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Resumen

La transicion energética hacia la neutralidad de carbono posiciona al hidrogeno
como un vector estratégico, lo que exige que su produccién migre desde rutas
basadas en combustibles fésiles hacia alternativas renovables. Entre ellas, la
fermentacidn oscura en cultivos mixtos ofrece una alternativa atractiva al valorizar
residuos organicos y promover la economia circular; sin embargo, su estabilidad se
ve comprometida por la dinamica microbiana, especialmente en residuos ricos en
carbohidratos donde proliferan bacterias acido lacticas. Aunque el acido lactico se
ha descrito tradicionalmente como un inhibidor de bacterias productoras de
hidrégeno (BPH), evidencia reciente indica que, bajo limitacion de carbohidratos,
este metabolito puede actuar como sustrato para BPH y contribuir a la estabilidad
del proceso al disminuir la competencia microbiana. En esta investigacion se evaluo
la produccion de biohidrogeno mediante fermentacion oscura usando mucilago de
café (Coffea arabica) acidificado naturalmente como sustrato enriquecido en acido
lactico, analizando el efecto combinado del tiempo de retencion hidraulica (TRH:
0,5-3,5 dias) y la concentracion de acido lactico en la alimentaciéon (Ca.: 5-35 g/L)
sobre el desempefio operativo, la cinética y la comunidad microbiana en un
biorreactor semicontinuo operado bajo condiciones mesofilicas (31,0 £ 1,0 °C) y pH
6,7. Los resultados indican que combinaciones de TRH < 1 diay CaLde 10 - 20 g/L
favorecieron la produccion de hidrégeno y acido butirico, con baja acumulacién de
acido propionico, consistente con el predominio de rutas fermentativas butiricas. El
ajuste cinético con el modelo de Gompertz modificado evidencié coincidencia

temporal entre el maximo consumo de acido lactico y la maxima actividad
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hidrogenogénica. Desde la perspectiva microbioldgica, el régimen operativo actué
como una presion de seleccion, favoreciendo la persistencia de un nucleo funcional
resiliente. Se identificaron géneros clave como Lysinibacillus, Bacillus vy
Enterobacter, cuya presencia se asocio a las altas tasas de produccion de hidrégeno
a TRH de 0,5 dias y CaL de 20 g/L. En conclusién, el acoplamiento estratégico de
TRH y CaL es critico para la estabilidad y configuracion funcional del consorcio
microbiano durante la fermentacién oscura semicontinua impulsada por lactato.
Finalmente, el mucilago de café acidificado demostré ser un sustrato viable y
representativo, lo que abre posibilidades para extrapolar estos principios hacia otros
residuos agroindustriales ricos en acido lactico, consolidando esta ruta como

alternativa biotecnoldgica robusta para la produccion de energia limpia.
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Abstract

The energy transition toward carbon-neutral system defines hydrogen as a strategic
energy vector, which requires its production to shift from fossil fuel-based routes to
renewable alternatives. Among them, dark fermentation in mixed cultures offers an
attractive option by valorizing organic residues and promoting a circular economy;
however, process stability depends upon microbial dynamics, particularly
carbohydrate-rich waste with the proliferation of lactic acid bacteria. Although lactic
acid has traditionally been described as inhibitor of hydrogen-producing bacteria
(HPB), recent evidence indicates that at carbohydrate limitations this metabolite can
act as substrate for HPB and contributes to process stability by reducing microbial
competition. In this research, biohydrogen production via dark fermentation was
evaluated using naturally acidified coffee mucilage (Coffea arabica) as a lactic acid-
enriched substrate, analyzing the combined effect of hydraulic retention time (HRT:
0.5-3.5 days) and lactic acid concentration in the feed (CLa: 5-35 g/L) on operational
performance, kinetics, and microbial community in a semi-continuous bioreactor
operated at mesophilic conditions (31.0 £ 1.0 °C) and pH 6.7. The results indicate
that HRT < 1 day and Cra of 10-20 g/L favored hydrogen and butyric acid production,
with low propionic acid accumulation, consistent with the predominance of butyrate-
type fermentation pathways. Kinetic fitting according to the modified Gompertz
model revealed temporal coincidence between maximum lactic acid consumption
and maximum hydrogenogenic activity. From a microbial point of view, the operating
regime acted as a selective pressure, promoting the persistence of a resilient

functional core. Key genera such as Lysinibacillus, Bacillus and Enterobacter were
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identified, whose presence was associated with high hydrogen production rates and
HRT of 0.5 days and Cia of 20 g/L. In conclusion, the strategic coupling of HRT and
CaL is critical for stability and functional configuration of the microbial consortium
during lactate driven semi-continuous dark fermentation. Finally, naturally acidified
coffee mucilage proved to be a viable and representative substrate, offering
opportunities to extrapolate these principles to other lactic acid-rich agro-industrial
waste, thereby consolidating this route as a robust biotechnological alternative for

clean energy production.
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Capitulo I. Introduccion

1. Introduccioén

El uso de materias primas y fuentes energéticas — biomasa, agua, combustibles
fésiles, metales y minerales — ha sustentado el desarrollo econémico y social. Sin
embargo, la persistencia en un modelo lineal de produccion y consumo ha
intensificado la extraccion de recursos naturales y el uso de energia, o que ha
contribuido al incremento de residuos que, con frecuencia, se disponen sin
tratamiento, con efectos adversos para el ambiente. Este escenario, junto con el
crecimiento poblacional y la presion creciente de la disponibilidad de recursos, exige
transitar hacia sistemas productivos mas eficientes. En consecuencia, la economia
circular propone ciclos regenerativos orientados a reducir el consumo de materias
primas y energia, y a minimizar la generacién de residuos y emisiones mediante
estrategias de prevencion, reutilizacion y valorizacién (Silva & Franz, 2022;

Aiguobarueghian et al.,2024).

En este contexto, adquiere especial relevancia que el sector agroindustrial
implemente alternativas que integren la produccion de energia y la valorizacién de
la biomasa residual, con el propdsito de avanzar a modelos circulares que reduzcan
la dependencia de combustibles fésiles, mitiguen emisiones de gases de efecto
invernadero y mejoren la gestién de residuos (Silva & Franz, 2022; Perea-Moreno
& Mufoz-Rodriguez, 2024). En conjunto, este enfoque se alinea estratégicamente

con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), en particular con los ODS 7, 12



y 13, adoptados por las Naciones Unidades (Ali et al., 2023). Dentro de estas
alternativas, la fermentacion oscura mediante consorcios microbianos se ha
propuesto como una via promisoria para la gestion y valorizacion de biomasa
residual, mediante la conversion de materia organica en productos energéticos,
particularmente biohidrogeno (Ghimire et al., 2015; Bastidas-Oyanedel et al., 2019;

Baeyens, et al., 2020; Cheng et al., 2022; Ahmad et al., 2024).

El hidrégeno, a su vez, es un insumo estratégico para diversas cadenas industriales,
entre ellas, la produccioén de fertilizantes y la industria siderurgica. Adicionalmente,
se reconoce como un vector energético con potencial para apoyar la
descarbonizacion y la transicion hacia matrices energéticas mas limpias, en la
medida en que su produccién se sustente en rutas sostenibles (Faye et al., 2022;
Dincer, 2023). En este sentido, la obtencion de biohidrégeno a partir de residuos
agroindustriales adquiere especial interés, al vincular la generaciéon de un vector
energético con la valorizacion de materiales residuales y la reduccién de impactos
ambientales asociados a su disposicion (Cheng et al., 2022; Ahmad et al., 2024).
De manera particular, en regiones con alta actividad agroindustrial, existe la
oportunidad relevante para impulsar esquemas de produccion descentralizada de
biohidrégeno, en los que el aprovechamiento local de residuos puede contribuir a
disminuir presiones logisticas asociadas al manejo y transporte de biomasa,

ademas de incorporar valor a estos materiales (Talapko et al., 2023).

Sin embargo, el desempefio de la fermentacién oscura puede verse comprometido

por la naturaleza compleja de los sustratos y por la dinamica de los consorcios



microbianos, los cuales pueden desviar el flujo de carbono hacia metabolitos
alternativos o favorecer poblaciones no productoras de hidrégeno, afectando la
estabilidad y la eficiencia del proceso (Navarro-Diaz et al., 2020). En particular, la
acumulacion de intermediarios como el acido lactico, frecuentemente asociada a la
actividad de bacterias acido lacticas, puede constituir un punto critico de control, ya
sea por sus efectos inhibitorios o por su potencial aprovechamiento como precursor
bajo estrategias operacionales especificas (Navarro-Diaz et al., 2020; Garcia-

Depraect et al., 2021).

Con base en lo expuesto, la evidencia disponible sobre el aprovechamiento del
acido lactico como precursor para la produccion de biohidrogeno mediante
fermentacién oscura continua siendo limitada, particularmente cuando se emplean
consorcios microbianos autoctonos provenientes de residuos organicos. Asimismo,
persiste un vacio en el conocimiento respecto a estrategias de operacién
semicontinua que permitan sostener una bioconversion eficiente y estable del acido
lactico a hidrogeno (Regueira-Marcos et al., 2025), mediante el control de variables
operacionales que favorezcan: i) la predominancia de rutas metabdlicas
consumidoras de lactato vinculadas a la produccion de hidrogeno; ii) la seleccion y
estabilizacién de la comunidad microbiana funcional; vy iii) la mitigacion de efectos
inhibitorios asociados al sustrato y a la acumulacién de metabolitos. A partir de esta
brecha, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ; Cémo influyen el tiempo
de retencion hidraulica (TRH) y la concentracion de acido lactico en la alimentacion
(CaL) en el desempeno de la produccion de hidrogeno durante la fermentacion

oscura semicontinua de un sustrato complejo enriquecido con acido lactico?



En consecuencia, la presente investigacion evalua el efecto conjunto del TRH y de
la CaL derivado de la acidificacion natural del mucilago de café, sobre la produccién
de biohidrégeno mediante fermentacion oscura en cultivos mixtos operados en
modo semicontinuo. El mucilago de café se considera aqui un sustrato complejo
rico en carbohidratos, similar a otros residuos agroindustriales que, tras procesos
espontaneos de fermentacion lactica, generan matrices ricas en acido lactico. En
este sentido, la novedad de este estudio radica en evaluar la producciéon de
biohidrégeno mediante fermentacién oscura impulsada por lactato bajo operacion
semicontinua, a partir de un residuo agroindustrial poco explorado y en condiciones
experimentales que se aproximan a un escenario de operacion mas representativo
de una aplicacion industrial, evitando etapas adicionales de acondicionamiento del
sustrato, uso elevado de reactivos quimicos o esquemas operacionales de mayor
complejidad. Bajo esta perspectiva, los resultados no solo permiten determinar
condiciones operativas favorables para potenciar el uso del acido lactico como
precursor y mejorar la productividad y estabilidad del bioproceso, sino que también
aportan criterios transferibles para orientar estrategias de valorizacién energética

para otros residuos organicos de naturaleza similar.



1.1. Hipodtesis

La concentraciéon del acido lactico proveniente de la acidificacion natural del
mucilago de café y el tiempo de retencion hidraulica afecta significativamente la
poblacién microbiana, el rendimiento y la tasa de produccion de hidrégeno durante

la fermentacidon oscura en modo semicontinuo.

1.2. Objetivos

Objetivo General
Estudiar la produccion de hidrégeno por fermentacion oscura en modo semicontinuo

utilizando acido lactico proveniente de la acidificacion natural del mucilago de café.

Objetivos Especificos
1. Determinar el efecto de la concentracion del acido lactico proveniente de la
acidificacion natural del mucilago de café y el tiempo retencion hidraulica en

la produccién de hidrogeno por fermentacion oscura en modo semicontinuo.

2. ldentificar bioquimicamente la poblacion microbiana involucrada en el
proceso de fermentacion oscura en modo semicontinuo al usar como sustrato
el acido lactico proveniente del mucilago de café generado mediante la

acidificacion natural.

3. Modelar el consumo de sustrato, produccion de hidrégeno y formacién de
acidos grasos volatiles durante la fermentacion oscura del acido lactico en un

biorreactor operado en semicontinuo.
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Capitulo Il. Marco teérico

2.1. Hidrégeno: Vector energético clave para afrontar los desafios de la

transicion energética

Los combustibles fésiles ejercen una poderosa influencia en el mercado mundial
debido a su distribucion, disponibilidad y volatilidad de sus precios, los cuales tienen
un impacto significativo en la economia de numerosos paises (IAE, 2022).
Adicionalmente, la seguridad energética y el progreso socioecondmico estan siendo
amenazados por el previsible agotamiento de estos recursos no renovables para
satisfacer la creciente demanda energética de una poblacién en constante aumento.
Esta situacion es una consecuencia directa de la alta dependencia de la sociedad

por los combustibles fosiles como principal fuente energética (Sharma et al., 2021).

El consumo creciente de los combustibles fésiles ha contribuido de manera
significativa a acelerar los efectos negativos del cambio climatico (Qureshi et al.,
2023). Durante su combustion se generan gases de diéxido de carbono (CO2) y
otros gases de efecto invernadero (GEIl), los cuales son liberados directamente en
la atmdsfera, causando un aumento de la temperatura global y la degradacion del
ambiente (Sharma et al., 2021). Ademas, los procesos de combustiéon producen
particulas pequenisimas de composicidon quimica variada, conocidas como material
particulado, que contribuyen al desarrollo de enfermedades respiratorias y
cardiovasculares, especialmente aquellas particulas con un diametro menor o igual

a 2,5 um (OMS, 2006). Esto representa un riesgo para la calidad de vida de las



personas, especialmente aquellas que viven en zonas urbanas, donde la
industrializacion y urbanizacion acelerada, junto con el crecimiento inusitado del
parque automotor ocasionan un incremento en el ritmo de las emisiones (Pineda et

al., 2018).

Lo anterior pone en coyuntura la necesidad de cambiar a un modelo energético
sostenible basado principalmente en el uso de fuentes energéticas renovables para
eliminar o reducir los problemas asociados al consumo de energia de origen fésil
(Berenguer Sau, 2022). A pesar de la desaceleracion econdémica causada por la
pandemia de COVID-19, el afio 2020 fue memorable por el incremento considerable
en la capacidad energética renovable a nivel mundial, especialmente en energia
solar y edlica, superando récords de afios anteriores (IRENA, 2021c). Sin embargo,
las tecnologias actuales aun no son suficientes para reducir de manera relevante la
dependencia energética de combustibles fosiles (Faye et al., 2022), puesto que el
83% del consumo de energia primaria proviene de estos recursos, mientras que el

12,6% proviene de fuentes renovables (APPA Renovables, 2020).

Esto implica que, para lograr una transicion rapida y segura hacia una economia de
bajas o cero emisiones de carbono, es necesario considerar alternativas que, junto
con las energias renovables, reduzcan de manera significativa la dependencia de
fuentes fosiles en las proximas décadas (IRENA, 2021d). En este sentido, el
hidrbgeno emerge como una opcion prometedora para superar los desafios

relacionados con la energia, el medio ambiente y la economia.
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Figura 2-1. Beneficios claves del hidrogeno renovable en la transicién energética.

Elaboracion propia.

Gracias a sus ventajas ampliamente reconocidas como vector energético e insumo
para la industria (Figura 2-1), muchos paises consideran que el hidrogeno es una
pieza clave para alcanzar un sistema neutro en carbono para el afio 2050, allanando
el camino hacia un futuro mas sostenible para las generaciones venideras (Dincer,
2023; Qureshi et al., 2023). Es asi, que, en los ultimos diez anos, se estan dando
grandes pasos para establecer una economia basada en hidrégeno, evidenciados
en el aumento de aplicaciones tecnologicas, particularmente en el sector transporte,
y en el desarrollo de ambiciosos planes nacionales de infraestructura de carga y

produccion (Vasquez et al, 2018; IRENA, 2021b).

En América Latina, Chile fue pionero al lanzar su Estrategia Nacional de Hidrogeno
en 2020, seguido por Colombia en 2021 y Argentina, Brasil, Panama y Uruguay en
2023 (IEA, 2024). La formulacion y el despliegue de estas estrategias han permitido

estructurar hojas de ruta, conformar carteras de proyectos y orientar instrumentos
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regulatorios y de financiamiento para el desarrollo del hidrégeno, ademas de
contribuir a la atraccion de inversion (Gischler et al., 2023). En términos
prospectivos, la region podria aprovechar su alta disponibilidad de recursos
renovables para la produccién hidrégeno, con el fin de apoyar la descarbonizacién
de sectores intensivos en emisiones —como refinacion, fertilizantes y siderurgia—
y, paralelamente, posicionarse como proveedor competitivo de hidrogeno vy
derivados hacia mercados de Norteamérica, Europa y Asia, impulsando el desarrollo
de capacidades técnicas, la creacion de empleo y el crecimiento de la economia

(Gallardo, et al., 2022; IEA, 2024).

En particular, Chile ha avanzado notablemente en la estructuracion de proyectos
orientados a la exportacién, con la meta de convertirse en un actor relevante del
hidrogeno renovable hacia 2030. Un caso temprano de implementacion es la planta
piloto Haru Oni, ubicada en la region de Magallanes (Patagonia chilena), inaugurada
en 2022. Este proyecto aprovecha el recurso edlico de la zona para producir
hidrogeno renovable que, combinado con CO:2 capturado de la atmésfera, permite
sintetizar combustibles neutros en carbono (e-fuels) destinados a mercados
internacionales, como Alemania. Este hito evidencia el avance en capacidades
técnicas especializadas y la capacidad de atraer inversion estratégica (IEA, 2024,

Gomes et al., 2024).

En contraste, paises como Colombia, México y Brasil han priorizado inicialmente el
hidrégeno como herramienta para la descarbonizacidn domeéstica de sus

economias, contemplando la exportacion como una meta de mediano o largo plazo.
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En Colombia, a partir de la adopcion de la estrategia nacional en 2021 y su
actualizacion en 2024, se han anunciado mas de 30 proyectos piloto vy
precomerciales; algunos ya operan, incluyendo produccién piloto de hidrogeno en
la Refineria de Cartagena (Ecopetrol) y demostraciones de movilidad con buses

impulsados por hidrogeno en Bogota (IEA, 2024; Gomes et al., 2024).

Estos casos ilustran que, si bien América Latina aun enfrenta desafios estructurales
—como costos de produccion, consolidacion de demanda y desarrollo de
infraestructura—, ya se observan sefales claras de despliegue tecnoldgico,
aprendizaje institucional y articulacion publico-privada. La superacién de estas
barreras sera determinante para materializar las oportunidades identificadas y
asegurar la viabilidad econémica y ambiental de la transicién hacia una economia

regional del hidrégeno (Gomes et al., 2024).

2.2. La necesidad de hidrégeno renovable

A pesar de ser uno de los elementos quimicos mas comunes en la naturaleza, el
hidrégeno no se encuentra disponible en su forma pura (H2) de manera libre. En su
lugar, esta asociado con otros elementos y debe ser extraido de diversas fuentes
hidrogenadas, lo que requiere procesos que consumen energia (Sharma et al.,
2021). Esta situacion complica y plantea desafios para su adopcidon masiva y no
contaminante, debido a que actualmente el 95% del hidrégeno a nivel mundial,
destinado principalmente como insumo a la industria, proviene de los combustibles

fésiles (IRENA, 2021a), siendo el reformado de gas natural con vapor y gasificacion

12



del carbdén una de las tecnologias de produccién mas empleadas (Hermesmann &
Muller, 2022). No obstante, estas tecnologias emiten niveles elevados de COz2, que
equivalen alrededor de 10 kg de COzeq/kg H2 (Hydrogen Council, 2021). En el afio
2020, se utilizaron aproximadamente 120 Mt/afio de hidrégeno, y se estima que esta
cifra aumentara a 530 Mt/afio en 2050 (Hermesmann & Muller, 2022). Por lo tanto,
resulta crucial que las futuras demandas de hidrégeno no dependan de los
combustibles fosiles, ya que esto resultaria en un incremento significativo de las
emisiones de COz2. Dicho enfoque seria contradictorio con el objetivo de reducir o
eliminar la dependencia energética de los combustibles fésiles y mitigar los efectos

del cambio climatico (Vasquez et al., 2018).

Dentro de este contexto, se hace evidente la necesidad de garantizar que las
tecnologias asociadas a la produccién de hidrégeno sean amigables con el
ambiente y eficientes, con el fin de consolidar el hidrégeno como un vector
energético completamente limpio y sostenible (IRENA, 2021d). En este sentido, se
esta llevando a cabo investigaciones y aplicaciones de diversas tecnologias para la

produccion comercial de hidrégeno a partir de fuentes renovables (Figura 2-2).

Especificamente, se estan realizando esfuerzos para reducir los costos y mejorar la
eficiencia de produccion de hidrogeno renovable mediante la electrdlisis del agua,
que es una de las tecnologias renovables mas maduras y preferenciales por muchos
paises, junto con la tecnologia de reformado de gas natural con captura y
almacenamiento del COz2, para asegurar un suministro sostenible y competitivo de

hidrégeno a mediano plazo (Hydrogen Council, 2021; IRENA, 2021d). Ambas
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tecnologias permitiran producir hidrégeno con emisiones menos de 1,5 kg CO2eq/kg
H2 (Hydrogen Council, 2021), siempre y cuando la electrolisis utilice electricidad

suministrada por fuentes renovables como la energia hidroeléctrica, solar y edlica

(Sharma et al., 2021).
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Las Lineas verdes son rutas de produccion de hidrégeno renovable. Los colores de H2 indican si su produccién es sostenible o no, donde los colores grises, negros y
marrén, es un Hz no sostenible que proviene de combustibles fésiles, pero cuando una parte del CO2 es secuestrado, el color es azul y es poco sostenible. En
cambio, el color verde, es el Hz obtenido por fuentes renovables, aunque se asocia principalmente a la tecnologia de electrolisis, y el color rosado es el H2 generado

a partir de la energia nuclear. Ambos colores de produccién son sostenibles por provenir de tecnologias bajas o cero emisiones de CO2

Figura 2-2. Tecnologias asociadas a la produccion de hidrogeno. Modificado de Vasquez
et al., 2018 y Dahiya et al., 2021.
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Debe sefialarse que aproximadamente el 3,9% del hidrégeno a nivel mundial
proviene de la electrdlisis (Baeyens et al., 2020); y a pesar de sus beneficios, su uso
se ha visto limitado debido a los altos precios del hidrogeno renovable en
comparacion con el hidrégeno obtenido mediante tecnologias basadas en
combustibles fésiles, ya que su produccion requiere grandes cantidades de energia
para la disociacién de las moléculas de agua en hidrégeno y oxigeno (Sharma et
al., 2021). Segun estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de Energias
Renovables (IRENA, siglas en inglés), considerando diferentes niveles de costos de
la electricidad, el costo de produccion hidrégeno oscilara entre 2,13 y 5,11 USD/kg
H2, durante el periodo comprendido entre 2020 y 2030 (IRENA, 2021d). En
contraste, el costo de produccion de hidrégeno a través del reformado de gas natural
o de la oxidacion parcial de hidrocarburo con y sin captura de COg2, es de
aproximadamente 2,08 - 2,27 USD/kg H2 'y 1,63 -1,34 USD/ kg Hz, respectivamente
(Sharma et al., 2021). Se espera que esta tecnologia sea cada vez mas competitiva
a medida que se expanda la infraestructura de energias renovables, como la
energia solar y edlica, y se incremente la capacidad de los electrolizadores, gracias
al impulso y apoyo tanto del sector privado como gubernamental (Hydrogen Council,
2021; IRENA, 2021d). De hecho, IRENA proyecta que para el periodo entre el afio
2040 y 2050, el costo de produccion sera entre 1,08 a 3,33 USD/kg H2 (IRENA,

2021d).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que una expansion de esta tecnologia
generara un impacto considerable en otros aspectos como una mayor demanda de

minerales y metales necesarios para respaldar las tecnologias de generacion de
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electricidad renovable y los electrolizadores (Hermesmann & Miuller, 2022;
Hydrogen Council, 2022). Esto podria afectar la viabilidad econdmica vy
sostenibilidad de la produccion de hidrégeno renovable, ya que algunos de estos
elementos son escasos y su extraccion puede tener impactos ambientales
negativos. Ademas, estos materiales a menudo se concentran en regiones
geograficas especificas que podria generar desequilibrios geopoliticos y riesgos en

la cadena de suministro (Luderer et al., 2019).

Por lo tanto, para respaldar la transicidon energética global a largo plazo, es
necesario considerar una combinacién de tecnologias asociadas a la produccién de
hidrégeno renovable, en lugar de depender exclusivamente de una solucion. En este
sentido, en las ultimas dos décadas, ha suscitado mucho interés en las tecnologias
asociadas a la produccion bioldgica de hidrégeno como una alternativa sostenible
para las futuras necesidades energéticas, ya que pueden utilizar una fuente
renovable abundante y baja en costos, son respetuosas con el ambiente, no son
demandantes energéticamente, no requieren de condiciones de operacion
exigentes, permiten la produccion descentralizada de hidroégeno y se pueden utilizar
en areas remotas o aisladas donde el acceso a otras fuentes de energia puede ser
limitado (Singh & Das, 2019; Akhlaghi & Najafpour-Darzi, 2020; Sivaramakrishnan

et al., 2021).
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2.3. Producciéon biolégica de hidrégeno: Fermentacion oscura como una

tecnologia prometedora

El hidrogeno renovable puede producirse biolégicamente mediante biofotdlisis
directa e indirecta, fotofermentacion, fermentacién oscura y celdas de electrélisis
microbiana (Sivaramakrishnan et al.,, 2021). Estos procesos involucran
microorganismos que convierten las moléculas de agua y sustratos organicos en
hidrogeno, mediante la accion de dos enzimas claves, hidrogenasa y nitrogenasa
(Akhlaghi & Najafpour-Darzi, 2020). Durante el proceso de conversion bioldgica, el
COz2 liberado durante la conversion bioldgica, puede ser facilmente capturado y
secuestrado lo que contribuye a la mitigacién de emisiones (Hallenbeck, 2009). Se
ha estimado que la aplicacion de estas tecnologias puede reducir las emisiones de
CO2 entre 7,31 y 9,37 kg CO2/kg H2 (Manish & Banerjee, 2008). Ademas, se
proyecta que el costo de produccion de biohidrégeno de la fermentacion oscura y
fotofermentacién se situé en torno a 2,57 y 2,83 USD /kg Hz, lo que lo convierte en
una opcidon potencialmente competitiva frente a las fuentes de energias
convencionales (Sharma et al., 2021). Cada una de estas tecnologias tiene sus
fundamentos bioquimicos particulares, ventajas y desventajas, que se resumen en

la Tabla 2-1.

Entre las distintas tecnologias disponibles para la produccion de biohidréogeno, la

fermentacién oscura (FO) operada en cultivos mixtos se ha posicionado como una

opcion especialmente prometedora y sostenible por ofrecer numerosas ventajas, ya
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que permite la valorizacion de una amplia variedad de residuos organicos, al mismo

tiempo contribuye a reducir su impacto ambiental.

Tabla 2-1. Tecnologias asociadas a la produccion de biohidrogeno.

Tecnologia Fundamento Ventajas Desventajas
Biofotolisis directa  Microalgas verdes, bajo - Uso de recursos - Cultivo costoso para un
condiciones anaerobias naturales como luz solary crecimiento optimo
y luz, escinden el agua. (infraestructura y  control
moléculas de agua en - Altos rendimientos de ambiental).
Hz. y Oz mediante la Ha. - Baja tasa de produccion de Hz
accion de la enzima - Proceso libre de porsensibilidad al oxigeno.

Biofotdlisis
indirecta

Fotofermentacion

Celda de
electrdlisis
microbiana

Fermentacion
oscura

hidrogenasa.

Microalgas

cianobacterias fijan CO:2
y generan
carbohidratos mediante
fotosintesis. Estos se
convierten en H2 en
condiciones oscuras y
anaerobias por las
enzimas hidrogenasa y
nitrogenasa.

Bacterias purpureas no
del azufre generan H:
bajo luz y condiciones
anaerobias
fermentando sustratos
organicos mediante la
enzima nitrogenasa.

Bacterias
electrogénicas en el
anodo transforman

materia organica en
electrones y protones.
Estos fluyen hacia el
catodo, donde se
genera hidrégeno con
ayuda de corriente
externa.

En condiciones
anaerobias, bacterias
fermentativas producen
H2 en ausencia de luz
mediante la enzima
hidrogenasa, a partir de
diversos sustratos
organicos.

emisiones de COa.

- Uso de energia solar
como fuente renovable.

- Reduccién de
emisiones de COs.

- ElI proceso en dos
etapas reduce inhibicion
por O2.

- Altos rendimientos.

- Buena conversién del
sustrato.

- Altos rendimientos.

- Aprovechamiento de
energia solar.

- Sensibilidad menor al
Oo.

- Altos rendimientos.
- Requerimiento  de
energia menor que la
electrolisis convencional.
- Tratamiento simultaneo
de aguas residuales.

- Altas tasas de
produccion.

- Configuracion y
operacion  simple  del

biorreactor.

- Alta flexibilidad en la
eleccion de sustratos
(residuos organicos).

- Bajo consumo
energético.

- Poca sensibilidad al O2.

- Requiere grandes superficies:

- Conversién limitada de
fotones causa baja tasa de
produccion.

- La aplicacion de dos etapas
aumenta la complejidad y los
costos del proceso.

- Riesgo de oxidacion del H2
por enzimas captadoras.

- Costosa configuracion vy
operacion de biorreactores.

- Baja eficiencia luminica.

- Altas demandas energéticas.
- Requiere superficies
extensas.

- Limitaciones en la variedad
de sustrato.

- Bajas tasas de produccion

- Necesidad de electrodos de
gran area.

- Requiere de
especializadas.

- Infraestructura costosa y
compleja.

- Alto consumo eléctrico.

bacterias

- Bajos rendimientos por
conversion limitada del
sustrato.

- Restricciones
termodinamicas.

- Acumulacién de
subproductos (4cidos
organicos).

- Sensibilidad a condiciones de
operacion (pH, temperatura y
concentracion de sustrato).

Fuente: Akhlaghi & Najafpour-Darzi, 2020; Sivaramakrishnan et al., 2021.
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La FO se destaca por su alta tasa de produccion de hidrogeno, su facilidad de
operacion y la configuracion sencilla de los biorreactores utilizados. Ademas, se
caracteriza de no estar supeditado de etapas de esterilizacion del sustrato y ser
independiente de la luz, lo que la hace aun mas atractiva desde el punto de vista
energético y ambiental. Durante el proceso, bacterias anaerobias facultativas y
obligadas, sin la ayuda de la luz, transforman las fuentes de carbono y energia
contenida en los residuos organicos para generar hidrogeno. Estas caracteristicas
la convierten en una tecnologia clave para el desarrollo de una economia circular y
limpia (Sen et al., 2019; Castell6 et al., 2020; Menzel et al., 2020, Ahmad et al.,

2024).

Aunque el proceso de produccion de biohidrogeno mediante FO en cultivos mixtos
puede generar rendimientos menores en comparacion con otras tecnologias, su
aplicacién resulta prometedora para impulsar el desarrollo del concepto de
biorrefineria debido a su capacidad de integracién con otras tecnologias, siendo
esta el corazdn de esta sinergia (Bastidas-Oyanedel et al., 2019). Como se muestra
en la Figura 2-3, la FO no solo produce hidrégeno, sino también subproductos como
CO2, acidos organicos de cadena corta (acidos grasos volatiles, AGV) y alcoholes
durante la bioconversion anaerobia de los sustratos contenidos en los residuos
organicos a hidrogeno. Estos subproductos, en lugar de ser considerados
desechos, pueden ser aprovechados por otras tecnologias para la produccion
adicional de hidrégeno, aumentando significativamente la eficiencia global de la

generacion de energia (Bastidas-Oyanedel et al., 2019).

19



Se ha demostrado que utilizar los efluentes solubles de FO como sustratos para
celdas de electrolisis microbianas y fotofermentacion es mas eficientes que utilizar
directamente la biomasa haciendo que sean mas factibles (Akhlaghi & Najafpour-
Darzi, 2020; Menzel et al., 2020; Ndayisenga et al., 2020). Ademas, estos
subproductos tienen una amplia valorizacion en la industria ya que se pueden utilizar
en la fabricacidn de plasticos, combustibles liquidos y moléculas biolégicas activas,
reduciendo asi la dependencia de productos petroquimicos en los procesos de

sintesis quimica (Bastidas-Oyanedel et al., 2019).
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Figura 2-3. Interaccion de diferentes tecnologias asociadas a la produccion de
biohidrégeno con la fermentacién oscura. Elaboracion propia.
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2.4. Contexto, magnitud e impactos de los residuos organicos: Pérdidas y

desperdicios de alimentos y subproductos del café

La transicién y la seguridad energética no constituyen los unicos desafios criticos a
los que se enfrentan actualmente las naciones. La generacién de residuos organicos
representa, asimismo, un reto de gran magnitud por sus multiples impactos
ambientales, econdmicos y sociales, dado que su acumulacibn y manejo
inadecuado amenazan la sostenibilidad de los sistemas alimentarios vy
agroindustriales, comprometiendo el cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), en especial los vinculados con la gestidon de residuos, el agua
limpia y saneamiento, la energia asequible y no contaminante y la accién por el

clima (ODS 12, 6, 7 y 13).

Los residuos organicos derivados de las pérdidas y desperdicios de alimentos (PDA)
constituyen una preocupacion prioritaria: a nivel global, cerca de un tercio de los
alimentos producidos para el consumo humano se pierde o se desperdicia a lo largo
de la cadena de valor, desde la produccion primaria hasta el consumo final, mientras
millones de personas padecen hambre (Wang et al., 2021). Esta problematica no
solo evidencia un componente social critico, sino también una ineficiencia en el uso
de recursos como el agua, el suelo y la energia, asi como pérdidas econémicas
para los actores involucrados en la cadena de suministro de alimentos (Duran-
Sandoval & Duran-Romero, 2024). Ademas, constituye una fuente relevante de
emisiones de GEI, especialmente metano (CH4) y CO2 (Scherhaufer et al., 2018).

De hecho, entre el 8% y el 10% de las emisiones de GEI se atribuyen a las PDA
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(Duran-Sandoval & Duran-Romero, 2024), proporcién que podria multiplicarse por

tres en el 2050 (Ruiz et al., 2019).

En América Latina y el Caribe, las PDA alcanzan cerca de 127 millones de toneladas
al ano, lo que equivale al 34 % de la produccidn total de los alimentos en la region.
La mayoria de los impactos ocurren en los eslabones de la produccion y consumo,
donde se estima que el 28% de las pérdidas y el 28% de los desperdicios tienen
lugar, respectivamente. A pesar de los avances logrados en la estimacion de las
PDA en la region desde 2015, todavia mas del 40% de estas no se han cuantificado
(Ruiz et al., 2019). En Chile, se estima que la PDA asciende a 5,18 millones de
toneladas de alimentos, equivalentes a 295 kg per capita (Duran-Sandoval & Duran-
Romero, 2024), mientras que en Colombia con una oferta nacional disponible de
alimentos de 28,5 millones de toneladas, aproximadamente 9,76 millones de
toneladas se pierden y se desperdician, de estas, 1,5 millones de toneladas se

desperdiciados en los hogares, equivalentes a 32 kg per capita (DNP, 2016).

En general, solo una fraccion minima de estos residuos son gestionados y
valorizados, siendo el método predominante de tratamiento la disposicion en
vertederos, con tasas superiores al 90 %. En contraste, tecnologias mas sostenibles
como el compostaje y la digestion anaerobia tienen una implementacion muy
limitada, con tasas de uso entre el 1 % y el 6 %, y menos del 0,6 %, respectivamente
(Wang et al., 2021). En este contexto, la gestion inadecuada de residuos organicos
se ha convertido en un desafio clave para la mayoria de los paises

latinoamericanos.
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Bajo este diagnostico, resulta pertinente considerar los residuos agroindustriales
generados en las etapas de produccion y transformacién, dado que en la region una
proporcion relevante de las PDA ocurre en estos eslabones, ya sea por mermas
cuantitativas o por pérdidas de calidad de los alimentos que derivan en
subproductos y fracciones organicas residuales (Ruiz et al., 2019). Ademas, la
produccion y la transformacion agroindustrial generan residuos adicionales que no
necesariamente se clasifican como PDA, pero que suelen presentarse como
corrientes mas concentradas —por volumen y carga organica— en puntos
especificos de generacion y que, cuando no se gestionan adecuadamente, pueden
generar impactos ambientales y socioeconomicos negativos. En este grupo, los
subproductos del café constituyen un caso representativo por varias razones, entre
las cuales destacan: su generacion sostenida y de gran volumen a lo largo de la
cadena, desde el cultivo hasta la taza; su concentracion localizada en paises
productores y en instalaciones de poscosecha y transformacién, lo que facilita su
identificacion y potencial recoleccidn; su elevada carga organica y el riesgo de
impactos locales cuando se disponen sin tratamiento; y su potencial de valorizacion

en esquemas de bioeconomia circular (Pongsiriyakul et al., 2024).

El café (Coffea) es uno de los productos agricolas mas comercializados a nivel
mundial, consolidandose como la segunda bebida mas consumida (Trujillo-
Gonzalez et al., 2024). Se cultiva en mas de 70 paises con climas tropicales y
subtropicales, con Brasil, Vietham, Colombia, Indonesia y Etiopia como los
principales productores (Tsigkou et al., 2025). La Organizacion Internacional del

Café estimd una produccion de 178,0 millones de sacos de grano de café (60 kg)
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para el afio 2023/24. Asimismo, indicé que el consumo se concentra en paises no
productores (120,5 millones de sacos) con una participacion destacada de Europa
y Norteamérica a nivel regional, superando en mas del doble el registrado en los

paises productores (56,5 millones; ICO, 2023).

La globalizacion del café ha contribuido a la modernizacién de su cadena de valor
mediante innovacion e industrializacién, con impactos econdémicos relevantes. Se
ha estimado que los agricultores aportan el 21%, los recolectores el 10%, los
comerciantes el 18%, los procesadores el 29% y los minoristas el 22% del valor en
la cadena (Parente-Laverde, 2020). En paises no productores como el Reino Unido,
por ejemplo, la facturacidon anual de la industria del café alcanza £7,2 mil millones,
con un crecimiento promedio cercano al 7% durante los ultimos seis afios (Gosalvitr
et al., 2023). En Colombia, el sector cafetero fue una de las primeras actividades
economicas en penetrar mercados internacionales (Parente-Laverde, 2020) y el
52,3% de la produccion de café se concentra en Antioquia, Meta, Tolima, Narifio y
Cdrdoba, constituyendo una fuente estratégica de ingresos para la economia rural.
Se ha reportado que el sector representa alrededor del 15% del PIB agricola y
genera aproximadamente 2,5 millones de empleos directos e indirectos. Ademas,
esta actividad sustenta los medios de vida de cerca de 25 millones de familias
campesinas, y aproximadamente 540.000 familias dependen directamente del

cultivo del café (Betancourt et al., 2024).

Aunque el café cumple un papel econémico fundamental, su cadena —aun

mayoritariamente lineal— genera grandes volumenes de subproductos de
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composicidn heterogénea, desde el cultivo hasta el consumo final, que a menudo
se eliminan de forma inadecuada (Acevedo et al., 2021; Duarte et al., 2021). En los
paises productores se concentran los principales impactos negativos, ya que, por
cada 100 kg de fruto de café cosechado, menos del 6% de la biomasa se destina a
la bebida, mientras que el resto se considera de escaso o nulo valor econémico,
que representan un riesgo significativo de contaminacion (Basic et al., 2019; Duarte

et al., 2021).

Para ilustrar lo anterior, la Figura 2-4 muestra la estructura del fruto de café y los
principales flujos a lo largo de la cadena. Tras la recoleccidn, los frutos de café se
procesan a granos verdes durante el procesamiento poscosecha (beneficio) y
trillado (Pongsiriyakul et al., 2024). En el beneficio, se remueven la piel externa y la
pulpa, y luego el mucilago; después del lavado y secado se obtiene el café
pergamino seco. En el trillado se retira el pergamino seco para acceder al grano
verde, cubierto por una membrana delicada y translucida denominada pelicula
plateada. Finalmente, los granos se destinan al tostado y molienda o a la fabricacién

de café instantaneo (Gmunder et al., 2020).
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Figura 2-4. Estructura del fruto de café y flujos de biomasa a lo largo de la cadena.

Cada subproducto presenta caracteristicas y composiciones quimicas variables, en
particular la pulpa, la cascara, el mucilago y el pergamino, que se ven
significativamente afectadas por diversos factores, como la especie, el método de
procesamiento, la ubicacion geografica, el clima y las condiciones del suelo. En este
sentido, el manejo deficiente de una cantidad masiva de estos residuos desde el
cultivo hasta la preparacion de la bebida, incrementa las cargas organicas y los
impactos locales (Pongsiriyakul et al., 2024). A escala global, se ha estimado que el
procesamiento del fruto, tostado y consumo generan 40,68 millones de toneladas
de subproductos cada afio (base seca; ICO, 2024), de las cuales alrededor de 20,5
millones de toneladas se originan durante el procesamiento. Una fraccién
importante de estos subproductos se concentran en Suramérica, con predominio de
Brasil, considerando que este pais aporta mas del 71% de la produccion anual de

café en la region (Weldesemayat Sileshi et al., 2025).
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En la practica, una parte de los subproductos del café se destina a usos de bajo
valor, principalmente en aplicaciones agricolas como enmienda de suelos, compost
o fertilizantes. Sin embargo, su aprovechamiento directo no siempre es adecuado,
ya que algunos subproductos contienen compuestos bioactivos —p. ej., cafeina,
taninos y acidos fendlicos— que pueden generar efectos fitotéxicos y contaminar
suelo y agua cuando se manejan de forma inadecuada (Pongsiriyakul et al., 2024).
Lo anterior resulta especialmente desafiante para muchos caficultores, debido a las
limitaciones econdmicas y tecnolégicas que dificultan la adopcion de sistemas mas
sostenibles, pues con frecuencia, el precio pagado por el café no cubre los costos
de produccion primaria ni garantiza condiciones dignas, afectando la rentabilidad y
promoviendo el abandono de la actividad (Basic et al., 2019). Por ello, es relevante
avanzar hacia principios de economia circular y promover la adopcién de
tecnologias que permitan revalorizar los residuos generados en cada etapa de la
cadena, reduciendo su impacto ambiental y generando nuevas oportunidades

economicas y de empleo, especialmente en comunidades caficultoras (ICO, 2024).

En respuesta a politicas globales orientadas a reducir emisiones de GEIl y la
dependencia de combustibles fosiles, ha crecido la adopcion de alternativas
energéticas sostenibles ( Setter et al., 2020; Duarte et al., 2021). Entre ellas, el uso
de biomasa residual destaca como opcién econémica y ambientalmente favorable
por su abundancia y disponibilidad, ayudando a reducir sustancialmente las
emisiones de GEI (Ahmad et al.,, 2024). En este contexto, la generacion de
biocombustibles sdlidos, liquidos y gaseosos a partir de residuos de café, mediante

procesos térmicos, quimicos y biolégicos, se ha investigado ampliamente para
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agregar valor y evitar su disposicion inadecuada (Moreno-Cardenas et al., 2019;
Duarte et al., 2021; Setter et al., 2020; Pongsiriyakul et al., 2024). Dentro de estos
subproductos, el mucilago de café— rico en carbohidratos y nitrégeno— se perfila
como sustrato idoneo para bioprocesos de valorizacion energética (Pongsiriyakul et

al., 2024).

2.5. Potencial de los residuos organicos para la produccién de biohidrégeno

por fermentacion oscura

Los azucares simples, tales como glucosa, sacarosa y lactosa, son los sustratos
mas investigados en FO por los altos rendimientos de hidrogeno y constituir una
fuente de carbono preferencial para la mayoria de BPH (Grause et al., 2012; Lukajtis
et al., 2018; Castello et al., 2020). No obstante, el uso de sustratos puros para fines
energéticos es costoso y controversial desde la perspectiva de la seguridad
alimentaria, lo que compromete la viabilidad econdmicamente a gran escala

(Grause et al., 2012; tukaijtis et al., 2018; Akhlaghi & Najafpour-Darzi, 2020).

Algo similar ocurre al comparar cultivos puros con cultivos mixtos. Si bien los
primeros — en particular Clostridium spp — muestran rendimientos elevados debido
a que su operacion es exigente por requerir sustratos simples, esterilizacion, aporte
de nutrientes y anaerobiosis estrictas, aumentando los costos y la complejidad del
proceso de FO (Lukaijtis et al., 2018; Wainaina et al., 2019; Ziara et al., 2019). Por
el contrario, los cultivos mixtos aportan diversidad metabdlica y mayor resiliencia

frente a variaciones de pH, oxigeno y composicion del sustrato, permiten prescindir

28



de la esterilizacidon y simplifican la operacién y el control del proceso (Balachandar
et al.,, 2013; Corbari et al., 2019; Navarro-Diaz et al., 2020). En consecuencia,
multiples revisiones situan la FO con cultivos mixtos como la opcion mas
prometedora para la produccion de biohidrogeno a gran escala (Balachandar et al.,
2013; Bundhoo, 2019; Ghimire, et al., 2015; Guo et al., 2010; tukajtis et al., 2018;

Akhlaghi & Najafpour-Darzi, 2020; Cheng et al., 2022).

En este contexto, los residuos organicos se perfilan como el sustrato idoneo para la
produccion de biohidrogeno por FO, no solo por su amplia disponibilidad y
diversidad de procedencias, sino también por su composicidn rica en carbohidratos
—azucares, almidén, celulosa—, asi como en nutrientes (nitrégeno y fésforo) y
micronutrientes (Fe, Mg, Ni) esenciales para el metabolismo y el crecimiento
microbiano (Ghimire et al., 2015; Lucas et al., 2015). Estas caracteristicas
composicionales, a menudo acompanadas de comunidades microbianas
autéctonas, favorecen la conversion fermentativa sin la necesidad de suministrar

cultivos puros de BPH ni sustratos de alta pureza.

La produccion de biohidrogeno mediante FO se ha investigado empleando una
variedad de residuos organicos tales como fracciones organicas de residuos
urbanos y municipales, residuos agricolas y efluentes agroindustriales, abarcando
la optimizacion de condiciones operativas, composicion y codigestion, la aplicaciéon
de cultivos mixtos de diversa procedencia y su integracion con otras tecnologias,
las cuales han sido analizadas en numerosas revisiones (Li & Fang, 2007; Ren et

al., 2009; Guo et al., 2010; Balachandar et al., 2013; Wong et al., 2014; Ghimire et
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al., 2015; Panagiotopoulos, 2015; Urbaniec & Bakker, 2015; Bundhoo, 2019;
Castell6 et al., 2020; Shanmugam et al., 2021; Singh et al., 2021; Cheng et al., 2022;

Hosseinzadeh et al., 2022).

Sobre esta base, Bundhoo (2019) compil6 resultados de FO en residuos agricolas
provenientes de los cultivos de maiz, arroz, soja, trigo, cafia de azucar, remolacha,
cassava, cebada, sorgo y aceite de palma, con el propdsito de estimar el potencial
de produccion de biohidrogeno y bioenergético a escala mundial. El potencial de
biohidrégeno mas alto corresponde a la paja de arroz con 58,002 Mm? H: por afio,
seguido de la paja de trigo con 34,680 Mm?3 H2 por aiio, equivalentes a 623 PJ y 373
PJ por ano, respectivamente. El potencial aumenta cuando se aplican
pretratamientos a matrices lignoceluldsicas al liberar azucares fermentables; sin
embargo, los pretratamientos elevan los costos del proceso, en funcion del
contenido de lignocelulosa del residuo. En contraste, los residuos con un alto
contenido de almidon requieren pretratamientos simples y menos costosos (Cheng
et al., 2022). Por tanto, la idoneidad del sustrato varia ampliamente, por lo que los
criterios deben basarse en su biodegradabilidad y en la fraccion de carbohidratos

fermentables (Castell6 et al., 2020).

En numerosas investigaciones, el pretratamiento del sustrato no fue imprescindible
para logar una evolucion satisfactoria del bioproceso debido a la presencia de
consorcios microbianos en los mismos residuos, que facilitaron la hidrdlisis de
polimeros a compuestos solubles y posteriormente fermentados por BPH, gracias

al sinergismo con grupos hidroliticos y otras funciones auxiliares (Guo et al., 2010;
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Cabrol et al., 2017; Dahiya et al., 2021). No obstante, también se han reportado
efectos negativos cuando los residuos organicos se emplean como fuente de
inoculo, por la presencia de microorganismos consumidores y competidores que
deprimen la produccion de biohidrogeno, como arqueas metanogénicas y bacterias
acido lacticas (BAL; Corbari et al., 2019; Dahiya et al., 2021). De ahi que sea comun
aplicar pretratamientos al indculo para enriquecer BPH. Con todo, las BAL han
mostrado efectos contrastantes: algunos estudios indican que su presencia no es
necesariamente perjudicial y puede resultar beneficiosa bajo ciertas condiciones
(Correa-Villa et al., 2024 ), aspecto que se abordara con mayor detalle en el Capitulo

3.

Desde esta perspectiva, los residuos organicos son una matriz interesante por la
presencia de microorganismos autéctonos o enddégenos altamente especializados,
con potencial para mejorar la eficiencia del proceso, aportar enzimas con la
capacidad de metabolizar sustratos diversos y habilitar la biosintesis de productos
de alto valor, como entre ellos el biohidrogeno, acidos organicos y alcoholes (Kumar
et al., 2016; Villa Montoya et al., 2019). En consonancia, Villa Montoya et al. (2019)
demostraron, en residuos de café, la presencia de consorcios microbianos,
formados por bacterias y hongos con genes funcionales asociados al metabolismo
hidrolitico y fermentativo, con capacidad para degradar lignina y fenoles bajo
distintas condiciones operativas y producir biohidrogeno, acido lactico, acido acético
y etanol; entre las especies predominantes se identificaron Clostridium spp.,
Lactobacillus spp., Saccharomyces spp., y Kazachstania spp. De igual manera,

Moreno-Cardenas et al. (2019) aislaron los géneros Kocuria, Streptococcus,

31



Brevibacillus y Micrococcus a partir de la codigestion del mucilago de café y residuos
de fruvers, observando que los cultivos puros de cada género presentaron
producciones de biohidrogeno inferiores a los alcanzados por el consorcio nativo, lo

que sugiere una ventaja ecoldgica de la coexistencia comunitaria en la FO.

En términos generales, el potencial de los residuos organicos para la produccion de
biohidrogeno esta determinado principalmente por su disponibilidad y por su
composicidon quimica, particularmente en relacion con el contenido de
carbohidratos, preferiblemente azucares fermentables. Por tanto, diversos residuos
organicos pueden considerarse sustratos promisorios para la produccion de
biohidrégeno mediante fermentacién oscura. La Tabla 2-2 resume ejemplos de
residuos relevantes y sus principales caracteristicas de interés en funcion de su

disponibilidad y composicion.

Tabla 2-2. Caracteristicas de residuos organicos promisorios para la produccion de

biohidrégeno por fermentacién oscura segun su composicion y disponibilidad.

Sustrato Fuente Disponibilidad Composicion referencias
- Se generan pH 4,9-5.6;
Mucilago de Beneficio ~05-06 Likg Humedgd 85-91%; .
A humedo del o Carbohidratos 82,7-85,9 % b.s., dominados a
café X café .
café producido por azucares reductores;
Presenciade K, Cay P.
pH 3,5 - 4,4;
Humedad 93-95%;
Suero de Industria Se generan Lactosa 66-72%;
queso Acido lactea ~9 L/L queso Ata DQO (50-80 g/L); b
procesado Proteinas 8-15%;
Minerales 7-15%;
Acido lactico 10-13%.
pH <4,0;
se generan Alta materia organica (DQO>60 g/L);
Vinaza de Industria ~10-12 L/L Adecuada biodegradabilidad; c
tequila tequilera de tequila Carbohidratos 14,5 -25 g/L;
producido Presencia de K, Ca; Mg y P.
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Sustrato Fuente Disponibilidad Composicion referencias
Distribucion y pH 4,5-6,5;
consumo de  Alta Humedad 60-90%;

Desperdicios alimentos generacion a Carbohidratos 40-60%;

y residuos (hogares, lo largo de la Proteinas 7-30%; d

de alimentos  restaurantes, cadena Lipidos 10-40%;

etc.). alimentaria Composicion variable segun origen (pais,
, region geografica, etc.).
Representa  Humedad 70-85%.;
. 20-30% de la  Carbohidratos 48,0-62,0%;
. Industria de
Orujo de jugo, sidra masa de la Glucosa (2,5-12,4%), fructosa (18-31%) vy e
manzana v’ino ’ fruta sacarosa (3,4-24%).
fresca Presencia de celulosa (44%), hemicelulosa
(4-24%) y lignina (15-23%).
pH 4,0-7 4;
Humedad 80-90%;
Mercados Muy alta; Carbohidratos 50-96,9%;

Residuos de centrales d’e generacié’n Presencia de celulosa (4,0-26,9%);
Frutasy abasto/ diaria y hemicelulosa (3,1-15,3%), lignina (3,0-12%); f
verduras . . . Proteinas 2,7-25,5%;

agroindustria estacional

Lipidos 1,0-22,3%;
Composicion variable segun origen (pais,
region geografica, etc.).

Datos presentados en porcentajes corresponde a unidades de concentracion m/m; b.s: base seca; DQO:

Demanda quimica de oxigeno.

Referencias: a) Puerta-Quintero et al (2011); Rangel et al. (2021) b) Aranda-Jaramillo et al. (2023); Ordofiez-
Frias et al. (2024); ¢) Garcia-Depraect et al. (2017); Garcia-Depraect & Ledn-Becerril (2023); d) Kannah et
al. (2020); Gbiete et al. (2024) e) Igbal et al. (2021); Yunusa y Karapinar (2025) f) Slopiecka et al. (2022);
Edwiges et al. (2018)

2.6. Parametros operacionales clave en la fermentaciéon oscura

La FO es un proceso biolégico altamente sensible a las condiciones de operacion,
ya que variables como la temperatura, el pH y el tiempo de retencidén hidraulica
(TRH), entre otras, influyen de manera determinante sobre la estabilidad del
proceso, la seleccion de la comunidad microbiana, las rutas metabdlicas
predominantes y, en consecuencia, sobre el rendimiento y la tasa de produccion de
hidrégeno (Bastidas-Oyanedel et al., 2019; Ahmad et al., 2024). A continuacion, se
describe los principales parametros operacionales que condicionan la produccion

de hidrégeno mediante FO.
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2.6.1. pH

El pH es uno de los parametros mas criticos en sistemas de FO con cultivo mixtos,
ya que influye directamente en la composicion microbiana, la actividad enzimatica y
la formacién de los metabolitos (Feng et al., 2018; tukaijtis et al., 2018). Aunque la
FO puede desarrollarse en un amplio rango de pH del medio, aproximadamente
entre 3,0 y 11,0, se ha reportado que la maxima produccién de hidrogeno suele
ocurrir a valores entre 5,0 a 7,0 (Bastidas-Oyanedel et al., 2019). Por ello, el
monitoreo y control del pH resulta fundamental para mantener la estabilidad del
sistema, especialmente considerando que la produccién de hidrogeno esta
intrisicamente ligada a la generacion de acidos organicos como acido acético y
butirico (Lukajtis et al., 2018). Sin embargo, una disminucion excesiva del pH,
asociada a la acumulacién de acidos organicos puede inhibir la actividad de BPH y
desviar las rutas metabdlicas hacia productos menos favorables para la produccion
de hidrégeno, como acido lactico o etanol (Detman et al., 2021). No obstante, el
acido lactico no solo puede actuar como un metabolito asociado a la inestabilidad
del proceso, sino también como sustrato para la produccién de hidrégeno en un
intervalo de pH entre 5,0 y 7,0 (Garcia-Depraect et al.,, 2021), aspecto que se
desarrolla con mayor detalle en los Capitulos 3 y 4. Debe considerarse, ademas,
que el intervalo 6ptimo de pH puede variar segun el tipo de sustrato y la fuente de
inéculo. En sistemas alimentados con residuos organicos, el pH también actua como
una presion de seleccion ecoldgica que condiciona la coexistencia entre BPH y otros
micoorganismos fermentativos, afectando con ello la estabilidad funcional del

proceso (Detman et al., 2021).
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2.6.2. Temperatura

La temperatura es otro parametro clave que afecta el desempeifio de la FO, debido
a su influencia directa sobre el crecimiento microbiano y la actividad metabdlica, lo
que repercute en la seleccion de poblaciones microbianas y en la eficiencia de
conversion del sustrato en hidrégeno (Lukajtis et al., 2018; Garcia-Depraect et al.,
2021). La FO puede desarrollarse bajo condiciones psicroéfilas, meséfilas, termdfilas
e incluso hipertermdfilas; sin embargo, los intervalos mesofilicos (30—40 °C) y
termofilico (50—60 °C) han sido los mas estudiados para la produccion de hidrégeno
(Gupta et al., 2024). En particular, la mayoria de los estudios sobre produccién de
hidrégeno a partir de acido lactico se han realizado en condiciones mesofilicas, lo
que sugiere que la actividad de BPH capaces de consumir acido lactico estarias
favorecida dentro de un rango relativamente de temperatura entre 30-40°C (Garcia-

Depraect et al., 2021).

La operacién bajo condiciones mesofilicas presenta ventajas asociadas a una
demanda energética moderada y a una mayor estabilidad del consorcio microbiano,
especialmente cuando se emplean residuos organicos como sustrato. Estas
condiciones suelen favorecer comunidades mas diversas y resilientes, aunque no
siempre conducen a la maxima tasas de produccién (Ghimire et al., 2015; Ferreira
et al., 2020). En cambio, la operacion termofilica puede aumentar la velocidad de
hidrdlisis y fermentacion, mejorar la transferencia de masa y restringir el desarrollo
de ciertos microorganismos consumidores de hidrégeno, lo que en algunos casos

se traduce en una mayor productividad (Jariyaboon et al., 2023; Ferreira et al.,
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2020). No obstante, también puede incrementar la sensibilidad del sistema frente a
perturbaciones y elevar los requerimientos energéticos para el control térmico

(Ghimire et al., 2015).

2.6.3. Modo de operacion del biorreactor

La FO puede desarrollarse bajo distintos modos de operacion del biorreactor, entre
ellos discontinuo, semicontinuo y continuo, cada uno con implicaciones especificas
sobre la dinamica del sistema y desempefio del proceso (Fontanille, 2020;

Mokhtarani et al., 2025).

Los biorreactores operados en modo discontinuo se utilizan principalmente para
evaluar el potencial hidrogenogénico de un sustrato, estudiar rutas metabdlicas y
explorar condiciones iniciales de operacion (Fontanille, 2020). Ademas, presentan
un disefio simple y de bajo costo, lo que facilita el control de parametros como el pH
y la temperatura (Lukaijtis et al., 2018). Sin embargo, su aplicacién se concentra
principalmente a escala de laboratorio, debido a que su capacidad para representar
condiciones sostenidas de operacion es limitada. Durante este tipo de operacion, el
volumen de fermentacién se mantiene practicamente constante, ya que no existe
ingreso ni salida de la corriente semiliquida. En consecuencia, el sustrato se
consume progresivamente y los metabolitos solubles se acumulan en el interior del
biorreactor, lo que puede inhibir la actividad microbiana y reducir la productividad
del proceso (Fontanille, 2020). Por esta razén, la operacion discontinua presenta
limitaciones para evaluar el comportamiento del sistema bajo condiciones cercanas

a una operacion prolongada o escalable (Fontanille, 2020; Mokhtarani et al., 2025).
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En contraste, la operacién continua permite una alimentacion permanente del
sustrato y una descarga simultanea del efluente, lo que ofrece ventajas para
mantener condiciones operacionales mas estables en el tiempo y evaluar la
productividad del sistema en condiciones cercanas a una aplicacién industrial
(Fontanille, 2020). Bajo este régimen, el biorreactor puede alcanzar un estado
estacionario, caracterizado por un volumen y composicién relativamente constante
del medio de fermentacién, asi como por una productividad sostenida en el tiempo
(Mokhtarani et al., 2025). Sin embargo, requiere un control mas estricto de las
variables operativas y puede ser mas susceptible al lavado de la biomasa celular o

a inestabilidades (Srivastava & Gupta,2011; de Almeida Silva et al., 2020).

Por su parte, la operacion semicontinua puede considerarse un régimen intermedio
que combina la simplicidad del modo discontinuo con la posibilidad de alimentar el
sustrato de manera intermitente y remover peridédicamente una fraccion equivalente
del medio de fermentacién, manteniendo un volumen de operacién constante
(Srivastava & Gupta,2011; Fontanille, 2020). De este modo, se logra un efecto de
dilucién similar al de una operacion continua, pero a pulsos, sin necesidad de
alcanzar un estado estacionario (Srivastava & Gupta,2011; de Almeida Silva et al.,
2020). Esta modalidad no solo permite prolongar la productividad del proceso, sino
que ademas la biomasa celular remanente en el biorreactor actua como inéculo para
cada nuevo ciclo de alimentacién, lo que favorece la adaptacién microbiana y
permite mitigar, en cierta medida, el agotamiento del sustrato y la acumulacién

excesiva de metabolitos solubles observados en sistemas discontinuos (Bornazi,
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2001; de Almeida Silva et al., 2020; Srivastava & Gupta, 2011). Estas caracteristica
resultan especialmente utiles en estudios con sustratos complejos como los
residuos organicos para la produccion de biohidrogeno (Almeida Silva et al., 2020;

Kim & Cho, 2025)

2.6.4. Tiempo de retencion hidraulica

En sistemas semicontinuos y continuos, el tiempo de retencion hidraulica (TRH)
constituye un parametro critico, ya que corresponde al tiempo promedio durante el
cual el sustrato permanece dentro del biorreactor (Lukajtis et al., 2018; Mokhtarani
et al., 2025). En consecuencia, el TRH condiciona simultaneamente la disponibilidad
de sustrato, la remocion de productos, el lavado de biomasa celular y la seleccion
de microorganismos con distintas tasas de crecimiento y capacidades metabdlicas.
Por ello, la determinacion de un TRH adecuado resulta fundamental para favorecer
el crecimiento de BPH y alcanzar una produccién estable y eficiente, dependiendo
en gran medida del sustrato utilizado y de la respuesta de la comunidad microbiana

(Lukaijtis et al., 2018; Gupta et al., 2024).

Por ejemplo, en FO de residuos alimentarios en modo semicontinuo se han
evaluado TRH de 72, 24, 12 y 6 h, observandose que el mayor porcentaje de
hidrégeno en el gas generado y la maxima produccién volumétrica se obtuvieron a
un TRH de 24 h, lo que indica que valores excesivamente bajos no necesariamente
maximizan el desempefio del sistema (Moreno-Andrade et al., 2015). De manera
complementaria, en otro estudio con residuos de comida se evaluaron un TRH entre

8 y 48 h, encontrandose que el mayor porcentaje de hidrogeno en el gas y la mayor
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tasa especifica de produccidn ocurrieron a 48 h, mientras que la disminucion del
TRH incrementd la tasa de produccion, pero redujo el contenido de hidrogeno en el
gas y favorecié cambios en la comunidad microbiana, con predominio de Clostridium
a TRH altos y de Enterobacter y Lactobacillus a TRH mas bajos (Santiago et al.,

2019).

2.6.5. Concentracion de sustrato

La concentracion del sustrato es una variable operacional importante en la FO, ya
que determina la disponibilidad de carbono y energia para la comunidad microbiana
que participa en el proceso. En general, un aumento moderado de la concentracién
del sustrato puede estimular la actividad fermentativa y favorecer la produccion de
hidrogeno (Ghimire et al., 2015; Elbeshbishy et al., 2017; Park et al., 2021). Sin
embargo, la formacion de hidrégeno no aumenta indefinidamente con el incremento
del sustrato, ya que existe un limite en la cantidad de materia organica que una
comunidad microbiana puede procesar eficientemente dentro del biorreactor.
Cuando el sustrato se encuentra en exceso, BPH pueden disminuir la biosintesis de
hidrogeno o desviar parte del flujo de carbono y electrones hacia otros productos
fermentativos, como acido propidnico o etanol. Asimismo, la cantidad de sustrato
puede modificar la competencia entre las BPH y otros microorganismos,
favoreciendo el predominio de grupos no hidrogenogénicos y, en consecuencia, el
desvio del flujo de carbono y electrones hacia productos distintos del hidrégeno
(Elbeshbishy et al., 2017; Park et al., 2021). Ademas, la concentracion del sustrato
en la alimentacion no debe analizarse unicamente en términos de cantidad, sino

también en relacion con la composicion y biodegradabilidad del residuo. En
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sistemas que emplean residuos organicos complejos, un aumento en la
concentracion del sustrato implica no solo una mayor disponibilidad de compuestos
fermentables, sino también acidificacion excesiva, mayor entrada de sodlidos,
compuestos recalcitrantes y metabolitos solubles preformados, factores que pueden
modificar la respuesta del consorcio microbiano y la concentracién de productos en

el sistema (Ghimire et al., 2015; Gupta et al., 2024; Mokhtarani et al., 2025).
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Capitulo lll. Presencia de bacterias acido lacticas en la produccién de

hidrégeno por fermentacion oscura: Competencia o sinergia

Este capitulo ha sido publicado como: Correa-Villa, C., Moreno-Cardenas, E. & de
Bruijn, J. Presence of lactic acid bacteria in hydrogen production by dark
fermentation: competition or synergy. World J. Microbiol. Biotechnol. 40, 380 (2024).

https://doi.org/10.1007/s11274-024-04167-9

3.1. Introduccion

En la produccion de H2 por FO se han identificado diversas bacterias BPH
pertenecientes al orden Clostridiales, la familia Enterobacteriaceae y el género
Bacillus. Estas bacterias tienen la capacidad de producir H2 y AGV, principalmente
acido acético y acido butirico, mediante la descomposicion anaerobia de fuentes de
carbono ricas en carbohidratos (Kumar et al., 2013; Song et al., 2013; Moreno et al.,
2019; Saleem et al., 2020; Detman et al., 2021; Sivaramakrishnan et al., 2021).
Recientemente, la utilizacion de consorcios microbianos o cultivos mixtos ha ganado
prominencia en la investigacion de FO debido a las limitaciones técnicas y
econdmicas inherentes de la aplicacion de cultivos puros durante la produccién de
H2 a gran escala (Bundhoo & Mohee, 2016; Litti et al., 2021; Policastro et al., 2021;
Dzulkarnain et al., 2022). Estudios han demostrado que los cocultivos de aislados
puros pueden ser mas efectivos que los monocultivos, ya que los efectos sinérgicos

contribuyen positivamente el proceso de FO, como mantener las condiciones
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anaerobias necesarias para BPH estrictas y evitar el uso de gases inertes o agentes
reductores (Elsharnouby et al., 2013; Ergal et al., 2020). Sin embargo, la estabilidad
y eficiencia de produccion de Hz mediante FO en cultivos mixtos pueden verse
comprometidas por la presencia de diferentes grupos microbianos y sus

interacciones (Detman et al., 2021; Rupani et al., 2022).

Para abordar los desafios asociados por la presencia de microorganismos
indeseables en cultivos mixtos, se han propuesto estrategias como el pretratamiento
del indculo y el enriquecimiento posterior con cultivos de BPH ( Ramirez-Morales et
al., 2015; Wang & Yin, 2017; Yang et al., 2019; Dzulkarnain et al., 2022). Si bien los
métodos de pretratamiento han demostrado efectividad en muchos casos, su
eficacia puede variar considerablemente dependiendo del sistema y las condiciones
aplicadas (Karim et al., 2021; Cheng et al., 2023; Hidalgo et al., 2023; Campos-
Flores et al., 2024). Sin embargo, persisten desafios significativos, como la
disminucién de la diversidad microbiana y la susceptibilidad a invasiones de otros
microorganismos a través del sustrato (Cabrol et al., 2017; Toledo-Cervantes et al.,

2022).

Uno de estos microorganismos son las BAL, que pueden provenir del sustrato o
pueden sobrevivir y persistir en el indculo tras el pretratamiento (Song et al., 2012;
Kim et al., 2014; Jang et al., 2015; Etchebehere et al., 2016; Cabrol et al., 2017;
Garcia-Depraect et al., 2019a; Campos-Flores et al., 2024). La presencia y
dominancia de estas bacterias en la comunidad productora de H2 ha sido reportada

como indeseable debido a su asociacion con una menor productividad y estabilidad
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en el proceso de FO (Detman et al., 2021). Sin embargo, otros estudios sugieren

que su presencia puede ser beneficiosa, proporcionando una mayor estabilidad en

la produccién de Hz (Dzulkarnain et al., 2022).

Sikora et al. (2013) fueron los primeros en demostrar la dualidad en el papel de las

BAL en el proceso de FO, donde solo tres estudios citados por ellos mostraron su

efecto positivo. La disyuntiva en la literatura sobre el papel de las BAL aun persiste

(Villanueva-Galindo et al., 2023), pero un numero creciente de estudios reportan

una relacion positiva con BPH que conduce una produccion de Hz2 mejorada (Figura

3-1;Cabrol et al., 2017; Garcia-Depraect et al., 2021).
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Figura 3-1. Disyuntiva del efecto de las bacterias acido lacticas en el proceso de fermentacion

oscura.
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Esto sugiere que las interacciones ecologicas entre BAL y BPH aun no estan
claramente definidas. Las interacciones negativas, como la competencia y el
amensalismo, son comunes y favorecen el crecimiento de BAL por la secrecion de
bacteriocinas y la competencia por el sustrato, lo que inhiben el crecimiento de BPH
y resulta en una fermentacion lactica sin produccion de Hz. Por el contrario, las
interacciones positivas, como el comensalismo y mutualismo, favorecen la eficiencia
del proceso de FO mediante la regulacion del pH, consumo de oxigeno, agregacion
celular, hidrdlisis y desintoxicacion del sustrato (Garcia-Depraect et al., 2021).

Dentro este orden de ideas, este articulo de revision es un analisis exhaustivo de la
literatura existente que busca explorar el papel de las BAL y el acido lactico en la
produccion de H2 por FO, bajo tres escenarios: BAL como las principales
responsables de la inestabilidad del proceso de FO, BAL como facilitadoras y acido
lactico como sustrato alternativo para impulsar la produccién de H2. Ademas,
mostramos coémo estas interacciones microbianas entre BAL y BPH influyen en la
produccion de H2 y como aprovecharlas para avanzar hacia una produccién de H2

mas eficiente.

3.2. Efecto negativo de bacterias acido lacticas en la fermentacién oscura:

Inestabilidad en la produccién de hidrégeno

Los residuos organicos y las aguas residuales se han reportado como sustratos
idéneos para proporcionar los nutrientes necesarios (carbono, nitrégeno, minerales
y vitaminas) de manera econdmica para el crecimiento y la viabilidad celular de la

comunidad microbiana productora de hidrégeno (Lucas et al., 2015). Incluye, por
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ejemplo, el uso de aguas residuales del procesamiento del almidon de yuca
(Andreani et al., 2019), melazas de la remolacha azucarera (Detman et al., 2021;
Pérez-rangel et al., 2021), residuos de alimentos (Fuentes et al., 2018; Xue et al.,
2024); lactosuero (Lucas et al., 2015; Muioz-Paez et al., 2023), vinaza de cana de
azucar (Cardoso Ribeiro et al., 2022), residuos de platano (Mazareli et al., 2020),
vinaza de tequila (Niz et al., 2019; Toledo-Cervantes et al., 2022) y paja de trigo
(Pérez-Rangel et al., 2021; Ayala-Campos et al., 2022). Sin embargo, estos
sustratos complejos también favorecen el crecimiento de otros microorganismos,

como las BAL (Cabrol et al., 2017).

Las BAL son un grupo de organismos funcionalmente relacionados vy
filogenéticamente diversos, compuesto por cocos o bacilos Gram positivos,
reconocidos por su habilidad de fermentar carbohidratos y producir acido lactico
como principal producto. Probablemente, son el grupo mas abundante y extendido
en la naturaleza (Salminen & Von Wright, 2004). Generalmente, las BAL no forman
esporas, son inmoviles y catalasas negativas. Aunque estas bacterias prefieren
ambientes anaerobios, muchas pueden sobrevivir y crecer en condiciones aerobias

(Ghaffar et al., 2014).

Las BAL mas frecuentemente encontradas en sistemas de FO de cultivos mixtos
incluyen los géneros Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Levilactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Sporolactobacillus,, Weissella y
Bifidobacterium (Ren et al., 2007; Mariakakis et al., 2012; Laothanachareon et al.,

2014; Gomes et al., 2015; Etchebehere et al., 2016; Rosa et al., 2016; Jia et al.,
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2019; Pagliano et al., 2019; Santiago et al., 2019; Cieciura-Wtoch et al., 2020; Chen
et al., 2022; Gabriel-Barajas et al., 2022; Toledo-Cervantes et al., 2022; Canto-
Robertos et al., 2023). Se ha informado que estas especies tienen un efecto
perjudicial sobre la produccion de hidrogeno y, curiosamente, predominan en
diversos sustratos y en diferentes condiciones del proceso como pH, temperatura,
velocidad de carga organica (VOR), TRH, entre otros (Villanueva-Galindo et al.,
2023). Como se ilustra en la Figura 3-2, las BAL limitan el metabolismo y el
crecimiento de BPH debido a la competencia por sustrato y la produccion de una

serie de metabolitos, como acido lactico y bacteriocinas (Chen et al., 2021).
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Figura 3-2. Efecto negativo de BAL sobre BPH en el proceso de FO.
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3.2.1. Competencia por sustrato: BAL mejores competidoras que BPH

Los sustratos organicos fermentables como los carbohidratos son la fuente
preferencial en la produccién de H2 en sistemas de FO. Cuando BPH y BAL
coexisten, los carbohidratos se convierten en el foco de competencia (Fuentes-
Santiago et al., 2023). Las BAL son mejores competidoras debido a la alta afinidad
por el sustrato, alta tasa de crecimiento, alta tasa de producciéon de acido y
tolerancia al acido. Estas estrategias permiten a las BAL competir con otros
microorganismos, y dominar en comunidades microbianas (Salminen & Von Wright,
2004; Teusink & Molenaar, 2017; Park et al., 2018; Ohnishi et al., 2022; Fuentes-

Santiago et al., 2023).

La competencia por el sustrato entre BPH y BAL ha llevado a la identificacion de
factores que influyen en la produccién de H2. Se ha observado que bajas
concentraciones de carbohidratos solubles, (p. €j. la galactosa), y alto niveles de
acido lactico pueden disminuir la produccion de H2 debido al cambio en la
composiciéon microbiana de Clostridium sp. a BAL como Sporolactobacillus y
Lactobacillus (Park et al., 2016). Para evitar una desventaja para BPH, se
recomienda mantener las concentraciones de carbohidratos solubles superior de 1
gL' (Park et al.,, 2016, 2018). Este hallazgo fue confirmado por una serie de
pruebas por lotes de cultivos puros y cocultivos de Clostridium butyricum vy
Lactobacillus casei a diferentes concentraciones iniciales de glucosa y galactosa
(0,5-5,7 g-L"). Este resultado mostré que mientras L. casei tenia una constante de

saturacién media (Km) mas baja, C. butyricum exhibié una mayor tasa maxima de
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consumo de sustrato que L. casei, independientemente del tipo de sustrato utilizado

(Park et al., 2018).

Si bien la afinidad por el sustrato y la tasa de absorcion son factores criticos para
comprender la dinamica de la competencia, Ohnishi et al. (2022) explicaron que la
reduccion en la produccion de H2 en cocultivos de Megasphaera elsdenii,
Clostridium butyricum y BAL con glucosa se debi6 a diferencias en sus tasas de
crecimiento. En los experimentos, BAL mostraron una tasa de crecimiento
significativamente mayor durante la fase logaritmica en comparacion con BPH. Esta
rapida proliferacion de BAL no solo redujo la disponibilidad del sustrato para BPH,
sino que también inhibio la produccion de Hz, lo que resulté en una disminucion del
44% en los cultivos de M. elsdenii y una inhibicién aun mayor de los cultivos de C.
butyricum. Estos hallazgos resaltan como BAL, debido a su alta tasa de crecimiento
durante la fase logaritmica, pueden competir eficazmente por sustratos

fermentables, lo que permite su rapido dominio en la comunidad microbiana.

De manera similar, una relaciéon C/N inadecuada puede influencia la dominancia de
BPH y BAL en el proceso. Esta bien establecido que una relacion C/N 6ptima es
critica para el crecimiento microbiano y la produccion efectiva de H2. Se encontro
que la suplementacion de nitrégeno a la vinaza de tequila mejoraba la produccion
de H2y aumentaba la presencia de Clostridia en comparacion con la vinaza de
tequila no suplementada, donde BAL se convirtié en la poblacion dominante en la
comunidad microbiana (Garcia-Depraect et al., 2023b). La dinamica competitiva

entre ambas poblaciones puede explicarse por la teoria de seleccion r/K. El
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estratega r es favorecido por la rapida reproduccion debido a su mayor tasa de
consumo de sustrato, mientras que el estratega K exhibe longevidad y tipicamente
mayor eficiencia energética debido a su mayor afinidad por el sustrato. Por lo tanto,
BPH actuan como estratega r, enriqueciéndose en condiciones de alta
disponibilidad de sustrato. Por el contrario, las BAL, como estrategas K, prosperan
mejor en condiciones de baja concentracién de sustrato (Park et al., 2016, 2018;

Garcia-Depraect et al., 2023).

El tipo de carbohidrato también influye en la competencia entre BAL y BPH.
Chatellard et al. (2016) observaron que las pentosas fueron los carbohidratos
monomericos preferidos para la produccion de Hz, una con baja produccion de acido
lactico, lo que condujo a una comunidad dominada por miembros de Clostridium sp.
Por el contrario, las hexosas se convirtieron principalmente en acido lactico (>70%)
y se asociaron con un bajo rendimiento de H2 y produccién de acido butirico, ya que

BAL eran los presentantes mas abundantes de la comunidad.

Ademas, se ha sugerido que la disponibilidad de micronutrientes esenciales en los
sustratos también puede ser un factor determinante en la competencia entre BPH y
BAL, lo que podria explicar el aumento de las abundancias relativas de las BAL en
el proceso de FO (Gabriel-Barajas et al., 2022; Toledo-Cervantes et al., 2022). Es
asi como Gabriel-Barajas et al. (2022) manifiestaron que el aumento de la
abundancia de Pediococcus ethanolidurans y Lactobacillus manihotivorans durante
el proceso de FO con vinazas de tequila podria estar asociado a la competencia por

manganeso (Mn?*). En este sentido Petrov et al. (2017), encontraron que el Mn?*
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caus6 un incremento fuerte en la actividad de la B-fructosidasa de Lactobacillus
paracasei, lo que resultd en una produccion mejorada de acido lactico a partir de la

inulina.

Algunos estudios describen el efecto de la suplementacion con micronutrientes en
la dinamica de la comunidad microbiana del proceso (Mariakakis et al., 2012; Yang
& Wang, 2018; Cieciura-Wtoch et al., 2020; Garcia-Depraect et al., 2023). En
experimentos realizados por Cieciura-Wtoch et al. (2020), la adicion de 6xido férrico
(Fe203) a la pulpa de remolacha aumentd la abundancia de Clostridiales y
produccion de Hz. Sin embargo, la suplementacién con Fe203 también condujo a un
aumento de la concentracion de acido lactico y a una mayor abundancia relativa
Olsonella sp. Por el contrario, sin Fe203, la abundancia relativa de Lactobacillus sp.
fue mayor, pero con la adicibn de Fe20s3, su abundancia relativa disminuy6
significativamente, lo que sugiere que la adicion de Fe20s3 dificultd el crecimiento de
Lactobacillus sp., a diferencia de Olsonella sp. Luego, Mariakakis et al. (2012)
encontraron que la suplementacion de melaza con sales de hierro Fe?* aumento el
predominio de Clostridium butyricum, mejoro la produccion de Hzy elimind Olsenella
sp, la cual domind en los ensayos no suplementados con este micronutriente. Por
lo tanto, los autores sugirieron que Olsenella sp. fue la responsable del incremento
del acido lactico y fue el principal competidor de BPH por el sustrato. Se observé un
efecto similar para Enterococcus sp., cuya presencia se redujo con la adicion de
Fe?*, lo que resultd en un mayor predominio de Clostridium sensu y un aumento de

la produccién de Hz a partir del pasto (Yang & Wang, 2018).
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3.2.2. Bacteriocinas secretadas por BAL: Las principales sustancias

inhibitorias de la produccién de H2 por FO

Uno de los trabajos pioneros en proporcionar evidencia de la inestabilidad de la
produccion de H2 causada por BAL fue realizado por Noike et al. (2002). Los
investigadores descartaron que las interacciones entre BAL y BPH estuvieran
relacionadas principalmente por la competencia de sustrato, ya que no se observé
una produccion simultanea de H:y acido lactico en sus experimentos con residuos
organicos provenientes de la fabricacion del tofu a 37°C y pH de 7,0 y 8,0. En
cambio, se encontré que el cese de la produccion de H2 era causado por sustancias
inhibitorias secretadas por las BAL aisladas del residuo, que inhiben el crecimiento

de las BPH.

Como resultado, Noike et al. (2002) plantearon la hipétesis de que las bacteriocinas,
eran las sustancias responsables de este efecto inhibidor de BAL sobre BPH. Se
realizaron experimentos con cultivos de Clostridium acetolobutylicum a los que les
adicionaron soluciones con y sin tripsina del sobrenadante del cultivo Lactobacillus
paracasei, nisina y agua como control. Estos experimentos permitieron a Noike et
al (2002) confirmar su hipotesis al observar la recuperacion de la produccion de Hz
de la cepa Clostridium acetolobutylicum, ya que la tripsina es una enzima peptidasa
utilizada para inactivar las bacteriocinas, al igual que la nisina, lo que permitid

contrarrestar el efecto inhibitorio.
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Las bacteriocinas son péptidos difusibles de origen ribosomal con actividad
antimicrobiana secretados por diversos tipos de bacterias. Se cree que su principal
fuente son las BAL (Gomes et al., 2016; Garcia-Bayona & Comstock, 2018; Chen et
al., 2021). Estos péptidos antimicrobianos desempefan un papel crucial al
proporcionar una ventaja competitiva y favorecer la colonizacién del entorno,
eliminando o inhibiendo a otras bacterias (Gomes et al., 2016; Castello et al., 2020).
Se ha observado que su actividad antimicrobiana a menudo se dirige contra
bacterias relacionadas con la cepa productora o contra bacterias que se encuentran
en entornos similares, son tolerantes a altas temperaturas y activas en un amplio
rango de pH (Ghanbari and Jami, 2013; Chen et al., 2021). Las bacteriocinas
interactuan con la célula diana a través de receptores de superficie especificos, lo
que conduce a una variedad de mecanismos para destruir las células sensibles,
como la formaciéon de poros, la inhibicién de la sintesis de la pared celular, la
degradacion del peptidoglicano, la inhibicién de la sintesis de proteinas, y la

actividad de la nucleasa y ADN-girasa (Garcia-Bayona & Comstock, 2018).

Un considerable numero de estudios han citado a Noike et al. (2002) para respaldar
sus hallazgos sobre la baja produccién de Hz en presencia y predominio de BAL en
la comunidad microbiana de FO, asi como también la acumulacion de acido lactico
al final del proceso (Kim et al., 2006; Jo et al., 2007; Kim et al., 2009; Im et al., 2012;
Rafrafi et al., 2013; Perna et al., 2013; Kim et al., 2014; Park et al., 2016; Andreani
et al., 2019; Santiago et al., 2019; Poirier et al., 2020; Canto-Robertos et al., 2023;
Hangri et al., 2024). Sin embargo, una cantidad limitada de investigaciones ha

corroborado los hallazgos obtenidos por Noike et al. (2002) en relacion al fenédmeno
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de amensalismo causado por las bacteriocinas secretadas por BAL en sistemas de

FO (Gomes et al., 2015, 2016; Rosa et al., 2016; Pérez-Rangel et al., 2021, 2022).

En las investigaciones realizadas por Gomes et al. (2015) y Rosa et al. (2016), se
identificaron a Lactococcus sp. y Lactobacillus sp. con actividad bacteriocinogénica
que se aislaron de reactores anaerobios de lecho fluidizado alimentados con
lactosuero y aguas residuales de harina de yuca, respectivamente. Estas cepas
estuvieron presentes en la etapa de bajo rendimiento y tasa de produccién de H2
del biorreactor, que oper6 a una temperatura de 30°C y un pH entre 4,0 y 5,0. En
contraste, Gomes et al. (2016) confirmaron que las bacteriocinas nisina Ay nisina Z
detectadas en muestras de aguas residuales de harina de yuca crudas eran
estables al calor. Estos investigadores concluyeron que la presencia de estos
compuestos en los deshechos podria haber contribuido al bajo desempefio en la

produccion de H2 del biorreactor, operado a un pH 6,5 y una temperatura de 25°C.

La actividad antimicrobiana de cepas de BAL como Lactobacillus plantarum LB1,
Pediococcus acidilactici LB4, Lactobacillus pentosus LB7, Enterococcus faecium F,
Enterococcus gallinarum G y cepas de BPH como Clostridium beijerinckii B, aisladas
de un biorreactor productor de H2 alimentado con paja de trigo y operado a una
temperatura de 37°C y un pH inicial de 6,5, fueron estudiados por Pérez-Rangel et
al. (2021). Los autores observaron que las cepas de BAL no afectaron Clostridium
beijerinckii B, pero el crecimiento de las cepas de Enterococcus fue inhibido por las
otras cepas de BAL. Ademas, Pérez-Rangel et al. (2021) detectaron que

Pediococcus acidilactici LB4 fue ligeramente inhibido por de C. beijerinckii.

64



En consecuencia, estos resultados permitieron a Pérez-Rangel et al. (2021) concluir
que la coexistencia entre Lactobacillus y Clostridium, como miembros dominantes
de la comunidad microbiana del proceso de FO, no fue antagbnica, sino que se
correlaciond positivamente con la produccion de Hz. De manera similar, Detman et
al. (2021) observaron que una coexistencia entre especies de Lactobacillus y
Clostridium fue favorable para la produccion de H2 a partir de la melaza de
remolacha azucarera, pero destacaron que es importante establecer un equilibrio
entre BAL y BPH dentro de la comunidad microbiana durante el proceso para logar
una produccién estable de H2 con una tendencia a que BPH prevalezcan.

Segun Pérez-Rangel et al. (2022), los efectos inhibitorios de las cepas bacterianas
aisladas previamente por Pérez-Rangel et al. (2021) se debieron principalmente a
sustancias proteicas como las bacteriocinas, pero a diferencia de los resultados de
Noike et al. (2002), la actividad microbiana de estas sustancias inhibitorias se dirigio
especificamente en contra de cepas de BAL. De ambos estudios (Noike et al., 2002;
Pérez-Rangel et al., 2022), se puede deducir que el espectro de inhibicion de las
bacteriocinas producidas por BAL dependera del tipo de cepas presentes
inicialmente en el consorcio y pueden conducir a la seleccion espontanea de cepas

especificas durante el proceso.

Existen numerosas bacteriocinas producidas por BAL y cada una tiene un espectro
de inhibicion particular: algunas se limitan a la inhibicion intraespecifica, mientras
otras pueden inhibir géneros, familias y ordenes (Garcia-Bayona & Comstock,

2018). Su efecto inhibitorio se centra principalmente en bacterias Gram positivas
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pero, algunas bacterias Gram negativas también pueden ser inhibidas (Laslo et al.,
2020; Mokoena et al., 2021). Esto se debe a que bacterias Gram negativas son mas

resistentes gracias a la composicion de su membrana externa (Parada et al., 2007).

Sin duda, las bacteriocinas cumplen una funcidén importante en la comunidad
microbiana (Riley & Wertz, 2002). El conocimiento sobre estas toxinas proteicas en
sistemas de FO se basa en metodologias aplicadas en ambientes fisicamente
estructurados, como la superficie de una placa de agar o cultivos liquidos. En estos
estudios, las cepas crecen como colonias individuales o dos cepas crecen en el
mismo medio de cultivo, permitiendo en condiciones 6ptimas la produccion de la
sustancia inhibitoria o la inhibicion de la cepa sensible. Es importante destacar que
la funcidon que desempefan las bacteriocinas puede variar con las ambientales,

tanto factores bidticos como abioticos (Riley & Wertz, 2002).

Por ejemplo, se ha encontrado que la pediocina es activa en un rango de pH de 5,0
a 10,0, siendo inestable a un valor de pH menor de 5,0 (Kwon et al., 2002), mientras
que la nisina es menos estable y su actividad disminuy6 significativamente en un
rango de pH de 2,0 a 6,0 (Tan et al., 2015). Segun, Noonpakdee et al. (2003), su
actividad inhibidora se redujo en un 97% al aumentar el pH de 3,0 a 5,0 y estuvo
ausente a pH 7,0. Esto enfatiza la necesidad de continuar profundizando en este
fendmeno antagodnico, especialmente, en ambientes no estructurados como son los
residuos organicos, dadas las condiciones operativas del proceso FO y la presencia

de multiples especies.
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3.3. Efecto positivo de bacterias acido lacticas en la fermentacién oscura:

Facilitadoras de produccion de hidrégeno

En contraste con los resultados previos que destacan los efectos adversos de BAL
en la FO, otras investigaciones han revelado otra perspectiva, sugiriendo que estos
microorganismos podrian mejorar la produccién de H2 al proporcionar un entorno
favorable. De acuerdo con estas investigaciones, la presencia de BAL podria

mejorar la eficiencia del proceso de FO de diversas maneras.

Garcia-Depraect y Ledn-Becerril (2018) identificaron los géneros Streptococcus y
Lactobacillus como las principales BAL involucradas en el consumo de oxigeno
residual dentro del biorreactor. En un estudio posterior, los mismos autores
enfatizaron que el in6culo utilizado fue efectivo para remover el oxigeno residual
durante las primeras horas de incubacién, con Lactobacillus sp., junto con otras
bacterias anaerobias facultativas como Klebsiella sp. y Enterobacter sp.,
participando activamente. Esto cre6 un ambiente andxico necesario para la
produccion de Hz a partir de varios residuos agroindustriales, como la vinaza de
tequila y el suero de queso (Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023). Esta
observacion concuerda con las sugerencias previas de Mariakakis et al. (2012) y
Ohnishi et al. (2010), quienes destacan la importancia de la presencia de miembros
del género Lactobacillus para eliminar el oxigeno disuelto residual, creando asi un
ambiente favorable para los anaerobios estrictos productores de H2 como las

especies Clostridium y Megasphaera.
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La eliminacion de oxigeno es crucial para el crecimiento de BPH anaerobias
estrictas y la actividad de las enzimas hidrogenasas. En este sentido, la capacidad
de BAL para adaptarse en ambientes aerodbicos, junto con BPH anaerobias
facultativas como Enterobacter sp. y Bacillus sp., proporcionan un efecto protector
para las BPH anaerobias estrictas. Este efecto se logra manteniendo las
concentraciones de oxigeno indetectables en el sistema sin la necesidad de aplicar
gases inertes, lo que mejora significativamente la relacién entre costo-eficiencia del

proceso (Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023).

Ademas, las BAL pueden producir sustancias poliméricas extracelulares (SPE), que
son esenciales para la agregacion celular en sistemas celulares suspendidos e
inmovilizados. El proceso de granulacion no solo aumenta y mantiene la biomasa
microbiana, sino que también protege a los microbios contra sustancias toxicas o
condiciones desfavorables (Pugazhendhi et al., 2018). Los estudios sobre la
produccion de H2 en configuraciones de biorreactores especializados, como el
manto de lodos anaerobicos de flujo ascendente (UASB, siglas en Inglés), han
identificado especies como Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus vy
Sporolactobacillus en el microbioma involucrado en la formacion de biomasa
granular junto con BPH ( Fang et al., 2002; Hung et al., 2007, 2011; Chojnacka et

al., 2011; Hunag et al., 2012; Sikora et al., 2013; Park et al., 2019).

Lo anterior se pude respaldar con los hallazgos de Hung et al. (2011), quienes
analizaron la estructura, composicion y morfologia microbiana de granulos

productores de Hz2 en un biorreactor de lecho de lodo granular agitado (AGSB). Sus
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resultados demostraron que Clostridium sp. y Streptococcus sp. formaron una red
rigida dentro de la biomasa granular, donde agregados de Streptococcus sp.
constituyeron el nucleo. Esta interaccion, atribuida a las SPE producidas, fue un
factor crucial en la formacion de lodo granular a THR corto, donde la presencia de
Streptococcus sp. proporciond estabilidad a los consorcios productores de H2. Mas
adelante, Pugazhendhi et al. (2018) explicaron que la relacion sintrofica entre las
poblaciones formadoras de biopeliculas y productoras de H2, como
Sporolactobacillus y Clostridium respectivamente, permite la retencion de biomasa
y la produccion estable de H2 a THR corto, proporcionando resistencia al esfuerzo

cortante causado por agitacion vigorosa.

Respecto al hidrdlisis del sustrato, este es un paso critico para la produccién de Hz
a partir de residuos organicos (Villanueva-Galindo et al.,, 2023), y las BAL
desempefian un papel significativo. Varios estudios han demostrado que la
capacidad hidrolitica de las BAL puede ser beneficiosa para la hidrdlisis del sustrato,
mejorando asi la eficiencia de la produccién de Hz (Cheng et al., 2008; Adav et al.,
2009; Li et al., 2010, 2011; Morra et al., 2014; Valdez-Vazquez et al., 2015, 2017;
Pérez-Rangel et al., 2021, 2023; Ayala-Campos et al., 2022; Moreno-Andrade et al.,
2022). Por ejempilo, el género Lactobacillus fue un miembro crucial en los consorcios
microbianos productores de H2 al degradar sustratos lignocelulésicos (p. €j., rastrojo
de maiz, paja de trigo, bagazo de cafia de azucar y bagazo de agave),
convirtiéndose junto con Clostridium sp. los miembros predominantes durante la
mayor productividad de Hz, donde Lactobacillus spp. se asocié con la degradacién

de hemicelulosa (Ayala-Campos et al.,, 2022). La actividad xilanolitica de las
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especies de Enterococcus respalda aun mas su participacion en la produccion de

H, a partir de paja de trigo sin tratamiento (Valdez-Vazquez et al., 2015, 2017).

Pérez-rangel et al. (2021) sugieren que la alta productividad de H2 a partir de
sustratos lignoceluldsicos se debid a la divisidon de labores metabdlicas entre
Lactobacillus sp. y Clostridium sp. Este fendbmeno también se observd con
Bifidobacterium sp. y Clostridium sp., que fueron abundantes en la comunidad
microbiana durante la conversion eficiente del almidon y produccion de H2 (Cheng
et al., 2008). Ademas, la presencia de Enterococcus sp, se correlaciond
positivamente con una mayor hidrdlisis del sustrato durante la fermentacion de
desechos de comida (Moreno-Andrade et al., 2022). Adav et al. (2009) informaron
que Enterococcus saccharolyticus y Clostridium butyricum formaron un consorcio
funcional para hidrolizar eficazmente la celobiosa y producir H2. Ademas, se ha
informado de la seleccion espontanea de los géneros Clostridium, Lactobacillus,
Enterococcus y Staphylococcus en el consorcio, las cuales participaron
eficientemente en la degradacién de residuos de frutas y verduras, y la producciéon

de Hz (Morra et al., 2014).

De manera que, las fuentes de carbono estructuralmente complejas, como la
lignocelulosa, influyen significativamente en las interacciones bacterianas. Durante
su degradacion se requiere de la accidn coordinada de multiples enzimas,
promoviendo una mayor cooperacion entre bacterias. Esta interaccién cooperativa
resulta en un crecimiento sinérgico en comparacion con fuentes de carbono mas

simples (p.€j., glucosa), donde el antagonismo es mas comun (Deng & Wang, 2016).
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Por lo tanto, la complejidad del sustrato puede facilitar la coexistencia de BPH y
BAL. En este escenario, cada poblacién podria aprovechar sus respectivos nichos
para llevar a cabo la hidrdlisis del sustrato a productos fermentables necesarios para
el crecimiento de ambas, estableciendo una relacion sinérgica que mejora la

eficiencia de la produccion de Ha.

Ademas, la acidificacion desencadenada principalmente por la degradacion de los
azucares a acidos organicos también estimula la cooperacion entre BAL y BPH,
regulado el pH al proporcionar un microambiente acido favorable para BPH, dado
que la produccion de Hz es 6ptima a pH acido (Cabrol et al., 2017; Xue et al., 2024).
Ohnishi et al., (2010) manifestaron que la presencia de Megasphaera elsdenni en el
consorcio evité la caida del pH al consumir acido lactico producido por Lactobacillus
spp, estabilizando la produccién de Hz y permitiendo el crecimiento de ambas en el

biorreactor.

La rapida y elevada acidificacion del sustrato causada principalmente por BAL
puede ser un obstaculo para el proceso (Cabrol et al., 2017; Garcia-Depraect et al.,
2021). Sin embargo, Xue et al., (2024) sugirieron que la drastica disminucion inicial
del pH en el sistema de FO, causada por la alta acidificacion a concentraciones
elevadas de residuos alimentarios (60 a 120 g/L SV), estimulé la actividad
metabdlica de BPH, aumentando la produccién de H2z en comparacién con
concentraciones mas bajas (10 a 40 g/L SV), que tuvieron una acidez insuficiente y
dificulté la dominancia de BPH. De manera similar, Moreno (2016) sefal6 que la

acidificacién en la etapa inicial durante la FO del mucilago de café y residuos de
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frutas y verduras permitid la seleccion de BPH con un mayor rendimiento de
produccion de Hz. Este enfoque podria generar un ahorro de tiempo y disminuir los
costos de pretratamiento del in6culo para eliminar baterias irrelevantes para la
produccion de H2, como arqueas metanogénicas, enriqueciendo la comunidad
microbiana con BPH tolerantes a altas concentraciones de &acido, capaces de

consumir acido (Xue et al., 2024).

Los productos metabdlicos de BAL diferentes de los acidos organicos (acido lactico
y acido acético), como las bacteriocinas, el peroxido de hidroégeno y el diacetilo,
también pueden limitar el crecimiento de microorganismos indeseables,
promoviendo la coexistencia de BAL y BPH dentro del consorcio al mejorar las
interacciones sinérgicas, con el acido lactico como intermediario para la produccién
de Hz por FO a partir de residuos organicos (Garcia-Depraect, Valdez-Vazquez et
al., 2019; Pérez-Rangel et al., 2022). Por ejemplo, Morra et al. (2014) concluyeron
que las bacteriocinas producidas por las BAL actuan como un factor selectivo para
BPH perteneciente al género Clostridium, permitiendo su coexistencia con BAL
como Lactobacillus sp., Enterococcus spp. y Staphylococcus sp. durante la
produccion de Hz a través de FO a partir de una mezcla de estiércol y residuos de

frutas y verduras.

Las BAL también contribuyen a la degradacién de sustancias nocivas presentes en
el sustrato, mejorando potencialmente el rendimiento del proceso. Pocos estudios
reconocen su papel en la desintoxicacion del sustrato para la produccion de Hz

(Mufoz-Paez et al., 2019; Valdez-Vazquez et al., 2020; Mugnai et al., 2021). Valdez-
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Vazquez et al. (2020) destacaron la alta capacidad de decoloracion de Lactobacillus
sp. en presencia de glucosa, demostrando su papel activo en el efluente textil
durante la produccion de Hz. De manera similar, Mufioz-Paez et al. (2019) reportaron
sobre la activa participacion de Lactobacillus sp. en el consorcio microbiano capaz
de producir hidrégeno a través de la fermentacion de la xilosa en presencia de
derivados de furano (p.ej., furfural y 5-hidroximetilfurfural). Estos agentes y otras
sustancias desfavorables, como compuestos fendlicos, son subproductos comunes
del pretratamiento de sustrato para aumentar la solubilidad de los carbohidratos. Su
presencia puede inhibir muchas bacterias mediante la permeabilizacion y
desestabilizacion de la membrana o inhibicion de enzimas extracelulares. Las BAL
han demostrado capacidad enzimatica para metabolizar compuestos fendlicos
(Rodriguez et al., 2009; Filannino et al., 2015; Yaqgi Wang et al., 2021), las cuales
han sido identificadas como miembros claves en consorcios para produccion de Hz
con sustratos que contiene compuestos fendlicos como vinaza de tequila (Garcia-
Depraect & Ledn-Becerril, 2018) y aguas residuales de almazara (Mugnai et al.,
2021). Sin embargo, las BAL no son ampliamente reconocidas por su alta capacidad
de degradacion, lo que indica la necesidad de mas investigacién, ya que su
eficiencia y eficacia puede depender de las condiciones ambientales (Yaqi Wang et

al., 2021).

Aunque las BAL pueden influir positivamente en la generacion de Hz, generalmente
no son reconocidas como productoras directas de H2 (Etchebehere et al., 2016;
Novik et al., 2017). Sin embargo, algunos estudios han confirmado la capacidad de

ciertas BAL, incluyendo Lactobacillus spp. (Kandler et al. 1983; Yang et al. 2007;
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Pandey et al. 2019; Sivagurunathan et al. 2023); Lactococcus spp. (Marone et al.,
2014); Streptococcus sp. (Moreno et al., 2019); y Enterococcus spp. (Song et al.
2012; Valdez-Vazquez et al. 2015; Yin & Wang 2016; Eder et al. 2020; Pérez-Rangel
et al. 2022; Woraruthai & Supawatkorn 2024) para convertir una fuente de carbono
en Hz. Por ejemplo, Enterococcus faecalis VT-H1, como lo demostraron Woraruthai
y Supawatkorn (2024), produjo H, con un rendimiento de 2,22 mol H2/mol glucosa
en cultivo puro en condiciones 6ptimas (pH 7,0; 30 °C). De manera similar, Yin y
Wang (2016) informaron que Enterococcus faecium INET2 logré un rendimiento de
hidrégeno de 1,16 mol Hz/mol glucosa (pH 7,0, 35 °C). Ademas, Lactobacillus
delbrueckii mostré un rendimiento de hidrégeno de 1,63 mol Hz2/mol glucosa (pH 6,5,
37 °C) (Sivagurunathan et al. 2023). Esto resalta la importancia de explorar las BAL
como productoras de Hz, ya que la formacién de H2 representa un patron de
fermentacién inusual en estas bacterias. Hasta la fecha, algunos estudios han
asociado estas caracteristicas bioquimicas atipicas y la presencia de una estructura
enzimatica especifica, como la hidrogenasa, para la produccion de H2 en BAL
(Woraruthai y Supawatkorn 2024). Estos hallazgos subrayan la diversidad funcional
de las BAL en la produccion de Hz durante la FO, ofreciendo nuevas perspectivas

para el desarrollo del bioproceso.

3.4. Acido lactico: un sustrato alternativo para la produccién de hidrégeno por

fermentacion oscura de residuos organicos
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Acido lactico, un subproducto en sistemas de FO, ha sido tradicionalmente
considerado un obstaculo para la produccion eficiente de Hz a partir de sustratos
ricos en carbohidratos (Castello et al., 2020; Guo et al., 2010; Hawkes et al., 2002).
Esto se debe, en parte, a que la formacion de acido lactico no esta directamente
relacionada con las vias de produccién de H2 durante la degradacién de
carbohidratos, ya que los equivalentes reductores generados se oxidan
principalmente mediante la formacion de acido lactico en lugar de Hz (Blanco et al.,
2019; Detman et al., 2021; Regueira-marcos et al., 2023). Por otra parte, BAL,
debido a su ubicuidad en sistemas de FO, son las principales bacterias
responsables de la produccién y acumulacién del acido lactico. Como se menciono
previamente, estas bacterias compiten con BPH por el sustrato, lo que limita la

disponibilidad del sustrato destinado a la produccién de Ha.

Adicionalmente, los niveles de acido lactico también contribuyen a las fallas del
bioproceso, dado que puede inhibir la produccion de Hz a través de su actividad
antimicrobiana y la disminucién de pH (Castillo Martinez et al., 2013; Stanojevi¢-
Nikoli¢ et al.,, 2016; Feng et al., 2018; Coban, 2020). Se ha observado que la
produccion de Hz disminuyé a mediada que aumento la concentracion de acido
lactico (Noike et al., 2002, 2005; Jo et al., 2007; Baghchehsaraee et al., 2009; Wang
and Zhao, 2009; Baghchehsaraee et al., 2010, 2011; Sreela-Or et al., 2011; Moon
et al., 2015; Park et al., 2016; Ghimire et al., 2018; Mota et al., 2018; Im et al., 2020;
Chen et al.,, 2022). Sin embargo, algunos estudios identificaron umbrales

especificos de concentracion de acido lactico que pueden inhibir o mejorar la
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produccion Hz. Por ejemplo, Park et al. (2016) sefalaron que la produccion de Hz a

partir de galactosa ces6 cuando la concentracion de acido lactico alcanzé 0,86 g/L.

En contraste, Baghchehsaraee et al. (2009) y Kim et al. (2012) demostraron que el
cultivo mixto produjo mas Hz y acido butirico cuando se aumentaron las
concentraciones iniciales de acido lactico hasta 5 y 8 g/L en medios que contenia
almidon y glucosa, respectivamente, en comparacion con medios sin adicion de
acido lactico. Ambos estudios observaron un consumo del acido lactico por el
cultivo. Baghchehsaraee et al. (2009) sugirieron que proporcionar altas
concentraciones de acido lactico condujo a una acumulacién de equivalentes
reductores, lo que favorecié aun mas la produccion de Hz. No obstante, Kim et al.
(2012) senalaron que concentraciones de acido lactico de 16 g/L afectaron la
actividad de la BPH, lo que se reflejé en un aumento del 40% en la fase de retraso
y un rendimiento de H2 insignificante, concluyendo que es necesario definir una
concentracion adecuada de acido lactico. En cambio, Noblecourt et al. (2018)
sefalaron que concentraciones de 29 g/L de acido lactico no impactaron
negativamente en la produccién de Hz en residuos de alimentos prefermentados, ya

que fue consumido por el consorcio.

Cabe senalar que el efecto potencial del acido lactico sobre la produccion de H2 se
pasaba por alto hasta que un conjunto de estudios en forma independiente observo
un patron de cambios en la concentracion de acido lactico durante el periodo de
operacion de biorreactores de FO en cultivos mixtos que procesaron sustratos como

aguas residuales, residuos de alimentos, vinazas, suero de queso, mucilago de
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café, melazas, residuos de frutas y verdura. Inicialmente, se registr6 un aumento de
la concentracién de acido lactico con nula produccion de H2 a medida que los
carbohidratos presentes en el sustrato fueron consumidos. Sin embargo,
posteriormente, la concentracion acumulada de acido lactico disminuy6 e incluso
llegd a agotarse en el sistema. Durante este suceso, se observo que se produjo la
tasa mas alta de produccién de Hz. Al final de la fermentacion, el acido butirico fue
el metabolito soluble dominante, mientras que el acido acético tuvo diferentes
variaciones, aumentado o disminuyendo su concentracion (Lee et al., 2008; Kim et
al., 2009; Ohnishi et al., 2010; Juang et al., 2011; Dareioti et al., 2014; Gomez-
Romero et al., 2014; Moreno, 2016; Fuess et al., 2017; Garcia-Depraect et al., 2017;
Andreani et al., 2019; Blanco et al., 2019; Niz et al., 2019; Villanueva-Galindo &
Moreno-Andrade, 2021; Martinez-Mendoza et al., 2022; Regueira-Marcos et al.,
2023; Aranda-Jaramillo et al., 2023; Dudek et al., 2024; Xue et al. 2024). Por lo tanto,
este comportamiento en los patrones de produccién de H2y metabolitos solubles
no puede explicarse simplemente por el consumo de los carbohidratos (Martinez-
Mendoza et al., 2022). Esto sugiere que la comunidad microbiana no solo utilizé las
rutas metabdlicas convencionales propuestas en la produccion fermentativa de Hz
a partir de los carbohidratos como la glucosa, sino que también empleé las rutas
metabdlicas que direccionaron a una mayor produccion de Hz a través del consumo
de 4cido lactico producido a partir de los carbohidratos (Juang et al., 2011; Regueira-
Marcos et al., 2023). Esta via metabdlica podria representar una estrategia para
recuperar el flujo de electrones desviado en la produccion de acido lactico y dirigirlo

hacia la formacion de H2 (Regueira-Marcos et al., 2023).
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Estudios demostraron la capacidad de ciertas BPH para utilizar el acido lactico como
otra fuente de carbono diferente a los carbohidratos, lo que muestra la relevancia
de las vias de produccion de Hz que utilizan acido lactico. Entre las principales BPH
capaces de fermentar el acido lactico se encuentran varias especies de Clostridium
como C. acetobutyricum (Diez-Gonzalez et al., 1995), C. diolis (Matsumoto &
Nishimura, 2007), C. termitidis, C. beijerinckii (Gomez-Flores et al., 2017), C.
butyricum (Detman et al., 2019), C. tyrobutyricum (Jo et al., 2008; Wu et al., 2012),

y especies de Megasphaera, en particular, M. elsdenii (Ohnishi et al., 2010, 2022).

El acido lactico puede transformarse en Hz y acido acético o acido butirico. Sin
embargo, se ha informado que para la conversion 6ptima del acido lactico tanto por
cultivos puros como por cultivos mixtos es esencial la presencia de acido acético
como una fuente externa de carbono (Matsumoto & Nishimura, 2007; Wu et al.,
2012; Grause et al., 2012; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2018; Detman et al.,
2021; Fuentes-Santiago et al., 2023). Esto se debe a que la reaccion de conversion
de acido lactico y acético a Hz y acido butirico es energéticamente mas favorable
en comparacién a las reacciones de conversién del acido lactico como unico
sustrato a H2 y acido acético o acido butirico (Ecuacion 3-1, 3-2 y 3-3,
respectivamente; Matsumoto & Nishimura, 2007 Jo et al., 2008; Saady, 2013; Wu et

al., 2012).

2CH;CH(OH)COOH+CH3;CO0H—1,5CH;CH,CH,COOH+H,+2C0,+H,0 (3-1a)
AG’=-56,6 k] /mol

CH;CH(OH)COOH+0,4CH;COOH—0,7CH3CH,CH,CO0H+0,6H,+C0,+0,4H,0 (3-1a)
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AG’=-183,9 k] /mol

CH;CH(OH)COOH+H,0 — CH3;COOH+CO,+2H, (3-2)
AG’= -4,2 k] /mol

2CH;CH(OH)COOH — CH5CH,CH,COOH + 2H, + 2C0, (3-3)

o

AG’ = —64,1k]/mol

Asi, la preferencia termodinamica por la conversion del acido lactica podria explicar
parcialmente la ocurrencia del aumento y disminucion simultanea del acido acético
y acido lactico, acompanada de una alta produccion de acido butirico y liberacion
de H2 durante los procesos de FO en cultivos mixtos (Garcia-Depraect, Valdez-
Vazquez, et al., 2019). Segun Blanco et al. (2019) y Aranda-Jaramillo et al. (2023),
la produccion de H2 a partir del lactato y acetato podria explicar el 74,5 a 75% del
volumen total de Hz producido en sus experimentos. Ademas, Fuentes-Santiago et
al. (2023) notaron que la combinacion del acido lactico y acético fue el sustrato
preferencial de la comunidad microbiana productora de H2 en vez de los
carbohidratos, logrando rendimientos de Hz en términos de DQO inicial que fueron

casi cinco veces mayores utilizando acido lactico y acido acético que carbohidratos.

Aunque la formacién de acidos acético y butirico durante la produccién de H2 esta
bien documentada, el acido propiénico ha asociado comunmente con el consumo
del Hz en lugar de su generacion (Sivagurunathan et al., 2014; Pagliano et al., 2019;
Laikova et al., 2024). Esto se debe a las rutas metabdlicas mas prevalentes para la

sintesis de acido propionico, como la ruta del acrilato, que requieren NADH para la
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conversion de acido lactico en acido propidnico, donde el NADH puede derivarse
del consumo de H2 (Ecuacién 3-4; Prabhu et al., 2012; Gonzalez-Garcia et al., 2017;
Asunis et al., 2019; Zhao et al., 2024). La ruta del acrilato se ha identificado en
bacterias no relacionadas, incluidas Clostridium propionicum, M. elsdenii, y

Prevotella ruminicola (Gonzalez-Garcia et al., 2017).

CH;CH(OH)COOH + H, - CH;CH,COOH + H,0 (3-4)

Sin embargo, estudios recientes han sefialado una correlacion notable entre el
aumento de los niveles de acido propidnico y la alta produccion de H2 a partir del
consumo de acido lactico (Ohnishi et al., 2022; Villanueva-Galindo et al., 2024).
Onhnishi et al. (2022) observaron un patrén similar en cultivos de M. elsdenii, donde
el Hz producido podria provenir de vias metabdlicas que convierten el acido lactico
en acidos propionico y acético (Ecuacion 3-5). Estos hallazgos revelan que la
relacion entre el metabolismo del acido lactico y la produccion de Hz2 es bastante
compleja y puede variar segun la composicion de la comunidad microbiana y las

condiciones de fermentacion.

2CH,CH(OH)COOH— CH3COOH+ CH3CH,COOH + CO,+ H, (3-5)

Otro aspecto que muestra fuertemente la relevancia de las rutas metabdlicas
capaces de transformar el acido lactico en H2 como suceso muy comun en la FO
fue la caracterizacion de la comunidad microbiana, que explicé simultdneamente el

comportamiento en el perfil de los metabolitos solubles y la produccion de Hz (Fuess
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et al., 2018; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2018; Detman et al., 2021; Fuentes-
Santiago et al., 2023; Dudek et al., 2024). De acuerdo con el analisis de la
comunidad microbiana, la codominancia de los miembros de BAL y BPH fue crucial
para la produccion de H2, inducida por carbohidratos y acido lactico,
respectivamente. Ademas, se observo una transicion significativa de poblaciones
productoras de acido lactico a productoras de H2 utilizando el acido lactico
acumulado por la fermentacidén de carbohidratos por BAL (Detman et al., 2021;

Fuentes-Santiago et al., 2023).

El mecanismo exacto de este fendmeno aun se desconoce, pero hasta ahora, su
explicacion se basa en la hipodtesis inicialmente propuesta por Sikora et al. (2013) y
posteriormente reforzada por Garcia-Depraect et al. (2017), respecto a la
produccion de H2 por alimentacion cruzada de lactato similar a la comunidad
microbiana de gastrointestinal humana. Esto sugiere que la secuencia ecologica
observada, modulada por interacciones competitivas y cooperativas, condujo a la
seleccién de una comunidad microbiana dominada por una asociacion sinérgica
entre BAL y BPH, resultando en vias metabdlicas acopladas con éxito para el
crecimiento y funcionamiento general de la comunidad microbiana dentro del
biorreactor, donde el acido lactico fue el recurso comun que impulsoé la produccién
de H2 por FO (Fuentes-Santiago et al., 2023; Garcia-Depraect, Valdez-Vazquez, et

al., 2019), como se ilustra en la Figura 3-3.
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Competition
OH OH Cross-Feeding

| Butyric acid | | Acetic acid | Co-substrate

Figura 3-3.Sistema sintréfico compuesto por bacterias acido lacticas (LAB) y bacterias
productoras de hidrégeno (HPB) para la produccion de hidrogeno (H2) impulsada por acido

lactico.

Con este enfoque, estudios recientes apoyan el papel clave del acido lactico en la
asociacion bacteriana entre BAL y BPH en la produccion de Hz por FO utilizando
residuos agroindustriales, como residuos de frutas y verduras (Martinez-Mendoza
et al., 2022; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023), residuos de alimentos
(Regueira-Marcos et al., 2023; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023; Xue et al.,
2024), vinaza de tequila (Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023), suero de queso
(Aranda-Jaramillo et al., 2023; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023), bagazo de
agave (Dudek et al., 2024), entre otros, donde el acido lactico fue un precursor

importante para la produccién de H2. Esto requirid la presencia de carbohidratos
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para una fermentacién secuencial de dos pasos: la produccion y el consumo de
acido lactico entre estos microorganismos favorecieron una conversion eficiente del
sustrato, lo que resultd en mejores tasas de produccién y rendimientos de H:2

(Regueira-Marcos et al., 2023; Martinez-Fraile et al., 2024; Xue et al., 2024).

Por lo tanto, aunque puede ser muy tentador sugerirlo, la coexistencia entre BAL y
BPH establecida por la alimentacion cruzada de lactato forma un sistema sintrofico
que puede reducir la competencia mediante la asignacion eficiente de recursos
(Figura 3-3). En este sistema, los carbohidratos actuan como el recurso primario.
Dado que las BAL son competidoras mas eficientes en la utilizaciéon de los
carbohidratos, las BPH se adaptan para utilizar otra fuente de carbono, como el
acido lactico, como recurso secundario. Esta estrategia permite a BPH persistir en
la comunidad microbiana sin gastar energia en la competencia impuesta por las
BAL, lo cual podria llevar a su eliminacién. Las BPH, capaces de utilizar el acido
lactico como recurso secundario, pueden, de esta manera, vencer la competencia
impuesta por las BAL (Pham et al., 2022). De esta manera, la ruta de produccién de
H2 impulsada por lactato puede ayudar a mitigar los efectos inhibitorios causados
por la invasién y colonizacion de BAL en el proceso de FO al utilizar sustratos que
sustentan su crecimiento, como suero de queso y residuos de alimentos (Aranda-
Jaramillo et al., 2023; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023, Martinez-Fraile et al.,

2024).

De acuerdo con Fuess et al. (2018), la ruta metabdlica del acido lactico sirve como

un mecanismo utilizado por las bacterias para obtener energia y reemplazar la
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conversion directa de carbohidratos en condiciones de baja disponibilidad de estos.
En este contexto, las BAL son actores claves en la dinamica microbiana en los
sistemas de FO alimentados con residuos organicos, proporcionando una fuente de
carbono alternativa y prometedora para producir Hz (Fuess et al.,, 2018). Este
fendmeno esta recibiendo gran atencidén ya que es una estrategia adecuada que
podria proporcionar una estabilidad en procesos de FO (Blanco et al., 2019), gracias
a que estudios del microbioma intestinal han argumentado que la alimentacién
cruzada, el intercambio de metabolitos entre diferentes microorganismos, emerge
como el mecanismo clave para establecer comunidades microbianas comensales
que sean estables, resilientes a perturbaciones y resistentes a la invasion de

microorganismos no relevantes (Culp & Goodman, 2023).

Es asi como, la integracion de BAL y BPH mediante alimentacion cruzada de lactato
representa un enfoque prometedor e innovador para optimizar la produccion de Hz
en sistemas FO. Este fendmeno esta recibiendo considerable atencion ahora, ya
que no solo mejora la eficiencia de la conversion del sustrato, sino que también
contribuye a la estabilidad y resiliencia de la comunidad microbiana dentro del
biorreactor (Blanco et al., 2019). Las investigaciones futuras deben centrarse en
dilucidar los mecanismos precisos que subyacen a esta interaccion, asi como en
comprender varios factores como las caracteristicas del sustrato, las condiciones
de cultivo (p. €j., pH, nutrientes, temperatura) y operacioén (p. ej., TRH, OLR). Este
conocimiento es crucial para aprovechar al maximo el potencial del acido lactico
como sustrato alternativo para la produccion sostenible de Hz a partir de residuos

organicos (Garcia-Depraect et al., 2021).
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3.5. Conclusiones

La presente revision destaca el doble papel de las bacterias lacticas en la
produccion de hidrogeno mediante la fermentacion oscura. En este contexto, las
bacterias lacticas pueden actuar como competidoras al consumir eficientemente los
sustratos disponibles, lo que limita la produccion de hidrégeno. Sin embargo,
también pueden desempenar un papel facilitador al establecer interacciones
sinérgicas con las bacterias productoras de hidrégeno, aumentando asi la eficiencia

de la generacion de hidrogeno.

Este analisis destaca que el acido lactico producido por bacterias acido lacticas
puede utilizarse como sustrato alternativo para las bacterias productoras de
hidrégeno, lo que representa un cambio conceptual respecto a lo previamente
reportado. Las rutas metabdlicas tradicionales basadas en la conversion de
carbohidratos pueden complementarse o incluso reemplazarse mediante la
conversion de acido lactico en hidrogeno, lo que no solo mejora la eficiencia del
proceso, sino que también mejora la estabilidad del sistema al reducir la
competencia microbiana, permitiendo que el acido lactico se convierta en un recurso

valioso para la produccién de hidrégeno en lugar de un inhibidor.

Desde una perspectiva aplicada, este estudio sugiere que la cooperacién sinérgica
entre las bacterias acido lacticas y las bacterias productoras de hidrégeno en el
proceso de fermentacion oscura puede mejorar significativamente la viabilidad de

convertir residuos agroindustriales en hidréogeno. Sin embargo, es crucial que la
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investigacion futura aborde la optimizacion de las condiciones operativas (p. €j., pH,
composicidon del sustrato, temperatura), asi como el disefio de sistemas integrados
para desacoplar la fermentacion en dos etapas: fermentacién lactica seguida de
hidrogénesis impulsada por acido lactico. Este enfoque mejoraria la conversion
general de carbohidratos en hidrégeno al optimizar la concentracion de acido lactico
en el proceso de fermentacion oscura, maximizar la produccion de hidrogeno vy
estabilizar la comunidad microbiana. Dicha estrategia facilitaria el desarrollo de
in6culos especializados adecuados para aplicaciones de produccion de hidrogeno

a gran escala.
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Capitulo IV. Produccion de biohidrégeno a partir de mucilago de café
enriquecido en acido lactico: Desempeno de la fermentacidon oscura

semicontinua

4.1. Introduccion

La expansion de la produccién cafetalera ha incrementado la generacién de
subproductos de bajo valor econémico, cuya acumulacion representa un desafio
ambiental significativo para los paises productores (Acevedo et al., 2021; Truijillo-
Gonzalez et al., 2024; Tsigkou et al., 2025). Como se abordo en el Capitulo 2, se
estima que mas del 90% de la biomasa del fruto de café no se aprovecha en la
fabricacion del producto final, generando 40,68 millones de toneladas anuales de
residuos con alta carga organica a nivel global. Cuando estos residuos no son
gestionados de forma adecuada, pueden convertirse en fuentes importantes de
contaminacion en suelos y cuerpos de agua (Duarte et al., 2021; Pongsiriyakul et
al., 2024). En este contexto, la transicion hacia modelos de economia circular ha
impulsado el desarrollo de alternativas biotecnoldgicas para su valorizacion, entre
las cuales destaca FO para la produccion de biohidrogeno (Moreno-Cardenas et al.,

2019; Setter et al., 2020; Duarte et al., 2021; Tsigkou et al., 2025).

Los subproductos del procesamiento postcosecha del café, como cascara, pulpa,
mucilago y aguas residuales, contienen fracciones ricas en carbohidratos y
compuestos facilmente fermentables, lo que las convierte en sustratos potenciales
para la produccion de bioH2 (Villa Montoya et al., 2019). Diversos estudios reportan

rendimientos variables segun los subproductos utilizados. Para la pulpa de café se
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han reportado rendimientos de 49,2 mL H2/g DQO (Mifidn-Fuentes & Aguilar-Juarez,
2019), mientras que para aguas residuales fluctuan entre 1,29 y 2,57 mol Hz/mol
hexosa (Jung et al., 2010, 2012). En la codigestion de cascara, pulpa y aguas
residuales se alcanz6 3,04 L H2/L-d (Villa Montoya et al., 2020), y 1,8 L Hz2/L-d al
utilizar aguas residuales de café, residuos de verduras y jugo de cafa (Quifiones
Navia et al., 2025). En cuanto al mucilago de café, se ha mostrado rendimientos
entre 77,6 y 5511 mL H,/ g DQO al emplearse como cosustrato, evidenciando su
potencial para la produccion de bioHz (Hernandez et al., 2014; Moreno-Cardenas &
Zapata Zapata, 2019; Rangel et al., 2021). Sin embargo, su aprovechamiento como

sustrato unico sigue siendo limitado.

Los residuos del procesamiento del café también albergan poblaciones de BAL,
debido a su alto contenido de carbohidratos, particularmente de azucares
reductores y pectinas facilmente biodegradables. Como se detalld en el Capitulo 3,
estas bacterias transforman los carbohidratos principalmente en acido lactico
(Evangelista et al., 2015; de Oliveira Junqueira et al., 2019; Zhang et al., 2019; de
Melo Pereira et al., 2020). De modo que, la presencia simultanea de BAL y acido
lactico en la FO han mostrado efectos contrastes. Por un lado, las BAL y la
acumulacién de acido lactico disminuyen la eficiencia hidrogenogénica por
competencia por el sustrato, acidificacion excesiva y secrecion de bacteriocinas
(Correa-Villa et al., 2024b); por otro lado, el acido lactico también puede actuar como
precursor para la produccién de bioH2, lo que representa una alternativa

biotecnoldgica viable para evitar su acumulacién y controlar el crecimiento de BAL,
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especialmente cuando los pretratamientos no logran suprimir completamente su

crecimiento (Correa-Villa et al., 2024b; Villanueva-Galindo et al., 2025).

Este papel positivo del acido lactico ha impulsado el desarrollo de estrategias
operativas orientadas a su aprovechamiento como fuente de carbono, en lugar de
considerarlo unicamente un metabolito (Garcia-Depraect et al., 2021a; Correa-Villa
et al., 2024a). Bajo esta perspectiva se ha desarrollado la FO impulsada por lactato
(FO-LA), donde el acido lactico se convierte en el sustrato principal para la
produccion de bioH2. Esta ruta ha demostrado ser efectiva para diversos residuos
organicos como desechos de alimentos, melaza de cafia de azucar, suero de queso,
hidrolizados de bagazo de agave, vinaza de tequila, evidenciando su potencial para
mejorar el aprovechamiento de residuos organicos (Garcia-Depraect et al., 2021a;

Villanueva-Galindo et al., 2023; Correa-Villa et al., 2024b).

Ademas, se han propuesto configuraciones en dos etapas de FO-LA en los que
desacoplan la fermentacion lactica de la fase hidrogenogénica. En la primera etapa,
los carbohidratos se convierten en acido lactico; en la segunda etapa el residuo
enriquecido en acido lactico, se emplea como sustrato para la produccién de bioHz,
desacoplando asi la fase hidrogenogénica de la utilizacién directa de carbohidratos,
evitando la competencia entre BAL y bacterias productoras de H2 (BPH; Villanueva-
Galindo et al., 2025). Esta configuracion ha mostrado un mejor desempefo en la
produccion de bioH2 en sistemas de FO-LA de una sola etapa utilizando vinaza de
tequila, alcanzando rendimientos y tasas de produccion de H2 de hasta 128,0 mL

H,/g VS 'y 12,3 L H,/L-d, respectivamente, valores superiores obtenidos en una sola
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etapa (Garcia-Depraect & Leon-Becerril, 2018; Garcia-Depraect et al., 2020). Se
obtuvieron resultados similares en sistemas que emplean desechos alimentarios,
donde la configuracion de dos etapas mostré una mayor estabilidad e incremento
en la produccion de bioH2 respecto a la configuracion de una sola etapa, alcanzando
una mayor estabilidad del proceso (Regueira-Marcos et al., 2025). Investigaciones
adicionales en biorreactores continuos confirman que el desacoplamiento de las
fases lactica e hidrogenogénica favorece un metabolismo mas eficiente al reducir la
competencia bajo condiciones controladas de pH y TRH (Garcia-Depraect et al.,

2021b; Regueira-Marcos et al., 2024).

A pesar de estos avances en la FO-LA, el comportamiento de la fase
hidrogenogénica bajo operacion semicontinua ha sido estudiado muy poco
(Regueira-Marcos et al., 2025). Este modo de operacion puede ofrecer un equilibrio
entre la estabilidad de los sistemas continuos y la flexibilidad y baja complejidad de
los discontinuos, favoreciendo la adaptacion de la comunidad microbiana y el control
de la acumulacion de metabolitos (Srivastava & Gupta, 2011; de Almeida Silva et
al., 2020; G. Kim & Cho, 2025). Sin embargo, la efectividad de esta operacion
depende del tipo de sustrato y las estrategias de alimentacién implementadas.
Asimismo, la participacion directa del acido lactico en sistemas de FO que emplean

residuos de café ha sido evaluada de manera limitada.

Por tanto, el primer objetivo especifico de esta investigacion es evaluar el efecto del
tiempo de retencidn hidraulica y de la concentracion de acido lactico derivado del

mucilago de café fermentado naturalmente sobre la produccion de bioH2 mediante
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FO-LA en un biorreactor semicontinuo. Los resultados generaran evidencia
experimental necesaria para comprender la fase hidrogenogénica durante la FO-LA
bajo operacion semicontinua, contribuyendo al desarrollo de sistemas sostenibles

para la produccion bioHz de a través de residuos agroindustriales.

4.2. Metodologia

El proceso experimental desarrollado en este proyecto de investigacion se presenta
de forma esquematica en la Figura 4-1, la cual ilustra las principales etapas del
trabajo: desde la recoleccién y acondicionamiento del residuo organico, hasta la
operacion del biorreactor en modo semicontinuo y el analisis de datos
experimentales. Para su ejecucion, el procedimiento se estructuro en las siguientes
fases: (i) preparacion del sustrato enriquecido en acido lactico a partir de mucilago
de café fermentado naturalmente, (ii) operacion del sistema de fermentacién oscura
bajo condiciones controladas, y (iii) evaluacion de las variables de desempefio del

proceso.

Todas las actividades experimentales se realizaron en el Laboratorio de Energias
Alternativas y Laboratorio de Procesos Agricolas, adscritos al Departamento de
Ingenieria Agricola y Alimentos de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional de Colombia — Sede Medellin. Estos espacios cuentan con las condiciones
adecuadas para la preparacion de sustratos, operacion de biorreactores anaerobios

y analisis fisicoquimicos requeridos para la presente investigacion.
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Figura 4-1. Esquema general del procedimiento experimental desarrollado para evaluar la

produccion de biohidrogeno mediante fermentacion oscura semicontinua utilizando

mucilago de café enriquecido en acido lactico.
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4.2.1. Diseio experimental

Los ensayos experimentales se disefiaron siguiendo un disefio de composicion
central (DCC) con dos variables independientes: el tiempo de retencion hidraulica
(TRH, dias) y la concentracion de acido lactico en la alimentacion del biorreactor
(CaL, g/L), con el objetivo de evaluar su efecto sobre la producciéon de bioH:2
mediante FO en un sistema operado en modo semicontinuo. En la Tabla 4-1 se
presentan los niveles de los factores evaluados, los cuales fueron definidos a partir
de rangos reportados en la literatura cientifica para fermentaciones anaerobias
alimentadas con mucilago de café, vinaza de tequila y la fraccidon organica de
residuos municipales (Gomez et al., 2006; Kim et al., 2012; Zahedi et al., 2013;

Moreno, 2016; Garcia-Depraect et al., 2020).

Tabla 4-1. Factores y niveles establecidos en el disefio de composicion central.

Factor Nivel 1 (-1) Central (0) Nivel 2 (+1) Axiales (x0=1,41421)
CaL (g/L) 10 20 30 5-35
TRH (dias) 1 2 3 0,5-3,5

En particular, el rango de CaL se seleccion6 para abarcar valores reportados en
sistemas discontinuos y continuos en los que la produccion de hidréogeno se
mantiene, considerando ademas la escasa evidencia disponible en operacion
semicontinua. Kim et al. (2012) reportaron que concentraciones iniciales de acido
lactico de 5 y 8 g/L no afectaron negativamente la produccion de hidrégeno en
ensayos discontinuos con glucosa, mientras que Garcia-Depraect et al. (2020)
obtuvieron un buen desempefio en un biorreactor continuo con 12,4 g/L. Asimismo,
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Moreno (2016) reporté buenos rendimientos en un intervalo mas alto, entre 20 y 35
g/L, en ensayos discontinuos. Con base en estos antecedentes, se definié un rango
experimental de CaL entre 5 y 35 g/L, con el fin de evaluar la respuesta del sistema
desde condiciones de menor disponibilidad de lactato hasta concentraciones mas

elevadas reportadas como favorables en la literatura.

Por su parte, TRH se establecié considerando valores asociados a buen desempefio
hidrogenogénico en biorreactores semicontinuos. Gomez et al. (2006) reportaron
resultados favorables con TRH entre 3 y 5 dias, mientras que Zahedi et al. (2013)
evaluaron un rango mas amplio (0,5-10 dias), observando un desempeno
significativo en el intervalo de 0,5-3 dias. En funcion de estos antecedentes, el
rango experimental de TRH se definié entre 0,5 y 3,5 dias, con el propésito de
evaluar tiempos de retencidn contrastantes y analizar su efecto sobre la
productividad de hidrégeno, la permanencia del sustrato en el reactor y el

desempefio global del proceso.

Esta configuracion permitié explorar el efecto individual y combinado de ambos
factores sobre las variables de respuesta consideradas: tasa de produccién (L H2/d)
y rendimiento molar de Hz (mol H2/mol de acido lactico). El diseio experimental
genero un total de 13 corridas experimentales, distribuidas en 8 puntos factoriales
(no centrales) y 5 puntos centrales (réplicas), definidos por el software Design
Expert 11.0 (Stat-Ease® Inc., Minneapolis, MN, USA), utilizado tanto para la

generacion del DCC como para el analisis estadistico posterior.
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4.2.2. Recoleccion y acondicionamiento del sustrato

El mucilago de café arabica (Coffea arabica) fresco, subproducto generado durante
el procesamiento postcosecha en la etapa de la separacion mecanica del grano
(Figura 4-2), fue recolectado en tres fincas cafeteras ubicadas en el suroeste de
Antioquia (Colombia) y trasladado al Laboratorio de Energias Alternativas de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. La recoleccion se realizé en
diferentes momentos, de acuerdo con la disponibilidad de materia prima en cada
finca, con el propdsito de completar el volumen requerido para la alimentacién del
biorreactor semicontinuo en cada condicion experimental. Por tanto, el mucilago
recolectado en las distintas fincas no fue mezclado en una proporcién fija, sino

utilizado segun su disponibilidad.

Figura 4-2. Recoleccion del mucilago de café fresco durante el proceso de beneficio

humedo en finca cafetera del suroeste antioquefio.

Posteriormente, el residuo fue sometido a un proceso de fermentacién espontanea

en tanques de polietileno de alta densidad, cerrados herméticamente, durante un
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periodo superior a 24 horas, a temperatura ambiente (16—28 °C), sin agitacion ni
control de pH, con el fin de lograr la acidificacion natural del sustrato como resultado
de la actividad metabdlica de BAL nativas, responsables de la conversién de
carbohidratos facilmente biodegradables en &acido lactico como metabolito
predominante (Moreno, 2016; Zhang et al., 2019; Correa-Villa et al., 2024a). Este
procedimiento se realizé mediante dos a tres fermentaciones en discontinuo con el
fin de obtener aproximadamente 72 L de mucilago acidificado requeridos para la

alimentacion del biorreactor para cada ensayo.

Una vez finalizada la acidificaciéon, se midieron el pH y la concentracion de acido
lactico. Posteriormente, la concentracidn de acido lactico del mucilago acidificado
se ajusto a los niveles de CaL definidos en el disefio experimental (Tabla 4-1),
mediante dilucién con agua potable o adicion de acido lactico al 88 %, con el fin de
emplearlo como sustrato base en los ensayos de FO semicontinua. Tras su
cuantificacion, el sustrato acidificado fue almacenado a 4 °C hasta su uso, con el fin
de limitar cambios adicionales antes del ajuste final de la CaL. En consecuencia, la
etapa de acondicionamiento del mucilago estuvo orientada a obtener un sustrato
enriquecido en acido lactico para su posterior evaluacibn en la etapa
hidrogenogénica, por lo que el seguimiento operativo se centré en el pH y en la
concentracion de acido lactico, mas que en una caracterizacion fisicoquimica

exhaustiva del mucilago fresco y del mucilago acidificado.
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4.2.3. Inéculo

El inéculo productor de H2 se obtuvo mediante la auto-fermentacion oscura de
residuos de frutas y verduras no aptas para el consumo humano en un biorreactor
operado en modo discontinuo, segun la metodologia descrita por Moreno (2016).
Los residuos fueron recolectados en la Estacion Ambiental de la Central Mayorista
de Antioquia, Colombia, tal como se muestra en la Figura 4-3a, con su composicion
inicial conforme a Moreno Carenas et al. (2013), incluyendo lechuga (2,03%), raiz
de cebolla (0,74%), naranja (23,7%), mango (14,1%), papaya (29,7%) y guayaba
(29,8%) (Figura 4-3b). La mezcla se homogeneizd con agua en una proporcion de
1:1,4 (m/v), completando un volumen de trabajo de 16 L. El acondicionamiento y
procesamiento de estos residuos se realizo previo a su carga en el biorreactor, como

se ilustra en la Figura 4-3b y 4-3c.

El proceso de auto-fermentacion consistiéo en dos fases. En la primera, se realizé
una acidificaciéon natural de la mezcla de residuos por accion de comunidades
microbianas nativas, sin adicion de cultivos iniciadores, de forma similar a la
aplicada al sustrato descrito en la seccion 4.2.2. Durante el acondicionamiento
inicial, la mezcla present6é un pH aproximado de 5,0 y, tras la acidificacion natural,
alcanzo un pH cercano a 3,35. Posteriormente, se inicié la fase hidrogenogénica
mediante la activacion de la temperatura, la agitacion y el ajuste del pH con cal
agricola (CaO) y carbonato de sodio (Na2COs3). Durante esta etapa, el biorreactor
se opero a 32,0 £ 0,7 °C y pH 6,7 £ 0,2, condiciones bajo las cuales se generé

biogas con presencia de Hz de forma sostenida durante tres dias consecutivos
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Mezcla de residuos de frutas y Proceso de homogenizacion Biorreactor cargado con la
e verduras seleccionadas para la o mecanica previo a la carga del mezcla acondicionada de

preparacion del inéculo. biorreactor. residuos de frutas y verduras.

Figura 4-3.Etapas preliminares para la obtencion del inéculo productor de hidrogeno

mediante auto-fermentacion oscura.

4.2.4. Operacion del biorreactor en modo semicontinuo

Se utilizaron dos biorreactores de acero inoxidable con capacidad de 20 L,
equipados con control automatico de temperatura y agitacion mecanica. La
agitacion se aplicd de forma intermitente a 100 rpm durante 5 min/h mediante un
impulsor helicoidal de cinta. Cada biorreactor fue cargado inicialmente con una
mezcla compuesta por 8,3% v/v de inéculo y 91,7% v/v de mucilago de café
acidificado, hasta completar un volumen de trabajo de 12 L. Ambos sistemas fueron
operados en modo discontinuo durante un periodo inicial de 2 a 3 dias para

favorecer la adaptacion del in6culo y el agotamiento parcial del sustrato.

Una vez observada la disminucion del volumen del gas producido, se inicio la
operacion en modo semicontinuo, de acuerdo con los niveles de TRH y CaL

establecidos en el disefio experimental (Tabla 4-1). La temperatura se mantuvo a
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31,0+ 1,0 °C y el pH en 6,76 = 0,14, mediante la adicion Na2COs y cal agricola
(Ca0). Antes de cada alimentacion, el pH del sustrato fue igualmente ajustado al

mismo valor para garantizar condiciones homogéneas de operacion.

La estrategia operacional consisti6 en retirar el 33% del volumen total del
fermentado (4 L) con una frecuencia definida por el TRH y reemplazarlo con un
volumen equivalente de mucilago acidificado, ajustado segun la CaL
correspondiente a cada tratamiento. Las frecuencias de recambio aplicadas para

cada condicion de TRH se presentan en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2. Frecuencias de recambio aplicadas durante la operacién semicontinua definidos

por el tiempo retencién hidraulica (TRH).

Condiciones de operacion TRH (dias)
05 10 20 30 35
Frecuencia de recambio (h) 4 8 16 24 28

Ciclos TRH 6 6 6 6 6

Tiempo de operacion (d) 3 6 12 18 21

Cada ciclo de TRH comprendioé tres recambios consecutivos. Todos los ensayos
fueron evaluados durante seis ciclos de TRH, permitiendo cubrir la fase transitoria
y logar la estabilizacion del sistema para iniciar el analisis bajo las condiciones
operativas establecidas. Durante todo el tiempo de operacidn se registrd el volumen
total de gas producido. Adicionalmente, al sexto ciclo de TRH de cata tratamiento,
se recolectaron muestras del gas en bolsas TEDLAR® y se tomaron muestras
liquidas para analizar acido lactico, acido acético, acido butirico, acido propiénico y

solidos volatiles (SV). Las siguientes variables se seleccionaron como indicadores
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principales del desempefio del proceso hidrogenogénico: tasa de produccion de H2
(HPR; L H2/d); el rendimiento molar de Hz2 por mol de acido lactico (AL) consumido
(HMY; mol Hz/mol AL); el rendimiento de H2 con relacion a solidos volatiles
adicionados (HSY; mL H2/g SV); el contenido de Hz en el gas (%V/v); el indice de
estabilidad de produccion de H2 (IE); el perfil de acidos grasos (AGV; g/L); y la

eficiencia de remocién de SV.

4.2.5. Métodos analiticos

La composicion del gas fue analizada mediante un cromatégrafo de gases (MicroGC
Agilent 3000, USA) equipado con un detector de conductividad térmica (TCD) y dos
canales con gases de arrastre Ar y He. Las columnas e inyectores operaron a una
temperatura constante de 60 °C, mientras el detector a 300 °C, con una presién de
operacion de 30 psi. En el canal A, con Ar como gas de arrastre, se cuantificaron
H2, CH4 y CO; en el canal B, con He, se determiné COz2. El volumen diario de gas
generado se midié con un gasémetro Metrex G2.5, con una precision de 0,040 m?

h™.

El pH del sistema fue registrado utilizando un potenciémetro Sl Analytics Lab 855.
Las concentraciones de ST y SV se determinaron conforme a los métodos 2540B y
2540E, respectivamente, descritos en Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 222 edicion). La concentracion de 4cido lactico en el
mucilago acidificado se determiné mediante el método colorimétrico descrito por

Borshchevskaya et al. (2016), empleando un espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo
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Scientific) y una curva de calibracion entre 1 y 8 g/L. En las muestras liquidas del
biorreactor, el acido lactico y AGV —especificamente, acido acético, acido butirico
y propidnico — se cuantificaron mediante un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC; LC-20AT Prominence, Shimadzu) equipado con detectores RID-
20A y UV-PDA. Se emple6 una columna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm; 9 um),
fase movil de H2SO4 de 0,005 M (0,6 mL min~™), temperatura de la columna de 55
°C y un volumen de inyeccion de 20 uL. La identificacion de los compuestos se
realizd mediante comparacion con estandares analiticos, considerando sus tiempos
de retencién bajo las condiciones cromatograficas descritas. La cuantificacion se
efectud a partir de curvas de calibracidn especificas para cada acido organico.
Cromatogramas representativos de los compuestos analizados se presentan en

Anexo A.

4.2.6. Analisis de datos

4.2.6.1. Calculo de indicadores de desempeno del proceso

Las ecuaciones empleadas para calcular los principales indicadores del desempefio
hidrogenogénico se presentan en la Tabla 4-3. Estos indicadores permitieron
evaluar la cantidad, eficiencia y estabilidad de la produccion de bioH2 durante la

operacion del sistema en modo semicontinuo.

Las muestras de gas generadas en cada ensayo fueron analizadas a una
temperatura de 20 °C y una presion atmosférica local de 0,84 atm en el Laboratorio

del Grupo de Investigacion Termodinamica Aplicada y Energias Alternativas,
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Universidad Nacional de Colombia-sede Medellin. En consecuencia, los volumenes
de gas fueron corregidos a condiciones estandar (0 °C y 1 atm) para asegurar la
comparabilidad de los resultados entre tratamientos y con datos reportados en la

literatura.

Tabla 4-3. Indicadores de desempefio y ecuaciones utilizadas para el analisis de la

produccién de biohidrogeno en fermentacidon oscura semicontinua.

Indicador Simbolo Unidades Ecuacion
Volumen acumulado de
Ho Vi, L He Vi, = %H; X VP
Tasa de produccion de Vu
HPR L Ho/d ==
o HPR = o
i n
Rendimiento molar de HMY mol Ha/mol AL HMY = —
H2 nALCons
Rendimiento
Atri Vy. X 1000
vc?llumetnco’ Qe H2 por HSY mL Halg SV HSY = t2
solidos volatiles SVadicianados
adicionados
L . . . HPR
Indice estabilidad IE adimensional IE =
OHPR
Eficiencia de remocion SViniciat — SVinal
. . SV, 9 SV, = (—) x 100
de solidos volatiles em % rem SVinicial

%H,:porcentaje de hidrégeno en el gas generado; ngst:vqumen total de gas normalizado (0°C, 1 atm); TRH: tiempo de
retencion hidraulica; SV, gicionados: SOlidos volatiles adicionados en los ciclos de TRH estables; HPR: HPR promedio
durante los ciclos de TRH estables; agypr: desviacion estandar de la HPR; SViqiciar Y SVrinai: CONCentracion de soélidos
volatiles al antes y después del ciclo de TRH, respectivamente.

4.2.6.2. Analisis estadistico

La relacion entre TRH y Cal, y las variables de respuesta seleccionadas (HPR;
HMY), fue evaluada mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR).
Para ello, se aplicé un modelo de regresion cuadratica de segundo orden, que
permite representar tanto efectos lineales como no lineales e interactivos de los
factores experimentales sobre las variables de interés. El modelo general adoptado
se presenta en la Ecuacion 4-1:

Y = Bo + BiXs + BoXy + P11 XP + B2 X5 + P12 Xe X, (4-1)
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Donde, Y es la variable de respuesta (HPR; HMY); X, y X, corresponde a los
factores TRH y CaL, respectivamente; 5, es una constante o término independiente;
B1 Y B son los coeficientes del término lineal; f;; y B2 son los coeficientes del

término cuadratico; y s, es el coeficiente del término interactivo.

La significancia estadistica de los modelos y de cada uno de los coeficientes se
determind mediante analisis de varianza (ANOVA), empleando un nivel de
significancia del 95 % (p <0,05). Posteriormente, se construyeron superficies de
respuesta y diagramas de contorno basados en la Ecuacién 4-1, con el fin de
visualizar el efecto simultaneo de TRH y CaL sobre cada variable de respuesta. La
validacion predictiva de los modelos se realizd a través de tres ensayos
experimentales adicionales, dos incluidos y uno distinto al disefio experimental
operados en las combinaciones de TRH (0,5; 1,0y 1,5 dias) y CaLen la alimentacion
(10-20 g/L). Para cada ensayo de validacién se determinaron HPR y HMY, que

posteriormente se compararon con los valores predichos por los modelos ajustados.

4.2.7. Modelamiento con légica difusa

Se construyé un modelo de inferencia basado en ldgica difusa con el objetivo de
representar el comportamiento no lineal del sistema, el cual no fue completamente
capturado por los modelos de regresién propocionados por la MSR. Para ello, se
definieron dos variables de entrada (TRH, CaL) y una variable de salida

correspondiente a la tasa de produccién de hidrogeno (HPR; LH2/d).
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Los datos experimentales de entrada y salida fueron transformados en conjuntos
difusos mediante funciones de pertenencia trapezoidales. El sistema de inferencia
adoptado correspondié a un modelo de tipo Mamdami de primer orden (tipo 1),
utilizando reglas condicionales de la forma IF-THEN para establecer la relacion
entre las variables:

e El operador AND (minimo) fue utilizado como método de implicacién para

evaluar las reglas de inferencia.

o El operador OR (maximo) se empleé como método de agregacién para

combinar las salidas de las reglas activadas.

e La desdifusificacion se realizd6 mediante el método del centroide,

transformando los valores difusos de salida al dominio numérico original.

La implementacion del modelo se llevd a cabo en la herramienta Fuzzy Logic
Designer del software MATLAB R2025a®. Para evaluar la calidad del ajuste del
modelo, se utilizé el error cuadratico medio (RMSE) entre los valores estimados por

el sistema difuso y los datos experimentales, calculado mediante la Ecuacion 4.2:

1
RMSE = \/ ~ X1 (i exp — yi, pred)? (4-2)

Donde, y;, exp es el valor experimental; y;, pred es el valor estimado por el modelo

difuso; y n es el numero total de observaciones.
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4.3. Resultados y discusién

4.3.1. Acidificaciéon natural del mucilago de café

El mucilago de café fresco, removido mecanicamente del grano proveniente de la
planta de café arabica (C. arabica), presenta una composicidn quimica
caracteristica que lo convierte en un sustrato altamente fermentable. En base
hameda, contiene en promedio 8,55 % de carbohidratos, 0,93 % de proteina, 0,12 %
de lipidos, 0,17 % de acido lactico, 0,12 % de alcoholes y 0,43 % de cenizas (Puerta-
Quintero & Rios-Arias, 2011). Esta composicién refleja su elevado contenido de
compuestos organicos facilmente biodegradables, susceptibles de ser

transformados por comunidades microbianas anaerobias.

Durante la fermentacidon espontanea, realizada sin agitacion ni control de pH y
temperatura, el pH del mucilago disminuyé de 4,97 + 0,25 a aproximadamente 3,35
+ 0,21. Este descenso se atribuye a la rapida degradacion de carbohidratos por
parte del microbioma enddgeno, compuesto principalmente por BAL como
Lactobacillus acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc citreum, Streptococcus faecalis, que conducen la acidificacion del
medio mediante la produccién de acidos organicos (Puerta Quintero, 2012; de
Oliveira Junqueira et al., 2019; de Melo Pereira et al., 2020). Como antecedente
complementario, en un ensayo preliminar de FO semicontinua operado a un TRH
de 2 dias (Correa-Villa et al., 2024a), se evalud el perfil de fermentacién natural del
mucilago de café bajo condiciones no controladas. Este analisis permitio establecer

una linea base del comportamiento fermentativo del sustrato previo a su utilizacion
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en la FO-LA. La evolucion de los principales acidos organicos detectados en el
mucilago acidificado utilizado para alimentar el biorreactor se muestra en la Figura
4-4. No obstante, este perfil no representa una caracterizacion rutinaria de todos los

lotes de mucilago empleados en el disefio experimental.
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Figura 4-4. Perfil de acidos organicos en el mucilago de café acidificado utilizado como
sustrato durante un ensayo preliminar de fermentacion oscura semicontinua operado bajo
condiciones de TRH de 2 dias (Correa-Villa et al., 2024a).

Alo largo de todo el periodo de operacién, el &cido lactico fue el principal metabolito
detectado, alcanzando concentraciones superiores a 5 g/L de forma sostenida, con
picos que superaron los 15 g/L. En proporciones menores se identificaron acido
acético, formico y galacturdnico, los cuales también contribuyen a la acidificacién
del medio, aunque en menor magnitud. Esta variabilidad esta asociada a factores
como el estado de madurez del fruto del café, las condiciones ambientales y la

composicion del microbioma nativo (Puerta Quintero, 2012).

128



Asimismo, se evidencid la presencia de etanol como producto adicional de la
fermentacién espontanea, aunque no fue posible su cuantificacion. Su formacion se
atribuye principalmente a la accion de levaduras como Saccharomyces cerevisiae,
Pichia nakasei, Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. lipolytica, C.
parasilopsis y C. pintolopesii, cuya actividad es mayor en las primeras horas de
fermentacion (Puerta Quintero, 2012; de Oliveira Junqueira et al., 2019). Sin
embargo, a medida que el proceso avanza y el pH desciende por debajo de 4,0, la
actividad de muchas de estas levaduras puede verse inhibida. Cabe sehalar que
algunas BAL heterofermentativas también pueden producir etanol, aunque el acido
lactico suele ser su principal metabolito (Puerta Quintero, 2012; de Oliveira

Junqueira et al., 2019; de Melo Pereira et al., 2020).

Este perfil de acidos organicos confirma el predominio de una fermentacion lactica,
condicion favorable para el desarrollo de procesos posteriores de la FO, ya que
permite establecer un entorno acidificado y enriquecido en lactato, precursor
metabdlico clave en la produccion de biohidrogeno. No obstante, en algunos casos
las concentraciones de acido lactico obtenidas en el mucilago no alcanzaron los
valores requeridos por el disefio experimental (CaL), por lo que fue necesario
ajustarlas mediante la adicion de acido lactico al 88 %. Finalmente, la acidificacion
natural del mucilago de café no solo permitié generar un sustrato enriquecido en
acido lactico, sino que también actué como un pretratamiento simple y de bajo costo
para limitar la presencia de microorganismos no relevantes para el proceso de FO.

En particular, la disminucion rapida del pH puede inhibir el crecimiento de parte del
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microbiota presente, mientras que algunas BAL suelen mantenerse debido a su

mayor tolerancia a la acidez del medio (Xue et al.,2024).

4.3.2. Produccion de biohidrogeno mediante FO-LA en modo semicontinuo

Los resultados experimentales obtenidos de los 13 ensayos definidos por el DCC,

en funcién de los indicadores del desempeno asociados a cada combinacién del

TRH y CaL confirman la idoneidad del mucilago de café acidificado enriquecido con

acido lactico como sustrato para la produccion de bioH2 mediante FO-LA, operada

en modo semicontinuo. Los valores de HPR oscilaron entre 0,10 y 36,60 L Hz2-/d y

HMY varié entre 0,008 y 0,828 mol Hz: mol-' AL, mientras que el contenido de H2 en

el gas generado se mantuvo entre 2,19 y 39,53 %v/v (Tabla 4-4).

Tabla 4-4.Indicadores desempefio de la produccion de biohidrogeno mediante fermentacién

oscura impulsada por lactato en modo semicontinuo bajo diferentes condiciones de tiempo

de retencién hidraulica y concentracion de acido lactico en la alimentacion.

Ensayo TRH  CaL Contenido Hz HPR HMY HSY SVrem |E
(d) (g/L) (%Vviv) (LH2 /d) (mol Ho/mol AL)  (mLnH2/gVS) (%)
1 0,5 20 39,53 £ 1,83 36,60 + 087 0,373 0,056 47,46 6,14 6,71 0,87
2 1,0 10 3169 £ 208 24,05 + 0,74 0,828 0,177 121,5 £243 569 0,74
3 1,0 30 7,46 = 1,09 234 + 045 0,127 £0,228 3,02 047 13,45 0,45
4 2,0 5 219 = 0,73 0,10 + 0,63 0,008 * 0,006 1,79 +0,67 24,13 0,63
5 2,0 20 25,05 = 1,71 6,18 + 094 0,218 0,016 24,74 2,12 20,09 0,94
6 2,0 20 27,56 * 1,64 6,66 + 087 0,220 * 0,037 27,52 £3,46 10,30 0,87
7 2,0 20 34,87 + 1,38 916 = 091 0,343 £ 0,025 59,13 £555 6,16 0,91
8 2,0 20 27,72 * 6,61 721 = 0,73 0,274 +0,084 41,15 11,2 2051 0,73
9 2,0 20 23,60 * 0,44 6,70 =+ 0,95 0,241 *0,035 28,04 £1,49 186 0,95
10 2,0 35 21,49 £ 201 7,26 + 091 029 <+ 0,064 3945 =+ 191 12,74 091
11 3,0 10 18,77 £ 0,89 1,89 £+ 0,82 0,111 x0,011 47,90 +£4,62 13,37 0,82
12 3,0 30 25,88 + 0,12 384 = 0,79 0,200 0,043 3413 6,63 6,90 0,79
13 3,5 20 26,24 + 0,49 4,06 + 0,80 0,159 £ 0,049 64,04 £129 4,45 0,80

TRH: Tiempo de retencion hidraulica; Ca: Concentracion de acido lactico en la alimentacion; HPR: Tasa de produccién H,; HMY:

rendimiento molar de H; por mol de &cido lactico consumido; HSY: rendimiento volumétrico de H, por sélidos volatiles adicionados;

SV.em: Eficiencia de remocién de sélidos volatiles; IE: indice de estabilidad de produccién de H,.
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Nota: Los indicadores reportados fueron calculados a partir de variables medidas durante los ciclos de TRH de cada ensayo, las

cuales se presentan en el Anexo A.

Aunque en esta investigacion no se abord6 en profundidad la etapa previa de
fermentacion lactica, la acidificacién natural del mucilago de café permitié disponer
de un medio con alta concentracion de acido lactico y con bajos niveles de
carbohidratos residuales (0.10-0.83 g/L glucosa; 0.15-0.87 g/L fructosa). Esta
condicion redujo la competencia entre BAL y BPH, favoreciendo la conversion del
lactato en H2 ( Fuentes-Santiago et al., 2023; Correa-Villa et al., 2024a). Este
comportamiento concuerda con estudios que han propuesto aprovechar la
fermentacién natural de los residuos agroindustriales y desacoplar la fase
hidrogenogénica de la utilizacion directa de carbohidratos, sefialando esta
estrategia como via clave para mejorar la eficiencia del proceso de FO a partir de
dichos sustratos (Noblecourt et al., 2018; Garcia-Depraect et al., 2020; Fuentes-
Santiago et al., 2023; Villanueva-Galindo et al., 2023; Ordonez-Frias et al., 2024;

Regueira-Marcos et al., 2024; Pérez-Rangel et al., 2025).

Durante el proceso, se observé una produccion simultanea de acido acético, acido
butirico y acido propionico, ademas de una concentracion final de acido lactico
bastante variable. En la mayoria de los ensayos, el acido butirico fue el AGV
dominante, coherente con rutas hidrogenogénicas asociadas a la conversiéon del
lactato en butirato e Hz, indicando que esta fue la ruta metabdlica preferencial usada
por el consorcio (Garcia-Depraect et al., 2021b; Correa-Villa et al., 2024b; Romo-
Hernandez & Vital-Jacome, 2025). Este perfil metabdlico ha sido similares a otros

estudios de produccién de bioHz a partir de acido lactico derivado de residuos
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agricolas (Garcia-Depraect et al., 2020; Martinez-Mendoza et al., 2022; Fuentes-
Santiago et al., 2023;Pérez-Rangel et al., 2025; Regueira-Marcos et al., 2025;
Villanueva-Galindo et al., 2025). La evolucién de estos acidos organicos se presenta

en la Figura 4-5.
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Figura 4-5. Perfil de acidos grasos volatiles y concentracion final de acido lactico en funcion

Acidos organicos (g/L)

de los ensayos experimentales (AL: acido lactico; AA: acido acético; AB: acido butirico; AP:
acido propionico).

No obstante, en el ensayo 3 se observé un comportamiento atipico, caracterizado
por una elevada concentracion residual de acido lactico y una baja produccion de
bioH2. Este resultado se asocié a un valor reducido del indice de estabilidad (IE =
0,45), lo cual sugiere una inhibicién parcial del metabolismo hidrogenogénico debido
a la acumulacion de acido lactico (Correa-Villa et al., 2024b). En este caso, la
elevada acumulacion de lactato estuvo asociada a una baja conversion de acido
lactico (1,93 %) bajo condiciones de TRH = 1 dia y CaL = 30 g/L, lo que explica el
reducido desempenio del sistema.
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En contraste, el ensayo 2, operado con el mismo TRH (1 dia) pero con una CaLigual
de 10 g/L, presentd una conversion de acido lactico de 84,2 % y una baja
acumulacion residual de este metabolito. Esta diferencia sugiere que, a TRH cortos,
una mayor carga de acido lactico en la alimentacion puede superar la capacidad de
conversion del consorcio microbiano y favorecer la acumulacién del sustrato. En
este sentido, la literatura reporta que TRH demasiado cortos combinados con
sobrecargas organicas pueden inducir el colapso del proceso de FO, limitando la
conversion del sustrato y afectando negativamente la produccion de bioH2

(Martinez-Mendoza et al., 2023).

Por su parte, el ensayo 4 también present6 un IE inferior al de los demas ensayos.
Sin embargo, en este caso el acido lactico no fue detectado al final del ciclo de TRH,
lo que indica una elevada conversion del sustrato (100%). Aun asi, el sistema mostré
un comportamiento inestable, o que sugiere que valores bajos de CaL en la
alimentacién también pueden comprometer el desempefio del proceso, ya sea por
disponibilidad insuficiente de sustrato o por fluctuaciones metabdlicas asociadas a
una menor presencia de lactato como precursor (Fuess et al., 2018; Noblecourt et

al., 2018).

Se ha reportado que valores de IE entre 0,8 y 1,0 representan condiciones cercanas
al estado estacionario (Garcia-Depraect et al., 2020; Pérez-Rangel et al., 2021). En
concordancia con este criterio, los ensayos que alcanzaron un comportamiento

estable fueron los ensayos 1, 5, 6, 7, 10, 11 y 13, evidenciando que determinadas
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combinaciones de TRH y CaL permiten garantizar condiciones de estabilidad
durante la FO-LA. Ensayos como el 2 y 12, aunque con de |IE cercanos a dicho
rango, no alcanzaron la estabilidad debido a que, durante su operacion, el pH
descendio a 6,4 y 6,3, respectivamente, valores inferiores al pH operativo en el cual
las comunidades BPH consumidoras de acido lactico mantuvieron un
funcionamiento estable (6,76 + 0,14). Este descenso del pH probablemente afecto
la actividad hidrogenogénica al desplazar el metabolismo hacia rutas menos
favorables para la produccion de H2 (Martinez-Mendoza et al., 2022). Sin embargo,
al operar en condiciones cercanas a la neutralidad, no se observo actividad
metanogénica en los ensayos, lo cual sugiere que las combinaciones de TRH y Ca.
aplicadas generaron condiciones bioquimicas que limitaron el crecimiento de las

arqueas metanogénicas en el biorreactor (Khan et al., 2016; Wainaina et al., 2019).

El pH ha sido ampliamente identificado como un parametro clave en la eficacia de
la FO-LA, ya que no solo controla la composicion de la comunidad microbiana, sino
también las vias metabdlicas, la actividad enzimatica, el crecimiento de la biomasa
y la degradacién del sustrato. La FO-LA ha sido reportada como mas activa en
rangos de pH entre 5,5 y 7, siendo los valores cercanos a la neutralidad aquellos
que generalmente proporcionan las mejores tasas y rendimientos de Hz (Noblecourt
et al., 2018; Garcia-Depraect, et al .2021; Regueira-Marcos et al., 2023; Villanueva-
Galindo et al., 2025). En este estudio se lograron rendimientos entre 1,8 y 121,5 mL
H2/g SV, los cuales estan acordes al rango reportado en la literatura entre 4,7 y
141,4 mL H2/g SV a pH de 5,8, 6,0 y 6,5 en condiciones mesofilicas (35 y 37°C)

(Villanueva-Galindo et al., 2025).
134



En cuanto a la eficiencia de remocion de SV, los valores obtenidos para las distintas
combinaciones de TRH y CaL oscilaron y fueron de 4,45y 20,51%. Estos resultados
concuerdan con estudios previos sobre la fase hidrogenogénica en sistemas de FO-
LA operados en dos etapas, donde se reportaron valores entre 4 y 19,1 %(Garcia-
Depraect et al., 2023a; Regueira-Marcos et al., 2024, 2025). En particular, Regueira-
Marcos et al. (2025) evidencio que la remocion de SV a partir de residuos de comida
fue ligeramente menor en configuraciones de una etapa en comparacion con un
sistema de dos etapas, destacando que la fermentacién lactica jugd un papel
determinante en la degradacion del sustrato, equilibrando la baja remocién

observada en la segunda etapa hidrogenogénica.

Esta tendencia podria explicarse por dos factores. Primero, al desacoplar la
produccion de bioH2 de la conversion de carbohidratos, la mayor degradacion del
sustrato ocurre en la fase lactica, donde los carbohidratos son transformados
principalmente en acido lactico y se sostiene el crecimiento microbiano. Por tanto,
en la etapa hidrogenogénica ocurre una remocioén limitada, dado que el metabolismo
se encuentra mas orientado a la conversion del lactato que a la degradacién
adicional del material organico particulado. Segundo, la baja eficiencia de remocion
también podria atribuirse a la limitada capacidad del sistema para mantener
procesos de degradacidon sostenidos a TRH cortos, lo que coincide con las

observaciones de Regueira-Marcos et al. (2025).
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No obstante, diversos autores han sefialado que la remocion de SV y carbohidratos
no constituye un indicador fiable en el desempefio de los sistemas de FO-LA, debido
a la ausencia de cambios significativos en estos parametros durante la operacién
(Martinez-Mendoza et al., 2022; Garcia-Depraect et al., 2023a; Regueira-Marcos et
al., 2024). Esto sugiere que la eficiencia de remocion de SV y carbohidratos no
refleja adecuadamente la actividad hidrogenogénica y, por tanto, no debe emplearse

como variable primaria para evaluar o comparar el desempeno del proceso.

La Tabla 4-5 presenta estudios orientados a la produccién de biohidrégeno por FO-
LA a partir de diferentes residuos organicos, considerando distintas condiciones de
operacion, como pH, temperatura y modo de operacion. En términos generales, los
valores maximos de produccion de hidrogeno reportados (Ensayo 1y 2) muestran
que el mucilago de café presenta un desempefio comparable al descrito en la
literatura para otros residuos agroindustriales. En particular, al contrastar los
resultados obtenidos en este estudio con los reportados en sistemas discontinuos
mezclas de mucilago de café con residuos de frutas y verduras, y de aguas
residuales del procesamiento de café y (Moreno, 2016; Garcia-Depraect & Leodn-
Becerril, 2023), se observa que la operacidn en modo semicontinuo permitio
aumentar la productividad del proceso. En conjunto, estos antecedentes sugieren
que la implementacion de sistemas continuos y semicontinuos en FO-LA puede
favorecer una mayor productividad cuando se emplean residuos agroindustriales

como sustrato.
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Tabla 4-5. Comparacion del desempefo de residuos agroindustriales evaluados en

sistemas de fermentacion oscura impulsada por lactato.

Sustrato Condiciones de Inéculo VHPR Referencia
operacion (L Hz/L-d)
c;\:‘lgcnraeici)diis Discontinuo; Comunidad
y pH 6,5; 30 °C; V=20 . . . 1,2 Moreno (2016)
de frutay microbiana nativa
L; 33 g/L AL
verdura
Continuo;
. pH 5,8; 35 °C; . .
V?:Zj”:e Vr=2L; TRH 6 h: g#ﬁt’fzr:ggg 12,3 Garcia-Depraect et al. (2020)
q 12,4 g/L AL influente
Discontinuo; . ,
S“er‘;gzgueso pH 5,8; 35°C; g#'/ﬂt’fzr:ggg 1,9 Aranda-Jaramillo et al. (2023)
Vr=2L;15¢g/L AL
Aguas . . Fermentado
. Discontinuo; . , .
residuales R anaerobio de Garcia-Depraect & Leodn-
. pH 5,5; 35 °C; ) 0,58 .
procesamiento o residuos de Becerril (2023)
, Vr=3L;5g/L AL :
de café alimentos
Residuos de Discontinuo;
comida de pH 7,0; 37 °C; Comunidad 29 Villanueva-Galindo et al.
. Vr=0,6 L; 15 g/L AL microbiana nativa ’ (2025)
cafeteria
Continuo;
pH 5,8; 35 °C; Cultivo mixto .
Suero de queso Vr=1L: TRH 18 h PTA-124566 78 Aranda-Jaramillo et al. (2025)
17,4 g/L AL influente
Continuo;
Suero de queso pH 5; 35 °C; Lodo anaerobia L ,
acido Vr=2.2 L: TRH 4,5 h granular 2,42 Ordofiez-Frias et al. (2024)
Semicontinuo;
Residuos de PH 6,5, 37°C; ::;’;g;its%c;
) V=09L; TRH6h ) 4.4 Regueira-Marcos et al. (2025)
cocina . residuos de
14,5 g/L AL influente .
alimentos
Semicontinuo Fermentado
Mucilago de pH 6,7; 31°C; anaerobio de .
café V=12 L; TRH 12 h; residuos de frutas 3,05 Este estudio
20 g/L AL influente y verduras
Semicontinuo Fermentado
Mucilago de pH 6,7; 31°C; anaerobio de .
café V=12 L; TRH 24 h; residuos de frutas 2,0 Este estudio

20 g/L AL influente

y verduras

V1= Volumen de trabajo; VHPR: Tasa volumétrica de produccion de hidrogeno; TRH: Tiempo de retencion hidraulica;

AL: Acido lactico

No obstante, la comparacién con otros residuos organicos también pone de

manifiesto que uno de los principales desafios para la produccion de biohidrégeno
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mediante FO se relaciona con la composicién heterogénea y variable de estos
sustratos, ya que esta variabilidad puede generar fluctuaciones en el rendimiento,
afectar la estabilidad del proceso y dificultar la estandarizacion de las condiciones
operativas (Ghimire et al., 2015; Gbiete et al., 2024). En la practica, los residuos
organicos pueden constituir una excelente fuente de nutrientes; sin embargo,
también puede ocurrir una limitacion de componentes clave, debido a su
composicidn variable puede restringir la disponibilidad de macro y micronutrientes
requeridos para un adecuado funcionamiento del metabolismo microbiano (Garcia-

Depraect et al., 2021a).

Se ha reportado que la disponibilidad de oligoelementos como magnesio, hierro,
zinc y sodio es relevante para la produccion de biohidrégeno. En particular, la
disponibilidad de hierro adquiere especial importancia debido a su participacion en
enzimas clave como la hidrogenasa (Bastidas-Oyanedel et al., 2019; Garcia-
Depraect et al., 2021a). Evidencia de esto es lo reportado por Ren et al. (2022),
quienes demostraron que la adiciéon de ion ferroso (Fe?*) en una concentracion de
200 mg/L incrementd la produccion de hidrégeno en un 62,1% a partir de hidrolizado
de bagazo de cafia de azucar, favoreciendo las rutas hidrogenogénicas. Bajo esta
premisa, el alto desempefio observado por Garcia-Depraect et al. (2020) en el
efluente de fermentacion lactica de vinaza de tequila —comparado con otros
sustratos en la Tabla 4-5— podria atribuirse a la suplementacién con sulfato ferroso
y cloruro de amonio, este ultimo empleado para evitar la limitacion de nitrégeno. En
contraste, Rodriguez-Reyes et al. (2021) obtuvieron valores maximos de 1,9 LH2/L-

d utilizando vinaza de tequila sin suplementacion nutricional, los cuales fueron
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inferiores a los alcanzados con tequila de vinaza suplementada con nutrientes.
Estos resultados sugieren que el balance nutricional del medio es un factor

determinante para contribuir el desempefio optimo del sistema.

Adicionalmente, Garcia-Depraect y Leon-Becerril (2023) reportaron que la
produccion de hidrégeno a partir de aguas residuales del procesamiento de café fue
menor que la observada con otros residuos organicos, lo cual atribuyeron a su bajo
contenido de carbohidratos, principal fuente de carbono para la fermentacion dual
de acido lactico. De acuerdo con estos autores, el contenido de carbohidratos en
este residuo fue aproximadamente 20, 15 y 8,5 veces menor que el reportado para
residuos alimentarios, suero de queso y vinaza de tequila, respectivamente.
Asimismo, Ordofez-Frias et al. (2024) reportaron que los valores maximos de
produccion de hidrégeno en suero de leche acido previamente prefermentado se
alcanzaron mediante la adicion de &cido acético al sustrato, favoreciendo la
conversion posterior del acido lactico. En conjunto, estos antecedentes sugieren
que una disponibilidad suficiente de carbohidratos en el sustrato resulta necesaria
para sostener la formacién de acido lactico y acido acético como intermediarios

metabdlicos asociados a la produccion de H2 (Garcia-Depraect et al., 2021a).

Bajo esta perspectiva, el mucilago de café presenta un alto contenido de
carbohidratos fermentables, particularmente glucosa y galactosa (Pérez-Sarifiana
et al., 2015; Rangel et al., 2021), lo que sugiere una mayor aptitud para sostener la
produccion de acido lactico y su posterior conversion a hidrégeno. Asimismo, su

composicién incluye macro y micronutrientes relevantes para el metabolismo

139



microbiano, tales como fosforo, potasio, magnesio, calcio, hierro y zinc (Pérez-
Sarifiana et al., 2015). No obstante, la presencia de estos componentes no implica
necesariamente que la composicion nutricional del sustrato sea 6ptima, ya que una
baja concentracidon de proteinas podria reflejar una disponibilidad limitada de
nitrégeno (Pérez-Sarifiana et al., 2015; Rangel et al., 2020), que podria traducirse
en una relacion C/N muy alta y afectar la eficiencia del proceso de FO-LA. Se ha
sefialado que una relacion C/N adecuada es necesaria para alcanzar una alta
eficiencia en la produccién de biohidrégeno, mientras que valores excesivamente
altos o bajos pueden afectar negativamente el crecimiento microbiano, alterar las
rutas metabdlicas y, en ultima instancia, reducir la produccion de hidrégeno (Garcia-

Depraect et al., 2023b).

Por otro lado, la composicion fisicoquimica del mucilago de café puede variar entre
lotes, entre fincas cafeteras y segun el grado de madurez del fruto, la época de
cosecha y las condiciones de procesamiento, entre otros factores. Por ejemplo, los
frutos maduros contienen mayores concentraciones de carbohidratos, mientras que
los frutos verdes presentan un mayor contenido de compuestos fendlicos, los cuales
pueden inhibir el crecimiento microbiano. Asimismo, la cantidad de agua utilizada
durante el proceso de separacién del grano de café del fruto puede modificar la
concentracion de azucares disponibles en el mucilago. Ademas, dado que este
residuo puede portar una microbiota nativa variable, cambios en la composicion de
dicha comunidad microbiana podrian modificar los patrones de fermentacion lactica
y la posterior conversion de acido lactico a hidrogeno, aun bajo condiciones

operativas similares (Haile & Kang, 2019). En consecuencia, la variabilidad
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intrinseca del mucilago de café podria condicionar tanto la eficiencia como la
reproducibilidad del proceso fermentativo, por lo que resulta importante aplicar
estrategias de caracterizacion y control del sustrato antes y después de la

fermentacion lactica.

Estudios previos han confirmado que tanto las caracteristicas fisicoquimicas como
la composicidn microbiana del sustrato son factores determinantes en la produccion
de biohidrégeno por fermentacion oscura. Asimismo, el tipo de indculo y su
pretratamiento influyen directamente en el desempefio de los sistemas de FO-LA,
ya que pueden favorecer el equilibrio funcional entre la conversién inicial de
carbohidratos a acido lactico y su posterior transformacion a hidrégeno (Garcia-

Depraect & Ledn-Becerril, 2023; Garcia-Depraect et al., 2023b).

En este estudio, la acidificacion del mucilago de café se realizé en tanques de
polipropileno de alta densidad, bajo condiciones discontinuas, estaticas y
herméticamente cerradas, sin control de pH ni temperatura, sin adicion de cultivos
iniciadores y sin suplementacion externa de nutrientes. Ademas, no se emplearon
cultivos mixtos ni pretratamientos del indculo orientados al enriquecimiento de
bacterias especializadas, como se ha reportado en otros estudios de FO-LA. La
estrategia experimental utilizada buscé aproximarse a un escenario operativo mas
industrial, potencialmente mas rentable, evitando etapas con alta demanda

energética, uso de reactivos quimicos o requerimientos operacionales complejos.
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Sin embargo, debe reconocerse que no se realizd una caracterizacién fisicoquimica
detallada del sustrato antes y después de la acidificacion natural. Esto se debe a
que el enfoque principal del trabajo estuvo centrado en la etapa hidrogenogénica de
la FO-LA, mas que en la etapa primaria de fermentacion lactica espontanea del
mucilago. En consecuencia, futuros estudios deberian profundizar en la
caracterizacion, el control y el mejoramiento de esta etapa inicial, con el fin de
reducir la variabilidad del sustrato, favorecer una produccion mas consistente de

acido lactico y mejorar la reproducibilidad global del proceso.

A pesar de esta limitacién, los resultados obtenidos evidencian que el mucilago de
café acidificado aportd condiciones nutricionales favorables para sostener la
actividad hidrogenogénica de la comunidad microbiana. Esto permitié alcanzar
tasas volumétricas maximas de produccién de hidrégeno entre 2,0 y 3,05 L H,/L-d,
aun bajo un esquema de acondicionamiento simple y considerando la variabilidad

composicional inherente del sustrato (Tabla 4-5).

Finalmente, la comparaciéon directa entre sistemas hidrogenogénicos debe
interpretarse con cautela, dado que la FO depende de multiples factores, incluyendo
el tipo de sustrato, la composicion del in6culo, el modo de operacion, el
pretratamiento aplicado y las condiciones ambientales. En este contexto, el analisis
realizado permite evaluar el desempefio relativo del mucilago de café frente a otros

residuos organicos, mas que establecer una comparacion absoluta entre procesos.
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4.3.3. Analisis estadistico de los factores operativos mediante metodologia de

superficie de respuesta

A partir de los resultados obtenidos, se identificd que el comportamiento del sistema
hidrogenogénico semicontinuo fue fuertemente acondicionado por la combinacién
de TRH y CaL. El andlisis estadistico mediante MSR permitié evaluar la influencia
individual y conjunta de ambos factores sobre el desempeno del proceso a partir de
los indicadores HPR y HMY, como variables de respuestas (Tabla 4-5).

Tabla 4-6. Coeficientes de regresion y ANOVA de los modelos ajustados para la tasa de

produccién y rendimiento molar de hidrégeno.

Valor real Valor p
Fuente Coeficientes Variable
HPR HMY HPR  HMY
Modelo - - 0,0134 0,0346
Intercepto 60,85074 1,35901 - -
TRH -40,65893 -0,50872 0,0035 0,0482
CaL -0,395055 -0,04404 0,5932 0,3856
TRH xCa.  0,591348  0,01975 0,0516 0,0235
TRH? 5,16523 - 0,0311 -
Ca? -0,022342 - 0,2826 -
F;‘j'it‘;e ; - 00014 0,0135
R? 0,8274 0,5993 - -
R3justado 0,7040 0,4657 - -

HPR: Tasa de produccion de hidrégeno;
HMY: Rendimiento molar de Hz por mol de &cido lactico consumido

Ademas, para el modelo de HPR se detecté un efecto cuadratico significativo del
TRH (p=0,0311), lo que confirma la existencia de una relacién no lineal. La
interaccion TRH x CaL, si bien no fue estadisticamente significativa para HPR (p=
0,0516), presentd un valor cercano al umbral de significancia, indicando una posible
influencia moderada. Por razones de consistencia estructural, todos los términos no

significativos fueron conservados, excepto los cuadraticos del modelo para HMY.
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A pesar de que los modelos explican adecuadamente las tendencias generales del
sistema (R? = 0,8274 y 0,5993 para HPR y HMY, respectivamente), la prueba de
falta de ajuste fue significativa en ambos modelos (p > 0,05), lo que sugiere que no
logran representar completamente la variabilidad observada, especialmente en los
bordes del espacio experimental. Esta limitacion se confirmé mediante la validacién
experimental (Tabla 4-6), donde se observaron errores relativos mas altos en
condiciones extremas como TRH=0,5 & Ca.=20 y TRH=1,0 & CaL=10, las cuales
fueron previamente identificadas como puntos influyentes a través del analisis de la

distancia de Cook y DFFITS (Anexo B).

Tabla 4-7. Validacion del modelo para la produccién y rendimiento molar de biohidrégeno.

Ensayo HPR HMY
(L Hz /d) (mol Hz/mol AL)
TRH (d)  CaL(g/L) Real Predicho  Error (%) Real Predicho  Error (%)
0,5 20 39,72 31,24 21,34 0,521 0,421 19,18
1 10 23,82 25,28 6,138 0,918 0,607 33,85
1,5 20 10,92 12,43 7,572 0,335 0,308 8,07

HPR: Tasa de produccién de hidrégeno; HMY: Rendimiento molar de H2 por mol de &cido lactico consumido

Este comportamiento fue consistente con los patrones observados, validando su
inclusion como escenario operativo normal. En contraste, en condiciones
intermedias (TRH=1,5 & CaL=20), los errores fueron menores y el comportamiento
fue mas coherente con las predicciones del modelo. En este contexto, y
considerando la complejidad inherente de los sistemas bioldgicos y la variabilidad
asociada al uso de residuos agroindustriales, el modelo desarrollado constituye una
herramienta util para explorar el efecto combinado de los factores operativos sobre

la produccion de bioHz y sirve de base para orientar futuras estrategias de mejora
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del proceso. Sin embargo, su aplicacion con fines predictivos debe abordarse con
precaucion y restringirse a la interpretacion de tendencias dentro del dominio

experimental validado.

Una vez definido el alcance de los modelos ajustados, se procedié a la
representacion grafica de las superficies de respuesta para las variables HPR y
HMY (Figuras 4-6 y 4-7, respectivamente). Las representaciones tridimensionales,
junto con sus respectivos graficos de contorno, facilitaron la identificacion de
tendencias, zonas operativas criticas y posibles efectos combinados de los factores

TRH y CaL sobre el desemperio del sistema.

4.3.4. Analisis del efecto combinado del tiempo de retencién hidraulica y la

concentracion de acido lactico en la produccién de biohidrégeno

La superficie correspondiente a HPR (Figuras 4-6a y 4-6b) evidencié una morfologia
parabdlica atribuida a la combinaciéon de efectos lineales negativos y términos
cuadraticos, reflejando una relacion no lineal e inversa entre los factores evaluados
y la HPR. En particular, se observd una disminucion progresiva de HPR con el
incremento del TRH, en concordancia con lo reportado en otros sistemas de FO-LA
operados en modo continuo y semicontinuo utilizando residuos de comida y vinaza
de tequila enriquecidas con acido lactico (Garcia-Depraect et al., 2020; Regueira-

Marcos et al., 2024, 2025).
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Figura 4-6.Superficies y contorno de respuesta para la tasa de produccion de hidrogeno
(HPR) en funcién del tiempo de retencién hidraulica y la concentracion de acido lactico en

la alimentacion (CaL), obtenidas mediante la metodologia de superficie de respuesta.

A valores de TRH superiores a 2 dias, la produccién de H2 decayé notablemente,
incluso a niveles elevados de CaL (>20 g/L). Aunque el efecto individual de CaL no
fue estadisticamente significativo, su incremento en el rango de 10 a 20 g/L bajo
condiciones de TRH menores promovid aumentos discretos en HPR. Este
comportamiento, respaldado por la morfologia céncava descendente de la
superficie, sugiere una interaccion funcional entre ambos factores que no debe ser

ignorada, lo cual concuerda con el ANOVA.

Cabe destacar que, si bien los valores de TRH evaluados en este estudio difieren
de los reportados en otras investigaciones, existe coincidencia relevante en el rango

de concentracion de acido lactico empleado. Garcia-Depraect et al. (2020) utilizaron
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12,4 g/L de acido lactico provenientes de vinaza de tequila fermentada como
sustrato en un biorreactor continuo, observando que la produccién de bioH2 mejoro
progresivamente a medida que TRH disminuia. De manera analoga, Regueira-
Marcos et al. (2024, 2025) emplearon residuos alimentarios enriquecidos con
11,4 g/L y 159g/L de AL, respectivamente, reportando mejoras sustanciales en la
produccion de bioHz bajo regimenes de TRH cortos, tanto en sistemas continuos
como semicontinuos. En conjunto, estos resultados indican que regimenes con TRH
bajos y niveles levemente bajos a intermedios de Ca. favorecen un metabolismo
hidrogenogénico mas activo y eficiente, al permitir una mayor disponibilidad del
sustrato y facilitar la seleccion y estabilizacion de BPH durante la operacién

semicontinua (Cruz-Lopez et al., 2024; Pérez-Rangel et al., 2025).

El argumento anterior se refuerza con la interpretacion de la superficie
correspondiente a HMY (Figuras 4-7ay 4-7b), la cual representa la fraccidén del acido
lactico efectivamente convertida en Hz. A diferencia de HPR, esta variable mostro
una respuesta mas sensible a la interaccién entre TRH y CaL, como se evidencié en
el andlisis estadistico. El gradiente de respuesta se orienté diagonalmente, lo que
indica una interaccion sinérgica entre ambos factores. Se identific6 una zona de
mayor rendimiento bajo condiciones de TRH menores (0,5-1 dia) y concentraciones

moderadamente bajas a intermedias de CaL (10-20 g/L).
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Figura 4-7.Superficies y contorno de respuesta para el rendimiento molar de hidrogeno
(HMY) en funcion del tiempo de retencion hidraulica (TRH) y la concentracién de acido
lactico en la alimentacion (CaL), obtenidas mediante la metodologia de superficie de

respuesta

Este comportamiento sugiere que, en dicho rango operacional, la disponibilidad de
acido lactico y su permanencia dentro del biorreactor fue adecuada, permitiendo
una conversion eficiente hacia H2 a través de rutas hidrogenogénicas
predominantes, particularmente la via butirica (Ecuacion 3-1y 3-2), en lugar de rutas
consumidoras de H2 como la ruta propionogénica (Ecuacién 3-4; Regueira-Marcos
et al., 2024; Correa-Villa et al., 2024b). Asimismo, la dominancia del acido butirico y
la baja concentracion de acido propidnico, junto con la minima acumulacion de acido
lactico residual observadas en estos ensayos (Figura 4-5) respaldan la prevalencia
de BPH consumidoras de acido lactico bajo dichas condiciones. Estudios previos
han sefalado que la mayor produccién de bioH2 en cultivos discontinuos se

encuentra en el rango de concentraciones de acido lactico de 5 a 25 g/L
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(Baghchehsaraee et al., 2009; Kim et al., 2012; Noblecourt et al., 2018; Fuentes-
Santiago et al., 2023; Villanueva-Galindo et al., 2024; Pérez-Rangel et al., 2025). La
eficiencia en el aprovechamiento del acido lactico como fuente de carbono depende
tanto del tipo de consorcio microbiano como de la disponibilidad de carbohidratos

residuales (Fuentes-Santiago et al., 2023; Pérez-Rangel et al., 2025).

Noblecourt et al. (2018) reportaron un HMY global de 0,40 mol H,/mol acido lactico
en biorreactores discontinuos alimentados con 25 g/L de acido lactico provenientes
de residuos alimentarios pre-fermentados, los cuales fueron completamente
consumidos en 33 horas. Resultados similares fueron obtenidos por Wu et al.,
(2012), quienes lograron un HMY de 0,42 mol H,/mol acido lactico utilizando un
medio sintético con 30 g/L de acido lactico en condiciones de operacion continua a
un TRH de 18 horas. En comparacion, los valores de HMY alcanzados en este
estudio oscilaron entre 0,37 y 0,90 mol H,/mol AL bajo condiciones de TRH menores
y niveles moderadamente bajos a intermedios de CaL, superando incluso algunos
de los valores previamente reportados. Sin embargo, combinaciones con TRH
prolongados (=2 dias) y altas concentraciones de Ca. (>20 g/L) generaron

rendimientos considerablemente mas bajos.

Este descenso puede atribuirse a varios fendmenos que podrian estar
interrelacionados con la dinamica metabdlica del sistema. En primer lugar, el
aumento de la concentracion de acido propionico, a pesar de la dominancia del
acido butirico bajo estas condiciones (Figura4-4) sugieren que una fraccion del
acido lactico y del H2 generado pudo haberse desviado hacia rutas propionogénicas.

En segundo lugar, la dinamica del acido acético en el sistema debe interpretarse
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cautelosamente. Po un lado, el acido acético puede formarse como un coproducto
en reacciones hidrogenogénicas (Ecuacién 3-2) , pero su baja acumulacién podria
indicar su utilizacion como co-sustrato para la conversion del acido lactico hacia Hz
y acido butirico (Ecuaciones 3-1;Garcia-Depraect et al., 2021a; Correa-Villa et al.,
2024a). Se ha estimado que hasta el 75% del volumen total de H2 en la
fermentacidn oscura puede derivarse de rutas que involucran acido lactico y acético
como precursores (Blanco et al., 2019; Aranda-Jaramillo et al., 2023). Por otro lado,
la acumulacién de acido acético también podria asociarse a rutas consumidoras de
H2, como las homoacetogénicas (Ecuacion 4-3), lo cual comprometeria aun mas el

rendimiento (Saady, 2013; Castello et al., 2020).

4H, + 2C0, — CH;COOH + 2H,0 (4-3)

No obstante, el aprovechamiento del acido lactico siguié distintos patrones
dependiendo de la combinacién entre TRH y CaL. En la region operativa favorable
(TRH = 1 dia; CaL = 10-20 g/L), las frecuencias de recambio de 4 y 8 h (Tabla 4-2)
permitieron un consumo mas efectivo del sustrato, reflejado en una baja
acumulacién de acido lactico residual y en un mejor desempefio hidrogenogénico
durante la fermentacion oscura semicontinua del mucilago de café acidificado. En
contraste, en el ensayo 3 (TRH = 1 dia; CaL= 30 g/L), la alta concentracion residual
de acido lactico sugiere que la frecuencia de recambio de 8 h fue insuficiente para
un consumo efectivo del sustrato alimentado al sistema, lo que favorecié su
acumulacion y una baja produccion de Hz a lo largo de la operacion. Por otra parte,

en los ensayos 4 y 11-13, que operaron a TRH prolongados y niveles de CaL entre
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5y 30 g/L, se observo baja acumulacion de acido lactico junto con bajos valores de
HMY, lo que indica que, aunque el sustrato fue consumido, su conversion a Hz fue
limitada, probablemente debido al agotamiento temprano del acido lactico antes del
siguiente evento de alimentacion, programado a frecuencias de recambio iguales o
superiores a 16 h (Tabla 1). Por su parte, los ensayos 5-9, correspondientes al punto
central (TRH = 2 dias; CaL= 20 g/L), presentaron valores intermedios de HMY, baja
acumulaciéon de acido lactico y bajos valores de HPR, lo que sugiere que la
disponibilidad de este sustrato en el sistema pudo no haber sido suficiente para
sostener una conversion mas efectiva hacia H2, posiblemente debido a la
competencia con otros procesos metabdlicos alternativos. Segun esta
interpretacion, el leve incremento de HMY observado en las superficies de
respuesta (Figuras 4-7a y 4-7d)) bajo condiciones de TRH superiores a 2 dias y CaL
= 30 g/L podria sugerir que una mayor disponibilidad de acido lactico en el sistema
favoreceria una conversidon mas efectiva hacia Hz, a pesar de la coexistencia de

otros procesos metabdlicos.

4.3.5. Aplicacion de légica difusa para el modelado de la produccion de

biohidrégeno en FO-LA semicontinua

Los modelos de regresidén obtenidos mediante MSR presentaron limitaciones para
capturar completamente la naturaleza no lineal y compleja del sistema
hidrogenogénico impulsado por acido lactico operado en modo semicontinuo. Esta
limitacion motivd la aplicacion de légica difusa (LD) como una herramienta

matematica poderosa para analizar sistemas con alta complejidad, permitiendo
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gestionar la incertidumbre y la ambigledad inherentes a los procesos

biotecnolégicos (Zenani et al., 2025).

Los datos experimentales del volumen total de gas sin normalizar (Anexo A) se
utilizaron para definir los dominios y construir los conjuntos difusos de entrada
(TRH; CaL) y de salida (HPR). Las variables TRH y CaL fueron representadas
mediante seis conjuntos: muy bajo, medio bajo, bajo, medio, medio alto y alto,
distribuidos en los dominios 0-4,5 dias y 0-40 g/L, respectivamente. Para la salida
HRP, se establecieron siete conjuntos: muy bajo, medio bajo, bajo, medio, medio
alto, alto, muy alto, en el dominio 0-55 LH2/d. Las funciones de pertenencias
asociadas fueron de tipo trapezoidal y su distribucion se presenta en el Anexo C.
A partir de estos conjuntos se construyeron 36 reglas basadas en los resultados
experimentales, cubriendo las combinaciones relevantes entre TRH y CaL para
estimar la HRP. Tras la inferencia Mamdami y la conversion de las salidas difusas
al dominio original de la variable empleando el método centroide, se obtuvo la

superficie de respuesta del modelo (Figura 4-8).

La superficie de respuesta obtenida mostré un comportamiento coherente con los
patrones observados experimentalmente. Se identificd que la variable CaL no
ejerce un efecto dominante por si sola sobre HRP, sino que su influencia se
encuentra condicionada por el TRH, el cual concuerda con el resultado del
ANOVA del modelo de regresion. Ademas, se observan maximos de produccion
en rangos de TRH menores (0,2-1,0 dias) combinados con concentraciones

moderadas a intermedias de CaL (10-22 g/d), coincidiendo con los resultados
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experimentales y de validacion obtenidos en condiciones TRH=0,5 dias &

Ca,=20gL"'yTRH=1,0dias & Ca,=10gL™".

8 & &5 & 8
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Figura 4-8. Superficie de respuesta generada por el modelo de légica difusa para la tasa
de produccion de hidrégeno (HRP) en funcion de la interaccién entre el tiempo de retencién

hidraulica (TRH) y la concentracién de acido lactico en la alimentacion (Cal).

En contraste, cuando TRH fue superior a 2,0 dias, el efecto de la concentracién
de acido lactico fue poco relevante, y la HPR decayd incluso a niveles elevados
de sustrato. Esta tendencia sugiere que el recambio frecuente del medio —
favorecido por un TRH menor— contribuye a minimizar la acumulacion de
metabolitos inhibidores y promueve un entorno favorable para la actividad de
BPH, lo cual esta en concordancia con lo reportado por Garcia-Depraect et al.
(2020) y Regueira-Marcos et al. (2024, 2025), quienes observaron altas tasas de
produccion en sistemas continuos y semicontinuos operados con TRH entre 0,17
y 1 dias utilizando sustratos ricos en acido lactico como vinaza de tequila y

residuos de comida.
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Finalmente, la comparaciéon entre los valores experimentales de la HRP y las
estimaciones del modelo LD (Figura 4-9a) mostré un elevado grado de
concordancia. El modelo fue capaz de reproducir con precision tanto los valores
maximos como minimos de produccion observados, alcanzando un RMSE de 1,124,

considerablemente inferior al RMSE del modelo de regresion (5,314).

2 ) § ] 10 12 " %
Numero de Ensayo

Figura 4-9. Validacion del modelo de logica difusa: (a) comparacion entre los valores
experimentales (linea azul) y valores estimados por el modelo para la tasa de produccion
de H2 (HRP; linea naranja); (b) Distribucion de los errores residuales (RMSE=1,124).

El analisis de residuales revel6 una distribucion centrada alrededor del cero (Figura
4-9b), lo que indica la ausencia de sesgo. Ademas, el error se mantiene en valores
cercanos a * 1,25 L H2/d, con discrepancias puntuales mayores bajo condiciones
de HPR extrema, asociadas a los ensayos con condiciones TRH=0,5 & Ca.=20. Lo

anterior demuestra que, en el dominio evaluado, el modelo de LD captura con
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precision la tendencia global y las variaciones locales de HRP, destacandose como
una herramienta robusta para el modelado del proceso dentro del dominio

experimental evaluado.

4.3.6. Consideraciones finales y proyeccion para futuras investigaciones

El analisis desarrollado permitié identificar tendencias clave en el desempeno
hidrogenogénico de sistemas FO-LA operados en modo semicontinuo, utilizando
mucilago de café acidificado como sustrato. A pesar de las limitaciones estadisticas
observadas en los modelos de regresion empleados y de la variabilidad inherente a
los sistemas bioldgicos, fue posible establecer relaciones funcionales robustas entre
los factores operativos evaluados y los principales indicadores de desempeno del

proceso.

Se confirmé que el TRH fue el parametro mas influyente sobre las variables HRP y
HMY, seguido por la CaL, cuyo efecto se manifestd principalmente a través de su
interaccion con el TRH. Esta combinacion condicion6é el aprovechamiento del
sustrato al afectar tanto su disponibilidad como su conversion efectiva en Hz. En
particular, las combinaciones con TRH menores (1 dia) y CaL moderadamente
bajas a intermedias (10—20 g/L) promovieron condiciones metabdlicas favorables:
alta conversion del acido lactico, predominancia de las rutas hidrogenogénicas de
tipo butiricas, baja acumulacion de metabolitos inhibidores y mayor actividad de

BPH consumidoras de acido lactico.
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Estos resultados concuerdan con investigaciones previas sobre FO-LA con residuos
fermentados ricos en acido lactico, en las cuales los mejores desempefios se
lograron bajo condiciones de TRH entre 4 y 24 horas (Garcia-Depraect et al., 2020;

Ordonez-Frias et al., 2024; Regueira-Marcos et al., 2024; 2025).

A partir de estos hallazgos, se identifican tres estrategias prioritarias para

investigaciones futuras:

(i) Explorar regimenes con TRH menores a un dia, en combinacion con
concentraciones de CaL entre 10 y 20 g/L, para optimizar la conversion del

sustrato y disminuir la acumulacion de metabolitos inhibitorios.

(i) Evaluar el efecto de diferentes porcentajes de recambio durante la operacion
semicontinua, con el fin de mejorar la disponibilidad del sustrato sin

comprometer la estabilidad del consorcio microbiano.

(iii) Investigar el comportamiento del sistema bajo condiciones de altos niveles
de CaL y TRH prolongados, lo cual permitiria estudiar la respuesta adaptativa

del consorcio microbiano frente a la dinamica del sustrato a mayores TRH.

Estas estrategias permitiran no solo fortalecer el disefo de condiciones operativas
mas robustas y adaptativas, sino también potenciar la flexibilidad del sistema
semicontinuo, alineadndolo con la estacionalidad y variabilidad de los residuos
agroindustriales. En conjunto, los resultados obtenidos no solo explican el

comportamiento observado, sino que ademas ofrecen una base sodlida para el
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disefio de procesos integrales y sostenibles orientados una produccion eficiente de

bioH2 a partir de residuos reales.

4.4. Conclusiones

Este estudio contribuye significativamente a la comprension del comportamiento
hidrogenogénico de sistemas semicontinuos de fermentacién oscura impulsada por
acido lactico, utilizando mucilago de café acidificado como sustrato modelo. A través
de una integracién metodoldgica que incluyd un analisis estadistico por superficie
de respuesta y una modelacién mediante légica difusa, se logré una caracterizacion

exhaustiva del sistema.

Desde una perspectiva operacional, se evidencido que el tiempo de retencion
hidraulica (TRH) ejerce una influencia determinante sobre la tasa de produccion y
el rendimiento molar de hidrégeno, siendo potenciado por su interaccion con la
concentracion de acido lactico en la alimentacién (CaL). En particular, la combinacion
de TRH menores (1 dia) con CaL en el rango de 10 a 20 g/L favoreci6é tener
condiciones bioquimicas adecuadas para maximizar la conversion del acido lactico
en hidrégeno, mediante rutas metabdlicas predominantemente de tipo butiricas y

con baja acumulacion de metabolitos inhibidores.

Los modelos estadisticos ajustados permitieron identificar tendencias generales en
el comportamiento del sistema, aunque con limitaciones en la capacidad predictiva
debido a la complejidad no lineal del proceso. En este contexto, la implementacion

del modelo basado en logica difusa mostrd una mayor precision en la estimacion de
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la tasa de produccion de Hz dentro del dominio experimental, evidenciando su
utilidad como herramienta complementaria para el analisis de sistemas bioldgicos

complejos.

Finalmente, los hallazgos de este trabajo aportan evidencia solida sobre el potencial
del mucilago de café como sustrato viable para la produccién de biohidrégeno,
reafirmando su pertinencia dentro de esquemas de valorizacion integral de residuos
agroindustriales en contextos de biorrefineria. Asimismo, se delimitaron condiciones
criticas para optimizar el proceso, abriendo nuevas oportunidades para el desarrollo
de estrategias sostenibles de produccion de biohidrégeno a partir de residuos
reales, bajo esquemas operativos flexibles y adaptados a la variabilidad de los

sustratos.
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Capitulo V. Microbiologia del proceso de fermentacién oscura semicontinua

para la produccién de biohidrégeno: Aislamiento e identificacién

5.1. Introduccion

La FO, mediada por consorcios microbianos, es un proceso bioldgico sustentado en
una serie de reacciones bioquimicas interdependientes, que se expresa a través de
la actividad y asociacion sintréfica entre diferentes grupos de bacterias (Wainaina et
al., 2019). En este sentido, la produccion de bioHz por FO depende en gran medida
de la estructura y la dinamica de la comunidad microbiana, ya que esta determina
la prevalencia de rutas metabdlicas hidrogenogénicas. No obstante, el rendimiento
del proceso pude verse comprometido cuando coexisten microorganismos que
compiten con BPH por el sustrato, que desvian el flujo de carbono hacia otros
metabolitos alternativos distintos de los acidos acético y butirico, o consumen el Hz
generado como parte de su balance energético y crecimiento. En consecuencia, las
disminuciones en la produccion de Hz pueden atribuirse a cambios en la comunidad
microbiana y el desplazamiento de la abundancia de BPH por otros grupos
microbianos que interfieren con el rendimiento global de proceso (Etchebehere et

al., 2016; Detman et al., 2021; Villanueva-Galindo et al., 2025).

Como se discutid en capitulos anteriores, las BAL suelen presentar ventajas
competitivas frente a las BPH debido a su versatilidad metabdlica y capacidad de
proliferacion en residuos agroindustriales ricos en carbohidratos, lo que incrementa
su abundancia relativa en el consorcio microbiano y puede afectar negativamente

el desempefno de la produccion de bioHz2 (Correa-Villa et al., 2024; Villanueva-
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Galindo et al., 2025). Aun asi, este efecto puede contrarrestarse cuando el acido
lactico actua como precursor para la produccion bioH2 mediante FO impulsada por
lactato (FO-LA). Bajo este enfoque, la FO-LA constituye una alternativa
biotecnolégica para valorizar sustratos fermentados y, simultdneamente, controlar
la acumulacion de acido lactico, al favorecer un acoplamiento sintréfico donde el
lactato producido por BAL puede ser consumido por BPH consumidoras de lactato,
promoviendo rutas hidrogenogénicas (p. ej., asociadas a la formacion de butirato)
en condiciones de operacidén que promuevan dicho acoplamiento (Garcia-Depraect,
Castro-Munoz, et al., 2021; Correa-Villa et al., 2024). En consecuencia, la
implementacion de configuraciones en dos etapas —fermentacién lactica seguida
de la etapa hidrogenogénica — podria contribuir a mitigar la sobreproliferacion de
BAL frecuentemente observada en sistemas de una sola etapa, y mejorar la
produccion de bioH2 a partir de sustratos ricos en acido lactico (Villanueva-Galindo

et al., 2025), como el mucilago de café acidificado.

Para dilucidar la base microbiolégica de este proceso, la identificacion de los
microorganismos implicados en la conversion del acido lactico resulta esencial para
interpretar el desempefio hidrogenogénico en operacion semicontinua y plantear
una hipotesis sobre los mecanismos subyacentes asociados a la estabilidad del
proceso, la seleccidbn microbiana y las rutas metabdlicas predominantes. La
caracterizaciéon de comunidades microbianas puede abordarse mediante métodos
fenotipicos (bioquimicos) y genotipicos (moleculares). Si bien las técnicas
moleculares presentan la ventaja de no depender de la fraccion cultivable, su

aplicacién puede verse limitada por la disponibilidad de infraestructura, costos o
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acceso a servicios especializados (Suarez-Contreras & Yafiez-Meneces, 2020). Por
ello, el aislamiento del cultivo puro y la identificacion bioquimica contintua siendo
enfoques validos para reconocer microorganismos cultivables predominantes, inferir
su potencial metabdlico y establecer relaciones preliminares entre la identidad
bacteriana y el desempefio del proceso, particularmente cuando se comparan

condiciones de operacién contrastantes.

Tras evaluar en el Capitulo 4 el comportamiento de la FO-LA semicontinua
alimentada con mucilago de café acidificado como sustrato enriquecido en acido
lactico bajo diferentes combinaciones de TRH y Cai, los resultados sugirieron la
participacion de consorcios consumidores de lactato con respuestas diferentes
segun el régimen operativo. En consecuencia, en este capitulo se aisl6 e identificd
bioquimicamente la poblacion bacteriana presente en (i) efluentes asociados a alta
y baja produccién de H2 y (ii) el inéculo iniciador, con el fin de comparar la
composicidon bacteriana cultivable y aportar evidencia complementaria para explicar
el desempefio hidrogenogénico observado. De este modo, el capitulo aborda el
cumplimiento del segundo objetivo especifico de la tesis: identificar
bioquimicamente la poblacion microbiana involucrada en el proceso de FO
semicontinua al utilizar como sustrato el acido lactico proveniente del mucilago de

café acidificado naturalmente.
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5.2. Metodologia

5.2.1. Recolecciéon de muestras

Se recolectaron muestras de efluente al finalizar los ensayos con las tasas mas altas
y bajas de produccion de hidrégeno (HPR) en FO semicontinua, correspondientes
a TRH = 0,5 dias & CaL= 20 g/L y TRH = 2 dias & CaL = 5 g/L, respectivamente
(véase Capitulo 4). Estas condiciones se seleccionaron para el aislamiento e
identificacion bacteriana asociada a la produccion de bioH2 a partir de mucilago de
café acidificado (Tabla 5-1). Adicionalmente, se tom6 una muestra del indculo
iniciador proveniente de la auto-fermentacion oscura de residuos de frutas y
verduras, antes de su utilizacién en los ensayos. Las muestras se almacenaron en
frascos estériles y se conservaron a 4 °C por un periodo no mayor a cinco dias, o a
-20 °C hasta su inoculacion en medios de cultivo. Todos los procedimientos
microbiologicos, desde la preparacion de los medios de cultivo hasta el aislamiento,
se realizaron en el Laboratorio de Procesos Agricolas de la Facultad de Ciencias

Agrarias, Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

Tabla 5-1. Muestras seleccionadas y codificacion utilizada para el aislamiento e

identificacion bacteriana.

Muestra Codificacién  Descripcion
Efluente (TRH = 0,5 dias; CaL = 20 H Efluente asociado a alta HPR
glL)
Efluente (TRH = 2 dias; CaL =5 g/L) L Efluente asociado a baja HPR
Inéculo iniciador (auto-fermentacion C Control: in6culo empleado en los ensayos de FO en
oscura de frutas y verduras) modo semicontinuo

TRH: tiempo de retencion hidraulica; Ca: Concentracion de acido lactico en la alimentacion; HPR: Tasa de produccion de
H,; FO: fermentacion oscura H: High; L: Low; C: Control.
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5.2.2. Preparacion de medios de cultivo

Para la propagacion y el aislamiento de microorganismos se emplearon medios de
cultivo de caldo y agar tripticasa de soya (TSB y TSA, respectivamente), y agar Man,
Rogosa y Sharpe (MRS). Todos los medios fueron suplementados con acido lactico
a una concentracién de 2,5 g/L, con el propdsito de favorecer el desarrollo de
bacterias con la capacidad de metabolizar este compuesto, potencialmente
asociadas a la produccion de H2. Los medios se prepararon de acuerdo con las
recomendaciones del proveedor. El pH inicial se ajustdé a 6,5 con una solucién de
NaOH de 1 M; y posteriormente, los medios fueron esterilizados en un autoclave a

121°C durante 15 minutos.

5.2.3. Inoculacién de las muestras

Se inocularon 10 mL de cada muestra recolectada en 90 mL de caldo de TSB
suplementado con acido lactico, con el fin de reactivar la comunidad microbiana y
favorecer la seleccion de bacterias capaces de metabolizar el lactato. Los frascos

se sellaron herméticamente y fueron incubados a 31°C durante una semana.

5.2.4. Dilucién seriada y siembra en medios de cultivos

Tras la incubacién, se redujo progresivamente la carga microbiana mediante
dilucion seriada con agua peptonada estéril, para la siembra inicial en medios de
cultivos solidos (Figura 5-1). En primer lugar, se prepard una dilucion primaria 10,

inoculando 1 mL de la muestra en 9 mL de agua peptonada. A partir de esta, se
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realizaron diluciones sucesivas transfiriendo 1 mL de la dilucion anterior a 9 mL de
agua peptonada, hasta obtener la dilucion 10°. Para la siembra por extension, se
depositaron 0,1 mL de las diluciones 10-%, 107 y 10 en el centro de las placas con
medio de TSA y MRS suplementado con &acido lactico y se distribuyeron sobre la
superficie con un asa estéril de Drigalski. Posteriormente, las placas se incubaron

en jarras de anaerobiosis a 31°C durante 72 horas o hasta la aparicién de colonias.

Dilucién primeria Diluciones seriadas sucesivas Seleccion de diluciones
C ] = - CRs

S
[\l

1 1

1 ! 1

= s 1 ! |
g " v v v

e Incubacion
- —

105 107 10° r

Siembra por extension en
medios de cultivo

Las placas se incubaron
en jarras de anaerobiosis
a31°Cdurante 72ho
hasta la aparicién de
colonias

102 103 104

Y

Transferencias sucesivas de
1mLa9mL de agua
peptonada estéril

0,1 mL de la dilucién
| en el centro de las
******************************* ) placas con TSAy

Extension
superficial
mediante asa
de Drigalski
esteéril

MRS suplementado
con &cido lactico

Figura 5-1. Esquema del procedimiento de dilucion seriada y siembra por extensién en

placas con TSAy MRS suplementados con acido lactico, bajo condiciones asépticas.

5.2.5. Aislamiento de colonias microbianas

Se seleccionaron las colonias individuales con morfologia distintiva (Figura 5-2) y
se repicaron mediante siembra por estria (agotamiento) en nuevas placas con
medios de TSA y MRS enriquecido con acido lactico. Las placas se incubaron en
jarras de anaerobiosis a 31°C durante 72 horas con el objetivo de obtener cultivos

axénicos para su posterior caracterizacion e identificacion.
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5.2.6. Identificacidon bioquimica de aislados bacterianos

Los aislados bacterianos seleccionados y purificados se documentaron inicialmente
mediante el registro de su morfologia colonial en medios de TSA y MRS
suplementados con acido lactico (Figura 5-2), considerando caracteristicas
macroscopicas como tamafo, forma, borde, elevacion, textura y pigmentacion, los
cuales se resumen en la Tabla 5-2. Posteriormente, los cultivos puros fueron
sometidos a caracterizacién microscopica mediante tincion de Gram (Smith &
Hussey, 2005). Los aislados fueron enviados al Laboratorio de Control de Calidad
de la Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia (LACMA), Medellin,
Colombia, donde se realizd una identificacion fenotipica mediante pruebas
bioquimicas convencionales y observacion de caracteristicas fenotipicas. El analisis
incluyd pruebas como oxidasa, catalasa, fermentacion de glucosa, movilidad,
produccion de indol, utilizacion de sustratos como manitol, asi como evaluacién en
medios diferenciales y cromogénicos. Con base en estos resultados, se establecid
un perfil bioquimico para cada aislado, el cual fue comparado con esquemas de

referencia microbioldgica para su interpretacion (MacFaddin, 2000).
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b) HL7T-1 ¢) H7T-2

d) CHL5M e) L9T f) 7T

Figura 5-2.Morfologia colonial de aislados bacterianos representativos obtenidos en
medios TSA y MRS suplementados con acido lactico durante el proceso de fermentacion
oscura semicontinua. (a) H5M, aislado en medio MRS a partir de la dilucion seriada 10 del
efluente asociado a alta HPR; (b) HL7T-1, aislado en medio TSA a partir de la dilucion
seriada 107 de efluentes asociados a alta y baja HPR; (c) H7T-2, aislado en medio TSA a
partir de la dilucion seriada 107 del efluente asociado a alta HPR; (d) CHL5M, aislado en
medio MRS a partir de la dilucion seriada 10-° del indculo iniciador y efluentes asociados a
alta y baja HPR; (e) L9T, aislado en medio TSA a partir de la dilucién seriada 10 del efluente
asociado a baja HPR; y (f) C7T, aislado en medio TSA a partir de la dilucion seriada 107 del
inoculo iniciador. H: efluente asociado a alta HPR; L: efluente asociado a baja HPR; C:
inéculo iniciador; T: medio TSA (agar tripticasa de soya); M: medio MRS (agar Man, Rogosa

y Sharpe); HPR: tasa de produccién de hidrégeno.
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Tabla 5-2. Origen, condiciones de aislamiento y criterios de seleccion morfoldgica de los

aislados bacterianos

Cadigo del Dilucién Medio de

. Origen . ) . Criterio de seleccion (Morfologia colonial)
aislado seriada aislamiento

Grande; blanca; translicida; forma
H5M H 10° MRS irregular; borde ondulado; plana;
superficie lisa.

107(H) Mediana; beige; opaca; forma irregular;
HL7T-1 HyL TSA ’ ’ ’ ’
y 110°5(L) S borde ondulado; plana.
H7T-2 H 107 TSA Mediana; blanca cremosa; fo.rmta irregular;
borde entero; plana; superficie lisa.
Pequefias; blanca; brillante; circular; borde
CHL5M C,HyL 10 MRS regular; elevadas (convexas); colonias
individuales
L5T-2 L 10 TSA IFi’suantlforme; blanquecina; plana; superficie
L7T L 107 TSA Mediana; blanca; .forma irregular; borde
ondulado; textura lisa.
LoT L 109 TSA Grande; blanca; opaca; forma irregular;
borde ondulado; plana.
C5M c 10 MRS Peque.ng; .translum.da;' c'|r9ular; plana;
superficie lisa; colonias individuales.
c5T c 10 TSA Grand.e;l blanca; opaca; elevacion leve;
superficie mate; aspecto nuboso.
c7T c 107 TSA Mediana; blanca; borde irregular; plana;

textura rugosa.
TSA: agar tripticasa de soya; MRS: agar De Man, Rogosa y Sharpe. H, L y C indican el origen (efluente asociado a alta
HPR, efluente asociado a baja HPR e inéculo iniciador, respectivamente); CHL indica un aislado observado en C, Hy L;
HL7T-1 indica un aislado observado en ambos efluentes (H y L); los sufijos numéricos (p. €j., -2) distinguen aislados
obtenidos bajo igual origen, diluciéon y medio.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Aislamiento e identificacion bioquimica de aislado bacterianos

En las tres muestras recolectadas (H, L y C) se observo crecimiento microbiano en
los medios TSA y MRS suplementados con acido lactico (Figura 5-2; Tabla 5-2), lo
cual permitio seleccionar diez aislados bacterianos a partir de morfologias coloniales
macroscopicas distintivas. La distribucién de los aislados evidencidé patrones
compartidos y diferentes entre condiciones. En el efluente asociado a alta HPR
(TRH = 0,5 dias; CaL = 20 g/L) se obtuvieron cuatro aislados (H5M, HL7T-1, H7T-2

y CHL5M). En el efluente asociado a baja HPR (TRH = 2 dias; CaL = 5 g/L) se
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recuperaron cinco aislados, de los cuales dos correspondieron a aislados
compartidos con la condicion de alta HPR (HL7T-1 y CHLS5M) y tres fueron
exclusivos de esta condicidon (L5T-2, L7T y L9T). Por su parte, el inéculo iniciador
(C) presentod cuatro aislados (C5M, C5T, C7T y CHL5M), siendo CHL5M el unico

aislado detectado simultaneamente en las tres muestras.

En la Tabla 5-3 se presentan los resultados de la identificacion bioquimica de los
diez aislados. El detalle de los perfiles bioquimicos empleados para la asignaciéon
de los géneros y/o especies compatibles se presentan en el Anexo D. A nivel
microscopico, todos los aislados presentaron morfologia bacilar. La tincién de Gram
permitié diferenciar bacilos Gram negativos, correspondientes a H7T-2 y C5M, de

los demas aislados, que mostraron reaccion Gram positiva (Figura 5-3; Tabla 5-3).

Tabla 5-3. Resultado de la tincion de Gram e identificacién bioquimica de los aislados

bacterianos.

Cédigo Morfologia  Tincién de Gram Identificacion Origen
H5M Bacilos Positivo Lysinibacillus sphaericus H
HL7T-1 Bacilos Positivo Bacillus badius HyL

H7T-2 Bacilos Negativo Enterobacter sp. H
CHL5M Bacilos Positivo Lysinibacillus fusiformis C,HyL
L5T-2 Bacilos Positivo Bacillus pumilus L
L7T Bacilos Positivo Bacillus cereus sensu lato L
LO9T Bacilos Positivo Lysinibacillus spp. L
C5M Bacilos Negativo Klebsiella spp. C
C5T Bacilos Positivo Bacillus megaterium C
C7T Bacilos Positivo Rummeliibacillus stabekesii C

H: efluente asociado a alta HPR; L: efluente asociado a baja HPR; C: inéculo iniciador (control). “H y L” indica aislamiento
observado en ambas condiciones; “C, H y L” indica aislamiento observado en las tres muestras; HPR: tasa de produccion
de H2
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Figura 5-3. Caracterizacion microscépica de aislados bacterianos representativos mediante
tincion de Gram durante el proceso de fermentacion oscura semicontinua. (a) H5M, aislado
en medio MRS a partir de la dilucion seriada 10° del efluente asociado a alta HPR; (b) H7T-
2, aislado en medio TSA a partir de la dilucion seriada 10”7 de efluentes asociados a alta
HPR; (c) CHL5M, aislado en medio MRS a partir de la dilucion seriada 10° del inéculo
iniciador y efluentes asociados a alta y baja HPR; (d) L7T, aislado en medio TSA a partir de
la dilucion seriada 107 del efluente asociado a baja HPR; y (e) C5M, aislado en medio MRS
a partir de la dilucion seriada 10° del inéculo iniciador. (f) C7T, aislado en medio TSA a partir
de la dilucion seriada 10 del inoculo iniciador. H: efluente asociado a alta HPR; L: efluente
asociado a baja HPR; C: indculo iniciador; T: medio TSA (agar tripticasa de soya); M: medio
MRS (agar Man, Rogosa y Sharpe); HPR: tasa de produccion de hidréogeno.
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En conjunto, estos resultados confirman la presencia de una fraccion cultivable
diversa y parcialmente compartida entre condiciones operativas contrastantes, y
sugieren la persistencia de un consorcio bacteriano con potencial capacidad de
metabolizar el acido lactico a lo largo del proceso de FO en modo semicontinuo.
Esto respalda el analisis comparativo de la composicion cultivable en relacién con

el desempefio hidrogenogénico observado en el Capitulo 4.

5.3.2. Interpretacion de la microbiologia del proceso de FO-LA semicontinua

Con base a los resultados de la identificacion bioquimica (Tabla 5-3), los géneros
asignados a partir de perfiles bioquimicos consistentes con — Bacillus,
Lysinibacillus, Enterobacter, Klebsiella y Rummeliibacillus —han sido reportados
con frecuencia en consorcios microbianos asociados a procesos de FO orientados
a la produccion de bioH2 (Valdez-Vazquez et al., 2020; Mugnai et al., 2021; Aranda-
Jaramillo et al., 2023; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023; Rodriguez-Reyes et
al., 2025; Silva-martinez et al., 2025), por lo que su presencia resulta compatible
con el contexto microbiano del sistema evaluado. Adicionalmente, la presencia de
géneros compartidos entre condiciones y la aparicion de aislados exclusivos
sugieren que el régimen operativo (TRH y CaL) moduld la composicion de la fraccion
cultivable, evidenciando un efecto de presion de seleccion en la comunidad

microbiana del proceso.

En particular, la recuperacion de un aislado consistente con Bacillus badius (HL7T-

1) tanto en el efluente de alta como de baja HPR, y de aislados consistentes con el
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género Lysinibacillus (H5M, CHL5M; L9T) en las muestras analizadas, sugiere la
persistencia de poblaciones capaces de mantenerse en el sistema bajo condiciones
contrastantes. En términos interpretativos, este patrén apoya la existencia de un
componente relativamente estable de la comunidad, potencialmente tolerante al
ambiente del biorreactor y el esquema de recambio, sin que ello implique atribuirles,

por si mismo, un rol directo en la produccion de Ha.

Por otro lado, las condiciones impuestas en el biorreactor pudieron favorecer
cambios en la composicién de la comunidad microbiana, segun lo reflejado por los
aislados recuperados, aun cuando un componente pudiera permanecer
relativamente estable. Este comportamiento es consistente con las diferencias en el
desempenfio hidrogenogénico observadas en el Capitulo 4, donde el TRH presenté
un efecto significativo. Lo anterior se evidencia en la deteccién de aislados
exclusivos del indculo iniciador (C; p. €j., Klebsiella spp., Bacillus megaterium y
Rummeliibacillus stabelisensis), los cuales no se recuperaron en los efluentes. En
contraste, un aislado consistente con Enterobacter sp. (H7T-2) se detectd
especificamente en la condicion asociada a alta HPR (H; TRH = 0,5 d; CaL =20 g/L),
mientras que aislados consistentes con Bacillus pumilus (L5T-2) y Bacillus cereus
sensu lato (L7T) se identificaron en la condicién asociada a baja HPR (L; TRH = 2

d; CaL=5g/L).

De manera similar, estudios previos han reportado que los cambios en la dinamica
de la comunidad microbiana en sistemas de FO-LA pueden asociarse a

modificaciones del TRH. En particular, se ha descrito que TRH menores favorecen
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a poblaciones asociadas a mayor produccion de H2. En cambio, TRH prolongados
se han relacionado con menores rendimientos, atribuibles a la dominancia de
poblaciones funcionalmente no vinculadas con la produccién de H2 (Garcia-
Depraect, Mufioz, et al., 2021). Considerando lo anterior, el asilado consistente con
Enterobacter sp. recuperado en este estudio bajo la condicion asociada a alta HPR,
también ha sido reportado en consorcios microbianos de FO-LA vinculados a

mayores niveles de produccion de Hz (Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023).

En la literatura se ha reportado que bacterias anaerobias facultativas como
Enterobacter spp. y Klebsiella spp. podrian favorecer indirectamente el
establecimiento de condiciones adecuadas para BPH estrictamente anaerobias,
como Clostridium spp., al contribuir al consumo de oxigeno residual y al
mantenimiento de la anaerobiosis, condiciones requeridas para una produccion
eficiente de H2 (Hung et al., 2011; Cabrol et al., 2017; Rodriguez-Reyes et al., 2021).
En concordancia, se ha sefialado que escenarios con menor produccién de Hz se
han asociado con la ausencia o baja deteccion de Enterobacter spp. y Klebsiellla
spp. en consorcios de FO-LA (Rodriguez-Reyes et al., 2021). Si bien se ha atribuido
frecuentemente al género Clostridium un papel central en la produccion de Hz2 en
FO, también varios estudios reconocen que especies de Enterobacter pueden
presentar rendimientos relevantes de produccién de Hzbajo condiciones especificas

(Rittmann & Herwig, 2012; Cabrol et al., 2017; Rodriguez-Reyes et al., 2021).

Sin embargo, no se recuperaron aislados consistentes con Klebsiella spp. en el

efluente asociado a alta HPR y, en general, su deteccion se restringioé al indculo
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inicial, lo cual sugiere que la composicion de la comunidad microbiana pudo
modificarse a lo largo de la operacion, favoreciendo la deteccion de Enterobacter
sp. bajo el régimen asociado a mayor productividad. Este comportamiento es
consistente con lo reportado para la auto-fermentacion oscura de residuos de frutas
y verduras, donde el género Enterobacter fue minimo, y para residuos de suero de
queso, donde incluso estuvo ausente en la comunidad microbiana (Garcia-Depraect
& Ledn-Becerril, 2023). Adicionalmente, se ha informado que géneros
frecuentemente asociados a un buen desempefio en la produccién de bioHz, como
Klebsiella y Clostridium, estuvieron presentes inicialmente en el indculo, pero no
fueron detectados durante la operacion de FO-LA en configuraciones de una y dos
etapas alimentadas con residuos de comida. Se ha sugerido que esta pérdida en la
abundancia podria relacionarse con una capacidad limitada para absorber lactato
del medio, y/o con una menor competitividad por el sustrato bajo condiciones

operacionales especificas (Regueira-Marcos et al., 2025).

De manera similar, se ha reportado la baja dominancia de especies de Clostridium
en FO a partir de la fraccion organica de los residuos solidos urbanos en codigestiéon
con lodos anaerobios de tratamiento de aguas residuales, atribuyéndose en gran
parte la produccién de bioH2 a la elevada abundancia relativa del género Bacillus en
la comunidad microbiana, dicho enriquecimiento fue asociado al pretratamiento de
centrifugado y aireacién que se realiz6 al indculo (Silva-martinez et al., 2025). Por
tanto, la identificacion de aislados consistentes con especies de Bacillus en el

in6culo iniciador (C) y condiciones de baja y alta HPR (H y L) sugiere que este
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geénero formé parte del consorcio bajo condiciones operativas contrastes, y respalda

su consideracion dentro de los micoorganismos asociados al proceso de FO-LA.

Considerando estos resultados, es plausible que la produccién de bioH2 en los
ensayos de FO-LA en modo semicontinuo haya estado asociada a un consorcio en
el que las bacterias aerobias y anaerobias facultativas tuvieron una participacion
relevante, dentro de las cuales se identificaron taxones consistentes con Bacillus
spp., Lysinibacillus spp. y Enterobacter sp. Esto podria explicarse, por una parte,
porque no se utilizd un inéculo con una poblacion dominante de Clostridium,
condicion frecuentemente reportada en lodos anaerobios (Silva-martinez et al.,
2025), y por otra parte, porque la anaerobiosis del sistema pudo depender del
consumo de Oz residual por parte de bacterias aerobias y anaerobias facultativas,
lo cual podria no haber sido suficiente para una posible dominancia de Clostridium
en el biorreactor. En apoyo a esta interpretacion, se ha propuesto que la presencia
de Rummeliibacillus spp. y Bacillus spp. puede considerarse un indicador de
presencia de oxigeno en sistemas de FO (Cabrol et al., 2017; Rodriguez-Reyes et
al., 2025). Por otra parte, también se ha reportado que estos géneros, junto con
Lysinibacillus spp., pueden participar en consorcios consumidores de lactato,
contribuyendo con funciones metabodlicas/enzimaticas relevantes en rutas

asociadas a la conversion de lactato y formacion de Hz (Mugnai et al., 2021).

Con respecto al aislamiento de BAL, el medio MRS es ampliamente reconocido
como un medio selectivo estandar para su recuperacion desde matrices

alimentarias y muestras fermentativas, incluyendo a sistemas orientados a la
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produccion de bioH2. Su composicidon favorece principalmente el crecimiento de
Lactobacillus, aunque también permite el desarrollo de Pediococcus, Leuconostoc
y Enterococcus, al proveer fuentes éptimas de carbono, nitrégeno, vitaminas y sales
(Fuentes et al.,, 2018). En particular, el género Lactobacillus es el grupo mas
representativos de las BAL y su presencia —e incluso dominancia— en sistemas de
FO se ha asociado con cambios relevantes en el proceso (Correa-Villa et al., 2024,

Regueira-Marcos et al., 2025).

En este sentido, Fuentes et al. (2018) reportaron que el género Lactobacillus fue el
dominante en biorreactores de FO convencional operados en modo continuo (TRH
de 24 horas, pH 5,5 y 30°C) en las condiciones de menor produccién de Hz,
representando una abundancia relativa del 89,1% detectado por identificacion
molecular del gen 16 S ARN:. Adicionalmente, dichos autores aislaron la mayoria de
sus cepas en medios como MRS y TSA, lo que sugiere una cobertura elevada de la

comunidad microbiana mediante métodos de cultivo.

En contraste, en el presente estudio no se recuperaron aislados consistentes a
Lactobacillus en las condiciones de cultivo aplicadas. Este resultado podria ser
consistente con una menor presencia en el biorreactor hidrogenogénico operado en
modo semicontinuo y alimentado con sustrato enriquecido con acido lactico
(mucilago de café acidificado). Desde una perspectiva operativa, se ha sugerido
que la reduccion de TRH entre 1 y 0,5 dias puede disminuir la ocurrencia de
poblaciones no productoras de H2z en sistemas de FO-LA alimentados con vinaza

de tequila prefermentada rico en acido lactico (Garcia-Depraect et al.,, 2021).
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Asimismo, se ha atribuido que el desacoplamiento entre fermentacion lactica e
hidrogenogénica contribuye a reducir la prevalencia de Lactobacillus en procesos
de produccién de H2 a partir de residuos de comida (Regueira-Marcos et al., 2025).
En resumen, esto antecedentes son coherentes con la posibilidad de que la
operacion semicontinua a TRH menores, utilizando un sustrato rico en acido lactico,
contribuya a limitar la sobreproliferacion de BAL y favorecer un entorno mas

orientado a la produccién de bioHz.

A modo de comparacién, en este estudio se alcanzé en promedio un volumen
acumulado de Hz de 19,1 L en el biorreactor semicontinuo operado a TRH = 0,5
dias, sin recuperacién de BAL mediante los métodos cultivables aplicados. Por el
contrario, Moreno-Cardenas et al. (2019) reportaron que durante tres dias se
alcanzd un volumen acumulado maximo de 25,9 L en operacién batch (30 °C; pH =
7,0) utilizando mucilago de café en codigestidén con residuos de frutas y verduras, e
identificaron dentro de los aislados bacterianos géneros de BAL como
Streptococcus y Leuconostoc, evidenciando su presencia en la comunidad asociada
al proceso. Estas diferencias resaltan que la configuracidén operacional, la
composicidn del sustrato y el régimen de TRH pueden influir de manera importante
en la composicidon microbiana recuperable y, potencialmente, en el desempefio
hidrogenogénico del sistema. De esta manera, en la Figura 5-4 se presenta un
esquema conceptual integrador que facilita la interpretacion de los resultados
obtenidos sobre la relacién entre las condiciones de operacion, la comunidad

microbiana y el desempefio del sistema semicontinuo de FO-LA.
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Figura 5-4. Esquema conceptual de la relacion entre las condiciones de operacion, la
comunidad microbiana y el desempefio del sistema semicontinuo de fermentacion oscura
impulsada por lactato. TRH: Tiempo de retencién hidraulica; Ca: Concentracion de acido
lactico en la alimentacion; HPR: Tasa de produccién de hidrogeno; FO-LA: fermentacién
oscura impulsada por lactato; AL: Acido lactico; Acido acético; AB: Acido butirico; AP: Acido

propionico.

5.3.3. Interpretacion bioquimica de la conversién de acido lactico asociadas a

la produccién de hidrégeno

Dado que el acido lactico constituyo el principal producto de la acidificacién natural
del mucilago de café, probablemente asociado a la actividad de BAL, y actué como
sustrato en la etapa de FO semicontinua, la interpretacion bioquimica del proceso
requiere considerar las rutas metabdlicas asociadas a su conversion. Esta
interpretacion es coherente con los resultados microbiolégicos obtenidos, en los

cuales se recuperaron aislados consistentes con los géneros Lysinibacillus, Bacillus
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y Rummeliibacillus, reportados en consorcios productores de hidrogeno y asociados

con la utilizacién metabdlica de lactato (Schleifer, 2009; Chen et al., 2021; Mugnai

et al., 2021; Silva-martinez et al., 2025). En particular, bajo la condicién asociada a

alta HPR se recuperaron aislados consistentes con Lysinibacillus fusiformis,

Lysinibacillus sphaericus y Bacillus badius, especies previamente reportadas con

capacidad de metabolizar lactato (Schleifer, 2009). En este contexto, en la Figura 5-

5 se presentan las principales rutas vinculadas con la formacion de Hz, acido

aceético, acido butirico y acido propiénico en consorcios microbianos con potencial

capacidad de consumir lactato.
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Figura 5-5. Esquema conceptual y metabdlico de la fermentacion oscura impulsada por

lactato a partir de mucilago de café acidificado. LctP: lactato permeasa; iLDH: lactato

deshidrogenasa independiente de NAD*; Etf: flavoproteinas de transferencia de electrones;

PFOR: piruvato:ferredoxina oxidorreductasa; PFL: piruvato:formato liasa; FHL: formato

hidrégeno liasa; Fdox: ferredoxina oxidada; Fdred: ferredoxina reducida; Hzasa:Hidrogenasa;

NFOR: NADH:ferredoxina oxidorreductasa; PTA: fosfato acetiltransferasa; ACK: acetato
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quinasa; PTB: fosfotransbutirilasa; Buk: butirato quinasa; PCD: propionil-CoA
deshidrogenasa; CoAT: CoA-transferasa. Adaptado de Cabrol et al. (2017), Gonzalez-
Garcia et al. (2017), Louis et al. (2022); Munier et al. (2023) y Garcia-Depraect & Leodn-
Becerril (2023).

Desde una perspectiva bioquimica, el consorcio microbiano puede utilizar el lactato
—forma disociada del acido lactico— como fuente de carbono y energia en
condiciones desfavorables como la baja disponibilidad de carbohidratos (Fuess et
al.,, 2018; Mugnai et al., 2021). El lactato puede ser asimilado por bacterias
consumidoras de lactato, entre ellas algunas BPH, mediante transportadores
especificos, como las lactato permeasas. Una vez en el interior de la célula, el
lactato es oxidado a piruvato por accion de lactato deshidrogenasas independientes
de NAD* (iLDH), asociadas a flavoproteinas de transferencia de electrones (Etf),
consideradas enzimas clave en la utilizacion microbiana del lactato (Jiang et al.,

2014).

Esta reacciéon puede ser termodinamicamente desfavorable debido a que el
potencial redox del par lactato/piruvato es considerablemente mayor que el par
NAD*/NADH, lo que dificultad la transferencia directa de electrones. Por ello, la
participacion del complejo iLDH/Etf es crucial, mediante un mecanismo de
bifurcacion de electrones basado en flavinas, se acopla la oxidacion del lactato con
la reduccion simultanea de ferredoxina (Fd) y NAD*, superando la barrera

energética del proceso (Detman et al., 2019; Louis et al., 2022).
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Posteriormente, el piruvato puede convertirse en acetil-CoA mediante dos rutas
metabdlicas principales: i) la via catalizada por la enzima piruvato:formato liasa
(PFL) y ii) la via mediada por piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR). En la
ruta PFL, el piruvato se escinde en acetil-CoAy formato, el cual puede transformarse
posteriormente en H2 y CO2 mediante el complejo formato hidrégenoliasa (FHL),
constituido por formato deshidrogenasa H e hidrogenasa. En la via PFOR, el
piruvato es oxidado a acetil-CoA con la reduccion simultanea de ferredoxina, cuya
reoxidacion catalizada por hidrogenasa conduce a la liberacion de Hz (Cabrol et al.,
2017; Dzulkarnain et al., 2022). Ademas, el H2 también proviene de la reoxidacion
de NADH, mediante la accion de la enzima NADH:ferredoxina oxidorreductasa
(NFOR), que transfiere electrones desde NADH hacia ferredoxina, permitiendo su
posterior conversion a Hz2 por la hidrogenasa (Cabrol et al., 2017; Dzulkarnain et al.,

2022; Saady, 2013).

A partir del acetil-CoA, el flujp metabdlico puede dirigirse hacia distintas rutas
fermentativas. La formacion de acetato ocurre mediante la conversion de acetil-CoA
a acetil fosfato y posteriormente a acetato, generando ATP por fosforilacion a nivel
de sustrato. Por su parte, la formacion de butirato implica la condensacion de dos
moléculas de acetil-CoA para producir butiril-CoA, el cual posteriormente es
convertido en butirato. Ambas rutas se consideran metabdlicamente favorables para
la produccion de Hz debido a la generacion y reoxidacion de equivalentes reductores

asociados al metabolismo fermentativo (Cabrol et al., 2017; Mugnai et al., 2021).
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Adicionalmente, diversos estudios han reportado que el consumo simultaneo de
lactato y acetato puede favorecer rutas metabdlicas orientadas a la formacion de H,
y butirato en consorcios microbianos (Blanco et al., 2019; Mugnai et al., 2021). En
particular, Mugnai et al. (2021) observaron, durante la fermentacién oscura de
residuos de almazara, una alta abundancia relativa de genes asociados con la
produccion y el consumo de acetato, como acetato quinasa y fosfato
acetiltransferasa. Estos autores sugirieron que la disminucién de acetato durante el
proceso podria estar relacionada con su utilizacion como co-sustrato en la
conversion de lactato hacia H2. Asimismo, reportaron genes asociados con la
formacion de butirato, como butirato quinasa y acetato CoA-transferasa, vinculados

con filotipos como Bacillus, Clostridium 'y Lysinibacillus.

En este sentido, la predominancia de acido butirico observada en el presente
estudio podria estar asociada con una ruta de conversion lactato-acetato orientada
hacia la formacion de butirato e Hz. El acetato disponible pudo provenir tanto del
sustrato como de la conversion fermentativa del lactato a piruvato y acetil-CoA.
Posteriormente, este acetato podria haber participado como co-sustrato en la
formacion adicional de butirato, contribuyendo al balance de carbono y a la
conservacion de energia durante el metabolismo butirogénico (Detman et al., 2019;

Munier et al., 2023).

En contraste, parte del flujo metabdlico derivado del lactato también puede dirigirse
hacia la formacion de propionato, principalmente mediante la ruta del acrilato, en la

cual el lactato es convertido a lactil-CoA, posteriormente a acriloil-CoA y finalmente
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a propionil-CoAy propionato (Prabhu et al., 2012; Gonzalez-Garcia et al., 2017). Sin
embargo, la formacion de propionato generalmente se considera menos favorable
para la produccion de H2 debido a que compite por equivalentes reductores que
podrian destinarse a la generacion de hidrogeno. Prabhu et al. (2012) observaron
que el incremento en la formacién de propionato estuvo acompafado por una
disminucién simultanea en la produccion de butirato e hidrégeno. De manera similar,
Cabrol et al. (2017) describieron las rutas propionigénicas como procesos
competidores dentro de los consorcios hidrogenogénicos, debido a que desvian
electrones y carbono hacia productos mas reducidos. Considerando lo anterior, la
baja proporcidén de acido propionico observada en el presente estudio, en
comparacion con el predominio de acido butirico, podria sugerir que el flujo
metabdlico del lactato estuvo orientado preferencialmente hacia rutas butirogénicas

asociadas con una mayor produccion de Ha.

5.4. Alcances y limitaciones del enfoque de identificaciéon

El presente capitulo abordd la caracterizacion de microorganismos asociados al
proceso de FO-LA en modo semicontinuo mediante aislamiento en medios
suplementados con acido lactico, descripcion de morfologia colonial, tinciéon de
Gram e identificacion fenotipica basada en pruebas bioquimicas convencionales. La
identificacion incluyé pruebas como oxidasa, catalasa, fermentaciéon de glucosa,
movilidad, produccion de indol, utilizacién de sustratos como manitol, asi como

evaluacién en medios diferenciales y cromogénicos. Con base en estos resultados,
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se establecié un perfil bioquimico para cada aislado, el cual fue comparado con

esquemas de referencia microbioldgica para su interpretacion.

Este enfoque se aplic6 como una herramienta presuntiva para una comprension
inicial de la comunidad microbiana cultivable vinculada al proceso y de sus posibles
capacidades metabdlicas, las cuales fueron interpretadas y contextualizadas con
apoyo de la literatura. En este sentido, los resultados representan una aproximacion
centrada en los aislados recuperados bajo las condiciones de cultivo empleadas,
permitiendo comparar patrones entre el inoculo inicial y los efluentes asociados a

condiciones contrastantes de desempenio, alta y baja HPR.

No obstante, las identificaciones reportadas deben interpretarse como
microorganismos consistentes con los géneros y/o especies indicados, de acuerdo
con el perfil bioquimico observado, y no como confirmaciones taxondémicas
definitivas a nivel de especie. En este sentido, la resolucion taxondmica del enfoque
empleado es limitada, dado que las identificaciones se basaron en pruebas
bioquimicas convencionales y no en métodos confirmatorios automatizados o
moleculares. Por tanto, no se dispone de un porcentaje de identidad, nivel de

confianza o grado de certeza cuantitativo asociado a cada aislado.

Adicionalmente, este enfoque presenta limitaciones inherentes a los métodos
cultivables y fenotipicos. En primer lugar, la recuperacién de aislados depende del
medio, del pre-enriquecimiento, de la atmdsfera de incubacion y de la capacidad de

crecimiento de los microorganismos bajo dichas condiciones. Por ello, la no
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recuperacion de determinados taxones, por ejemplo, BPH anaerobias estrictas
como Clostridium spp. o BAL como Lactobacillus spp., no debe interpretarse como
ausencia o no participaciéon en el biorreactor, sino como una posible limitacion del

método de aislamiento empleado.

En segundo lugar, debe considerarse que los microorganismos provenientes de
matrices fermentativas complejas, especialmente cuando derivan de -cultivos
mixtos, pueden presentar perfiles bioquimicos atipicos o parcialmente
contradictorios durante su identificacién, debido a su alta diversidad genética,
plasticidad fenotipica dependiente del ambiente y dificultad para obtener cultivos
completamente puros. Por ello, los aislados puros deberan evaluarse
posteriormente en ensayos controlados para explorar sinergias en cocultivos,
determinar su potencial de produccién de H, a partir de sustratos enriquecidos en
acido lactico y establecer su pertinencia para futuras aplicaciones, como el
desarrollo de indculos especializados o estrategias de bioaumentacion en sistemas

de FO-LA.

Aunque los perfiles bioquimicos reportados fueron considerados suficientes dentro
del alcance del analisis efectuado, no permiten estimar abundancias relativas ni
describir la estructura completa de la comunidad microbiana. Ademas, la estrategia
de muestreo se restringidé a tres matrices: inéculo, efluente de alta HPR y efluente
de baja HPR, recolectadas al final de los ensayos, lo que limita la resolucién
temporal para describir procesos de sucesion microbiana a lo largo de los ciclos de

TRH. Por tanto, las inferencias ecoldgicas planteadas en la discusion deben
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interpretarse como hipdtesis consistentes con la evidencia recuperada y con
antecedentes de literatura, mas que como demostraciones directas de causalidad.
En consecuencia, futuros trabajos podrian complementar estos hallazgos mediante
técnicas moleculares independientes del cultivo, como secuenciacion del gen 16S
ARNr, metagendmica o qPCR dirigida, junto con estrategias de aislamiento bajo
condiciones de anaerobiosis mas estricta, para caracterizar con mayor precision la
estructura comunitaria, su dinamica y su relacion funcional con los metabolitos y el

desempefio hidrogenogénico.

5.5. Conclusiones

Los resultados presentados en este capitulo aportan evidencia microbiologica
complementaria para interpretar el comportamiento del sistema de fermentacién
oscura impulsada por lactato (FO-LA) operado en modo semicontinuo y descrito en
el Capitulo 4. Mediante el aislamiento en medios suplementados con acido lactico,
la tincibn de Gram vy la identificacion fenotipica en pruebas bioquimicas
convencionales, se recuperaron e identificaron diez aislados bacterianos con
perfiles bioquimicos consistentes a los géneros Bacillus, Lysinibacillus,
Enterobacter, Klebsiella y Rummeliibacillus. Dado que estos taxones han sido
reportados con frecuencia en consorcios microbianos asociados a sistemas de
fermentacién oscura orientados a la produccién de biohidrégeno, su recuperacion

resulta coherente con el contexto microbiano del sistema evaluado.
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La comparacion entre el indculo inicial y los efluentes recolectados bajo condiciones
contrastantes de desempefio (alta y baja HPR) evidencio, de forma consistente, la
coexistencia de taxones compartidos y la aparicion de taxones exclusivos por
condicion. Este patron respalda dos ideas centrales: i) la posible existencia de un
componente de la comunidad capaz de mantenerse durante la operacidon
semicontinua, tolerando el ambiente del biorreactor y el esquema de recambio; vy ii)
la ocurrencia de cambios asociados a presion de seleccion y/o reorganizacion de la
estructura microbiana inducidos por el régimen operativo (TRH y Cav), en
concordancia con el efecto significativo del TRH sobre el desempefio
hidrogenogénico descrito en el Capitulo 4. Luego, estos resultados son compatibles
con la presencia de un consorcio capaz de metabolizar acido lactico en FO-LA, cuyo
desemperio se favorece bajo TRH menores y concentraciones intermedias de acido

lactico en la alimentacion (Cal).

Finalmente, dado que el enfoque empleado es fundamentalmente fenotipico y
dependiente del cultivo, se reconoce la necesidad de complementar estos hallazgos
mediante técnicas moleculares independientes del cultivo (p. ej., secuenciacién del
gen 16S ARNr gPCR dirigida o metagendémica) para caracterizar con mayor
precision la estructura comunitaria, su dinamica temporal y su relacion funcional con
metabolitos y desempefio. De manera adicional, se propone evaluar
experimentalmente el potencial de los aislados recuperados en ensayos controlados
con sustratos enriquecidos en acido lactico, con el fin de validar capacidades
metabdlicas, explorar sinergias en cocultivos y valorar su aplicabilidad futura como

in6culos especializados o en estrategias de bioaumentacion para sistemas FO-LA.
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Capitulo VI. Analisis cinético del consumo de acido lactico y la produccion de
H2 durante la fermentacion oscura semicontinua con mucilago de café

acidificado

6.1. Introduccion

La evaluacion cientifica de la producciéon fermentativa de bioH2 requiere enfoques
que permitan describir cuantitativamente la dinamica del proceso y, al mismo
tiempo, facilitar comparaciones entre sistemas que difieren en sustrato, inéculo y
modo de operacion. En este contexto, la modelacién cinética constituye una
herramienta util para el analisis, disefio y operacion de procesos de produccion
bioH2, ya que permite relacionar variables observables con parametros
operacionales interpretables y discutir el comportamiento fermentativo desde una
base cuantitativa (Garcia-Depraect & Leodn-Becerril, 2018; Guo & Wang, 2024).
Adicionalmente, los modelos cinéticos no solo permiten describir el proceso, sino
también optimizarlo, reducir costos y apoyar su escalamiento industrial (Boshagh et

al., 2022).

En la FO se han empleado diversos modelos cinéticos para describir la produccion
de H2, el consumo de sustrato, el crecimiento microbiano y la formacién de
metabolitos. Estos modelos pueden clasificarse en estructurados y no
estructurados. Los modelos estructurados, como el modelo de digestién anaerobia
No 1 (ADM1), permiten representar de manera simultdnea la degradacion de
sustrato, la produccién de bioHz y la formacion de subproductos; sin embargo, su

aplicacidn suele verse limitada por su complejidad matematica y la necesidad de
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contar con un numero elevado de parametros (Boshagh et al., 2022). A pesar de
ello, adaptaciones del ADM1 han sido utilizadas con éxito para describir procesos
fermentativos complejos; por ejemplo, Blanco et al. (2019) emplearon un modelo
basado en ADM1 para analizar la conversion de acido lactico y acido acético en la
produccion de bioHz a partir de suero de queso, logrando una representacion

satisfactoria de las principales rutas metabdlicas.

En contraste, los modelos no estructurados, como Monod, Andrews, Logistico,
Cone, primer orden y Gompertz modificado, ofrecen aproximaciones mas simples
al tratar el sistema microbiano como una “caja negra”, por lo que resultan utiles
cuando no se dispone de informacion detallada sobre la biomasa, rutas metabdlicas
o la composiciéon funcional del consorcio (Boshagh et al., 2022). Dentro de estos
modelos, el Gompertz modificado ha sido ampliamente utilizado para describir
perfiles sigmoidales de produccion acumulada de Hz, debido a que permite estimar
parametros con interpretacion operativa directa, como el potencial maximo de
produccion, la tasa maxima y el tiempo de retardo. Guo y Wang (2024) sefalan que
estos parametros son relevantes para comprender la eficiencia, la dinamica y el

potencial del sistema fermentativo.

La comparacion entre Gompertz y ADM1 ha sido evaluada previamente en sistemas
de fermentacion oscura. Gadhamshetty et al. (2010) reportaron que el modelo de
Gompertz presentd un excelente ajuste a los datos experimentales de produccién
de hidrogeno en ocho configuraciones de reactores, con coeficientes de

determinacion cercanos a 0,98; sin embargo, sefialaron que sus parametros son
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especificos para cada condicion experimental y que, en su forma empirica, el
modelo no permite predecir de manera general el consumo de sustrato ni la
formacion de acidos grasos volatiles bajo diferentes condiciones operacionales . En
contraste, el modelo basado en ADM1 mostré una calidad de ajuste ligeramente
menor para la produccion de H2 (R? > 0,91), pero permitid representar
simultaneamente el consumo de sustrato, la produccion acumulada de hidrégeno y
la formacién de AGV, evidenciando su mayor alcance mecanistico y predictivo. No
obstante, esta mayor capacidad descriptiva requiere una adecuada determinacion
y calibracion de los parametros del modelo, especialmente cuando se busca

aplicarlo a sistemas complejos con cultivos mixtos.

Aun considerando las limitaciones, Boshagh et al. (2022) indican que la estructura
matematica del modelo de Gompertz modificado es lo suficientemente flexible para
ser aplicada con éxito al consumo de sustrato, al crecimiento microbiano y a la
formacion de metabolitos solubles. Un ejemplo destacado es el trabajo de Garcia-
Depraect y Ledn-Becerril (2018), quienes emplearon este modelo de forma
integrada para describir el consumo de acido lactico y la formacion de acido butirico

durante la FO de vinaza de tequila.

Es asi como, para fines practicos y en correspondencia con el alcance experimental
del estudio, se seleccioné el modelo de Gompertz modificado para analizar la
produccion de bioH2 por FO a partir de mucilago de café acidificado. Esta eleccién
se fundamento en la ausencia de informacién detallada sobre la biomasa, posibles

efectos inhibitorios, rutas metabdlicas especificas y fracciones fermentables del
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sustrato, aspectos que dificultan la aplicacién de modelos estructurados en sistemas
complejos basados en consorcios microbianos y residuos organicos, sin

sobredimensionar la capacidad predictiva del modelo.

En consecuencia, este capitulo adopta un enfoque integrado centrado en la cinética
de consumo de sustrato y formacién de productos en un biorreactor semicontinuo,
operado bajo TRH =1 diay CaL= 10 g/L. A partir de la estimacién de los parametros
del modelo de Gompertz modificado, la discusion de la generacion de Hz y los
perfiles de metabolitos, se busca generar evidencia cuantitativa para interpretar el
desempenfio del sistema bajo dicha condicién operacional, dando cumplimiento al

tercer objetivo especifico planteado en esta tesis doctoral.

6.2. Metodologia

6.2.1. Recolecciéon de muestras

El estudio de la cinética de la FO de mucilago de café acidificado se realizé bajo las
condiciones operacionales de tiempo de retencion hidraulica (TRH) de 1 dia y
concentracion de acido lactico en la alimentacién (CaL) de 10 g/L, correspondientes
a la operacion del biorreactor en modo semicontinuo descrita en detalle en el
Capitulo 4. En sintesis, el biorreactor operé a 31,0+ 1,0°Cy pH en 6,76 £ 0,142 con
un volumen de trabajo de 12 L, aplicando la remocién intermitente de 4 L del
producto fermentado y la alimentacién de un volumen equivalente de mucilago de
café acidificado, ajustado a una CaL igual de 10 g/L, con una frecuencia de recambio

de 8 horas; de este modo, tres recambios consecutivos conformaron un ciclo

203



completo de TRH. Una vez superada la fase transitoria, en el tercer recambio del
quinto ciclo del TRH se registré la evolucion temporal de la concentracion de
algunos metabolitos del proceso fermentativo con el fin de construir la cinética. La
produccion de gas se midi6 cada hora y se recolectaron muestras en bolsas
TEDLAR® para su analisis. Adicionalmente, se tomaron muestras liquidas al inicio
del tercer recambio (t=0) y posterior cada hora para cuantificar acido lactico y

algunos AGV, especificamente acido acético, acido butirico y acido propionico.

6.2.2. Métodos analiticos

La caracterizacion de las muestras liquidas se efectué mediante cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) para cuantificar acidos organicos y carbohidratos
solubles. Entre los compuestos evaluados se incluyeron acido acético, acido
butirico, acido propionico, acido lactico, glucosa, fructosa, xilosa, galactosa,
arabinosa y acido galacturonico. Se empledé un equipo LC-20AT Prominence
(Shimadzu), con detectores RID-20A y UV-PDA, y una columna Aminex HPX-87H
(Bio-Rad, CA, EE.UU.; 300 x 7,8 mm; 9 ym). Como fase mdévil se utilizé6 H2SO4 5
mM a un caudal de 0,6 mL-min-', con temperatura de columna de 55°C y volumen
de inyeccion de 20 yL. El volumen de gas generado se midié con un gasometro
Metrex G2.5 (precision + 0,040 m3/L), mientras que la composicion se determind
mediante un cromatografo de gases (MicroGC Agilent 3000, USA), equipado con
detector de conductividad térmica (TCD) y dos canales con gases de arrastre Ar 'y
He. Columnas e inyectores operaron a 60°C y el detector a 300°C, con presion de

operacion de 30 psi. En el canal A (Ar) se cuantificaron Hz, CHs y CO, y en el canal
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B (He) se determiné CO2. El volumen de H2 reportado se expresd en condiciones

normalizadas (1 atm; 0°C).
6.2.3. Analisis de datos y desarrollo de los modelos cinéticos

6.2.3.1. Delimitacion y formulacion del balance de masa

La operacion del biorreactor en modo semicontinuo se compone de eventos
intermitentes de recambio (remocidn/alimentacién), seguidos por una etapa
posterior sin ingreso ni salida de materia. Para el desarrollo del analisis cinético, el
sistema se delimité exclusivamente a la etapa post-recambio en la cual el reactor
opero sin flujos, asimilandose a un régimen discontinuo (batch) bajo el supuesto de
mezcla completa y volumen constante (V =12L) sin considerar una posible
limitacion de transferencia de masa en el sistema. En consecuencia, los cambios
temporales de concentracion observados para cada componente se atribuyen a la
conversiéon bioquimica neta durante el intervalo analizado. Bajo estas condiciones,
el balance de masa macroscépico para cada componente se expresa como:

de

o, (6-1)

Donde, C; corresponde a la concentracion del componente j dentro del biorreactor
(g/L); ; =velocidad de reaccion de generacion o consumo del componente (g/L-h).
Por convencion, 7; <0 representa consumo (sustratos) y ;> 0representa

formacion (productos). La ecuacién 6-1 excluye los términos de entrada, salida y
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dilucion, por lo que representa el marco de referencia para el calculo de tasas y el

ajuste de modelos empiricos de consumo de sustrato y formacién de productos.

6.2.3.2. Variables analizadas y procesamiento de los datos

Se utilizaron perfiles temporales de acido lactico y de metabolitos solubles en la fase
liquida: acido acético, acido propidnico y acido butirico, expresados en g/L, junto
con la produccion de hidrogeno (como volumen normalizado). Los datos se
organizaron en series temporales con un origen temporal comun (t = 0), definido
como el instante inmediatamente posterior a la remocion/alimentacion y la
homogenizacion del biorreactor. Previo al ajuste de los modelos, se verificd la
consistencia dimensional y de las unidades entre mediciones y se evaluaron las
tendencias temporales (monotonia y/o cambios de pendiente) para sustentar la
seleccién de los modelos empiricos. La Tabla 6-1 resume las expresiones
empleadas para el calculo de volumen de Hz, el calculo de la conversién del acido

lactico y rendimientos aparentes en el intervalo de andlisis [t ¢].

Tabla 6-1. Ecuaciones empleadas para el procesamiento de datos e indicadores cinéticos.

Variable/Indicador Simbolo Unidades Ecuacion
n
Volumen Hz acumulado H L Hz H(t) = Z H, (t)
k=1
Conversion de acido AL(t;) — AL(tf)

. X 9 = V7
lactico AL % Xau AL(t) * 100
Moles de acido lactico Mas cons mol AL i (AL(tl-) - AL(tf)) V.
consumido AL MW,

Moles netos de (Pi(tf) - Pi(fi)) v,
) Np;net mol P; . —

producto soluble (Pi) Pynet MW,
. _ Ny,

Moles de H2 producidos Ny, mol Hz ny, = 22414
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Rendimiento aparente

n
de Hzrespecto al acido Y, a1 mol Haz/mol AL Yippa = =
consumido Abcons
Rendimiento aparente ny
de Pi respecto al acido Yp,/aL mol Pi/mol AL A ™ 2
Cons

lactico consumido
H,(t,): volumen producido en el intervalo tiempo k; AL(t): concentracion de acido lactico (g/L); MW, : peso molecular
de acido lactico (g/mol); P;(t): Concentracién de producto soluble (g/L), donde P;e{AC, AB, AP}; AC: Acido acético, AB:
Acido butirico; AP: Acido propiénico; MW,,: peso molecular de producto (g/mol); V;,: Volumen de trabajo del biorreactor

(12 L); t;, tf: inicio/fin del intervalo de tiempo analizado; 22,414 L/mol es el volumen molar ocupado por un gas ideal en
condiciones normales de temperatura y presion (0°C; 1 atm).

6.2.3.3 Modelo empirico para la descripcion del consumo de sustrato y la

formacion de productos

Se empled el modelo de Gompertz modificado para el analisis cinético de la
produccion acumulada de Hz y, adicionalmente, para describir el consumo neto del
sustrato y la formacion neta de los metabolitos predominantes durante la etapa post-
recambio. Su aplicacidn resulta adecuada en sistemas con cultivos mixtos y
sustratos complejos, especialmente cuando no se dispone de informacion detallada
sobre la biomasa, las rutas metabdlicas o los posibles efectos inhibitorios,
condiciones que limitan la aplicacién robusta de modelos estructurados como ADM1
(Boshagh et al., 2022). Por tanto, el analisis se orientdé hacia una representacion
empirica de las tendencias experimentales mediante parametros operacionales con
interpretacion cinética directa —potencial, tasa maxima y tiempo de retardo—, en
concordancia con aplicaciones previas en FO (Mu et al., 2007; Garcia-depraect &

Ledn-becerril, 2018).

La evolucion temporal de la variable acumulada Z(t) se representdé mediante la

siguiente ecuacion:
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Z(t) = Zynax X exp {—exp [Fmesz® (2, — £) + 1]} (6-2)

Zmax
donde Z,,.x corresponde al valor asintotico (potencial), Ry.x @ la tasa maxima
produccion o consumo neto y 1, al tiempo de retardo (fase latencia). El tiempo
asociado a la tasa maxima se estim6 como:

= ], + Zmax_ (6-3)

t
Rmax Rmax,ze

Con el fin de asegurar la compatibilidad con el caracter acumulativo del modelo, se
definio Z(t) segun la variable evaluada (Tabla 6-1). En particular, se utilizaron
variables acumuladas definidas respecto al tiempo (t): H(t) para la produccién de
hidrogeno, AAL(t) para el consumo neto de lactato, y AP;(t) para la formacion neta

de metabolitos solubles.

Tabla 6-2. Definicién de Z(t) y parametros cinéticos del modelo de Gompertz.

Variable acumulada Parametros cinéticos
) Definicién Z(t)
ajustada Zmax Rinaxz Az
Produccién de H2 H(t) Hppax Rmax, An,
Consumo de &cido lactico AAL(t) = ALy — AL(Y) AALpay Rmax, ,; AaL

Formacion de productos
APi(t) = Pi(t) - P(i, 0) APy, Rmasx,p, Ap,

i

solubles

Hpnax: Potencial de produccion de Hy (mL); Rmax_H : Tasa maxima de produccién de H, (mL/h); AAL(t) y AP;(t) se
2

expresan en g/L; AALp gyt y APpqy,i: Cambio acumulado maximo (g/L); Rynay, ,, - Tasa maxima de consumo de acido lactico
(g/L-h); Rinax,p - Tasa maxima de formacién de metabolitos solubles (g/L-h); Pi: corresponde a los metabolitos solubles

evaluados (AC: acido acético; AB: &cido butirico; AP: Acido propiénico; g/L); AAL,,.,: Tasa maxima de formacién de
metabolitos solubles (g/h), Ay,, 4., Ap,: Fase latencia (horas).

Los parametros cinéticos del modelo {Zmax, Romaxz /12} se estimaron mediante

regresion no lineal minimizando la suma de cuadrados de los errores entre los

valores medidos y estimados (Ecuacién 6-4). Los valores medidos fueron ajustados
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con la funcion Isqcurvefit en MATLAB 2025a (MathWorks, USA). La calidad de ajuste
se evalu6 mediante el coeficiente de correlacion y el error cuadratico medio
(Ecuacion 6-5 y Ecuacion 6-6, respectivamente).
2
SSE = Z[Zexp (tk) - Zest(tk)] (6-4)
k

_ Z;cl(zexp - Zest)2

R2=1 — (6-5)
Zz(zexp - Zexp)
1v 2
RMSE = EZ(Z%,, — Zost) (6-6)
k=1

6.3. Resultados y discusion

6.3.1. Produccion de hidrégeno y perfil de acidos organicos durante la

operacion del biorreactor modo semicontinuo

La evolucion temporal de la concentracion de metabolitos presentes durante la FO
con mucilago de café acidificado se evalu6 en la etapa post-recambio del biorreactor
operado en modo semicontinuo (quinto ciclo; TRH=1 dia y Ca.=10 g/L), en un
intervalo de 8 h sin ingreso ni salida de materia, asimilable a un régimen discontinuo.
La Figura 6-1 presenta la producciéon acumulada de Hz y los perfiles de acido lactico

y AGV en funcion del tiempo.
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Figura 6-1. Produccion de hidrégeno y perfil de concentracion de acidos organicos en
funcion del tiempo de fermentacion. (a) Acido lactico e Hz; (b) Acidos lactico y acético; (c)

Acidos lactico y butirico; (d) Acidos lactico y propidnico.

Durante la fermentacion, se observé un periodo inicial corto con producciéon nula o
despreciable de H2, seguido por una fase de incremento pronunciado del H2
acumulado, concomitante con la disminucion de AL durante las primeras seis horas
(Figura 6-2a). El consumo global del acido lactico alcanzé una conversion de 82,3%
al final del intervalo analizado. En paralelo, se registré un incremento en las
concentraciones de acidos butirico y propiénico (Figura 6-1c, 6-1d), con formacién
predominante del &cido butirico, lo que sugiere una mayor participacion de las rutas

butirogénicas asociadas temporalmente a la fase de mayor produccién de Ha.

En contraste con los acidos butirico y propiénico, el acido acético exhibiod

incrementos y disminuciones en distintos tramos temporales (Figura 6-1b),
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compatible con formacion y consumo concurrentes. En consecuencia, su
interpretacion requiere considerar rutas metabdlicas acopladas y/o secuenciales
mas que un esquema unico de formacién neto. Este comportamiento es relevante
dado que, en fermentaciones basadas en lactato, se ha reportado que el acido
lactico puede canalizarse hacia acido acético y/o butirico con la produccién de Hz,
mientras que rutas hacia acido propidnico pueden operar como via competitiva,
potencialmente asociada a consumo de Hz ( Mugnai et al., 2021; Luo et al., 2024).
Adicionalmente, debe sefalarse que el mucilago acidificado utilizado durante el
ensayo cinético correspondiod a un sustrato enriquecido en acido lactico y bajo en
carbohidratos fermentables; de hecho, la fraccién de carbohidratos analizada por
HPLC —qglucosa, fructosa, xilosa, galactosa, arabinosa y acido galacturénico— no
fue detectada en el sustrato alimentado al biorreactor. Por tanto, bajo las
condiciones evaluadas, estos carbohidratos como tal no se consideran una fuente

relevante para la produccién de Hz observada.

6.3.2. Analisis de la cinética del consumo de sustrato y formacién de producto

Los perfiles experimentales de la produccion acumulada de H2y de los acidos
organicos —a excepcion del acido acético— evidenciaron una dinamica compatible
con un comportamiento sigmoidal (Figura 6-1). En consecuencia, dichos perfiles se
describieron mediante el modelo de Gompertz modificado, en concordancia con
metodologias previamente reportadas para procesos de FO (Mu et al., 2007;
Garcia-depraect & Leon-becerril, 2018; Guo & Wang, 2024). En particular, Mu et al.

(2007) extendieron el uso del modelo de Gompertz modificado para representar de

21



forma unificada la cinética de consumo del sustrato, produccion de Hz y formacion
de productos solubles, proporcionando un marco consistente para la interpretacion
de los parametros operacionales tales como potencial (Z,,,,), tasa maxima (Ry;4x 2)
y tiempo de retardo (1;). Sobre esta base, Garcia-depraect & Ledn-becerril (2018)
reportaron que la produccion de H2 se asocié al consumo de acido lactico y acido
aceético, y que la modelacion con Gompertz modificado resulté consistente para

describir la cinética del proceso (R?>0,98).

En este estudio, el ajuste de los perfiles experimentales de la producciéon acumulada
de Hz, consumo de &cido lactico y la formacién del acido butirico y propidnico
mediante el modelo de Gompertz fue eficaz para describir la cinética del consumo
de sustrato y la formacién de productos, observandose altos coeficientes de
determinaciéon (R?>0,97) y bajos errores de ajustes (RMSE<0,17). La Figura 6-2
presenta los ajustes del modelo a las variables acumuladas seleccionadas, mientras
que la Tabla 6-3 resume los parametros estimados (Zmax' Rmax 22 & tRmaX). En
contraste, el acido acético no se ajustd con este modelo debido a su
comportamiento no monétono observado experimentalmente (Figura 6-1b), lo cual
impide representar su trayectoria completa como una variable acumulada

compatible a una unica curva sigmoide.
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Figura 6-2. Analisis cinético del consumo de sustrato y la formacién de producto mediante
el modelo de Gompertz modificado. (a) Consumo de acido lactico, AAL(t); (b) Formacion de
acido propidénico; AAP(t); (c) Formacién neta de acido butirico, AAB(t); y d) Produccién
acumulada de hidrégeno, H(t). Los rombos azules (@) representan los datos experimentales

y los cuadrados abiertos (o) los valores estimados por el modelo.

Tabla 6-3. Parametros cinéticos del modelo de Gompertz para el consumo de sustrato y

formacion de productos.

t
Variable ajustada Zomax Roax.z 1 (h) Izﬁ;x
Produccién de Hz Hppax = 5,56 L Rmax,, = 1,39 L/h An, = 0,69 2,16

Consumo de &cido lactico AALypg, = 3,93 g/l Rinax,,, = 0,66 g/L'h Aa, = 0,21 2,38

Formacion de acido butirico AABp,q, = 3,30 g/L Rinax,,, = 1,07 g/L-h Mg =1,02 2,15

Formacion de acido
propidénico

H,,.: Potencial de produccion de Hy; Rmaxrﬁzz Tasa maxima de produccion de Hy; AAL,,,,: consumo maximo del acido

AAPyax = 0,70 g/L Rinax, ,p = 0,48 g/lL°h lap =176 2,28

lactico; AAB,q, Y AAP,,.,: Formacion maxima de acido butirico y propiénico respectivamente; Rinax, ;- Tasa maxima de
consumo de &cido 1actico; Ryay, ,; ¥ Rmax,,,: T@sa maxima formacion de &cido butirico y proponico; Ay, 44y, 4p,: Fase
latencia o tiempo de retardo; tp  :tiempo asociado a la tasa maxima.

Como era previsible, la concentracion del acido lactico disminuyé conforme avanzé

su consumo en el periodo de fermentacién (Figura 6-2a). El ajuste cinético sugiere
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que el sistema alcanzé la tasa maxima de consumo (Rmax'AL) de 0,66 g/L-h

alrededor de 2,38 horas. Posteriormente, se aprecia una desaceleracién en el
consumo de acido lactico, atribuible a la disminucion de su disponibilidad, hasta
alcanzar un consumo neto (AAL,,,,) de 3,93 g/L al final del intervalo evaluado (Tabla

6-3).

Un rasgo relevante del conjunto de parametros es que los tiempos asociados a las
tasas maximas (tg ) para el consumo de acido lactico, produccion de Hz y
formacion de acido butirico se situan en un rango de 2 y 2,4 h, lo cual sugiere un
acoplamiento temporal entre el consumo acelerado y la mayor actividad
hidrogenogénica (Figura 6-2). En contraste, el mayor valor de 1,45(1,76 h) indica que
la formacion neta de acido propidnico se intensifica con un retardo relativo frente al
establecimiento de la produccion de H2. De manera consistente, el consumo de
acido lactico presenté un retardo minimo 4,, de 0,21 h lo que coincide con la
disminucion temprana del acido lactico en el perfil experimental antes de apreciar la

generacion de Hz (Tabla 6-3).

En términos comparativos, el valor R,,,, 4, €stimado es similar al reportado para la
fermentacién de la vinaza de tequila bajo un esquema de FO-LA a 35°C y pH 6,5
(Rmax,a, =0,6%0,08 g/L-h), lo cual respalda la plausibilidad de las estimaciones
cinéticas obtenidas, aunque la comparacion debe interpretarse con cautela por
diferencias de sustrato e indculo (Garcia-depraect & Ledn-becerril, 2018). De forma

analoga, la comparacion del potencial de produccion indica que el Hy,,, reportado
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para vinaza de tequila fue mayor (=9,1 L) que el observado en este estudio (Tabla
6-3), lo que es consistente con la diferencia en disponibilidad inicial de lactato (12
g/L en vinaza versus =4,2 g/L en este sistema), sugiriendo por una parte que la carga
efectiva de acido lactico podria en parte constituir un condicionante relevante del
potencial alcanzable (Garcia-Depraect & Leon-Becerril, 2018). Esta interpretacidon
de H,.x €s coherente con la evidencia en residuos de comida, donde se ha
informado un aumento de H2 al incrementar la concentracién de acido lactico
disponible (Villanueva-Galindo et al., 2025). Sin embargo, por otra parte, el menor
valor de H,,,x también puede estar asociado a la disponibilidad de co-sustratos
como el acido acético y/o al desvio del flujo de carbono/electrones hacia la
formacion de productos alternativos y de biomasa celular (Ordonez-Frias et al.,

2024).

Otro resultado distintivo del sistema es la fase de latencia corta asociada a la
produccion de Hz (1y,; Tabla 6-3), congruente al inicio temprano del incremento de
la producciéon acumula de H2 observado experimentalmente (Figura 6-1a). Segun
Villanueva-Galindo et al., (2025), los valores de 1, tiende a incrementarse a medida
que aumenta la concentracion de acido lactico, independiente del tipo indculo, lo
cual se ha atribuido a requerimientos de adaptacion y asimilacion del acido lactico
durante el inicio de la fermentacién. En dicho estudio, 4, vari6 entre 17 'y 29 h para
lodos anaerobios pretrados térmicamente y entre 18 a 24 horas para indculo nativo

de residuos de comida (37°C y pH 7,0; Villanueva-Galindo et al., 2025).
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En constraste, en la presente investigacion, la 4, estimada fue menor de una hora

(Tabla 6-3), a una concentracion inicial de acido lactico cercana de 4,2 g/L y con un
in6culo derivado de residuos de frutas y verduras combinado con la microbiota
asociada al mucilgao de café acidificado incorporado con la alimentacion (31°C y
pH 6,7). Esta reduccion de Ay, sugiere un estado de adaptacion previo de la
comunidad microbiana, favorecido por el esquema recambio intermitente
caracteristico de la operacion semicontinua, el cual tiende a mantener una fraccién
de biomasa activa capaz de asimilar el lactato y otros nutrientes, acortando el tiempo

requerido para alcanzar una actividad hidrogenogénica apreciable.

En apoyo a esta suposicion, Kim & Cho (2025) reportaron que, al comparar los
modos de cultivos en la produccion de Hz de residuos de comida en condiciones

mesofilicas, la operacion semicontinua presento 4, igual a 2 h, considerablemente

menor que el valor en modo discontinuo (20,4 h). Los autores atribuyeron este
comportamiento a la remocion parcial repetitiva del medio y su reemplazo con
sustrato fresco, lo cual favorecié la resiliencia y la estabilizacion de la comunidad
microbiana y el mantenimiento de poblaciones productoras de H2 capaces de
adaptarse y recuperarse frente a perturbaciones externas, sostiendo el desempeno

del proceso.

Con respecto a la formacion de metabolitos solubles, los parametros cinéticos
estimados respaldan la lectura funcional del proceso FO-LA durante el intervalo

evaluado. La formacién neta predominante de acido butirico, junto con la presencia
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de acido propionico en menor magnitud (Hacas > Hmaxar), €S COherente con una
competencia entre rutas metabodlicas durante la fase hidrogenogénica, donde la
reaccion de conversion de acido lactico en acido acético/butirico o acido
lactico/acetico en acido butirico se asocia a la produccion de Hz, mientras que rutas
hacia propionogénicas pueden operar como via competidora y potencialmente
asociada al consumo de H2 (Mugnai et al., 2021), tal como se ha discutido en los
capitulos anteriores. En contraste, el acido acético no fue modelado mediante
Gompertz debido a su comportamiento no monétono, consistente con su naturaleza
dinamica reportado en sistemas de FO-LA, donde puede participar como metabolito
intermedio sujeto a la formacién y consumo simultaneos, y no necesariamente como
producto neto acumulativo, por lo que refuerza la necesidad de interpretarlo bajo un

esquema de rutas acopladas y/o secuenciales.

Igualmente, este analisis cinético resulta relevante para su interpretacién conjunta
con el desempefio del biorreactor bajo diferentes regimenes de TRH y Cai,
especialmente en las condiciones que presentaron los mejores resultados (TRH =
0,5 dias & CaL =20 g/Ly TRH =1 dia & CaL = 10 g/L; Capitulo 4). De acuerdo con

el valor de tRmaX’Hzestimado en la cinética post-recambio para TRH = 1 diay CaL =

10 g/L, la maxima actividad hidrogenogénica se alcanzé a 2,16 h (Tabla 6-3). A partir
de este maximo, la produccion de H2 tiende a disminuir y, en algunos casos, puede
incluso cesar hacia el final del intervalo evaluado, en concordancia con lo descrito
para sistemas de FO conforme progresa la fermentacién, la disponiblidad del

sustrato cambia (Blanco et al., 2019).

217



Lo anterior sugiere que, la duracion del intervalo entre recambios establecidos en la
operacion semicontinua determinara qué fraccién del periodo de mayor actividad se
aprovecha antes de introducir sustrato, y por tanto, podria influir en la eficiencia
global del proceso. Por ejemplo, cuando el TRH es 0,5 dias, el intervalo entre
recambios equivale a 4 h, por lo que es razonable sugerir que el sistema opera
durante una porcion mas amplia del intervalo en proximidad al maximo
hidrogenogénico, reduciendo el riesgo de entrar tempranamente en una fase de baja
actividad por limitacion de sustrato. No obstante, en estas condiciones el consumo
neto de acido lactico durante el post-recambio fue cercano al 57%, inferior al
observado para TRH = 1 dia y CaL = 10 g/L (véase Seccion 6.3.1), lo que sugiere
que la disponibilidadd de acido lactico y su grado de conversion dependen del
acoplamiento especifico de TRH y Ca.. En conjunto, estos resultados refuerzan la
necesidad de definir CaL en funcion del TRH, con el fin de favorecer una conversion
eficiente del acido lactico a H2 y, simultdneamente, prevenir el agotamiento del
sustrato durante el intervalo entre recambios, manteniendo la estabilidad del

desempefio hidrogenogénico.

Finalmente, la Tabla 6-4 permite situar los parametros cinéticos estimados en este
trabajo dentro del rango reportado en algunos sistemas de FO-LA con diferentes
sustratos e inéculos, evitando interpretaciones absolutas y enfatizando el caracter
referencial de comparacion. De esta forma, los resultados confirman que el modelo
de Gompertz modificado ofrece una descripcion adecuada de la cinética observada

para las variables acumulativas seleccionadas (Figura 6-2; Tabla 6-3) y proporciona
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una base cuantitativa coherente para discutir el desempefio del sistema FO-LA bajo

una operacion semicontinua.

Tabla 6-4. Parametros cinéticos del modelo de Gompertz modificado reportados para la

produccién de Hz en sistemas de FO-LA.

Sustrato Inoculo Modc.)’ pH ™ A, Himax Rm‘“"Hz Referencias
operacion (°C) (h) (MLH2L)  (mLH2/L-h)
Vinaza de tequila C.ult!v.o mixto . .
(12 g/L AL) sintético (PTA- Discontinuo 6,5 35 31,8 45590 159,0 a
124566)
Suero de queso Cultivo mixto
acido sintético (PTA- Discontinuo 5,8 35 4,2 3313,1 77,9 b
(14 g/L AL) 124566)
Suero de queso
fermentado Lodoanaerobio o inue 50 37 166 745 1176 c
naturalmente (12 granular
g/L AL)
Residuos de Microbiota
comida nativo Discontinuo 7,0 37 18,2 45,5 9,4 d
(5g/L AL)
Residuos de Microbiota
comida nativo Discontinuo 7,0 37 40,6 416,0 50,7 d
(20g/L AL)
Mix de
Residuos de consorcios de Semicontinuo
. sedimento agua (recambio N.C 37 2,0 408,0 58,0 e
comida . .
dulce y de intermitente)
humedales
Mucilago de café nM;;:/c;b;o(:a Semicontinuo
acidificado (4,2 . (recambio 6,7 31 0,69 463,5 116,2 Este estudio
residuos de . .
g/L AL) intermitente)

frutas y verdura

*Temperatura; AL: Acido lactico; Hyey ¥ Rmax,HzExpresados como volumen de H; por litro de reactor (mLHy/L y mLH,/L-h),

respectivamente; N.C: no controlado; Referencias: a. Garcia-depraect & Ledn-becerril (2018); b. Aranda-Jaramillo et al. (2023); c.
Ordofiez-Frias et al. (2024); d.Villanueva-Galindo et al. (2025), e. Kim & Cho (2025). FO convencional.

Al considerar este comparativo, los valores obtenidos de Ay,, HmaxY Rmax,n,, Junto

con el comportamiento cinético observado, sugieren que el esquema de recambio

caracteristico de la operacion semicontinua fue funcional para sostener un

desempeno hidrogenogénico favorable bajo la condicion TRH de 1 dia. En este

estudio, la aplicacion del 33% de recambio permitié completar el TRH mediante tres
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recambios diarios, con intervalos post-recambio de 8 h en los que el reactor operé

como una etapa discontinua.

En comparacion, Kim et al. (2025) aplicaron un recambio del 25% para completar
un TRH de 16 h mediante cuatro recambios, con intervalos post-recambio de 4 h;

bajo dichas condiciones, reportaron una Ay, mayor y valores de Hyax Y Rpmaxn,

inferiores a los obtenidos en este estudio. En contraste, Garcia-Depraect y Leodn-

Becerril (2018) alcanzaron valores mayores de Hpx Y Rpaxn, SN aplicar un
esquema de recambio intermitente; sin embargo, reportaron una 1, mayor y la

diferencia en la tasa maxima fue moderada, siendo aproximadamente 1,3 veces
superior a la estimada en este estudio. Ademas, dicho H,,,, fue alcanzado durante
una operacion discontinua de mayor duracion de aproximadamente 4 dias, y con
una concentracién inicial de acido lactico de 12 g/L, mientras que en este estudio la
respuesta cinética fue evaluada durante un intervalo post-recambio de 8 h y con una

concentracion inicial de acido lactico cercana a 4,2 g/L.

Estas diferencias deben interpretarse con cautela, debido a que los sistemas
comparados difieren en sustrato, indculo, condiciones operacionales y composiciéon
del medio. Aun asi, la comparacion sugiere que el esquema de recambio puede
contribuir a mantener una respuesta hidrogenogénica temprana, posiblemente
asociada con la retencion de una fraccion de biomasa activa dentro del biorreactor.

Por tanto, como se propuso en el Capitulo |V, el efecto especifico de la fraccion de
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recambio sobre la estabilidad y eficiencia del proceso debera ser abordado en

futuros estudios.

6.3.3. Utilizacion del acido lactico y mecanismos de produccion de hidrégeno

En sistemas de FO-LA, la utilizaciéon del acido lactico por consorcios microbianos
constituye una propiedad fisioldgica y ecoldgicamente relevante, ya que permite la
obtencién de energia en condiciones de baja disponibilidad de carbohidratos (Fuess
et al., 2018). Para mantener un suministro continuo de energia, la conversién de
acido lactico puede dar lugar a una distribucién del flujo metabdlica hacia productos
con distinto grado de reduccion, favoreciendo la regeneracion de cofactores redox
en sus formas oxidadas (p.ej., NAD* y ferredoxina oxidada, Fdox). Esta dinamica se
refleja en la coexistencia de multiples rutas metabdlicas. En este sentido, la literatura
sobre FO-LA describe que el acido lactico puede transformarse en acido acético y/o
butirico con la produccién de Hz, mientras que la formacion de acido propionico se
reconoce como una via alternativa asociada a una disminucion del H2 neto por
desvio de equivalentes reductores (Mugnai et al., 2021; Luo et al., 2024), lo cual es
coherente con lo observado en este estudio con las presencia simultanea de acido

acetico, butirico y propiodnico en el periodo de post-recambio.

Adicionalmente, el comportamiento no mondtono del acido acético registrado
experimentalmente sugiere una formacion y consumo concurrente y que su papel
debe interpretarse como él de un intermediario dinamico dentro de rutas acopladas
y/o secuenciales mas que como un producto final acumulativo, en concordancia con

el analisis desarrollado en las subsecciones previas. Desde esta perspectiva, y con
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el objetivo de vincular los rendimientos aparentes del post-recambio (Tabla 6-5) con
mecanismos plausibles, a continuacién, se presentan reacciones globales de

referencia que sintetizan tres direcciones metabdlicas (Correa-Villa et al., 2024):

(i) Ruta acetogénica con produccién de Ha:

CH;CH(OH)COOH+H,0 — CH3;COOH+C0,+2H, (6-7)"
(ii) Ruta butirogénica asociada a producciéon de Ha:

2CH;CH(OH)COOH — CH;CH,CH,COOH+ 2H,+2C0, (6-8)"
(iii) Ruta propiogénica como via que contribuye a reducir el Hz neto:

CH,CH(OH)COOH + H, — CH5CH,COOH + H,0 (6-9)"

Tabla 6-5. Rendimientos aparentes netos respecto al acido lactico consumido durante el

post-recambio.

Rendimiento aparente Simbolo  Valor Unidad
Hidrégeno Yu, /a1 0,51 mol Hy/mol AL s
Acido acético Yacjar 0,24 mol AC/mol AL s
Acido propiénico Yapjar 0,26 mol AP/mol AL yns
Acido butirico Yapja 0,97 mol AB/mol AL yps

ALcons: acido lactico consumido; AC: acido acético; AP: acido propionico;
AB: acido butirico

Al contrastar estas direcciones metabdlicas con los rendimientos aparentes (Tabla
6-5), se obtiene evidencia cuantitativa de que el acido lactico consumido no puede
considerarse como unica base para explicar simultaneamente la formaciéon de AGV
y el H2 medido. En primer lugar, la reaccion (ii) implica un maximo teérico entre 0,5
mol acido butirico por mol acido lactico, por lo que el rendimiento aparente
observado para el acido butirico excede este limite (Tabla 6-5) y descarta que la

formacion neta del acido butirico provenga exclusivamente del acido lactico
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consumido. Esta discrepancia es consistente con dos rasgos del sistema: (a) la
naturaleza compleja del sustrato (mucilago acidificado), donde pueden coexistir
fracciones fermentables adicionales al acido lactico que contribuyan a la formacion
de AGV; y (b) el rol del acido acético como intermediario dinamico con formacion y
consumo concurrentes, de modo que los cambios netos no capturan flujos internos
y pueden magnificar rendimientos aparentes al usar el acido lactico como

denominador.

En este contexto, la presencia de acido acético resulta relevante en la conversion
de acido lactico durante la FO-LA en la medida que participa como co-sustrato
dentro de rutas que favorecen la formacién de acido butirico y la liberacion de Hz
(Martinez-Fraile et al., 2024). Segun Wu et al. (2012), la mejora de la produccién de
H2 se vio limitada bajo escenarios de baja disponibilidad de acido acético,
consistente con una oxidacion incompleta de acido lactico. Asimismo, Romo-
Hernandez & Vital-dJacome (2025) destacaron que la formacion de acido butirico
puede impulsar una fraccion importante de la generacion de energia (ATP) cuando
el acido acético participa como intermediario en el direccionamiento del flujo hacia
este metabolito. De este modo, estudios previos han informado que un mol de acido
lactico y 0,37-0,50 mol de acido acético da como resultado un rendimiento de H2
entre 0,50-0,53 mol y de acido butirico entre 0,63-0,75 mol a través de esta via de
produccion de Hz (Martinez-Fraile et al., 2024). No obstante, al comparar dichos
rangos con los valores del presente estudio (Tabla 6-5), los rendimientos sugieren
que, ademas de acido lactico y acético, pudo existir contribucion de

carbono/electrones desde compuestos presentes en el mucilago no cuantificados
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en el balance de productos (p. €j., alcoholes). En concordancia, se ha reportado que
compuestos como etanol pueden transformarse a acido acético en sistemas FO-LA,
contribuyendo a la dinamica no mondétona de este metabolito (Aranda-Jaramillo et

al., 2023).

En segundo lugar, puede realizarse el siguiente chequeo si se utiliza el esquema
minimo Ecuaciones 6-7 a 6-9 para estimar un Hz “calculable” a partir de los
rendimientos aparentes de &acido acético y butirico, descontando el consumo

asociado a acido propionico:

Yu,catc = 2Yacjar + 2Yapjar — YarjaL (6-10)

Al sustituir los valores de la Tabla 6-5 a la Ecuacion 6-10, se obtiene Yy, . resulta
mayor que el Yy, ,,, observado. Este resultado refuerza que el Hz2 medido

corresponde a un balance neto afectado por rutas paralelas no cuantificadas (p. €j.,
consumo de compuestos distintos del acido lactico y/o formacién de compuestos
reducidos no monitorizados), por consumo de equivalentes reductores en la sintesis
de biomasa y por dinamicas internas donde del acido acético participa como pool
interconvertible mas que como producto final. En consecuencia, la Tabla 6-5 no
debe leerse como un balance cerrado, sino como evidencia de la distribucién de
rutas que en parte estuvieron presentes durante el post-recambio: predominio
butirogénico aparente, coexistencia de una direccion propionogénica y acido acético

con comportamiento compatible con rutas acopladas y secuenciales.
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En sintesis, los resultados respaldan que el acido lactico actu6 como sustrato
funcional clave durante el post-recambio; sin embargo, la magnitud de los
rendimientos aparentes, especialmente hacia acido butirico, indica que la formacion
de AGV no puede explicarse unicamente a partir del acido lactico neto consumido,
en concordancia con la complejidad del mucilago acidificado y la probable
contribucion de fracciones fermentables adicionales diferente a los carbohidratos.
Asimismo, el contraste con las reacciones globales de referencia sugiere que el
sistema podria haber presentado un potencial de produccién de Hz superior al
observado; la diferencia entre el Hz “calculable” y el H2 medido implica que una
fraccidn importante del poder reductor se canalizé hacia sumideros no cuantificados
y/o rutas reductoras concurrentes, ademas de flujos internos asociados al acido
acético como intermediario dinamico. En consecuencia, el “no cierre” se interpreta
como evidencia de distribucion de rutas y de limites del conjunto de variables

monitorizadas, mas que como una inconsistencia del enfoque.

6.4. Conclusiones

El analisis cinético mostré que el modelo de Gompertz modificado describe de
manera consistente las variables acumulativas de produccion de Hz, consumo de
acido lactico y formacion neta de acidos butirico y propidnico, permitiendo estimar
parametros operacionales comparables (potenciales, tasas maximas, retardos y
tiempos caracteristicos) y discutir el desempefio del sistema sobre una base
cuantitativa. La principal excepcién fue el acido acético, cuya dinamica no monétona

impidio su representacion mediante una sigmoide unica; este patron es consistente
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con la formacion y consumo concurrentes y respalda su interpretacion como un
intermediario dinamico dentro de rutas acopladas y/o secuenciales, mas que como

un producto final acumulativo.

Bajo la operacion semicontinua evaluada (TRH = 1 dia; CaL = 10 g/L), el mucilago
de café acidificado permitio sostener una respuesta hidrogenogénica temprana,
acoplada temporalmente al consumo acelerado de acido lactico. La sincronia
observada entre los tiempos asociados a las tasas maximas de consumo de
sustrato, formacion de metabolitos y generacion de gas indica que, posterior a la
alimentacion, el consorcio mantiene una condicion fisioldgica activa que favorece

una transicion rapida hacia la fase productora de Ha.

Desde la perspectiva metabdlica, la formacion predominante de acido butirico se
asocio a la fase de mayor produccion de Hz, mientras que la presencia de acido
propionico es consistente con una direccion alternativa del metabolismo capaz de
disminuir el H2 neto por desvio del poder reductor. En concordancia, los
rendimientos aparentes netos respecto al acido lactico consumido evidenciaron que,
si bien el acido lactico fue un sustrato funcional clave, la formaciéon de AGV y el H2
medido no pueden explicarse exclusivamente a partir del acido lactico neto
consumido. Ademas, la discrepancia entre el Hz “calculable” mediante reacciones
globales de referencia y el H2 observado sugiere la participacién de sumideros no
cuantificados y/o rutas reductoras concurrentes, ademas de flujos internos

asociados al rol intermediario del acido acético.
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En términos practicos, los resultados aportan criterios para interpretar el desempefio
del sistema en funcion del intervalo de mayor actividad hidrogenogénica y, por
extension, para orientar la definicion conjunta de TRH y CaL. La principal limitacion
radica en que los balances se basan en rendimientos aparentes netos y en un
conjunto acotado de metabolitos monitorizados; por ello, el “no cierre” debe
entenderse como una sefial de complejidad del sustrato y del proceso, mas que

como una inconsistencia del enfoque.
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Capitulo VII. Discusién general

La presente investigacion evidencio la factibilidad de producir biohidrogeno
mediante fermentacion oscura impulsada por lactato (FO-LA) en un biorreactor
operado en modo semicontinuo, alimentado con un sustrato complejo previamente
acidificado naturalmente por fermentacion lactica, de manera que el acido lactico
actu6 como precursor metabdlico para la etapa hidrogenogénica. Este enfoque se
plantea como una via de valorizacién energética de residuos agroindustriales, al
vincular la estabilizacion operativa del proceso con el uso de matrices reales ricas

en acido lactico.

El interés de este estudio surgio por varias razones, entre ellas:

- El hidrégeno no esta disponible de forma libre en la naturaleza, por lo que
debe generarse a partir de fuentes especificas. En la actualidad, la mayor
parte se produce mediante rutas basadas en combustibles fésiles, lo que
limita su aporte real a la descarbonizacién y a escenarios de “cero emisiones
netas”. En consecuencia, resulta estratégico diversificar y complementar
tecnologias de produccion de hidrogeno de origen renovable, sin depender
de una unica alternativa, manteniendo su rol como insumo industrial y vector

energético (Hydrogen Council, 2021; Sharma et al., 2021; Capitulo 2).
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Entre las rutas biolégicas, la fermentacion oscura (FO) usando consorcios
microbianos destaca por su aplicabilidad a diversos sustratos (p.ej. glucosa,
glicerol, celulosa) y su potencial integracion en esquemas de valorizacion de
residuos. La FO permite vincular la cogeneracion de biohidrogeno y acidos
organicos con la gestion ambiental de matrices organicas abundantes,
operando bajo condiciones relativamente moderadas de temperatura (25-
65°C) y pH (5,0-6,5; Akhlaghi & Najafpour-Darzi, 2020; Capitulo 2). No
obstante, su desempefio puede verse limitado por la complejidad del sustrato
y de la dinamica microbiana, incluyendo la competencia y desvios
metabdlicos hacia productos indeseados, afectando la estabilidad vy

rendimiento (Cabrol et al., 2017; Castelld et al., 2020; Capitulos 2 y 3).

En residuos ricos en carbohidratos, el acido lactico y bacterias acido lacticas
(BAL) exhiben una dualidad relevante en sistemas de FO. Por una parte, la
dominancia de BAL se asocian a pérdidas de rendimiento por el desvio del
flujo de carbono hacia metabolitos no hidrogenogénicos como el 4cido lactico
y desplazamiento de bacterias productoras de hidrégeno. Por otra parte, bajo
condiciones apropiadas, el acido lactico puede actuar como sustrato para
consorcios consumidores de lactato, promoviendo rutas hidrogenogénicas,
siendo la base fundamental de los procesos de FO-LA. Por ello, se ha
propuesto realizar la FO-LA en dos configuraciones para desacoplar la fase
lactica y la hidrogenogénica, para reducir la competencia y controlar la
proliferacion de BAL (Garcia-Depraect et al., 2021; Villanueva-Galindo et al.,

2025; Capitulos 3 y 4).
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Desde una perspectiva de escalamiento, la FO resulta mas viable en modos
de operaciéon semicontinuo y continuo, dado que permiten controlar la
disponibilidad de sustrato y reducir la acumulacion de metabolitos
potencialmente inhibitorios, contribuyendo a prolongar la produccién de
hidrégeno (tukajtis et al., 2018). En particular, el modo semicontinuo opera
mediante recambios (remocién/alimentacion) intermitentes que generan un
efecto de dilucidon “a pulsos” y mantienen una fraccion de biomasa activa para
cada alimentacion, favoreciendo una productividad mas sostenida y mayor
flexibilidad operacional (de Almeida Silva et al., 2020; Kim & Cho, 2025;
Capitulo 6). No obstante, la evidencia en FO-LA semicontinua con residuos
organicos sigue siendo limitada y requiere de una caracterizacion técnica

rigurosa (Regueira-Marcos et al., 2025; Capitulo 4).

En gran medida, el funcionamiento de sistemas semicontinuos se define por
la estrategia operacional aplicada, particularmente del tiempo de retencién
hidraulica (TRH), y del régimen de recambio (fraccién y frecuencia de
alimentacién/extraccion) que condiciona la exposicidon del consorcio a
cambios de sustrato y productos, asi como de su estabilidad funcional
(Swiatkiewicz et al., 2021; Capitulos 4 y 5). En FO-LA, esta logica se articula
con la concentracion de acido lactico en la alimentacion (Car), dado que su
magnitud puede incidir simultdneamente en la dinamica de consumo de acido
lactico y en el riesgo de agotamiento o inhibicion durante el intervalo entre
recambios. Por ello, definir el TRH, el recambio y la CaLde manera coherente

resulta determinante para alcanzar una bioconversion eficiente y estable de
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acido lactico a H,, condicion clave para su eventual integracion en esquemas

de valorizacion y biorrefineria (Garcia-Depraect et al., 2021; Capitulo 4).

Bajo este marco conceptual, la presente investigaciéon contrasté las premisas
discutidas sobre FO-LA mediante un disefio experimental orientado a comprender
el efecto operacional del TRH y de la CaL en un sistema semicontinuo. Al emplear
mucilago de café acidificado como sustrato modelo —representativo de matrices
residuales ricas en carbohidratos que, tras fermentacidn espontanea
(principalmente lactica), generan efluentes enriquecidos en acido lactico— se
genero evidencia técnica para evaluar como la influencia conjunta del TRH y CaL
puede afectar simultaneamente el desempefio hidrogenogénico y la respuesta del

consorcio microbiano en condiciones de recambios intermitentes.

En coherencia con ello, la respuesta a la hipotesis planteada se operacionalizé a
través de tres objetivos especificos (Capitulo 1), concebidos como un enfoque
integrador de tres secciones complementarias: (i) desempefio operativo del
biorreactor semicontinuo en términos de rendimiento y tasa de produccion de
hidrogeno (HMY y HPR, respectivamente; Capitulo 4); (ii) caracterizacion
microbiolégica presuntiva de la comunidad microbiana del proceso (Capitulo 5); y
(iii) analisis cinético de consumo de sustrato y formacion de producto (Capitulo 6).

En conjunto, la evidencia converge en que el TRH y la CaL no solo afectan HMY y
HPR, sino que también condicionan la seleccién funcional del consorcio microbiano
y la expresion temporal de la actividad hidrogenogénica; proporcionando asi una

base sodlida y coherente para el cumplimiento de los objetivos especificos.
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En este sentido, el analisis desarrollado en el Capitulo 4 sobre el desempefio de la
FO-LA semicontinua confirmoé que el TRH y la CaL condicionan el aprovechamiento
del sustrato al afectar tanto su disponibilidad como su conversién efectiva. Ademas,
se observo que el TRH actué como parametro determinante para el proceso y a la
vez modelador en el efecto de la CaL sobre las variables de respuesta
seleccionadas. Este efecto modelador fue especialmente significativo en TRH
menores (<1 dia), donde la dinamica de recambios intermitentes aplicada evito la
saturacioén del sistema y permiti6 mantener los valores de HYM y HPR. Por lo tanto,
bajo el esquema de recambios aplicados en el biorreactor, en este estudio se
delimité un dominio operativo en el que TRH menores (0,5-1 dias) y CaL moderadas

(10-20 g/L) se asociaron con una respuesta hidrogenogénica mas eficiente.

Esta interpretacidon operativa se fortalece al contrastarla con los hallazgos
presentados en el Capitulo 6 al describir la dinamica temporal del sistema mediante
el ajuste al modelo de Gompertz modificado. En la etapa post-recambio (TRH = 1
dia; CaL= 10 g/L), los altos valores de ajustes en variables acumulativas respaldan
el uso del modelo para discutir parametros cinéticos relevantes, destacando que,
tras el pulso de alimentacion, se manifiesta una fase de latencia corta y una estrecha
sincronia temporal entre el maximo consumo de acido lactico y la maxima actividad
hidrogenogénica, alcanzada a las 2,16 h. Este parametro resulta determinante para
la gestion del proceso, dado que la duracién entre recambios define qué fraccion de

este periodo de alta productividad se capitaliza antes de que el sistema entre en

234



una fase de baja actividad, ya sea por limitacion de sustrato o desvio de

equivalentes reductores.

Bajo esta perspectiva, la comparacion con un TRH de 0,5 dias sugiere que, aunque
el intervalo de 4 horas permite operar en mayor proximidad al maximo metabdlico,
el compromiso observado en la conversidn neta de acido lactico (~57%) subraya
que la eficiencia global esta supeditada al acoplamiento estratégico entre TRH y
CaL. En conjunto, estos resultados refuerzan la necesidad de sincronizar la
frecuencia de alimentacion con la cinética de bioconversion para asegurar la
estabilidad del desempefio y el aprovechamiento integral del acido lactico como
precursor. Desde el perfil metabdlico, el patron registrado es compatible con un
escenario en el que la disponibilidad de acido lactico se mantuvo dentro de un
intervalo funcional, favoreciendo las rutas productoras de hidrogeno vinculadas a
metabolitos como el 4cido butirico y reduciendo el predominio de vias competidoras
(p. €j. propionogénicas) que suelen disminuir el rendimiento del proceso (Capitulos

4,5y 06).

A este marco operacional se suma la evidencia microbiolégica del Capitulo 5, la cual
revela una comunidad conformada por componentes tanto persistentes como
diferenciales. Estos hallazgos sugieren que el régimen de TRH y CaL actué como
una presion de seleccién, induciendo una reorganizacién parcial de la comunidad
microbiana bajo condiciones de estrés o eficiencia del sistema. En efecto, al

contrastar los efluentes de alta y baja produccién (HPR), se observé que este
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condicionamiento operativo favorecio la persistencia de un nucleo funcional capaz

de ajustarse a las variaciones de CaL y TRH.

Dentro de los aislados recuperados se detectaron géneros clave como Bacillus,
Lysinibacillus, Enterobacter, Klebsiella y Rummeliibacillus. La deteccion de estos
taxones es coherente con los consorcios de FO-LA orientados a la produccion de
biohidrégeno reportados en la literatura (Valdez-Vazquez et al., 2020; Mugnai et al.,
2021; Aranda-Jaramillo et al., 2023; Garcia-Depraect & Ledn-Becerril, 2023;
Rodriguez-Reyes et al., 2025; Silva-martinez et al., 2025). Especial interés despierta
la coexistencia de taxones como Bacillus badius y Lysinibacillus spp., los cuales
parecen conformar un componente biologico resiliente capaz de sostener la
actividad metabdlica frente a la dinamica de recambios intermitentes, permitiendo
que el sistema responda con rapidez para alcanzar una actividad hidrogenogénica

apreciable, reflejada por las fases de latencias cortas analizadas en Capitulo 6.

De este modo, la evidencia experimental presentada indica que la hipotesis no
puede ser rechazada, debido que el TRH y la CaLno solo afectan los indicadores de
desempenio, sino que también determinan la fraccion microbiana recuperable. Esta
capacidad de ajuste del consorcio frente a las presiones de alimentacion es lo que
garantiza la viabilidad de la FO-LA semicontinua (Swiatkiewicz et al., 2021). No
obstante, en consistencia con el rigor metodolégico discutido en el Capitulo 5, esta
interpretacion debe asumirse como una hipotesis plausible basada en una
identificacion fenotipica. Estos resultados constituyen una base indicativa necesaria

que requiere ser contrastada en el futuro con herramientas independientes del
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cultivo (p. ej. metagendmica) para describir con mayor certeza la estructura
dinamica y las contribuciones funcionales precisas de la comunidad microbiana del

sistema.

A pesar de estos hallazgos, es necesario reconocer que la evidencia experimental
disponible para FO-LA semicontinua con residuos organicos sigue siendo
comparativamente limitada (Regueira-Marcos et al., 2025). No obstante, los
resultados de esta tesis doctoral son congruentes con investigaciones en sistema
continuos, ya que los mejores desempefos se lograron bajo condiciones de TRH
relativamente menores (Garcia-Depraect et al., 2020; Ordofiez-Frias et al., 2024;
Regueira-Marcos et al., 2024; 2025). En este contexto, la identificacién de un TRH
minimo seguro resulta fundamental: si bien valores bajos de TRH favorecen la
acumulacién de biomasa activa y la exclusion de microorganismos indeseables
(p-ej. metanogénicos), un exceso en esta reduccién puede limitar el tiempo efectivo
para la conversion del sustrato, diluir la biomasa funcional y conducir a fallos por
sobrecarga organica o lavado. En contrapartida, TRH prolongados tienden a
estabilizar el proceso y mejorar la eficiencia de utilizacion del sustrato, aunque con
el riesgo de favorecer rutas metabdlicas secundarias que reducen el rendimiento de

hidrogeno (Garcia-Depraect et al., 2021; Swiatkiewicz et al., 2021).

De forma complementaria, CaL debe ajustarse en funcién del TRH. Este estudio
evidencié que concentraciones moderadas (10—-20 g/L) permitieron un equilibrio
entre la disponibilidad de sustrato y bajos efectos inhibitorios. En cambio, CaL

elevadas combinadas con TRH cortos pueden provocar acidificacion excesiva del
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medio, superando la capacidad de adaptacion del consorcio, mientras que valores
demasiado bajos limitan el potencial bioenergético del sistema (Correa-Villa et al.,
2024; Regueira-Marcos et al., 2024). Por ello, el acoplamiento estratégico de TRH
y CaL no solo optimiza los indicadores de desempefio, sino que constituye una
herramienta critica para moldear el ecosistema microbiano, su estabilidad funcional
y la resiliencia del proceso. En suma, estos elementos permiten generar criterios
operacionales que expliqguen como estabilizar la FO-LA en matrices complejas,
perfilando los sistemas semicontinuos como una alternativa biotecnologica

plausible.

Finalmente, es imperativo reconocer que la temperatura es un determinante
transversal del desempeiio de la FO, debido a su influencia directa sobre estructura
de la comunidad microbiana, la actividad enzimatica, las tasas de crecimiento y la
utilizacion del sustrato (Fuess et al., 2017; Laikova et al., 2024; Kim & Cho, 2025).
En esta investigacion, los ensayos se desarrollaron bajo condiciones mesofilicas
controladas (31,0 £ 1,0 °C), un contexto experimental que cobra especial relevancia
al considerar la proyeccion tecnoldgica del sistema. En regiones con baja variacién
térmica, como las zonas tropicales (p. ej., Colombia), existe una ventaja operacional
intrinseca: un menor requerimiento energético para mantener la estabilidad del
proceso y una menor probabilidad de perturbaciones que afecten la cinética

microbiana.

En contraste, la transferencia de esquemas FO-LA hacia latitudes con marcada

estacionalidad, como es el caso de Chile, requiere considerar explicitamente el
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disefio térmico del sistema. En estas regiones, la viabilidad puede depender de
medidas de gestion térmica —tales como el aislamiento del reactor o la integracion
de calor residual industrial — para amortiguar los choques térmicos que, a nivel
bioldgico, actuan como una presion selectiva capaz de desplazar a las poblaciones

hidrogenogénicas por comunidades menos eficientes.

En este sentido, los resultados de esta tesis doctoral deben interpretarse como una
demostracién del potencial del mucilago de café acidificado como matriz modelo
para sostener la bioconversién del acido lactico a hidrogeno, cuyos principios
pueden extrapolarse a otros residuos agricolas. No obstante, su escalamiento hacia
escenarios reales exige incorporar la temperatura y la disponibilidad de biomasa
residual como factores criticos de disefio. Por tanto, se definen como lineas

prioritarias de proyeccién tecnoldgica:

e La evaluacién de los rangos de tolerancia térmica del consorcio microbiano.

« El estudio de la interaccion entre temperatura, TRH y CaL sobre la estabilidad
operativa.

« El analisis del costo energético neto del control térmico en distintos climas y
latitudes.

e Laincorporacion y validacion del proceso en épocas diferentes a la estacion
de invierno o de maxima cosecha, asegurando la disponibilidad de la materia

prima como parametro critico.
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La definicion de estos escenarios de operaciéon sera la que finalmente determine la
viabilidad de la FO-LA semicontinua en aplicaciones a escala piloto e industrial,

alineandose con las realidades climaticas y productivas de cada territorio.
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Anexo A. Datos experimentales crudos de fermentacién oscura semicontinua

Tabla A-1. Datos experimentales correspondientes de analisis de gases y

volumenes generados en los ciclos de TRH 4, 5y 6 de cada ensayo para el calculo

de las variables del desempenfio del bioproceso.

No Ensayo Composicion del gas (%v/v) No normalizado Normalizado
- - otros Vgas Vngas VnH2
TRH=0,5 Ca=20 g/L H> CO; CcO CH, gases® WL VH; (L) W L
1 4 ciclo TRH 41,35 50,15 0,000 0,674 11,47 50,40 20,841 39,463 16,319
5 ciclo TRH 39,52 52,689 0,000 0,336 7,45 67,60 26,72 52,931 20,922
6 ciclo TRH 37,70 55,23 0,000 0,000 3,42 59,80 22,546 46,823 17,654
_ _ otros Vgas Vngas VnH2
TRH=1 Ca =10 g/L H, CO; CcO CH, gases® L VH; (L) ) L
2 4 ciclo TRH 33,764 67,792 0,000 0,000 2,6005 117,4 39,64 91,92 31,04
5 ciclo TRH 31,686 64,137 0,000 0,000 4,1775 87,00 27,57 68,12 21,57
6 ciclo TRH 29,608 60,482 0,000 0,000 5,7545 84,20 24,93 65,93 19,52
_ _ A otros Vgas Vngas VnH2
TRH=1 CAL 30 gL H2 COZ (ef0] CH4 gases+ (L) VHz (L) (L) (L)
3 4 ciclo TRH 6,37 87,94 0,00 0,00 5,69 28,80 1,83 22,55 1,44
5 ciclo TRH 7,46 80,91 0,00 0,00 11,63 30,60 2,28 23,96 1,79
6 ciclo TRH 8,55 73,88 0,00 0,00 17,57 28,40 2,43 22,24 1,90
_ _ A otros Vgas Vngas VnH2
TRH=2 Ca=5¢g.L H, CO; (6]0) CH, gases*® WL VH; (L) W L
4 4 ciclo TRH 2,92 55,14 7,11 0,00 34,822 12,20 0,357 9,55 0,279
5 ciclo TRH 2,19 40,75 8,20 0,00 48,87 10,00 0,219 7,83 0,171
6 ciclo TRH 1,46 62,92 9,28 0,00 62,919 12,20 0,177 9,55 0,139
_ _ 4 otros Vgas Vngas VnH2
TRH=2 Ca=35g.L H, CO; CcO CH, gases® WL VH; (L) I8 L
10 4 ciclo TRH 19,48 66,82 0,00 0,00 13,69 87,60 17,07 68,59 13,36
5 ciclo TRH 21,49 70,24 0,00 0,00 8,26 85,40 18,36 66,87 14,37
6 ciclo TRH 23,51 73,66 0,00 0,00 2,83 86,00 20,21 67,34 15,83
— — A otros Vgas Vngas VnH2
TRH=3 CAL 10 gL H2 COZ cO CH4 gases* (L) VH2 (L) (L) (L)
11 4 ciclo TRH 19,67 41,60 3,72 0,00 35,03 30,0 5,90 23,49 4,62
5 ciclo TRH 18,77 46,83 4,86 0,00 29,54 45,2 8,49 35,39 6,64
6 ciclo TRH 17,88 52,07 6,00 0,00 24,05 414 7,40 32,41 5,80
_ _ A otros Vgas Vngas VnH2
TRH=3 Ca=30g.L H, CO; CcO CH, gases’ L VH; (L) ) L
12 4 ciclo TRH 25,76 72,14 0,00 0,00 2,09 43,6 11,23 34,14 8,79
5 ciclo TRH 25,88 70,44 0,00 0,00 3,68 63,8 16,51 49,96 12,93
6 ciclo TRH 26,00 68,74 0,00 0,00 5,26 63,2 16,43 49,49 12,87

+ Corresponde a gases no identificados (principalmente N2, Vapor de agua u otras trazas); Vgas: Volumen de gas generado; VH2: Volumen de
hidrégeno; Vngas: Volumen de gas normalizado (0°C, 1 amt); VnH2: Volumen de hidrégeno normalizado (0°C, 1 amt); TRH: tiempo de retencién

hidraulica; CAL:Concentracion de 4cido lactico en la alimentacion
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No Ensayo Composicion del gas (%v/v) No Normalizado Normalizado
_ otros Vgas Vngas VnH2
TRH=2 Ca_ 20 g/L Hz CO; CO CH,4 gases® WL VH; (L) ) L
5 4 ciclo TRH 23,33 66,19 0,00 0,00 10,48 64,60 15,072 50,58 11,80
5 ciclo TRH 25,05 59,48 0,00 0,00 15,47 61,70 15,453 48,31 12,10
6 ciclo TRH 26,76 52,78 0,00 0,00 20,46 62,80 16,805 49,17 13,16
_ otros Vgas Vngas VnH2
TRH=2 CAL 20 g/L H2 COZ cO CH4 gases" (L) VHz (L) (L) (L)
6 4 ciclo TRH 29,19 54,17 0,00 0,00 16,64 62,20 18,159 48,70 14,22
5 ciclo TRH 27,56 62,35 0,00 0,00 10,10 66,50 18,326 52,07 14,35
6 ciclo TRH 25,92 70,52 0,00 0,00 3,56 56,10 14,541 43,93 11,39
_ otros Vgas Vngas VnH2
TRH=2 CAL 20 g/L Hz COZ cO CH4 gases" (L) VHz (L) (L) (L)
7 4 ciclo TRH 36,26 57,67 0,00 0,00 6,08 66,80 24,22 52,30 18,964
5 ciclo TRH 34,87 57,56 0,00 0,00 7,57 71,80 25,039 56,22 19,606
6 ciclo TRH 33,49 57,45 0,00 0,00 9,06 62,40 20,897 48,86 16,363
_ otros Vgas Vngas VnH2
TRH=2 CAL 20 g/L Hz COZ cO CH4 gases" (L) VHz (L) (L) (L)
8 4 ciclo TRH 19,63 74,72 0,00 0,00 5,65 66,80 13,112 52,30 10,27
5 ciclo TRH 27,72 65,70 0,00 0,00 6,58 68,80 19,073 53,87 14,93
6 ciclo TRH 35,82 56,67 0,00 0,00 7,51 64,40 23,066 50,43 18,06
_ otros Vgas Vngas VnH2
TRH=2 Ca_ 20 g/L H, CO; CO CH,4 gases’ ) VHy (L) i) L
9 4 ciclo TRH 23,16 71,87 0,00 0,00 4,97 76,00 17,605 59,51 13,78
5 ciclo TRH 23,60 72,74 0,00 0,00 3,66 7480 17,652 58,57 13,82
6 ciclo TRH 24,03 73,62 0,00 0,00 2,35 66,80 16,054 52,30 12,57
otros Vgas VH, Vngas VnH2
TRH=3,5 Ca =20g/L H CO CcoO CH N
A=e9 2 2 * gases’ (L) (L) (L) L)
13 4 ciclo TRH 25,756 66,523 0,000 0,000 7,7215 71 18,287 55,593 14,319
5 ciclo TRH 26,241 69,695 0,000 0,000 4,0645 82,8 21,727 64,832 17,012
6 ciclo TRH 26,725 72,868 0,000 0,000 0,4075 54 14,431 42,282 11,3
_ _ otros Vgas Vngas VnH2
TRH=1,5 Co =20g/L H, CO, Cco CH, gases® L VH; (L) I8 L
14 4 ciclo TRH 17,63 57,70 0,00 0,00 24,67 94,60 16,678 74,07 13,06
5 ciclo TRH 21,78 54,00 0,00 0,00 24,22 100 21,781 78,30 17,05
6 ciclo TRH 25,93 50,30 0,00 0,00 23,77 93,80 24,323 73,45 19,05
_ _ otros Vgas VH, Vngas VnH2
TRH=1 Ca =10 g/L H CO CO CH N
a=me 2 2 ‘ gases' (L) (L) () L)
15 4 ciclo TRH 29,42 67,90 0,00 0,00 2,67 116,0 34,132 90,83 26,73
5 ciclo TRH 32,47 64,92 0,00 0,00 2,61 78,20 25,389 61,23 19,88
6 ciclo TRH 35,51 61,95 0,00 0,00 2,55 89,40 31,745 70,00 24,86
_ _ otros Vgas VH; Vngas VnH2
16 TRH=0,5 Ca=20g/L H CO CO CH N
=9 2 2 ¢ gases' (L) (L) (L) (L)
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4 ciclo TRH 39,04 54,52 0,00 0,00 6,45 48,40 18,894 37,90 14,79
5 ciclo TRH 40,82 50,70 0,00 0,00 8,48 61,00 24,901 47,76 19,50
6 ciclo TRH 42,61 46,88 0,00 0,00 10,51 7580 32,296 59,35 25,29

+ Corresponde a gases no identificados (principalmente N2, Vapor de agua u otras trazas); Vgas: Volumen de gas generado; VH2: Volumen de
hidrégeno; Vngas: Volumen de gas normalizado (0°C, 1 amt); VnH2: Volumen de hidrégeno normalizado (0°C, 1 amt); TRH: tiempo de retencién

hidraulica; CAL: Concentracion de &cido lactico en la alimentacion; Ensayos 14, 15, 16 corresponden a los ensayos de validacion.

Tabla A-2. Datos experimentales correspondientes de analisis de sélidos totales y
volatiles generados en el ciclo de TRH 6 de cada ensayo para el calculo de las

variables del desempefo del bioproceso.

TRH CaL Solidos totales (g/L) Solidos volatiles (g/L)
Ensayo

(d) (g/L) Inicial Final Inicial Final

1 0,5 20 49,85 31,32 32,13 29,97
2 1,0 10 24,37 22,04 16,50 15,56
3 1,0 30 86,86 74,50 47,24 40,89
4 2,0 5 13,33 10,09 9,14 6,94
5 2,0 20 66,31 56,66 41,66 33,29
6 2,0 20 62,50 61,59 40,325 36,17
7 2,0 20 44,55 41,92 25,81 24,21
8 2,0 20 44,28 41,22 29,20 23,21
9 2,0 20 59,75 55,55 39,80 32,37
10 2,0 35 61,37 54,05 32,03 27,95
11 3,0 10 18,02 12,27 10,82 9,375
12 3,0 30 41,72 31,20 28,16 26,22
13 3,5 20 29,30 19,35 18,49 17,67
14 1,5 20 38,51 38,03 23,23 21,53
15 1,0 20 25,02 20,45 17,05 14,85
16 0,5 20 37,59 29,08 27,22 22,10

TRH: tiempo de retencion hidraulica; Ca.. Concentracion de acido lactico en la

alimentacion; Ensayos 14, 15, 16 corresponden a los ensayos de validacion.
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Tabla A-3. Tasa de produccion de hidrégeno (HPR) calculada a partir del volumen

de gas no normalizado, utilizada para el modelado en légica difusa.

Ensayo TRH (d) Ca(g/L) HRP(LH./d)
1 0,5 20 46,97
2 1 10 30,25
3 1 30 2,181
4 2 5 0,125
5 2 20 7,888
6 2 20 8,504
7 2 20 11,69
8 2 20 9,208
9 2 20 8,552
10 2 35 9,273
11 3 10 2,421
12 3 30 4,412
13 3,5 20 5,185
14 0,5 20 50,73
15 1 10 30,42
16 1,5 20 13,95

HPR: Tasa de produccion de hidrogeno; TRH: tiempo de retencién
hidraulica; Ca.. Concentracion de acido lactico en la alimentacion;
Ensayos 14, 15, 16 corresponden a los ensayos de validacion.

uV(x10,000) Cromatogramas representativos obtenidos mediante HPLC para un ensayo operado a TRH=1d y C, =10g/L

5 5Data2’K25-5 lcd Detector A

5.0 Acido Lactico
4.5+ l

4.01
3.5
3.0+
2.5

209 Acido butirico
Acido acético

Acido propiénico

. y N

-0.5+
T T .
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 200 225 25.0 min

Tiempo de retencidn

Sustrato acidificado Efluente posterior a la alimentacion

Figura A-1. Cromatogramas representativos obtenidos mediante HPLC para la
identificacion de acido lactico y &acidos grasos volatiles en muestras liquidas
correspondientes al sustrato acidificado y al efluente posterior a la alimentacion del

biorreactor semicontinuo operado bajo condiciones FO-LA (TRH =1 d; CaL = 10 g/L).
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External Standard Report Page 1 of 1

Method Name: D:\EZChrom Elite\Enterprise\Method\C ALIBRACION NUEVA 2025.met

Data:
C:\Users'Laboratorio'Desktop\Resultados_uGC\CindyCorrea_Agricola\07_05_2025B1G0105_10PM_2.rsl0B1G0105
_10PM_2.dat

User: SYSTEM (SYSTEM)
Acquired: 07/05/2025 11:27:41 a.m. (GMT -05:00)
Printed: 07/05/2025 11:37:03 a.m. (GMT -05:00)
1.0e+06 - Eﬂe I 1.0e+06
E 500000 - | - 500000 ;:
8
o |
0.0 :ul.c ‘::u 1:5 2:3 2:5 3::
Minutes
TCD - Channel A
Results
Pk # Name Retention Time Area Concentration
2 H2 0.380 122441490 43,311
N2 0,000 BDL
CH4 0,000 BDL
28 CO 1.197 158 0,000
Totals
122441648 43,311
TCD - Channel B
Results
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 CO2 0.238 05872022 56,388
C2H4 0,000 BDL
C2H6 0,000 BDL
C3HS 0,000 BDL
Totals
05872022 56,388

Figura A-2. Reporte cromatografico representativo de la composicién del biogas

generado durante los ensayos de FO-LA en modo semicontinuo.
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Anexo B. Verificacion de supuestos estadisticos para los modelos de

superficie de respuesta

Este anexo presenta los graficos de diagnostico obtenidos a partir del software
Design Expert®, con el fin de verificar el cumplimiento de los supuestos estadisticos
requeridos para la validez de los modelos de regresion ajustados para la tasa de
produccion de hidrogeno (HRP) y el rendimiento molar de hidrogeno (HMY). Este
conjunto de analisis garantiza la robustez de los modelos presentados y respalda
las conclusiones inferidas a partir del comportamiento hidrogenogénico modelado

bajo condiciones semicontinuas.
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Figura B-1. Graficos diagndsticos del modelo ajustado para la variable HPR.
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Figura B-2. Graficos diagndsticos del modelo ajustado para la variable HMY.
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Anexo C. Funciones de pertenencia utilizadas en el modelo de légica difusa

para HPR

Este anexo presenta las funciones de pertenencia difusas definidas para las
variables utilizadas en el sistema de inferencia Mamdani aplicado al modelado de la
tasa de produccion de hidrogeno (HPR) en funcion del tiempo de retencion
hidraulica (TRH) y la concentracion de acido lactico en la alimentacion (CaL). Se
utilizaron funciones trapezoidales para representar los conjuntos linguisticos

definidos para cada variable.

- Grado de Pertenencia
|

i
T
|

| \ \ / \
0 / J \ I ! L 4 | ! \
05 1 15 2 25 3 35 4 45

TRH (dias)

Figura C-1. Funciones de pertenencia para la variable TRH en el rango 0—4,5 dias.
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Figura C-2. Funciones de pertenencia para la variable CaL en el rango 0—40 g/L.
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Figura C-3. Funciones de pertenencia para la variable HRP en el rango 0-55 LH,/d.
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Anexo D. Respaldo de identificacion bioquimica de aislados bacterianos

Tabla D- 1. Perfiles bioquimicos reportados por LACMA para los aislados bacterianos evaluados.

Cédigo Microorganismo Oxidasa Catalasa Glucosa Movilidad Indol Manitol \93r  Actividad — Agar Agar
consistente leche lecitinasa HiCrome Sangre
CHL5M Lysinibacillus fusiformis + + + + - + + - Blanca No' .
hemolitica
, Colonia No
CSM Klebsiella spp. i * * i ) i * ) Rosada hemolitica
C7T  Rummelibacillus stabekesii - + + - - + + - Neranja, = No
gelosa hemolitica
Colonia No
H5M Lysinibacillus sphaericus + + - + - - - - Rosada  hemolitica
humedad
. . Rosada No
HL7T-1 Bacillus badius - + - + - - + - humedad hemolitica
Colonia No
H7T-2 Enterobacter sp. - + + + - + - + verde, hemolitica
humedad
. Colonia B-
L7T Bacillus cereus sensu lato - + + + - - + + .
blanca hemolitico
L5T-2 Bacillus pumilus - + + + + - + - Colonias B-
azules hemolitico
o Colonia B-
LOT Lysinibacillus spp. + + + + - + + - amarilla  hemolitico
C5T Bacillus megaterium - + + - - + + - Naranja, B_, .
gelosa  hemolitico

Los signos “+” y “-”, indican que las reacciones fueron positivas o negativas respectivamente. Las identificaciones corresponden a microorganismos consistente con los
perfiles bioquimicos reportados por LACMA, obtenidos mediante pruebas bioguimicas convencionales y comparacién con esquemas de referencia microbiologica.

C: indculo iniciador (control); H: efluente asociado a alta HPR; L: efluente asociado a baja HPR. “H y L” indica aislamiento observado en ambas condiciones; “C, Hy L”
indica aislamiento observado en las tres muestras; HPR: tasa de produccion de H,. HPR: tasa de produccion de H,.
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