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RESUMEN DEL CONTENIDO: (M&ximo 250 palabras)

El estudio llevado a cabo en este trabajo permitié aplicar el concepto de Biorrefineria para el tratamiento de
los residuos generados en el beneficio humedo del café (pulpa y mucilago). Este concepto permite dar un
valor agregado a estos residuos, ya que es posible obtener compuestos de valor afiadido como el biogas o el
bioetanol.

Uno de los objetivos principales en este estudio es determinar la produccion potencial de bioetanol y de
biogas a partir de los residuos generados en el beneficio himedo del café, mediante la aplicacién de
procesos biotecnologicos como la fermentacion. Con el fin de determinar los rendimientos del proceso se
realiz6 un seguimiento microbiol6gico a estos residuos y un posterior analisis econémico de la tecnologia
planteada.

Durante el estudio se realizaron varios ensayos empleando pulpa y mucilago. Los ensayos realizados
mostraron grandes variaciones en cuanto a tiempo y estabilizacién de los grados Brix, estos ensayos
permitieron realizar ajustes importantes en los parametros del proyecto definitivo; ademas, los resultados
obtenidos permitieron determinar que el tiempo de fermentacion es importante ya que depende de la
hidrélisis de la biomasa, el consumo de los azucares presentes y disponibles para la conversién a bioetanol.
Trabajar con tiempos de fermentacion mas cortos, biomasa parcialmente hidrolizada (Trituracién previa)
permite maximizar la produccion de bioetanol y controlar mejor el proceso fermentativo.

La materia prima (pulpa y mucilago) utilizada en este estudio se obtuvo del beneficio via humeda de café
variedad Castillo, de este proceso se obtuvieron 15 kilogramos de Pulpa obtenida en la etapa de despulpado
y 15 litros de Mucilago el cual se extrajo con el equipo desmucilaginador mecanico. En este estudio se
realizaron 4 tratamientos empleando pulpa y mucilago como sustrato en el proceso fermentativo. A
continuacion se describen los ensayos realizados: tratamiento 1: Pulpa (P) con 4 kilogramos de Pulpa diluida
en 1 litro de agua destilada; tratamiento 2: Mucilago (M) 5 litros de Mucilago; tratamiento 3: Pulpa triturada
con levadura (PL) y tratamiento 4: Mucilago con levadura (T4).En todos los ensayos se realizaron pruebas
fisico-quimicas y microbioldgicas con el fin de monitorear los cambios en el proceso y determinar el estado
del mismo.

Durante el trabajo desarrollado se midieron diversos parametros tales como el pH, °Brix, acidez titular, color,
sélidos solubles y sélidos volatiles siguiendo los métodos, AOAC y Standard Methods para cada uno de los
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ensayos que permitieron en todo momento conocer el estado del proceso. En general se pudo observar que
en todos los tratamientos, el pH tiende a disminuir debido a la produccion de acidos de cadena corta y por
consiguiente la acidez tiende aumentar, este cambio puede beneficiar o evitar el crecimiento de levaduras,
pues éstas son las encargadas de la fermentacién y por ende la degradacién de azucares presentes. Debido
a esto, se evidencio que a medida que se aumenta el tiempo de fermentacion la cantidad de grados Brix
disminuye y al momento que se estabilizan indica la terminacién del proceso fermentativo y seria el punto de
maxima produccién de bioetanol. Paralelo a esto se realiz6 un monitoreo a la evolucion del color para lo cual
se empled el método de colorimetria que usa coordenadas L* a* b*,

El seguimiento microbiolégico del proceso mediante el andlisis del cultivo permitié determinar de manera
efectiva el crecimiento de microorganismos durante la fermentacion, lo cual indica que se lleva un buen
proceso, para la posterior obtencién y produccion de bioetanol pues esta se lleva a cabo por levaduras. El
crecimiento de estos organismos presenta dos fases claramente definidas, la primera es exponencial debido
al maximo consumo de sustrato y la segunda de muerte (Lisis) indicando una terminacién del sustrato
disponible y el cese de la actividad microbiolégica. Una vez se ha agotado el sustrato el proceso entra en una
fase enddgena o de hambre.

Cuando el proceso fermentativo culmina, es decir los °Brix se han estabilizado, se separd la fraccion liquida y
se sometié a un proceso de destilacién simple a una temperatura entre 78 a 80 ° C para la obtencién del
bioetanol.

También, se evalu6 teéricamente la produccion de biogas en un proceso de digestién anaerobia utilizando las
vinazas obtenidas después del proceso de fermentacion cuyo contenido en materia organica es elevado.

ABSTRACT: (Ma&ximo 250 palabras)

The study carried out in this work allowed the application of the concept of biorefinery for the treatment of
residues generated in the wet coffee (pulp and mucilage) benefit. This concept gives added value to these
wastes, as it is possible to obtain added value compounds such as biogas or bioethanol.

One of the main objectives in this study is to determine the potential production of bioethanol and biogas from
residues generated in the coffee benefit, through the application of biotechnological processes such as
fermentation. In order to determine the processes of the process, a microbiological follow-up of these
residues and a subsequent economic analysis of the technology were carried out.

During the study several tests were carried out using pulp and mucilage. The tests showed large variations in
the time and the stabilization of the Brix grades, these tests allowed to make important adjustments in the
parameters of the definitive project; In addition, the results obtained allowed to determine that the
fermentation time is important and depends on the hydrolysis of the biomass, the consumption of the sugars
present and available for the conversion of a bioethanol. Working with shorter fermentation times, hydrolyzed
partial biomass (previous shredding) allows to maximize bioethanol production and better control the
fermentation process.

The raw material (pulp and mucilage) used in this study obtained the benefit via the coffee cup. The castle,
from this process was obtained 15 kilograms of pulp obtained in the pulping stage and 15 liters of mucilage
which was extracted with The machine Mechanical demountable. In this study, 4 treatments were performed
using pulp and mucilage as a substrate in the fermentation process. The following tests are described:
treatment 1: Pulp (P) with 4 kg of Pulp diluted in 1 liter of distilled water; Treatment 2: mucilage (M) 5 liters of
mucilage; Treatment 3: Yeast crushed pulp (PL) and treatment 4. Mucilage with yeast (T4). In all the tests
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chemical-chemical and microbiological tests were carried out to monitor the changes in the process and
determine the condition.

During the work developed several parameters were measured, such as pH, brix, titrant acidity, color, solid
solids and volatile solids following the methods, AOAC and standard methods for each of the tests that
allowed to know the state of the process at all times. In general, it can be observed that in all treatments, the
pH tends to decrease due to the production of short chain acids and because the acidity tends to increase,
this change can benefit or avoid the growth of the yeast, since these are the ones in charge Of fermentation
and the effort for the degradation of sugars present. Due to this, it is evident that a measure that increases the
fermentation time of the amount of Brix degrees decreases and it is time that the fermentation process
termination and the serious point of production of bioethanol is stabilized. Parallel to this a monitoring of the
color evolution was carried out for which the colorimetric method was used as the coordinates of the USA L *
a*b*

The microbiological monitoring of the process in the analysis of the crop allowed to effectively determine the
growth of microorganisms during fermentation, which indicates that it takes a good process, for the
subsequent production and production of bioethanol so this leads a yeast. The growth of these organisms
presents two clearly defined phases, the first one being exponential due to the maximum consumption of
substrate and the second of death (Lysis) indicating a termination of the available substrate and the cessation
of the microbiological activity. Once the substrate has run out the process enters an endogenous or starving
phase.

When the fertile process culminates, is the ° Brix has stabilized, the liquid fraction was separated and
subjected to a simple distillation process at a temperature between 78 to 80 ° C to obtain the bioethanol.

Also, the biogas production was theoretically evaluated in an anaerobic digestion process using the vinasse
obtained after the fermentation process with high organic matter content.
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RESUMEN

El estudio llevado a cabo en este trabajo permiti6 aplicar el concepto de
Biorrefineria para el tratamiento de los residuos generados en el beneficio humedo
del café (pulpa y mucilago). Este concepto permite dar un valor agregado a estos
residuos, ya que es posible obtener compuestos de valor afiadido como el biogas
o el bioetanol.

Uno de los objetivos principales en este estudio es determinar la produccion
potencial de bioetanol y de biogas a partir de los residuos generados en el
beneficio humedo del café, mediante la aplicacion de procesos biotecnoldgicos
como la fermentacién. Con el fin de determinar los rendimientos del proceso se
realizO un seguimiento microbiolégico a estos residuos y un posterior analisis
economico de la tecnologia planteada.

Durante el estudio se realizaron varios ensayos empleando pulpa y mucilago. Los
ensayos realizados mostraron grandes variaciones en cuanto a tiempo y
estabilizacion de los grados Brix, estos ensayos permitieron realizar ajustes
importantes en los parametros del proyecto definitivo, ademas, los resultados
obtenidos permitieron determinar que el tiempo de fermentacion es importante ya
gue depende de la hidrdlisis de la biomasa, el consumo de los azucares presentes
y disponibles para la conversion a bioetanol. Trabajar con tiempos de fermentacion
mas cortos, biomasa parcialmente hidrolizada (Trituracion previa) permite
maximizar la produccion de bioetanol y controlar mejor el proceso fermentativo.

La materia prima (pulpa y mucilago) utilizada en este estudio se obtuvo del
beneficio via himeda de café variedad Castillo, de este proceso se obtuvieron 15
kilogramos de Pulpa obtenida en la etapa de despulpado y 15 litros de Mucilago el
cual se extrajo con el equipo desmucilaginador mecanico. En este estudio se
realizaron 4 tratamientos empleando pulpa y mucilago como sustrato en el
proceso fermentativo. A continuacion se describen los ensayos realizados:
tratamiento 1: Pulpa (P) con 4 kilogramos de Pulpa diluida en 1 litro de agua
destilada; tratamiento 2: Mucilago (M) 5 litros de Mucilago; tratamiento 3: Pulpa
triturada con levadura (PL) y tratamiento 4: Mucilago con levadura (T4).En todos
los ensayos se realizaron pruebas fisico-quimicas y microbioldgicas con el fin de
monitorear los cambios en el proceso y determinar el estado del mismo.

Durante el trabajo desarrollado se midieron diversos parametros tales como el pH,
°Brix, acidez titular, color, sélidos solubles y solidos volatiles siguiendo los



meétodos, AOAC y Standard Methods para cada uno de los ensayos que
permitieron en todo momento conocer el estado del proceso. En general se pudo
observar que en todos los tratamientos, el pH tiende a disminuir debido a la
produccién de &cidos de cadena corta y por consiguiente la acidez tiende
aumentar, este cambio puede beneficiar o evitar el crecimiento de levaduras, pues
éstas son las encargadas de la fermentacién y por ende la degradacion de
azucares presentes. Debido a esto, se evidencio que a medida que se aumenta el
tiempo de fermentacion la cantidad de grados Brix disminuye y al momento que se
estabilizan indica la terminacién del proceso fermentativo y seria el punto de
maxima produccién de bioetanol. Paralelo a esto se realiz6 un monitoreo a la
evolucién del color para lo cual se empled el método de colorimetria que usa
coordenadas L* a* b*.

El seguimiento microbiologico del proceso mediante el analisis del cultivo permitio
determinar de manera efectiva el crecimiento de microorganismos durante la
fermentacion, lo cual indica que se lleva un buen proceso, para la posterior
obtencion y produccion de bioetanol pues esta se lleva a cabo por levaduras. El
crecimiento de estos organismos presenta dos fases claramente definidas, la
primera es exponencial debido al maximo consumo de sustrato y la segunda de
muerte (Lisis) indicando una terminacion del sustrato disponible y el cese de la
actividad microbiolégica. Una vez se ha agotado el sustrato el proceso entra en
una fase endogena o de hambre.

Cuando el proceso fermentativo culmina, es decir los °Brix se han estabilizado, se
separo la fraccion liquida y se sometiéo a un proceso de destilacion simple a una
temperatura entre 78 a 80 ° C para la obtencion del bioetanol.

También, se evalud tedricamente la produccion de biogas en un proceso de
digestion anaerobia utilizando las vinazas obtenidas después del proceso de
fermentacion cuyo contenido en materia organica es elevado.

Finalmente, se analiz6 la viabilidad econdmica del proyecto mediante un balance
econdmico del proceso planteado. La alternativa de tratamiento propuesta en este
proyecto permite obtener 319.142 litros/dia de bioetanol por cada 258ton de los
residuos generados en el beneficio himedo del café cereza, hecho que hace
atractivo este proceso.

Palabras clave: Café, Pulpa de café, mucilago de café, bioetanol.



ABSTRACT

The study carried out in this work allowed the application of the concept of
biorefinery for the treatment of residues generated in the wet coffee (pulp and
mucilage) benefit. This concept gives added value to these wastes, as it is possible
to obtain added value compounds such as biogas or bioethanol.

One of the main objectives in this study is to determine the potential production of
bioethanol and biogas from residues generated in the coffee benefit, through the
application of biotechnological processes such as fermentation. In order to
determine the processes of the process, a microbiological follow-up of these
residues and a subsequent economic analysis of the technology were carried out.

During the study several tests were carried out using pulp and mucilage. The tests
showed large variations in the time and the stabilization of the Brix grades, these
tests allowed to make important adjustments in the parameters of the definitive
project; In addition, the results obtained allowed to determine that the fermentation
time is important and depends on the hydrolysis of the biomass, the consumption
of the sugars present and available for the conversion of a bioethanol. Working
with shorter fermentation times, hydrolyzed partial biomass (previous shredding)
allows to maximize bioethanol production and better control the fermentation
process.

The raw material (pulp and mucilage) used in this study obtained the benefit via the
coffee cup. The castle, from this process was obtained 15 kilograms of pulp
obtained in the pulping stage and 15 liters of mucilage which was extracted with
The machine Mechanical demountable. In this study, 4 treatments were performed
using pulp and mucilage as a substrate in the fermentation process. The following
tests are described: treatment 1: Pulp (P) with 4 kg of Pulp diluted in 1 liter of
distilled water; Treatment 2. mucilage (M) 5 liters of mucilage; Treatment 3: Yeast
crushed pulp (PL) and treatment 4: Mucilage with yeast (T4). In all the tests
chemical-chemical and microbiological tests were carried out to monitor the
changes in the process and determine the condition.

During the work developed several parameters were measured, such as pH, brix,
titrant acidity, color, solid solids and volatile solids following the methods, AOAC



and standard methods for each of the tests that allowed to know the state of the
process at all times. In general, it can be observed that in all treatments, the pH
tends to decrease due to the production of short chain acids and because the
acidity tends to increase, this change can benefit or avoid the growth of the yeast,
since these are the ones in charge Of fermentation and the effort for the
degradation of sugars present. Due to this, it is evident that a measure that
increases the fermentation time of the amount of Brix degrees decreases and it is
time that the fermentation process termination and the serious point of production
of bioethanol is stabilized. Parallel to this a monitoring of the color evolution was
carried out for which the colorimetric method was used as the coordinates of the
USAL*a*b*

The microbiological monitoring of the process in the analysis of the crop allowed to
effectively determine the growth of microorganisms during fermentation, which
indicates that it takes a good process, for the subsequent production and
production of bioethanol so this leads a yeast. The growth of these organisms
presents two clearly defined phases, the first one being exponential due to the
maximum consumption of substrate and the second of death (Lysis) indicating a
termination of the available substrate and the cessation of the microbiological
activity. Once the substrate has run out the process enters an endogenous or
starving phase.

When the fertile process culminates, is the ° Brix has stabilized, the liquid fraction
was separated and subjected to a simple distillation process at a temperature
between 78 to 80 ° C to obtain the bioethanol.

Also, the biogas production was theoretically evaluated in an anaerobic digestion
process using the vinasse obtained after the fermentation process with high
organic matter content.

Finally, the economic viability of the project was analyzed through an economic
balance of the proposed process. The alternative treatment proposed in this project
can get 319,142 liters / day of bioethanol per 258ton of the waste generated in the
benefit of the coffee cherry, a fact that makes this process attractive.

Key words: Coffee, Coffee pulp, coffee mucilage, bioethanol.



1. INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas de mayor importancia de produccién en
Colombia, ha sido reconocido mundialmente por la produccién en calidad y en
cantidad. En las fincas del sur del Huila se ha cultivado una variedad de los
mejores café del mundo y han sido calificados por la prueba de la taza, como café
de excelencia, este calificativo es otorgado por la organizacién que se encarga de
premiar a los productores del mejor grano de café en Colombia y varios paises de
Latinoamérica. De este modo, el café del Huila es admirado y demandado por
diversos paises del mundo tales como: Japén, ltalia, Espafia y en general en
Europa y Estados Unidos en donde el café del Huila se ha ganado cuatro premios
desde el afo 2005.

En la produccion de café existen varias etapas que dependen del proceso
empleado antes de obtener el grano final. Inicialmente el café recogido es llevado
a la zona de beneficio en donde se encuentran dos métodos diferentes usados en
el procesamiento del café: beneficio via humeda y via seca. En Colombia, Costa
Rica, Guatemala, México, El Salvador y algunos paises del centro de Africa como
Kenia, se beneficia el café por via humeda. Este proceso comprende las
siguientes etapas: recoleccion, despulpado, remocién del mucilago, lavado y
secado. El café Colombiano se ha categorizado como suave lavado, debido a
que se obtiene de variedades de la especie Coffea arabica, café arabigos, y se
procesa por via humeda (Brando, 2008; Puerta, 1996). En cambio en Brasil,
Etiopia y Yemen predominan el procesamiento o beneficio por via seca para el
café tipo arabica y robusta. Este proceso de beneficio via seca consta de menos
etapas que el proceso por via humeda, pero se requiere de mas tiempo hasta
obtener la almendra de café tipo exportacion, ya que el café cereza se seca
directamente y luego se retira la cascara seca que comprende la pulpa, el
mucilago y el pergamino (Clarke & Macrae, 1987; llly & Viani, 1995; Brando,
2008).

En el proceso de beneficio por via humeda existe una etapa de despulpado donde
mediante un proceso mecanico el fruto maduro es sometido a la eliminacion de la
pulpa (epicarpio). En esta etapa se obtienen como residuo la pulpa fresca.

La siguiente etapa es el desmucilaginado que es un proceso por el cual se
desprende la mucosidad que se encuentra entre el grano y la cereza de café. En
este proceso el residuo obtenido es el mucilago.

En el beneficio por via humeda se genera aproximadamente por cada 1 kilogramo
de café cereza seca, cerca de 436 gramos de pulpa, que representa alrededor del
43.6% en base humeda del peso del fruto fresco y 149 gramos de mucilago, que
representa alrededor de 14.85% en base humeda del peso del fruto fresco (Calle,
1977). Estos dos subproductos son considerados residuos con un alto valor



contaminante debido a la elevada cantidad de materia organica que suelen
aportar a los medios receptores (Rios, lagos etc.), siendo necesario su tratamiento
o reutilizacion.

Actualmente hay preocupaciones sobre el uso de los recursos y los impactos
generados en la transformacion de los bienes y servicios, que estan englobados
dentro del concepto de la economia circular. Por esta razén se han realizado
numerosos estudios sobre el uso y aprovechamiento de diversos residuos de
origen agroalimentario a nivel mundial que permitan obtener mediante la
aplicacion de diversos tratamientos, subproductos con un valor afadido, dando
solucion a una problematica y generando beneficios ambientales y econdmicos.

Teniendo en cuenta que el departamento del Huila es el primer productor de café
en Colombia, las cifras de produccion de residuos son alarmantes. Se tiene en
cuenta que la produccién de café en los ultimos afios en la region del Huila supera
el 1°’500.000 sacos de café (60 kg) de forma paralela a la produccion de estos
residuos aumentando considerablemente; en dicho lugar no se ha implementado
ningun tipo de tratamiento a estos residuos y por tanto, el impacto ambiental en las
fuentes hidricas es bastante preocupante.

Una de las alternativas poco estudiadas hasta el momento para el tratamiento y
reutilizacion de estos residuos, es la produccion mediante procesos fermentativos
de alcoholes comercialmente interesantes como el bioetanol o para la produccion
de biogas mediante procesos anaerobios que permite aprovechar este biogas
para producir energia o calor. Las caracteristicas fisico-quimicas del mucilago y la
pulpa del café los hacen susceptibles de ser tratados mediantes procesos
biolégicos e incorporarlos dentro de una serie de etapas para su
aprovechamiento, todos estos procesos pueden integrarse dentro del concepto de
Biorrefineria, utilizado actualmente a nivel mundial para la valorizacion de
residuos.



2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En las zonas cafeteras del departamento del Huila en especial el municipio de
Garzon, los residuos obtenidos en la etapa del beneficio humedo del café no son
tratados, por lo cual en su mayoria son arrojados a las fuentes hidricas y en
ocasiones utilizados como enmiendas agricolas en los cultivos sin ningun tipo de
control. Es bien sabido que estas practicas pueden causar graves problemas de
contaminacién por lo que es necesario estudiar alternativas que permitan su
tratamiento o aprovechamiento.

El estudio que se plantea en este trabajo consiste en analizar y determinar la
viabilidad del tratamiento de estos residuos mediante procesos biotecnoldgicos de
fermentacion que permitan obtener subproductos de valor afadido tales como el
bioetanol o el biogas. De igual forma el estudio propone despertar el interés en el
aprovechamiento de esta biomasa que hasta el momento ha sido considerada
como un residuo. Ademas, pretende marcar un precedente en la region para la
valorizacion de los residuos procedentes de la industria agroalimentaria.

Los procesos planteados en este estudio pueden ser de gran interés y aportar
soluciones medioambientalmente viables al sector agroalimentario y en especial al
cafetero, enfocadas al tratamiento de los residuos generados en la produccion de
café. Actualmente existe un creciente interés en el estudio de energias alternativas
a partir de biomasa y en especial de residuos.



3. JUSTIFICACION

La Agencia Internacional de la Energia (AEI), en su informe 2006 sobre
Perspectivas Energéticas en el Mundo, en su escenario de referencia para el afo
2030, apunta a que la demanda total de energia va a superar a la actual en un
50% y que la participacién de los combustibles fésiles practicamente se va a
mantener en los mismos niveles de hoy siendo necesario estudiar la utilizacién de
otras fuentes de energia como la biomasa.

La biomasa es el resultado del crecimiento de organismos fotosintéticos que
realizan la fijacion del CO, atmosférico en forma de compuestos organicos y
biopolimeros a expensas de la energia solar. Las biorrefinerias, al igual que ocurre
con las refinerias de petroleo, consisten en una estructura enfocada hacia la
produccion de diversas formas de energia (entre las que se encuentran los
combustibles) y productos quimicos derivados, de modo que se parte de biomasa
(residuos agricolas, agroindustriales, residuos organicos municipales, etc.) en
lugar de petroleo. ElI término ‘Biorrefineria’ supone la valorizacion, el
fraccionamiento, o la extraccion de varias fuentes de biomasa a través de
procesos fisicos, biolégicos y quimicos para la produccion de diversos productos
de alto valor econémico para diversas industrias.

Es decir, actualmente la pulpa y el mucilago generados en el beneficio del café,
son considerados y tratados como residuos. Desde este trabajo se pretende
evaluar otro enfoque y estudiar el tratamiento de estos residuos aplicando un
concepto nuevo “Biorrefineria” que permitira proponer una solucién o alternativa a
una problematica ambiental y obtener subproductos con un alto valor afiadido
como el bioetanol y el biogas.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el acoplamiento de diversos procesos dentro del concepto de
Biorrefineria que permita el tratamiento de los residuos generados en el
beneficio humedo del café (Pulpa y Mucilago).

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fisica, quimica y microbiologica los residuos a tratar: la pulpa y
el mucilago obtenidos del proceso de beneficio humedo del café.

Estudiar el proceso de fermentacidén de estos residuos con el objetivo de
obtener Bioetanol, mediante el uso de levaduras nativas y levaduras
comerciales.

Proponer un tratamiento de las vinazas generadas en la fermentacién
mediante digestidén anaerobia para la obtencién de biogas.

5. MARCO TEORICO



5.1. BIORREFINERIA

En la mitad del siglo XIX, el petroleo empezd a surgir despues de la extraccion de
la parafina o queroseno, en donde era un combustible mas econdémico ya que solo
se utilizaban como betun o impermeabilizante en los barcos, que posteriomente
fue convertida en enérgia de alimento para las industrias y con una mejora en la
tecnologia para la extraccion y en el refinado; el petréleo fue proporcionando
sustancias combustibles cada vez mas eficaces como la gasolina, gas, plasticos
entre otros (Garcia Laureiro, 2014). El siglo XX fue considerado el “BOOM
expansivo y explosivo del petréleo”; la industria petroquimica crecio rapidamente y
miles de productos plasticos, quimicos y farmaceuticos entre otros, fueron
desarrollados a partir de los combustibles fosiles como los hidrocarburos (Gémez
Millan, 2015).

Segun (Garcia Laureiro, 2014), existen dos tipos de biocombustibles de primera y
de segunda generacién; los de primera generacién son los que dieron avances
hacia el futuro como son los de materia organica fermentada, ya sea uva, cafa de
azucar o cualquier otro origen. El responsable es el etanol, un alcohol que los
seres humanos beben, pero si en vez de beberlo es destilado para purificarlo se
obtiene bioetanol. Otro combustible es el biodiesel que puede ser obtenido a partir
de aceites vegetales de girasol, soja, colza o palma. La segunda generacién son
mas dificiles de obtener porque en lugar de utilizar la glucosa existente en el
almidon de los frutos como el maiz, la soya, se obtiene a partir de materia vegetal
no comestible como la madera o los residuos agricolas. El inconveniente es que el
material base es la celulosa una molecula muy dificil de romper, ni siquiera el
sistema digestivo del hombre lo puede realizar. La celulosa compone la fibra que
expulsa el ser humano sin digerir. Para romper la celulosa y recuperar la glucosa
que la compone, hay que emplear acidos y enzimas que encarecen notablemente
el proceso. De ella se obtiene bioalcoholes que tienen ventajas como: no compiten
con la produccion de alimentos ya que no se extraen de las semillas sino de lo
qgue sobra de la cosecha. Algunos como el “bio-oil” pueden obtenerse a partir de la
transformacioén del carbon o del reciclado de neumaticos, plasticos y el petréleo
estos son tambien “bio ”, pero el petrdleo no se recicla.

Las plantas de tratamiento de los residuos para un futuro tendran que ser capaces
de clasificar y tratar la biomasa de distintos origenes y composicion para obtener
una variedad de productos mediante tratamientos quimicos diferenciados; de aqui
se habla entonces de una biorrefineria (Garcia Laureiro, 2014); ademas de que el
sentido de las biorrefinerias son las respuestas a los beneficios econdmicos,
ambientales y sociales (Gomez Millan, 2015).

Este concepto de biorrefineria es reciente, tomado en diversos ambitos como la
agricultura, la industria de alimentos y la obtencién de la materia prima. Se ha
notado que muchos residuos son convertidos en una serie de productos, cada uno
con una aplicacién final diferente. La biorrefineria trata de potencializar en la no



utilizacion como materia prima o cultivos susceptibles de convertirse en alimentos
sino por el contrario utilizar los residuos de la industria alimenticia, papeleras,
forestales y agricolas (Gémez Millan, 2015). Albert Einstein, estaba en lo correcto,
“se puede convertir la materia en energia”.

La biorrefineria se caracteriza por transformar la biomasa en varios productos
finales incluyendo bioenergia en forma de electricidad o calor, biocombustibles
sélidos, liquidos como bioetanol o biodiesel, y compuestos gaseosos como
biogas, entre otros productos (Pascual et al., 2015).

En este sentido el desarrollo de la sociedad se ha basado en el aprovechamiento
de fuentes energéticas de tipo primaria como el carbon, petréleo y gas natural. Su
mal uso ha generado un deterioro ambiental en todos los ambitos que si no se
toman correctivos podemos llegar a niveles criticos. Hay evidencias claras de la
degradacion del ecosistema como son: el calentamiento global, la disminucién de
la capa de ozono y las lluvias acidas; por esta razén y muchas otras se deben
desarrollar tecnologias que permitan obtener otras fuentes de energia que
sustituyan a las convencionales (Posso, 2004).

Actualmente el 84% del consumo total mundial de energia primaria proviene de
los combustibles fosiles, sin embargo las reservas de petréleo y de gas natural se
estan agotando por lo que ha perdido protagonismo por sus fluctuaciones en sus
precios y su constantes demandas en la economia mundial (pone muchas
dificultades), los biocombustibles por el contrario poco a poco han ganado
presencia (Gémez Millan, 2015; Garcia Laureiro, 2014).

Mundialmente la produccion de bienes y servicios deben principalmente de los
hidrocarburos, el ritmo del deterioro ambiental del planeta, generado en gran
medida por la quema de combusibles fosiles, ha obligando a sus habitantes a
replantear no solo los modelos de produccion sino el modo de vida (Chinappi &
Jerez, 2008).

La implementacion de sistemas enérgeticos empleando la biomasa, ofrece
ventajas ambientales, sin embargo se requiere cambiar politicas, actitudes y
habitos en diferentes sectores de la sociedad y las instituciones vinculadas a los
procesos productivos (Posso, 2004).

En el informe 2006, la “Perspectiva Energeticas en el Mundo”, la (AIE, 2006), en
su escenario de referencia para el ano 2030, apunta que la demanda total de
energia va a superar a la actual en un 50% y que la participacion de los
combustibles fosiles practicamante se va a mantener en los mismos niveles de
hoy como se observa en la siguiente (Figura 1) (AIE, 2006).
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Figura 1: Consumo mundial de energia primaria

Debido a esto, los paises industrializados han comenzado a considerar la
biomasa como una materia prima idénea en la produccion de energia y productos
quimicos dando sus caracteristicas renovables y su amplia distribucién. Asociado
este nuevo planteamiento nace el concepto de biorrefineria como la industria de
refino para la produccion de energia, combustibles, materiales y productos
quimicos a partir de biomasa vegetal (Martin Gil, 2009).

Hay industrias que poseen una amplia gama de productos obtenidos a partir de
las biorrefinerias, adaptando una serie de instalaciones de distintos procesos que
pueden ser fisicos, quimicos, termo-quimicos o biotecnoldgicos. Los productos
intermedios que se generan en la transformaciones primarias de la biomasa se
denominan “plataformas”, a partir de las cuales se aplican procesos de
transformacion o refinado secundarios hasta alcanzar los productos finales
(Pascual et al., 2015).

5.2. CAFE

En Colombia el café es uno de los productos agricolas que ha aportado al
desarrollo econémico, social e institucional del pais, ademas de lograr estabilizar
el crecimiento econdmico a través de las exportaciones a pesar de las constantes
variaciones del precio en el mercado internacional (Machado, 2001). La
produccion de café ha ayudado al desarrollo de diferentes ciudades, aumentando
el presupuesto de la ciudad, las inversiones en transporte, almacenes, entre otros
y mejorando al desarrollo del sector rural, logrando el crecimiento, modernizacion
de la industria y el comercio nacional e internacional (Uruefia Gémez, 2013).



El continente americano (América Central y del Sur) continua siendo el mayor
productor de café verde en el presente siglo con cerca del 60% de la produccion
total en 2012, seguido por el continente asiatico con el 30% y el africano con el
10% restante. Por paises, a nivel mundial, cerca del 60% de la produccion esta
concentrada en los siguientes paises con sus respectivos aportes: Brasil, quien
aporta el 36%; Vietnam el 19%; Colombia el 5%; e Indonesia el 4% (Esguerra &
McAllister, 2014).

Los granos o semillas de café crecen en la planta después de la floracion como se
muestra en la Figura 2. Las semillas estan en el arbusto, su crecimiento inicia con
el florecimiento, siendo polinizada y luego fecundada por un embriéon hasta
completar su estado de madurez, donde adquiere un color rojizo o amarillo
dependiendo de la variedad, al fruto se le denomina “cereza de café”. El fruto esta
compuesto por exocarpio, mesocarpio, endocarpio, como se muestra en la figura
3 (Cafeteros, 2010).
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Figura 3: Clasificacion de las partes del café

Exocarpio

El exocarpio, también conocido como cascara o pulpa, es el tejido mas externo del
fruto, este consiste de una camada de células compactas, poligonal y
parenquimatosas, con varios cloroplastos, presentando estomas regularmente
distribuidos en su superficie, la estructura celular del exocarpio constituyen
barreras de transferencia de agua de los frutos durante el secado del café
(Salazar et al., 1994). El color de la pulpa varia de verde a rojo o amarillo,
dependiendo de la variedad del café y los grados de maduracién del fruto
(Montilla, 2006).

Mesocarpio
El mesocarpio, también conocido como mucilago, es un tejido formado por células
parenquimatosas formado por xilema en su interior y floema en la parte externa
encontrandose por todo el tejido, constituyen un tejido rigido (Salazar et al., 1994).
Endocarpio
El endocarpio, también conocido como pergamino, es la estructura mas interna

del pericarpio. Esta formado por células esclerenquimatisas, de forma irregular
envolviendo completamente la semilla (Salazar et al., 1994).



Actualmente hay preocupaciones sobre el uso de los recursos y los impactos
generados en la transformacién de los bienes y servicios, por esta razon se han
realizado numerosos estudios sobre el uso, aprovechamiento de estos residuos a
nivel mundial que permitan obtener mediante diversos tratamientos de estos
subproductos con un valor afadido, dando solucién a una problematica vy
generando beneficios ambientales y econdmicos. En la region del Huila no se ha
implementado ningun tipo de tratamiento a estos residuos como son la pulpa
fresca (exocarpo) y el mucilago (mesocarpo); y por tanto, el impacto ambiental en
las fuentes hidricas, que conlleva a graves problemas como la desaparicion de
especies acuaticas es bastante preocupante.

Analizando todo los procesos que tiene el café para poder obtener un pergamino
seco, se encuentra que la cantidad de material vegetal que queda en forma de
residuos es superior al que se aprovecha directamente en la preparaciéon de la
bebida. En la Tabla 1 se muestra el peso de cada una de los residuos generados
durante cada una de las etapas del proceso de beneficio e industrializacién el
café.

Tabla 1: Residuos obtenidos en el proceso de beneficio e industrializacion de 1 kg de café cereza en Colombia.

Etapas Proceso Residuo obtenido Perdidas (gramos)
Despulpado Pulpa fresca 436
Beneficio Desmucilaginado Mucilago 149
Secado Agua 171
Pergamino
Trill 42
e Pelicula plateada
Industrializacion Torrefaccion Volatiles 22
Preparacion de la bebida Borra 104
Pérdidas acumuladas 924

Fuente: (Calle, 1977)

Tal y como se mencioné anteriormente, por cada 1 kilogramo de café cereza se
obtiene 436 gramos de pulpa fresca y 149 gramos de mucilago, con la produccion
nacional del afo pasado de 12.140 miles de sacos de 60 Kg, se generan
317582,4 toneladas de pulpa fresca y 108531,6 toneladas de mucilago. Estas
cifras son alarmantes teniendo en cuenta que en su mayoria estos residuos no
estan siendo reutilizados como enmienda agricola y su disposicion final son los
rios o lagos.

Normalmente, después del proceso de recoleccion del café se realiza el proceso
conocido como beneficio humedo, en este proceso se realizan dos etapas que
son: despulpado donde se obtienen como residuo la pulpa fresca, y
desmucilaginado, en el que se obtiene mucilago. Es de resaltar que estos dos




residuos son muy contaminantes.

En el caso de la pulpa el promedio de la producciéon para Colombia, es de 2.25
ton/ha-afio (Rodriguez Valencia, 2007a). Por cada millébn de sacos de 60 kg de
café almendra que Colombia exporta, se genera 162.900 toneladas de pulpa
fresca, que si no se utiliza adecuadamente producirian una contaminacién en
excretas y orina equivalente a la generada durante un afio, por una poblacién de
868.736 habitantes (Rodiguez Valencia, 2009).

El mucilago se genera en la etapa del desmucilaginado, y en base humeda
representa alrededor de 14.85% del peso del fruto fresco (Montilla, 2006). En
términos de volumen, por cada kilogramo de café cereza sin seleccionar se
producen 91 ml de mucilago fermentado (Zambrano F. & Isaza H., 1994). Su
produccion media es de 768 kg/ha-afio (Rodriguez Valencia, 2007a). Por cada
millbn de sacos de 60 kg de café que Colombia exporta, se genera
aproximadamente 55.500 toneladas de mucilago fresco que si no se utiliza
adecuadamente produciria una contaminacién equivalente a la generada en afio,
en excretas y orina por una poblacién de 310.000 habitantes (Rodiguez Valencia,
2009).

Teniendo en cuenta la contaminacién, el impacto ambiental que se genera y la
necesidad de los paises de aumentar su matriz energética sin afectar los
productos de la canasta familiar o alimentos para los animales; tales como la cana
de azucar, cereales, aceite de palma entre otros (Rodriguez Valencia & Zambrano
Franco, 2010); se han enfocado en realizar investigaciones en la produccion de
biocombustibles. De esta manera la Universidad Surcolombiana tiene interés en el
aprovechamiento de los residuos que no se utilizan para la alimentacion, como es
el caso la pulpa y mucilago de café.

Las caracteristicas quimicas de estos residuos son muy interesantes y favorables
para llevar a cabo el proceso fermentativo y obtener subproductos como el
bioetanol. Por ejemplo, en el caso de la pulpa contiene azucares reductores que
corresponden aproximadamente con el 17% en base seca, la pulpa seca posee un
poder calorifico de 15.88 MJ/Kg y un consumo en el secado mecanico de 36.92
MJ, con un balance energético negativo en el proceso debido a que cada unidad
de energia aplicada en el secado de la pulpa solo se genera 0.43 unidades en la
combustion del producto seco (Rodriguez & Zambrano, 2010; Rodrigez Valencia,
1999; Porres et al., 1987).

En el mucilago se encuentran azucares reductores, representan
aproximadamente el 64% en peso seco (Rodrigez Valencia, 1999), lo cual
representa cerca del 15 % del peso fresco; ademas, se tiene en cuenta el principio
activo que son los °Brix, los que actuan en el proceso de fermentacion en donde
los carbohidratos son transformados en azucares simples por medio de la
levadura del genero Saccharomyces, que lo convierten en etanol; luego pasando



por el proceso de destilado (Funes et al., 2011; Rodriguez Valencia, 2007a;
Rodriguez Valencia, 2007Db).

La fermentacion es una actividad biolégica en ausencia de oxigeno, donde la
actividad de algunos microorganismos procesan los azucares presentes hasta
obtener un producto final: un alcohol que corresponde principalmente a etanol,
que suele formarse después de la fermentacién, en torno a un 15%-25%, que
posteriormente puede concentrarse por destilacion y obtener alcohol hidratado (4-
5% de agua) hasta llegar al alcohol absoluto (99,4% de pureza) (Rodriguez
Valencia & Zambrano Franco, 2010).

Algunos autores (Calle, 1977) encontraron en un estudio desarrollado en
Cenicafé, que “de 100Kg de café cereza se puede obtener 6% de melaza” por
extraccion y concentracion de jugo de la pulpa y del mucilago, con un contenido
del 35% de azucares totales y 6.19% de cenizas, y por fermentacion alcohdlica se
pueden obtener, en promedio 1.2 litros de alcohol etilico de 85° equivalentes a 500
litros de etanol por 1000 arrobas de café pergamino seco (Rodriguez Valencia &
Zambrano Franco, 2010).

(Sanchez, 2003) en su reporte afirma que en la fermentacion alcohdlica utilizando
varias cepas de levaduras, se encontré6 un promedio de 25.17 ml de etanol,
proveniente de la fermentacién de 1Kg de pulpa fresca, la capacidad calorifica del
etanol es de 21.08 MJ/L, por lo que se alcanz6 un valor de 0.53 MJ/kg de pulpa
fresca, similar al de forma de biogas.

En el caso mucilago de café en base humeda, representa alrededor del 14.85%
del peso del fruto fresco (Montilla, 2006); que en términos de volumen se puede
decir que por cada kilogramo de café cereza sin seleccionar se producen 91 ml de
mucilago fermentado (Zambrano & Isaza, 1994). En fermentacion alcohdlica se
encontré un valor promedio de 58,37 ml de etanol obtenido a partir de 1kg de
mucilago fresco (Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2010); equivalentes, en
unidades en energia a 1,23 MJ/kg de mucilago (Rodriguez Valencia & Zambrano
Franco, 2010).

Los rendimientos de etanol que podria esperarse en la pulpa y el mucilago
generados en la obtencion de millén de sacos de café verde se presentan en la
(Tabla 2).



Tabla 2: Bioetanol obtenido por cada millon de sacos café verde producido.

Litros de Galones de etanol
Subproductos Toneladas generadas etanol/toneladas de 1
(galus)
subproductos
Pulpa fresca 162.900 25,17 1.083.274
Mucilago fresco 55.500 58,37 855.888
Galones de etanol/millon de sacos de café verde 1.939.162

Fuente: (Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2010)

En la tabla 3, se presentan los datos mencionados por diversos autores respecto a
la energia disponible en los subproductos generados en las fincas como son
biogas y bioetanol. En principio el biogas puede ser utilizado en cualquier equipo
comercial disefiado para uso con gas natural. La Figura 4, se encuentra el
resumen de las posibles aplicaciones.
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Figura 4: Aplicaciones con el uso del biogas

Haciendo un analisis respecto a la cantidad de energia que puede obtenerse, se
considera que el poder calorifico de la gasolina es de 34MJ/kg, equivalente a

1 . .
gal,s equivalente a Galones estadounidenses




128,69MJ/galus, se puede estimar que la energia disponible en los subproductos
del café generados por 1 ha/afio, es equivalente a la contenida en 513 galus de

gasolina.

Tabla 3: Capacidad calorifica de los subproductos del café.

Referencia

Combustible liquido

Subproducto Poder calorifico Produccion
15,88MI*kg" pulpa
seca. Combustible (Porres et al., 1987)
solido (pulpa seca)
0,54 MJ*kg "' pulpa
frgeZ(S::(.) SCOO(r]nSli)l)lfsg‘;l:))le 2258 ke/ha-afio (Arcila, 1979)
Pul Rodri Valenci
wpa 0,53 MJ*kg "' pulpa (Ro 1‘(’;1:)6027; enetd, (Rodriguez Valencia,
fresca. Combustible 2007a; Rodriguez
liquido (bioetanol) Valencia, 2007b)
2 MJ*kg" mucilago
fresco. Combustible (Zambrano, 1994)
biogs
£ASE050 (_1 10ga/s) 768 kg/ha-afio - .
Mucilago 1,23 MJ*kg mucilago (Rodriguez Valencia (Rodriguez Valencia,
& fresco. Combustible %1100713) ’ 2007a; Rodriguez
liquido (bioetanol ) Valencia, 2007b)
, 17,90 MT*kg'", 227 ke/ha-afio
Cisco . . (Rodriguez Valencia, (Roa et al., 1999)
Combustible solido
2007b)
29,01 MJ*kg"' borra
seca. Combustible (Federacafé, 1997)
solido
w11
590 MI%ke b.orra (Kostenberg et al.,
seca. Combustible
ey 1995)
gaseoso (biogas)
4,38 MJ*kg™" borra
seca. Combustible 22.300 t/afio (Agudelo, 2002)
Borra liquido (bioetanol) (Agudelo, 2002)
1, T
5,76 MI"kg b.orra (Kondamudi et al.,
seca. Combustible 2008)
liquido (biodiesel)
15,60 MJ*kg™ ripio. (Rodriguez Varlencm,
Combustible solid 2007a; Rodriguez
OHDUSHYIE SOTAO Valencia, 2007b)
R- . * -1 . . . . t
ipios 3,46 MJ*kg" ripio Sin datos (Oliveira et al., 2003)




(biodiesel)
19,75 MJ*kg™" tallo N (Roa, 2003;
’ 1.200 kg/ha- ’ ’
Tallos seco. Combustible A Rodriguez Valencia,
solido 2007b)

Fuente: (Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2010)

Teniendo en cuentas todas las propiedades quimicas de los residuos producidos
en el beneficio himedo del café se puede pensar en el planteamiento de varios
procesos que permitan su aprovechamiento y enmarcalos dentro del concepto de
Biorrefineria. Este concepto puede aplicarse a diversos residuos agroindustriales.
Las biorrefinerias permiten obtener productos para la produccién de fuentes de
energia limpias, biocombustibles amigables con el medio ambiente y productos de
valor afiadido entre otros.

La produccion de bioetanol ha experimentado un crecimiento en los ultimos afios
en Colombia, por lo que se puede empezar a implementar los conocimientos
adquiridos y desarrollar tecnologia haciendo asi que Colombia sea competitivo y
contribuya en la conservacion del medio ambiente, dando alternativas de
desarrollo, como la generacién de biocombustible que pueden ser una alternativa
de combustible fosiles.

La produccion de bioetanol beneficiara a todos los productores de las zonas
cafeteras, ya que en el proceso de beneficio hiumedo del café los residuos no son
aprovechados, sabiendo el alto grado de contaminacion al medio ambiente que
generan estos residuos en el pais.




6. MATERIALES Y METODOS

6.1. DESCRIPCION DEL AREA DE RECOLECCION DE CAFE PARA EL
ESTUDIO

6.1.1. Localizacion.

Garz6n es un municipio Colombiano, localizado en el suroriente del Departamento
del Huila con una distancia de 113 kilbmetros de la capital (Neiva) y a 73
kilbmetros del municipio de Pitalito, en las estribaciones de la cordillera central,
geograficamente se encuentra situada en las coordenadas 2°23'00” de latitud
Norte y 75°56°'00” de longitud Oeste, limitada por el norte con el municipio de
Gigante, por el sur con el municipio de Guadalupe, al sur-oeste con el municipio
de Altamira; por el Oriente con el departamento del Caqueta y por el occidente con
el municipio del Agrado (IGAC, 2015) (Figura 5).
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Figura 5: Area de estudio. Municipio de Garzén en el Departamento del Huila

6.1.2. Aspectos climéaticos.

El clima del municipio de Garzén es muy diverso, la temperatura varia de acuerdo
con la altitud y el relieve de cada lugar, alterada por los vientos y las lluvias. Los



periodos de lluvia son en los meses de abril, mayo y de octubre a diciembre; el
resto de afio se considera como época seca, aun cuando presentan lluvias
esporadicas. Sus tierras se distribuyen en los pisos térmicos célido (4,1km?),
templado (369,11 km?), frio (584,68 km?) y el piso bioclimatico paramo (380,39
km?) (Rodriguez, 2015).

6.2. TOMA Y ANALISIS DE LA MUESTRA

6.2.1. ENSAYO PRELIMINAR
6.2.1.1. Materia prima

Como materia prima se utiliz6 café variedad Castillo, procedente de la vereda Alto
Fatima del municipio de Garzon departamento del Huila, se obtuvieron del proceso
de beneficio humedo 4 kilogramos de Pulpa obtenida en la etapa de despulpado, y
2 litros de Mucilago obtenidas de forma manual.

6.2.1.2. Tratamientos

Se realizaron 3 tratamientos; (T1) 2 kilogramos de Pulpa, diluida en 2 litro de agua
destilada, (T2) 2 kilogramos de Pulpa triturada, diluida en 2 litros de agua destilada
y (T3) 2 litros de Mucilago con 2 litros de agua destilada. Que posteriormente
fueron transportados al laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la
Universidad Surcolombiana (Neiva), en donde se realiz6 la fase experimental
como se muestra en la siguiente figura 6.

Figura 6: Montaje de fermentacion anaerobia para Pulpa y Mucilago de café ensayo preliminar

Para cada uno de los tratamientos realizados se llevo a cabo una caracterizacion
exhaustiva del liquido fermentado con pruebas fisicas, quimicas y microbiologicas



durante la fase de fermentacion a los tiempos 0, 8, 15 y 20 dias de fermentacion
natural a temperatura ambiente, (Tabla 4).

Tabla 4: Tratamientos de la materia prima de Pulpa y Mucilago de café ensayo preliminar

. Tratamiento con Tratamiento con Tratamiento con
Tratamiento .
Pulpa Pulpa Mucilago
Dilucion 1:1 1:1 1:1
Tiempos de pruebas (dias) 0,8,15y20 0,8,15y20 0,8,15y20
Nomen_cla}tura de los T1 T2 T3
Triplicados

6.2.2. ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA

6.2.2.1. Materia prima
Como materia prima se utilizé café variedad Castillo, procedente de la vereda El
Meson del municipio de Garzon departamento del Huila, de 34kg de café cereza
se obtuvieron del proceso de beneficio humedo 15 kilogramos de Pulpa obtenida
en la etapa de despulpado, y de 100 kg de café cereza se obtuvieron 15 litros de
Mucilago obtenidas mediante el equipo desmucilaginador mecanico (ECOMIL,
con caudal de 550ml/min).

6.2.2.2. Tratamientos
Se realizaron 4 tratamientos por triplicado; (T1) 4 kilogramos de Pulpa diluida en 1
litro de agua destilada (T2) 5 litros de Mucilago, (T3) 4 kilogramos de Pulpa
triturada mas levadura diluida en 1 litro de agua destilada (T4) 5 litros de Mucilago
mas levadura, posteriormente fueron transportados al laboratorio de Microbiologia
de Alimentos de la Universidad Surcolombiana (Neiva), en donde se realizé la fase
experimental (Figura 7); durante el proceso fermentativo se realizO una
caracterizacion fisico-quimica y microbiologica en los tiempos 0, 1, 2, 3,4, 5,8y
10 dias de fermentacion natural a temperatura ambiente (Tabla 5).

Tabla 5: Tratamientos de la materia prima (Pulpa y Mucilago), ensayo de verificacion a gran escala

. . Tratamiento con Tratamiento con
. Tratamiento con Tratamiento con . . .
Tratamiento Pulpa (T1) Mucilago (T2) Pulpa mas levadura | Mucilago mas
P g (T3) levadura (T4)
Dilucion 4:1 5:1,5 4:1 5:15
Tiempos de
pruebas (dias) 0,1,23,458y10|0,1,2,3,4,58y10 0,1,23,4y5 0,1,23,4y5




Nomenclatura de T1i-P1 T2-M1 T3-PL1 T4-ML1
g T1-P2 T2-M2 T3-PL2 T4-ML2

los Triplicados
T1-P3 T2-M3 T3-PL3 T4-ML3

Figura 7: Montaje de fermentacion anaerobia para Pulpa y Mucilago de café, ensayo de verificacion a gran escala

Los andlisis de pH, °Brix, acidez, color, DQO, solidos totales y solidos volatiles, se
realizaron por triplicado y los microbiolégicos por duplicado.

6.3. ANALISIS FISICOQUIMICO
6.3.1. ENSAYO PRELIMINAR

La metodologia aplicada se encuentra consignada en los numerales 6.3.2.1,
6.3.2.2,6.3.2.3. y 6.3.2.4.

6.3.2. ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA
6.3.2.1. pH

Para la determinaciéon de pH, se tomé de los tanques de fermentacion tanto para
el tratamiento con la pulpa como para el tratamiento con el mucilago, una muestra
de 10 ml, la lectura se realiz6 con el potenciometro Ohaus Starter5000
previamente calibrado de acuerdo con el protocolo y analisis descrito por la AOAC
y Standard Methods, método potenciometro (AOAC-981.12).




Figura 8: Equipo de medicion de pH

6.3.2.2. Solidos disueltos

Se determiné usando un refractémetro de tipo Atago PR-201a comprobando su
valor en cada muestra por triplicado, en los diferentes tratamientos (pulpa y
mucilago), a lo largo del proceso de fermentacion teniendo en cuenta el método
(AOAC932.12) (Figura 9).

Figura 9: Medicion del parametro de °Brix



6.3.2.3. Acidez titulable

De acuerdo a la norma (AOAC-942.15), se tom6 20 ml de los tanques de
fermentacién tanto para el tratamiento de la pulpa como para el tratamiento del
mucilago, se afiadieron 3 gotas de fenolftaleina y se titulé con hidréxido de sodio a
0.1N; el calculo de la acidez titulable se realizd en funcion del equivalente al acido
lactico (ANEXO A) (Figura 10).

Figura 10: Montaje de acidez titulable

6.3.2.4. Color

Para la medicién de los parametros del método CIE (Comision Internacional
Eclairage), se utilizé un colorimetro para liquidos Konica Minolta, modelo CR-410

Figura 11: Equipo de medicion de colorimétrico



Se realiz6 la medicién con 20 ml tanto del tratamiento de la pulpa como para el
tratamiento del mucilago con en el colorimetro y se obtuvieron coordenadas de
CIE L*, a*y b*, (Figura 11).

6.3.2.5. DQO total y DQO soluble

Para la determinacion del parametro de DQO, se tomaron muestras de 60 ml en
frascos estériles, se tomo6 2,5ml de la muestra en un tubo de cultivo al igual que
2,5 ml de agua destilada, luego se adicioné Dicromato de potasio a 0,0167M
(K2Cr;07) y seguidamente se agrego solucién catalizadora de acido sulfurico, el
procedimiento y los célculos basados en el Método reflujo cerrado (Standard
Methods-5220D).

6.3.2.6. Solidos totales y solidos volatiles

En la determinacion de solidos totales y volatiles para el tratamiento con el
mucilago, tomando una muestra de 10 ml en una capsula, se tuvo en cuenta los
pesos a temperatura de 105°C y 550°C segun (Standard Methods-10406) (Figura
12).

Figura 12: Montaje en estufa a 105°C durante 24 horas

6.3.2.7. Solidos suspendidos

Se realiz6 un filtrado con un volumen de 10 ml, luego se depositd en una capsula
teniendo en cuenta los pesos a temperatura de 105°C y 550°C segun (Standard
Methods-10406) (Figura 13).



Figura 13: Montaje de filtrado para el tratamiento del mucilago

6.4. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Se tomaron 2 muestras de cada tratamiento y por cada tanque de fermentacion,
se efectuaron diluciones seriadas en tubos de ensayo con 9 ml de agua de
peptona (Merck KGaA) y caldo MRS (OXOID), luego se realizé siembra en
profundidad en medios de cultivo selectivo agar MRS (de Man, Rogosa y Sharpe-
OXOID) y agar YGC (Chloramphenicol Glucose Agar-Merck KGaA), después de
24 y 48 horas se realizaron los correspondientes recuentos (Figura 14) (ANEXO
B). En los tratamientos a los que se adicioné levadura se empled la cepa
Saccharomyces Cerevisiae var Bayanus (Oneoferm), tantos gramos para los
tratamientos de pulpa y tantos gramos para los tratamientos con mucilago.

Figura 14: (a) Disposicion cajas de Petri para siembra en profundidad, (b) Vertimiento de medio de cultivo solido

6.4.1. Recuento de BAL (Bacterias Acido Lacticas)

Luego de realizar siembra por duplicado en agar MRS, se incubé a 37°C durante
48 horas en condiciones de aerobiosis en la incubadora digital (Thermo Scientific
Heratherm IMH60-S), finalmente se realizé el respectivo recuento y se hizo una



identificacion morfolégica de las unidades formadoras de colonia a las 24 y 48
horas. Luego, se realizé descripcion morfoldgica, tincibn Gram y prueba de
catalasa.

6.4.2. Recuento de levaduras

Luego de realizar siembra por duplicado en agar YGC, se incubé a 30°C en
condiciones de aerobiosis, durante 48 horas en la incubadora de precision digital
(Thermo Scientific Heratherm IMH100), finalmente se realiz6 el respectivo
recuento y se hizo una identificacibn morfolégica de las unidades formadoras de
colonia a las 24 y 48 horas. Después, se hizo descripcion morfolégica y tincion
Gram.

6.5. FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion de los residuos se realiz6 en tanques de plasticos cerrados con
capacidad de 6 litros, en la parte superior se adaptdé una trampa de gases con el
fin de facilitar la salida de los gases producidos en la fermentacion y evitar
presiones excesivas. El tiempo del proceso tuvo una duracién de 10 dias,
momento en el que los °Brix se estabilizaron, indicando la finalizacion de la
fermentacion (Figura 15).

Figura 15: (a) Proceso de fermentacion con Pulpa, (b) Proceso de fermentacion con Mucilago

6.6. DESTILACION SIMPLE



Al terminar la fermentacion con la materia prima (Pulpa y Mucilago de café), el
sobrenadante fue sometido a evaporacion, utilizando para esto el destilador simple
a una temperatura de 80°C, hasta obtener una solucién etanol-agua.

El calentamiento del sistema de destilacién se llevd a cabo empleando la fuente de
energia proporcionada por la placa calentadora, el equipo utilizado consta de un
termometro, balon y refrigerante (Figura 16).

Figura 16: Montaje de destilacion simple

7. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se hizo con el software Statgraphics Centurion XV. Se
realizé un analisis de varianza simple (ANOVA) para los datos de caracterizacion
de cada uno de los tratamientos y se realizd un analisis de varianza multifactorial
(ANOVA multifactorial) para los datos obtenidos entre tratamientos, para cada uno
de ellos se efectuaron varios tests y graficos para comparar los valores medios
obtenidos para los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de los diferentes
tratamientos. Las diferencias entre medias o medianas fueron consideradas
significativas cuando el p<0.05.



8. ANALISIS DE RESULTADOS

8.1. Caracterizacion de la biomasa
ENSAYO PRELIMINAR CON PULPA Y MUCILAGO DE CAFE

Antes de iniciar con el desarrollo experimental se realizé la caracterizaciéon de la
pulpa y el mucilago con el fin de conocer la composicion y caracteristicas fisico-
guimicas de estos residuos.

Las caracteristicas fisico-quimicas y las condiciones operacionales se encuentran
en la tabla 6 y 7. La temperatura no se controlo y vario en funcion del ambiente. El
tiempo de fermentacion se fijo teniendo en cuenta recomendaciones bibliograficas.

En la tabla 6. Se muestran los resultados obtenidos en la caracterizacion de la
pulpa y la pulpa triturada. Se realizaron tres replicas con el fin de reducir el valor
de incertidumbre y obtener valores mas representativos.

Tabla 6: Caracterizacion con la pulpa de café

Pardmetros Pulpa de café Pulpa de café Triturada

medidos

pH 4,71+0,03 4,63+0,01

°Brix 1,97+0,06 2,90+0,00

Acidez (g/L) 0,72 1,08

Color L* a* b* L* a* b*
33,91+0,03 8,14+0,03 11,074£0,01 | 32,00+0,11 | 9,46+0,04 | 8,04+0,12

Para garantizar el proceso de fermentacién uno de los parametros importantes es
el pH y los grados Brix, en la tabla 6 se observa que la pulpa presenta un pH de
4,71 (CV=0,62%) y 1,97 °Brix (CV=2,94%), en el caso de la pulpa tritura el pH
vario ligeramente y fue de 4,63 (CV=0,29%), los grados Brix aumentaron hasta
2,90 °Brix (CV=0,0%) debido principalmente al rompimiento e hidrolisis parcial de
la pulpa. No obstante, los promedios al inicio de la fermentacién pH y °Brix estan
cercanos y concuerdan con (Rodriguez Valencia, 2013) quien sustenta a través de
sus pruebas un valor promedio de pH 4,60 (CV=3,61%) Yy 2,90 °Brix (CV=9,34%),
ya que la variedad de café utilizada por el autor es la misma empleada en esta
investigacién (var. castillo).




Por otra parte, los resultados iniciales en la acidez son bajos estando en un rango
de 0,72 y 1,07¢g/L, de manera semejante (Acosta, 2012) en sus resultados
reportan un rango inicial de acidez entre 1 y 2 g/L. Adem&s mencionan que un
elevado contenido de acidez inicial genera una baja velocidad de fermentacién por
lo cual en la presente investigacién se observa que los ensayos inician con una
baja acidez, se espera que aumente a medida que la pulpa se hidroliza y las
bacterias acidogénicas generen acidos grasos de cadena corta.

Se debe agregar, que en el pardmetro de color al inicio del proceso de
fermentacion en la coordenada de luminosidad L* tomo un valor promedio de
33,91 para la pulpa de café y 32,00 para la pulpa triturada; el croma a* para el
primer tratamiento con un valor promedio de 8,14 y 9,46 para el segundo
tratamiento y en el croma b* se tiene un valor promedio de 11,07 y 8,04
respectivamente. Segun (Carvajal et al., 2011) menciona que este rango de color
es proveniente de frutos sobremaduros con una tonalidad rojiza y amarillenta en
menor cantidad. La tabla 7 muestra los resultados obtenidos en la caracterizacion
del mucilago. En cuanto a los valores promedios al inicio del proceso fermentativo
presentd un pH de 4,49 (CV=0,54) y 6,2 °Brix (CV=0,0%) datos comparables con
los encontrados en los trabajos de (Rodriguez Valencia & Zambrano Franco,
2011); quienes obtuvieron un pH de 4,84 y 9,66 °Brix; siendo similar para el
parametro de pH pero se encontraron diferencias en el parametro de °Brix ya que
estos investigadores usaron mucilago de café variedad Colombia.

Tabla 7: caracterizacion con el mucilago de café

Pardmetros medidos Mucilago de café

pH 4,49+0,03

°Brix 6,20+0,00

Acidez (g/L) 2,16

Color L ar b
32,04+0,07 3,67+0,01 5,93+0,05

En el parAmetro de acidez al inicio del proceso de fermentacion (Acosta, 2012)
reporta que en la produccién de hidromieles por definicibn de concentracion de
nutrientes obtienen un valor de acidez entre 1,5 a 2 g/L, lo cual en esta
investigacién se obtienen valores similares en torno a 2,0 g/L. representando un
nivel no muy alto.

Por otra parte, los resultados iniciales en el parametro de color para el tratamiento
con el mucilago tomo en la coordenada de luminosidad L* un valor promedio de



32,04; el croma a* un valor promedio de 3,67 y en el croma b* se tiene un valor
promedio de 5,93. De acuerdo con (Quezada et al.,, 2016) menciona que este
rango de color es marrén amarillento grisdceo oscuro.

ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA CON PULPA Y MUCILAGO DE
CAFE

Antes de iniciar con el desarrollo experimental a mayor escala se realizé la
caracterizacion de la pulpa y el mucilago con el fin de verificar la composicion y
caracteristicas fisico-quimicas de estos residuos.

Las caracteristicas fisico-quimicas y las condiciones operacionales se encuentran
en la tabla 8 y 9. La temperatura no se controlo y vario en funcion del ambiente. El
tiempo de fermentacion se fij0 de acuerdo a los datos obtenidos durante el
proceso fermentativo.

En la tabla 8. Se muestran los resultados obtenidos para la pulpa de café (P) y
pulpa triturada con levadura (PL). La pulpa de café presentd menor variabilidad
gue la pulpa triturada con levadura dado a la relacion de dilucion, y por tanto, su
composicion fue mas homogénea. Para el analisis del material, se tomd una
muestra representativa de la dilucion realizando tres replicas con el fin de reducir
el valor de la incertidumbre.

Tabla 8: caracterizacion de la pulpa a mayor escala

Pardmetros Pulpa de café (P) Pulpa triturada con levadura (PL)

medidos

pH 4,42+0,07 4,41+0,01

°Brix 6,56+0,21 10,27+0,44

Acidez (g/L) 3,54+0,45 3,96+0,36

Color L* a* b* L* a* b*
27,42+0,14 6,08+1,00 2,31+0,54 26,9210,42 4,96+0,13 3,72+0,43

DQO (mg/L) 93270,0+3222,28 332666,67+292333,33

En el caso de la pulpa en este ensayo se obtuvo un pH de 4,42(CV=1,57%) y
6,56 °Brix (CV=3,16%); y para el tratamiento con pulpa triturada con levadura se
obtuvo un pH de 4,41 (CV=0,28%) y 10,27 °Brix (CV=4,25%). Segun lo
establecido por (Pefia et al., 2016) reporta un pH de 4,7 y un contenido de
11,33 °Brix al inicio de la fermentacién, encontrandose similitud para el parametro



de pH, sin embargo, encuentran diferencias en el parametro de °Brix lo cual puede
atribuirse al estado de la madurez y la manipulacion del fruto.

Por otra parte, los resultados iniciales en la acidez son bajos estando en un rango
de 3,54 y 3,96 g/L, de manera semejante (Acosta, 2012) en sus resultados
reportan un promedio inicial de acidez entre 3,5 g/L y en el mejor de los ensayos
mostro un valor de 3,8 g/L; siendo estos resultados menores a los obtenidos en el
ensayo preliminar, factor que podria favorecer un alto rendimiento en la obtencion
de bioetanol.

Se debe agregar, que en el pardmetro de color al inicio del proceso de
fermentacion en la coordenada de luminosidad L* tomo un valor promedio de
27,42 para la pulpa de café y 26,92 para la pulpa triturada con levadura; el croma
a* para el primer tratamiento con un valor promedio de 6,08 y 4,96 para el
segundo tratamiento y en el croma b* se tiene un valor promedio de 2,31y 3,72
respectivamente. (Carvajal et al., 2011) menciona que este rango de color es
proveniente de frutos sobremaduros con una tonalidad rojiza y amarillenta en
menor cantidad. En la tabla 9. Se muestran los resultados obtenidos en la
caracterizacion del mucilago.

Tabla 9: caracterizacion del mucilago de café a mayor escala

Pardmetros medidos Mucilago de café (M) Mucilago con levadura (ML)

pH 4,69+0,05 5,0310,14

°Brix 11,4+0,22 11,36+0,91

Acidez (g/L) 4,05+0,28 8,36+0,37

Color L* a* b* L* a* b*
30,0940,15 2,68+0,17 4,09+0,17 30,32+0,16 2,09+0,12 4,71+0,12

DQO (mg/L) 175507+6931,01 481533,67+441539,00

Solidos totales (g/L) 917,43+17,35 923,04+22,24

Solidos volatiles (g/L) 977,70+18,64 980,93+27,65

Los valores promedios al inicio del proceso fermentativo para el mucilago de café
presento un pH de 4,69 (Cv=1,17) y 11,4 °Brix (CV=2,01%); y para el tratamiento
de mucilago con levadura se obtuvo un pH de 5,03 (CV=2,76%) y 11,36 °Brix
(CV=8,02%). Comparando con los resultados obtenidos en el ensayo preliminar y
otros autores se obtiene pH similares, que por el contrario en el parametro de °Brix
es mayor por el estado de maduracién de los frutos (Rojas & Rojas, 2014). Segun
(Puerta Quintero, 2012) menciona que los °Brix para el mucilago de frutos
pintones es de aproximadamente 14,1.



En el pardmetro de acidez en esta investigacién se obtiene un valor de 4,05 g/L y
8,36 g/L respectivamente. Siendo estos valores mayores a los obtenidos en los
resultados preliminares, para lo cual (Puerta Quintero, 2012) reporta que los
valores iniciales de acidez del café baba estan entre 0,5 a 1,5 g/L. pero estos
valores depende de la clasificacion del fruto y del grano despulpado.

Por otra parte, los resultados en el pardmetro de color para el tratamiento con el
mucilago tomo6 en la coordenada de luminosidad L* un valor promedio de 30,09
para mucilago de café y 30,32 para mucilago con levadura; el croma a* para el
primer tratamiento con un valor promedio de 2,68 y 2,09 para el segundo
tratamiento y en el croma b* se tiene un valor promedio de 4,09 y 4,71
respectivamente. (Carvajal et al., 2011) menciona que este rango de color es
proveniente de frutos sobremaduros con una tonalidad rojiza y amarillenta en
menor cantidad. De acuerdo con (Quezada et al., 2016) menciona que este rango
de color es marron amarillento grisaceo oscuro.

Existe otros parametros de gran importancia a la hora de caracterizar los residuos
y es el caso de la DQO, la cual representan toda la materia organica que puede
ser susceptible de ser oxidada. En el presente caso se observaron valores de
DQO para la pulpa fresca y el mucilago de 93.270 y 175.507 ppm,
respectivamente. Estos valores son diferentes debido a que en la metodologia
planteada por algunos autores realizaron la combinacion con diferentes estados
de maduracion de los frutos lo cual vario considerablemente, siendo 33.007 ppm
para pulpay 248.700 ppm para mucilago (Zambrano Franco & Isaza Hinestroza,
1998). Tal y como puede observarse, estas elevadas concentraciones de materia
organica en estos residuos representan un problema medioambiental importante si
son vertidos a los medios receptores.

8.2. Ensayos de fermentacion
ENSAYO PRELIMINAR CON PULPA Y MUCILAGO DE CAFE

Luego de obtener los resultados de la caracterizacion de la pulpa y del mucilago
durante el ensayo preliminar, se procedio a realizar los ensayos de fermentacion
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 6.2. Tras la puesta en marcha de
los ensayos se realizo el seguimiento de los parametros descritos a continuacion.
Para cada parametro se realizdé un andlisis con el fin de explicar los cambios que
suceden durante el proceso fermentativo.



8.2.1. pH

El seguimiento del pH durante el tiempo de fermentacion para la pulpa y pulpa
triturada muestra un comportamiento similar durante el tiempo del ensayo. Durante
los primeros dias (0-8 dias) se observa un descenso que puede ser debido a la
transformacion de los azucares presentes en bioetanol y la desorcion del CO,
generado. Los resultados muestran que a medida que se incrementa el tiempo de
fermentacién disminuye el pH; esta disminucién es debido a la salida de CO,y ala
produccién de &cidos, este comportamiento es similar a lo reportado por otros
autores (Rodriguez Valencia, 2013; Puerta Quintero, 2013).

El andlisis estadistico muestra que los valores medios para el tratamiento con la
pulpa y pulpa triturada de café, durante los primeros 8 dias no presentan
tendencias similares, indicando una diferencia estadisticamente significativa entre
las medias; pero desde el dia 8 al dia 20, la tendencia es similar indicando que no
hay diferencias significativas entre las medias; por tal razén se encontraron 3
grupos homogeéneos, (Figura 17). Para lo cual el pH es afectado significativamente
con respecto al tiempo (dias) con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 17: Perfil de la evolucion de pH con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion



En el caso del pH para el tratamiento con el mucilago se presenta un descenso
significativo lo cual es probable que debido al elevado tiempo de fermentacién se
formaran compuestos volatiles como aldehidos, acetato de etilo, éster, acidos
grasos entre otros, que provocaron la acidez del medio. Los &cidos que se suelen
formar es &cido acético, butirico, propionico; lo cual sucede también con lo
reportado por (Puerta Quintero, 2012). El analisis estadistico de los datos
obtenidos muestra que el analisis de varianza del intervalo (0-8 dias) la tendencia
no se asemeja indicando una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias; ademas, del intervalo (8-20 dias), su comportamiento se asemeja
indicando que no presenta diferencias significativas entre las medias. Como era de
esperarse, a medida que transcurre el proceso fermentativo disminuye el valor de
pH (Figura 18).
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Figura 18: Perfil de la evolucion de pH con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion

8.2.2. Solidos disueltos

En el caso de los grados Brix para los ensayos con pulpa y pulpa triturada de café,
se observa que las curvas son similares ya que generan la misma tendencia



reportados por (Rodriguez Valencia, 2013; Guevara et al., 2012). En el caso del
tratamiento de la pulpa triturada, se observa un mayor descenso de los grados
Brix, lo cual indica que el pretratamiento de este residuo antes de la fermentacion
favorece la hidrolisis y la conversion de los azucares hasta bioetanol. El analisis
estadistico de los datos obtenidos muestra que en la varianza las medias de los
tratamientos son diferentes, es decir el contenido de azucares durante la
fermentacion se ve influenciado por el tiempo, ya que estos son consumidos hasta
gue los grados brix se estabilizan entre los tratamientos con la biomasa de pulpa y
pulpa triturada de café (p<0.05). Los resultados manifiestan, a medida que se
incrementa el tiempo, la curva de fermentacién en la pulpa y pulpa triturada de
café los °Brix varian de acuerdo a la descomposicién de la biomasa, por tanto
los °Brix disminuyen hasta estabilizarse (Figura 19).
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Figura 19: Perfil de la evolucion de °Brix de la pulpa con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion

En el caso de los °Brix del mucilago al inicio del proceso de fermentacién presenta
una caida brusca lo cual estd asociada al crecimiento exponencial y mayor
consumo de sustrato por parte de las bacterias fermentativas. Después el proceso
se ralentiza debido a que cada vez es menor la disponibilidad de azucares. Se
observa que al iniciar con una concentracion de mayor °Brix, lo hace mas efectivo
para producir bioetanol debido a la cantidad de azucares presentes al inicio del



proceso fermentativo, segun (Castillo & Lopez, 2013) encontraron 2% de alcohol
con 8 a 10 °Brix, lo cual se tuvo una concentracion al inicio del proceso de
6,2 °Brix. A medida que se incrementa el tiempo de fermentacion disminuye
los °Brix siendo esta tendencia similar al reportado por (Funes et al., 2011;
Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2011), (Figura 20). El resultado
estadistico de los datos obtenidos muestra que el analisis de varianza el intervalo
para los diferentes dias no se traslapa lo cual representa que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias, con una incertidumbre del 5%
mostro que las medias de los tratamientos son diferentes, es decir los dias afecta
significativamente el valor del contenido de azlcar (p<0.05). Como era de
esperarse, a medida que trascurre el proceso fermentativo existe un consumo
importante de los azucares presentes hasta bioetanol, lo cual se ve reflejado en el
descenso de los grados Brix.
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Figura 20: Perfil de la evolucion de °Brix del mucilago con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion

8.2.3. Acidez

La acidez del material con pulpa y pulpa triturada se basé en el equivalente de
acido lactico, donde se observa que a medida que se incrementa el tiempo de



fermentacion aumenta la acidez (Figura 21). Segun (Acosta, 2012) menciona que
un elevado contenido de acidez inicial genera una baja velocidad de fermentacién
por lo cual en esta investigacion se observa que inicia con una baja acidez y a
medida que pasa el tiempo aumenta gradualmente. Segun (Marin et al., 2003) al
trascurrir la fermentacion comienzan los procesos catabdlicos por la degradacion
de la membrana celular y la presencia de los compuestos quimicos y
microorganismos que se derivan de este proceso, por tanto contribuyen al
aumento de la acidez.

El analisis estadistico mostro que las medias del tratamientos difieren, es decir, los
dias afectan significativamente el valor de la acidez, lo que indica que cuando
aumenta el tiempo de fermentacion el acido lactico cambia durante el proceso de
fermentacion, con una incertidumbre de (p<0.05).
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Figura 21: Perfil de la evolucidon de la acidez de la pulpa con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion

En el caso de la acidez del mucilago se tom6 como referencia el equivalente del
acido lactico; se observa a medida que se aumenta el tiempo de fermentacion
aumenta la acidez hasta llegar al pico maximo que posteriormente desciende
(Figura 22), de tal forma se presentan dos fases: la primera hay un aumento
rapido en la acidificacion; y la segunda fase donde exhibe una desaceleracién
atribuido al gasto del sustrato y a la disminuciéon de las bacterias debido a las



condiciones acidas, siendo la tendencia similar al reportado por (Puerta Quintero,
2012). El analisis estadistico mostro que las medias del tratamientos difieren, es
decir, los dias afectan significativamente el valor de la acidez (p<0.05).
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Figura 22: Graficas de la evolucién de la acidez, para tratamiento de mucilago de café

8.2.4. Color

El color es un pardmetro que suele medirse para definir las caracteristicas fisicas
de una muestra lo cual permite obtener la curva espectral, en este estudio se
observo el color para el tratamiento de la pulpa y pulpa triturada en el proceso
fermentativo, representandose en el plano formado por coordenadas L*a*b* (Tabla
10).
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Figura 23: Perfil de la evolucion de la coordenada L del mucilago con respecto al tiempo, en el proceso de
fermentacion

El color del tratamiento para pulpa y pulpa triturada con el espacio CIELAB
permitid una mejor observacion de la evaluacion del oscurecimiento del material.
Teniendo en cuenta la coloracion se tomé como base representativa las
coordenadas L y a* indicando un retroceso con respecto al tiempo atribuido a la
homogenizacion del tratamiento. En este caso no se puede establecer relacion
entre ambos aspectos, pues las concentraciones no siguieron una tendencia clara
durante proceso fermentativo. El andlisis estadistico presento diferencias
significativas entre los dias de fermentacion y entre tratamientos con un nivel del
95% de confianza; por lo tanto se encuentra en el rango de la luminosidad poco
oscura (Chiralt Boix et al., 2007), debido a la oxidacién del material lo cual
aumenta la acidez haciendo que varié la mecanizacion (Figura 23).
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Figura 24: Perfil de la evolucion de la coordenada a* del pulpa con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion

Para la coordenada a*, fue tomada, debido a la composicién quimica de la pulpa
donde revela valores de concentracion de taninos presentes segun lo reportado
por (Noriega et al., 2009). Lo cual se ve reflejado en la curva de cromatica de la
coordenada a* (Figura 24). En el analisis estadistico hay diferencias significativas
con un nivel de confianza de 95%, con 3 grupos homogéneos, tomando una
tonalidad rojiza estando en un rango de 6,91+0,05 y 7,62+0,05 segun lo reportado
por (Chiralt Boix et al., 2007).

Lo cual indica que el proceso de trituracion influye en el cambio de las
coordenadas L y a*.

Tabla 10: Valores de medias de los parametros experimentales y cdlculo de coordenadas CIELab, con respecto al

tratamiento con pulpa de café en el ensayo preliminar

Pardmetros experimentales

Parametros calculados

TIEMP L* a* b* H* c*
0

é 0 33,91+0,03a 8,14+0,03a 11,07+0,01a 53,68+0,12a 13,7440,01a
2 8 40,45+0,01b 7,36+0,02b 15,21+0,02b 64,17+0,03b 16,89+0,03b
15 33,33+0,16¢ 6,41+0,41c 9,08+0,50a 54,79+0,31c 11,1140,64c
20 35,93+0,09d 5,73+0,03d 11,38+0,06¢ 63,25+0,05d 12,74+0,07d

Parametros experimentales Parametros calculados

Al TIEMPO L* a* b* H* c*
I 0 31,99+0,10a 9,46+0,04a 8,04+0,12a 40,36+0,51a 12,42+0,06a
=P 8 41,54+0,03h 5,76+0,02b 16,17+0,03b 70,40+0,03b 17,16+0,03b
o 15 31,87+0,092 7,68+0,02¢c 8,25+0,08¢c 47,06+0,32c 11,27+0,05¢
- 20 31,88+0,06° 7,59+0,17c 8,99+0,21d 49,84+0,19d 11,76+0,27d




Para el tratamiento del mucilago en el proceso fermentativo se muestran los
valores medios, desviacion estandar y las diferencias significativas en la
evaluacion del color empleados por coordenadas del espacio CIELAB (Tabla 11).

Medias y 95,0% de Tukey HSD

55

51

47

39

35

L

I

w
‘\\\‘\\\‘\\\‘\\\‘\\\‘\\\‘

==

0 8 15 20
TIEMPO (DIAS)

31

Figura 25: Perfil de la evolucién de la coordenada L del mucilago con respecto al tiempo, en el proceso de
fermentacion

Teniendo en cuenta la coloracion se tomé como base representativa las
coordenadas L y b* indicando un retroceso con respecto al tiempo atribuido a la
homogenizacion del tratamiento. En este caso no se puede establecer relacion
entre ambos aspectos, pues las concentraciones no siguieron una tendencia clara
durante proceso fermentativo. El analisis estadistico presento diferencias
significativas entre los dias de fermentacién con un nivel de significancia del 5%,
manteniéndose en un rango de 31,54+10,40 y 53,02+10,54 encontrandose 5
grupos homogéneos; por lo tanto se halla en el rango de la luminosidad poco
oscura (Chiralt Boix et al., 2007), debido a la oxidacién del material lo cual
aumenta la acidez haciendo que varié el oscurecimiento (Figura 25).
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Figura 26: Perfil de la evolucidn de la coordenada b* del mucilago con respecto al tiempo, en el proceso de
fermentacion

Para la coordenada b*, fue tomada, debido a la composicién quimica del mucilago
donde revela valores de concentracion de proteinas, lipidos, carbohidratos entre
otros, presentes segun lo reportado por (Puerta Quintero & Rios Arias, 2011). Lo
cual se ve reflejado en la curva de croméatica de la coordenada b* (Figura 26). En
el andlisis estadistico diferencias significativas con un nivel de confianza de 95%,
con 4 grupos homogéneos, tomando una tonalidad amarillenta estando en un
rango de 4,4+1,13 y 7,73+1,13 segun lo reportado por (Chiralt Boix et al., 2007).

Tabla 11: Valores medias de los parametros experimentales y calculo de coordenadas ClElab, con respecto al
tratamiento con mucilago de café para el ensayo preliminar

MUCILAGO

Pardmetros experimentales Parametros calculados
TIEMPO |L* a* b* H* Cc*
0 32,04+0,07a 3,67+0,01a 5,93+0,05a 58,25+0,17a 6,97+0,05a
8 52,50+0,05b -0,72+0,01b 5,93+0,01a 96,89+0,10b 5,97+0,01b
15 31,55+0,01c 2,86+0,04a 4,41+0,01b 57,07+0,42c 5,26+0,01c
20 33,25+0,20d 3,74+0,11c 7,61+0,16¢ 63,86+024d 8,48+0,19d




ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA CON PULPA Y MUCILAGO DE
CAFE

Luego de obtener resultados del ensayo preliminar de la pulpa y del mucilago se
procede a realizar los ensayos a mayor escala siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 6.2. Tras la puesta en marcha de los ensayos se realizd el
seguimiento de los parametros descritos a continuacion. Para cada parametro se
realiz6 un analisis con el fin de explicar los cambios que suceden durante el
proceso fermentativo.

Se puede concluir de manera general que los ensayos realizados a escala de
laboratorio permitieron observar cambios importantes en el pH, °Brix, color durante
el proceso fermentativo. Estos cambios son debido a la transformacion de la
materia organica presente en la fermentacion, lo cual inicia con el desdoblamiento
de los azucares comunmente se conoce como hidrdlisis, consistente en la ruptura
de los puentes glucosidicos, en estd cada molécula de glucosa gana una
molécula de agua (Gracia, s.f.). Siendo asi el alcohol etilico o etanol un producto
guimico que es obtenido a partir de la fermentacion de azucares, los cuales se
encuentran en productos vegetales, como cereales, pulpa, mieles, cafa de azlcar,
sorgo 0 biomasa. Estos azucares estan combinados en forma de sacarosa,
almidon, hemicelulosa y celulosa (Guerra et al., 2008).

En la digestion anaerobia intervienen numerosas reacciones bioquimicas que
hacen que este proceso sea muy complejo, dentro de esta tienen lugar cuatro
etapas: inician con la Hidrdlisis posteriormente la etapa fermentativa o acidogénica
luego la etapa acetogénica por ultimo la etapa metanogénica (Waste, 2013).

8.2.5. pH

El material de pulpa (P) y pulpa triturada con levadura (PL) para el parametro de
pH se observa que poseen comportamiento similar; al adicionar levadura mostro
mejores rendimientos en el tiempo de fermentacién y produccion de bioetanol.
Para poder realizar una comparacion entre los dos tratamientos, se toma como
base 5 dias de prueba (Figura 27). De esta manera cabe resaltar que en el
analisis estadistico los datos obtenidos muestran en el pH diferencias significativas
entre los dos tratamientos con una incertidumbre de (p<0.05); los resultados
muestran a medida que se incrementa el tiempo de fermentacion disminuye el pH,
en el rango de tiempo (0-2) dias hay transformacion de compuestos quimicos en
produccién de alcohol, acidos lacticos y CO,, que posteriormente se estabilizan
inhibiendo el crecimiento de microorganismos en el rango de tiempo (2-5) dias y



finalmente genera acetogénesis del alcohol siendo este comportamiento similar al
reportado por (Rodriguez Valencia, 2013; Puerta Quintero, 2013).

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD

46 F 3  TRATAMIENTO
—— P
—— PL
4.4 —

PH

42 .

38 i
0 1 2 3 a4 5
TIEMPO (DIAS)

Figura 27: Perfil de la evolucién de pH de la pulpa con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion

Por otra parte para el mucilago (M) y mucilago con levadura (ML) se observa que
el comportamiento del pH es similar (Figura 28). De esta manera cabe resaltar que
en el analisis estadistico los datos obtenidos muestran en el pH diferencias
significativas entre los dos tratamientos con un nivel de confianza del 95%; segun
(Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2011) el pH ideal para este tipo de
experimentos oscila entre 3,5y 5,5 por lo cual estamos acorde con los autores; los
resultados muestran a medida que se incrementa el tiempo de fermentacion
disminuye el pH por la transformacion de compuestos quimicos en produccion de
alcohol, acidos lacticos y a la salida de CO,, que posteriormente se estabilizan y
finalmente generan acetogénesis del alcohol siendo este comportamiento similar
al reportado por (Rodriguez Valencia, 2013; Puerta Quintero, 2013).



Interacciones y 95,0% de Tukey HSD

TRATAMIENTO
—— M

5,2
4,9

4,6

PH

43

3,7

3,4
0 1 2 3 4 5
TIEMPO (DIAS)

Figura 28: Perfil de la evolucién de pH del mucilago con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacién

8.2.6. Solidos disueltos

Para los ensayos a mayor escala con pulpa y pulpa con levadura se observa que
el comportamiento de los grados °Brix es similar (Figura 29), se encontro
diferencias estadisticamente significativas entre los dos tratamientos con un nivel
de significancia del 5%.

En el tratamiento (PL), al inicio del proceso fermentativo no presento variacion
debido a la adaptacion de las levaduras que fueron adicionadas, por lo que
después del dia 1 se gener6 un descenso brusco de los °Brix que finalizo el dia 3,
posteriormente se estabiliz6 hasta valores de 6,67 °Brix. Para el caso del
tratamiento (P), se presenta una curva suave, observandose que desde el primer
dia de fermentacion los °Brix disminuyen hasta el dia 3 por transformacion de los
azucares en alcohol, acidos y dioxido de carbono es decir, la tasa de degradacion
de los azucares disminuye cuando se va agotando y acidificando el sustrato que
se explica por el crecimiento y metabolismo de las bacterias y levaduras
fermentadoras en donde el proceso fermentativo se finaliza en el momento en que
los °Brix se mantienen constantes, lo cual se asemeja a comportamiento reportado
por (Puerta Quintero, 2012; Rodriguez Valencia, 2013; Puerta Quintero, 2013;
Arguedas Gamboa, 2013).
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Figura 29: Perfil de la evolucién de °Brix de la pulpa con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacién

En el caso de los °Brix con el mucilago y mucilago con levadura se observa que
poseen comportamientos similares (Figura 30), encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre los dos tratamientos con un nivel de
significancia del 5%, ademas mostro que las medias de los tratamientos son
diferentes, en donde los dias afecta significativamente el valor del contenido de
azucar, es decir que a medida que se incrementa el tiempo de fermentacién en el
mucilago de café disminuye los °Brix, lo cual se debe a la produccion y disipacion
de CO; lo que disminuye el contenido de solidos disueltos en el medio incidiendo
directamente en el valor de los grados Brix lo cual se asemeja el comportamiento
a lo reportado por (Rojas & Rojas, 2014). Segun lo publicado por (Castillo &
Lopez, 2013) encontraron 2% de alcohol con 8 a 10 °Brix.
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Figura 30: Perfil de la evolucién de °Brix del mucilago con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacion

8.2.7. Acidez

El comportamiento de la acidez con (P) y (PL) se asemeja a una forma sigmoidea
siendo similar al reportado por (Puerta Quintero, 2013), la diferencia del
tratamiento de pulpa con levadura se presenta en los primeros dias (0-1 dia)
donde se observa una fase de adaptacion debido a la adicion de la levadura, lo
gue lleva que aumente la acidez el dia 1. Al iniciar con una baja acidez genera una
alta velocidad de fermentacion lo que aumenta gradualmente al transcurrir los dias
(Figura 31), siendo estos valores similares al reportado por (Acosta, 2012). El
analisis estadistico muestra diferencias significativas entre los tratamientos y las
medias del tratamientos difieren, es decir, los dias afectan significativamente el
valor de la acidez (p<0.05). Lo que indica que cuando aumenta el tiempo de
fermentacion el acido lactico cambia durante el proceso de fermentacion.
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Figura 31: Perfil de la evolucién de acidez de la pulpa con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacién

En el caso de la acidez con el mucilago (M y ML), se tuvo un comportamiento
similar pero para los primeros dias (0-1 dias) se generd una diferencia con el
ensayo empleando mucilago con levadura, ya que tal y como muestra la grafica
se observa una fase inicial de adaptacion debido a la adicién de la levadura, lo que
lleva que aumente la acidez el dia 1 (Figura 32). La curva fue de crecimiento
exponencial en el tiempo de fermentacion y su valor presento diferencias
significativas durante este proceso, lo cual se asemeja a lo reportado por (Puerta
Quintero & Rios Arias, 2011). El analisis estadistico con un valor de significancia
del 5%, mostro que hay diferencias entre los dos tratamientos y que las medias del
tratamiento difieren, es decir, los dias afectan significativamente el valor de la
acidez haciendo que incremente; lo que indica que cuando transcurre el tiempo de
fermentacion aumenta el &cido lactico y acido acético (Jackels & Jackels, 2005).
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Figura 32: Perfil de la evolucién de acidez del mucilago con respecto al tiempo, en el proceso de fermentacién

8.2.8. Color

El color de la pulpa y pulpa triturada con levadura se muestran los resultados
obtenidos durante el proceso fermentativo en el sistema CIELab (Tabla 12).
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Figura 33: Perfil de la evolucion de la coordenada L, para los tratamientos de pulpa con respecto al tiempo, en el
proceso de fermentacion

La evolucién de la luminosidad para los dos tratamientos es diferente (Figura 33),
se observa una simetria inversa; esta diferencia se da debido a que el tratamiento
dos (PL) se realiz6 una trituracion de la biomasa al inicio del proceso y la adicion
de levaduras, esto genero un oscurecimiento de la biomasa. Para el caso del



tratamiento (P), se asemeja al comportamiento del ensayo preliminar siendo un
poco clara, pero encontrando diferencias debido a la toma de muestras en
intervalos de tiempos mas cortos. En el analisis estadistico presenta diferencias
significativas entre los dias de fermentacién y entre tratamientos; ademas se
encuentran 3 grupos homogéneos, con un nivel del 95% de confianza, tomando
una luminosidad poco clara estando en un rango de 26,98 y 28,22 segun lo
reportado por (Chiralt Boix et al., 2007).
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Figura 34: Perfil de la evolucion de la coordenada a*, para los tratamientos de pulpa con respecto al tiempo, en el
proceso de fermentacion

La coordenada a* del sistema CIELab, tomando una tonalidad entre rojo y verde;
se analizé debido a la composicion quimica de la pulpa donde revela valores de
concentracion de taninos presentes segun lo reportado por (Noriega et al., 2009),
lo cual se ve reflejado en la curva de cromatica de la coordenada a* (Figura 34)
donde se puede observar que para el tratamiento con (P) en el intervalo de tiempo
0 y 1 dia, hay un brusco incremento pasando de 6,08 a 12,50 que luego hay un
descenso suave para los siguientes dias; en cambio en el tratamiento (PL), se
presenta un incremento moderado en el intervalo de tiempo de 0 a 3 dias, y se
estabiliza hasta el dia 5. Teniendo en todo su proceso una tonalidad rojiza. En el
analisis estadistico hay diferencias significativas con un nivel de confianza de
95%, con 3 grupos homogéneos, tomando una tonalidad rojiza estando en un
rango de 8,56 y 10,71 segun lo reportado por (Chiralt Boix et al., 2007).

Lo cual indica que al triturar y agregar las cepas de levaduras influye en el cambio
de las coordenadas L y a*.



Tabla 12: Valores de medias de los parametros experimentales y calculo de coordenadas CIELab, con respecto al

tratamiento con pulpa de café

Parametros experimentales

Parametros calculados

TIEMPO |L* a* b* H* c*
0 27,4240,14a 6,08+1,00a 2,32+0,54a 20,68+1,30a 6,50+1,13a
g 1 29,38+0,13b 12,50+0,84b 5,47+0,79b 23,52+1,64ac 13,66x1,09b
< 2 29,42+1,57ch 11,51+2,02bc 5,50+2,55b 24,30+6,05ab 12,82+2,95¢ch
< 2 3 28,13+1,60a 10,46+2,06¢ 4,61+2,18bc 22,64+5,36ae 11,48+2,78dc
S = 4 27,0841,70ae 10,49+1,87¢ 4,69+1,94hc 23,16+4,79% 11,53+2,51ec
o 5 29,39+0,94db 10,90+1,20c 5,82+1,62b 27,57+4,08b 12,38+1,82fhc
Pardmetros experimentales Parametros calculados
> TIEMPO |L* a* b* H* c*
8 0 26,92+0,42a 4,96+0,13a 3,72+0,43a 36,78+2,73a 6,20+0,34a
g é 1 26,33+0,14b 5,93+0,61a 1,24+0,10b 12,00+2,11b 6,07+0,58a
é > |2 26,97+0,38a 9,36+1,79b 2,44+0,73c 14,39+1,44c 9,68+1,92b
< = 9,: 3 27,1740,43a 11,3041,17¢ 3,2940,72a 16,10+2,03c 11,77+41,30c
Szo |4 28,08+0,59¢ 10,85+1,54d 3,88+0,96a 19,40+1,98e 11,52+1,77c
e 26,41+0,59b 11,27+1,42cd 3,36+0,77a 16,40+1,83c 11,76+1,58c

Para el tratamiento del mucilago y mucilago con levadura en el proceso
fermentativo se muestran los valores medios, desviacion estandar y las diferencias
significativas en la evaluacion del color empleados por coordenadas del espacio

CIELAB (Tabla 13).
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Figura 35: Perfil de la evolucion de la coordenada L, para los tratamientos de mucilago con respecto al tiempo, en el
proceso de fermentacion

Teniendo en cuenta la coloracion como en el ensayo preliminar se tomé como
base representativa las coordenadas L y b* indicando una similitud con respecto al




tiempo. En este caso no se puede establecer relacién entre ambos aspectos, pues
las concentraciones no siguieron una tendencia clara durante proceso
fermentativo. El andlisis estadistico presento diferencias significativas entre los
dias de fermentacién con un nivel de significancia del 5%, manteniéndose en un
rango de 30,23+0,04 y 32,43+0,04 encontrandose 4 grupos homogéneos; por lo
tanto se halla en el rango de la luminosidad poco oscura (Chiralt Boix et al., 2007),
debido a la oxidacion del material lo cual aumenta la acidez haciendo que varié el
oscurecimiento (Figura 35).
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Figura 36: Perfil de la evolucion de la coordenada b*, para los tratamientos de mucilago con respecto al tiempo, en el
proceso de fermentacion

Para la coordenada b*, fue tomada, debido a la composicién quimica del mucilago
donde revela valores de concentracion de proteinas, lipidos, carbohidratos entre
otros, presentes segun lo reportado por (Puerta Quintero & Rios Arias, 2011). Lo
cual se ve reflejado en la curva de croméatica de la coordenada b* (Figura 36). En
el analisis estadistico hay diferencias significativas con un nivel de confianza de
95%, con 5 grupos homogéneos, tomando una tonalidad amarillenta estando en
un rango de 4,85+0,07 y 6,46+0,07 segun lo reportado por (Chiralt Boix et al.,
2007).



Tabla 13: Valores de medias de los parametros experimentales y calculo de coordenadas ClElab, con respecto al
tratamiento con mucilago de café

Parametros experimentales Parametros calculados
L* a* b* H* Cc*
0 30,0940,15a 2,68+0,178 4,09+0,17a 56,74+0,84a 4,89+0,23a
8 1 29,6140,25b 2,10+0,19b 3,42+0,41b 58,35+1,31f 4,02+0,44b
< 2 30,3240,41a 2,65+0,278 5,35+1,07c 63,30+2,14b 5,97+1,08¢c
S 3 30,55+0,29ca 2,44+0,14c 4,87+0,33dc 63,3940,36b 5,45+036dc
-] 4 30,99+0,30d 2,64+0,23ab 5,44+0,59ec 64,04+1,39b 6,05+0,58ec
= 5 30,38+0,26a 2,90+0,14d 6,86+0,52f 67,01+1,10c 7,45+0,52f
Pardmetros experimentales Pardmetros calculados
L* a* b* H* c*
0 30,32+0,16a 2,0940,132 4,71+0,12a 66,03+1,54a 5,16+0,11a
8 é 1 32,5140,22b 2,18+0,082 6,38+0,34b 71,1440,48b 6,74+0,35b
i 8 2 32,5140,28b 1,68+0,13b 5,53+0,53c 73,13+0,46¢ 5,78+0,54c
G =< 3 33,5140,33c 2,38+0,15¢c 8,02+0,38d 73,51+0,39c 8,37+0,41d
20 a 4 32,6940,37b 1,79+0,16b 6,57+0,21b 74,78+1,36d 6,81+0,21a
=0 [g 32,5540,53b 1,89+0,26b 6,70+0,96b 74,23+1,03dc 6,96+0,98a

8.2.9. DQO total y DQO soluble

Para el parametro de DQO Total en el ensayo a mayor escala presento un
incremento en esté valor en el tratamiento de pulpa con levadura y mucilago con
levadura debido a que se encuentra mayor contenido de microorganismo en el
medio. Para los dos tratamientos tanto en el mucilago como en el mucilago con
levadura poseen DQO mayores a las presentadas en la pulpa y pulpa con
levadura, debido a la cantidad de oxigeno que requiere para oxidar la materia
organica, siendo este valor diferente al reportado por (Ramirez et al., 2015)

De esta manera se puede decir que el 74,6% de contaminacién en el proceso de
beneficio por 60kg de café almendra de exportacion, es producido por la pulpa ya
gue se genera mayor volumen que el mucilago, pero por un kilogramo de café
cereza genera mayor grado de contaminacion el mucilago, debido al mayor
contenido de materia organica presente que en la pulpa (Tabla 14).

Tabla 14: Valores de medias del parametro experimental DQO Total, con respecto al tratamiento de pulpa y mucilago
de café

DQO Total (mg/L) DQO Soluble (mg/L)
Pulpa TIEMPO  [Promedio Promedio
1 93270,00+3222,28 52683,67+1816,24
10 189667,00+11503,6
Mucilago TIEMPO  [Promedio Promedio
1 175506,67+ 6931,01 96677,33+3428,45




[10 [282240,00+ 9918,31
DQO Total (mg/L) DQO Soluble (mg/L)
Pulpa con levadura TIEMPO Promedio Promedio
1 332666,67+19139,84 292333,33+£18610,03
10 381166,67+18610,03
Mucilago con levadura [TIEMPO  |Promedio Promedio
1 481533,67+12370,43 441539,00+£12379,66
10 443433,33+32557,08

El andlisis estadistico de los datos obtenidos muestra que se presentan
diferencias significativas entre los tratamientos pero por el contrario no se presenta
diferencias significativas entre el tiempo al inicio y al final de fermentacién con una
incertidumbre del 5%. Como era de esperarse aproximadamente entre el (50-60)%
es soluble biodegradable, lo cual el resto requiere de un proceso de hidrolisis
inicial.

8.2.10. Solidos totales y solidos volatiles

Los solidos totales para mucilago se observa una simetria en inversa entre los
valores del material de mucilago y mucilago con levadura (Figura 37), siendo este
valor diferentes al reportado por (Gonzalez & Palma, 1989) donde especifican que
en aguas de despulpado se encuentran aproximadamente 12,334gr/L y en aguas
de lavado posee aproximadamente 9,393gr/L; lo cual se encuentra en un
promedio 839,823 gr/L y 867,159 gr/L para mucilago y mucilago con levadura
procesado por desmucilaginador mecéanico. El analisis estadistico de los datos
obtenidos muestra que el analisis de varianza no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los dias ni entre los tratamientos, con una incertidumbre del
5%.
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Figura 37 Perfil de la evolucién de solidos solubles totales durante el proceso de fermentacion para los tratamientos
de mucilago con respecto al tiempo

En la (Tabla 15) se encuentran los valores promedios del parametro solidos
solubles totales y solidos solubles volatiles para el tratamiento de mucilago y
mucilago con levadura.

Tabla 15: Valores de medias del pardmetro experimental solidos solubles totales y solidos solubles volatiles, con
respecto al tratamiento de pulpa y mucilago de café

Solidos solubles Totales (g/L) | Solidos solubles volatiles (g/L)
TIEMPO Promedio Promedio
0 917,43+£17,35 977,70+£18,64
1 931,77+£23,54 984,18+23,77
Mucilago 2 730,86+15,37 778,34+22,34
3 826,34+14,63 876,59+23,99
4 792,73+55,34 867,93+9,70
5 820,07+6,30 864,80+5,79
TIEMPO Promedio Promedio
0 923,04+22,24 980,93+27,65
Mucil 1 768,50+3,74 806,44+3,67
Ll’g\'/;gfr;"” 2 885,86£62,25 926,05£66,13
3 847,20+3,42 884,40+2,81
4 903,43+29,15 941,31+29,75
5 811,91+3,57 847,48+3,31

Para el caso de los sélidos suspendidos volatiles se encontré una simetria inversa
entre el tratamiento de mucilago y mucilago con levadura. Segun lo reportado por
(Alvarez et al., 2011) encontré que en aguas residuales de pre-beneficio un valor



de 1790gr/L lo cual en esta investigacidon esta por debajo siendo 896,946gr/L para
mucilago y 909,328 gr/L para mucilago con levadura.

El cambio en la concentracién de sélidos volatiles con el tiempo, puede estar
asociado a la hidrdlisis de la materia organica biodegradable que esta disponible
para ser transformada a bioetanol. La materia volatil tiene una relacién directa con
la materia organica biodegradable. En este sentido, disminuye con el tiempo, en
términos generales el proceso fermentativo, lo cual se reduce en
aproximadamente entre un 10-15% los sélidos volatiles. El analisis estadistico de
los datos obtenidos muestra que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los dias de fermentacion y entre tratamientos, con un nivel de
confianza del 95%, para los cuales se obtuvieron 3 grupos homogéneos (Figura
38).
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Figura 38: Perfil de la evolucion de solidos solubles volatiles durante el proceso de fermentacién para los tratamientos
de mucilago con respecto al tiempo

8.2.11. Andlisis microbioldgicos

La realizacibn de esta prueba, permiti6 determinar las caracteristicas
microbioldgicas de las muestras de la pulpa y mucilago de café.

8.2.12. Recuento de BAL

Las BAL aisladas presentaron forma circular, color blanco opaco, con bordes
regulares, de tantos aproximadamente 110 mm de diametro. La tincion Gram de



los aislados correspondio a bacilos, sin presentar ningun tipo de agrupacion y
gram positivos. La prueba de catalasa fue negativa.

Se presenta la curva de crecimiento de las bacterias acido lacticas en la pulpa de
café, se puede detallar que entre los dias 0 y 4 se encuentra la fase exponencial y
posteriormente se encuentra la fase de muerte para los dias 4 hasta los 10 dias
tanto para las 16 como para las 40 horas de recuento de colonias, formando
curvas similares (Figura 39); se obtuvo un crecimiento maximo de 7,93 logUFC/ml
presentandose a los 3 dias para las 16 horas y 7,82 logUFC/ml para las 40 horas.
El andlisis estadistico de los datos obtenidos muestra que hay diferencias
significativas entre el tiempo de fermentacion y las horas de recuento lo cual
representa el crecimiento de las bacterias lacticas nativas en la pulpa con un nivel
de confianza del 95%.
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Figura 39: Recuento de bacterias acido lacticas durante el proceso de fermentacion con la biomasa de pulpa de café

Para el caso de las bacterias lacticas con el material de mucilago se presenté en
la curva de crecimiento (Figura 40), se puede detallar que entre los dias 0 y 4 se
encuentra la fase exponencial y posteriormente se encuentra la fase de muerte
para los dias 4 hasta los 10 dias; presentandose para las 16 y las 40 horas y
siendo el comportamiento similar. Siendo estas curvas similares en frutos maduros
con zaranda reportado por (Puerta Quintero, 2012). El analisis estadistico de los
datos obtenidos muestran diferencias significativas entre el tiempo de
fermentacion y las horas de recuento, lo cual representa el crecimiento de las
bacterias lacticas nativas en el mucilago con una incertidumbre del 5%. Las



principales bacterias lacticas del mucilago podrian ser Lactobacillus acidophilus, L.
fermentum, L. plantarum y Streptococucus faecalis, entre otras; las cuales
producen acido lactico, alcohol, acido acético, acido férmico y dioxido de carbono
segun (Puerta Quintero, 2012).
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Figura 40: Recuento de bacterias acido lacticas durante en el proceso de fermentacién de la biomasa del mucilago

8.2.13. Recuento de levadura

Las levaduras aisladas presentaron forma circular, color blanco lechoso con
bordes regulares, de tantos aproximadamente 6 mm de diametro. La tincion gram
de los aislados correspondi6 a forma eliptica y gram positivos.

En la (Figura 41) se presenta la curva de crecimiento de las levaduras en la pulpa
de café, se puede detallar que entre los dias 0 y 3 se encuentra la fase latencia,
luego entre los dias 3 al 4 se encuentra la fase exponencial y posteriormente se
encuentra la fase de muerte para los dias 4 hasta los 10 dias; presentandose para
las 16 y las 40 horas de recuento de colonias; se obtuvo un crecimiento maximo
de 7,61 logUFC/ml presentandose a los 3 dias para las 16 horas y 8,18 logUFC/ml
para las 40 horas, siendo curvas similares. Comparando los °Brix con el maximo
crecimiento de levaduras durante los primero 2-3 dias coincide con el maximo
descenso de grados brix. Lo cual es coherente ya que es la etapa de maximo
crecimiento exponencial donde estdn consumiendo todos los azucares
disponibles. El andlisis estadistico de los datos obtenidos muestra diferencias



significativas entre el tiempo de fermentacion y las horas de recuento lo cual
representa el crecimiento de las levaduras en la pulpa con una incertidumbre del
5%. Segun lo reportado por (Blandon et al., 1999) se encontraron
microorganismos unicelulares (levaduras) como son Torulopsis y Rhodotorula.
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Figura 41: Recuento de levaduras durante el proceso de fermentacion con la biomasa de pulpa de café

Para el caso de las levaduras son el material de mucilago se presento en la curva
de crecimiento (Figura 42), se puede detallar que entre los dias 0 y 3 se encuentra
la fase latencia, luego entre los 3 a los 5 dias se encuentra la fase exponencial y
posteriormente se encuentra la fase de muerte para los dias 5 hasta los 10 dias;
presentandose para las 16 y las 40 horas. Siendo estas curvas diferente a lo
reportado por (Puerta Quintero, 2012). El analisis estadistico de los datos
obtenidos muestra diferencias significativas entre el tiempo de fermentacion y las
horas de recuento lo cual representa el crecimiento de las levaduras en la
mucilago con un nivel de confianza del 95%. Las principales levaduras
fermentadoras presentes en el mucilago segun (Puerta Quintero, 2012) son:
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. lipolytica,
C. parasilopsis y C. pintolopesii, que produce etanol y CO, y las no fermentadoras
como Cryptococcus terreus, Rhodotorularubra y R. glutinis.

La cepa S. cerevisiae var. Bayanus segun el fabricante es idénea en la
elaboracién de vinos tinto de uva, en la presente investigacién se aprecia que con
la pulpa de café se obtuvo mayor crecimiento de esta cepa que con el mucilago,



es de resaltar que la pulpa de café tiene taninos al igual que la uva, siendo este
medio Optimo para el crecimiento de esta levadura.
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Figura 42: Recuento de levaduras durante el proceso de fermentacién de la biomasa de mucilago

8.3. Destilacion
ENSAYO PRELIMINAR CON PULPA Y MUCILAGO DE CAFE

Una vez finalizada la etapa de fermentacion en cada ensayo con pulpa, pulpa
triturada y mucilago de café, las muestras obtenidas fueron procesadas mediante
el método de destilacion simple usando como base un volumen de 250ml (Tabla
16). En el ensayo preliminar lo resultados no fueron significativos debido a que
este proceso no estaba ajustado aun y la idea era establecer un protocolo para el
resto de ensayos. En este sentido la destilacion realizada en estos ensayos no
fueron favorables, es decir no se obtuvo un volumen de bioetanol representativo
debido al tiempo prolongado de la fermentacion en este ensayo, es probable que
el etanol formado se haya convertido en acidos y compuestos gaseosos segun lo
reportado por (Puerta Quintero, 2012).

Tabla 16: Valores de volimenes en el proceso de destilacion con la biomasa de pulpa y pulpa triturada de café

Tratamiento Volumen utilizado (ml) Volumen destilado (ml) | Eficiencia destilacion
(%)
Pulpa de café 250 190 52,4
Pulpa triturada de café 250 180 48,2




Mucilago de café | 250 | 160 | 42,8

ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA CON PULPA Y MUCILAGO DE
CAFE

La destilacion para este proceso se llevo a cabo mediante el método de destilacion
simple, las muestras con pulpa de café y pulpa con levadura, revelaron valores de
etanol importantes (Tabla 17). Siendo la cantidad de bioetanol obtenido superior al
reportado por (Rodriguez Valencia, 2013) y que fue de 1,84 ml de bioetanol
hidratado a partir de 500 gr de la mezcla pulpa-agua.

Tabla 17: Valores de voliumenes en el proceso de destilacion con la biomasa de pulpa de café

Tratamiento

Volumen utilizado (ml)

Volumen destilado (ml)

Eficiencia destilacion
(%)

Pulpa de café

250

190

63,8

Pulpa triturada con

250

88

63,9

levadura

En el caso de la biomasa de mucilago de café y mucilago con levadura, al terminar
el proceso fermentativo se realizé el proceso de destilacion simple usando como
base un volumen de 250ml y teniendo como resultado una mezcla de agua mas
etanol (Tabla 18). Siendo este valor mas eficientes al reportado por (Rodriguez
Valencia & Zambrano Franco, 2011) obteniendo 6,39 ml de bioetanol hidratado a
partir de 950 ml de la mezcla mucilago-agua.

Tabla 18: Valores de voliumenes en el proceso de destilacion con la biomasa de mucilago de café

Eficiencia destilacion
(%)

Tratamiento Volumen utilizado (ml) Volumen destilado (ml)

Mucilago de café 250 172,5 68,4

Mucilago con levadura 250 71,5 65,7

8.4. Bioetanol obtenido

ENSAYO PRELIMINAR CON PULPA Y MUCILAGO DE CAFE

En este ensayo con la biomasa de pulpa y pulpa triturada de café después de 20
dias de fermentacion, el valor experimental promedio esta basado con respecto a
la densidad (Tabla 19). En la cual, los resultados para las pruebas no fueron




favorables, es decir que no se obtuvo etanol debido al tiempo prolongado de la
fermentacion ya que el etanol presente fue acetificado segun lo reportado por
(Puerta Quintero, 2012).

Tabla 19: Bioetanol obtenido de la biomasa de pulpa y pulpa triturada de café

Parametros Pulpa de café Pulpa triturada de café
Densidad (gr/cm3) 0,9936 0,9945
Peso del etanol % 3,46 2,97

En caso del mucilago de café después de 20 dias de fermentacion (Tabla 20), se
obtuvo como resultado un valor minimo en la produccién de bioetanol ya que
segun (Puerta Quintero, 2012) afirma que los °Brix al estabilizarse, la produccion
de alcohol se detiene y empieza un proceso de acetificacion.

Tabla 20: Bioetanol obtenido de la biomasa de mucilago de café

Parametro Mucilago de café
Densidad (gr/cm3) 0,9897
Peso del etanol % 5,94

ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA CON PULPA Y MUCILAGO DE
CAFE

En este ensayo con la biomasa de pulpa y pulpa triturada con levadura de café
después de finalizar el proceso de fermentacion, se obtiene como resultado un
mejor rendimiento en la produccion de bioetanol con la adicion de la levadura
(Tabla 21), ya que hay una mayor eficiencia en la conversién de azucares (Puerta
Quintero, 2012). Al analizar los datos del peso del etanol (%) para la pulpa de café
se obtuvo un 3,85% lo cual es muy destacable el aumento de casi el 50% con
pulpa y levadura que llego a 6.6%; ya que la pulpa de café demora 45 dias en la
descomposicién en condiciones de anaerébicas (Balseca de la Cadena & Cabrera
Bastida, 2011).

Tabla 21: Bioetanol obtenido de la biomasa de pulpa de café

Parametro Pulpa de café Pulpa con levadura
Densidad (gr/cm3) 0,9929 0,9886
Peso del etanol % 3,85 6,60

En el caso del mucilago y mucilago con levadura después de terminar el proceso
de fermentacion, se obtiene resultados sorprendentes en la obtencién de bioetanol
(Tabla 22). Ya que con la adicion de inoculo de levadura Saccharomyces




cerevisiae var Bayanus ayudaron en la conversiéon de los azucares en bioetanol y
diéxido de carbono mediante el fendmeno denominado glucolisis (Funes et al.,
2011); ademas reporta que con la adicion de 6% de levadura produjo 0,175% de
etanol. Al comparar el peso del etanol (%) del mucilago y mucilago con levadura,
parece que la adicion de levadura no es tan representativa como el caso de la
pulpa; porque el mucilago no presento diferencia en los °Brix y por el contrario, en
la pulpa se encontré diferencias significativas al inicio del proceso.

Tabla 22: Bioetanol obtenido con la biomasa de mucilago de café

Parametro Mucilago de café Mucilago con levadura
Densidad (gr/cm3) 0,9889 0,9881
Peso del etanol % 6,40 6,90

8.5. Biogas tedrico

ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA CON PULPA Y MUCILAGO DE
CAFE

El célculo del biogas tedrico se determind teniendo en cuenta la DQO total y
soluble de la pulpa, mucilago y las vinazas. El hecho de que estos residuos
presenten elevadas DQO los hace susceptibles de ser tratados anaerébicamente
para producir biogas que puede ser aprovechado energéticamente.

Partiendo de que tedricamente es posible obtener 350ml de biogas por gramo de
DQO eliminada anaerdbicamente se observo que:

En el caso de la pulpa fresca la cantidad de biogas obtenida es de 13,90m3/d. En
el caso del mucilago fue de 25,51m3/d. Una vez finalizado el proceso de
fermentacion se obtienen unos residuos llamados vinazas los cuales deben ser
tratados posteriormente. EI volumen aproximado de las vinazas tras la
fermentacion fue de 91,8 ml. Estas vinazas presentan una DQO elevada y en
torno a 750.000mg/LO, para la pulpa y 980.000mg/LO, para mucilago. Si estas
son tratadas anaerdbicamente en un digestor podria producirse hasta 197,88m3/d
m3 biogas/dia para la pulpa y 258,57m3/d m3 biogas/dia para el mucilago.

En la produccion a biogas se obtuvo una degradacion de la materia organica en un
56% para la pulpa y un 55% para mucilago.

Se observa que al finalizar la fermentacion la cantidad de biogas a producir
tedricamente es mayor en un 42,7% para pulpa y 57,3% para el mucilago, ademas
de encontrar que las vinazas del mucilago generan 14,6% mas biogas que las




vinazas obtenidas en la pulpa (Tabla 23); lo cual (Rodriguez Valencia & Zambrano
Franco, 2010) reportan que por cada kilogramo de pulpa fresca genera 25 L de
biogas y por cada kilogramo de DQO genera 287 L de metano. Siendo el biogéas
una mezcla gaseosa constituida por metano que oscila entre el 50% y 80% y gas
carbonico con pequefias trazas de vapor de agua, hidrogeno, sulfuro de
hidrogeno, amoniaco, monoéxido de carbono, nitr6geno, oxigeno y trazas de
compuesto orgénicos.

Tabla 23: Resultado del calculo de biogas tedrico

Tratamientos Pulpa Pulpa triturada con Mucilago Mucilago con
levadura levadura
Q biogas inicial (m3/d) 13,90 77,12 25,51 116,49
Q biogas vinazas (m3/d) 197,88 160,42 258,57 101,32

8.6. Caracterizacion de las vinazas y tratamientos

ENSAYO PRELIMINAR CON PULPA Y MUCILAGO DE CAFE

Se presentan los resultados relacionados con la caracterizacion de las vinazas
(pH, °Brix, volumen de vinazas) (Tabla 24), para pulpa y pulpa triturada siendo
similares entre los tratamientos, pero encontrando diferencias en el parametro de
pH segun lo reportado por (Rodriguez Valencia, 2013) con un valor de 4,57.

Tabla 24: caracterizaciéon de las vinazas con pulpa y pulpa triturada de café

Pardmetros medidos Pulpa de café Pulpa de café Triturada
pH 2,7+0,01 2,1040,01

°Brix 1,03+0,06 0,77+0,06
Volumen de vinazas (ml) 90,5 93,2

Para el caso del mucilago (Tabla 25), se presentan los resultados relacionados
con la caracterizacion de las vinazas (pH, °Brix, volumen de vinazas), siendo
diferente a lo reportado por (Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2011) con
un valor en el pH de 3,80.

Tabla 25: caracterizacion de las vinazas del mucilago de café

Parametros medidos Mucilago de café
pH 2,83+0,06
°Brix 0,60+0,01
Volumen de vinazas 55 ml




ENSAYO DE VERIFICACION A MAYOR ESCALA CON PULPA Y MUCILAGO DE
CAFE

Las vinazas para el material de pulpa y pulpa con levadura en su contenido de
DQO es de 750.000mg/L y 608.000mg/L. Segun lo reportado por (Rodriguez
Valencia, 2013) el contendido de DQO promedio es de 42.826 ppm; para lo cual
en esta investigacion se observa un valor mucho mas alto lo cual genera una gran
contaminacion si estas vinazas no son tratadas o gestionadas (Figura 43).
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Figura 43: Volumen de vinazas para el tratamiento con pulpa de café

Para el caso del mucilago y el mucilago con levadura se tiene un valor de DQO
total de 980.000mg/L y 384.000mg/L respectivamente, lo cual es diferente a lo
reportado por (Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2011) teniendo como
resultado un valor de DQO de 168.650 ppm para mucilago sin levadura y 119.689
para mucilago con levadura (Figura 44).



Figura 443: Volumen de vinazas para el tratamiento del mucilago de café

9. DIAGRAMA GENERAL DE LA BIORREFINERIA A PARTIR DE
RESIDUOS DEL CAFE

Como parte de este proyecto se propone un esquema de una planta aplicando el
concepto de biorrefineria teniendo en cuenta la unidén de diversos procesos que
permiten la transformacion eficiente de los residuos tratados y el maximo
aprovechamiento de los mismos. Obteniendo productos tales como biogas,
bioetanol y biofertilizantes.

En el proceso de beneficio por via humeda Inicialmente existe una etapa de
despulpado donde el café cereza es pasado por una despulpadora la cual por
medio mecanico, el fruto maduro es sometido a la eliminacién de la pulpa
(epicarpio). En esta etapa se obtienen como residuo la pulpa fresca. Luego la
siguiente etapa es el desmucilaginado que es un proceso por el cual se desprende
la mucosidad que se encuentra entre el grano y la cereza de café. Obteniendo
como residuo el mucilago.

Tanto la pulpa como el mucilago se le agrega de forma homogénea levadura y



son llevadas al tanque de fermentacién; en este proceso se produce CO; que es
utilizado en la produccion de energia y materia tratada; por medio de destilacion
se obtiene etanol y vinazas para detener el proceso de fermentacién se debe
tener en cuenta los °Brix al momento en que se estabilizan.

El etanol es usado como biocombustibles y las vinazas por digestion son tratadas
anaerobicamente, generando biogas que es usado en la produccion de energia o
como biocombustibles y los residuos por medio de ultrafiltracion, dan lugar a
fertilizantes como el fosforo (P), por medio de osmosis inversa se obtiene
fertilizantes con una composicion de nitrégeno, potasio y agua. Donde son
aprovechados como bio-fertilizantes.

Existe otra alternativa donde los residuos que llegan al tanque de recepcion son
llevados directamente por medio de una co-digestion a una digestion anaerobia
donde se produce biogas que es usado en la produccién de energia o como
biocombustibles y los residuos por medio de ultrafiltracién y osmosis inversa se
obtiene fertilizantes en su composicion fosforo (P), nitrégeno y potasio (N/K) vy
agua. Donde son aprovechados como bio-fertilizantes.

Al formar un ciclo cerrado de esta manera se realiza un aprovechamiento de los
residuos, disminuyendo la contaminacion en las fuentes hidricas, produciendo
varios componentes que son aprovechados de manera eficiente y generando una
alternativa econémico-ambiental en la biorrefineria propuesta.
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Figura 45: Esquema general de una planta de biorrefineria de residuos industriales del beneficio himedo del café




10. CONCLUSIONES

Se demostré que es posible obtener etanol a partir de residuos de café y la
cantidad de este dependera del estado de maduracién del grano asi como también
el tratamiento que se le dé a la muestra durante todo el proceso de fermentacion.

Al caracterizar fisica, quimica y microbiologica los residuos a tratar se pudo
establecer el tiempo de fermentacién a partir de los °Brix, el estado de maduracion
del fruto a partir del color, la acidificacion de la biomasa y la cantidad de levaduras
y BAL iniciales del proceso de fermentacion.

En este estudio se puede concluir que los residuos agroindustriales del proceso de
beneficio (pulpa y mucilago), son una fuente importante en la obtencién de
bioetanol ya que los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos realizados durante
todo el proceso de fermentacion, sirvieron como base para determinar algunas
relaciones entre variables, por ejemplo al estabilizarse los °Brix se debe detener el
proceso de fermentacion, la curva de crecimiento de las levaduras y BAL presente.

El tiempo de recoleccidn de las muestras influye en la produccion de bioetanol, ya
gue cuando esta maduro el grano es donde hay mayor contenido de azucar, lo
cual ayuda en la fermentacion.

En caso de producir bioetanol, el mejor método de obtencion es utilizando la
incorporacion de indculos Saccharomyces cerevisae var Bayanus.

Igualmente el aprovechamiento de estos recursos renovables impactaria
positivamente en los aspectos econdmicos y ambientales en la region cafetera
presentando una alternativa para disminuir la contaminacion ambiental.

El rendimiento en la obtencion de bioetanol a partir de la pulpa es baja comparada
con la producida en pulpa triturada. Para el caso del mucilago al poseer mayores
porcentajes de azucares reductores produjeron mayor contenido de bioetanol.

El rendimiento del alcohol obtenido en el proyecto fue de 3,46%, 2,97% y 5,94%
para pulpa, pulpa triturada y mucilago respectivamente en el ensayo preliminar;
para el caso del ensayo a mayor escala fue de 3,85% y 6,60% para pulpa y pulpa
triturada con levadura, con respecto al tratamiento del mucilago y mucilago con
levaduras fue de 6,40% y 6,90% respectivamente, lo cual indica que los grados
Brix en el ensayo a mayor escala eran mas apropiados para la obtencion de etanol
siendo de 6,5y 10,97° Brix para pulpa y pulpa con levadura, frente al tratamiento
con el mucilago y mucilago con levadura se obtuvo 11,94 y 11,36°Brix y en el



ensayo preliminar siendo 1,97°Brix, 2,90°Brix y 2,6°Brix para pulpa, pulpa triturada
y mucilago.

El comportamiento del pH durante el proceso de fermentacion muestra una
tendencia descendente, indicando un aumento de la acidez de la masa, que
coincide con la produccion de acidos a partir de los azlcares y del rompimiento de
las pectinas. Este proceso comienza con valores cercanos a 5,00. Desde el inicio
de la fermentacion se observan valores diferentes.

El incremento de acido lactico como metabolismo principal de fermentacién de las
bacterias lacticas se puede correlacionar directamente con el pH puesto que
podria explicar el mecanismo de fermentacion de los residuos generados en la
etapa de beneficio.

La poblacion de levaduras y de algunas bacterias aerobias y aerobias facultativas
aumenta en las primeras horas de la fermentacion del café, pero a medida que el
proceso avanza el pH inicial cercano a 5,2 desciende a valores entre 3,5y 4,0 de
esta forma, se inhibe el crecimiento de coliformes y de otras bacterias del
mucilago, aunque se favorece el desarrollo de levaduras y de las bacterias lacticas
gue son acidofilas.

El pH puede tomarse como un indicador relacionado con el tiempo de
fermentacion, el cual puede usarse para encontrar el tiempo de finalizacion del
proceso correlacionando con el parametro de °Brix.

El proceso resulta econémicamente viable dado que la materia prima no tiene
hasta ahora un valor comercial (producto de desecho), por lo que resultaria
atractivo a la industria comparado con el etanol de residuos del beneficio de café.



11.RECOMENDACIONES

Es importante tener en cuenta la época de recoleccién de la materia prima, siendo
mejor cuando el grano esta en optimo estado de maduracion.

En la etapa de fermentacién seria mejor incorporar inoculo de levadura
Saccharomyces Cerevisae para que el desarrollo de la fermentacion sea mas
rapido y mejor.

Monitorear con intervalos mas cortos el proceso de la fermentacion, con el fin de
determinar el punto 6ptimo de finalizacién en la fermentacién

Para lograr una produccion a nivel industrial se deberia construir una planta piloto
en una zona donde la produccion de café sea significativa para obtener biomasa
de pulpa y mucilago de cafe.

El pretratamiento de los residuos juega un papel importante en el rendimiento del
proceso. Por este motivo es necesario homogenizar y disgregar lo maximo posible
el tamafio de particula de los residuos tratados.
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ANEXOS

ANEXO A

Vnaon * Nnaon * 90

acidez(gr/l) =

Vmuestra

Dénde:

Vnaon =Volumen de NaOH consumido en la titulacion (ml)
Nyaon =Normalidad de la solucion NaOH
Vimuestra = Volumen de la muestra (ml)

90= equivalente del acido lactico

ANEXO B
Medios de cultivo

Medios de cultivo liquido

Los medios liquidos fueron distribuidos en tubos de ensayo, debidamente
esterilizados a temperatura de 121°C, en un tiempo de 30 minutos en autoclave
atemperados a temperatura ambiente y luego almacenados a temperatura a 4°C.

Agua de peptona (Merck KGaA, 64271 Darmstadt Germany)

Se disuelve 25,5 g en un litro de agua desmineralizada
pH, 70,2 a 25°C

Composicion para un litro de agua destilada

peptona de caseina 10.0¢g
Cloruro sddico 509
Dihidrogenofosfato potasico 15¢
Hidrogenofosfato disodico dodecahidrato 9.0¢




Caldo MRS (OXOID)
Se disuelve 52 g en un litro de agua destilada
pH, 6.2+0,2 a 25°C

Composicion para un litro de agua destilada

Peptona 10.0¢g
Polvo "Lab-Lemco 8.0g
Extracto de levadura 409
Glucosa 20.0¢g
Monooleato de sorbitan 1ml
Hidrégeno-fosfato dipotasico 2049
Acetato de sodio 3H 2 O 5049
Citrato triamonico 20¢g
Sulfato de magnesio 7H 2 O 0,29
Manganeso 4H sulfato de 2 O 0.05¢

Medios de cultivo solido
Agar MRS (OXOID)

Se disuelve 62 g en un litro de agua destilada se esterilizo a temperatura de
121°C, en un tiempo de 15 minutos en autoclave atemperados a temperatura
ambiente y luego vertido a placas estériles.

pH, 6.2+0,2 a 25°C

Composicion para un litro de agua destilada

Peptona 10.0
Polvo "Lab-Lemco' 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
Monooleato de sorbitan 1ml
Hidrogeno-fosfato dipotasico 2.0
Acetato de sodio3H 2 O 5.0
Citrato triamoénico 2.0
Sulfato de magnesio 7H 2 O 0,2
Manganeso 4H sulfato de 2 O 0.05
agar 10.0




Agar YGC (Merck KGaA, 64271 Darmstadt Germany)
Se disuelve 40.0 g en un litro de agua desmineralizada
pH, 6,6+0,2 a 25°C

Composicion para un litro de agua destilada

Extracto de levadura 50
D(+)-Glucosa 2009
Cloranfenicol 0,1¢
Agar-agar 149 ¢




