acuerdo de Paris del 2015 como parte de la transicion energética hacia fuentes mas

limpias y sostenibles (Ministerio de Minas y Energia de Colombia, 2021).

En el Laboratorio de Mecanizacion Agricola del departamento de Ingenieria Agricola y
Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia, se demostré la produccién de
biohidrogeno a partir de residuos de frutas y vegetales, los resultados mostraron un 42,4%
de hidrégeno en el gas (Cano & Moreno, 2019). En trabajos continuados en la misma
institucién, se desarroll6 un proceso biotecnoldogico para la produccién bioldgica de
hidrégeno por fermentacion oscura, tomando como sustratos diferentes residuos organicos
(Moreno & Cano, 2019). En este sentido, se adelanto la presente investigacion tomando
como base dicho proceso biotecnoldgico y empleando como sustrato residuos de platano

pretratados provenientes del departamento de Arauca. Por tanto, se formulé la siguiente
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pregunta de investigacién: ;Someter a los residuos de platano como sustrato a un
pretratamiento basico y ultrasonido, incide en la produccion de biohidrégeno durante la
fermentacion oscura? Este trabajo constituye el primer analisis en el que se evalua el
efecto del pretratamiento alcalino, asistido por ultrasonido, en los residuos lignoceluldsicos
y de la pulpa del platano de Arauca; sumado a las condiciones operativas puntuales de un

biorreactor, en la busqueda de la produccion de biohidrogeno por fermentacién oscura.

Tomados en conjunto los resultados, se concluyd que es posible producir Hz en un proceso
fermentativo controlado, usando residuos de platano de Arauca, sin efecto del
pretratamiento a la cascara. Con la investigacion se espera contribuir al objetivo de aportar
informacion cientifica confiable y representativa en torno a la produccién de biohidrégeno
como proceso alternativo energético eco-amigable y una posible fuente de valoracion de

residuos.
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1. OBJETIVOS DEL PROYECTO

GENERAL

Evaluar el pretratamiento alcalino e irradiado con ultrasonido a los residuos de platano en la

produccion de biohidrégeno por fermentacion oscura.

ESPECIFICOS

= Cuantificar la delignificacion de las cascaras de platano usando un

pretratamiento con NaOH y ultrasonido.

. Identificar las bacterias presentes en el sustrato y definir el inéculo para la
fermentacion.
= Evaluar el pretratamiento alcalino asistido con ultrasonido a la cascara de

platano del departamento de Arauca en la produccion de biohidrégeno

sometido a cambios de pH y carga organica.
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2. Revision de literatura

El agotamiento de los combustibles y los problemas ambientales asociados, como el
calentamiento global, han impulsado la busqueda de fuentes de energia alternativas y
sostenibles. En la actualidad, el biohidrégeno apuesta a convertirse en una de las opciones
mas atractivas debido a su alto rendimiento energético y caracteristicas no contaminantes
durante la combustion (Sriyod et al., 2021; Li et al., 2022). Con el fin de mantener viable la
produccion de biohidrégeno, es necesario utilizar materias primas abundantes, de bajo
costo y ambientalmente amigables. Bajo esta mirada, en la ultima década las
investigaciones sobre bioenergia a partir de biomasa han ganado popularidad, de modo
que los residuos organicos procedentes de la industria y la agricultura no solo se han
utilizado para generar bioenergia, sino que también han contribuido a la biorremediacion

(Bhatia et al., 2021; Patel et al., 2021; Saravanan et al., 2021).

2.1. Cultivo de Platano en Arauca

La actividad agricola constituye uno de los tres pilares que ha sostenido la economia de
Arauca, los reportes mas recientes muestran un aporte del 30% del PIB. También es el
principal departamento productor de platano, un fruto proveniente de la Musa paradisiaca

(Zingiberales: Musaceae), una palma de la selva africana tropical (Suarez, 2021). Segun
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los registros del Minagricultura, el cultivo del platano en Arauca cuenta con una
participacion en area cosechada del 18%, con mas de 36.000 hectareas, un rendimiento
de 23,4 ton ha' y una produccion anual que superd las 840.000 ton, para el afio 2023
(figura 2-1) (AGRONET, 2023). En esta region, la variedad predominante de platano es el
Harton, un fruto robusto y de cascara gruesa y resistente. Esta realidad constituye 60.000
empleos directos, alrededor de 15.000 familias campesinas que dependen
economicamente de esta actividad agricola, siendo el platano el cultivo de tradicién con
mas de 50 afios de historia y de relevancia socioecondémica en la region Araucana (Red

de Informacion y Comunicacion del Sector Agropecuario de Colombia, 2022).
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VALLE DEL CAUCA
TOLIMA
SANTANDER
RISARALDA
QUINDIO
NARINO
META
HUILA
CORDOBA
CHOCO
CAUCA
CAQUETA
CALDAS
ARAUCA

ANTIOQUIA

Area sembrada y produccion de platano 2023

337.616,07
29.886,08

182.878,70
23.757,50

108.276,21
12.318,65

186.500,30
17.344,66

263.380,45
26.169,02

206.828,60
24.578,00

493.960,97
26.737,47

215.972,40
31.278,40

259.977,45
25.643,50

119.680,15
17.245,50

105.657,41
11.019,62

88.143,00
15.281,00

280.202,00
24.433,30

36.214,80

399.173,61
48.500,40

Produccién (ton) B Area (ha)

847.514,20

Figura 2-1. Produccion de platano en Colombia por area sembrada. Tomado de Red de

Informacion y Comunicacion del Sector Agropecuario de Colombia (2023).

Desafortunadamente, la alta produccién de platano, especialmente del departamento de

Arauca, ha traido consigo la deposicion de enormes cantidades de desechos durante la

cosecha y postcosecha. Esta realidad ha constituido una amenaza para la regién en temas

de medio ambiente y salud publica (Collazos & Pinzén, 2022). Se considera que, de los
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residuos de la cosecha de platano, un 50% se puede dejar en el campo para enmienda del
suelo o recirculacion de nutrientes, 7% se utiliza para alimento de animales, 5% para

fertilizacion, y al 38% restante no se le da ningun uso (Duran, 2020).

Con el avance en los procesos de investigacién en la ultima década que involucran
procesos de bioconversion, se ha abierto la posibilidad de la implementacion de la biomasa
organica residual de los procesos agroindustriales, para la produccién de biocombustibles

tales como el biohidrégeno.

2.2. Produccion de biohidrégeno

A diferencia de la produccion comercial de hidrégeno, el cual es generado principalmente
a partir de combustibles fésiles y electrdlisis del agua, el biohidrogeno es producido
naturalmente por bacterias acidogénicas durante la fermentacion, a partir de biomasa
renovable tal como: residuos agricolas y alimentarios, lodos de depuradora y aguas

residuales (Mohan et al., 2019; Cheng et al., 2022).

La fotofermentacion y la fermentacion oscura son los métodos mas estudiados para la
produccion de biohidrégeno a partir de biomasa. Entre estas dos técnicas, la fermentacion
oscura tiene tasas de produccién altas y la ventaja de no requerir una fuente de luz.
Adicionalmente, es posible utilizar una amplia gama de desechos organicos como materia

prima, los cuales son sustratos biodegradables y abundantes (Dzulkarnain et al., 2022).
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2.3. Fermentacion oscura

La fermentacidn oscura es un proceso bioldgico de descomposicién mediado por grupos
de microorganismos anaerobios estrictos o facultativos como: Enterobacter, Bacillus y
Clostridium. Estas bacterias tienen la facultad de convertir la materia organica en
hidrégeno, por la accidon de la enzima hidrogenasa. En este proceso los mondmeros
organicos solubles de azucares y aminoacidos son degradados en ausencia de luz, para
producir alcoholes, aldehidos, acidos grasos volatiles, acetato y CO, (Sarangi & Nanda,
2020; Dzulkarnain et al., 2022). La enzima cataliza la reduccion de protones y la oxidacion
de los donantes de electrones. En este proceso el rendimiento tedrico de hidrogeno no
supera las 4 moles por mol de hexosa, lo cual constituye un rendimiento maximo del 33%

(Kumar et al., 2019).

La produccién de biohidrogeno recientemente ha utilizado materias primas organicas
como: residuos de arroz, cascara de papa, remolacha y rastrojo de maiz, entre otros
cultivos ricos en hidratos de carbono en forma de azucares simples (Awogbemi et al., 2022;

Gupte et al., 2022).

Otros trabajos reportan el uso de residuos de banano para la produccién de biohidréogeno
por su contenido de azucares (Lara et al., 2020; Ahmad et al., 2022). Ello contrasta con los
pocos antecedentes en el uso de residuos de platano, a pesar de las caracteristicas
compartidas entre ambos frutos. Posiblemente sea por la fuerte capa lignocelulosa del
platano y no tan presente en el banano; es en este sentido, que un pretratamiento alcalino
y potencializado con ultrasonido aplicado a los residuos de platano, contribuiria a mejorar

los rendimientos en la generacion de hidrégeno.
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2.4. Factores clave en la producciéon de biohidréogeno

En cuanto a la optimizacién de la produccion de H,, durante la fermentacién oscura,
variables como el pH y la temperatura influyen notoriamente en el mantenimiento de las
condiciones ideales para el crecimiento y la actividad de las bacterias productoras de
hidrégeno. Puntualmente, la enzima hidrogenasa juega un papel significativo como
responsable de la transformacion de la materia prima. Al ser esta una proteina esta sujeta
a factores tales como: Temperatura, pH, relacion indculo/ sustrato, agitacion, cofactores,
micronutrientes (hierro, magnesio, zinc y sodio), acidos grasos volatiles, tipo de sustrato y
pre-tratamiento del sustrato (Moreno & Zapata., 2019; Saravanan et al., 2021; Ananthi et

al., 2022).

En el Laboratorio de Mecanizaciéon Agricola del departamento de Ingenieria Agricola y
Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia, se demostré la produccion de
biohidrégeno a partir de un proceso controlado de fermentacion oscura de tres etapas,
tomando como sustrato residuos de frutas, vegetales y mucilago de café sin esterilizar
(Moreno, 2016). En la primera etapa se trituré el sustrato solido y se mezcl6 con agua del
grifo, posteriormente, en la segunda etapa, se dejo el medio en reposo para una
acidificacion lactica, y en la tercera se llevd a cabo la ruta glucolitica en condiciones
controladas de pH y temperatura, para producir butirato y acetato en el proceso, a partir

del acido lactico. El proceso citado se representa en la Figura 2-2.
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Etapa 1 Etapa2 Etapa 3

Clostridium ssp

[————— — — = — — — Glucosa H; H,
: Enterobacter ssp
| 2 I
I
| 2 Piruvato 2 Lactato 2 Acetato
I
I Valor Tedrioo l l
I
- 4H: 2 Acetil - CoA 2C0; 2 Butirato

Valor Experimantal l

_—————— === |

I 1-2 mol H; | 2 Acetato 2 Etanol H;

e o - o - —

Hz

Figura 2-2. Ruta glucolitica para la sintesis de H» por fermentacién oscura. (Editado a partir

Moreno, 2016).

Adicionalmente, la eficiencia en la degradacion de la biomasa depende de la composicién
quimica del material lignocelulésico del sustrato. En sintesis, la materia organica usada
como materia prima, se compone de biopolimeros que actian como barrera para la accion

enzimatica de las bacterias (Sarangi & Nanda, 2020; Bhatia et al., 2021).

2.5. Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica se constituye como la materia prima mas abundante. Esta
presente en la materia organica constituida generalmente por 35-50% de celulosa, 20-35%

de hemicelulosa y 15-20% de lignina (Ashokkumar et al., 2024). La celulosa forma la parte
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central de la lignocelulosa, que esta delimitada por una matriz de hemicelulosa y una capa
exterior de lignina. Esta biomasa constitutiva en los vegetales, es la responsable de conferir
una estructura rigida a la materia, por ejemplo, los residuos agroindustriales. Por lo tanto,
bajo el enfoque de aprovechamiento de estos residuos en la generacion de
biocombustibles y otros subproductos valiosos, es necesario un tratamiento previo que
libere los azucares fermentables durante la etapa de digestion (Bhatia et al., 2021; Singh

etal., 2021).

2.6. Pretratamiento de la biomasa lignocelulésica

La mayor dificultad con el sustrato lignocelulésico es la correcta digestiéon de la biomasa
durante el proceso anaerobico, debido a la naturaleza compleja y recalcitrante de la
materia prima (Bhatia et al., 2021). La inclusion de una etapa de pretratamiento en los
procesos de digestion anaerdbica es necesaria, con el fin de lograr la descomposicién de
las estructuras complejas de la biomasa, aumentar la superficie de acceso y lograr una
interaccién eficaz entre las enzimas de los microbios y el sustrato (Abraham et al., 2020).
Para lograrlo, en la actualidad han sido evaluados métodos fisicos, quimicos y biologicos.
No obstante, cualquiera de estos pretratamientos presenta ventajas como limitaciones
técnicas, energéticas, econdmicas y ambientales (Areepak et al., 2022; Rawat et al., 2023).
Por consiguiente, es importante llegar a un método eficaz para pretratar la biomasa,

ademas de disminuir la generacion de residuos.

La cascara del platano, por ejemplo, estd compuesta de lignocelulosa delimitada por una
matriz de hemicelulosa y una capa exterior de lignina, siendo esta ultima la mas dificil de

degradar (tabla 2-1). Por tal motivo, es necesario un pretratamiento de la cascara para su
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utilizacion como sustrato en la fermentacion oscura, que conlleva a la produccién de
biohidrégeno. Entre los métodos de pretratamiento, se ha considerado ampliamente el
pretratamiento alcalino con NaOH segun la eficacia obtenida en trabajos de investigacion
anteriores. Su método de trabajo consiste en disociacion entre la hemicelulosa y la lignina
a través de la ruptura de los enlaces éster (Cheng et al., 2022). De esta manera, se han
utilizado residuos agroindustriales e incluso restos de banana (Pereira et al., 2021; Muharja
et al., 2021; Areepak et al., 2022; Kininge & Gogate, 2022). Adicionalmente a este método
de pretratamiento de la biomasa, se ha sugerido incorporar un tratamiento con ultrasonido
para potencializar el efecto de delignificacion de la materia. En este sentido, ha sido posible
obtener buenos resultados de hidrdlisis utilizando el tratamiento alcalino, asistido con
ultrasonido en residuos agroindustriales de papel periédico, cascara de banana y naranja

(Subhedar et al., 2018; Utekar et al., 2021; Dutta et al., 2023).

Tabla 2-1. Contenidos de la biomasa lignoceluldsica de partes del platano (Editado a partir

de Zaini et al., 2023).

Fraccion lignoceluldsica, % Hojas Cascara Raquis Pseudotallo
Hemicelulosa 34,30 2,50 9,80 4,50
Celulosa 43,34 12,20 26,20 29,50
Lignina 15,00 18,40 8,60 7,40

Carbohidratos - 59,50 -76,50 35,89 46,58
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3. Metodologia

El proyecto se ejecuté en el Laboratorio de Mecanizacién Agricola y el Laboratorio de
Procesos Agricolas del departamento de Ingenieria Agricola y Alimentos de la Universidad
Nacional (UNAL), sede Medellin. Bajo la cooperacién de la red de fincas dedicadas a la
produccion y comercializacion de platano variedad hartén en el municipio de Arauca y sus
alrededores. Este trabajo se llevé a cabo en cuatro (4) etapas: Pretratamiento de la

biomasa, aislamiento del inéculo, digestion anaerobia y produccion de hidrégeno.

3.1. Etapa 1. Pretratamiento de la biomasa

Se recolectaron residuos de platano en un estado avanzado de maduracion, suministrados
por fincas productoras del departamento de Arauca, los cuales fueron almacenados a -18
°C antes de los experimentos. Al iniciar el proceso, se dejaron en refrigeracion (4 °C) por
12 horas (h) y luego a temperatura ambiente (25 °C) durante 6 h. Transcurrido este tiempo
el sustrato se lavé superficialmente con el fin de remover la suciedad. Posteriormente, se
hizo separacién de la pulpa y cascara, cada fraccion fue almacenada en bolsas plasticas
selladas y destinadas a ser usadas en los respectivos montajes, segun el disefo

experimental. Se tomaron aproximadamente 1.000g de cascara para cada pretratamiento
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las cuales fueron deshidratadas a 65° C por 12 h en horno de conveccion forzada (Thermo

Fisher Scientific, Heratherm Oven-OGS100, Dreieich, Germany).

3.1.1. Pretratamiento alcalino

Las cascaras deshidratadas se trituraron en un molino industrial 2000A de alta velocidad
para granos y luego se pasaron por tamices estandar No. 30 y 40 con una abertura en
micras entre 660 — 425 pm, respectivamente. Basados en trabajos previos, se mezcl6 la
molienda resultante con una solucién de hidréxido de sodio 1N (4% p/v) en una proporcion
1:10 de solido - solvente (Pereira et al., 2021; Dutta et al., 2023). La mezcla alcalina se
dej6 actuar durante 2 h. Los pasos posteriores al tratamiento consistieron en 5 lavados con
agua a la biomasa para la remocién de NaOH. Luego, minuciosamente se filtré 5 veces la
cascara tratada usando un filtro comercial de nylon de 80-150 um (Oster 3302).
Adicionalmente, se adicion6 60mL de HCI al 37 % al sobrenadante resultante para llegar
a pH neutral. Nuevamente se aplicaron varios lavados para asegurar la remocion del NaOH

residual.

3.1.2. Pretratamiento alcalino y ultrasonido

Para este caso, con el fin de potencializar el pretratamiento, se realizé un paso adicional
de ultrasonido segun el disefio experimental. Se tomo el residuo lignocelulésico resultante
del pretratamiento alcalino, el cual fue sometido a una frecuencia ultrasénica de 40 kHz a
40 °C por 1 hora, en un bafo de inmersién de 5,7 L marca Branson 3510 (Kininge &

Gogate, 2022; Dutta et al., 2023).
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La metodologia aplicada para la evaluacion de la composicion de las cascaras de platano,
se realizé a partir del procedimiento del Laboratorio Nacional de Energias Renovables
(NREL), segun el método de Procedimiento Analitico de Laboratorio (LAP). Inicialmente se
propuso el método desarrollado por la Technical Association of the Pulp and Paper Industry
(TAPPI) (Sluiter et al., 2008). Sin embargo, se emple6 el método NREL el cual esta
estandarizado en el Laboratorio de Procesos Agricolas del departamento de Ingenieria
Agricola y Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, para la
determinacion de carbohidratos estructurales y lignina en la biomasa. El material resultante
de los pretratamientos fue sometido a un segundo secado a 65 °C durante 12 h, a una
molienda y posterior tamizado. De este material se tomaron aproximadamente 21 g de
muestra por pretratamiento (NaOH, Ultrasonido + NaOH, y sin tratamiento), divididos en
tres sobres de papel filtro para un analisis por triplicado, alrededor de 7 g de muestra por

sobre. A continuacién, en la Figura 3-1, se representa graficamente el protocolo de NREL.
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MUESTRA SOLIDA

(Molida y tamizada entre
400-600 micras)

Determinar contenido

de humedad (que sea [
inferior al 5%)

1. Contenido de 2. Contenido de
extractivos extractivos
liposolubles hidrosolubles

Pesar 10 g de muestra en sobre
previamente seco de papel filtro.
Sellarlo y tomar pesos de
muestra adicionada y sobre
cerrado con muestra.

Tomar el material libre de
lipgr=®ubles y llevarlo a un sobre
nuq:\-'o. Tomar nuevamente pesas

dé muestra adicionada y sobre

i cerrado con muestra.

LLevar el sobre a beaker y
adicionar 100 mL de acetona (o
hasta cubrir). Tapar los beakers

con vinipel y papel aluminio.

TTEVaT 102 TTIToS Com TUEstTS 3
beakers y adicionar 100 mL de agua
a 98°C (o hasta cubrir). Tapar los
beakers con vinipel y papel

aluminio
Dejar en agitacidén a 110 rpm y 50°C ;
durante 5 horas, realizando cambios Lievar a agitacidn a 110 rpm y
de acetona cada hora. (Cambiar la 80°C durante 5 horas o hasta
acetona con mayor rango de tiempo optener una coloracién tenue.
si la tonalidad es mas debil). (Realizar cambios de agua a 98°C
con frecuencia).

Secar los sobres a 85°C al :
menos durante 8 horas. i | Secar los filtros a 85 °C
/ durante 24 horas.

Tomar el peso del sobre con
material libre de extractivos :
liposelubles. Y determinar : Tomar el peso del material libre

contenido de humedad. de extractivos liposolubles e

hidrosolubles. ¥ determinar
contenido de humedad.
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Material libre de extractivos
liposolubles e hidrosolubles

Determinar
contenidode |
lignina

3. Lignina Insoluble 4. Lignina Soluble

(Klason)
Pesar 300 mg de muestra y Tomar el filtrado de
llevarla a frasco schott. la hidrolisis

Adicionar 3 mL de H,50,
al 72% (usar camara de
extraccion)

Llevar a bafio maria por 1
hora a 30°C

Adicionar 51 mL de agua
destilada para disminuir
concentracion del acido al
49

Leer su absorbancia enun
espectrofotometro a una
longitud de onda de 205 nm.

Usar H,50, al 4% como blanco.

LLevar los frascos con el hidrolizado a
autoclavado 1 hora a 110°Cy
posteriormente dejar enfriar durante 12
horas minima.

Filtrar el hidrolizado empleando filtro de placa porosa G-3
previamente seco y pesado (usarvacio si es necesario). Realizar
lavados con agua destilada y tomar los volumenes empleados
(vVolumen del hidrolizado). *Guardar el filirado para HPLC

Secar los filtros a 105°C durants|
al menos 5 horas

Tomar el peso del filtro con

la lignina.
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Lignina scluble
(filtrado de hidrolisis)

Determinacion de
carbohidratos —
estructurales

5. Celulosa y
hemicelulosa

Tomar 2 mL del filtrado de
la hidrolisis de lignina
soluble

Filtrar nuevamente con un filtro de 0.45 micras (Filtro
HPLC).

Hacer diluciones 1:2 o 1:3 para entrar en la curva. No
diluir mas porgque no se alcanza a ver la celobiosa.

LLevar &l fittrado a viales de
HFLC

Medir azdcares estructurales
por HPLC

|
METODO ABREVIADO HPLC

—

Columna AMINEX HPX 87H (300, 7.8 mm, 9 pm)
Detector RID
65°C de temperatura
0.6 mL/min de flujo
15 plL de inyeccion

15 min de corrida
Agua 5 mM H2504 como fase movil

Azlcares: Celobiosa,
glucosa, xilosa, arabinosa.
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Figura 3-1. Protocolo para la caracterizacion lignoceluldsica de la biomasa (Editado a partir

Sluiter et al., 2008).

3.2. Etapa 2. Aislamiento del inéculo

Se trituraron residuos de platano y se mezclaron en agua destilada en una relacién sustrato
- disolvente de 1:1. Se tomo un volumen de muestra equivalente para realizar una dilucion
en serie con agua peptonada estéril. Posteriormente, cada alicuota diluida se sirvié en un
medio de agar nutritivo (0,5% de peptona, 0,3% de extracto de levadura, 1,5% de agar y
0,5% de cloruro sddico) por duplicado y se cultivd a 28 °C durante 24 h. Transcurrido el
tiempo, se realiz6é un aislamiento de las colonias por duplicado en medio sélido y, una vez
aisladas, se procedio a tipificar. Se contrato el servicio de identificacién bacteriana con las
empresas Tecnimicro Laboratorio de Analisis S.A.S. y el Laboratorio de Control Calidad

(LACMA) de la Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia.

3.21. Caracterizaciédn macroscopica

Cada una de las colonias aisladas tuvo un seguimiento en morfologia, tipo y color de la
colonia en medio TSA (Trypto-Casein Soy Agar) segun el Manual de Clasificacion

Bacteriolégica de Bergey (Breed et al., 1957).
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3.2.2. Caracterizacidon bioquimica

Ademas de la identificacion macroscoépica, se realizé identificacion colorimétrica a partir de
los aislados obtenidos en medio TSA. Se realizé la identificacién segun la respuesta a las
reacciones bioquimicas y la base de datos del dispositivo VITEKR2 Compact (BioMérieux).
Se emplearon las tarjetas VITEK 2 GP (Gram positivos) teniendo insertos para 43
reacciones bioquimicas, relacionadas con la utilizacién de fuentes de carbono, por
ejemplo: xilosa (dXYL), manosa (dMAN), ribosa (dRIB), galactosa (dGAL), lactosa (LAC),
sacarosa (SAC), trehalosa (dTRE), B-glucurénido (BGUR), a-glucésido (AGLU).
Actividades enzimaticas como: alanina arilamidasa (AlaA), leucina arilamidasa (LeuA),
prolina arilamidasa (ProA), tirosina arilamidasa (TyrA), pirrolidonil arilamidasa (PyrA),
alanina arilamidasa fosfatasa (APPA), isoleucina arilamidasa (ILATk), amilasa (AMY), N-
acetilglucosaminidasa (NAG), a-glucosidasa (AGLU), a-galactosidasa (AGAL), B-
galactosidasa (BGAL), a-mandsidasa (AMAN), ureasa (URE), alcohol deshidrogenasa
(ADH1/ADH2s). Inhibicion y resistencia: novobiocina (NOVO), bacitracina (BACI),
polimixina B (POLYB) (Kareem et al, 2022).

La preparacion del inéculo para los experimentos de produccion de H; por FO se realizdé
utilizando una estrategia de propagacion en serie: Inicialmente se utiliz6 el medio
fermentado de ensayos pilotos a partir de los residuos de platano de Arauca como primer
in6culo. En esta aproximacion especifica, cada lote fue inoculado con una parte del cultivo
previo que habia demostrado experimentalmente actividad en la produccion de H,. Por lo
tanto, el inéculo definido, consistié en el medio fermentado activo resultante de cada tipo

de montaje; sin tratamiento o tratado, que luego se procedio a tipificar.
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3.3. Etapa 3. Digestion anaerobia

3.3.1. Ejecucion del montaje

La ejecucion del montaje se realizé bajo un disefio experimental de composicion central,
con tres factores, dos niveles en cada factor y tres variables dependientes; implementado
en el software Design Expert® version 12 de State-easy. La configuracion de las variables
independientes para la produccion de biohidrogeno correspondié a: pH de operacion
(pHo), carga organica (DQO, mgO; L") y pretratamiento (P; alcalino, ultrasonido y alcalino,
control). Bajo estas condiciones el disefio arroj6 13 corridas. Los intervalos para pHo (5,5
—-6,5), DQO (40.000 — 80.000) y pretratamiento (-1: Base; 0: sin tratamiento; 1,41 base +
Ultrasonido) fueron fijados segun el conocimiento experimental en trabajos anteriores. Los
valores extremos fueron definidos por el disefio experimental de composicién central (DQO
de 31.716 y 88.284; pH de 6,7). En la Tabla 3-1 se presenta el disefio experimental

empleado en el trabajo.

Tabla 3-1. Niveles para las variables independientes: pretratamiento P (alcalino,

ultrasonido y alcalino, control), carga organica (DQO, mgO, L") y pH de operacion (pHo).

DQO
Test pHo P
(mgO; L)
1 6,5 40.000 1
2 6 60.000 1,4*

3 5,5 80.000 1
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10

11

12

13

6,7

5,5

6,5

88.284

60.000

60.000

60.000

31.716

60.000

40.000

60.000

60.000

80.000

*Valores extremos 1,4 pretratamiento base + Ultrasonido con 3 h mas de exposicion. -1,4
pretratamiento NaOH con 3 h adicionales de exposicion.

A partir del disefio experimental anteriormente expuesto, se calculd la cantidad de sustrato

para la carga organica inicial por montaje. Se depositd la cascara triturada junto con la

pulpa en una relacion en peso 1: 3,5 biomasa - agua en un biorreactor de 20 litros, operado
en modo batch con un volumen de trabajo de 12 L de medio semisdlido. Para ayudar a
inducir la fermentacion lactica, se agregd 1 L de mucilago de café. Se tomaron 15 mL de
la mezcla e indirectamente se determiné la carga organica inicial midiendo la demanda
quimica de oxigeno (DQO), tomando un Kit HI 93754C-25 de HANNA Instruments, usando

dicromato potasio como oxidante. Una vez fue fijada la carga organica, se tomo el valor de

pH usando el pHmetro S| Analytics Lab 855.
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Posteriormente, el biorreactor fue sellado durante 72 h sin transferencia de luz, oxigeno y
sin agitacion durante la acidificacion del sustrato, de acuerdo con el procedimiento seguido
por Moreno y Cano (2019). Volumenes del medio al inicio, después de la acidificacion y al
final del montaje fueron tomados para hacer seguimiento a los acidos organicos y azucares
tales como: acido acético (CH;COOH), acido butirico (C4HsO-), acido lactico (C3HsO3),
acido propionico (CsH¢O,), glucosa (CeH1206) y fructuosa (CsH120s), usando cromatografia
liquida de alto desempefo (HPLC), por medio de un cromatdgrafo Shimadzu UFLC bajo
las condiciones cromatograficas representadas en la Tabla 3-2. Se conté con un detector
UV (ultravioleta) para acidos (sensor PDA “photodiode array”) y un detector RID “Refractive

Index Detection” para azucares (sensor LC “liquid chromatography”).

Tabla 3-2. Condiciones cromatograficas para la determinacion de 4cidos y azucares por

HPLC.

Condiciones cromatograficas

Columna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm x 9 um)
Analitos Acidos y aziicares
Fase movil H,>SO4 0,005 M
Flujo 0,6 mL/min
Temperatura horno 65°C
Tiempo de corrida 35 min
Volumen inyecciéon 15ul.
Modo Isocratico

Detector RID
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Adicionalmente se determiné la DQO al final de las fermentaciones, los sdlidos totales y
solidos volatiles totales (TS y TVS, mg L") respectivamente, al inicio y al final de los
ensayos segun el método 2540E (APHA, 2012). La determinacion de sdlidos se realiz6 a
partir de un volumen del sustrato entre 20-30 mL, para lo cual se empled un horno 0OGS100

de convecciéon a 105 °C y una mufla MF-2002 a 550 °C para el tratamiento térmico.

Después de la acidificacion, se llevd a cabo un aumento gradual del pH para una segunda
etapa de hidrdlisis. Para este fin, fueron agregados inicialmente 100 g de cal agricola (2%
de humedad y 54% de CaO soluble) y 30 g de Na,COs. Se aumentd la temperatura entre
35y 37 °C, monitoreada por un sensor analogo con una resolucion de 1 °C y una precision
de 1 °C. Ademas, se incorporo agitacion de 45 rpom durante 5 minutos cada hora. Durante
tres dias se hizo seguimiento al pH del sistema hasta llegar a las condiciones del disefio
experimental. Una vez se alcanzé el pH inicial de operacion y la temperatura, se adicioné

1 L de in6culo al biorreactor.

3.4. Etapa 4. Produccién de hidrégeno

La produccion de hidrogeno fue medida a través de las variables dependientes: contenido
maximo de hidrégeno en el gas (MHC, %), produccion maxima diaria de hidrogeno (MDP,
LH2 d"V y produccion acumulada de hidrogeno (CHP, LH2). Para determinarlas se tomaron
muestras de gas con bolsas Tedlar de 1 L de capacidad, durante tres a cuatro dias, segun

la acumulacion de este en el reactor. Las muestras fueron analizadas por cromatografia
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de gases en un equipo Agilent 3.000 Micro-GC, Santa Clara, CA, EE. UU equipado con el

detector de conductividad térmica “TCD” bajo las condiciones de la Tabla 3-3.

Tabla 3-3. Condiciones cromatograficas para el analisis de las muestras de gas.

Condiciones cromatograficas

Temperatura inyector y columna 60°C
Presion columna 30 psi
Detector TCD
Columna canal A Columna Molsieve (10 m*320 um*30um)
Gas portador Argon
Analitos hidroégeno, nitrégeno, metano, monoxido de carbono
Columna canal B PLOTU (6mx320umx30um)
Gas portador Helio
Analitos Dioxido de carbono

En las muestras, ademas de cuantificar las concentraciones de hidrégeno (H-), también se
midieron las de oxigeno (O3), nitrdgeno (N2), metano (CH4), monéxido de carbono (CO) y
diéxido de carbono (CO;). La MDP se obtuvo a partir del producto entre el contenido
maximo de hidrégeno y la produccion maxima diaria de gas en litros. Para este fin se
utilizaron contadores de gas Metrex G1.6 y G2.5 con 0,040 m? h-1 de precision y 50 kPa
de presion maxima. La sumatoria de la produccion diaria de hidrégeno determiné el valor

de CHP en cada ensayo.
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El software Design Expert 12® también fue usado para la obtencion de los modelos. Las
variables de respuesta MHC, MDP y CHP se ajustaron a modelos no lineales mediante
regresion multiple. A continuacion, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), en el que
se utilizd una prueba F para determinar la significacion de los modelos y el valor P (<0,05).
Para una comprension amplia de los puntos de alta influencia para la estimacion y
prediccion del modelo, se determinaron los coeficientes R?, R? ajustado y R? predictivo.
Adicionalmente, Se hizo un diagnéstico de la asuncion del modelo verificando la
distribucién normal de los residuos, la distancia de Cook, el apalancamiento y los

coeficientes DFFITS y DFBETAS.

Posteriormente a la obtencion del modelo, fueron aplicados dos métodos en busca de la
optimizacion del experimento: un método numérico de ascenso por pasos y un método
grafico basado en la maximizacion de la funcién de deseabilidad aplicado a las variables

dependientes (ecuacion 1) (Montgomery & Cook, 2009).

S
3|k

1)
Donde:

D: funcién de deseabilidad de la variable (contenido de hidrégeno, produccién diaria o
acumulada). Si D = 0 indica que es indeseable y, si D = 1, el valor obtenido como respuesta

es deseable.
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d: deseabilidad de cada variable de respuesta.

n: numero de variables de respuesta.

4. Resultados y discusidn

4.1. Etapa 1. Pretratamiento de la biomasa

La composicion lignocelulésica de las cascaras de platano sin tratar (B; blanco) y
pretratadas (PB; pretratamiento base — PBU: pretratamiento base + ultrasonido) obtenida
en dos lotes en este estudio se muestran en la Tabla 4-1. Las cascaras B mostraron
contenidos de celulosa entre 30,45 y 27,12 %, hemicelulosa entre 14,32 y 12,17 % y la
lignina insoluble estuvo entre 23,95 y 33,9 %; que fueron consistentes con los valores
reportados por (Klein et al., 2024; Pereira et al., 2021). Adicionalmente, posterior a los
pretratamientos PB y PBU, se muestra el contenido de las fracciones lipo e hidrosoluble
en la muestra. Los contenidos para PB y PBU fueron celulosa entre 30,37 y 32,28 %), la
hemicelulosa oscil6 entre 16,12 y 17,19 %, mientras que la lignina insoluble estuvo entre
30,13 y 36,22 %; respectivamente. En otra investigacion con bagazo de sorgo dulce se
obtuvo un aumento de celulosa de 35 a 64% en respuesta a pretratamientos con 2M de
NaOH y Na,COs, a 80 y 150 °C. Lo anterior se justifica por la exposicion de las fibras

internas de celulosa y hemicelulosa después de la disrupcién de enlaces lignina-
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carbohidrato, aumentando la concentracion de la fraccion celuldsica relativa (Garcia-
Negron et al., 2024). Por otro lado, Lu et al profundizan en las interferencias en la medicion
de lignina por métodos tradicionales como el protocolo NREL, debido a la presencia de
seudo-lignina y otros productos derivados de la degradacion de carbohidratos durante el
pretratamiento (Lu et al., 2021). Lo cual explica el posible aumento en la medicion de

lignina entre el tratamiento y el blanco.

Tabla 4-1. Composicion de las cascaras de platano para el testigo y los dos

pretratamientos.

Componente Pretratamiento NaOH Pretratamiento NaOH+
Ultrasonido
B PB B PBU
Liposolubles 21,47 £ 0,70 8,97+ 0,50 13,80 + 0,63 9+£0,11
Hidrosolubles 58,05 £ 0,90 15,76 + 2,65 69,04 + 0,51 48,87 £ 0,20
Lignina Soluble 0,22 £ 0,01 0,17 +0,03 0,39 £ 0,01 0,25 £ 0,02
Ceniza De Lignina 2,26 £ 0,40 0,72 £ 0,16 2,26 £ 0,40 0,61 + 0,0
Lignina Insoluble 23,95 +£0,13 30,13 £ 1,53 33,9+ 0,54 36,22 £0,12
Celulosa 30,45 + 7,09 30,37 £4,19 27,12 £ 6,04 32,28 +1,87
Hemicelulosa 14,32 £ 3,42 16,12 £ 2,77 12,17 £2,60 17,19 £ 1,68
Cenizas 7,72 £ 0,0 5,98 + 0,0 7,72 + 0,0 5,98 £ 0,0

Los datos representan la media + SD de tres mediciones independientes

Para analizar si existi6 un aumento de la celulosa, hemicelulosa en la composicién
lignocelulésica de las cascaras de platano tratadas, se realizdé una prueba estadistica de
Wilcoxon para datos pareados entre el blanco y el pretratamiento base, y entre
pretratamiento base + ultrasonido y el blanco. Los resultados de la Tabla 4-2 arrojaron que
no hay evidencia de cambios en el contenido de celulosa y hemicelulosa después del PB
(p-value= 1) y (p-value= 0,5), respectivamente. Asimismo, no se encontraron diferencias
significativas entre los contenidos de celulosa y hemicelulosa posterior al PBU (p-value=

0,5) y (p-value= 0,2).
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Tabla 4-2. Prueba Wilcoxon para evaluar el contenido de celulosa y hemicelulosa segun

PB vs B y entre PBU vs B.

B PB p s1gm'f1can B PBU p s1gm'ﬁcan
value cia value cia
No No

CELULOSA | 254 354 274 333 1 significati 22,8 31,3 135 273 309 33,6 05  significat
vO vO
No No

HEMICELUL | 119 167 141 180 05  significi 103 140 143 122 160 183 02  significat
vOo vO

Los resultados arrojados en la caracterizacion de la cascara de platano maduro, mostraron
una alta variabilidad en la composicién de la biomasa. Segun la literatura cientifica, esta
variabilidad se atribuye a diferentes factores como el genotipo de la planta, condiciones de
cultivo y tipo de suelo, que podrian haber causado la variabilidad en cada lote de cascara
residual evaluado (Manyi & Lues., 2023; Pereira et al., 2021). Respecto al pretratamiento,
se evidencidé un cambio en la composicion de la biomasa de la cascara en vista del alto
contenido de compuestos hidrosolubles, por ejemplo, carbohidratos. En las cascaras en
estado de maduracion avanzada, el almidén se ha transformado casi por completo en
azucares simples como glucosa, fructosa y xilosa. Estos azucares tienen una alta
solubilidad en agua, por lo cual, durante el lavado de NaOH posterior al pretratamiento, se
generd la extraccidon de estos azucares ayudados por la porosidad de la cascara (Rai et
al., 2019). Asimismo, el poder alcalino del NaOH pudo llevar a la descomposicion de los

lipidos presentes en la cascara.

En este sentido, se tomaron muestras del agua de lavado posterior al pretratamiento
alcalino (NaOH) y agua de la muestra sin pretratamiento, con el fin de determinar azucares

y acidos por medio de cromatografia liquida. En la Figura 4-1 se muestran los azucares y
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acidos extraidos al medio a partir de un filtrado de 58 g L' de cascara sin tratar y con
tratamiento de NaOH. A partir de los datos en la figura, se aprecia una mayor extraccion
de carbohidratos y acidos en las cascaras pretratadas vs sin tratar. También se intuiria una
hidrélisis de peptina en el tratamiento, en vista del aumento del contenido de &acido

galacturénico posterior al pretratamiento.
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Figura 4-1. Concentracion de azucares y acidos en el filtrado de la cascara pretratada con

NaOH y sin tratamiento.

Los resultados de la Figura 4-1 exponen una posible causa de variacién en la composicion
de celulosa en la caracterizacion, considerando una pérdida inicial de azucares durante el
pretratamiento. Por otro lado, el aumento del contenido de lignina insoluble se pudo deber
potencialmente a un sesgo o valor agregado proporcionado por los restos de NaOH aun
presentes en las cascaras a caracterizar (NREL). Otros trabajos sugieren una posible
interaccion entre los carbohidratos y los fenoles de la lignina para dar lugar a compuestos
aromaticos que aportarian un aumento del contenido de la lignina insoluble (Chen et al.,

2024; Schmatz, et al., 2021).
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4.2. Etapa 2. Aislamiento del inéculo

Para constituir un consorcio importante de bacterias anaerobias facultativas que
promueven la produccién de hidréogeno a partir de los residuos de platano de Arauca, fue
necesario recuperar dos tipos de sustrato sin esterilizar: fermento resultado de los
montajes con residuo sin tratamiento (B-ST), y otro fermento a partir de montajes con
tratamiento basico a la cascara (B-T). De esta forma, se obtuvieron 7 aislamientos
provenientes del fermento B-ST (AST1, AST2, AST3, AST4, AST5, AST6, AST7) y 3 de B-
T (AT1, AT2, AT3), recuperados durante la produccion de hidrégeno. La codificacion
anterior hace referencia a AST (Aislado sin tratamiento) y AT (Aislado con tratamiento).
Los aislados fueron caracterizados macro y microscépicamente a partir de la seleccion de
colonias individuales y representativas en una placa de medio de cultivo Trypto-Casein
Soy Agar (TSA). En la Tabla 4-4 se pueden apreciar 6 de los 7 aislados obtenidos en placa

a partir del fermento B- ST.
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Tabla 4-3. Aislados a partir del sustrato sin tratamiento.

Nombre Descripcion Medio de cultivo

Colonias pequernias,
con borde irregular,
ASTI elevacién convexa,
textura seca, opacas,

color amarillo.

Colonias medianas,
con borde liso,
elevacion convexa,

textura chiclosa,
AST2
brillantes color Beige.
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Colonias medianas,
borde irregular, sin
elevacion, textura

blanda, opacas, color

AST3
Beige.

Colonias medianas,

con borde irregular,

brillantes, elevacion
convexa y de color

AST4 y

beige

Colonias pequenas,
borde liso, sin
ASTS elevacion, brillantes,
textura blanda, color

beige




50 Estudio de la produccion de biohidrégeno por fermentacién oscura usando pulpa de platano (Musa
paradisiaca) y cascara pretratada en medio alcalino, asistido por ultrasonido

Colonias medianas,
con borde irregular,
AST6 brillantes, elevacion
convexa y de color

beige.

Del aislado AST7 obtenido a partir del fermento B-ST y de las tres cepas: AT1, AT2, AT3
provenientes del fermento B-T, no se obtuvo registro fotografico. No obstante, los aislados

fueron tipificados segun el perfil bioquimico obtenido por el sistema Vitek V-7 (Tabla 4-4).

Tabla 4-4. Tipificacién de los microorganismos predominantes aislados a partir de B-ST y

B-T.
Fermentado Aislamiento Familia Género/ especie Certeza (%)
B-ST ASTI1 Proteobacteria  Pantoea spp. NP
AST2 Proteobacteria  Klebsiella pneumoniae NP
AST3 Firmicutes Bacillus pumilus NP
AST4 Proteobacteria  Aeromonas salmonicida NP
ASTS Firmicutes Alloiococcus sp. 94
AST6 Proteobacteria  Sphingomonas paucimobilis NP
AST7 Firmicutes Granulicatella adiacens 99
B-T ATl Proteobacteria  Aeromonas hydrophila 98
AT2 Firmicutes Rothia kristinae 99
AT3 Firmicutes Alloicoccus sp. 94

NP. Dato no presentado por el laboratorio.
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4.21. Composicidén taxonémica de la comunidad bacteriana

A partir de los grupos de bacterias anaerobias facultativas que se lograron cultivar a nivel
de laboratorio, se identificaron dos phyla: Proteobacteria y Firmicutes a partir de los
residuos de platano de Arauca. Este ultimo phylum esta ampliamente relacionado con los
procesos de fermentacion y produccién de H, especialmente por la clase Bacilli
representada en este trabajo por la especie: Bacillus pumilus (Magrini et al., 2021;
Villanueva-Galindo & Moreno, 2021). Asi también, se identificaron las especies
Granulicatella adiacens y Alloiococcus otitis de este grupo, y Klebsiella pneumoniae las
cuales, por su relevancia clinica, se infiere que podrian actuar como posibles focos de
diseminacién a problemas sanitarios ocasionados por la acumulacién de residuos en la
region (Albano et al., 2022; Alzurfi & Katia.,2021; Lan et al., 2021). Por otro lado, se hallaron
microorganismos reportados en procesos de fermentacidén, pero poco comunes en la
literatura con relacion a la produccion de Hy, tales como: Rothia kristinae, Klebsiella
pneumoniae y Pantoea spp. Estos resultados confirman lo encontrado en trabajos actuales
sobre cepas con la capacidad de fermentar celulosa a partir de biomasa y otras
modificadas a partir de disefio racional de proteinas (Liu et al., 2023; Cao et al., 2022;

Dzulkarnain et al.,2022).

La presencia de Bacillus pumilus, una bacteria hidrolitica gram positiva (familia
Bacillaceae), en la biomasa microbiana de Arauca pudo estar relacionada con la
abundancia de material lignocelulésico caracteristico en los residuos de platano.

Asimismo, a partir de residuos de platano a pH 7,0 y 37 °C se ha reportado una produccién
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maxima y minima de hidrégeno con Bacillus sp. de 18,77 mmol. L'y 1,72 mmol. L' con
3,5y 0,59g.L" de celobiosa, respectivamente (Mazareli et al., 2019). La predominancia de
este phylum en procesos de produccidon de H, es ampliamente documentada (Magrini et

al., 2021).

A partir de los datos se puede inferir la predominancia de los phyla: Proteobacteria y
Firmicutes, influenciada por las condiciones de pH, hipoxia y temperatura durante la
investigacion. Con rangos de pH entre (5,5 — 6,7) evaluados en el disefio experimental a
37 °C se logré el microambiente ideal para el desarrollo de bacterias mesofilas anaerobias
facultativas. Adicionalmente, aquellos grupos poco comunes dentro de Proteobacteria:
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Sphingomonas paucimobilis tienen el rol
de asistir en la hidrélisis de sustratos organicos y en la degradacién de acidos grasos
volatiles en condiciones especialmente de pH distintas, por debajo de 6, a los rangos de
operacion comunes para las especies Bacillus spp. (Zhang et al.,2024; Dev et al., 2022;
Woon et al., 2023). Por lo tanto, la implementaciéon del método bioldgico para producir Ho,
permite explorar un grupo amplio de bacterias y sus rutas metabdlicas en condiciones
Optimas. Algunas promoveran la ruta del acido butirico o la via de sintesis del acético
(Mazareli et al., 2019). Segun las reacciones positivas del perfil bioquimico obtenido para
los géneros identificados, se puede manifestar lo siguiente: Para Rothia kristinae,
Alloiococcus sp y Granulicatella sp. se indica un metabolismo limitado de azucares.Los
resultados positivos a las arilamidas (LeuA, ProA, AlaA, etc.) implican actividad proteolitica
que puede vincularse al uso de aminoacidos como fuente energética. Por otro lado,
Klebsiella pneumoniae, Aeromonas salmonicida y Panfoea spp. son considerados
fermentadores facultativos debido a la utilizacion de fuentes de carbono como glucosa,
arabinosa, xilosa y lactosa, entre otros. Bacillus pumilus es una especie que promueve la

ruta metabdlica de acido acético y butirico a partir de la disponibilidad de varias fuentes de
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carbono. De hecho, este género se ha involucrado en procesos de produccién de H, a
partir de residuos de platano (Mazareli et al., 2019). Podria ser favorecida la produccion
de acido lactico a partir de la fermentacion de carbohidratos del platano por parte de las
especies anteriormente mencionadas y Pantoea sp., esto resultaria en la produccion de
acético, butirico y finalmente de H,. Aunque la mayoria de especies identificadas no
corresponden directamente a bacterias lacticas, butiricas o acéticas, estas podrian
potencialmente participar en la produccion de Hz al promover la sintesis de acido lactico,
acético o butirico como resultado del metabolismo de azucares (Liu et al., 2023; Cao et al.,

2022; Dzulkarnain et al.,2022).

En relacion con la posibilidad de obtener un cultivo en laboratorio de todas las especies
presentes en el medio, es posible prescindir de los microorganismos anaerobios estrictos
al no poder proporcionar las condiciones de hipoxia. Asi pues, estos resultados son una
aproximacion inferida por los andlisis morfoldgicos y fisicoquimicos (Dzulkarnain et al.,
2022). Finalmente, con los microorganismos aislados se configuré 1L de inéculo que fue
agregado a los montajes cuando se alcanzaron las condiciones de T° y pH de acuerdo con

el disefo experimental.

4.3. Etapa 3. Digestidon anaerobia

A partir de los volumenes recolectados de medio al inicio y al final de cada montaje, fueron
identificados y obtenidas las concentraciones (g L) de azlcares tales como: fructosa,
glucosa, manosa, maltosa y maltotriosa, los tres ultimos en concentraciones bajas. En la

Figura 4-2 se aprecia el contenido de azucares representativos en la mezcla de pulpa y
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cascara de platano: fructosa, glucosa, para todos los ensayos al inicio (Inicio) y al final de

cada prueba (Final).
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Figura 4-2. Contenido de glucosa y fructosa en la mezcla de pulpa y cascara de platano

durante la fermentacion para todos los ensayos.

También fueron identificados los contenidos de acido lactico al inicio (pre), después de la

acidificacion (post) y al final (Final) de cada ensayo, ver Figura 4-3.

13

Fructosa
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Figura 4-3. Contenido de acido lactico durante la fermentacién para todos los ensayos.

En la Figura 4-4 se presentan los resultados obtenidos para los &cidos: acético
(CH3COOH), butirico (C4HsO2), acido propidnico (CsHsO-) al inicio (pre), después de la
acidificacion (post) y al final (Final), mientras avanza la fermentacién de cada ensayo.
Adicionalmente, se encontraron acido citrico (CeHsO7), formico (CH20-) y galacturdnico

(CeH1007) los cuales no se muestran en la grafica por sus bajas concentraciones.
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Figura 4-4. Contenido de acidos organicos acido acético, butirico y propionico durante la

fermentacién para todos los ensayos.

Como se menciond al inicio, en este trabajo de investigacién se implemento el proceso de

produccion biolégica de hidrogeno segun la metodologia propuesta por Moreno y Cano

(2019). En la primera instancia, la Figura 4-2 muestra los contenidos de azlcares simples

glucosa y fructosa como punto de partida. Posteriormente, estos azUcares simples

abundantes (como en el ensayo 4) fueron el sustrato para las bacterias acido lacticas,

probablemente presentes a partir de la fermentacién natural del café debido a la adicién

de mucilago como co-sustrato al inicio de cada montaje (Géngora et al.,2024; Motato-

Rocha et al.,2024; Pleissner et al.,2016). Esto explica la reduccion de los azucares al final

de los ensayos (figura 4-2), mientras que el acido lactico aumentd su concentracion para

la etapa de acidificacion (figura 4-3).
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Seguidamente, tomando como referencia el contenido de acidos en la muestra segun la
ruta glucolitica, el acido lactico es posteriormente usado como sustrato para metabolizar
los acidos organicos volatiles: butirico, acético y propionico (figura 4-4). El butirico en
mayor concentracion, lo cual pudo deberse a los cambios en la composicién microbiana
hacia bacterias butiricas en el medio. Lo anterior confirma la posibilidad de liberar H, en
un proceso fermentativo que incluya condiciones de pH y temperatura ideales, para la
participacion de bacterias acido lacticas y otros microorganismos cuya actividad conjunta
puedan sintetizar acido acético, butirico y propiénico generados en el proceso (Jain et al.,
2024; Xue et al., 2024; Pérez Rangel et al., 2025). Los ensayos 2, 4, 5,11y 12 presentaron
mayor contenido de H; en el gas. Estos fueron los montajes de menor contenido de acido
lactico al final de la fermentacion, pero mayor contenido de acido butirico, mayor MHC y
produccion de hidrégeno (Yang et al., 2024). Por otro lado, se identificé acido propidnico
en todos los ensayos, en algunos casos se favorecid el crecimiento de bacterias
propiénicas en presencia de Hz (ensayos 4 y 11), en vista que el acido se genera a partir

de bacterias que consumen hidrégeno.

Al analizar los resultados para los solidos totales (ST) y los solidos volatiles (STV) se
representa un consumo del material organico del sustrato, en la mayoria de los ensayos.
El comportamiento de los sdlidos totales y los sélidos volatiles en el tiempo para cada
ensayo se presentan en la Figura 4-5. Con excepcion del ensayo 9, en todos se disminuyo
los sélidos volatiles al final de las fermentaciones, con mayores valores de reduccion en
los ensayos 7, 11y 12 con alta produccion de hidrégeno. Se aprecia una reduccion de los
solidos totales en el tiempo en los ensayos 2, 3, 7, 8, 10, 11, 13. En aquellos ensayos
donde los sdlidos totales finales fueron mayores (1, 4, 5, 6, 9, 12), se pudo deber a causa

del uso de las bases NaOH, cal o el CaCOs afiadidos al sistema segun el disefio
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experimental. El NaOH deja residuos de sales en el medio que suman al valor de los
solidos totales finales, estos no se evaporan a 105 °C (Espinosa et al., 2022; Verma et al.,
2022; Garcia et al., 2024). Ademas, se destaca que los ensayos con mayor produccién de
H>, fueron favorecidos por la disponibilidad de alimento. Los STV representan la fraccion
organica de los sdlidos, que es la principal fuente de sustrato para la produccion de

biohidrégeno.
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Figura 4-5. Contenido inicial (1) y final (F) de los solidos totales (ST) y los sdlidos totales

volatiles (STV) en cada ensayo.
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4.4. Etapa 4. Produccién de hidrégeno

4.41. Produccién de hidrogeno segun matriz experimental

La Tabla 4-5 recopila los resultados obtenidos en las variables dependientes segun las
condiciones de pHo, DQO y pretratamiento para los 13 ensayos del disefio experimental.
La mayoria de los valores mas altos de MHC se dieron para las condiciones de los puntos
centrales, es decir: pH 6, 60.000 de DQO vy sin tratamiento, asimismo bajo estas
condiciones el de mayor rendimiento fue el ensayo 5 con 1,16 mol Hz/mol hexosa. No
obstante, con tratamiento base + ultrasonido el ensayo 2 alcanz6 40,1 %H». Mientras que
la prueba obtuvo 41,9 %H- a partir de un valor de carga organica mas alta, 88.284 mgO.
L', a pH 6 y sin pretratamiento. Este ensayo ademas constituyo el de mayor CHP, sin
embargo, no presentd la mayor productividad ya que segun MDP la mayor tasa de
produccion de H; en funcion del volumen y el tiempo fue para la prueba 7 con 5 LH, d™, un

ensayo con DQO de punto central, sin pretratamiento y a pH 5,5.

Por otro lado, no se registré produccion de H; para los ensayos 8 y 13, probablemente
ocasionado a las condiciones de carga organica evaluadas las cuales se alejan de los

valores Optimos reportados experimentalmente (Dari et al., 2024; Jain et al., 2024).

Tabla 4-5. Resultados experimentales en las variables dependientes segun la matriz del

disefio de composicion central.
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DQO Rendimiento
MHC MDP  CHP
Test pHo (mgO: L P ) mol Hz/mol
)y (%H2) (LH2d") (LH.) Hexose)
1 6,5 40.000 1 26,7 2,7 4,9 0,58
2 6 60.000 1,4 40,1 2,5 6,9 0,52
3 55 80.000 1 21,9 1,1 2,5 0,09
4 6 88.284 0 41,9 3,8 13,1 0,28
5 6 60.000 0 38,6 4,6 12,3 1,16
6 6,7 60.000 0 21,6 3,5 4,6 0,21
7 55 60.000 0 32 5 13 0,27
8 6 31.716 0 0,0 0,0 0,0 0,00
9 6 60.000 -1,4 23,6 0,7 1,3 0,09
10 55 40.000 -1 22,1 3,2 7,9 0,49
11 6 60.000 0 38,9 3,4 10,4 0,32
12 6 60.000 0 35,7 4,6 12,1 0,60
13 6,5 80.000 -1 0,0 0,0 0,0 0,00

4.4.2. Efecto del pH, la carga organica y el pretratamiento en la

produccion de hidrégeno

A partir de los ensayos 2,9,11,12 se puede explicar el efecto del pretratamiento basico
asistido por ultrasonido frente a los ensayos con ausencia del pretratamiento a condiciones
iguales de pH 6 y DQO: 60.000. A partir de la concentracién inicial de glucosa y fructosa

para cada ensayo pretratado frente al testigo, se encuentra que no hay diferencia
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estadistica significativa (tabla 4-2), por lo tanto, los pretratamientos no afectaron el material
lignocelulésico y en consecuencia no hubo una liberacién adicional de azucares. Se
observa en la Figura 4-2 que hay una mayor concentracion de azucares iniciales para los
ensayos sin pretratamiento (ensayo 11 y 12). De hecho, esta asociada la concentracién de
acido lactico a esta diferencia inicial de azucares, tal como se presenta en la Figura 4-3.
La diferencia o pérdida del contenido de azucar en la cascara es posible argumentarla a
causa del efecto de lavado de estos carbohidratos durante los intentos de eliminar el NaOH

del sustrato pretratado (figura 4-1).

A modo comparativo sobre los efectos conseguidos con el tratamiento basico en este
trabajo, en la literatura cientifica es usado el pretratamiento basico con NaOH acompanado
de la implementacion de otros parametros clave para la delignificacién de biomasa, por
ejemplo, la temperatura. Dutta et al. (2023) emple6é un pretratamiento bajo la misma
concentracion NaOH 1N asistido por ultrasonido. No obstante, para mejorar la
delignificacién de cascara de platano hasta un 92%, utilizaron una potencia ultrasénica de
90-130 W y 80 °C. También se exploro el pretratamiento alcalino asistido por ultrasonido
como una estrategia para la delignificacion del bagazo de cafa de azucar. En el trabajo en
cuestion, se aumento significativamente la eliminacion de lignina en 67,30 % bajo NaOH

1N, 100 W de potencia y 70 °C (Kininge & Gogate, 2022).

Se ha demostrado en estudios previos el efecto significativo de la temperatura durante la
fermentacién oscura para la produccion de Hz (Ananthi et al., 2022; Gbiete et al., 2024).
Por lo tanto, en este trabajo se mantuvieron condiciones mesdfilas en un rango de
temperatura entre 35y 37 °C, con el fin de lograr el crecimiento de un consorcio microbiano

diverso, presente en los residuos de platano de Arauca. Se ha reportado que el pH inicial
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Optimo para obtener una mayor produccion de Hz es muy variante en funcion del indculo.
Para este tipo de sustrato; segun trabajos previos, se ha obtenido la mayor produccion de
H. a diferentes valores de pH: 7 y 7,5 a partir de la biomasa microbiana autéctona de
residuos de platano en la region (Mazareli et al, 2019, 2020). A pesar de la variabilidad del
pH, los resultados experimentales obtenidos en la Tabla 4-5 demuestran que una condicion
de pH de 6 sin tratamiento, contribuy6 para obtener el mayor rendimiento de 1,16 mol Hz/mol
hexosa y en general a un mayor contenido de Hz (ensayos 2, 4, 5, 11, 12). Lo anterior es
consistente con lo reportado en investigaciones anteriores que usan un consorcio
bacteriano a ese valor de pH (Garcia & Leon, 2018; Paillet et al., 2019; Montoya et

al.,2020).

Respecto a los ensayos de mayor contenido de materia organica (ensayo 3 y 13) fueron
los de menor contenido de H.. Segun estudios anteriores, una mayor concentracion de
sustrato, por encima de 80 g L™ podria reducir el rendimiento del proceso de fermentacién
debido a la acumulacion inadecuada de acidos grasos volatiles, o que disminuye el pH
intracelular y promueve el crecimiento de otras bacterias no productoras de hidrégeno
(Jung et al., 2021; Sun et al., 2021). Asimismo, contenidos por debajo de 40 g L' no
favorecen el balance de nutrientes (ensayo 1y 8), y el pH tiene menos efecto amortiguador
promoviendo un desequilibrio para la comunidad microbiana. Por ejemplo, el ensayo 4
arrojo el valor mas alto de %H, y CHP, pero no fue el que generé mayor productividad, es
decir, mayor MDP. De hecho, presentd valores inferiores a algunos ensayos con carga
organica menor (60.000 mg L'). Si se quiere hacer continuo el proceso, se deben
privilegiar las condiciones operativas que permitan la mayor tasa de generacion de
hidrogeno, con lo cual las condiciones del ensayo 4 no serian las adecuadas sino las

cercanas al punto central. Ahora bien, los ensayos con algun tipo de pretratamiento, no
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mostraron aumentos en las variables de respuesta como se esperaba, aun con DQO y pH

ideales.

Para los ensayos (1, 2, 3, 9, 10, 13) los contenidos de acido butirico estuvieron por debajo
de aquellos ensayos en donde no hubo algun tipo de tratamiento, lo que refleja un posible

efecto adverso del NaOH para la microbiota presente en el medio.

4.4.3. Modelos matematicos obtenido por regresion y analisis de

varianza

A partir de los resultados experimentales obtenidos para las variables dependientes se
obtuvieron por regresién modelos en cada una y se corrié un analisis de varianza para
los mismos. En la Tabla 4-6 se muestran las variables dependientes, sus coeficientes,
la significancia de los modelos y los coeficientes de determinacion. Se resaltan en color
azul los términos significativos del ANOVA, los cuales indican significancia estadistica.
Para las variables MHC, MDP y CHP se obtuvo que el modelo cuadratico es
significativo P (<0,05), con un p-value de 0,0019 - 0,0324 y 0,0047, respectivamente.
Esto indica que el modelo cuadratico explica de manera efectiva la variabilidad en torno
a la media en cada una de tres las variables de respuesta (Zhang et al., 2023).
Adicionalmente, los coeficientes positivos arrojados entre componentes muestran que

un aumento en ellos incrementa la respuesta de las variables dependientes.
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Tabla 4-6. Andlisis de varianza para las tres variables dependientes.

MHC (%H>) MDP (LH2 d1) CHP (LH»)
Componente
suma de _value suma de —value suma de —value

cuadrados P cuadrados p cuadrados p
pHo 2.34 0,4448 1,03 0,1739 20,38 0,0132
DQO 877.81 0,0004 7,22 0,0181 85,81 0,0017
P 136,12 0,0068 1,62 0,1120 15,68 0,0188
pHo x DQO 1.25 0,5663 0,47 0,3145 8,86 0,0397
pHo x P 927,85 0,0004 12,94 0,0081 103,87 0,0013
DQOx P 17.26 0,0972 0,09 0,6349 3,39 0,1195
pHo? 268,28 0,0025 0,02 0,8187 9,60 0,0359
DQO? 538.17 0,0009 9,69 0,0121 44,39 0,0044
P2 78.53 0,0147 12,3 0,0087 97,72 0,0014
R? 0,9961 0,9731 0,9927
Adjusted R? 0,9843 0,8923 0,9709
Predicted R? 0,8285 0,8857 0,9858
Adeq. 27,4242 9,9435 17,5178
Precision
p -value 0,0019 0,0324 0,0047

El modelo cuadratico para MHC, MDP y CHP presenta una alta precisiéon y confiabilidad,
ya que explica casi toda la variabilidad segun sus coeficientes de determinacion (R? =
0,9961, R2=0,9731 y R? =0,9927, respectivamente). No obstante, la diferencia entre el R?
y el R? predicho (0.8285) sugiere que el modelo para MHC podria tener una limitacion
moderada en capacidad predictiva para nuevos datos. En el trabajo de Wang et al 2021,
también consiguieron un ajuste alto de R* > 0.98 a partir de la combinacién de un disefio
experimental eficiente (superficie de respuesta con disefio Box—Behnken) y el uso de

variables independientes cuidadosamente seleccionadas, lo que permitié un modelo bien
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ajustado y corroborable mediante una red neuronal artificial para la optimizacién de H; por

FO (Wang et al 2021; Zhang et al., 2023).

Los términos lineales, DQO y P de MHC son estadisticamente significativos, indicando que
la carga organica y el pretratamiento influyen en el porcentaje del contenido maximo de H..
La interaccion de pHo y P es altamente significativa y los términos cuadraticos, pHo?, DQO?
y P2 son todos significativos, por lo tanto MHC esta claramente influenciada por términos
cuadraticos y de interaccion, lo cual justifica el uso del modelo polinomial de segundo

orden.

Para MDP, DQO (p = 0.0181) es el unico significativo, aunque el modelo aparentemente
es mas sensible a P; P? (p = 0.0087) y su interaccion pHo x P (p = 0.0081). De forma
similar, en un estudio sobre el efecto de parametros operativos en el rendimiento de la FO
para la produccion de Hz a partir de biomasa, Moussa et al. (2022) reportaron que la
productividad del hidrogeno aumenta generalmente con la DQO y disminuye con el pH en
modelos de regresion (Mousa et al.,2022). En cuanto a CHP, los términos lineales, pH,
DQO y Pretratamiento fueron significativos ademas de las interacciones pHo y DQO, asi
como pHo y P. Los términos cuadraticos, pHo?, DQO? y P? son significativos. Por lo tanto,

este modelo es el mas robusto predictivamente.

Con base en la significancia de las variables obtenidas en el ANOVA, se codificaron las
ecuaciones de regresion en funcion de los términos estadisticamente significativos. De

esta forma se obtuvieron las ecuaciones (2), (3) y (4).
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MHC = - 1232,30928 + 0,003861B — 262,69914C + 43,07777AC — 31,38315A% — 2,20X10°8 B% —
3,3687C> 2)
MDP = +24,62117 + 0,00013B + 5,08701AC — 2,95X107°¢? — 1,33321(? 3)

CHP = —128,63853 + 52,87438 A — 0,000272B — 80,03438C + 0,000210AB + 14,41310AC — 5,9358342
— 6,33198x107°B? — 3,75779C? 4)

Donde:

A, By C son los valores codificados de pH, DQO y pretratamiento, respectivamente.

4.4.4. Analisis de residuales

Para los modelos de MDP, MHC y CHP, la gréafica de probabilidad normal de los residuales
estudentizados (grafica no mostrada en el documento) internamente, mostré una tendencia
lineal, lo que indica que se cumple el supuesto de normalidad en la distribucion de los
errores. En cuanto a la homocedasticidad, los residuales estudentizados externamente, al
ser comparados con los valores estimados, no evidenciaron un patron estructurado, lo que
sugiere una varianza constante en el error. En la deteccién de valores atipicos, se observé
que solo el contenido de hidrégeno en la prueba 11 se consideré fuera de lo esperado. La
influencia de las pruebas sobre las variables dependientes, los valores de distancia de
apalancamiento estuvieron por debajo de uno (1) en todos los casos, indicando que
ninguna prueba tuvo un peso desproporcionado en el ajuste de los modelos. Mediante el

analisis de Cook’s Distance, DFFITS y DFBETAS mostré que los ensayos 1, 2, 3, 4, 8, 9,
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10y 13 para MHC, y el 11 para MDP y CHP tienen un impacto considerable en los ajustes
del modelo, segun los criterios propuestos por Cook (1977) y Belsley et al. (1980). (Tabla
4-7). Estas observaciones influyentes coinciden con puntos extremos del disefio de
superficie de respuesta, por tanto, se mantuvieron en el analisis final para conservar la

integridad del disefio estadistico.

MHC (%H>) MDP (LH: d) CHP (LH>)
Cook's Cook's Cook's
Distance DFFITS DFBETAS Distance DFFITS DFBETAS Distance DFFITS DFBETAS

1,298M* -3,551M% -7.797* 0,073 -0,704 -0,507 0,002 -0,11 -0,0351
1,298M* 3,551M* 7.797* 0,073 0,704 0,507 0,002 0,11 0,0351
1,298M* -3,551MW% -7.797* 0,073 -0,704 -0,507 0,002 -0,11 -0,0351
1,298M%* 3,551m% 7.797* 0,073 0,704 0,507 0,002 0,11 0,0351
0,003 0,155 0,104 0,021 0,421 0.99* 0,034 0,571 0,1804
0.92* 2,990W* 5.624%* 0,052 0,593 0,5 0,001 0,092 0,0296
0,413 2,003 2.664* 0,023 0,397 0,474 0,001 0,062 0,0198
1,298M* 3,551M* 7.797* 0,073 0,704 0,507 0,002 0,11 0,0351
1,298M* 3,551M* 7.797* 0,073 0,704 0,507 0,002 0,11 0,0351
1,298M* -3,551MW%* -7.797* 0,073 -0,704 -0,507 0,002 -0,11 -0,0351
0,01 0,265 0,178 0.11* -5,429M% -12.78%* 0.104* -2,939M* -0.929*
0,102 -2,685W* -1.808* 0,021 0,421 0.99* 0,017 0,368 0,1165
1,298M* -3,551W%* -7.797* 0,073 -0,704 -0,507 0,002 -0,11 -0,0351

Tabla 4-7. Analisis residual del contenido maximo de hidrégeno (MHC), la producciéon ma

xima diaria de hidrogeno (MDP), y la produccion acumulada de hidrégeno (CHP).

Valor que excede el limite del analisis.
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4.4.5. Optimizacion de los modelos obtenidos por regresion

Se llevo a cabo la optimizacién numeérica para hallar el punto 6ptimo de cada variable y los
efectos de las interacciones de las variables dependientes: MHC, MDP y CHP mediante la
construccion de superficies de respuestay lineas de contorno, cuyos resultados se retinen
en la Tabla 4-8, segun la ecuacion de regresién (ecuacion 2, 3 y 4). En el analisis, la
superficie de respuesta (figura 4-6) predijo un valor maximo de 57 %H, para MHC, bajo
condiciones de pH de 6,4 y DQO cercana a 74.000 mgO; L, sin pretratamiento. Se
observé que MHC aumentd conforme el pH varié de 6,1 a 6,5y el DQO de 60.000 a 80.000

mgO, L.

Tabla 4-8. Optimizacion numérica de las variables de respuesta segun las variables

independientes.

MHC

pHo DQO (mgO, L) P MDP (LH>d') CHP(LH,)
(%Ho)

6,4 73.695 0,83 57

6,4 68.120 0,67 5,5

5,6 75.480 -0,26 14,6

Por otro lado, MDP y CHP mostraron picos menos definidos como lo observado en MHC.
MDP obtuvo un punto maximo de 5,5 LH> d" a pH 6,4 y DQO cercano a 68.000 mgO; L,
sin pretratamiento (figura 4-7). En el caso de CHP, se llegé al valor maximo de 14,6 LH> a
pH 5,6 y DQO cercana a 75.000 mgO, L', sin pretratamiento (figura 4-8). Estos resultados

son comparables con lo reportado por Martinez-Burgos et al, 2020, quienes encontraron
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las condiciones 6ptimas de produccion de Hz por FO a partir de pH 6 o cerca a la
neutralidad. (Das & Basak, 2024; Martinez-Burgos et al., 2020). Optimization of process
parameters for enhanced biohydrogen production using potato waste as substrate by
combined dark and photo fermentation. Biomass Conversion and Biorefinery, 14(4), 4791-
4811. Otros trabajos han encontrado mayores niveles de H» (2,32 mL H2/gVS) en un rango

mas alto de pH > 7 a partir de residuos de yuca (Tagne et al.,2024).

MHC (%)

80000

50000 B: DQO (mg/L)

6,5 40000

Figura 4-6. Superficie de respuesta para el contenido maximo de hidrogeno (MHC) con

el valor optimo (57 %Ha).
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Figura 4-7.Superficie de respuesta para la producciéon maxima diaria de hidrégeno (MDP)

con el valor éptimo (5,5 LH, d™).
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Figura 4-8. Superficie de respuesta para la produccion acumulada de hidrégeno (CHP)

con el valor 6ptimo (14,6 LH>).

Se realiz6 la optimizacion grafica por medio de una superposicion de multiples superficies
de respuestay asi se identificé el area que presento los valores mas altos simultaneamente
para las tres variables de respuesta (zona amarilla en la figura 4-9), obteniéndose que bajo
condiciones similares de DQO de 68.487,6 mg/L, pH de 6,4 y sin pretratamiento (0,5), se
podria obtener un MHC de 49,1%, una MDP de 5,3 LH, L' y una CHP de 13,3 LH>. De
manera similar a los datos obtenidos en el trabajo previo bajo el mismo proceso
biotecnolégico de produccion de H, a partir de residuos de frutas y verduras (Moreno &

Zapata., 2019).
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Figura 4-9. Superposicidén aplicada a las variables independientes. En la regién amarilla,

se alcanzan los valores optimos.

Para definir las condiciones éptimas de operacién del espacio de estudio, los intervalos
fueron fijados de acuerdo al limite inferior (a partir del valor mas alto obtenido
experimentalmente) y el limite superior (segun el valor obtenido en la optimizacién), es
decir, para MHC se us6 41,9y 57 % Ha, para MDP se emple6 5y 5,5 L H, d'y para CHP
se us6 13y 14 L Hy. En la figura 4-9, la region en amarillo corresponde a las respuestas
MHC, MDP y CHP que cumplen con los criterios establecidos en funcion de la demanda
quimica de oxigeno (DQO) y el pretratamiento, con un pH fijado en 6,4. Con los resultados
de ambas optimizaciones se observa un aumento en las variables de respuesta bajo
condiciones experimentales mesofilicas tales como pH 6,4y T 36 °C, entre 68.000 -75.000
mg/L de DQO y sin pretratamiento. Estos resultados son concordantes con los rangos

reportados en otros trabajos de investigacion (Tagne et al.,2024).

A partir de estos resultados el pretratamiento con NaOH asistido con ultrasonido no fue
exitoso para la delignificacion de las cascaras de platano. Como se mencioné previamente,
en otros trabajos que usan biomasa para la produccion de biohidrogeno por FO, se
complementa la delignificacién en medio alcalino aumentando la temperatura, por ejemplo.
En otro estudio con cascara de banana, se logré 94,5% de delignificacion a partir de un
tratamiento alcalino + microondas 545 W a 121°C por 60 min (Jacqueline & Velvizhi., 2024).
Con céascaras de banano, se obtuvo 45,78% de delignificacion usando NaOH y 92% NaOH
+ Ultrasonido (1 N de NaOH, 50 °C, 60 minutos- ultrasonido 100 W) (Dutta et al., 2023). A
partir de diferentes proporciones de hidrolizador tal como Ribeiro y Luiz, (2022), que

obtuvieron la mayor produccion de H, (1.060,10 mL H,-L") con cascara de papa 3,0 % v.v
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de 6 M NaOH a 37 °C, usando superficie de respuesta y disefio experimental de
composicién central. Finalmente, con lo anterior se puede inferir que la riqueza en
carbohidratos presentes en los residuos de platano, principalmente en la pulpa, promueven
la sintesis de H gracias a la participacién de la biomasa microbiolégica autdéctona de la
region. A menos que no sea optimizado, un paso previo de pretratamiento con NaOH no

contribuye con el aumento del rendimiento de la produccion de Ho.

5. Conclusiones

Bajo las condiciones empleadas en el estudio, no se observé una accion hidrolitica del
pretratamiento con NaOH y ultrasonido que favoreciera la delignificacion de las cascaras
de platano. Las cascaras sin procesar mostraron en promedio contenidos de celulosa entre
30,45y 27,12 %; hemicelulosa entre 14,32 y 12,17 %, y lignina entre 23,95 - 33,9 %, cuyos
valores aumentaron después del tratamiento a celulosa (30,37 — 32,28 %), hemicelulosa

(16,12 - 17,19 %) y lignina insoluble (30,13 - 36,22 %).
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Se identificaron 10 especies de bacterias del consorcio microbioldgico autéctono a partir
de los residuos de platano de Arauca, las cuales estan involucradas en la produccion de

hidrégeno a partir de acido lactico y generando acido butirico o acético.

Fue posible producir hidrégeno con una productividad maxima de 5 LH, d"'y un rendimiento
de 1,16 mol Hz/mol hexosa, usando como sustrato pulpa y cascara de platano sin tratamiento

proveniente del departamento de Arauca.

La produccién de hidrogeno fue exitosamente optimizada en condiciones de carga
organica, 68.000 mg O, L', pH de 6,4, sin tratamiento a la cascara, para lograr un
contenido de H; de hasta 57% y 5,5 L H, d' de productividad. Dado que la optimizacién de
las variables de respuesta resulté en condiciones sin pretratamiento a la cascara, ello

indicaria que la etapa de pretratamiento al sustrato puede ser innecesario.
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6. Recomendaciones

Se sugiere agregar un paso previo para optimizar el pretratamiento con NaOH vy
ultrasonido, con el fin de establecer las condiciones de exposicion, concentracion y lavado
correcto de la base, ademas de controlar la concentracion de inhibidores de las bacterias

productoras de Ho.

Basado en la alta variabilidad de los grupos taxondmicos obtenidos, se aconseja realizar
identificacion taxondémica de los aislados mediante caracterizacion molecular por
secuenciacion del gen RNAr 16s De esta manera se podria contar con mayor precision en

el resultado y reducir la probabilidad de falsos positivos.

A partir de la optimizacién en este trabajo, se sugiere explorar con mas ensayos, los efectos
de las variables independientes para la comunidad microbiana autdctona de los residuos

de platano en Arauca.
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