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RESUMEN
La informacién exhibida en el presente documento tuvo como principal objetivo el analisis
guimico del vastago de platano (Musa paradisiaca L.) y su valorizacion como biomasa
esencial para aplicaciones de bioprospeccion al cuantificar los azUcares presentes que
puedan ser Utiles para el proceso de inoculacion de microorganismos productores de
poliésteres tipo polihidroxialcanoatos (PHA) a escala industrial. La eleccion del
microorganismo se efectud a través de un andlisis bibliografico de las condiciones de
temperatura, rendimiento, produccion en seco de polihidroxialcanoatos, las necesidades
nutricionales de las cepas bacterianas, el nivel de pH y la tolerancia a compuestos que
puedan ser toxicos generados en los tratamientos de la biomasa, asi como su posible
metabolizacién en las bacterias. La informacién se represent6 en una matriz de seleccién
compuesta de tres cepas bacterianas (Ralstonia Eutropha, Pseudomonas Oleovorans y

Paracoccus Denitrificans).

Se realiz6 un pretratamiento fisicoquimico al vastago de platano (Musa paradisiaca L.)
con hidroxido de sodio (NaOH) y luego se sometié a vibracion en una mesa agitadora
orbital a partir de la metodologia propuesta por Saratale, G. D., et al.; en el estudio
“‘Development of ultrasound aided chemical pretreatment methods to enrich
saccharification of wheat waste biomass for polyhydroxybutyrate production and its
characterization” [11. La finalidad del pretratamiento consistié en eliminar la lignina que
protege a la celulosa y hemicelulosa para el proceso hidrolitico y garantizar la
deslignificacion de la biomasa e incrementar los rendimientos en azlcares reductores.
Los resultados en los vasos de precipitado mostraron un rango de neutralidad necesario
para crecimiento bacteriano de pH 6,49, 7,09 y 7,19 para las concentraciones del
didmetro de particula equivalente £ 0,4 mm (0,5 % p/v, 2% p/vy 3 % p/v). De igual modo,
se calcul6 el rendimiento de deslignificacion del vastago de platano; el cual, fue aceptable

al puntuar en 80,01 % respecto a la lignina removida en el pretratamiento alcalino.

Posterior al pretratamiento fisicoquimico, se parametrizo cuantitativamente con el
método DNS la cantidad de azucar presente en la biomasa lignoceluldsica de vastago
de platano sin hidrdlisis acida. Los datos obtenidos fueron concentraciones reales de

azucares para tres ensayos comprendidos en 6,64 g/L, 18,36 g/L y 29,24 g/L. Esta
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cuantificacion se realizo con el fin de tener la cantidad de azucares totales presentes en

el vastago de platano antes de la hidrdlisis.

Luego, se empleo un tratamiento con H2SOa4 (hidrdlisis acida) a la biomasa para obtener
un hidrolizado compuesto de azucares fermentables, es decir, extraer los azlcares
reductores debido al rompimiento de los enlaces (polisacéridos) que constituyen la
hemicelulosa; y asi, generar su conversion en azlucares de menor complejidad
(monosacaridos) representando los nutrientes necesarios de un medio positivo para la
supervivencia celular de los microorganismos productores de PHA, como se informa en
las metodologias de los autores Brar, K. K., et al.; en el documento “Enhanced hydrolysis
of hydrothermally and autohydrolytically treated sugarcane bagasse and understanding
the structural changes leading to improved saccharification” 2 y el documento “Recent
advances in polyhydroxyalkanoate production: Feedstocks, strains and process
developments” ¥l de los autores Li, M., Wilkins, M. Se dispuso de H2SO4 al 98 %y 36 N
en cantidades de 0,69 mL, 3,47 mL y 6,94 mL especificados con concentraciones de 0,1
N, 0,5 N y 1 N, respectivamente. La cuantificacion de la concentracion de azucares
reductores presentes en las muestras pre tratadas con NaOH e hidrolizadas con H2SOa4
se fundamenté en la metodologia del autor Miller, G., “Use of Dinitrosalicylic Acid
Reagent for Determination of Reducing Sugar” [ en la cual se dispuso del acido 3,5 —
dinitrosalicilico para determinar la concentracién de monosacaridos. En esta fase se
implemento6 con éxito el proceso debido a que se alcanzo liberar concentraciones reales
de azlcares en la hidrolisis equivalente a 11,324 g/L, 17,116 g/L y 24,32 g/L. Luego, se
efectud los calculos correspondientes al rendimiento de la hidrélisis y se obtuvo tres
puntuaciones de rendimientos de 170,54 %, 93,22 % y 83,17 % para las tres muestras;
considerandose el rendimiento de 170,54 % fe de erratas debido a factores que
intervienen negativamente en tal ensayo. Por otro lado, se constatd que el azlcar
presente en el vastago de platano (Musa Paradisica L.) se encuentra en altas cantidades
y su utilidad como sustrato para microorganismos productores de PHA es considerable.
En sintesis, antes y después de haber culminado el tratamiento con H2SO4, se le aplic
a la biomasa la cuantificacion de azucares con el método DNS y obtener la cantidad de
azucares que contiene sin liberarlos y liberados después de la hidrdlisis; con esos valores

se realiz6 el rendimiento de la hidrélisis acida.
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Por otro lado, se efectué experimentalmente la caracterizacion composicional quimica
de la biomasa al desarrollarse un analisis estimado referente al estudio quimico proximal
(porcentaje de humedad, material volatil, cuantificacion de cenizas y carbono fijo) que
arrojo cifras para la biomasa de las mallas 30, 70y 100. El porcentaje de humedad (17,39
%) y material volatil (53,70 %) de la malla 30, fue la biomasa que menor humedad tuvo
debido a su pequefio diametro de particula lo que se traduce en una mayor
deshumidificacion y menor hidrofobicidad al ser menor el material volatil. Respecto a los
resultados de la cuantificacion de cenizas y carbono fijo, la biomasa de la malla 100
present6 11,14 gramos y 7,5 % respectivamente. Lo anterior permite afirmar que menor
cantidad de cenizas garantiza que la biomasa serd convertida eficientemente en
combustible y, el carbono fijo referencia una desvolatilizacién de la biomasa superior a

las obtenidas en las mallas 30y 70.

Por ultimo, se describio tedricamente las fases biolégicas de pre inoculacién, inoculacion
y produccion final del metabolito intracelular del microorganismo seleccionado (Ralstonia
Eutropha) dictaminando si los resultados de la valorizacion del vastago de platano (Musa
Paradisiaca L.) son dutiles con los requerimientos necesarios para el crecimiento y
desarrollo de los microorganismos elegidos. Por otro lado, se comparé los métodos de
extraccion biopolimérica mas sobresalientes teniendo en cuenta su impacto ambiental,
extractivo y econémico para su disposicion al obtenerse que la ruta més razonable es
aplicar métodos extractivos con surfactante debido a que cumple con los aspectos mas
importantes descritos en literatura tales como pureza del 98%, eficiencia equivalente al
89% y considerado como un método extractivo con bajas tasas de contaminaciéon como

bajo costo y menor consumo energético a diferencia de las extraccion con solventes.

PALABRAS CLAVE: Polihidroxialcanoatos, PHA, Musa paradisiaca L, vastago de
platano, hidrélisis acida, Ralstonia Eutropha, Pseudomonas Oleovorans, Paracoccus

Denitrificans, polisacaridos, monosacaridos, NaOH, H2SOa, azlcares reductores.
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INTRODUCCION
Los plasticos existentes en la fabricacion y amplia disposicion en los mercados, evidencia
la necesidad de los materiales poliméricos en la economia global. Su alto uso industrial
se refleja en todos los segmentos comerciales que componen la interaccion cotidiana de
las sociedades a través de la elaboracion de una amplia gama de productos, fibras,
empaques, articulos, objetos, entre otros elementos de manufactura de consumo. Debido
a la gran variedad de plasticos existentes, es erréneo generalizar sobre las propiedades
que los caracterizan. De manera que, no todos los plasticos son materiales con la
capacidad de deformarse sin llegar a romperse, asi como la tendencia de ser maleables

y moldearse de diversas formas.

Por otro lado, el mayor inconveniente que representan los plasticos es la dificultad para
su eliminacion o reciclado, debido a la creacidon de productos destinados a un Unico uso;
asi como aquellos articulos que contienen capas de diferentes tipos de plasticos y su
separacion es una labor casi imposible. “<Los estimativos varian considerablemente, pero
se deduce que entre 86 y 150 millones de toneladas métricas de plastico se han
acumulado en los océanos desde 2015 hasta 2022, con una tendencia constantemente
creciente” 5. De modo similar, la productividad de innovacién e investigacion para
elaborar materiales poliméricos con cualidades mejoradas exhibe la trascendencia en el
metabolismo socioecondmico. “Desde 2004 a 2017, se han producido mas de 8300
millones de toneladas métricas de plasticos virgenes. Entre 1950 y 2015 se generaron
mas de 6300 millones de toneladas de residuos plasticos primarios y secundarios;
alrededor del 9 % se ha reciclado, el 12 % se ha incinerado y el 79 % se ha acumulado

en vertederos o en el medio natural” €l

Los desafios y necesidades que actualmente afronta el mundo respecto al uso y manejo
final de los plasticos derivados del sector petroquimico inducen a desarrollar nuevas
tecnologias tanto en el proceso de produccion como en la cadena de comercializacion y
disposicion final de los residuos o de los elementos de manufactura que emplean
polimeros. “El plastico representa alrededor del 10 % en masa de los desechos
municipales y hasta el 85 % de los desechos marinos, la mayoria de los cuales provienen

de fuentes terrestres. Geograficamente, los cinco mayores contaminantes plasticos son
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P. R. China, Indonesia, Filipinas, Vietnam y Sri Lanka, aportando el 56% de los residuos
plasticos mundiales” ["l. Asimismo, el impacto de los plasticos en el detrimento de los
servicios ecosistémicos como en la salubridad de las personas y animales se refleja en
los estudios o avances de la ciencia que advierte de complicaciones respiratorias y
carcindgenas por trazas de polimeros en cosméticos, alimentos, farmacos, fibras textiles
e incluso particulas que se dispersan por el aire ya sea por ciclo degradabilidad o
fendmeno fisicoquimico de los mismos articulos, objetos, materiales o materias primas
gue contengan plastico. “El plastico contiene quimicos dafinos que causan alteraciones
endocrinas, interfiiendo en las hormonas y desencadenando problemas a nivel
reproductivo como genomico y gastrointestinal” [®l. “Los articulos de plastico primarios
més grandes pueden sufrir una fragmentacion progresiva para producir una mayor
cantidad de particulas plasticas secundarias cada vez mas pequefias, aumentando el
area de superficie del material plastico y su capacidad para absorber o concentrar
contaminantes organicos persistentes como diclorodifeniltricloroetano (DDT) y bifenilos

policlorados, siendo consumidos por animales y seres humanos” [].

Por lo tanto, el presente proyecto es un estudio teérico asociado a la produccion de
biopolimeros biodegradables denominados polihidroxialcanoatos por medio de un
agente microbiano elegido para su uso. Adyacente al estudio teérico, se realizé un
componente experimental de valorizacion de azlcares y andlisis proximal de los residuos

del vastago de platano (Musa paradisiaca L.).
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1. MARCO TEORICO

1.1 Los polimeros: Efecto colateral en el mundo

La sociedad se encuentra ante grandes desafios respecto al tratamiento adecuado de
los residuos y desechos post consumo. El constante crecimiento poblacional exige una
alta produccion en masa para cubrir las necesidades del mercado y de las culturas que
habitan el planeta tierra. En ocasiones, la disposicion final de residuos se encuentra al
borde del colapso; los rellenos sanitarios exceden su capacidad total, baja tasa de reciclo
y la falta de conciencia como de campafas de reciclaje sentencia en su ubicacion final a

que los residuos terminen en rios, campos, humedales, reservas forestales, entre otros.

«Segun la Comisién Europea del Instituto de Prospectiva Tecnoldgica, las industrias
encargadas del rubro de polimeros producen un amplio espectro de articulos de alto
valor afiadido hasta materias primas que son fabricados en lotes como en procesos
continuos con instalaciones que abarcan grandes terrenos para alcanzar capacidades
de produccién exorbitantes. Los puntos ambientales clave del sector de los polimeros
son las emisiones de compuestos organicos volatiles (COV), en algunos casos también
las aguas residuales con posibles cargas elevadas de compuestos organicos, las
cantidades relativamente grandes de disolventes usados y de residuos no reciclables,
asi como el consumo energético dada la diversidad del sector y la amplia gama de

polimeros fabricados»> 8l

“El plastico se ha convertido en la forma mas comun de desechos marinos desde que
ingres6 al campo de los consumidores hace menos de 60 afos, y presenta un importante
y creciente problema de contaminaciéon global” [¥l. Una fraccion cada vez mayor de
basura plastica posconsumo se fuga inevitablemente de los flujos de reciclaje y desechos

a tratar, los cuales, terminan en los océanos globales como se ilustra en la figura 1.
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Figura 1

Contaminacion polimérica en la fauna marina y en los suelos terrestres

Nota. La figura representa la contaminacién en los océanos por plasticos y basuras poliméricas
como el contacto directo que genera con la fauna marina. Tomada de: National Geographic, “La gran

mancha de basura del pacifico”. Disponible en: https://education.nationalgeographic.org/resource/la-

gran-mancha-de-basura-del-pacifico/

«Segun Zettler, E., Mincer, T. y Amaral — Zettler, L., sostienen que los tsunamis y las
tormentas pueden generar grandes pulsos de plastico que ingresan al océano desde
las areas costeras. El plastico se acumula no solo en las playas de todo el mundo, sino
también en ecosistemas de mar abierto ocasionando la colonizacion de seres vivos
sobre entornos de plastico y su rapida adaptabilidad a tal medio se denomina como
plastisfera ecosistémica. Asimismo, la produccion e incineracion de plasticos contribuye
en gran medida al cambio climatico como a la formacién de plastiglomerados en las

costas maritimas»» (91,

Si la tendencia actual continta, “en 2050 habra unos 12000 millones de toneladas de
residuos plasticos en los vertederos o contaminando el medio ambiente, el equivalente

a casi 80 millones de ballenas azules” [1% asi como se ilustra en la figura 2.
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Figura 2

Desplazamiento y recorrido de la basura polimérica en los

océanos
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Nota. La figura representa la distribucion global de desechos plasticos
marinos registrada en estudios cientificos. Los puntos verdes
muestran dénde se observaron desechos plasticos (presencia) y los
puntos naranjas dénde se encontraron otros tipos de basura (por
ejemplo, metal, vidrio) pero no plastico. Tomada de: Alfred — Wegener
— Institut Helmholtz — zentrum fur polar und meeresforschung,
“Impacts of plastic pollution in the oceans on marine species,
biodiversity and ecosystems”. Disponible en:

http://www.wwf.de/plastic-biodiversity-report

Los residuos microplasticos generados por el ser humano se degradan por vias
mecanicas, quimicas y biologicas, sin embargo, el plastico convencional tiene baja
biodegradabilidad en medios biolégicos naturales. El nivel de degradabilidad de los
microplasticos se sujeta a la singularidad del polimero como la estructura, aditivos
utilizados en su fabricacion, composicion quimica, la interaccion macromolecular
formada por la union de unidades fundamentales de mondmeros, las condiciones

ambientales (temperatura, presion y humedad), la configuracion de depédsito (agua,
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suelo, arena, en contacto a luz UV o no, entre otros entornos de depdsito). “Aunque la
degradacion mecanica, quimica y biologica puede descomponer los microplasticos en
nanoplasticos u oligdbmeros y mondmeros, la combinacion de dos o los tres procesos de
meteorizacidn normalmente interactlan para degradar los plasticos en fragmentacion

convirtiéndose en microplasticos” 19,

1.2 Laplastisferay su interaccion con microorganismos

Los polimeros al entrar en contacto con el entorno natural son transformados en
compuestos toxicos para el ambiente biofisico gracias a la accion de los factores
abidticos y biodticos. Sin embargo, no todos los organismos se ven afectados
negativamente por la aparicion de polimeros en el medio. En el intento de acoplarse a
los residuos suspendidos en los ecosistemas, algunas bacterias exploran vias de
adaptabilidad sobre los polimeros residuales que se encuentran en descomposicion
como se ilustra en la figura 3. La hidrofobicidad de los polimeros junto con la superficie
irregular, permite el crecimiento de colonias bacterianas formadoras de biofilms como se

ilustra en la figura 4.
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Figura 3

Presencia de estafilococos en residuos poliméricos

Nota. La figura representa la interaccién de crecimiento y desarrollo
bacteriano en desechos plasticos captado con un microscopio electronico
de barrido. Tomada de: ACS Publications, “Life in the “Plastisphere”:
Microbial Communities on Plastic Marine Debris”. Disponible en:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/es401288x

La basura de polimeros hospeda gran cantidad de especies bacterianas como se ilustra
en la figura 4. Segun el estudio de Reisser, J., et al., “Millimeter-Sized Marine Plastics: A
New Pelagic Habitat for Microorganisms and Invertebrates” 13, han identificado la
biodiversidad de organismos en la superficie de 68 pequefios plasticos flotantes de zonas
costeras y oceanicas de Australia. “Las muestras de microorganismos encontradas
fueron: las diatomeas, el grupo mas diverso de colonizadores plasticos, representado por
14 géneros. También registran cocolitéforos epiplasticos (7 géneros), briozoos, percebes
(Lepas sp.), dinoflagelado (Ceratium), is6podo (Asellota), un gusano marino, huevos de
insectos marinos (Halobates sp.); asi como células redondeadas, alargadas y espirales
identificadas como bacterias, cianobacterias y hongos” 11, Asimismo, describen vy
analizan la variedad de microtexturas de la superficie del plastico, incluidos hoyos y
surcos que se adaptan a la forma de los microorganismos, “lo que sugiere que la biota
puede desempefiar un papel importante en la degradacién del plastico fungiendo como

un arrecife microbiano artificial” (111,
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Figura 4

Biofilms bacterianos: Interaccion sobre las superficies colonizadas
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Nota. La figura muestra el comportamiento de los microorganismos sobre las superficies
colonizadas. Tomada de: Environmental Technology & Innovation, “Role and significance of
biofilm-forming  microbes in  phytoremediation: A  review”. Disponible  en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S235218642100780X?via%3Dihub

1.3 Plastiglomerados: El problema ambiental asociado a la produccion de
polimeros

La proliferacion del plastiglomerado en la superficie terrestre sigue ocasionando efectos
adversos sobre el ambiente biofisico. Las actividades humanas, sobre todo aquellas de
metabolismo industrial, ocasionan la aparicién inusual de materiales (plastiglomerados)
de caracteristicas Unicas, representando la figura del impacto antropogénico y

socioecondmico en el planeta tierra.

«Segun Corcoran, P., Jazvac, K., los plastiglomerados es el término para denominar a
materiales compuestos por fragmentos de roca, granos de arena, materiales organicos
(conchas, madera, desechos acuaticos, corales, entre otros) y desechos plasticos
unidos a una matriz de plastico fundido que, generalmente, se induce su combustion ya
sea como una solucién intencional para eliminar la basura o accidentalmente como
resultado de fogatas como se ilustra en la figura 5. Estas piedras sintéticas

antropogénicas se informaron por primera vez en Kamilo Beach, Hawai en 2014 [12],
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Aungue popularizado errbneamente como un nuevo tipo de roca, el plastiglomerado no
es considerado, por definicién, una roca; las rocas se forman naturalmente, mientras que
el plastiglomerado se compone de productos poliméricos moldeados por procesos o
acciones antropogénicas (por ejemplo, la ignicibn de basuras con alto contenido
polimérico). “En comparacién con los clastos sedimentarios naturales, el plastiglomerado
es capaz de resistir mejor la rotura debido a una matriz plastica endurecida” 4. Sin
embargo, “las rocas naturales y los plastiglomerados pueden poseer caracteristicas de
textura similares, por ejemplo, redondeo como resultado del transporte sedimentario, la
presencia de vesiculas en la matriz plastica y/o amigdalas plasticas (relleno de vesiculas

con plastico una vez fundido)” [12. 13,

Figura 5

Formacion de rocas sintéticas de polimeros (plastiglomerados)

Nota. La figura representa el derretimiento de los desechos plasticos de las fogatas o las altas
temperaturas en las playas (1) generando un nuevo tipo de roca conocida como plastiglomerado (2). El
plastiglomerado formado se fusiona con el sedimento circundante para crear una capa de sedimento de
composicion diferente (3). La aparicion de esta nueva capa se esta utilizando como evidencia fisica de un
horizonte marcador para una época del Antropoceno (4). Tomada de: Nature reviews earth & environment,
“The consequence that is plastiglomerate”. Disponible en: https://www.nature.com/articles/s43017-019-
0010-9

1.4 Islas de basuraen los vortices oceanicos
“Los desechos no reciclados, ni tratados o que terminan filtrandose accidental o

intencionalmente en las vias fluviales; son depositados en la desembocadura de los
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océanos. Todo aquello que contenga material polimérico, al entrar en contacto con las
zonas oceanicas, empezara una travesia por los cinco vortices oceanicos como basura
flotante” 31 como se ilustra en la figura 6; “los residuos mas densos permanecen
semihundidos a una profundidad de varios centimetros o incluso metros, lo cual
imposibilita medir la extension real del vortice” [*4, Las boyas a la deriva que ayudan
como guia en las investigaciones y los modelos oceanograficos fisicos, evidencian la
aparicion de particulas superficiales de microplastico generados por la basura, dado que,
su forma de degradabilidad inicia fragmentandose el material creado a partir de

polimeros; de esta forma, se genera la basura marina de caracter antrépico.

Investigaciones como la de Zettler, E., Mincer, T. y Amaral — Zettler, L., “Life in the
Plastisphere: Microbial Communities on Plastic Marine Debris” ¥y la de Corcoran, P.,
“Degradation of Microplastics in the Environment” [13 jlustran los recorridos migratorios
gue realizan los microplasticos desde las zonas costeras hasta el interior del giro
subtropical del pacifico norte en tan solo 60 dias; lo que indica la rapidez con que los
desechos generados por el hombre pueden impactar en el interior del giro. Por otro lado,
“han llevado a cabo muestreos de fragmentos en los cinco giros subtropicales oceanicos
y los resultados han dejado al descubierto las manchas de basura concentrada en las
aguas tranquilas y estables de muchos de los vértices oceéanicos” [°l. “Las masas de agua
menores, como los mares Mediterraneo y del Norte, estdn desarrollando sus propias
manchas de basura a lo largo de sus concurridos corredores de barcos mercantes;

considerandose como los nuevos continentes artificiales” 141,
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Figura 6

Los cinco vortices considerados islas basura

Nota. La figura representa las concentraciones de desechos plasticos en las aguas
superficiales del océano global. Los circulos de colores indican concentraciones de masa; las
areas grises indican las zonas de acumulacion previstas por un modelo de circulacién
superficial global. El gris oscuro y el gris claro representan las zonas de acumulacién interior
y exterior, respectivamente; las areas blancas se pronostican como zonas de no acumulacion.
Tomada de: Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
“Plastic debris in the open ocean”. Disponible en:
https://www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.1314705111

1.5 Micropléasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos

La manufactura de polimeros para satisfacer las actividades econdmicas sigue
aumentando por la demanda y exigencia de las empresas, dado que los polimeros
presentan durabilidad y resistencia que garantiza la permanencia de los productos. “Los
polimeros estan presentes en todos los aspectos del metabolismo socioeconémico;
desde articulos personales, para el hogar, en ropa y embalaje, materiales de
construccion y transporte, industria del plastico y resinas (pellets de plastico),
cosméticos, productos farmacéuticos, polvo de neumaticos” [*9, fibras de colillas de
cigarros 18], rellenos para juguetes y almohadas, material exfoliante en productos para
el cuidado personal "1 y como abrasivos en la limpieza con chorro [28], “entre otros usos

gue le atribuye caracteristicas propias de los polimeros como su masa, bajo precio,
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buen aislante de fluidos y eléctricos; lo cual denota que los polimeros son resistentes a

la degradacion quimica y fisica” [19],

El término microplastico hace referencia a particulas poliméricas con tamafios
comprendidos entre los 5 mm a 1 pm [20:21. 221/ Sin embargo, “para expresar tamafos de
microplasticos (mp) menores a 1 ym y mayores a 1 nm en su dimension mas larga, se
indica el término mini — microplasticos (mmp)” [22. Asimismo, “suele usarse el término
nanoplastico (np) para referirse a cualquier pieza polimérica de menor tamafo al nm que
pueden sobrepasar los picometros (pm)” 21 221 como se ilustra en la figura 7. “No
obstante, debido al tamafio increiblemente pequefio de los nanoplasticos y las
dificultades para detectarlos como recuperarlos, la mayoria de los estudios sobre el
medio ambiente acuatico tiende a despreciar los nano plasticos y solo se centran en los

microplasticos y el mini — microplastico” [23l.
Figura 7

Microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos
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Nota. La figura representa la medida de los desechos poliméricos en general una vez se degradan
iniciando el proceso de fragmentacion en cualquier medio natural. Tomada de: Alfred — Wegener — Institut
Helmholtz — zentrum fur polar und meeresforschung, “Impacts of plastic pollution in the oceans on marine

species, biodiversity and ecosystems”. Disponible en: http://www.wwf.de/plastic-biodiversity-report

Los microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos se clasifican segun su origen

en dos grupos:
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v Primarios.

“Los microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos primarios son aquellas trazas
poliméricas que son manufacturados y se liberan directamente en el medio ambiente en

forma de pequefias particulas” [2%,

«Entre los microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos primarios destacan las
microesferas (< 500 um) contenidas en algunos productos de cosmética, mezclas para
el arenado/granallado, pasta dental, pinturas epoxicas, impresiones 3D y vectores de
medicamentos (como el Asacol, empleado en el tratamiento de la colitis ulcerosa leve
donde se ha encontrado ftalato de monobutilo y ftalato de dimetilo. Como este, existen
otros farmacos (Videx EC, Creon, entre otros) con compuestos ftalicos en su
composicién que pueden cumplir las funciones de excipientes, saborizantes artificiales

0 como revestimiento entéricoy» [24 251,
v Secundarios.

“Los microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos secundarios se generan a
través de la fragmentacion y/o degradacién selectiva de macroplasticos expuestos a
factores externos que representan una importante entrada al entorno biofisico debido a
derrames accidentales en el transporte o manipulacién intencional” [26 271 “La
fragmentacion de los macroplasticos se puede realizar por fenbmenos quimicos y fisicos
combinados, como la fotodegradacion (fotélisis); también mediante fendmenos
biolégicos, debido a que algunos plasticos son susceptibles a la biodegradaciéon por
bacterias y hongos muy especializados, los cuales, no se encuentran en todos los medios
ecosistémicos” [?6l. En ambientes marinos, los macroplasticos estan expuestos a
degradacion mecanica que ocurre por el efecto sinérgico entre la accién del viento y las
olas, asi como la abrasion de particulas plasticas en sedimentos y arena. Por otro lado,
“las fibras de origen animal, vegetal y sintético presentes en las prendas de vestir pueden
liberar macroplasticos como durante el lavado de ropa, de las lavadoras hacia las aguas
de desecho; incluso al solo abrir y manejar envases de plastico se puede generar macro

plasticos por abrasion que luego son liberados al medioambiente” [271.,
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“Otras fuentes destacables corresponden al desgaste de los neumaticos, considerado
como una fuente sigilosa de macroplasticos secundarios para el medio ambiente. Este
desgaste esta regido a factores como el tipo de pavimento, la temperatura, la velocidad,
la edad y composicion del neumatico” [28l. “Ademas, también estan los macroplasticos
secundarios de las plantas de tratamiento de aguas residuales, desechos urbanos,
rellenos sanitarios, areas industriales y vertederos, debido a la incineracion de residuos

plasticos” 29,

1.6  Biomagnificacion por microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos
La biomagnificacién por polimeros en descomposicion es el efecto de propagaciéon de
compuestos téxicos directa en la salud de los animales al bioconcentrarse en los

diferentes eslabones participantes en la cadena tréfica.

«La bioconcentracion de polimeros y trazas de microplasticos acarrea riesgos dado
que la concentracion de elementos toxicos en el organismo consumidor es mayor que
la concentracion del mismo elemento toxico en el organismo consumido, es decir, las

sustancias contaminantes suelen alcanzar concentraciones mas elevadas a medida

que se avanza en el nivel trofico en la cadena alimenticia, puesto que, un animal se
come un contaminante y este material pasa por cada punto de una cadena trofica de

principio a fin como se ilustra en la figura 8> [30. 311,
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Figura 8

Gréfica de estudios que soportan la ingesta de
microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos en
animales
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Nota. La figura representa el nimero de publicaciones y la media de
individuos que ingieren plasticos en desintegracion. Tomada de: Alfred
— Wegener - Institut Helmholtz - zentrum fur polar und
meeresforschung, “Impacts of plastic pollution in the oceans on marine
species, biodiversity and ecosystems”. Disponible en:

http://www.wwf.de/plastic-biodiversity-report

Este proceso se repite continuamente hasta llegar al final de la cadena tréfica donde se
encuentra el ser humano y su ingesta produce alta toxicidad especificamente en el
microbiota intestinal ocasionando alteraciones gastricas como dafios endocrinos
reflejados en variaciones anormales en los tejidos. En el estudio de Li, P., et al.,
“Characteristics of Plastic Pollution in the Environment: A Review”[*? se describe posibles
perturbaciones en el cuerpo humano al consumir animales acuaticos que estan en
contacto con microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos 32, “La contaminacion

por polimeros y derivados perjudica a través de cuatro aspectos: enredos en

extremidades, ingestion, asfixia y contaminacién quimica” 51,
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v Enredos en extremidades.

«Articulos como sogas, redes, trampas y lineas de monofilamento de equipos de pesca
abandonados, perdidos o descartados enmarafian a los animales marinos, causandoles
heridas, asfixia, restricciones de movilidad y la muerte como se ilustra en la figura 9. Las
aves utilizan desechos marinos para construir sus nidos, lo cual, puede enredarlas y
enredar a sus polluelos. En Oahu, Hawai, 65% de las colonias de coral tenian enredos
con sedales de pesca y 80% de estas colonias estaban total o parcialmente muertas»
[33], “Por otro lado, en las zonas remotas y profundas del Océano Artico, hasta 20% de
las colonias de esponjas tenian enredos con plasticos, los cuales han aumentado con el

tiempo” (34,
Figura 9

Foca gris enredada en una red de pesca verde

322k N

Nota. La figura representa la contaminacion por enredos en
animales acuaticos. Tomada de: Alfred — Wegener — Institut
Helmholtz — zentrum fur polar und meeresforschung, “Impacts
of plastic pollution in the oceans on marine species,
biodiversity and ecosystems”. Disponible en:

http://www.wwif.de/plastic-biodiversity-report

v" Ingesta.
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Los animales marinos, sea cual sea la especie, ingieren plastico desde los
superpredadores hasta el plancton en la posicion alta y baja de la cadena trofica,
respectivamente. “Esto puede ocasionar lesiones graves, afectando la ingesta de
alimentos al generar un falso sentido de saciedad, bloqueando su sistema digestivo,
ocasionando heridas internas o incluso la muerte como se ilustra en la figura 10. Por
ejemplo, los experimentos de laboratorio han demostrado un crecimiento reducido en los
peces cuando su alimento esta contaminado por un gran volumen de microplasticos” [351.
En el otro extremo, “un solo pitillo de plastico en el sistema digestivo fue la causa
probable de la muerte de un tiburén ballena en Tailandia” [3¢], “Las aves marinas ingieren
plasticos de manera generalizada, lo cual se ha convertido en un problema creciente a
nivel global” 7], “Se estima que un 90% de las aves marinas y 52% de las tortugas
marinas ingieren plasticos” [¥7: 381, “También se tiene en consideracion la ingesta de
microplasticos en muchas ballenas y delfines que terminan con altos grados de inanicién”
[39, 40, 41] ' Estudios como el desarrollado por De Stephanis, R., et al., “As main meal for
sperm whales: Plastics debris” [y de los autores Dickerman, R. y Goelet, G., “Northern
Gannet starvation after swallowing styrofoam” 3l han demostrado alteraciones y
reducciones en el consumo de alimentos, impactos negativos en el crecimiento, el
sistema inmunoldgico, la fertilidad, la reproduccion y alteraciones en las funciones
celulares y el comportamiento de las especies impactadas. Los niveles de dafio estan

directamente relacionados con las concentraciones de exposicién 42431,
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Figura 10

Ingesta de polimeros residuales por parte de un pelicano rosado y focas

Nota. La figura representa la contaminacion por ingesta de polimeros como la confusidn que representa
el plastico una vez entra en el proceso de alimentacién de los animales al asociarlo como nutrientes
naturales. Tomada de: Alfred — Wegener — Institut Helmholtz — zentrum fur polar und meeresforschung,
“Impacts of plastic pollution in the oceans on marine species, biodiversity and ecosystems”. Disponible en:

http://www.wwf.de/plastic-biodiversity-report

v Asfixia.

«La contaminacion por plasticos priva de luz, alimentos y oxigeno a los corales,
esponjas y animales que viven en el lecho marino y reduce la cantidad de oxigeno y
comida disponible en los sedimentos. Esto impacta negativamente a los ecosistemas y
abre un enorme camino a los patégenos que pudren superficies marinas e incrementan
el deterioro de la vida marina como se ilustra en la figura 11. La asfixia es

particularmente dafiina en los arrecifes de coral y los manglares»» (51,
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Figura 11

Asfixia y muerte por plasticos y microplasticos

Nota. La figura representa la contaminacion por asfixia en animales provocando heridas de gravedad o
incluso la muerte. Tomada de: Alfred — Wegener — Institut Helmholtz — zentrum fur polar und
meeresforschung, “Impacts of plastic pollution in the oceans on marine species, biodiversity and

ecosystems”. Disponible en: http://www.wwf.de/plastic-biodiversity-report

v' Contaminacién Quimica.

«(Aunque no todos los ingredientes en los polimeros son daninos, algunos si lo sony
pueden filtrarse en el ambiente marino. Las particulas de plastico mas pequefas
pueden atravesar las células de los animales marinos y algunas pueden llegar hasta el
cerebro. El plastico contiene contaminantes quimicos téxicos que, en baja proporcion,
pueden ser agentes alteradores endocrinos como se ilustra en la figura 12. Estas
particulas interfieren con las hormonas, alterando la reproduccion, el desarrollo y el
comportamiento de varios tipos de vida marina. Incluso algunos plasticos etiquetados
como seguros para el almacenamiento de alimentos pueden ser altamente tdxicos para

los animales acuaticos y las personas»> 1,
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Figura 12

Toxicidad y eventual dafio en los tejidos

Nota. La figura representa el interior estomacal de un atin aleta
amarilla muerto por inanicién y laceracion en los tejidos internos por
consumir un tubo de plastico negro de 1,5 cm de diametro y
accesorios metalicos que generaron corrosion provocando
gquemaduras en el sistema digestivo. Tomada de: Alfred — Wegener —
Institut Helmholtz — zentrum fur polar und meeresforschung, “Impacts
of plastic pollution in the oceans on marine species, biodiversity and

ecosystems”. Disponible en: http://www.wwf.de/plastic-biodiversity-

report

1.7 Laafectacion de la basura polimérica en Colombia y sus costas

La presencia de residuos poliméricos en las zonas costeras de la region pacifico y caribe
del territorio colombiano, se ha convertido en situacion tipica. Sin embargo, el
desconocimiento respecto a la descomposicion de la misma y la escasa informacion
cientifica llevada a cabo en las costas colombianas, pero efectuando un simil de
locaciones costeras que, si presentan investigaciones, se denota una importante
transformacion de la interaccion plasticos — costas marinas que inducen una constante
amenaza latente para la biota, la salud humana y los ecosistemas marinos y terrestres
en Colombia. La afectacién de la basura polimérica en las costas colombianas, en los
ecosistemas marinos, terrestres y selvaticos, ocasionan los mismos problemas
irremediables como las islas de basura en los vortices oceanicos, es decir, es un factor
de contaminacién asociado a nivel mundial. “Los residuos microplésticos proliferan,

migran y se acumulan en habitats naturales de polo a polo, y de la superficie del océano
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al lecho marino; estas particulas también se depositan en playas urbanas y sedimentos

marinos, considerandose como un tipo de contaminacién ubicua y persistente” 44,

«La industria del plastico en Colombia es considerada una de las mas innovadoras en
términos de durabilidad y tecnologia util en diferentes portafolios econémicos, ademas
de mostrar su importancia en la industria de los materiales sintéticos en Latinoamérica.
Su crecimiento en los dos primeros trimestres del afio 2020 (22,2%) frente al mismo
periodo del 2019 (8,6 %). En Colombia cada persona consume aproximadamente 24
kilos de plastico al afio y solo se recicla el 20 % del mas de 1,4 millones de toneladas
gue se produce en el pais para consumo (polipropileno, PVC, poliestireno, polietileno
de baja densidad, entre otros). Esto ubica al pais como la nacién que mas contribuye a
la contaminacién del mar Caribe y océano Pacifico con plasticos, por encima de México

y Estados Unidos»» [43,

En Colombia, la distribucién final de los desechos poliméricos y derivados se concentran
en zonas del Caribe y Pacifico; registrando la degradacion, fragmentacién y posterior
descomposicion en particulas de microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos.
De este modo, se evidencia en la investigacion realizada por Quiros — Rodriguez, A.,
Nisperuza — Perez, C. y Yepes — Escobar, J., “Los microplasticos: Una amenaza
desconocida para los ecosistemas marinos de Colombia. Perspectivas y desafios a
enfrentar” 6], que los desechos antrépicos en estuarinos en el Delta del rio Atrato, en los
suelos del manglar de la Ciénaga Grande de Santa Marta y las zonas profundas del norte
del mar Caribe, cerca de Puerto Colombia y Salgar; donde se efectla la pesca de atin
para suministrar las multinacionales y pequefias empresas dedicadas al procesamiento
de enlatados derivados del atun; la aparicion de objetos y astillas incrustadas en el
interior del atun de composicién polimérica. Por otra parte, los hallazgos afirman altas
mediciones de mercurio, arsénico y metales pesados en la anatomia del atun. “Asimismo,
en el Pacifico, coexiste entre la fauna marina y terrestre de la bahia de Buenaventura,

polimeros y derivados en equivalencias de 11 a 1354 particulas/kg” [l

«Por otro lado, reportaron el hallazgo de particulas poliméricas en peces de zonas
pesqueras y turisticas como el pez Cetengraulis mysticetus en el Pacifico colombiano,

especificamente en Buenaventura y Tumaco, donde el 3,3% de 30 individuos
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analizados presentaron este material en el tracto digestivo. De igual manera,
encontraron compuestos poliméricos en degradacion biofisica dentro del pepino de mar

Holothuria (Halodeima) grisea en las playas de San Antero»> [46],

1.8 Impacto ambiental, social, econdmico y politico de los biopolimeros

Los biopolimeros son materiales en revolucion debido a su extraccion de una o varias
materias primas naturales como residuos de otras industrias. Su accesibilidad con el
medio ambiente le confiere una degradabilidad mas corta. Los procesos de obtencion de
los biopolimeros con alto contenido de moléculas de hidrégeno le permiten mayor
resistencia a la corrosion al ser insolubles en agua. “Por otro lado, las emisiones de
metano es uno de los gases de efecto invernadero mas contaminantes en el mundo el
cual se encuentran presentes en algunos de estos procesos” /. Los biopolimeros se
clasifican segun su fuente como se ilustra en la figura 13. A continuacion, se analizan los
biopolimeros mas importantes del mercado divididos en tres subgrupos: “polimeros
basados en recursos renovables (almidén y celulosa), polimeros biodegradables
basados en mondmeros bioderivados (aceites vegetales y acido lactico) y biopolimeros

sintetizados por microorganismos (PHA)” 1481,
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Figura 13

Clasificacion de los biopolimeros

BIOPOLIMEROS

Bio-derivados

t FolReEe L .
Aceites vegetales polihidroxialcanoatos|

Nota. La figura representa un esquema sobre el

método de obtencion de biopolimeros. Tomada de:
M. F. Valero — Valdivieso, Y. Ortegén, Y. Uscategui.

(2011). “Biopolimeros: avances y perspectivas”.

Disponible en:
http://www.scielo.org.co/pdf/dyna/v80n181/v80n18
1a19.pdf

«Segun Ramperez Barrajon, J., la produccion mundial de bioplasticos representa solo
un 1 % de los plasticos que se disponen en el mercado. Las previsiones de crecimiento
son muy alentadoras para esta industria. Se especula un crecimiento mundial del
mercado de biopolimeros estimado en un 25 % en los préximos cinco afios. Esta
tendencia es posible gracias a la creciente demanda de productos sostenibles tanto por
parte de los consumidores como de las marcas, a un mayor apoyo politico a la
bioeconomia y a los continuos esfuerzos de la industria de los bioplasticos para
desarrollar materiales innovadores con mejores propiedades y nuevas

funcionalidades [49],

“El estudio industrial respecto a las rutas de optimizacion de los procesos productivos de
biopolimeros incrementa debido al alto costo que supone la fabricacién de biomateriales
biodegradables. La capacidad de produccion mundial de bioplasticos aumentara de unos

2,1 millones de toneladas en 2018 a 2,6 millones de toneladas en 2023 [49. 501
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Ademas, “los biopolimeros biodegradables tales como polihidroxialcanoatos (PHA),
acido poli lactico (PLA), derivados de almidon, entre otros, representan mas del 64%
(més de 1,5 millones de toneladas) de la capacidad de produccion mundial de
biopolimeros biodegradables. Se espera que la produccion de plasticos biodegradables
como el PBAT (tereftalato de adipato de polibutileno) y PBS (succinato de polibutileno)

aumenten a 5,3 millones en 2026 [591,

No obstante, es importante tener en consideracién que la produccion de materiales
biopoliméricos biodegradables no ralentiza ni soluciona en su totalidad problemas de
contaminacion global, ya que, para efectuar un proceso bioindustrial totalmente
sostenible se debe considerar varios factores relacionados entre el proceso de creacion
del material como de disposicidn final, por ejemplo, el uso de grandes cantidades de
biomasa residual aceleraria el desarrollo de monocultivos ocasionando deforestaciones
de extensos terrenos, abundante uso de pesticidas y una monopolizacion de las
actividades extractivas y logisticas de biomasa al incrementar la demanda de biomasa
cuyo capital monetario creceria de tal forma que habria mayor credibilidad de la actividad
econdmicay por ende la tasa de inversion aumentaria; la reciclabilidad de los materiales,
la conjetura de las leyes constitucionales como el alcance para la sana competencia y

productividad de biopolimeros, entre otras variables.

«En Tailandia, el cultivo de cafia de azUcar y de yuca para producir plasticos
biobasados ha captado al mercado europeo de inversores, generando alta demanda de
materia prima residual ocasionando el desarrollo de monocultivos en locaciones que
antes eran bosques o cultivos para alimentos de consumo local. Este factor produce
degradacion del suelo, pérdida de habitats, impactos en la calidad del agua y
contaminacion. Ademas, los beneficios van a los actores del comercio internacional, sin

mejorar la situacion de pobreza de los pequefios agricultores locales» 51,

«En Latinoamérica, Brasil es la nacidn con ubicaciones exclusivamente destinadas a la
masificacion de cosechas agroindustriales para cafia de azucar que a la vez promueve
la generacion de desechos postcultivos adquiridos por compaiiias para beneficio
econdémico. Ese factor fija a Brasil como promotor de los monocultivos, motivo por el

cual impacta negativamente en los ecosistemas. La demanda del mercado
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internacional y el monopolio de algunas empresas conduce a salarios infimos y

pobreza en muchas de las regiones donde se cultivay 59,

Es importante resaltar que la imagen “bio” de un articulo de manufactura es interpretado
por la sociedad como una alternativa a la produccién y uso de plastico convencional y,
aunque es cierto, la percepcion del consumidor final lo hace actuar como si el producto
fuera degradable en cualquier medio natural o urbana constatando falta de interés por el
reciclaje y al final, una desviacion a la solucion real para los desechos biodegradables

como no biodegradables: la reutilizacion.

1.9 Biopolimeros: La naturalezay funcion de las maquinas moleculares.

“Las biomoléculas estan formadas por atomos, los cuales, se estructuran de particulas
subatomicas. Algunas biomoléculas se unen para formar polimeros, denominados
macromoléculas. Por ejemplo, las proteinas, los polisacéridos y los acidos nucleicos son
polimeros formados por aminoacidos, monosacéridos y nucleotidos, respectivamente”
152, Las moléculas de aminoacidos se utilizan principalmente para la sintesis de
polimeros largos y complejos denominados polipéptidos [32; mientras que las moléculas
cortas que tienen una longitud inferior a 50 aminoé&cidos, se denominan péptidos u
oligopéptidos 52, Las proteinas estan formadas por uno o mas polipéptidos, los cuales,

desempenfian una gran variedad de funciones en los seres vivos %2,

“Los azUcares son las unidades basicas de los carbohidratos, las moléculas organicas
més abundantes de la naturaleza. Los carbohidratos van desde los azucares sencillos o
monosacaridos, como la glucosa y fructosa; hasta los polisacaridos, polimeros que
contienen miles de unidades azucar; entre estos ultimos se encuentran el almidon y la

celulosa de las plantas y el glucégeno de los animales” 52,

«La glucosa es la principal fuente de energia de tipo carbohidrato en animales y
plantas. Muchas plantas utilizan la sacarosa para transportar eficazmente energia a
través de sus tejidos. Otros carbohidratos actian como materiales estructurales. La

celulosa es el principal componente estructural de la madera y ciertas fibras vegetales.
La quitina, otro tipo de polisacéarido, se encuentra en el exoesqueleto de los insectos y
los crustaceos. Los polisacaridos, también llamados glucanos, estan formados por

grandes cantidades de monosacaridos conectados por enlaces glucosidicos. Los
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glucanos mas pequenios, llamados oligosacaridos, son polimeros que contienen hasta
unos 10 o 15 mondémeros y que con mayor frecuencia se encuentran unidos a

polipéptidos en ciertas glucoproteinas como en algunos glucolipidos» 52,

“La mayoria de las células se diferencian por su retencion del colorante violeta de cresilo
durante el procedimiento de tincién de Gram. Las que retienen el colorante se denominan
grampositivas, y las que no lo hacen son las gramnegativas. La pared de una célula
grampositiva consta de una capa Unica relativamente gruesa de peptidoglicano
localizada fuera de la membrana plasmatica” 2. También embebidos en esta capa estan
los acidos teicoicos y los polimeros de fosfato de glicerol, de fosfato de ribitol (0 ambos),
gue aportan carga negativa a la superficie celular. Los bacteriéfagos se fijan a las células
bacterianas mediante polimeros de acido teicoico antes de la infeccion. Las paredes
celulares de las bacterias gramnegativas tienen una capa fina de peptidoglicano entre la
membrana externa y la membrana plasmatica, y dentro del espacio periplasmico. El
componente lipidico de la membrana externa es lipopolisacarido (LPS) en lugar de
fosfolipidos.

«El citoplasma de las procariotas tiene un aspecto uniforme y granuloso, excepto por
los cuerpos de inclusién, que son unos granulos grandes que contienen sustancias
organicas o inorganicas. Algunas especies utilizan glucégeno o acido poli - —
hidroxibutirato como polimeros de almacenamiento de carbono. El citoplasma, como
cualquier material basado en agua que contengan polimeros, tiene las propiedades de
un gel, el cual, es una mezcla coloidal; en el caso de las células, consiste en
biopolimeros con superficies polares vinculadas con agua adsorbida. Muchas
biomoléculas poseen propiedades acidas, basicas o ambas. Los polimeros grandes y
complejos macromoleculares suelen tener superficies anfoteras; es decir, poseen tanto

grupos acidos como basicos» (52,

En sintesis, los biopolimeros son estructuras monoméricas unidas que forman
macromoléculas quimicas de alto peso molecular, gran tamafo y forma
predominantemente alargada denominadas polimeros. Los biopolimeros son especies

poliméricas naturales que se generan en un amplio espectro de seres vivos. El gran

40



numero de mondmeros que componen un polimero confieren a la especie polimérica un

elevado peso molecular.

Los términos Biopolimero, Bioplastico, Biopoliester, Polimero, Plastico sintético y
Biodegradable; pueden generar confusion al estar correlacionados y utilizarse de manera
conjunta en un mismo contexto. Sin embargo, hay algunas diferencias notorias, por
ejemplo, “el prefijo bio proveniente del griego vida no dictamina cuando un material es
sostenible (degradable) o no sostenible (no degradable) ni tampoco la falsa creencia
sobre la biodegradabilidad de un material que es creado con biomasa como materia
prima, dado que, el recurso fésil (petréleo) es en si mismo biomasa fosilizada” 4. Por
consiguiente, “el ciclo de degradabilidad bio de un material plastico depende de su
estructura molecular al momento de iniciar su proceso de descomposicion y realizar las
evaluaciones del ciclo de vida para catalogarlo como biodegradable en un entorno cuyos

factores bioticos y abioticos no se vean afectados negativamente” [531,

Si bien, “las palabras bioplastico y plastico biodegradable son similares, no son
sindbnimos. No todos los bioplasticos (plasticos derivados total o parcialmente de la
biomasa diferente a la fésil) son biodegradables; por ejemplo, el Bio — PC, Bio — PBT,
Bio — PET, Bio — PA, entre otros bioplasticos” [34. “Algunos plasticos biodegradables se
elaboran al utilizar biomasa fosilizada como materia prima y al final de su ciclo de vida
son biodegradables; por ejemplo, el PBAT y PCL” [54 53, De manera que, “la IUPAC

desaconseja el uso del término bioplastico a cambio de polimero de base biologica” (58

“El plastico sintético es el material polimérico tipico o convencional sintetizado a partir de
biomasa fosilizada (petrdleo) y su descomposicion inicia fragmentandose en
microplasticos, mini — microplasticos y nanoplasticos generando contaminacion
ecosistémica (por ejemplo, PC, PBT, PET, PA, PP, TPU, entre otros)” [57. 541,

“‘Los biopolimeros son compuestos organicos derivados de la union de unidades
estructurales monoméricas que forman biomoléculas poliméricas (macromoléculas)
mediante enlaces quimicos homopolares producidos por organismos vivos a traves de
rutas de biosintesis” 53], “Los biopolimeros cumplen con funciones diferenciadas en el
interior de las células de los seres vivos; de manera que, las células estan compuestas

por diversas biomoléculas y macromoléculas, dispuestas en estructuras
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supramoleculares mas complejas. En el plano molecular, existen cientos de reacciones
bioguimicas que en conjunto mantienen la vida” 152, “Estas reacciones estan catalizadas
por enzimas y se organizan en rutas bioquimicas (serie de reacciones en las que una
molécula especifica se convierte en un producto final) por medio del metabolismo” [,
“‘Los biopolimeros son considerados biodegradables desde el proceso inicial de
produccion hasta la disposicion final una vez cumple con su vida de uso util, logrando ser
descompuesto por la accién natural de microorganismos como bacterias, hongos y algas”
1541, Por ejemplo, “los biopolimeros mas representativos son el colageno, actina, fibrina,
PHA y derivados; PLA y derivados; PBS, PCC, celulosa y derivados; quitina, quitosano,

almidén, hule natural, latex natural, lignina, cutina, suberina, entre otros” 54,

«Los polimeros son en esencia el segmento macro composicional de un biopolimero,
bioplastico, plastico biodegradable y plastico sintético, es decir, es aquel material
molecular significativamente grande producido por la unién de miles de monémeros
formando polimeros de bajo peso molecular si y solo si cumple con intervalos de 1500
a 5000 unidades monomeéricas, mientras que, al exceder las 10000 unidades se

denominan polimeros de alto peso molecular> 52,

“El biopoliester es todo aquel material sintetizado por seres vivos de manera natural o in
vitro que sea biodegradable y biocompatible (en todo el proceso). Terminologia similar a
los biopolimeros, sin embargo, se abarca aquellos plasticos sintéticos que dan como
resultado materiales altamente biodegradables y biocompatibles (por ejemplo, PGA,
PLGA, poli — p — dioxanona)” [58. 541,
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2. ARGUMENTO DEL PROYECTO
«La industria polimérica a gran escala se remonta al afio 1950, después de la segunda
guerra mundial, cuando la relevancia de los plasticos se incremento6 debido a la amplia
variedad de aplicaciones en la fabricacion de productos que impactan directamente en
las bases socioecondmicas solucionando tanto las necesidades de las poblaciones
como el desarrollo de una cultura de consumismo excesivo derivado del capitalismo y

la industrializacion en el siglo XXI» 54,

“Los polimeros son materiales altamente versatiles, encontrandose en la manufactura de
prendas de vestir creadas con fibras de pléstico sintético, articulos desechables a base
de poliestireno y polietileno, muebles y accesorios para la decoracion del hogar u
oficinas, pinturas, bolsas de plastico, equipos electrénicos, pegamentos, entre otros

elementos fabricados con poliésteres sintéticos” [53 541,

Los materiales poliméricos siguen siendo los compuestos monoméricos mas
demandados en el metabolismo socioecondémico y, con la misma rapidez de elaboracion,
son apresuradamente desechados sin una logistica de reciclaje capaz de ser sustentable
para evitar la contaminacion y biomagnificacion en ecosistemas terrestres, marinos y

aeroterrestre.

«Aunque en muchas regiones o naciones el proceso de reciclado y reutilizacion de
materiales poliméricos es efectivo gracias a la gestion de entidades gubernamentales,
publicas no dependientes del gobierno y privadas; obliga a las personas a ejercer
practicas positivas de reciclaje sustentable. Pero esto se genera en zonas particulares,
mientras que, el problema por desechos poliméricos abruma otras locaciones del
planeta tierra; por ende, el problema no es ajeno a ninguna nacién y no se debe

considerar como inconveniente singular> 58],

Por tal motivo, el estudio tiene como fin la valorizacion de los desechos naturales de los
cultivos plataneros en Colombia, con el fin de aportar cifras para la investigacion y
desarrollo de un medio con los requerimientos necesarios para la produccion de
biopolimeros biodegradables PHA que generen el menor impacto ambiental y sean
naturalmente sostenibles; a la vez que puedan ser altamente competitivos en

caracteristicas mecanicas, fisicas y econdmicas con respecto a los plasticos sintéticos
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convencionales es la vision futurista para establecer diferentes métodos de produccion.
Los biopolimeros biodegradables tienen la propiedad de degradarse mediante accion
enzimética de microorganismos como bacterias, hongos y algas produciendo
principalmente CO2, CHas, H20, biomasa y otras sustancias que no son, en gran medida,

perjudiciales para el entorno.

««Los biopolimeros biodegradables deben cumplir, como minimo, con las normas ASTM
D5338 y D6002. La primera norma determina el grado y la tasa de biodegradacion
aerobia de materiales plasticos en un medio de compostaje controlado; la segunda
norma es la guia estandar para establecer la compostabilidad de los plasticos
ambientalmente degradables, enfoque particular el cual se puede replicar para
biopolimeros biodegradables. Ambas normas parametrizan la biodegradabilidad por
accion de los factores naturales involucrados en un medio de compostaje controlado, la
degradacion al menos del 60 % al 90 % si se trata de plasticos mixtos. Asi que, se
puede deducir que para biopolimeros biodegradables se traza como intervalos de
degradacion al menos el 75 % al 99 % de biodegradabilidad de articulos

biopoliméricos»» 154,

Las normas previamente descritas son desarrolladas en un solo criterio: medio de
compostaje controlado. Lo anterior se traduce en un procedimiento de residuos bien
gestionado para garantizar que esto realmente suceda. Si los productos fabricados con
poliésteres biopoliméricos biodegradables se desechan en los flujos de disposicion final
convencionales, como los vertederos, o se abren camino hacia el medio ambiente
abierto, como rios y océanos, los beneficios ambientales potenciales deberian ser objeto
de estudio para que se materialicen y que en realidad no vaya a empeorar el problema
de la contaminacién plastica. La biodegradacion no es la Unica alternativa utilizada para
eliminar los poliésteres sintéticos no biodegradables como los biopolimeros
biodegradables al final de su vida atil. También se debe considerar rutas como el reciclaje

mecanico y quimico; opcioén preferida desde el punto de vista ambiental.

La susceptibilidad a la biodegradacion depende en gran medida de la estructura quimica
principal del polimero, y los diferentes bioplasticos tienen estructuras diferentes, por lo

gue no se puede suponer que el bioplastico en el medio ambiente se desintegre
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facilmente. Los articulos de plastico etiquetados como biodegradables, pero que solo se
descomponen en piezas mas pequefias como los microplasticos, o en unidades mas
pequefias que no son biodegradables, no son una mejora con respecto al plastico
convencional. La biodegradacion de productos a la exposicion ambiental implica la
accion de microorganismos y reduccion del grado de polimerizacion, asi como la

degradacion de polimeros en fragmentos organicos mas simples.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

“Las principales regiones agricolas bananeras y plataneras de Colombia comprendidas
por la zona de Uraba y noreste de Antioquia, sur del Cauca, Llanos orientales y el centro
del pais cultivan aproximadamente 4.310.256 toneladas de platano en 460.807
hectareas sembradas de este cultivo en el afio 2020” [59. Al mismo tiempo, se genera
una “tasa aproximada del 10% de residuos lignocelulésicos como el raquis o pinzote,
pseudotallos u hojas durante el proceso agroindustrial del platano (actividad agricola)”
159, Ademas, “esta cifra de residuos plataneros incrementa un 15% con otros residuos
organicos propios de la actividad agricola tales como el platano rechazado o merma” [59
(no exportado ni consumido ya sea por motivos de estandares de calidad como el color
negro de la cascara, golpes del fruto o rumiado por animales). En consecuencia, “se
genera aproximadamente un 25% de produccion de residuos que son, en la mayoria de
ocasiones, desaprovechados y acumulados en las fincas o terrenos de siembra
provocando dafios en el suelo al no permitir la adsorcion de nutrientes para fortificar el
subsuelo, erosion del suelo; putrefaccion que provoca mal olor, moscas y roedores;
contaminacion del agua y problemas sanitarios” 59, “Para el 2021 se estimd la
produccion de platano en 4.370.751 toneladas en un area de 469.721 hectéareas, lo que
significa un aumento en la generacion de residuos” 9. De igual modo, “las cifras de 2022
respecto a la produccion de platano se cuantifican en 4.611.084 toneladas en un area
aproximada de 495.549 hectareas” 9. Teniendo en cuenta las toneladas de platano
cultivado y el porcentaje de residuos lignoceluldsicos generados, las cifras aproximadas
de desechos va constantemente creciendo siendo 1.077.564, 1.092.687 y 1.152.771
toneladas en 2020, 2021 y 2022, respectivamente.

En Colombia, las zonas bananeras y plataneras generan un flujo e ingreso importante de
capital al exportar el banano y platano en cifras sustanciales. Aproximadamente “142
millones de kilogramos de platano y banano fresco fueron exportados en el afio 2022 por
un estimado de 62 millones de délares estadounidenses” 169, Por otro lado, el proceso
de siembra y cosecha produce importantes cantidades de desechos agricolas que
pueden ser aprovechados para la biorrefineria y conversion a elementos de manufactura
como los biopolimeros PHA comercializables. La obtencion de biomateriales a través del
uso de biomasa es, por mucho, la principal fuente de carbono y nutrientes para
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microorganismos productores de polihidroxialcanoatos. Los residuos agricolas y
agroindustriales del platano, cumplen con el rol protagonico para la ejecucion
experimental de valorizacion quimica para procedimientos de fermentacion microbiana
representado en un equilibrio altamente beneficioso para el medioambiente con el
aprovechamiento de residuos plataneros y su reconversion final en polihidroxialcanoatos
gue marcan el cambio innovador de la industria de materiales a nivel comercial, social y

ecoldgico.

La subregion del Urabad chocoano — antioquefio se caracteriza por ser una zona
geografica de alta importancia por su posicion maritima al encontrarse entre el océano
Pacifico y Atlantico siendo el cruce de embarcaciones de mercancias, asi como una
amplia area de explotacion agricola del banano y platano a escala agroindustrial
aportando gran parte del fruto tropical al mercado internacional. EI Uraba chocoano —
antioquefio confluencia con los departamentos de Antioquia, Choco, Cordoba y la
subregion del Tapon del Darién lo que permite una facil conexién con las capitales
departamentales y la afluencia de personas desarrollandose actividades econdmicas
dentro del agroturismo. Por tal motivo, esta locacion ha sido afectada por la violencia,
pobreza, economias ilicitas y una nula presencia de las entidades y autoridades publicas.
Sin embargo, en el afo 2019, “la subregién del Uraba chocoano — antioquefio entr6 al
Programa de Desarrollo con Enfoque Territorial con el fin de impulsar el desarrollo

economico, social y ambiental” (61 como se ilustra en la figura 14.
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Figura 14

PDET en cifras
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Nota. La figura representa el desarrollo y alcance del proyecto articulado entre gobierno y sectores
privados para conjurar el incremento de trabajo como produccion en las zonas de altos indices de
desigualdad, segregacion salarial y exclusion social. Tomada de: Agencia de Renovacién del Territorio —
ART, “Colombia: potencia de la vida”. Disponible en:

https://www.renovacionterritorio.gov.co/especiales/especial PDET/

Por otro lado, “la principal actividad agricola del platano y banano para exportacion,
demuestra la importante participacién del Uraba en la economia nacional y regional de
Suramérica como global” 62, Al mismo tiempo, los campos plataneros y bananeros
generan grandes cantidades de desechos solidos y liquidos, algunos siendo
contaminantes recalcitrantes al entrar en contacto con basura sintética. La exploracion
del presente documento amplifica la vision para el tratamiento u orientacion y desarrollo
de los residuos plataneros y bananeros estableciéndose un manejo ambiental, social y

financiero sostenible.

En sintesis, el desarrollo de la presente propuesta es la posible utilizacion de los residuos
provenientes de la cosecha de platano para la produccion de biopolimeros
ambientalmente sostenibles, es decir, que su ciclo de degradabilidad sea mas especifico
y acelerado en relacién al de los plasticos convencionales (biopolimeros derivados de la
industria petroquimica) mediante el uso de cepas bacterianas a través de la aplicacion

de procesos fermentativos.
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Siendo los residuos lignoceluldsicos un problema ambiental y también logistico para los
gremios plataneros, debido a que se enfrentan a un sesgo al ignorar o tener nulo
conocimiento en los posibles tratamientos que se pueden ejecutar con el material
residual producto de la siembra y cosecha del platano a fin de rentabilizar, termina
desencadenando dafios en los terrenos de cultivo como en los ecosistemas
aeroterrestres. Es vital investigar y analizar las oportunidades de aprovechamiento de
los residuos lignoceluldsicos, asimismo del platano rezagado para reducir el detrimento
del medio ambiente gestionando una produccién y consumo mas responsable

asignandole un valor agregado capaz de monetizar los residuos como capital sostenible.

En el intento de realizar un manejo adecuado para la recirculacién e introduccion en el
mercado del raquis o vastago, el pseudotallo o las hojas de los cultivos de platano (Musa
paradisiaca L.) en territorio colombiano; se tienen iniciativas 0 propuestas que
incrementan el valor de conversion de desechos lignocelulésicos como “la produccién de
abono orgénico por lixiviados del vastago o platano desechado, la transformacién de la
fibora en hilos para la realizacion de artesanias y manualidades, papel a base del
pseudotallo del platano dado sus caracteristicas mecénicas de elasticidad y rigidez
tipicas de la madera; ademas, se puede fabricar a gran escala etanol, butanol y alcohol
carburante” [¢3]. Por otro lado, “el platano rezagado o rechazado para su comercializacion
se reutiliza en la generacion de dulce de platano verde, fabricacion de la hoja de
envueltos, produccion de harina de platano para mezclar con concentrado animal e
incluso la incursién en la obtencion de tintes naturales y aromatizantes” (63, Por
consiguiente, se abordara un estudio de la posible aplicacion comercial y el alcance que
puede tener el uso del vastago de platano (Musa paradisiaca L.) como sustrato fuente

de carbono en la alimentacién de los microorganismos creadores de biopolimeros PHA.
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4. OBJETIVOS
4.1  Objetivo general

Identificar azUcares fermentables en el vastago de platano como biomasa esencial para

la produccién de polihidroxialcanoatos.

4.2 Objetivos especificos

v Caracterizar experimentalmente el vastago de platano (Musa paradisiaca L.) como
fuente de carbono para la fermentacion.

v Establecer el pretratamiento e hidrolizado del vastago de platano (Musa paradisiaca
L.).

v' Evaluar la cantidad de azlcares fermentables extraidos de la biomasa del vastago de
platano (Musa paradisiaca L.).

v' Conceptuar un medio de azlcares fermentables del vastago de platano (Musa

paradisiaca L.) como sustrato para el microorganismo Ralstonia Eutropha.
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5.  METODOLOGIA
El presente proyecto titulado “Valorizacién del vastago de platano (Musa Paradisiaca L.)
en la elaboracion de polihidroxialcanoatos por fermentacién con Ralstonia Eutropha” fue
estructurado en dos componentes: tedrico y practico. EI componente teorico se refiere a
los conceptos imprescindibles en la exposicion del documento respecto a los temas de
los plasticos, su contaminacion y alternativa de produccién de biopolimeros. La
estructura matricial de comparacion entre tres cepas se caracteriz6 por describir
variables que influyen en el proceso como la temperatura, el rendimiento y la produccion
celular en seco. EI componente practico es la cuantificacion de azlcares reductores y
caracterizacion de la biomasa para la valorizacion del vastago de platano (Musa

Paradisiaca L.) en situaciones fermentativas.

Para las consultas tedricas de los plasticos y la descripcion de la matriz de comparacion
entre microorganismos, se realiz6 una busqueda en las bases de datos digitales
ScienceDirect, SpringerLink, VirtualPro, Wiley Online Library, sciELO, Web of Science y
EBSCO host proporcionados por la Fundacién Universidad de América. Previo a las
consultas se realizé un estudio bibliométrico en Scopus con los términos de busqueda
tales como bioprocesos, biotecnologia industrial, Vastago de platano, Musa Paradisiaca
L., Ralstonia Eutropha, Pseudomonas Oleovorans, Paracoccus Denitrificans vy
Polihidroxialcanoatos; con el fin de filtrar la informacién de los indicadores personales,
productividad, citacion, contenido y metodologicos parametrizado con las palabras

claves del presente proyecto como se ilustra en la figura 15.
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Figura 15

Indicadores bibliométricos
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Nota. La figura representa los indicadores bibliométricos para el desarrollo de
metodologias investigativas del proyecto. Tomada de: C. Flores — Fernandez, R.
Aguilera — Eguia, “Indicadores bibliométricos y su importancia en la investigacion
clinica. ¢ Por qué conocerlos?”. Disponible en:
https://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1134-
80462019000500012

Una vez obtenido los resultados de interés en cada base de datos, se elaboré una
revision de resumen, introduccion y palabras clave de los principales factores como
generalidades, marcos tedricos, contaminacion por plasticos, produccion vy
caracterizacion de polihidroxialcanoatos; pretratamientos y tratamientos de
sacarificacion a biomasa; las bacterias de mayor uso en produccion de PHA y
granulometria. De 300 documentos entre articulos, libros, tesis y noticias; se utilizaron

112 documentos y se citaron en RefWorks.

5.1 Evaluacion del contenido de ligninainicial del vastago de platano
Antes del pretratamiento al vastago de platano en NaOH, se realizé la medicion del
contenido de lignina presente en la biomasa original. Para tal fin, se efectué un analisis

quimico especifico, como el método de Klason 84, Se procedié con la medicién siguiendo
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las tres metodologias: la suscitada por Su, J., et al. [6% Sluiter, A., et al. 661 y Chen, Y.,
et al. [87], Los autores previamente mencionados, aseveran que para determinar la lignina
de la biomasa se debe iniciar con extraer una muestra representativa de la biomasa
lignocelulésica. En el presente proyecto, se pesé 83 gramos de vastago de platano,
triturado y pulverizado hasta alcanzar un diametro de particula £ 0,4 mm; referente y
parametrizado comunmente para la clasificacion de tamafos de particula de biomasa
mediante tamizado en la norma ASTM E11 “Standard Specification for Woven Wire Test
Sieve Cloth and Test Sieves”. Después, se llevo la muestra al horno a 30 °C durante 2
horas para eliminar la humedad en un beaker de 100 mL. Luego, se agregd &acido
sulfurico al 72 %; la relacién de acido sulfurico concentrado es de 72 mL por cada 100
gramos de biomasa lignocelulésica, asi que, para 83 gramos de biomasa se utiliz6 59,76
mL de acido sulftrico. La muestra con el &cido se agitdé durante 2 horas en bafio maria a
160 °C en una plancha de agitacién. Una vez cumplido el tiempo, se enfrié la muestra
durante 20 minutos y se transfirié a un Erlenmeyer de 1000 mL que contenia 560 mL de
agua destilada, arrojando una solucién de acido al 11 %. Posteriormente, se filtré la
muestra sobre un embudo y papel filtro Whatman n° 1 durante 12 horas, con el fin de
separar la lignina insoluble en &cido sulfurico de los componentes solubles. A
continuacion, se enjuago la lignina filtrada con agua destilada para remover restos de
acido sulfarico y, por ultimo, se agrego la lignina filtrada en un horno a temperatura de
105 °C durante 20 minutos. Este procedimiento se repiti6 en tres intervalos de 20
minutos, es decir, se regreso la lignina filtrada al horno tres veces hasta que se obtuvo

un peso constante de 78,38 gramos como se ilustra en la balanza de la figura 16.
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Figura 16

Muestra de lignina en la
balanza (antes del

pretratamiento con NaOH)

Nota. La figura representa la
muestra de lignina filtrada, lavada
con agua destilada y secada hasta
obtener el peso constante de 78,38

gramos.

Por ultimo, se calcul6 la cantidad de lignina presente en la muestra original al reemplazar

los pesos en la siguiente férmula:

% L; = —2 100 {Cantidad de lignina inicial: ecuacion 1}64
0L = {Cantidad de lignina inicial: ecuacion 1}

1

Donde % L; = cantidad de lignina presente en la muestra inicial; w, = peso de la lignina

obtenida después del analisis y w; = peso de la muestra inicial.

De esta forma, se obtuvo un porcentaje de lignina inicial de:
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5.2 Pretratamiento al vastago de platano

El propésito de haber realizado un pretratamiento al vastago de platano radica
primordialmente en la alteracion de la estructura de la biomasa lignoceluldsica y remover
la lignina; el biopolimero natural que inhibe la sacarificacion y confiere soporte
estructural, impermeabilidad, resistencia al ataque microbiano y estrés oxidativo a la
pared celular de las plantas. Diferentes metodologias se han estudiado para eliminar la
lignina de biomasa con el fin de mejorar la eficiencia de sacarificacion; las mas utilizadas
son los pretratamientos mecanicos, térmicos, con vapor de agua, con agua caliente,
acido, alcalino y biologico. Para la seleccion de la tecnologia experimental adecuada de
pretratamiento se tuvo en cuenta el costo, la eficiencia del método, su nivel de desarrollo

tecnoldgico y su impacto ambiental.

Para deslignificar el vastago de platano (Musa paradisiaca L.), se siguié la ruta planteada
por Saratale, G. D., et al. !I; debido a su alto nivel de desarrollo tecnolédgico, considerable
eficiencia, costo econdmico moderado y en términos ambientales puntia medianamente
sostenible debido al uso de compuestos quimicos corrosivos como es el NaOH. La
metodologia propuesta por Saratale, G. D., et al.; en el articulo “Development of
ultrasound aided chemical pretreatment methods to enrich saccharification of wheat
waste biomass for polyhydroxybutyrate production and its characterization” 11, informa
sobre el pretratamiento combinado de NaOH mas ultrasonido para el proceso de
deslignificacion bajo las condiciones de concentracion de NaOH al 2 % P/V a 20 kHz,

durante 60 miny 2,0 g/mL de biomasa, a temperatura de 100 °C durante 30 minutos.

Las condiciones propuestas en el presente proyecto, considerando lo descrito por
Saratale, G. D., et al. I, consisti6 en purgar con agua desionizada los vasos de
precipitado y todos los instrumentos a utilizar. Luego, se pesaron 2 kg de vastago de
platano (Musa paradisiaca L.) y se enjuagaron con agua desionizada para eliminar la
suciedad como arena, tierra, insectos, entre otros elementos no deseados como se

ilustra en la figura 17.
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Figura 17

Trozos de vastago de platano (Musa

Paradisiaca L.)

Nota. La figura representa los 2 kilogramos
de vastago de platano (Musa Paradisiaca L.)
obtenida de un proveedor de platanos en
Corabastos, Bogota DC traidos desde el

Uraba.

Debido a que el platano y banano son plantas de tamafio considerable, la fraccion de la
planta donde se ubica el vastago (pedunculo como se describe en la figura 18) tiene una

longitud que normalmente comprende los 100 cm a 250 cm.
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Figura 18

Partes de la planta de platano (Musa
Paradisiaca L.)

Hoja adulta

Pinzote

Racimo

Brotes Floral
Pseudotallo

Nota. La figura representa la composicion de
la planta de platano (Musa Paradisiaca L.).
Tomada de: Banabiosa, “4Por qué la planta
del banano es una hierba y no un arbol?”.
Disponible en:

https://www.banabiosa.com/es/arbol-del-

banano-o-planta-del-banano/

Debido al gran tamafio del vastago, fue necesario fragmentarlo en trozos de menor
tamafio a los 20 centimetros utilizando un cuchillo para lograr reducir las proporciones

de los 2 kg de vastago de platano (Musa paradisiaca L.) como se ilustra en la figura 19.
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Figura 19

Fragmentacion por corte del vastago de platano

(Musa Paradisiaca L.)

Nota. La figura representa los filamentos internos una vez
se corta el vastago de platano (Musa Paradisiaca L.).

Posteriormente se peso6 1 kg de trozos de vastago de platano (Musa paradisiaca L.) y en
una bandeja se situ6 el material dentro del horno durante 48 horas a temperatura

constante de 100 °C, logrando deshumidificar el material como se ilustra en la figura 20.
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Figura 20

Material de biomasa en el horno

Nota. La figura representa la biomasa Vastago
de platano (Musa Paradisiaca L.), después del

proceso de desecado en un horno.

Se retir0 los trozos de vastago de platano (Musa paradisica L.) del horno y se pes6 para
apreciar la disminucién en la masa del material debido a que se eliminé la humedad
obteniendo un material no cohesivo que fluira con facilidad en el interior de la trituradora
de martillos como en el molino de bolas. Por otro lado, se verifico con las manos la
similitud del material a la madera de uso comercial, es decir, con alta rigidez. Mas
adelante, se introdujeron los trozos de vastago de platano al interior de la trituradora de
martillos durante 5 minutos y recirculando el material durante 1 hora y obtener mejor
resultado de trituracién. Una vez triturado el material, se desplazo6 al molino de bolas para
pulverizar y lograr una molienda con diametros medios de particula reducidos como se
ilustra en la figura 21. El proceso se realizo durante 1 hora y posteriormente se peso el

contenido obtenido. Por otro lado, se repitié el mismo proceso al kilogramo restante.
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Figura 21

Biomasa del vastago pulverizado

Nota. La figura representa el vastago de
platano (Musa Paradisiaca L.) después
de ser molido en la trituradora de

martillos y el molino de bolas.

La molienda del material triturado y pulverizado obtuvo un diametro de particula que
comprende los + 0,05 mm a los £ 3,35 mm; considerado como el didmetro de particula
necesario para realizar el hidrolizado en &cido el material de biomasa equivalente a un
diametro de = 0,40 mm como lo tipifica la norma ASTM E11 “Standard Specification for
Woven Wire Test Sieve Cloth and Test Sieves” para la clasificacion de tamafios de
particula de biomasa lignocelulésica mediante tamizado. Una vez pulverizado el material
en el molino de bolas, se introdujo en un conjunto de tamices normalizados acoplados

verticalmente y estandarizados con las mallas que se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1

Mallas estandarizadas

Malla de tamiz
6
10
30
70
100
140

Tapadera
Nota. La tabla informa

sobre las mallas
utilizadas en el proceso

de tamizado.

Por ultimo, se sometié el conjunto de tamices a sacudidas mecanicas durante 40
minutos. Al finalizar el tamizado, se pesaron las masas retenidas en cada malla (flujo
masico estatico). Para realizar la caracterizacién granulométrica de particulas de solidos
homogéneos, se considerd la misma densidad que el material original, en este caso, el
vastago de platano. De manera que, “la forma de las particulas del vastago de platano
se puede expresar convenientemente en funcion de la esfericidad @, debido a que es
independiente del tamarfio de particula” %8, Suponiendo que las particulas del vastago

de platano no son totalmente esféricas, es posible definir:

68]

6v.
@s = —= {Forma de las particulas: ecuaciéon 2}l

DySp

Donde D, = diametro equivalente o diametro nominal de una particula; S, = area

superficial de una particula; v, = volumen de una particula.

La ecuacién 2 se debe expresa en términos del area superficial de una particula debido
a que la medida no se hace por particula sino aproximadamente por una masa infinita de

particulas retenidas:

6y , y 68
Sy = X {Formas de las particulas: ecuacion 2.2}[ ]
p¥s
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“Para materiales granulares finos resulta dificil determinar con exactitud el volumen vy el

area de la superficie de una particula. Generalmente D,, se toma como el tamafio nominal

basado en el tamizado experimental. Considerando que las particulas uniformes son de

diametro D,, el volumen de las particulas es x/pp, el nUmero de particulas en la muestra

se describe como” 8l

X
N = p— {Tamafios de particulas mezcladas: ecuacién 3}[68]
pYp

‘Dado que la cuantificacion es experimental, la densidad p, y la esfericidad @, de las

particulas se tomaran como constantes y 4,,” [®8 serd igual a la ecuacion 2.2 por la

ecuacion 3:
_ 6y . X
Y DB ppy
Ap=—2 O O Z
BsppDp1  DsppDy: (Dspp o D5y

i=1
{Area de superficie total en muestra de diferentes didmetros de particulas: ecuacion 466/

Donde los subindices equivalen a los incrementos individuales; x; = fraccibn masica en
un determinado incremento; n = namero de incrementos; Epl- = diametro medio de las

particulas tomado como media aritmética de los didmetros mayor y menor en el

incremento.

“El tamafio medio de las particulas (diametro medio) para una mezcla de las mismas, se
parametriza con la ecuacion de diametro medio volumen — superficie (D;), que relaciona

el area de la superficie especifica (4,,)” 686

D, = ———{Didmetro promedio de la superficie: ecuaciéon 5}8

Q)sAwpp
A partir de la ecuacion 5 descrita anteriormente, se obtiene la ecuacion 6 que relaciona
“el area de la superficie total en muestras de diferentes diametros de particulas con el

didmetro promedio de la superficie” (68,
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_ 1 )
D, = ——————{Area superficial y diametro promedio ponderado: ecuacién 6}!

n (i‘_l>
=1 Dpi

Una vez finalizado el tamizado, se escogieron tres vasos de precipitado de 250 mL y se

68]

llevo a cabo la preparacion de 100 mL de solucion alcalina diluida de NaOH con 0,5 %
p/v, 2 % p/vy 3 % p/v en cada uno de los vasos y luego, se pesaron 30 gramos de la
biomasa pulverizada retenida en la malla 70, la cual, abarca particulas con didmetro

medio de + 0,4 mm y se depositaron las cantidades de la siguiente manera:

e En el vaso de solucion alcalina diluida de NaOH al 0,5 % p/v se afiadio la cantidad de
5 gramos de vastago de platano (Musa paradisiaca L.) como se ilustra en la figura 22.

e En el vaso de solucidn alcalina diluida de NaOH al 2 % p/v se afiadi6 la cantidad de
10 gramos de vastago de platano (Musa paradisiaca L.) como se ilustra en la figura
22.

e En el vaso de solucidn alcalina diluida de NaOH al 3 % p/v se afiadi6 la cantidad de
15 gramos de vastago de platano (Musa paradisiaca L.) como se ilustra en la figura
22.
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Figura 22

Preparacion de las soluciones alcalinas junto con la

biomasa retenida de la malla 70

Nota. La figura representa la matriz de pretratamientos realizados

con la biomasa de la malla 70.

Con otros tres vasos de precipitado de 250 mL se preparé la misma matriz de soluciones
alcalinas diluidas de NaOH con 0,5 % p/v, 2 % p/vy 3 % p/v y se agregaron 30 gramos
de la biomasa pulverizada retenida en la malla 70 asi como se indicé en la figura 22. De
esta forma, se obtuvieron dos réplicas para el experimento con la biomasa de diametro

+ 0,4 mm empleando un total de 60 gramos en dos réplicas.

Las seis soluciones de reaccion se calentaron en la plancha de calentamiento Soxhlet
hasta alcanzar una “temperatura interna de 100 °C durante 40 minutos, segun lo
estudiado vy tipificado como condiciones légicas de experimentacion determinadas por

Saratale, G. D., et al.” [l como se ilustra en la figura 23.
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Figura 23

Calentamiento de las seis soluciones en plancha Soxhlet

Nota. La figura representa los seis ensayos de la malla 70 dentro de las

cavidades de la plancha.

Luego, se retiraron los seis vasos de precipitado de la plancha de calentamiento Soxhlet
permitiendo el enfriamiento de los mismos durante 30 minutos y con el pH — metro se
registraron los datos del pH de las seis soluciones de reaccién para el disefio
experimental. Se retir6 el material de reaccion de los seis vasos para introducirlos en
bolsas ziploc® referenciando el pH de las dos réplicas obtenidas por cada uno de los
porcentajes de las soluciones alcalinas diluidas y la cantidad de biomasa, es decir, factor
n° 1 vs factor n® 2. Por ultimo, se enjuago con jabon mas agua desionizada los seis vasos
de precipitado de 250 mL y se realizaron los anteriores ensayos utilizando el material
retenido en la malla 30 (biomasa de diametro + 1,29 mm) y 100 (biomasa de diametro +

0,18 mm) con la misma cantidad de masa (60 gramos para cada malla).

El pretratamiento de la solucién de reaccion finalizé con las muestras sobre la mesa
agitadora orbital, como se ilustra en la figura 24, fijando las siguientes condiciones en el

equipo:
e Frecuencia = 20 kHz (69,

e Potencia = 2,0 W/mL [69],
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e Tiempo de cavitaciéon = 60 minutos [69],

Figura 24

Soluciones de reaccion en la mesa agitadora orbital

Nota. La figura representa la agitacion de las muestras en la

mesa agitadora orbital.

Las 18 muestras fueron retiradas de las bolsas ziploc® y se efectud la filtracion haciendo
uso de papel filtro con embudos de laboratorio durante 24 horas como se ilustra en la
figura 25.

Figura 25

Filtracion de las muestras

Nota. La figura representa la filtracion de las muestras

pretratadas con NaOH
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Posteriormente, las 18 muestras de biomasa son insertadas en el horno para su secado
a temperatura de 60 °C durante 2 horas. En simultaneo, se tomo el pH de cada fluido
filtrado de las 18 muestras cuya tonalidad es marron dado que se encuentra gran parte
de lignina extraida de la biomasa por accién del &lcali (NaOH).

Aquellos fluidos filtrados de las muestras de biomasa que no cambiaron de pH respecto
a los datos obtenidos en el disefio experimental, son las muestras que se utilizaron para
la hidrdlisis acida. Nuevamente, se realiz0 un enfardado en bolsas ziploc®
exclusivamente de la biomasa que no tuvo variacion de pH respecto al disefio
experimental y posterior a la filtracion. Por ultimo, la biomasa se guardd en frio a
temperatura de 4 °C para la evaluacion del contenido de lignina final y el proceso de
sacarificacion acida. Las demas muestras son dispuestas adecuadamente en los

recipientes rotulados como “producto reactivo peligroso”.

5.3 Uso investigativo e industrial de la lignina removida del vastago de platano
La lignina removida durante el pretratamiento alcalino de biomasa lignoceluldsica, como
es el caso del vastago de platano (Musa Paradisiaca L.) puede tener diversas
aplicaciones y usos en diferentes industrias. “La lignina es un polimero complejo y versatil
que presenta propiedades Unicas, lo que la convierte en un subproducto valioso con
potencial para diversas aplicaciones” [’9, Algunos de los usos comunes de la lignina

removida incluyen:

1. Biocombustibles y energia: “La lignina se puede utilizar como materia prima para
la produccion de biocombustibles, como el bioetanol y el biogas, mediante procesos
de conversion termogquimicos o bioquimicos” [711,

2. Materiales compuestos: “La lignina se puede incorporar en la fabricacién de
materiales compuestos, como tableros de particulas, paneles de fibras y bioplasticos,
mejorando sus propiedades mecanicas y térmicas” [,

3. Aditivos para hormigon y cemento: La lignina puede utilizarse como un aditivo en
la industria del hormigon y el cemento, mejorando la trabajabilidad y la durabilidad del

material [71],
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4. Fertilizantes y mejoradores del suelo: “La lignina puede ser utilizada como un
componente en la fabricacion de fertilizantes y enmiendas del suelo, lo que mejora la
retencion de nutrientes y la estructura del suelo” [72,

5. Productos quimicos y materiales especiales: La lignina se puede someter a
procesos de refinamiento y modificacion quimica para obtener productos quimicos
especializados, como fenoles, resinas y materiales adhesivos 72,

6. Medicina y productos farmacéuticos: La lignina ha mostrado potencial para
aplicaciones médicas, como excipientes en formulaciones farmacéuticas y en la
liberacion controlada de farmacos (72,

7. Productos de cuidado personal y cosméticos: “La lignina se ha investigado como
un ingrediente en productos de cuidado personal y cosmeéticos debido a sus
propiedades antioxidantes y su capacidad para mejorar la estabilidad y la textura de

las formulaciones” [72,

5.4  Evaluacion del contenido de lignina después del pretratamiento alcalino

Para determinar la cantidad de lignina presente en la biomasa pretratada con NaOH, se
repitié6 el mismo método de cuantificacién de lignina utilizado antes de la hidrdlisis con
las condiciones operacionales del proceso descritas por Su, J., et al. [6%, Sluiter, A., et al.
(66 y Chen, Y., et al. [67]. Sin embargo, es vital acotar el (inico cambio existente: el uso de
la biomasa retenida en la malla 70, la cual, contiene 115,66 gramos de vastago de
platano molido y pulverizado con diametro de particula + 0,40 mm debido a que se utilizd
los parametros de la norma ASTM E11 “Standard Specification for Woven Wire Test
Sieve Cloth and Test Sieves” que establece las especificaciones y requisitos para los
tamices y las mallas utilizadas en los analisis de tamafo de particula por tamizado. El
contenido de lignina final, se ilustra en la figura 26 al obtener un peso constante de 21,83

gramos.
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Figura 26

Muestra de lignina en la

balanza luego del

pretratamiento con NaOH

Nota. La figura representa la
muestra de lignina posterior al
pretratamiento con NaOH y secada
hasta obtener el peso constante de

21,83 gramos.

Finalmente, se calcul6 el contenido de lignina después del pretratamiento al reemplazar

los pesos en la siguiente férmula:

w
% Lp = W—z + 100{Cantidad de lignina final: ecuacién 7}164
1

Donde % L = cantidad de lignina presente en la muestra final; w, = peso de la lignina

obtenida después del analisis y w; = peso de la muestra inicial.

De esta forma, se obtuvo un porcentaje de lignina inicial de:

21,83 g
*

—— =7 4100
115,66 g

%LF=
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% Lr =18,87 %

5.5 Tratamiento hidrolitico al vastago de platano

Para convertir la biomasa pretratada con NaOH en azucares fermentables, se realizo la
hidrolisis acida utilizando H2SO4 al 98% y 36 N. Para el desarrollo de la hidrélisis se
siguieron las metodologias de Brar, K. K., et al., “Enhanced hydrolysis of hydrothermally
and autohydrolytically treated sugarcane bagasse and understanding the structural
changes leading to improved saccharification” [?! como la de Li, M., Wilkins, M., “Recent
advances in polyhydroxyalkanoate production: Feedstocks, strains and process
developments” B, las cuales informan detalladamente las condiciones de operacion
como efecto que tienen los parametros de agitacion, concentracion de acido, masa y
temperatura sobre el grado de hidrdlisis del sustrato. La masa que Li, M., Wilkins, M. [3]
probaron estuvo en el intervalo de 5 gramos hasta 40 gramos y la agitacion de 100 a 250
rpm. La temperatura y el tiempo de reaccién fueron evaluados en el intervalo de 30 a 90
°Cy de 2 a 6 h, respectivamente. El tamafio de particula probado fue de 0,5 mm y para
todos los casos el volumen de reaccién fue de 50 mL. Por otro lado, Brar, K. K., et al. [,
utilizé masa en el intervalo de 22 gramos a 100 gramos y agitacion de 180 rpm. La
temperatura y el tiempo de reaccién en intervalos de 44,5 °C a 100 °C y de 3 a 12 h,
respectivamente. Segun Jimenez, D., et a.; en el ensayo “Obtencion de azlcares
fermentables mediante hidrolisis acida de Beta vulgaris L.” 73l llevd a cabo la hidrdlisis
en matraces Erlenmeyer de 125 ml que contenian 10 gramos de biomasa picada y 50
mL de H2SOas en concentraciones de 0, 0.05, 0.5, 1, 2 y 3 N. Los matraces fueron
incubados a 30 °C a 150 rpm en un agitador orbital. Después de 24 y 48 h de reaccion
se cuantifican los azucares totales y se realizaron algunas pruebas para identificacién de

xilosa.

Primero se lavaron con agua desionizada y jabon los tres matraces Erlenmeyer, los
vasos de precipitado y los embudos. Se prepar6 en los tres Erlenmeyer de 250 mL la
cantidad de 50 mL de H2SO4 en concentraciones de 0,1 N, 0,5 Ny 1 N como se ilustra
en la figura 27. El acido sulfarico se encuentra en 98 % de pureza y normalidad

equivalente a 36 N. Se realizaron los calculos correspondientes para determinar las
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cantidades de H2SOa4 de concentracion y diluirse en agua desionizada para aforar a 50

mL.

Figura 27

Preparacion de los 50 mL de
H.SO4 con las concentraciones
0,1IN, 0,5N vy 1IN

-t

Nota. La figura representa la titulacion
para la preparacion de las ftres

concentraciones de H2SOa.

Se extrajo las bolsas ziploc® de la nevera que contienen la biomasa pretratada. Luego,
se vertié en cada uno de los tres vasos de precipitado la biomasa del vastago de platano

(Musa paradisica L.) pretratada en las cantidades descritas en la tabla 2.
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Tabla 2

Cifras del vastago de platano, del tratamiento con NaOH y H>SO4

Vasos de Biomasa Concentracioén de Concentraciéon de
precipitado pretratada NaOH H2S04

1 59 0,5 % plv 0,1 N

2 10g 2,0 % plv 05N

3 159 3,0 % plv 1N

Nota. La proporcion de concentracion de H2SO4 se aplica de menor a mayor respecto a la concentracion
y biomasa pretratada

Asimismo, se adiciona en cada vaso con biomasa la solucién de H2SO4, situando las tres
soluciones de reaccion en la mesa agitadora orbital a 150 rpm durante 1 hora. Luego, se
situaron las muestras en la incubadora Unimax 1010 para lograr el mayor rompimiento
de enlaces moleculares de los polisacaridos presentes en la hemicelulosa y obtener una
solucion de monosacaridos fermentables como se ilustra en la figura 28. Se debe tener
en cuenta que la incubadora debe estar con las muestras durante 48 horas con agitacion

constante de 150 rpm y temperatura de 35 °C.

Figura 28

Incubadora Unimax 1010 con las
muestras utilizadas en la hidroélisis

acida

Nota. La figura representa las muestras en el

proceso final de la hidrélisis &cida.
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Posteriormente, se quitaron las muestras de la incubadora para realizar la filtracion
utilizando embudos y papel de filtro durante 48 horas. Luego de filtrar, se midié el pH de
los fluidos de las muestras filtradas utilizando el pH — metro. El color del fluido hidrolitico

es similar al aceite refinado como se ilustra en la figura 29.

Figura 29

Obtencion de compuestos hidroliticos

Nota. La figura representa el fluido extraido de la biomasa del vastago de
platano después de la hidrdlisis acida. El color se debe al contenido, pues, es
azucares fermentables producto del pretratamiento y tratamiento con NaOH y

H2SO04, respectivamente.

En este liquido, se encuentran los monosacaridos disueltos siendo el medio abundante
en azucar fermentable para la inoculacion de microorganismos afines a los
monosacaridos. El fluido hidrolitico (producto de la sacarificacién) se cubrié con papel
aluminio y se dejo en reposo por 5 horas para realizar la cuantificacion de azucares

mediante el método DNS.

5.6 Cuantificacién de azlcares reductores del sustrato a través del método DNS
Para determinar el contenido de azUcares reductores del sustrato generado durante la
hidrolisis acida del vastago de platano (Musa Paradisiaca L.), se aplic6 el método
experimental del acido 3,5 — dinitrosalicilico (DNS) para cada muestra de estudio como

lo estipulo el manuscrito de Miller, G.; “Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for

73



Determination of Reducing Sugar” [, en el cual, prepard concentraciones de 0 g/L, 0,5
g/L,0,79g/L,1,09g/L,1509/L,1,79g/Ly2,0qg/Lyluego afiadi6é 0,25 mL de cada soluciony
0,25 mL del reactivo DNS en tubos tapa rosca cubiertos con papel aluminio para proteger
la reaccién de la luz. El uso de DNS es un método colorimétrico para determinar
absorbancias de luz a una longitud de onda equivalente a 540 nm. Basado en la
experimentacion de Miller, G., se preparo el reactivo DNS pesando “1,6 gramos de NaOH
y situdndose en un vaso de precipitado de 250 mL previamente lavado y secado” 1.
Posteriormente, se agregdé 50 mL de agua destilada hasta disolver el NaOH
completamente, luego se aplicé 43,8 gramos de tartrato de Na — K lentamente hasta
disolverse por completo la solucién a través de agitacion magnética. Después, se anexoé
1 gramo de &cido 3,5 — dinitrosalicilico (DNS). Una vez agregado el DNS en el interior
del vaso de precipitado de 250 ml, fue importante cubrir completamente el vaso con papel
aluminio para evitar que la luz atraviese las paredes y el contenido debido a que el
reactivo DNS cambia sustancialmente al estar en contacto con la luz. En seguida, se
aford la solucién hasta 100 mL con agua destilada en un balén aforado de 100 mL y se
dej6 en agitacion durante 2 horas. Por ultimo, se envaso el reactivo en un frasco &mbar,
el cual, también tenia que estar forrado con papel aluminio evitando el contacto luminico

como se ilustra en la figura 30.
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Figura 30

Preparacion del reactivo
DNS para la cuantificacion

de azucares reductores

Rt et
Kk :Yi,"';'

Nota. La figura representa la
produccion del reactivo DNS
para efectuar la cuantificacién de

azlcares reductores.

En la preparaciéon de la solucién patron de glucosa, se utilizaron concentraciones de 1
g/L, 3g/L, 5 g/Ly8g/L como se ilustra en la figura 31 con el fin de ampliar el rango de
absorbancia y tener concentraciones a una escala compaginable con datos industriales

a diferencia de lo propuesto por Miller, G. 14
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Figura 31

Preparacion de la solucion patron de glucosa y las
concentraciones de 1 g/L, 3 g/L,59g/Ly 8g/L

Nota. La figura representa la disolucion patron de glucosa, asi como las

concentraciones

La preparacion se realizo en tubos de tapa rosca lavados, secados y cubiertos con papel
aluminio para proteger la reaccion de la luz. Se afiadié 1 mL de solucion de glucosay 1
mL del reactivo DNS. Luego, los tubos se llevaron a bafio termostéatico a 92 °C durante

5 minutos como se ilustra en la figura 32.
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Figura 32

Bafo termostatico de las
muestras en los tubos de

tapa rosca

Nota. La figura representa la fase
final de realizacion de las muestras
a introducir en el

espectrofotometro.
Se detuvo la reaccion por enfriamiento en hielo por 10 minutos y se unié 4 mL de agua
destilada a cada tubo. Se agit6 para efectuar la lectura de la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro. Para preparar el blanco de calibracion, se utiliz6 1 mL de agua y 1
mL de reactivo DNS; se sometiéo a las mismas condiciones del bafio termostatico y

enfriamiento para luego afiadir 4 mL de agua destilada.
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6. RESULTADOS

6.1 Estudio granulométrico

La solucion empieza con informacién del peso de recoleccion de la materia prima,
después de pasar por el horno, luego de molerse en la trituradora de martillos y
posteriormente por el molino de bolas. Se debe considerar que en cada fase hay pérdida
de material respecto al peso por deshumidificacion de la biomasa, desplazamiento del
material entre equipos y particulas del material suspendido o disperso en la zona de
trabajo como se ilustra en la tabla 3. Por ultimo, se justificaron los resultados presentes

con aquellos propuestos por los autores.

Tabla 3

Cifras de la materia prima en cada una de las fases del proceso

Fase del proceso Peso de la
biomasa
Recoleccion de la materia prima 2 kg
Materia prima extraida del horno 1200 g
Materia prima extraida de la trituradora de 1100 g
martillos
Materia prima extraida del molino de bolas 1000 g

Nota. En la esta tabla se informa la reduccion del peso de la recoleccion de 2 kg.

Segun lo demostrado en la operacién de los sélidos; se puede deducir de la tabla 3 que
la mayor disminucion de peso se genero después de eliminar la humedad de la biomasa
lignocelulésica, es decir, al extraerse del horno. Se determiné que, por cada kilogramo
de vastago recolectado, se dispone de 600 gramos de vastago seco al deshumidificar en
el horno. Posteriormente, al trasladar el vastago a la trituradora de martillos y retirarse
del equipo, para los ensayos realizados se desperdicié 50 gramos por dispersién de
material permaneciendo 550 gramos por cada kilogramo para un total de 1100 gramos.
Por dltimo, la biomasa se sitia en el molino de bolas y la cantidad que se extrae
postratamiento es equivalente a 500 gramos por cada kilogramo, es decir, se
desaprovechd 100 gramos por cada kilogramo al haber pérdida del material de particulas
pequefias. En conclusion, se utilizé 500 gramos de materia prima para el proceso de

tamizado e hidrolizado &cido y los 500 gramos restantes, se usaron en la caracterizacion
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de la biomasa (porcentaje de humedad, material volatil, cuantificacion de cenizas y

carbono fijo).

Para dar solucion de las masas obtenidas en cada tamiz en términos de la fraccion

masica y fraccion masica acumulada se presenta como:

e Fraccion mésica para el tamizado obtenido:

ftamizado = Mynalla 6 + Mynalla 10 + Mynalla 30 + Mynalla 70 + Mynalla 100 + Mynalla 140

+ mtapadera
{Fraccién masica para tamizaje: ecuaciéon 8}168!
ftamizado = 40,87 g + 70,21 g + 14295 g + 115,66 g + 91,65 g + 37,42 g+ 1,24 g

ftamizado =500 g
e La fraccion masica retenida de material en cada malla se calculé6 como:

malla, . . . )
———— = f,, {Fracciéon masica retenida: ecuacién 93168

f tamizado

Donde: malla, = Masa retenida por la malla en cuestion; f;,mizado = FIUjO masico total

retenido en todas las mallas en cuestion; f,;, = Fraccion masica retenida.
> Malla 6

40,87 g

= 0,08174
500 g g

Los célculos de la fraccion masica retenida para las deméas mallas se encuentran en el
anexo 1.
e El didmetro medio de las particulas fue calculado como:

Amalla n + Amalla n+1

2

= Dyarticulas {Didmetro medio de las particulas: ecuacién 10}(68l

Donde: Apqaiq » = Abertura del tamiz D,,; (mm) de la malla anterior; A;,q114 n+1 = Abertura

del tamiz D,,; (mm) de la malla posterior; D,g;ticuias = Didmetro medio de las particulas.
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> Malla 6

3,35 +3,35

> 3,35

Los calculos del diametro medio de las particulas para las demas mallas se encuentran

en el anexo 1.
e La fraccion acumulativa inferior se calculé como:
fac1 + [ = fa{Fraccién acumulativa inferior: ecuacién 11}168!

Donde: f;_; = Resultado anterior de la fraccion acumulativa inferior; f,; = Fraccién

masica retenida; f; = Fraccion acumulativa inferior.
» Tapadera (malla 0)
2,48x1073
La tapadera cuenta como resultado de la fraccion acumulativa inferior.
» Malla 140
2,48x1073 + 0,07484 = 0,07732

Los calculos de la fraccién acumulativa inferior para las demas mallas se encuentran en

el anexo 1. Los resultados generados se tabularon en la tabla 4.
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Tabla 4

Resultados del tamizado de la materia prima

Mallas | Masa obtenida | Abertura del | Fraccion Diametro medio Fraccién
en laboratorio | tamiz D, masica de las particulas | acumulativa
9) (mm) retenida x; D,; (mm) inferior a D,y;
6 40,87 3,35 0,08174 3,35 1
10 70,21 1,99898 0,14042 2,67449 0,91826
30 142,95 0,59436 0,2859 1,29667 0,77784
70 115,66 0,21082 0,23132 0,40259 0,49194
100 91,65 0,14986 0,1833 0,18034 0,26062
140 37,42 0,10414 0,07484 0,127 0,07732
Tapadera 1,24 - 2,48x1073 0,05207 2,48x1073

Nota. En la tabla se relacionan los diametros de particula y el flujo masico estatico retenido en las mallas (granulometria).
Asimismo, se observa que la malla 30 retuvo la mayor cantidad de masa y la malla 70 fue la segunda malla con mayor

masa retenida, lo cual, significa que el proceso de pulverizacién fue eficiente.



Los célculos de la masa acumulada, el porcentaje acumulado y el porcentaje retenido

para la seccion del tamizado se realizaron previamente.
e La masa acumulada fue calculada como:
My + Myyy = m {Masa acumulada: ecuaciéon 12}198]

Donde: m,,,, = Masa obtenida en laboratorio; m,,,, = Masa de la malla en cuestion; m =

Masa acumulada de la malla en cuestion.
» Malla 6
40,87 gramos
La masa de la malla 6 cuenta como masa acumulada de la malla 6.
» Malla 10
40,87 gramos + 70,21 gramos = 111,08 gramos
Los célculos de la masa acumulada para las demas mallas se encuentran en el anexo 2.

e El porcentaje acumulado se determiné como:

m 0 . . ., [68]
= = % p, {Porcentaje acumulado: ecuacién 13}

Ym

Donde: m = Masa acumulada de la malla en cuestion; Y, m = Sumatoria de todas las

masas acumuladas de las mallas; % p, = Porcentaje acumulado.

> Malla 6

40,87 gramos

100 = 8,174 9
500 gramos i %

Los célculos del porcentaje acumulado se encuentran en el anexo 2.

e El porcentaje retenido se obtuvo como:

Mitn

Ym

68]

= % p, {Porcentaje retenido: ecuacién 14}



Donde: m,,, = Masa obtenida en laboratorio; ): m = Sumatoria de todas las masas

acumuladas de las mallas; % p, = Porcentaje retenido.

> Malla 6

40,87 gramos
* 100 = 8,174 %

500 gramos

Los célculos del porcentaje retenido para las demas mallas se encuentran en el anexo

2. Los resultados generados se describen en la tabla 5.

Tabla 5

Cifras de los flujos masicos estéaticos acumulados y retenidos

Masa acumulada Porcentaje Porcentaje
(gr) acumulado retenido
40,87 8,174 % 8,174 %
111,08 22,216 % 14,042 %
254,03 50,806 % 28,59 %
369,69 73,938 % 23,132 %
461,34 92,268 % 18,33 %
498,76 99,752 % 7,484 %
500 100 % 0,248 %

Nota. En la tabla se describen los calculos acumulados de masa y los
porcentajes (granulometria). Se estim6 que entre la malla 30 y 70 se retuvo
gran cantidad de material particulado debido a que el flujo de particulas de
diametro = 0,40 mm se depositaron sobre ambos tamices. De modo que, si
se acomoda un tamiz de una malla con abertura de tamiz mayor a 0,210 mm
y menor a 0,594 mm, la separacion de material tendria una distribucién mas

equitativa
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Figura 33

Coeficiente de uniformidad y tamafio efectivo

Coeficiente de Uniformidad & Tamanfo Efectivo
120,000%
y =-0,0936x%+0,5932x%-1,2242x+ 1,0461
100,000% & R? =0,9823
80,000%

60,000%

% acumulado

40,000%

20,000%

0,000%
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Abertura del tamiz (mm)

Nota. En la gréfica se hall6 coeficiente de uniformidad y el tamafio efectivo al
estar relacionado por el porcentaje acumulado y la abertura del tamiz. Al
utilizarse tamices de abertura pequefia, se logré retener gran cantidad de
material debido a la molienda y pulverizacion del vastago de platano, logrando

un didmetro de particula pequefio y el bajo uso del reactivo NaOH.

Por medio de la ecuacién y = —0,0936x3 + 0,5932x% — 1,2242x + 1,0461 se calcul6 el
tamafo efectivo en el tamiz y posteriormente el coeficiente de uniformidad. El tamafio
efectivo corresponde a la abertura de la malla que acumula el 90% del material en un
proceso de tamizado. Es decir, las mallas tienen una abertura correspondiente, el
material que queda sobre la superficie del tamiz seran aquellas particulas de gran
tamafio que no logran filtrarse a través de la malla y otras de menor tamafio que si se
filtraran, asi que, al incrementar el diametro de abertura se retendrd menos del 90% del

material.
TE = Dy =y = 0,90
y = —0,0936x3 + 0,5932x2 — 1,2242x + 1,0461
Reemplazando datos:

0,90 = —0,0936x3 + 0,5932x2 — 1,2242x + 1,0461
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Xop = 0,1270024
TE = Dgo
TE = (0,1270024),

El coeficiente de uniformidad se define como la relacion de las aberturas de la malla que

acumula el 40% y la malla que acumula el 90%.
Ahora hallando para x = 40%:
TE = Dyy = y = 0,40
y = —0,0936x3 + 0,5932x% — 1,2242x + 1,0461
Se reemplaza datos:
0,40 = —0,0936x> + 0,5932x2 — 1,2242x + 1,0461
X0 = 0,7966335

Por ultimo, se calculé el coeficiente de uniformidad:

cU = =22 {Coeficiente de uniformidad: ecuacién 15}68l

D9O

_(0,7966335).4
~(0,1270024) 4,

= 6,27258618

El coeficiente de uniformidad obtenido evidencia que los diametros Dy, Y D, difieren en
tamafio de particula considerablemente, de manera que, no se encuentra relacién en el

didmetro de las particulas de la masa analizada en el rango Dqg Y D,y.

El analisis diferencial y acumulativo por tamizado fue calculado mediante el uso de los
datos de didmetro medio de las particulas y los porcentajes obtenidos en el analisis

acumulativo descritos en la tabla 6.
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Tabla 6

Cifras del analisis diferencial y acumulativo

Andlisis Diferencial Analisis acumulativo
Didmetro medio de las particulas % % de % de
D,; (mm) mayores menores
3,35 8,174 8,174 91,826
2,67449 14,042 22,216 77,784
1,29667 28,59 50,806 49,194
0,40259 23,132 73,938 26,062
0,18034 18,33 92,268 7,732
0,127 7,484 99,752 0,248
0,05207 0,248 100 0

Nota. En esta tabla se describen los porcentajes de mayores y menores respecto al célculo

de material retenido (granulometria).

e El porcentaje de mayores (analisis acumulativo) se calcul6 como:

% Py + % Prs1 = % Py, {Porcentaje de mayores: ecuacion 16}168!

Donde: % p, = Porcentaje retenido de la malla anterior; % p,,, = Porcentaje retenido de

la malla en cuestion; % = Porcentaje de mayores.
Pm

» Tapadera (malla 0)

99,752 % + 0,248 % = 100 %

Los calculos del porcentaje de mayores para las demas mallas se encuentran en el anexo

3.

e El porcentaje de menores (andlisis acumulativo) se calculé como:
z % P — % Pms1 = % ps{Porcentaje de menores: ecuaciéon 17}

Donde: Y, % p,, = Total del porcentaje de mayores; % p,,+, = Porcentaje de mayores de

la malla en cuestion; % ps, = Porcentaje de menores.

> Malla 6

100 % — 8,174 % = 91,826 %

68]




Los calculos del porcentaje de menores para las demas mallas se encuentran en el anexo
3. La gréfica del analisis diferencial y el analisis acumulativo por tamizado es posible

ilustrarlo en las graficas 2 y 3, respectivamente.

Figura 34

Anédlisis diferencial

Analisis diferencial

0 1 2 3 4 5 b 7 8

Diametro medio de las particulas Dy, (mm)

Nota. En esta grafica se ilustra la relacidon entre el porcentaje
de retenidos en las mallas respecto al diametro de particula
de la masa. Se denota que gran parte de la masa retenida se
encuentra en el intervalo 3y 4, los cuales, hacen referencia a
la malla 30 y 70. Esto demuestra que la biomasa tratada en
la granulometria adquiri6 un didmetro de particula muy
pequefio y la eleccion de los tamices fue la apropiada. La
tendencia de la grafica de aumentar se debe a que la malla
inicial tendrd una abertura grande permitiendo el paso de
gran cantidad de material; la disminucién de la gréafica se
debe a que el menor flujo masico quedara en las ultimas
mallas de diametros mas pequefios hasta alcanzar la

tapadera (intervalo 7 de la gréfica).
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Figura 35
Analisis acumulativo

Analisis acumulativo

0 05 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Abertura del tamiz D; (mm)

Nota. En esta grafica se ilustra la relacion entre el porcentaje

de retenidos en las mallas respecto a la abertura del tamiz.

La conversion para las unidades de % p/v de NaOH a gramos de NaOH para las tres

concentraciones se calcularon asi:

1. Concentracion de 0,5 % p/v

o p 0,5 gramos soluto NaOH 0005 R
°v " 100 mli solucion H0 gramos soluto Na

2. Concentracion de 2,0 % p/v

o p _ 2,0 gramos soluto NaOH 002 Lo Naoit
°v " 100 mli solucion H0 gramos sotuto Na

3. Concentracion de 3,0 % p/v

o p _ 3,0 gramos soluto NaOH 003 o NaOH
°v ~ " 100 mli solucion H,0 gramos sotuto Na

6.2 Justificacion de los resultados del estudio granulométrico

Los datos que fueron obtenidos en la seccion granulométrica al realizar la fragmentacion
de la biomasa (proceso anterior al pretratamiento alcalino), tuvo como objetivo reducir el
vastago de platano en un material facil de manipular dentro de los equipos y utilizar

cantidades adecuadas de compuestos quimicos. Sin embargo, los beneficios desde el
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enfoque ingenieril que se tienen al fragmentar la biomasa lignoceluldsica en trozos
pequefios es alcanzar reduccion de tamarfio de las particulas como de la cristalinidad. La
reduccién de tamafio de las particulas conduce a un aumento de la superficie de contacto
especifica y una reduccion del grado de polimerizacién, lo cual, permite el incremento en

el rendimiento de la hidrdlisis del vastago de platano.

De esta forma, la molienda y pulverizacién del vastago de platano se realizé con 2 kg de
vastago, del cual, solo se recupero 1000 g debido a la pérdida de material en el constante
transporte entre diferentes equipos, elementos de laboratorio, entre otros. Este problema
demuestra que solo se utilizo el 50 % de la biomasa total (los 2 kg de vastago de platano).
Por ende, es vital contar con equipos especializados al momento de realizar un proceso
de reduccion de solidos e investigar métodos que minimicen la pérdida de material,
teniendo en cuenta que los solidos particulados siempre se dispersan generando

pérdidas de material.

La segunda malla que mas material retuvo fue la 70 (115,66 g), la cual, cumplié con un
didmetro de particula = 0,40 mm. Este material junto con el retenido por la malla 30 y 100
(142,95 g y 91,65 g, respectivamente) fueron utilizados durante todo el proceso debido
a que se aproximaban a los diametros de particula trabajados por Saratale, G. D., et al.
(2020) ™M: el cual, utilizé biomasa de trigo que visualmente se asemejaba al vastago de
platano pulverizado. Por otro lado, Nuraya, S., Baharin, A. y Azura, R. "4, realizé un
estudio sobre el tiempo de molienda con residuos de vastago de platano. Inicialmente,
prenso la biomasa para eliminar el exceso de agua, luego deseco en un horno a 100 °C
durante 2 horas, por ultimo, molié y tamizo obteniendo particulas + 53 um, el cual, fue
util a la hora de realizar peliculas de latex que contenian particulas de vastago de platano
con mayor elongacion, resistencia a la traccién y al desgarro. Asimismo, realizaron un
pretratamiento con concentraciones bajas de NaOH. Sin embargo, para obtener
diametros de particulas tan pequefios es necesario contar con los equipos
especializados que utilizé Nuraya, S., Baharin, A. y Azura, R. [’ y respecto al presente
proyecto de valorizacién del vastago de platano, serviria para suprimir el pretratamiento
alcalino (NaOH) dado que un diametro de particula pequefio ofreceria un pretratamiento

mecanico y luego aplicarse el tratamiento acido para deslignificar y al mismo tiempo
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hidrolizar azlcares. Por otro lado, Nuraya, S., Baharin, A. y Azura, R. [’4; realiz6 el
célculo de coeficiente de uniformidad, el cual, fue alto para la relacién de la abertura de
la malla Dso a 48 horas (10,0 um) y a 78 horas (6,0 um) denotando disparidad y nula
relacion en el diametro de particula de las muestras de biomasa a 48 horas y 78 horas
debido a que la biomasa cada vez se pulveriza si dura mas tiempo moliendo. Para el
presente proyecto, la relacion de abertura de las mallas Do y Do se obtuvo un coeficiente
de uniformidad de 6,27 mm siendo disparejo el tamafio de particula entre las muestras

analizadas sin encontrarse uniformidad alguna.

6.3 Disefio experimental del pretratamiento alcalino

Para desarrollar el disefio de experimento 3x3 del pretratamiento con NaOH se tuvo en
cuenta los dos factores, cada uno con tres niveles y dos réplicas de ensayo. Las
combinaciones de tratamientos del disefio experimental 3x3 se representan
geométricamente en la grafica 4. Dado que estan presentes 3% = 9 combinaciones de
tratamientos, ocho grados de libertad entre las combinaciones de tratamientos; los
efectos principales de A (factor n° 1) y B (factor n° 2) tienen dos grados de libertad cada
uno. La interaccion AB tiene cuatro grados de libertad. Sin embargo, si hay n replicas,
habra n32 — 1 grados de libertad totales y 3%(n — 1) grados de libertad del error. Por

altimo, se justificaron los resultados presentes con aquellos propuestos por los autores.
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Figura 36

Disefio geométrico “arreglo factorial”

Arreglo Factorial
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Nota. En la gréfica se esclarece el arreglo factorial dimensional del disefio
experimental 3x3, en la cual, se toma la interaccién ejecutable entre el
factor A (Concentracion de NaOH) y el factor B (Diametro de particula)
dibujando bloques lineales al conectarse entre puntos, pero, difieren entre

cada interaccion AB reflejado en los resultados.

v' Factor n° 1: Rango de concentraciones del compuesto NaOH.

e Concentraciéon 1: 0,5 % p/v equivalente a 0,005 gramos.
e Concentracién 2: 2,0 % p/v equivalente a 0,02 gramos.
e Concentracién 3: 3,0 % p/V equivalente a 0,03 gramos.

v' Factor n° 2: Cantidad de biomasa (flujo masico estatico) para diferentes diametros de

particula.

e Cantidad de biomasa (flujo masico estatico) n° 1. 142,95 gramos y diametro 1,29

mm en malla 30.

e Cantidad de biomasa (flujo masico estatico) n° 2: 115,66 gramos y diametro 0,40

mm en malla 70.
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e Cantidad de biomasa (flujo mésico estatico) n° 3: 91,65 gramos y didmetro 0,18 mm

en la malla 100.

En el disefio experimental 3x3 entre el factor A de concentraciones del compuesto NaOH
vs el factor B de los didmetros de particula descrito en la tabla 7, se realizé mediciones
de pH y el posible efecto que genera las concentraciones de NaOH en variaciones de
diametros de particula de la pulverizacion del vastago de platano (Musa paradisiaca L.)
previamente tamizado, de tal forma que, se establecié un pH aproximadamente neutro
comprendido entre 7,0 y 7,1 para una correcta deslignificacion, ademas de conocer el

diametro de particula adecuado para una eficiente hidrolisis &cida.

Tabla 7

Factores Ay B como variables manipulables

Factores
A B
Concentracion Diametro de particula

NaOH (q) (mm)
1,29

0,005 0,4
0,18

1,29

0,02 0,4
0,18

1,29

0,03 0,4
0,18

Nota. En esta tabla se abarca las principales
caracteristicas que conforman al factor A y B de
manera independiente. Sin embargo, al ser un disefio
factorial sera eficiente la interaccion entre los factores,
evitando conclusiones erréneas respecto a los

posteriores célculos de pH.
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Tabla 8

pH de los ensayos realizados en la etapa de pretratamiento con NaOH

Fase: Pretratamiento NaOH sin
. - Factor A
filtracion

Factor B Concentracion NaOH (g)
Didmetro de particula (mm) 0,005 0,02 0,03
6,41 6,92 7,14
1,29 6,46 6,97 7,18
04 6,49 7,09 7,19
' 6,52 7,11 7,27
6,56 7,16 7,3
0,18 6,62 7,19 7,35

Nota. En esta tabla se encuentran las estimaciones del pH durante el pretratamiento

con NaOH para separar la lignina, sin haber realizado la filtracion.

Por otro lado, el material que presento cambios de pH posterior a la filtracion de la
biomasa, se estipula en la tabla 9, siendo el primer ensayo entre el didmetro de particula

+ 0,4 mm y las concentraciones de NaOH de 0,005 g, 0,02 g y 0,03 g; las muestras que

no cambiaron de pH.
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Tabla 9

pH de los ensayos filtrados

Fase: Pretratamiento NaOH
. Factor A
filtrado
Factor B Concentracion NaOH (g)
Didmetro de particula (mm) 0,005 0,02 0,03
6,38 6,88 7,08
1,29 6,42 6,91 7,08
04 6,49 7,09 7,19
' 6,53 7,14 7,32
6,59 7,2 7,33
0,18 6,66 7,25 7,38

Nota. En la tabla se evidencia en color verde la Gnica réplica del ensayo entre
0,4 mm y las concentraciones de NaOH sin cambios en el pH respecto a la
tabla 8 (pretratamiento NaOH sin filtracion). El propdésito de la filtracién es
eliminar trazas de NaOH y retener el compostaje de biomasa. La reduccion
del pH se debe a la remocion de NaOH al quedar retenida en la biomasa con
el papel filtro, mientras que, el aumento de pH puede ocurrir cuando trazas

pequefias de NaOH siguen disolviéndose y logran traspasar el papel filtro.

La biomasa que no presento variacién de pH en la etapa de filtrado del pretratamiento
fue el ensayo n°l entre el didmetro de particula 0,4 mm (factor B) y las respectivas
concentraciones de NaOH (factor A). Por ultimo, se almacenaron en bolsas ziploc® a
temperatura de 4 °C. El motivo por el cual se analiz6 el pH como variable de respuesta
de cada ensayo en una matriz de disefio experimental con variables controlables como
el diametro de particula y las concentraciones de NaOH se debe a la importancia de no
exceder altas concentraciones alcalinas, ya que la biomasa puede degradar y
descomponer los polisacaridos. Para evitar la formacién de inhibidores, el pH debe
mantenerse entre 7,0 y 7,1 durante el pretratamiento. Mantener este rango de pH mini-
miza la formacion de productos de degradacion que pueden seguir catalizando el

material celuldsico durante el pretratamiento.

Las hipotesis nula y alternativa planteada para los factores Ay B como para la interaccion

AB del disefio factorial 3x3 se describe a continuacion:

v Hipotesis para el factor A.
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1. Hipotesis nula [H,_4 = Concentracion NaOH(g)]: El factor A no afecta la

disminucioén ni el incremento de la variable de respuesta.

2. Hipétesis alternativa [H,_, = Concentraciéon NaOH(g)]: El factor A si altera la

variable de respuesta.
v Hip6tesis para el factor B.

1. Hipotesis nula [H,_p = Diametro de particula(mm)]: El factor B no afecta la

disminucién ni el incremento de la variable de respuesta.

2. Hipotesis alternativa [H,_,z — Diametro de particula(mm)]: El factor B si altera la

variable de respuesta.
v Hipotesis para la interaccion de factores AB.

1. Hipotesis nula [Hy_45]: La interaccion de los factores “Concentracion NaOH (g)” y
“Diametro de particula (mm)” reduce la variable de respuesta cuando disminuye el
factor A como el incremento del factor B. Asimismo, si el factor A aumenta y el factor

B decrece, la variable de respuesta se eleva.

2. Hipotesis alternativa [H,_ 45]: La interaccion de los factores “Concentracién NaOH

(9)” y “Diametro de particula (mm)” solo disminuye la variable de respuesta.

El disefio experimental factorial 3x3 = 32 se realizd en el programa Minitab (2023); un
software disefiado para ejecutar funciones estadisticas basicas y avanzadas. El resumen
de las variables se describe en la tabla 10 y la solucién en Minitab se indica en la tabla
11.
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Tabla 10

Resumen del disefio factorial

Disefo factorial de multiples niveles
Resumen del diseiio

Factores 2 Réplicas 2

Corridas 9 Total, de 18
base corridas

Bloques base | 1 Total, de 1
bloques

Numero total de niveles = 3x3
Nota. En esta tabla se informan las variables y

réplicas corridas en Minitab.

Tabla 11

Anélisis de la varianza

Fuente GL SC MC Valor | Valor | Observacion
ajustado ajustado F P
Modelo 8 | 1,85664 | 0,232081 |196,12| 0,0 H, =
Rechazada
Lineal 4 | 1,85109 | 0,462772 |391,08| 0,0 Hy =
Rechazada
Concentracion NaOH | 2 1,75008 | 0,875039 | 739,47 | 0,0 Hy =
(9) Rechazada
Diametro de particula | 2 | 0,10101 | 0,050506 | 42,68 0,0 Hy =
(mm) Rechazada
Interacciones de 2 4 | 0,00556 | 0,001389 | 1,17 | 0,384 Hy =
términos Aceptada
Concentracion NaOH | 4 | 0,00556 | 0,001389 | 1,17 | 0,384 Hy =
(g) + Didmetro de Aceptada
particula (mm)
Error 9 | 0,01065 | 0,001183 -- -- --
TOTAL 17 | 1,86729 -- -- --

GL = Grados de Libertad; SC = Suma de Cuadrados; MC = Medios Cuadrados.

Nota. En la tabla se retrata los resultados generados en Minitab, los cuales, ayudan a determinar si se
acepta en las interacciones juntas de los factores o cada factor independiente, las corridas estudiadas por
Minitab (hipotesis nula o alternativa), sin embargo, se observé en los resultados de los factores
independientes un rechazo de las hip6tesis nulas; excepto en la corrida de ambas interacciones (AB) que

la hip6tesis nula es aceptada.
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Segun los resultados obtenidos en el analisis de la varianza del disefio experimental
factorial 3x3, se puede concluir que se rechaza las hipétesis nulas y se acepta las
hipétesis alternativas tanto para el factor A denominado “Concentracion NaOH (g)” como
para el factor B denominado “Diametro de particula (mm)” debido a que, los resultados
del “Valor P” son iguales a cero, por ende, menores a Alpha (a). Por consiguiente, el
factor A es significante e impacta sobre la variable de respuesta porque su “Valor P” es
menor que la significancia (a). De igual forma, el factor B es significante e impacta sobre

la variable de respuesta ya que su “Valor P” es menor que la significancia (a).
Para el factor A se informa el “Valor P” de la siguiente manera:
Valor Popactora = 0
a = 0,05
Valor Popactora < @
Hy,.,4 = rechazada - H;_, = aprobada
Para el factor B se informa el “Valor P” de la siguiente manera:
Valor P_pactors = 0
a = 0,05
Valor Popactorg < @
Hy,_p = rechazada - H,_,z = aprobada
Para la interaccion de los factores A + B se informa de la siguiente manera:
Valor P45 = 0,384
a = 0,05
Valor P 5 >

Hy,_ 45 = aprobada - H,_, 45 = rechazada
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Figura 37

Diagrama de Pareto

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Replica de pH; a = 0,05)

Término 2.26

| Factor Nombre
A Concentracion NaOH (g)
B Diametro de particula (mm)

AB

0 5 10 15 20 25 30 35
Efecto estandarizado

Nota. En este diagrama se ilustra la relacion — interaccion entre los factores
A, B y AB sobre la variable de respuesta. En el diagrama de Pareto se ilustra
el efecto del factor A, B y AB respecto a la variable de respuesta con un Alpha
equivalente a 0,05. Se evidencia la importancia que genera el factor Ay B al
sobrepasar el umbral 2,26. Sin embargo, el factor AB como interaccion, no

causa mayor influencia sobre la variable de respuesta.
Respecto a la grafica 5 y el calculo para el “Valor P”, la interaccion de los factores A + B
arrojé como resultado 0,384 para el “Valor P”, lo que significa que es mayor al Alpha (a)
de la gréfica 5 arrojado por Minitab. Por tanto, no existe interaccion entre los dos factores

descartando su impacto y significancia sobre la variable de respuesta. Asimismo, se

acepta la hipétesis nula y se rechaza la hip6tesis alternativa.
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Figura 38

Efectos del factor Ay B

Gréfica de efectos principales para Replica de pH
Medias ajustadas

Concentracion NaCH (g) Diametro de particula (mm)
7.3
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el
7.0
6,9
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6,7
6.6

6,5
0,005 0,020 0,030 018 040 1.29

Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.

Nota. En esta gréfica se registra el dominio que genera el factor A sobre
la variable de respuesta, mientras que, se evidencia nulo dominio del

factor B sobre la variable de respuesta.

En la grafica 6 ilustra la influencia que genera el factor A (concentracion NaOH) respecto
a la variable de respuesta (réplica de pH). Al efectuarse un incremento de NaOH en el
pretratamiento de la biomasa, se removera gran parte de lignina presente en el vastago
de platano (Musa paradisiaca L.). Sin embargo, un aumento desmedido de NaOH
elevaria la alcalinidad (pH > 8) de la biomasa considerandose un medio cada vez mas
bésico. Esta condicion seria altamente abrasiva y hostil para realizar una inoculacion de

Ralstonia Eutropha en el medio pretratado.

En cuanto al factor B (didmetro de particula), la influencia que ejerce sobre la variable de
respuesta (réplica de pH), marca una variabilidad minima debido a que la molienda del
vastago de platano (Musa paradisiaca L.) siempre debe ser triturado para facilitar el
manejo del material en el proceso de pretratamiento con NaOH y extraccion de los
azucares (hidrolisis enzimatica). No obstante, un didmetro de particula superior a 1,29
reducira el pH si se utiliza concentraciones bajas de NaOH, puesto que, para particulas

grandes el rompimiento de enlaces se dificulta. En cambio, si el diametro de particula es
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menor a 1,29 aumentarda el pH si se utiliza concentraciones moderadas de NaOH ya que
el rompimiento de enlaces en particulas pequefas y/o finas es mayor para bases como
NaOH.

Figura 39

Interaccion de las réplicas de pH

Grafica de interaccidn para Replica de pH
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Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.

Nota. En esta gréfica se relaciona la variable de respuesta con las variables

manipuladas

En la grafica 7 se describe que la interaccion entre los factores A y B es de baja
consideracion para la variable de respuesta debido a que la concentracion de NaOH
efectia cambios sustanciales sobre el pH de la biomasa independientemente del
diametro de particula que se utilice. Por tanto, se debe tener en cuenta el estudio de otro
factor que influya al modelarlo con el factor A.
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Figura 40

Residuos de la distribuciéon de las frecuencias

Graficas de residuos para Replica de pH
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Nota. En esta grafica se evidencia la distribucién y normalidad de la variable de respuesta. En
la “Grafica de probabilidad normal” se ilustra un efecto de ajuste de puntos sobre la recta que,
junto con el “Histograma”, se marca una tendencia de distribucién normalizada lo que permite
asumir la relevancia de los resultados del disefio descritos en el andlisis de varianza. En la
grafica “Residuo vs orden” se observa un intervalo de inflexion en el orden de observacion
entre 8,5 y 9,5 ocasionando un cambio en la varianza, de modo que, es posible ampliar el
estudio para deducir otros factores que puedan intervenir en la experimentaciéon ocasionando

variabilidad en el disefio.

6.4 Justificacién de los resultados del disefio experimental

El pretratamiento alcalino realizado al vastago de platano (Musa Paradisiaca L.) fue
esencial para remover la lignina (componente estructural clave que constituye una parte
significativa de la biomasa) y la hemicelulosa. Al extraer la lignina y hemicelulosa, se da
paso a la descomposicion y fermentacidon de los componentes celuldsicos en azucares
a través del proceso de hidrdlisis acida. De manera que, al analizar el pH de diferentes
muestras pretratadas con NaOH, se logroé obtener un margen aceptable de neutralidad

en todas las muestras, por ejemplo, antes de filtrar las muestras pretratadas se midi6 el
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pH con rangos entre 6,41 a 7,35 y después de filtrar, las muestras tuvieron un pH entre
6,38 a 7,38. Por otro lado, los ensayos de una réplica de biomasa con diametro + 0,4 mm
no variaron en pH como se ilustr6 en la tabla 9 en color verde. Las mediciones del pH
son cruciales en el pretratamiento alcalino al vastago de platano dado que mantener
valores cercanos a la neutralidad garantiza que la reaccion alcalina se ejecute de forma
adecuada permitiendo que la lignina y hemicelulosa se descompongan adecuadamente.
Un pH excesivamente alcalino demuestra el uso de altas concentraciones de NaOH lo
qgue produce una hidrdlisis alcalina, la cual, conlleva a la degradacion y descomposicién
de polisacaridos como la aparicion de inhibidores como furfurales, acidos organicos,
ligninasolventes, silice soluble y diversos compuestos fendlicos que reducen la eficiencia

del proceso hidrolitico y fermentativo.

De esta forma, los resultados obtenidos en el pretratamiento es un simil del proceso
alcalino aplicado por Saratale, G. D., et al. I, en el que alcanzaron pH neutro para
realizar la sacarificacién de la biomasa de trigo en polisacaridos fermentables a través
de una hidrdlisis enzimatica con el hongo Trichoderma reesei, cuya supervivencia se da
en un medio de pH entre 6 a 8. De esta forma, los resultados obtenidos en el
pretratamiento alcalino del vastago de platano con el pH descrito en la tabla 9 en color
verde, es util para reproducir el proceso en una hidrolisis enzimatica, es decir, la

conversion de la celulosa en azUcares fermentables.

6.5 Caracterizacion quimica del vastago de platano

El andlisis quimico proximal se realizé para cuantificar el porcentaje de humedad,
material volatil, cenizas y carbono fijo seleccionando biomasa de las mallas 30, 70 y 100.
El propésito de realizar 3 ensayos es obtener un rango de andlisis amplio de cada
caracterizacion para diametros de particula de + 1,29 mm, + 0,40 mm y = 0,18 mm. Por
ultimo, se promedio los resultados experimentales de la caracterizacion quimica proximal
del vastago de platano, se analizaron y se justificaron respecto a resultados propuestos

por los autores. Por otro lado, los calculos realizados se encuentran en el anexo 4.
e Porcentaje de humedad.

Se calcula con la norma ASTM E 871-82, la cual, estandariza los pasos para calcular el
porcentaje de humedad y se ajusta a las condiciones del presente proyecto:
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Pesar tres cajas de Petri previamente calentadas a una temperatura de 103 °C por

un tiempo de 40 minutos y registrar cada peso.

Pesar 20 gramos de biomasa (flujo masico estatico) retenida por cada malla de 30,
70 y 100 agregando el material en cada una de las cajas de Petri. De esta manera,

se realizaron tres ensayos para determinar posibles cambios.

Registre el peso de las tres cajas de Petri con el contenido de biomasa (flujo masico

estatico).

Lleve las cajas de Petri a la mufla a 103 °C por 40 minutos permitiendo la

deshumidificacién de la biomasa agregada.

Retiré de la mufla las cajas de Petri con las muestras y permita que se enfrien durante

30 minutos y registre el peso de cada una.

. Calcule el porcentaje de humedad para los tres ensayos y dictamine las variaciones

existentes.

Tabla 12

Resultados del porcentaje de humedad

Caja de Numero de | Diametro medio de particulas (D,;) | Porcentaje de
Petri malla mm humedad
1 30 + 1,29 17,39 %
2 70 + 0,40 17,51 %
3 100 +0,18 17,66 %
Promedio del porcentaje de humedad 17,52 %

Nota. En esta tabla se presentan los resultados del porcentaje de humedad para tres muestras de vastago

de platano (Musa Paradisiaca L.). Los célculos se encuentran en el anexo 4.

Material volatil.

Se calcula por medio de la norma ASTM E 872-82, la cual, estandariza los pasos para

calcular el material volatil y se ajusta a las condiciones del presente proyecto:

1. Pesar tres crisoles vacios sin desecar y registrar los datos obtenidos.
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2. Situar los tres crisoles en la mufla a una temperatura de 950 °C durante 20 minutos
hasta eliminar la humedad y finalmente registrar el peso.

3. Extraer los tres crisoles de la mufla permitiendo que se enfrien durante 10 minutos y
luego agregar a cada uno 20 gramos de biomasa (flujo masico estético) retenida en
las mallas 30, 70 y 100. De esta manera, se realizaron tres ensayos para determinar
posibles cambios. Posteriormente, pesar el contenido y escribir los datos.

4. Nuevamente conduzca los tres crisoles con la biomasa al interior de la mufla y caliente
a una temperatura de 950 °C durante 20 minutos.

5. Retire los crisoles de la mufla accediendo al enfriamiento durante 10 minutos y
registre el peso de cada uno.

6. Calcule el porcentaje de material volatil para los tres ensayos.

Tabla 13

Resultados del material volatil

Crisol Numero de Didametro medio de particulas (ﬁpi) Material volatil
malla mm
1 30 + 1,29 53,70 %
2 70 + 0,40 57,80 %
3 100 + 0,18 55,35 %
Promedio del material volatil 55,62 %

Nota. En esta tabla se presentan los resultados del material volatil para tres muestras de vastago de

platano. Los célculos se encuentran en el anexo 4.

Cuantificacion de cenizas.

Se calcula mediante el uso de lanorma ASTM E 1755 — 95, la cual, estandariza los pasos

para cuantificar las cenizas y se ajusta a las condiciones del presente proyecto:

1.

2.

Caliente los tres crisoles en la mufla a una temperatura de 950 °C durante 20 minutos.

Retire los crisoles de la mufla y tome los datos del peso cuando se encuentren frios.
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3. Pesar 20 gramos de biomasa (flujo masico estético) retenida en cada malla de 30, 70
y 100 agregando el material en los crisoles. De esta manera, se realizaron tres

ensayos para determinar posibles cambios.
4. Pesar los tres crisoles con las cantidades de biomasa.
5. Llevar los tres crisoles a la mufla por 2 horas a temperatura de 575 °C.
6. Sacar los tres crisoles de la mufla y pesarlos.

7. Calcular el porcentaje de cenizas para los tres ensayos denotando las variaciones

gue existan entre cada ensayo.

Tabla 14

Resultados de la cuantificacidon de cenizas

Crisol Numero de | Diametro medio de particulas (D,;) Cenizas
malla mm

1 30 + 1,29 28,91 ¢

2 70 + 0,40 24,69 g

3 100 +0,18 11,14 g

Promedio de la cuantificacion de cenizas 21,58 g

Nota. En esta tabla se presentan los resultados de la cuantificacion de cenizas para tres muestras de

vastago de platano. Los célculos se encuentran en el anexo 4.
e Carbono fijo.

El carbono fijo, en el contexto del analisis proximal, se refiere a la fraccion de carbono
presente en una muestra de biomasa o alimento que no se volatiliza ni se pierde como
gases durante el proceso de calentamiento a alta temperatura en un ambiente sin
oxigeno. El carbono fijo se obtiene mediante la resta de los célculos realizados con

anterioridad al 100 %.
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Tabla 15

Resultados del carbono fijo

Ensayos Numero de Diametro medio de particulas (Epi) Carbono fijo
malla mm
1 30 + 1,29 42,95 %
2 70 + 0,40 15,66 %
3 100 + 0,18 7,50 %
Promedio del carbono fijo 22,04 %

Nota. En esta tabla se presentan los resultados del carbono fijo para tres muestras de vastago de platano.

Los célculos se encuentran en el anexo 4.

6.6  Justificacion de los resultados de la caracterizacién quimica del vastago de
platano

El analisis proximal del vastago de platano se desarroll6 para calcular el porcentaje de
humedad, material volatil, cuantificacion de cenizas y carbono fijo para tres muestras de
diferente malla previamente tamizadas para ampliar el rango y tener plena confiabilidad
al realizar mas de un célculo. No se utilizé6 biomasa pretratada con NaOH ni hidrolizada
ya que el analisis proximal se realiza con el material virgen y en seco. Por ultimo, se
promediaron los resultados experimentales del andlisis proximal y se obtuvo un
porcentaje de humedad equivalente al 17,52 %, lo cual, representa una alta cantidad de
agua en el vastago de platano. Es por esta razén que es necesario fragmentar y desecar
el vastago de platano, debido a su alto contenido de humedad requiriendo mayor energia
para secar el material. Realizar un tratamiento mecanico de molienda a biomasa
humedad es un paso importante para evitar la proliferacion de microorganismos
contaminantes como hongos y E. Coli que interfieran negativamente en el proceso de
fermentacién. Respecto al material volatil se obtuvo un 55,62 %, lo cual, demuestra que
el vastago de platano contiene componentes que se volatilizaron durante el proceso de
calentamiento a alta temperatura en un ambiente sin oxigeno desprendiéndose en gases
y vapores. La composicion de la fraccion de componentes volatiles presentes en el
vastago de platano puede incluir agua, compuestos organicos volatiles, dioxido de

carbono, metano, &cidos organicos, entre otros compuestos dependiendo de la
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naturaleza del material y las condiciones del andlisis. La cuantificacion de cenizas se
promedi6 en un 21,58 g presente en el vastago de platano, lo cual, se concluye que gran
parte de la biomasa estudiada contiene un 38,80 % de material inorganico o mineral cuya
composicion es calcio, magnesio, fosforo, potasio, hierro, zinc, entre otros; y el 61,20 %
restante es parte de la fraccion del material volatil ya que las cenizas de un andlisis
proximal es el proceso por el cual se calcina a alta temperatura la biomasa para eliminar
la materia orgénica, incluyendo grasas, proteinas, carbohidratos y otros componentes
volatiles. Por ultimo, el porcentaje de carbono fijo fue de 22,04 % lo que representa un
alto contenido de carbono organico que permanece después de eliminar los

componentes volatiles y materia organica.

Cabe informar que el analisis proximal incluye la determinacion de varios componentes
fundamentales, como humedad, cenizas, proteinas, grasas, carbohidratos, fibra y
carbono fijo. La suma de todos estos componentes constituye el 100% de la composicién
de la muestra, sin embargo, no se calcularon proteinas, grasas, carbohidratos ni fibra; al
sumar cada ensayo individual (sin tomar en consideracion el promedio) se tiene
aproximadamente el 90 % del estudio proximal, siendo el 10 % restante el equivalente a
lo que no se calculd. El promedio de lo calculado sélo se utilizé como eje de referencia

para estandarizar el analisis proximal del vastago de platano.

6.7 Cuantificacion de los azucares de la biomasa sin hidrolizar
La base de calculo para hallar las concentraciones a partir de 50 gramos de glucosa al
98 % del recipiente de fabricacién cuyo contenido es 1000 mL se describe a continuacion:

SO%glucosa — 1000 ml

x = 100 mL

100 mL * SO%glucosa
1000 mL

X =

x=5 %glucosa al 98 %
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Se utilizaron 5 gramos de glucosa al 98 % para diluir en 100 mL del balén aforado con
agua desionizada. La preparacion de las cuatro concentraciones de la solucién patrén

de glucosa se calcularon de la siguiente forma:
1. Concentracion n® 1
GV = GV,

50% glucosa * V; = 1%* 50 ml

1250 ml
V= —F—
50% glucosa

Vi = 1 mL de glucosa de patron
2. Concentracion n® 2
GV =GV,

50% glucosa *V; = 3%* 50 ml

3 % * 50 ml
V= —F—
50% glucosa

Vi = 3mlL de glucosa de patron
3. Concentracioén n°® 3
GV =GV,

50% glucosa *V; = 5%* 50 ml

5 % * 50 ml

Vy=—2
1 9

SOZ glucosa

Vi = 5mlL de glucosa de patrén
4. Concentracion n° 4
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C1Vy = GV,
50% glucosa *V; = 8% * 50 ml

g
v, = 7 50 ml
50% glucosa

Vi = 8mL de glucosa de patron

Tabla 16

Cifras para la elaboracion de la curva patrén de glucosa (ensayo sin

hidrolizar)
Concentraciones

Reactivos | Blanco 1g/L 3g/L 5g/L 8 g/L

Glucosa -- 1mL 1mL 1 mL 1mL
Agua 1mL -- -- -- --
DNS 1mL 1mL 1mL 1 mL 1mL
Agua 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL

destilada

Nota. En esta tabla se informa las cantidades necesarias de cada componente
quimico para estandarizar y/o establecer la curva de patrén de glucosa.

La lectura de la absorbancia de las concentraciones de glucosa realizadas a patrtir del

patrén de glucosa, esta en la tabla 17. En la grafica 9 esta la curva patron de glucosa.
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Tabla 17

Absorbancia de las concentraciones

de glucosa (ensayo sin hidrolizar)

Datos arrojados en el
espectrofotometro
Concentraciones | Absorbancia

Blanco 0,000
1g/L 0,391
3g/L 0,528
5g/L 1,283
8 g/L 1,499

Nota. En esta tabla se encuentran los datos
que arrojo el espectrofotémetro respecto a la
calibracion con el blanco vy |las

concentraciones de glucosa.

Figura 41

Curva patron de glucosa (ensayo sin hidrolizar)
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Nota. En la gréfica se representa la curva patron de glucosa sin diluir

las soluciones preparadas con glucosa.

Para evitar desviaciones erréneas en la toma de datos de la absorbancia con el
espectrofotometro, se realizaron diluciones de las soluciones de glucosa de ¥ debido a
gue algunas pruebas arrojaron cifras mayores a 1. De esta manera, se obtiene la

medicion de la absorbancia en los rangos de 0 a 1; en el cual, el valor 0 indica que no se
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absorben rayos de luz y 1 sefiala la absorcion de rayos de luz. La tabla 18 confirma los

célculos obtenidos y la grafica 10 informa la curva patron de glucosa diluida.

Tabla 18

Absorbancia diluida al % de las
concentraciones de glucosa (ensayo

sin hidrolizar)

Datos diluidos ¥4
Concentraciones Absorbancia
Blanco 0,000
1qg/L 0,137
3g/L 0,374
5g/L 0,597
8 g/L 0,996

Nota. En esta tabla se encuentran los datos
de absorbancia diluida respecto a las
absorbancias arrojadas por el

espectrofotometro de la tabla 17.

Figura 42

Curva patron de glucosa diluida % (ensayo sin hidrolizar)
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Nota. En esta grafica se representa la curva del patron de glucosa con

las soluciones diluidas.
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Tabla 19

La lectura de la absorbancia de las concentraciones de monosacaridos presentes en las

tres muestras del sustrato hidrolizado del vastago de platano se describe en la tabla 19.

Absorbancia de las concentraciones de azucares de la

biomasa (ensayo sin hidrolizar)

Datos arrojados en el espectrofotometro
Vasos de Concentraciones | Absorbancia
precipitado
-- Blanco 0,000
1 X 0,511
2 E 1,276
3 F 2,121

Nota. En esta tabla se encuentran los datos que arrojé el
espectrofotbmetro respecto a la calibracion con el blanco y las

concentraciones de azlcar en el sustrato sin dilucion.

Para evitar desviaciones erréneas en la toma de datos de la absorbancia con el
espectrofotometro, se realizaron diluciones de las soluciones del sustrato de vastago de
platano (Musa Paradisiaca L.) de ¥4 debido a que algunas daban mayor a 1. De esta
manera, se obtiene la medicion de la absorbancia en los rangos de 0 a 1; en el cual, el
valor 0 indica que no se absorben rayos de luz y 1 sefiala la absorcion de rayos de luz.
La tabla 20 confirma los célculos obtenidos.

Tabla 20

Absorbancia diluida al ¥4 de las concentraciones de

azucares de la biomasa (ensayo sin hidrolizar)

Datos diluidos Y4
Vasos de Concentraciones | Absorbancia
precipitado
-- Blanco 0,000
1 X 0,207
2 E 0,567
3 F 0,901

Nota. En esta tabla se encuentran los datos de absorbancia diluida.
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Al graficar los datos y determinar la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion
(R?), se observa un valor equivalente a 0,9989 en la grafica 10; mientras que, en la
grafica 9 se obtiene un coeficiente de correlacién (R?) de 0,9312. Motivo por el cual se
utiliza la ecuacién de la recta de la grafica 10 al ser mayor que el arrojado en la grafica
9. Un coeficiente de correlacion cercano a 1 indica perfecta correlacion entre los datos al
relacionar la concentracion con la absorbancia y alta confiabilidad en los datos obtenidos,
asi como un procedimiento experimental efectivo al preparar las soluciones de analisis,
es decir, se alcanzan las cantidades estipuladas, protegiendo las muestras de la luz
natural. La ecuacion de la recta obtenida por regresién lineal en la grafica 10 es la
herramienta esencial para la determinacion de la concentracion de azucares reductores
en las muestras. Se despej6 la variable de concentracion en funcion de la absorbancia,
siendo la variable X la concentracion respecto a la variable Y como la absorbancia. La

ecuacion de la recta esta parametrizada para cada variable X, E y F como:
y = 0,1228X + 0,0034
y = 0,1228E + 0,0034
y = 0,1228F + 0,0034

Reemplazando los datos de las lecturas de la absorbancia sin diluir de la tabla 19 y las
lecturas de las absorbancias diluidas de la tabla 20, respecto a las ecuaciones de la recta,;

se notifica en la tabla 21 los datos correspondientes.

113



Tabla 21

Concentraciones obtenidas de la regresion lineal
(ensayo sin hidrolizar)

Datos arrojados en el espectrofotometro
X E F
4,13 10,36 17,24

Datos diluidos ¥4
X E F
1,66 4,59 7,31
Nota. En esta tabla se encuentran los datos hallados para

las literales de la tabla 19 y 20.

Los datos diluidos al ¥4 y aquellos arrojados en el espectrofotdmetro tienen disparidad
respecto a la cantidad de azucares registrados. Sin embargo, se debe considerar como
calculo con menor margen de error los adquiridos por dilucién al encontrarse en el rango
de aceptacion del régimen de linealidad sin alta dispersion al ingresarlos en la tabla 20

para tabular en la tabla 22 e ilustrar la linealidad en la gréfica 11.
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Tabla 22

Absorbancia diluida al ¥4 con las
concentraciones de glucosa y azucar

de la biomasa (ensayo sin hidrolizar)

Concentraciones Absorbancia
Blanco 0,000
1g/L 0,137
1,66 g/L 0,207
3 g/L 0,374
4,59 g/L 0,567
5 g/L 0,597
7,31 g/L 0,901
8 g/L 0,996

Nota. En esta tabla se encuentran las cifras
de las diluciones ¥ para las concentraciones
de glucosa y en color verde, Ilas
concentraciones de azlcar en el sustrato
tedrico. La informacion muestra la efectividad
de los tratamientos como el alto contenido en

azucares fermentables.

Figura 43

Curva de distribucion lineal (ensayo sin hidrolizar)
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Nota. En esta grafica se representa la curva del patron de

glucosa y azlcares reductores del sustrato diluidas.
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Por ultimo, las concentraciones diluidas al ¥4 determinadas experimentalmente deben

multiplicarse por el factor aritmético de 4. Los resultados que se generan son las

concentraciones reales como aparece en la tabla 23.

Tabla 23

Concentraciones finales del ensayo sin hidrolizar

Concentraciones Concentraciones reales
diluidas Y4 tedricas de azucar
1,66 g/L 6,64 g/L
4,59 g/L 18,36 g/L
7,31 g/L 29,24 g/L

Nota. En esta tabla se especifican las concentraciones

diluidas ¥4 tedricas y las concentraciones reales de azucar

una vez es multiplicado por el factor 4. Es posible considerar

la existencia de alto contenido de azlcares del vastago de

platano sin realizar hidrélisis de la misma.

6.8 Cuantificacién de los azlicares de la biomasa hidrolizada

Las cantidades de acido sulfarico presentes en cada uno de los ensayos para las

concentraciones de H2S0a4 se informan en la tabla 24.

Tabla 24

Cantidades para preparar la hidrdlisis &cida

Vasos de Biomasa pretratada | Concentracion de Concentracion de
precipitado NaOH H2S04

1 59 0,5 % plv 0,1 N

2 10 g 2,0 % piv 0,5N

3 159 3,0 % plv 1N

Concentracion del fabricante H2SO4 98 %

36 N

Nota. En esta tabla se encuentran las concentraciones de los reactivos utilizados.

Vaso de precipitado n° 1
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Vaso de precipitado n° 2

Vaso de precipitado n° 3

La base de calculo para hallar las concentraciones a partir de 50 gramos de glucosa al

98 % del recipiente de fabricacion cuyo contenido es 1000 mL:

X =

GV, =GV,
36 NxV; =0,1N *250mL

v _250mL*0,1N
1= 36 N

V1 = 0,69 mL H2504

C1V1 = 62V2
36 NxV; =05N %250 mL

v _250mL*0,5N
1= 36 N

V1 = 3,4‘7 mL H2504

GV, =GV,
36 NxV; =1N x250mL

v _250mL*1N
1= 36 N

V, = 6,94 mL H,S0,

SO%glucosa — 1000 ml

x — 100 mL

100 mL * SO%glucosa
1000 mL

x=5 %glucosa al 98 %
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Se utilizaron 5 gramos de glucosa al 98 % para diluir en 100 mL del balén aforado con

agua desionizada. Se prepar6 las cuatro concentraciones de la solucion patrén de

glucosa, asi:
1. Concentracion n° 1

iV =GV,
50% glucosa * V; = 1% * 50 ml

1250 ml
V= —F—
50% glucosa

Vi = 1 mL de glucosa de patron
2. Concentracion n® 2
GV =GV,

50% glucosa *V; = 3%* 50 ml

3 % * 50 ml
V= —F—
50% glucosa

Vi = 3mlL de glucosa de patron
3. Concentracioén n°® 3
GV =GV,

50% glucosa *V; = 5%* 50 ml

5 % * 50 ml

Vy=—2
1 9

SOZ glucosa

Vi = 5mlL de glucosa de patrén
4. Concentracion n° 4
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C1Vy = GV,
50% glucosa *V; = 8% * 50 ml

g
v, = 7 50 ml
50% glucosa

Vi = 8mL de glucosa de patron

La lectura de la absorbancia de las concentraciones de glucosa realizadas a partir del
patrén de glucosa, se describen en la tabla 25 y en la gréfica 12 aparece la curva patrén

de glucosa sin diluir.

Tabla 25

Absorbancia de las concentraciones de

glucosa (ensayo hidrolizado)

Datos arrojados en el espectrofotdbmetro
Concentraciones Absorbancia
Blanco 0,000
1g/L 0,261
3g/L 0,654
5g/L 0,649
8 g/L 2,220

Nota. En esta tabla se encuentran los datos
obtenidos en el espectrofotometro respecto a la
calibraciéon con el blanco y las concentraciones de

glucosa.
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Figura 44

Curva patron de glucosa (ensayo hidrolizado)
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Nota. En esta gréfica se representa la curva del patrén de glucosa sin

diluir las soluciones preparadas con glucosa.

Para evitar desviaciones erréneas en la toma de datos de la absorbancia con el
espectrofotometro, se realizé diluciones de las soluciones de glucosa de ¥4 debido a que
algunas pruebas arrojaron cifras mayores a 1. De esta manera, se obtiene la medicion
de la absorbancia en los rangos de 0 a 1; en el cual, el valor 0 indica que no se absorben
rayos de luz y 1 sefiala la absorcién de rayos de luz. La tabla 26 confirma los calculos

obtenidos y la grafica 13 informa la curva patrén de glucosa diluida.
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Tabla 26

Absorbancia diluida al ¥4 de las concentraciones

de glucosa (ensayo hidrolizado)

Datos diluidos ¥4
Concentraciones Absorbancia
Blanco 0,000
1g/L 0,182
3g/L 0,459
5 g/L 0,693
8 g/L 0,988

Nota. En esta tabla se encuentran los datos de

absorbancia diluida respecto a las cifras de la tabla 25.

Figura 45

Curva patron de glucosa diluida ¥4 (ensayo hidrolizado)
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Nota. En esta grafica se representa la curva del patrén de glucosa

con las soluciones diluidas.

La lectura de la absorbancia de las concentraciones de monosacaridos presentes en las

tres muestras del sustrato hidrolizado del vastago de platano se describe en la tabla 27.
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Tabla 27

Absorbancia de las concentraciones de azlcares de la

biomasa (ensayo hidrolizado)

Datos arrojados en el espectrofotometro
Vasos de precipitado | Concentraciones | Absorbancia
-- Blanco 0,000
1 X 0,609
2 E 0,999
3 F 1,782

Nota. En esta tabla se encuentran los datos que arrojé el
espectrofotdbmetro respecto a la calibracion con el blanco y las

concentraciones de azUcar en el sustrato sin dilucion.
Para evitar desviaciones erréneas en la toma de datos de la absorbancia con el
espectrofotometro, se realizd diluciones de las soluciones del sustrato de vastago de
platano (Musa Paradisiaca L.) de ¥4 debido a que algunas daban mayor a 1. De esta
manera, se obtiene la medicion de la absorbancia en los rangos de 0 a 1; en el cual, el
valor 0 indica que no se absorben rayos de luz y 1 sefiala la absorcidén de rayos de luz.

La tabla 28 confirma los calculos obtenidos.
Tabla 28

Absorbancia diluida al ¥4 de las concentraciones de azlcares de

la biomasa (ensayo hidrolizado)

Datos diluidos ¥4
Vasos de precipitado | Concentraciones Absorbancia
-- Blanco 0,000
1 X 0,395
2 E 0,572
3 F 0,792

Nota. En esta tabla se encuentran la absorbancia diluida de los datos

obtenidos en la tabla 27.

Al graficar los datos y determinar la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion
(R?), se observa un valor equivalente a 0,9888 en la gréfica 13; mientras que, en la

gréfica 12 se obtiene un coeficiente de correlacion (R?) de 0,8741. Motivo por el cual se
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utiliza la ecuacién de la recta de la grafica 13 al ser mayor que el arrojado en la gréafica
12.

Un coeficiente de correlacion cercano a 1 indica perfecta correlacion entre los datos al
relacionar la concentracion con la absorbancia y alta confiabilidad en los datos obtenidos,
asi como un procedimiento experimental efectivo al preparar las soluciones de analisis,
es decir, se alcanzan las cantidades estipuladas, protegiendo las muestras de la luz

natural.

La ecuacion de la recta obtenida por regresion lineal en la gréfica 13 es la herramienta
esencial para la determinacién de la concentracidbn de azucares reductores en las
muestras. Se despejo la variable de concentracion en funcién de la absorbancia, siendo
la variable X la concentracidn respecto a la variable Y como la absorbancia. La ecuacion

de la recta esta parametrizada para cada variable X, E y F como:
y = 0,1222X + 0,049
y = 0,1222E + 0,049
y =0,1222F + 0,049

Reemplazando los datos diluidos al ¥4 de las concentraciones de cada absorbancia de la
tabla 28 y de las concentraciones de las absorbancias del espectrofotdmetro sin diluir de

la tabla 27, se notifican los datos en la tabla 29.

Tabla 29

Concentraciones obtenidas de la regresion lineal (ensayo

hidrolizado)
Datos arrojados en el espectrofotometro
X E F
4,582 7,774 14,181
Datos diluidos ¥4
X E F
2,831 4,279 6,080

Nota. En esta tabla se encuentran los datos hallados en la regresion lineal

respecto a los valores de la tabla 27 y 28.
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Los datos diluidos % vs datos arrojados en el espectrofotometro tienen disparidad
respecto a la cantidad de azucares registrados. Sin embargo, se debe considerar como
calculo con menor margen de error los adquiridos por dilucién al encontrarse en el rango
de aceptacion del régimen de linealidad sin alta dispersion al ingresarlo en la tabla 28

para tabular en la tabla 30 e ilustrar la linealidad en la gréafica 14.

Tabla 30

Absorbancia diluida al Y con las
concentraciones de glucosa y azucar de la

biomasa (ensayo hidrolizado)

Concentraciones Absorbancia

Blanco 0,000
1g/L 0,182
2,831 g/L 0,395
3g/L 0,459
4,279 g/L 0,572
5g/L 0,693
6,080 g/L 0,792

8 g/L 0,988

Nota. En esta tabla se encuentran las cifras calculadas
de las diluciones % para las concentraciones de glucosa
y en color verde, las concentraciones de azucar en el
sustrato tedrico. La informacién demuestra la efectividad
de los tratamientos realizados a la biomasa como su alto

contenido en azlcares fermentables.
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Figura 46

Curva de distribucion lineal (ensayo hidrolizado)
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Nota. En esta grafica se representa la curva patrén de glucosa y azucares

reductores del sustrato diluidos.

Por ultimo, las concentraciones diluidas al ¥ determinadas experimentalmente deben
multiplicarse por el factor aritmético de 4. Los resultados que se generan son las

concentraciones reales como aparece en la tabla 31.

Tabla 31

Concentraciones finales del ensayo hidrolizado

Concentraciones diluidas Y4 Concentraciones reales de
tedricas azucar
2,831 g/L 11,324 g/L
4,279 g/L 17,116 g/L
6,080 g/L 24,32 g/L

Nota. En esta tabla se especifican las concentraciones diluidas sin el factor de
diluciéon % y con el factor de dilucion Y2 para medir la cantidad de azucares
reductores existentes en el sustrato de vastago de platano informando el alto
grado de recuperacion de azlcares que se obtuvo del proceso de pretratamiento
y tratamiento a la biomasa. Asimismo, se confirma que el vastago de platano sirve
como materia prima para la extraccion a gran escala de azlcares fermentables

para produccion de PHA.
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6.9 Justificacion de los resultados de los azucares

Los resultados que se lograron en la cuantificacion de azucares reductores del vastago
de platano (Musa Paradisiaca L.) se desarrollaron con el procedimiento del reactivo DNS
y siguiendo la metodologia de Miller, G. [4l; la cual, es descrita por el autor desde la fase
inicial de preparacion del reactivo con las cantidades y concentraciones de los
compuestos que intervienen en la adecuacion del DNS, asi como condiciones de
temperatura, longitud de onda del espectrofotometro, entre otros equipos a utilizar. De
igual manera, el autor especifica la elaboracion de las soluciones patron de glucosa para
extrapolar los datos en una curva de calibracién y determinar la concentracion de
azucares en las muestras tratadas. Esta técnica es aplicable a todos los procedimientos
gue contienen medios en soluciones, extractos o cultivos liquidos y sélidos en los que se
encuentren moléculas de glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa y otros azucares

reductores.

La metodologia de Miller, G. [ fue aplicada antes y después de la hidrdlisis acida con el
fin de valorar la cantidad de azucares presentes en el vastago de platano (Musa
Paradisiaca L.) virgen y después de realizar el tratamiento con H2SOa4. Asimismo, se

obtuvo el rendimiento del tratamiento con H2SO4 (hidrolisis acida).

La concentracion de azucares evaluados antes de la hidrolisis para tres muestras fue
tasada en 1,66 g/L, 4,59 g/L y 7,31 g/L de azucares con el factor de dilucién, el cual,
consistié en disminuir la cantidad de soluto en cada volumen de dilucion % debido a la
alta concentracion de las soluciones sobrepasando el rango de lectura del
espectrofotometro. Basado en las muestras diluidas, se multiplicé el factor de dilucién y
la concentracion de azucares reales fue equivalente a 6,64 g/L, 18,36 g/L y 29,24 g/L lo
gue se traduce en una alta presencia disuelta de azlicares con solo ejercer una remocion
de lignina a través del pretratamiento alcalino (NaOH). Por otro lado, no es posible
determinar especificamente qué tipo de compuesto reductor se encuentra (glucosa,
fructosa, sacarosa, maltosa, entre otros) al realizar la metodologia de cuantificacion con
DNS, de manera que, para identificar los azlcares se debe realizar algin método
especifico para tal fin como cromatografia, espectroscopia infrarroja, entre otros. Luego,

se realiz6 el mismo procedimiento del método DNS, esta vez, con la biomasa tratada con
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H2SOa. Los resultados de tres ensayos de azucares obtenidos con el factor de dilucion
fueron igual a 2,831 g/L, 4,279 g/L y 6,080 g/L. De igual manera, al multiplicar el factor
de dilucion a los tres ensayos, se obtuvo azucares reales para la biomasa del vastago
de platano (Musa Paradisiaca L.) hidrolizada en acido equivalente a 11,324 g/L, 17,116
g/Ly 24,32 g/L.

Comparando ambas fases de cuantificacion de azlcares, se comprende que
efectivamente la extraccion de los azucares una vez se hidroliza el vastago de platano,
fue sustancial. Es decir, el procedimiento hidrolitico con H2SO4 en la biomasa del vastago
de platano, evidencié una sobresaliente extraccion de polisacaridos que pueden ser
analizados para remover y mitigar la aparicion de algunos inhibidores comunes que se
forman durante la hidrdlisis; por ejemplo, los furfurales, acidos organicos, entre otros
compuestos quimicos que no permiten la sacarificacion enzimatica ni el metabolismo de
microorganismo fermentadores que elaboran PHA. Respecto a lo propuesto por Lopez,
L., Acosta, A. y Zambrano, R. [’®; realizaron hidrélisis acida con H2SO4 como parte del
pretratamiento y sacarificaron con enzimas del complejo de celulasa para obtener
azucares. En el pretratamiento con H2SO4 obtuvieron una tasa alta de concentracion de
azUcares equivalente a 2,11 g/L, lo cual, demuestra que utilizar H2SOs4 como
pretratamiento o tratamiento para biomasa, ejecuta ambas funciones (tanto deslignificar

como sacarificar) de manera que permite extraer buenas tasas de azucares.
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7. RENDIMIENTOS DEL PROCESO DE DESLIGNIFICACION E HIDROLISIS
ACIDA

7.1 Rendimiento de la deslignificacion

El célculo del rendimiento de la deslignificacion se basa en la cantidad de lignina
removida después del pretratamiento con NaOH al vastago de platano medido en el
numeral 5.4, en relacion, con la cantidad de lignina presente en la biomasa original del

numeral 5.1. De esta manera, se calculd el rendimiento de deslignificacion:

L;—Lg 64,95,96,97]

% Rp = * 100 {Rendimiento de la deslignificacién: ecuacién 18}

i
Donde % R, = porcentaje de rendimiento de la deslignificacion; L; = calculo de la lignina

en la biomasa sin tratamiento alguno y Lp = célculo de la lignina posterior al

pretratamiento.

Reemplazando los datos en la ecuacion se tiene:

. _ 94,43% — 18,87 %
% Rp = 94,43 % *

% Rp = 80,01 %

7.2 Justificacion del resultado de rendimiento de la deslignificacién

La deslignificacion del vastago de platano (Musa Paradisiaca L.) realizado a través del
pretratamiento alcalino con NaOH, demostr6 ser una metodologia eficiente tanto en las
condiciones de operacién como lo realizado en el laboratorio. En el pretratamiento
alcalino se cumpli6 con un 80,01 % del objetivo principal del pretratamiento:
descomponer la hemicelulosa y los enlaces éster de la lignina, lo que conduce a la
solubilizacion y remocién parcial de estos componentes de la matriz lignocelulésica. El
rendimiento de la deslignificacion (80,01 %) representa una eficiencia aceptable respecto
a la remocion de lignina de la biomasa. Compaginando el resultado obtenido respecto al
rendimiento de deslignificacién alcanzada por Saratale, G. D., et al. 1I; la cual fue de 70
%, demuestra que las condiciones de operacion que describié Saratale, G. D., et al. [1;
al ser aplicadas en el pretratamiento del vastago de platano, arrojo mayor eliminacion de

lignina. Esto puede suceder debido a varios factores que intervienen tales como la
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naturaleza heterogénea del vastago de platano con otras biomasas, la presencia de
componentes en mayor o menor cantidad ya que la composicidbn como estructura de la
biomasa varian ampliamente entre diferentes tipos de materiales lignocelulésicos, las
condiciones de pretratamiento para cada tipo de biomasa pueden variar sustancialmente
0 la generacion excesiva de subproductos inhibitorios puede afectar directamente el

rendimiento de deslignificacion y como consecuencia una menor eficiencia del proceso.

7.3 Rendimiento de la hidrolisis acida

Para calcular el rendimiento de la hidrdlisis acida en la biomasa lignocelulésica (vastago
de platano), se relaciona la cantidad de azUcares totales presentes en la biomasa antes
de la hidrdlisis (calculado en el numeral 6.7) con la cantidad de azlcares liberados
después del tratamiento acido (cuantificado en el numeral 6.8). De esta manera, se

interpreto el calculo del rendimiento de la hidrélisis acida utilizando la siguiente férmula:

A
%Ry = A—Z + 100 {Rendimiento de la hidrélisis acida: ecuacién 19}19899,100,101]

1

Donde % Ry = porcentaje de rendimiento de la hidrdlisis; A, = cantidad de azucares
obtenidos después de la hidrdlisis (azucares liberados); A; = cantidad de azUcares

totales presentes en la biomasa antes de la hidrdlisis (azucares iniciales).

Operando con la ecuacion del porcentaje de rendimiento para las muestras, se
obtuvieron los resultados descritos en la tabla 32. El desarrollo de los célculos se

encuentra en el anexo 5.
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Tabla 32

Cantidad de azUcares extraidos de la biomasa y sus rendimientos

Ay/ A Rendimiento hidrolitico
11,3242 /6,64 170,54 %
L L
17,116 g/18,36g 93,22 %
L L
24,32%/29,24% 83,17 %

Nota. En esta tabla se especifican las concentraciones reales de azucar obtenidas antes y después de la
hidrélisis (A4,/A,) y los resultados obtenidos al calcular los rendimientos hidroliticos para cada seccién,
siendo la relacion 11,324 g/L y 6,64 g/L un rendimiento erroneo debido al mal procesamiento de los datos
en laregresion lineal, arrojando un punto de dispersién entre la absorbancia y los azlcares, mayor después

de la hidrdlisis.

7.4  Justificacion de los resultados del rendimiento de la hidrdlisis acida

Los rendimientos obtenidos respecto al tratamiento con y sin H2SO4 en el vastago de
platano (Musa Paradisiaca L.) arrojo cifras sobresalientes, aunque, solo en dos de los
tres ensayos. Como se visualizé en la tabla 32, el primer rendimiento dio un valor de
170,54 %, lo cual, es practicamente imposible obtener un rendimiento igual o mayor al
100 % debido a que nunca, en ningun proceso de transformacion o produccion industrial
de cualquier actividad econémica; se puede generar una eficiencia igual o mayor al 100
% ya que seria un sistema ideal donde no afecta ninguna variable y es légico que hay
factores que afectan la eficiencia del proceso como variables controlables, estado de los
equipos y errores humanos al momento de realizar mediciones. Por el contrario, los
rendimientos de 93,22 % y 83,17 % conceptualizan que la metodologia utilizada
(tratamiento hidrolitico con H2S04) permite el rompimiento de las cadenas celuldsicas
para transformarlas en monosacaridos, esto significa que, la liberacion de azucares
sobrepasa los 93 puntos porcentuales al igual que el otro ensayo en donde sobrepasa
los 83 puntos porcentuales. Estos rendimientos indican que la eficiencia de la hidrolisis

acida para liberar azucares fermentables es un método hidrolitico muy bueno.

Este estudio se comparé con los reportes realizados por Annamalai, N. y Sivakumar, N.

[192]: donde obtuvieron azucares fermentables a partir de salvado de trigo para produccion
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de polihidroxibutiratos por hidrdlisis enzimatica, la cual, les proporcioné un rendimiento
de la hidrolisis enzimética igual a 83,75 %. En esa misma conjetura, Saratale, G. D., et
al. [; obtuvo un rendimiento de hidrdlisis igual a 84,5 %. Por Ultimo, Saratale, G. y Oh,
M. [198]: realizaron una hidrélisis enzimética utilizando celulasa comercial de Trichoderma
reesei sobre biomasa de paja de arroz y obtuvieron una eficiencia del rendimiento
hidrolitico de 84,19 %. Estos referentes muestran altas cifras en el proceso de hidrdlisis,
sin embargo, el tratamiento acido efectuado al vastago de platano fue mayor por lo
menos en un solo ensayo (93,22 % de rendimiento en el ensayo especificado para la
hidrolisis acida del vastago de platano) respecto a los tratamientos hidroliticos

enzimaticos realizados por los autores.
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8. COMPARACION Y ELECCION DE LA CEPA RALSTONIA EUTROPHA Y
OTROS MICROORGANISMOS

8.1 Matriz de microorganismos comparados

Los agentes biologicos productores de polihidroxialcanoatos son objeto de estudio
debido a la gran cantidad de microorganismos que pueden sintetizar biopolimeros
intracelulares. Sin embargo, su proceso de produccion aun representa elevados costos
monetarios, lo cual, puede mejorar con el incremento de pruebas cientificas enfocadas

en el desarrollo de metodologias biotecnoldgicas industriales, investigacion e innovacion.

En el presente apartado se informa tres diferentes cepas bacterianas més utilizadas en
la produccion de biopolimeros: Ralstonia Eutropha, Pseudomonas Oleovorans vy
Paracoccus Denitrificans. En la tabla 33 se describen las caracteristicas mas relevantes

para establecer puntuacion sobre las cepas.

Tabla 33

Matriz de los microorganismos analizados

Temperaturas de Rendimiento Produccion PUNtLACIHN

Microorganismo .
crecimiento celular en seco

30°Ca37°C% | 101,4g/L

Ralstonia Eutropha 105] [106] 809 [106] 27

Pseudomonas 25 °C a 35 °C 104

Oleovorans 105] 39,5 g/L [208] 649 [106] 29
° o [104,
Paracoccus 20 °C a1§5? C 37,1 g/L [108] 3094 [106] .

Denitrificans

Nota. En esta tabla se encuentran las tres principales variables que impactan en las condiciones
fermentativas de los microorganismos. En el analisis bacteriano se analizé el rendimiento, el cual, hace
referencia a la concentracion del PHA metabolizado (esta medida es Util para evaluar el éxito del proceso
biotecnolégico o fermentativo y comparar diferentes condiciones de cultivo o diferentes cepas de
microorganismos). La produccién celular en seco hace referencia a la biomasa celular en seco, la cual,
cuantifica la cantidad de células microbianas presentes en el cultivo 0 muestra y evaluar el éxito de los
microorganismos comparando la eficiencia de un cultivo en términos de produccion de células — metabolito
PHA.
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En la matriz de seleccion de la tabla 22 el microorganismo Ralstonia Eutropha alcanzé
un rendimiento de 101,4 g/L, siendo el mas alto respecto al de los microorganismos
Pseudomonas Oleovorans y Paracoccus Denitrificans. De esta manera, un rendimiento
alto, indica una mayor produccién del compuesto de interés (PHA) por volumen de medio
de cultivo. Esto demuestra el beneficio desde un enfoque econdémico y de eficiencia del
proceso si se desea escalar el proceso a una planta piloto con la cepa Ralstonia
Eutropha. Por otro lado, el microorganismo en cuestion es altamente versatil al sobrevivir
en medios contaminados con compuestos inhibidores para otras cepas como
Pseudomonas Oleovorans y Paracoccus Denitrificans. Estos compuestos casi siempre
se generan como subproductos paralelos no deseados del pretratamiento alcalino y la
hidrolisis acida o enzimatica. Algunos de los compuestos son hidroximetilfurfural (HMF),

furfural, &cidos organicos, entre otros.

8.2 Métodos para la extraccion de biopolimeros
Los principales métodos extractivos de los biopolimeros bacterianos pueden ser fisicos,

quimicos, mecéanicos o fisicoquimicos.
e Meétodo por solventes

“‘Es una técnica utilizada para extraer sustancias o productos La extraccion con
disolventes es la técnica de separacién de un compuesto a partir de una mezcla sélida o
liquida, aprovechando las diferencias de solubilidad de los componentes de la mezcla en
un disolvente adecuado” [1°7], Se utiliza generalmente cloroformo, etanol y hexano,
logrando una alta remocion de impurezas y residuos del producto de la fermentacién. Es
un método altamente contaminante debido a la naturaleza y cantidad de las sustancias

quimicas utilizadas 971,
e Método de fluidos supercriticos

“El método por fluidos supercriticos que utiliza COz es un proceso de bajo costo con altos
rendimientos, aunque se debe tener condiciones de presion alrededor de 350 bar para

la extraccion” [207],

e Meétodo de surfactantes
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‘Los surfactantes de origen sintético son de cadenas carbonadas saturadas o
insaturadas estan en un rango de carbonos de 12 y 20, pero se caracterizan porque
poseen una cabeza polar con grupos o estructura quimica atipicos en la naturaleza y se
clasifican en 4 grandes grupos: Aniénicos, catiénicos, no idnicos y anféteros” (1071,

8.3 Adecuacion del medio celular, rendimientos de la biomasay del producto
Los cultivos bacterianos, incluyendo la Ralstonia Eutropha se activan en caldo de cultivo
gue, para el presente proyecto, se elabord a escala laboratorio como se describe en la
tabla 34.

Tabla 34

Composicion para la adecuacion del medio de cultivo bacteriano

Compuesto o mezcla Composicion (g/L)
Agar 15,0
Peptona 5,0
Extracto de carne 3,0
Agua destilada Pura

Nota. En esta tabla se representa el caldo de cultivo mas usado en la activacién de
bacterias dado que es rico en fuente de carbono y nitrégeno. Asimismo, las condiciones
de crecimiento como la temperatura, debe encontrarse en el intervalo de 26 a 30°C y
velocidad de agitacién igual a 150 rpm. Tomado de: L F Silva, M K Taciro, M. Michelin
Ramos “Poly-3-hydroxybutyrate (P3HB) production by bacteria from xylose, glucose and
sugarcane bagasse hydrolysate” lib Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology,
Volume 31, Issue 6, 1 July 2004.

Por otro lado, se compararon los rendimientos de la biomasa y producto respecto al
sustrato de cuatro fuentes de carbono diferentes al vastago de platano (Musa
Paradisiaca L.) y poder ampliar el espectro de eficiencia del bioproceso tedricamente

para el vastago de platano. En la tabla 35 se ilustra lo descrito.
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Tabla 35

Esquema de diferentes medios de cultivo bacteriano

Fuentes de Carbono Fuentes Nitrogeno Yy/s Yy /s Bibliografia
(16g/L) Bagazo de | 5 g/L Peptona 1,31g | 0,399 |Silva, L. F., et al.
cafa de azlcar 3 g/L extracto de carne (2004) [108]
(10g/L) xilosa 5 g/L Peptona 0,46g | 0,11g | Silva, L. F., et al.
3 g/L extracto de carne (2004) [108]
9g/L Extracto de
levadura 0,489 | 0,229 | Barbosa, M., et
(15¢/L) Fructuosa |5 g/L Triptona al. (2005) [109]
5 g/L extracto de
levadura
1 g/L K2HPO4
(10 g/L) Harina De | 7 g/L Triptona 0,55g |0,36¢g Janjaroen, W.,
Yuca 3 g/L peptona de soya Harnsamut, N. y
2,5 g/L K2HPO4 Reungsang, A.
(2010) [110]

Nota. En esta tabla se representa los principales medios de cultivo y su relacidon C/N y Yxs = rendimiento
de la biomasa con respecto al sustractor y Yps = rendimiento del producto al sustrato, lo cual, es

determinante para analizar la acumulacién de PHB intracelular.

Inicialmente, para los rendimientos del bioproceso se realizé un balance teérico de la
ecuacion quimica de los elementos que reaccionan en el medio fermentativo, siguiendo

la metodologia propuesta por Yang, S. [106I:

CoHy,0, + 0,26820NH; + 0,280560,
— 1,0728CH, 00 5No 25 + 2,2764H,0 + 0,85646C 0, + 1,0177[C4H05),,

Los coeficientes del balance de la reaccion se resolvieron a través del software gratuito
GNU Octave version 8.2.0, el cual, se ilustra en el anexo 6. El rendimiento de la biomasa

respecto al sustrato se cuantifico de la siguiente forma:

coeficiente de biomasa * peso molar de biomasa

Yy, =
X/$ peso molar de sustrato

{Rendimiento de la biomasa respecto al sustrato: ecuaciéon 20}1106]
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La ecuacion muestra la variacion de la biomasa con respecto al sustrato, basado en lo
proyectado por la reaccion quimica. Cuando el andlisis es tedrico, como en el presente
proyecto de valorizacion del vastago de platano, el sustrato tipificado es la glucosa, como
lo estipula Yang, S. [1%I. Al reemplazar los valores del coeficiente de la biomasa y hallar

el peso molar de la biomasa (CH200,5N0,25) como del sustrato (CqH;,04), Se calcula Yy s.
El peso molar del CH,0,sN,,s se debe calcular en gramos por centimol al tener

fracciones menores a 1 mol. El peso molar de los elementos C, H, O y N son:

~ Y —H~ g — 0~ g —N =~ g
C~12019/ —H=~1017/ ~ —0~16007/ — —N=14017/ .,

El peso molar de la féormula quimica CH,0, 5Ny »5 €s igual a 25,53 g/Cmol y del C4H,,04

es 180,189/

1,0728 25539/,
g
180,187/

Yx/s =

Yx/s = 0,152 g
Por udltimo, se calcul6 el rendimiento del producto deseado respecto al sustrato, asi:

coeficiente de producto * peso molar de producto

Yo, =
P/s peso molar de sustrato

{Rendimiento del producto respecto al sustrato: ecuacién 21}106]

Con la ecuacion 21 se calculé el producto deseado respecto al sustrato, es decir, el
comportamiento de la sintesis de PHB tomando como referencia de medicion, la
alimentacion y existencia de glucosa en el medio. Asimismo, fue descrita la metodologia

del rendimiento del producto deseado respecto al sustrato, segun Yang, S. [106],

El peso molar de la formula quimica C,H,0, es igual a 86,10 g/mol

1,0177 + 86,109/
g
180,187/

YP/S =

YP/S = 0,4’86 g
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8.4  Justificacién de los rendimientos del bioproceso

Inicialmente, para los rendimientos del bioproceso se realizé un balance de la ecuacion
quimica de los elementos que reaccionan en el medio fermentativo, siguiendo la
metodologia de Yang, S. 119 Los resultados practicos de los rendimientos del
bioproceso respecto a los obtenidos de manera tedrica en el presente proyecto, se
evidenciéo un mayor rendimiento en las biomasas respecto al sustrato en aquellos
residuos lignoceluldsicos ricos en azucares como celulosa, almidén, hemicelulosa y
sacarosa. Esto se debe a sus composiciones y a la eficiencia con la que utilizan los
nutrientes presentes en el sustrato, en términos generales, estas biomasas producen

rendimientos altos con respecto al sustrato debido a sus caracteristicas particulares.

Se evidencié un rendimiento del bioproceso aceptable de la biomasa al encontrarse
afectado por la aparicion de compuestos téxicos en el proceso de hidrélisis acida como
el acido acético, el furfural, el hidroximetilfurfural, entre otros. Es posible mejorar el
proceso hidrolitico y minimizar la aparacion de compuestos toxicos a través de
tratamientos de limpieza previos para obtener sustratos mas puros. Ademas, es
importante tener en cuenta que un mayor rendimiento no solo depende de la biomasa
sino de factores como temperaturas, el pH, la concentracibn de nutrientes y las

condiciones de cultivo.

Por otro lado, el rendimiento del producto deseado con respecto al sustrato obtenido es
adecuado segun la estandarizacion metodoldgica analizada y realizada por Yang, S. 1061,
La tasa de produccion fue tedricamente alta respecto a la glucosa (fuente de carbono),
considerado como el azucar extraido del vastago de platano (Musa Paradisiaca L.). Por
otro lado, la capacidad microbiologica de almacenamiento del biopolimero como el
proceso extractivo, se afecta en términos de rendimiento del bioproceso por las
condiciones logicas a optimizar del cultivo, es decir, el ajuste de “parametros como la
temperatura, el pH, la concentracion de nutrientes, el oxigeno, agitacion y tiempo de

cultivo debido a su importante impacto en la produccion de los polihidroxialcanoatos” [*111,

Es vital tener en cuenta estrategias para eliminar aquellos componentes inhibidores
como los acidos organicos (por ejemplo, acido acético, acido férmico, acido levulinico y

acido furfarico, entre otros), hidroximetilfurfural, furfural, azlcares inhibidores (por
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ejemplo, la celobiosa), compuestos fendlicos, entre otros compuestos degradativos y
contaminantes en la etapa de fermentacion utilizando fases de destilacién y extraccion
liquido — liquido a través de solventes (como el acetona y éter etilico). Por otro lado, se
debe tener en consideracion que adicionar etapas de proceso para tal fin, requiere mas
gasto energético y de reactivos lo que se traduce en un incremento de gasto monetario.
De manera que, el uso de bacterias resistentes a cantidades o fracciones moderadas de
inhibidores, supone una solucion en el proceso de produccion fermentativa de
polihidroxialcanoatos. Por ejemplo, la Ralstonia Eutropha es una de las pocas cepas
microbianas cuyo metabolismo no se ve afectado con bajas cantidades de subproductos

en el medio fermentativo.
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9. POTENCIAL ECONOMICO Y VALORIZACION

Es necesario efectuar un analisis econdmico de lo realizado a escala laboratorio, el cual,
pueda iniciar un punto de referencia para escalar el proceso industrialmente y obtener
un potencial econémico de viabilidad. Segin Singh, A., et al. [*12]; el costo del PHB en el
2019 se cuantificé entre US$ 2,75/lb y US$ 2,25/lb en comparacion con los plasticos
comerciales que se trazaron entre US$ 0,87/lb y US$ 0,60/Ib. Por otro lado, al promediar
el costo del PHB se obtiene un valor de US$ 2,5/Ib y los plasticos comerciales US$
0,74/Ib. De esta manera, los polihidroxialcanoatos doblan su costo respecto a los
plasticos comerciales aproximadamente un 1,77 %. Considerando un aumento
progresivo de los costos al afio 2023 de un 50 % por factores devaluativos de la moneda
y la mecanica econémica post COVID, el valor del PHB en el 2023 es de US$ 3,75/lb y
los plasticos convencionales de US$ 1,10/Ib.

En la tabla 36 se ilustro calculos estimados del costo de las materias primas utilizadas
en el presente proyecto de valorizacion a escala laboratorio, con el fin de tener
parametros para especular sobre el costo de produccion de 100 kg en ddlares y sin

considerar el margen de ganancia, es decir, costeo sobre la linea de fabricacion.
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Tabla 36

Costo estimado de los reactivos para la valorizacion del proceso sin escalar

Nota. En esta tabla se representa los compuestos y/o materias primas que se utilizaron durante todo el proceso para la extraccion de azlcares
fermentables de la biomasa lignocelulésica de vastago de platano (Musa Paradisiaca L.) a escala laboratorio. El costo final de US$ 1124,91
por 100 kg demuestra una cifra de produccién poco viable desde un enfoque industrial, dado que la produccion especulativa de 100 kg en
laboratorio es alta por los reactivos y elementos utilizados a nivel analitico, es decir, la pureza y los proveedores entregan los materiales para
estudios especificos. Si se desea escalar el proceso en un ambito industrial, los costos de los reactivos y elementos seran menores y, por ende,

el costo final de produccion de PHA se reduce en un 65 % (US$ 731,19 por 100 kg). Todas las cifras previamente calculadas corresponden al

ano 2023 y se debe considerar el incremento de los precios a futuro.

Compuestos
Extracto de Agua Extracto de Ralstonia
(113] [114] [116] [117] [119]
H,S0 L. PHA
Agar Peptonas carne 131 2o desionizada | "2OH levadura 18| PN Eutropha 12

kg/kg 0,015 0,007 0,0045 0,05 0,01 0,05 0,0015 0,01 1 0,5
Uss5/kg 3,65 0,76 0,67 1,59 0,07 0,003 0,14 0,02 430
Produccion

roduel 365,04 76,69 67,97 159,6 7,54 0,32 1493 2,8 430 100
de 100 kg
USsS total 1124,91




10. CONCLUSIONES

Los resultados del pH 6,49, 7,09 y 7,19 obtenidos en el pretratamiento alcalino del
vastago de platano (Musa Paradisiaca L.) para las muestras cuyo diametro de particula
es = 0,4 mm y concentraciones de NaOH de 0,5 % p/v, 2 % p/vy 3 % p/v no cambiaron
después de la filtracion debido al uso de bajas concentraciones de NaOH sobre la
biomasa como lo estipulo Saratale, G. D., et al. I y la pulverizacién del vastago de
platano segun la norma ASTM E11 “Standard Specification for Woven Wire Test Sieve
Cloth and Test Sieves”. Esto permite descomponer la biomasa al punto de extraer la

lignina y facilitar la hidrolisis enzimética o quimica.

La descomposicion de la biomasa lignocelulésica se identifica al remover la mayor
cantidad de lignina. Un pretratamiento alcalino aceptable se cuantifica a través del
rendimiento de deslignificacion, el cual, para el pretratamiento del vastago de platano fue
equivalente a 80,01 %. Un rendimiento mas alto indica una mayor remocion de lignina y

en efecto, mayor eficiencia del proceso.

Lograr un pH cercano a la neutralidad durante el pretratamiento alcalino demuestra la
reduccion de generacion de subproductos como compuestos fendlicos, acidos organicos,
entre otros derivados no deseados para la hidrdlisis acida. Asimismo, las muestras con
pH neutro son utiles para sustituir la hidrélisis acida por enzimética con Trichoderma
reesei, la cual, necesita un medio neutro para realizar la sacarificacion de la celulosa en

azucares fermentables.

La biomasa del vastago de platano (Musa Paradisiaca L.) confiere dureza a la planta
al ser compuesta de filamentos alargados que ganan humedad, motivo por el cual se
tuvo que efectuar varios procesos de molienda y deshumidificacion para lograr romper y

manipular el material con facilidad.
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ANEXO 1
CALCULOS DE LA FRACCION MASICA RETENIDA

> Malla 10

70,21 g
500 g

= 0,14042

» Malla 30

142,95 g

= 0,2859
500 g g

> Malla 70

115,66 g

= 0,23132
5004 231329

» Malla 100

91,65 g
500 g

=0,1833 g

> Malla 140

37,42 g
500 g

=0,07484

» Malla 0 (tapadera)

1,24 g

= 2,48x107?
500 g X0
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ANEXO 2

DIAMETRO MEDIO DE LAS PARTICULAS

» Malla O (tapadera)

0+ 0,10414

= 0,05207
2

> Malla 140

0,10414 + 0,14986
2

= 0,127

» Malla 100

0,14986 + 0,21082
2

= 0,18034

> Malla 70

0,21082 + 0,59436
2

= 0,40259

» Malla 30

0,59436 + 1,99898
2

= 1,29667

» Malla 10

1,99898 + 3,35
2

= 2,67449
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ANEXO 3
FRACCION ACUMULATIVA INFERIOR

> Malla 100
0,07732 4+ 0,1833 = 0,26062

> Malla 70
0,26062 + 0,23132 = 0,49194

» Malla 30
0,49194 + 0,2859 = 0,77784

> Malla 10
0,77784 + 0,14042 = 0,91826

> Malla 6
0,91826 + 0,08174 =1
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ANEXO 4
MASA ACUMULADA

> Malla 30
111,08 gramos + 142,95 gramos = 254,03 gramos

» Malla 70
254,03 gramos + 115,66 gramos = 369,69 gramos

» Malla 100
369,69 gramos + 91,65 gramos = 461,34 gramos

» Malla 140
461,34 gramos + 37,42 gramos = 498,76 gramos

» Tapadera (malla 0)
498,76 gramos + 1,24 gramos = 500 gramos
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PORCENTAJE ACUMULADO

> Malla 10

111,08 gramos
* 100 = 22,216 %

500 gramos

» Malla 30

254,03 gramos
* 100 = 50,806 %

500 gramos

» Malla 70
369,69 gramos

100 = 73,9389
500 gramos i o

» Malla 100

461,34 gramos
* 100 = 92,268 %

500 gramos

» Malla 140
498,76 gramos

100 = 99,752 9
500 gramos i %

» Tapadera (malla 0)

500 gramos
—— % 100 = 100 %
500 gramos

ANEXO 5
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ANEXO 6
PORCENTAJE RETENIDO

» Malla 10
70,21 gramos

100 = 14,0429
500 gramos i o

» Malla 30
142,95 gramos

100 = 28,599
500 gramos i o

» Malla 70
115,66 gramos

100 = 23,1329
500 gramos * 100 = 23,132 %

> Malla 100
91,65 gramos

100 = 18,339
500 gramos i %

» Malla 140
37,42 gramos

100 = 7,484 9
500 gramos i g

» Tapadera (malla 0)

1,24 gramos
——— %100 = 0,248 %
500 gramos
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ANEXO 7
PORCENTAJE DE MAYORES

» Malla 6
8,174 %

> Malla 10
8,174 % + 14,042 % = 22,216 %

» Malla 30
22,216 % + 28,59 % = 50,806 %

> Malla 70
50,806 % + 23,132 % = 73,938 %

» Malla 100
73,938 % + 18,33 % = 92,268 %

» Malla 140
92,268 % + 7,484 % = 99,752 %
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PORCENTAJE DE MENORES

> Malla 10
100 % — 22,216 % = 77,784 %

» Malla 30

100 % — 50,806 % = 49,194 %
> Malla 70

100 % — 73,938 % = 26,062 %
» Malla 100

100 % — 92,268 % = 7,732 %
» Malla 140

100 % — 99,752 % = 0,248 %

» Tapadera (malla 0)
100% —100% =0

ANEXO 8
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ANEXO 9
ANALISIS PROXIMAL

+ Porcentaje de humedad.

Cajas de Petri vacias y desecadas
Cantidad Peso (g) Temperatura
G
1 42,1
2 49,78 103
3 49,94

v Caja de Petrin® 1 > Malla 30 (D,; = +1,29 mm)
Clrer,,, = Caja de Petri vacia y desecada
Whumedo = Biomasa sin deshumidificar (gr)
Weeco = Biomasa deshumidificada (gr)
Mpumedo = Masa de solido humedo (gr)
M., = Masa de solido seco (gr)
Para el célculo de la masa del solido humedo se opera de la siguiente manera:
Mpumedo = Clrzr,,,, T Whumedo
Mpumedo = 42,19 +20g

Mpumedo = 62,1 g

Para el célculo de la masa del solido seco se opera de la siguiente manera:
Mseco = Clrer,,, + Wseco
Mgeco = 42,19+ 10,89
Mgeco = 52,9 g
El porcentaje de humedad se calcula como:

Mpymedo — Mseco
* 100

% Humedad = =
Seco
62,1g—529g
% Humedad = 529 g * 100

% Humedad = 17,39
v Caja de Petri n° 2 > Malla 70 (D,; = * 0,40 mm)
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C2r4r,,, = Caja de Petri vacia y desecada
Whumedo = Biomasa sin deshumidificar (gr)
Weeco = Biomasa deshumidificada (gr)
Mpumedo = Masa de solido humedo (gr)
Mme.co = Masa de solido seco (gr)
Para el célculo de la masa del solido himedo se opera de la siguiente manera:
Mpymedo = C2121,,,, T Whumedo
Mpumedo = 49,789 + 20 g
Mpymedo = 69,78 g
Para el calculo de la masa del solido seco se opera de la siguiente manera:
Mgeco = C2127,,, T Wseco
Mgeco = 49,789 +9,6 g
Mgeco = 59,38 g

El porcentaje de humedad se calcula como:

m —m
% Humedad = humedo seco + 100

mS@CO

69,78 g — 59,38 g
% Humedad = 59,38 5 * 100

% Humedad = 17,51
v’ Caja de Petri n° 3 > Malla 100 (D,; = +£0,18 mm)
C3r4r,,, = Caja de Petri vacia y desecada
Whumedo = Biomasa sin deshumidificar (gr)
Weeco = Biomasa deshumidificada (gr)
Mpumedo = Masa de solido humedo (gr)

Mme.co = Masa de solido seco (gr)

Para el célculo de la masa del solido humedo se opera de la siguiente manera:

Mpumedo = C3T¢Tamb + Whumedo

Mpumedo = 49,94 g +20g
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Mpymedo = 69,94 g
Para el célculo de la masa del solido seco se opera de la siguiente manera:
Mgeco = C3127,,,, T Wseco
Mgeco = 49,949 +95g
Mgeco = 59,44 g
El porcentaje de humedad se calcula como:

Mpyumedo — Mseco

% Humedad = - * 100
Seco
69,94 g —59,44 g
% Humedad = 59,44 g * 100

% Humedad = 17,66

+ Material volatil.

Crisoles vacios y no desecados

Cantidad Peso (g) Temperatura
G
1 19,01
2 19,07 ambiente
3 18,06

Crisoles vacios y desecados

Cantidad Peso (g) Temperatura
°C)
1 17,77
2 17,81 950
3 16,49

Crisol n° 1 > Malla 30 (D,; = +1,29 mm)
X1r-r,,, = Masa del crisol vacio y no desecado.
S1rer,,., = Masa del crisol vacio y desecado.

w; = Biomasa sin calentar (gr)
w, = Biomasa calentada (gr)
m,; = Masa del crisol vacio y no desecado + Biomasa sin calentar (gr)

m, = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa calentada (gr)
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Para realizar el célculo de m1 se reemplaza datos en la siguiente formula:
my = Xlpp . +wy
m; =1901g+20g
m; =39,01g
Para hallar m2 se realiza el mismo procedimiento efectuado para ma:
My = Slrer,,, T W2
m, =17,77g+ 105 g
m, = 28,27 g

Para hallar el porcentaje de material volatil se demuestra a continuacion:

. . my—m;
% Material volatil = * 100

39,019 — 28,27 g
ES

1
39,019 —19,01g 00

% Material volatil =

% Material volatil = 53,7
Crisol n° 2 - Malla 70 (D,; = + 0,40 mm)
X2r_r,,, = Masa del crisol vacio y no desecado.
S2r.r,,, = Masa del crisol vacio y desecado.
w; 1 = Biomasa sin calentar (gr)
w,, = Biomasa calentada (gr)
my , = Masa del crisol vacio y no desecado + Biomasa sin calentar (gr)
m,, = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa calentada (gr)
Para realizar el célculo de m1,1 se reemplaza datos en la siguiente formula:
My = X2r=r,,, T W11
m;; =19,07g+20¢g
my, =39,07g
Para hallar mz2,2 se realiza el mismo procedimiento efectuado para ma,i:
My = S2rzr, ., +Wop

m,,=1781g+97g
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mz’z = 27,51 g
Para hallar el porcentaje de material volatil se demuestra a continuacion:

. . my 1 — My,
% Material volatil = * 100
myy — X2p-7, .

39,07 g —27,51g
*

39,07g—-19,07 g 100

% Material volatil =

% Material volatil = 57,8
Crisol n° 3 > Malla 100 (D,; = 0,18 mm)
X3r-r,,, = Masa del crisol vacio y no desecado.
S3r.r,,, = Masa del crisol vacio y desecado.
w; 1, = Biomasa sin calentar (gr)
w, ., = Biomasa calentada (gr)
m, 11 = Masa del crisol vacio y no desecado + Biomasa sin calentar (gr)
m,,, = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa calentada (gr)
Para realizar el calculo de m1,1,1 se reemplaza datos en la siguiente formula:
My11 = X37=r,,,, T Wi11
my;,=1806g+20g
my,1 = 38,069
Para hallar mz2,2,2 se realiza el mismo procedimiento efectuado para ma i,
My22 = S3727,,, T W222
My,, =16499+10,5g
My, = 2699 g

Para hallar el porcentaje de material volatil se demuestra a continuacion:

My11 — My322

* 100

% Material volatil =
My11 — X37=T4p

, . 38069—12699g
% Material volatil = 38,06 g — 18,06 * 100

% Material volatil = 55,35

+ Cuantificacion de cenizas.

168



Crisoles vacios y desecados
Cantidad Peso (g) Temperatura
§9)
1 17,77
2 17,81 950
3 16,49

Crisol n° 1 - Malla 30 (D,; = +1,29 mm)
Z17r.r, = Masa del crisol vacio y desecado
0; = Biomasa sin calentar (gr)
0, = Biomasa ceniza (gr)
m, = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa sin calentar (gr)
m, = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa ceniza (gr)
El procedimiento para calcular m1 se demuestra a continuacion:
my =Zlryr,, + 04
m; =17,77g+20g
my =37,77 g
Para hallar m2 se realiza el mismo procedimiento efectuado para ma:
My = Zlrsry,,, T 02
m, = 17,77 g + 0,6918 g
m, = 18,46 g
Para cuantificar las cenizas en la biomasa se calcula de la siguiente manera:

my —Zlryr,,.,

Cenizas =
my — Zlyrar,,.,

37,77 g — 17,77 g
18,46 g — 17,77 g

Cenizas =

Cenizas = 2891 g
Crisol n°® 2 > Malla 70 (D,; = + 0,40 mm)
Z274r,,, = Masa del crisol vacio y desecado
0,1 = Biomasa sin calentar (gr)

0,, = Biomasa ceniza (gr)
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my , = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa sin calentar (gr)
m,, = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa ceniza (gr)
El procedimiento para calcular mi1,1 se demuestra a continuacion:
My = 22747, + 011
m;;=17819g+20g
my, =3781g
Para hallar m2,2 se realiza el mismo procedimiento efectuado para ma,i:
Myy = Z2747,,, + 022
m,,=17819g+081g
m,, = 18,62 g
Para cuantificar las cenizas en la biomasa se calcula de la siguiente manera:

My = Z272T gy,

Cenizas =
Moo = 2277,

3781g—1781g
18,62g—1781g

Cenizas =

Cenizas = 24,69 g
Crisol n° 3 > Malla 100 (D,; = 0,18 mm)
Z3r4r,,, = Masa del crisol vacio y desecado
0,1, = Biomasa sin calentar (gr)
0,., = Biomasa ceniza (gr)
m, 11 = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa sin calentar (gr)
m,,, = Masa del crisol vacio y desecado + Biomasa ceniza (gr)
El procedimiento para calcular mz1,1,1 se demuestra a continuacion:
M1 = L3727, T 01,11
my11=1649g+20¢g
my11=3649g
Para hallar mz,2,2 se realiza el mismo procedimiento efectuado para ma,i,1:

My22 = Z37274mp T 02,22
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m2'2'2 = 16,49 g + 1,79 g
mz‘z‘z = 18,28 g
Para cuantificar las cenizas en la biomasa se calcula de la siguiente manera:

My11 — Z372T 4y

Cenizas =
My22 = Z3T4T g

36499 —1649g
18,289 —-16,49 g

Cenizas =

Cenizas = 11,14 g
+ Carbono fijo.

Para determinar el carbono fijo de las tres muestras y sus respectivos ensayos, se realiza

las siguientes operaciones:

Malla 30 (D,; = +1,29 mm)
% H, = Porcentaje de Humedad ensayo n° 1 malla 30
% MV, = Porcentaje de Material Volatil ensayo n° 1 malla 30
% C; = Porcentaje de cenizas ensayo n° 1 malla 30
Mpana 30 = Masa retenida en la malla 30 (cantidad de biomasa del flujo masico estatico)
% CFy = Mpana 30 — (% Hy + % MV, + % Cy)
% CF; = 142,95 — (17,39 + 53,70 + 28,91)
% CF; = 42,95
Malla 70 (D,; = + 0,40 mm)
% H, = Porcentaje de Humedad ensayo n° 2 malla 70
% MYV, = Porcentaje de Material Volatil ensayo n° 2 malla 70
% C, = Porcentaje de cenizas ensayo n° 2 malla 70
Mpaia 70 = Masa retenida en la malla 70 (cantidad de biomasa del flujo masico estéatico)
% CF, = Mpaua70 — (% Hy + % MV, + % C3)
% CF, = 115,66 — (17,51 + 57,80 + 24,69)
% CF, = 15,66
Malla 100 (D,; = 0,18 mm)
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% H; = Porcentaje de Humedad ensayo n° 3 malla 100

% MV; = Porcentaje de Material Volatil ensayo n° 3 malla 100

% C; = Porcentaje de cenizas ensayo n° 3 malla 100

Mpaia 100 = Masa retenida en la malla 100 (cantidad de biomasa del flujo masico

estatico)

% CF3 = Mpmaua 100 — (% Hz + % MV; + % C3)
% CF; = 91,65 — (17,66 + 55,35 + 11,14)
% CF3 = 7,5
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ANEXO 10
CALCULOS DEL RENDIMIENTO DE LA HIDROLISIS ACIDA

» Rendimiento para el ensayo n° 1

A, 11,3249/,
A 6649/,

La ecuacion del rendimiento de la hidrolisis acida se describe como:

A
% Ry = —= % 100
H™ 4
1

Reemplazando datos:

11,3249/,
=~ %

% Ry = 100
T 6649/,

% Ry = 170,54 %
» Rendimiento para el ensayo n° 2

A, 171169/,
A 18369/,

La ecuacion del rendimiento de la hidrolisis acida se describe como:
% Ry = é * 100
0 Ry A

Reemplazando datos:

% Ry = 93,22 %

» Rendimiento para el ensayo n° 3
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4, 24329/,
A 29,249/,

La ecuacion del rendimiento de la hidrolisis acida se describe como:
% R 4, 100
= — %k
0Ny A

Reemplazando datos:

% Ry = 83,17 %
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ANEXO 11

RESOLUCION EN EL SOFTWARE OCTAVE

CsH 1,05 +aNH; +B O, — ¥ CHy04 5N s +6 H,0+€ CO, +1[C1H40, ],
Solucionando el balance por medio de un software como OCTAVE:
C:6=y+€+4
H:12+30=2y+20+06n
0:6+2B=0,5y+5+2€+2y
N

a=0.25y

ejerciciomE  soluciones.m (]

1 clc, clear all

Xo=[1,1,1,1,1,1]); %valores para iniciar iteracion%

[X, feval, flag]l=fsolve('soluciones',Xo); %linea de solucion%
%X=[gamma (1) ,epsilon(2) ,nu(3),alfa(4) ,delta(5),beta(6)]1%
gamma=X (1)

epsilon=X(2)

nu=x(2)

alfa=X(4)

delta=X(5)

beta=X(¢)

O W DI W W

[ury

ejercicio.m soluciones.m 3

1Ejfunction [F] = soluciones (X)

2 | $X=[gamma (1) ,epsilon(2),nu(3),alfa(4),delta(5),beta(é)]%
3 | %datos iniciales%
4
SHF(1)=X(1)+X(2)+4*X(3)-6;
6IiF (2)=12+3*X (4)-2*X(1)-2*X(5)-6*X(3);
T F(3)=06+2%X(6)-0.5*X(1)-X(5)-2*X(2)-2*X(3);
8HIF(4)=X(4)-0.25*X(1);
9
10 Lendfunction
{_, Octave

File Edit Debug Window Help News

2 h 3 D Current Directory:lE
Command Window

gamma = 1.0728

epsilon = 0.85646

nua= 1.0177

alfa = 0.26820

delta = 2.2764

beta = 0.28056

>> soluciones
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