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GLOSARIO

Agricultura Autosuficiente

Es la explotacion de la tierra que se hace coniebdin de abastecer al agricultor. En sentido
mas amplio se dice de la agricultura que produtesaia el consumo de un grupo, pueblo o
pais, teniendo nula o escasa capacidad de vem@reados exteriores.

Almacigo

Lugar en donde se siembran las chapolas provesidatgerminador, en bolsas, agrupadas en
eras y expuestas parcialmente al sol, hasta cuahglaieren el desarrollo suficiente para su
trasplante definitivo al campo. El almécigo pernaitender las plantas en su etapa méas delicada
y hacer una buena seleccion del colino que selleaa al campo.

Almendra
Palabra que significa café listo para ser tostado.

Altura (sobre el nivel del mar)

La altura del cultivo es un factor de gran impoctarya que la calidad del grano obtenido es
superior cuanto mayor sea esta, ya que en zorasahliruto va madurando mas despacio y su
calidad es mayor.

Afo Cafetero
Periodo de un afio comprendido entre el 1 de octubl&0 de septiembre del afio siguiente.

Ano Cosecha
Para los paises de la Organizacion Internacionalate, es el periodo de mayor recoleccion
de granos. En la mayoria de estos paises coinaidel@fio cafetero.

Arabicas no lavados
Clasificacion comercial para los cafés de expodtadie Bolivia, Brasil, Etiopia y Paraguay.

Arabigo
Palabra que expresa la variedad del café Arabmabien es el nombre que en algunas zonas
del pais se le da al café Pergamino.

Arboles (de sombra para cafetales)

En el cafetal se usa sombrio temporal y sombrimaeente. El primero tiene el propdsito de

proteger los cafetos durante los primeros afiosdie | segundo es el que quedara para el
resto de la existencia del cafetal. El sombriorficéal cuando ha sido sembrado de propdsito

y natural cuando se usan los arboles crecidos &spEamente.

Arvense

Especies vegetales que conviven con los cultivesn Groporcion de estas plantas interfieren
con las especies plantadas afectando los rendimsieBin embargo otro nimero considerable
de ellas posee caracteristicas que las distingoem @species Utiles, ya que conservan los
suelos y no desarrollan profusamente su follaje sistema radical.



Barreras vivas
Faja de vegetacion a menudo arbustiva, sembradarajerente en curva a nivel para
contrarrestar la erosion y detener los arrastres.

Beneficiadero Ecolégico o Belcolsub

Operaciones que se realizan para transformar &€lceaza en pergamino seco, conservando la
calidad del café, cumpliendo con las normas de oaaizacion, evitando perdidas de café y
eliminando procesos innecesarios, aprovechandsulmsroductos del grano, consiguiendo el
mayor ingreso econdémico al caficultor y minimizada@@contaminacién del ambiente.

Beneficiadero(beneficio)

Técnicamente consiste en la serie de pasos o alapa®cesamiento a las que se somete el
café para quitar o eliminar todas sus capas o kabide la forma mas eficiente sin afectar su
calidad y su rendimiento. Es una transformaciomaria del grano.

Beneficio hUmedo

Se realiza mediante la utilizacion de agua. Congwesi despulpado, desmucilaginado o la
fermentacion y el lavado y el secado. Por estaeviabtienen los llamados cafés lavados, finos
0 suaves.

Beneficio del Café
Conjunto de operaciones realizadas para transfaehtafé cereza en pergamino seco.

Biocombustibles

Son combustibles de origen biologico obtenidos dmera renovable a partir de restos
organicos. Estos restos organicos proceden hatiema del azlcar, trigo, maiz o semillas
oleaginosas.

Biodiversidad

Es la variedad de los seres vivos que habitan&eria. Por ejemplo: los microorganismos, los
hongos, los animales, las plantas y el ser hum@iambién comprende la diversidad de
especies, de genética y de ecosistemas.

Biodiversidad y conservacion en zonas cafeteras

La biodiversidad hace parte de los recursos nairbioticos. La conservacion y manejo
adecuado, tanto de los recursos biéticos comosdadmticos, es fundamental en la busqueda
de la sostenibilidad de las zonas cafeteras.

Buenas Practicas AgricolagBPA)

Utilizacién sostenible de los recursos naturalescdod para la produccién, en forma benévola,
de productos agricolas alimentarios y no alimemsamocuos y saludables, a la vez que se
procuran la viabilidad econémica y la estabilidadial.

Café



Término genérico para las frutas y granos de lastas del génerGoffeageneralmente de
especies cultivadas, también como de productosidlote a partir de estos frutos y granos en
diferentes estados de transformacién y empleo,ndests para el consumo. En el caso
colombiano, estas plantas del gén€uadfeaprovienen de la especie botan{Caffea arabica
Linnaeus.

Café almendra / café verde en almendra / Endosperniccafé trillado
A partir de la cual se produce el café tostado YidooEs basicamente el café pergamino sin
Su parte externa.

Café en baba
Cereza de café que ha sido “despulpado”.

Café Beneficiado
Café que ha sufrido el proceso de separacion cislzara y pergamino, o sea "Green coffee”

Café Cereza

Es el fruto del arbusto de café —cafeto-, que ctahse recoge en las fincas, en las épocas de
cosecha, en las zonas cafeteras y luego se soraatpraceso de adecuacion para que pueda
ser comercializado (beneficio himedo), el cuaksdiza en la misma finca cafetera.

Café Despulpado
Café procesado por la via humeda o sea al quehsedaitado la pulpa para entrar al proceso
de fermentacion antes de ser lavado.

Café Pasilla
Las pasillas son los granos de café que preseefantds, como brocados, vinagres, negros,
partidos, astillados.

Café Pergamino Seco

Es el producto del beneficio del grano el cual skeaoe después de quitarle la cascara y el
mucilago, lavarlo y secarlo hasta una humedad2®l 1 Nombre del café que comercializa el
caficultor al interior del pais. El contenido deiagesta entre 10-12%.

Café Reposado

El café reposado o café reposo o café viejo o enids), es un defecto del café, da un sabor
muy amargo y un aroma muy fuerte que evoca el nemdposo o viejo, Sucede cuando los
granos se almacenan durante mucho tiempo o seandaguen condiciones inadecuadas con
alta humedad del grano, por encima del 12%, ytesssnuy calientes por encima de 25 °C.

Café Seco de Agua / Oreado
Café que ha sufrido un proceso de secado peromsipiente.

Café Sostenible



Cultivados por comunidades que tienen un serio comigo con la proteccién del medio
ambiente, a través de la produccion limpia y laseovacion de la riqueza biologica de sus
zonas. También promueven el desarrollo social sléalailias cafeteras que los producen.

Cafés Robustas

Variedad de la espedizoffea canephoranas resistente a muchas de las enfermedadedélel ca
especialmente a la roya. Se caracteriza por produa bebida fuerte y amarga con mayor
concentracion de cafeina. Se cultiva generalmentdtiéudes por debajo de 1.000 msnm en
paises como Brasil, Vietham, Indonesia y Uganda.

Café Trillado
Es el café al que se ha sometido al proceso derlgusiea la cascara cuando se trata de café sin
lavar o el pergamino cuando se trata de café lavado

Café mojado / escurrido / verde
Café pergamino con alto contenido de humedad, gknente presente en la etapa final del
proceso de beneficio (lavado).

Café Verde

A este estado del grano de café también se le eoencciertos paises como “café oro”,
“semilla” o “almendra”. Se obtiene después de laeién del pergamino como resultado del
proceso de trilla. El café verde es el insumo lodpara la elaboracion del café tostado, el
soluble y los extractos de café, y es la forma coasin en la que es exportado a otros paises.

Café Verde en Almendra(café crudo, granos de café)

Término comercial que designa a la semilla seda pianta de café. Este tipo de café no puede
consumirse directamente y se hacen necesarios spo@aicionales para que pueda ser
comestible.

Cafetales
Area o lugar plantado de cafetos.

Cafetales Tecnificados
Plantaciones con trazo y densidad mayor o iguab@02arboles, de variedades: Caturra y
Castillo.

Cafeto
Arbol que produce el café.

Caficultura
Actividad agricola cuyo objetivo es el cultivo ydeoduccién de café.

Calidad del café

Clasificacion de los cafés de acuerdo a la altitadjedad botanica, tipo de beneficiado,
densidad, tamafio del grano, calidad de taza, dolperfecciones del grano y la presencia de
materia extrafia. Cada pais establece sus propgérsdases de clasificacion de la calidad. El



Café de Colombia es reconocido mundialmente pbusuna calidad, por lo cual se vende a un
mayor precio. Esta calidad depende de los cuidgdu®cticas que siguen los caficultores,
recolectores, procesadores, comercializadoresadoisds y consumidores, en los diferentes
procesos, a traves de las etapas de la cadenacpvadiel café.

Cenicafé

Centro Nacional de Investigacion del Café: Situato Chinchina- Caldas / En 1938, la
Federacion de Cafeteros cre6 el Centro Nacionahdestigaciones de Café —Cenicafé—, con
el objeto de estudiar los aspectos relacionadofagmoduccion y la calidad del café, las plagas
y las enfermedades, y la conservacion de los resunaturales de la zona cafetera colombiana.
http://www.cenicafe.org/

Cereza
Palabra usada para designar el café maduro anses thesado o secado. Este nombre se debe
al parecido que el café en esta condicién tiendanuta llamada cereza.

Chapola
Plantula de café que ha emitido el primer par gashprimarias.

Cisco
La pelicula que cubre la almendra de café (endosperEsta es retirada generalmente en el
proceso de trilla.

Cosecha Principal
En Colombia es el mas importante de los dos pesidéaecoleccién realizados en el curso de
un afo.

Cosecha Secundaria
Recoleccion de café de menor importancia, llamaaviesa" o "mitaca", efectuada
comunmente 6 meses después de la cosecha principal.

DQO

La Demanda Quimica de Oxigeno - DQO es el paramgtli@aado para caracterizar la
contaminacion organica del agua residual, que sk raipartir de la cantidad de oxigeno
disuelto necesario para la degradaciéon quimicasledntaminantes organicos que contiene.

Desmucilaginador

Es un equipo utilizado en el beneficio del café,mpedio del cual se le desprende el mucilago,
se lava y se clasifica el grano de café. Equiporgaza el desmucilaginado mecéanico por
medio de friccion y esfuerzos cortantes.

Desmucilaginado
Desprendimiento del mucilago o baba del grano téedsspulpado.

Despulpado



Es el proceso donde se separa la almendra deldeafé cascara y la pulpa. Gracias a la
tecnologia de Beneficio Ecolégico o Becolsub®, dedado por el Centro Nacional de

Investigaciones de Café —CENICAFE- en este prosesdiliza una minima cantidad de agua
y se manejan los subproductos como la pulpa y lelespara convertirlas en abono organico.

Deslim
Desmucilaginador lavador y limpiador incorporados.

El Nifio

El Nifio es un evento climatico natural que se pecedor la interaccion entre la atmosfera y el

océano; su principal caracteristica es el increméatla temperatura en aguas superficiales del
océano Pacifico en una gran area de la regiona@@laComo resultado de este calentamiento
del océano, se afecta el clima terrestre, con discion de las lluvias en algunas regiones y el
incremento en otras, asociadas a cambios en kel gollar y de la temperatura.

Federacion Nacional de Cafeteros (FNC)

En 1927 los cafeteros colombianos se unieron cdim @le crear una organizacion que los
representara nacional e internacionalmente, y glagavpor su bienestar y el mejoramiento de
su calidad de vida. Asi nacio la Federacion Nadialea Cafeteros de Colombia (FNC),
considerada hoy como una de las ONG rurales masiggadel mundo. Toda la informacion
sobre la Federacion aquittps://federaciondecafeteros.org/

Fermentacion

Este proceso se realiza en tanques de fermentagiémmite retirar el mucilago o mesocarpio.
Su duracién puede ser entre 12 y 18 horas. Esagego catabdlico de oxidacién incompleta,
totalmente anaerobico, siendo el producto finatempuesto organico.

Fermentado
Cambio Quimico causado por levaduras y enzimas eafé& crudo. Un sabor pronunciado de
fermentacion dafa el sabor del café.

Finca Cafetera
Es una propiedad inmueble rastica, con una extemsiotinua o discontinua de tierra, utilizada
total y parcialmente en la produccion de café @ecezafé pergamino.

Germinador

Es el sitio sobre o a nivel del suelo, acondicianadrmalmente con una capa de arena lavada
de rio, en el cual se ponen las semillas de caBeq# germinen, las cuales permanecen ahi,
hasta que aparezca el primer par de hojas. /&iide brotan y comienzan a crecer las plantas
de café. El sustrato para el germinador puederespadavada de rio o tierra desinfestada. El
germinador para el café dura dos meses y el estadoe se transplantan al almacigo se llaman
chapolas.

Inoculacién
Es la adicién de un organismo o sustancia a ur@ess®n o medio de cultivo.



La Nifia

La Nifla es un evento climatico natural que se predhor la interaccion entre la atmosfera y el
océano; su principal caracteristica es la dismimudee la temperatura en las aguas superficiales
del océano Pacifico, en una gran area de la regadatorial. Como resultado de este
enfriamiento del océano se afecta el clima eretaaj con disminucién de las lluvias en algunas
regiones y el incremento en otras, asociadas abicaem el brillo solar y la temperatura.

Lavado

Lo mas caracteristico del Café de Colombia ess&drsia de tratamiento de los granos de café,
por via humeda que produce el famoso café lavalbontdano. La via seca, es otro sistema
gue produce cafés con caracteristicas diferentes.

Mucilago

Se genera en la etapa del desmucilaginado, repaeserbase humeda, alrededor de 14,85%
del peso del fruto fresco. Por cada millon de salen860 kg de café almendra que Colombia
exporta, se generan aproximadamente 55.500 tomsethlanucilago fresco, el cual si no se
utiliza adecuadamente es fuente de contaminaciéstaBcia incolora que recubre el fruto del
café una vez se haya despulpado. El mucilago adelreraovido para permitir un facil secado
y una buena conservacién del café.

Post-cosecha
Procesos de beneficio y secado, que se realizartinge la recoleccion de las cerezas de café.

pH
Medida deacidezo alcalinidadde unasolucion a una temperatura dada; se define como el
logaritmo inverso de la actividad de los iones Big#mo.

Pulpa

Es la cascara del grano de café formada por elagpioc(epidermis) y parte del mesocarpio.
En el beneficio ecoldgico la pulpa es uno de Idgeaductos y se deposita en fosas para su
descomposicion y posterior utilizacion en el cualtiv

Robusta
Modalidad de café, tiene el grano de café mas ffeg@s resistente y posee un mayor nivel de
cafeina. Se cultiva en Africa, Asia y Brasil Eggorario del Zaire.

Subproductos
Residuos del proceso de beneficio del café.

Solidos Suspendidos Totales
Se refieren a la materia que permanece como resahre un medio filtrante, después de filtrar
el agua.

Sustrato
Area de condiciones uniformes, donde los organistiessrrollan sus funciones vitales y se
relacionan entre si.



Tanque tina
Tanque modificado en sus esquinas y angulos peitddiala operacion de lavado.

Trilla de Café

Proceso de seleccidn mecanica y optica (que aldlaman beneficio seco), en donde el café
pergamino se convierte en café Almendra (tamb&mddo café verde en almendra), el que
dependiendo de sus caracteristicas fisicas y/@sales (sabor) va a ser clasificado en:

- Café Excelso

- Café Pasilla (de maquinas 6 de manos)

- Café consumo (nacional, superior, chorriado)

- Ripio (legalmente existe, pero en la practica no)

Variedad

Es importante seleccionar el tipo de semilla avanthay diferentes variedades que en algunas
zonas presentan mejor productividad que en otsds, punto es muy importante porque lo
define la altura donde se haran las plantaciones.

Variedades Castillo® regionales

Las variedades Castillo® regionales son el resaltieda seleccion de los componentes (lineas)
de rendimientos mayores que la variedad Colombialetarminados lugares. Su area de
recomendacion esta determinada por las similitkeslima y suelo (también llamados
ecotopos), del lugar donde se evalud con las adyacentes. Se han liberado siete mezclas de
componentes para igual numero de zonas agroclasatikc cada mezcla o variedad regional,
se le ha dado el nombre de la sub-estacion expati@nelonde fueron seleccionadas.
Actualmente se dispone de las siguientes varied@@esillo® regionales: NARANJAL,
PARAGUAICITO, SANTA BARBARA, PUEBLO BELLO, EL ROSARD, LA TRINIDAD

y EL TAMBO.



ABREVIATURAS

Referencia Abreviatura
Agua Destilada Estéril ADE
Analisis de Varianza anava

Atmosferas atm

Café Cerezacc
Café Pergamino Secaps

Cromatografia de Gase£G

Coeficiente de CorrelaciénCoef. Corr.
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Determinacion

Cromatografia Liquida deHPLC
Alta Eficacia

Detector de ionizacion deFID
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Grados Celsius° C
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Limite Inferior L.I
Limite Superior L.S

No Detectado ND

Minima Diferencia
Significativa MDS

PromedioProm
TemeperaturaTemp
Tratamiento Trat

Unidad Experimental y g.

Unidades Formadoras de
Colonia UFC



1. RESUMEN

El mucilago como uno de los dos mas importanteprediictos del beneficio del café, por su
composicion se considera como residuo energétidevamte en la obtencion de
biocombustibles. Con el progresivo desarrollo derentes tecnologias para el beneficio
ecoldgico del café, se ve la necesidad de indagae £l potencial que pudieran tener estos
sustratos (mucilagos procesados de Becolsub®, H@orf#0 y 16 h de fermentacién),
Ecomill® con enzima y Tanque tina, primera y setpunabeza de lavado), en la produccion
de bio-alcoholes. En cuanto a la produccién deetanol, se logré estandarizar tanto las
técnicas de deteccion de azucares por HPLC, codwtd&cion de alcoholes por CG, las cuales
resultan ser técnicas fiables para la repetitividadr ende en la confiabilidad de los resultados.
El efecto de la esterilizacion en autoclave (15 anir20°C y 15 psi) de los diferentes sustratos,
no causa reduccion drastica en la concentracidazdeares disponibles para su uso por la
levaduraSaccharomyces cerevisjde que permite un mayor entendimiento de los gsos
fermentativos y dinamicas ocurridas en el consumgldcosa, fructosa y sacarosa presentes
en estos sustratos; sin embargo la disponibiligadzdicares varia, dependiendo del origen del
sustrato, al igual que la dinamica de su consunma Bempo, viéndose afectada la produccion
final de etanol. Durante los procesos de fermedtapara cada uno de los sustratos, se logro
establecer relacion entre el crecimiento vegetatevta levadura dado por UFC, la absorbancia
(660 nm), el consumo de azucares (g/dia) y la mado de etanol (mL) durante 36 horas de
fermentacion. La implementacion de alternativas @danbio-transformacion de la biomasa
energética proveniente del beneficio ecoldgicoadéé, permitira que ademas de reducir el
impacto al suelo y fuentes de agua por su inadecdegosicion, aumenten los ingresos a la
cadena productiva del café y colaborar con la muifi@gn de necesidades energéticas que tienen
muchas familias cafeteras de Colombia. El conocitniegenerado, tendra aplicabilidad
relevante dentro de las iniciativas lideradas pd¥NIC, como el de las Centrales de Beneficio

Comunitarias.

Palabras clave:Fermentacion alcohdlica, Bioalcoholes, BiorefiasriSubproductos del café,
mucilago de café, Beneficio ecoldgico.



2. SUMMARY

By its composition, mucilage as one of the two miagportant by-products of the coffee
process, is considered as a significant energyewtmstthe biofuels production. With the
progressive development of different technologies the ecological coffee process, it is
necessary to research about these substratesigbfenicilages from Becolsub®, Ecomill®
(20 and 16 h of fermentation), Ecomill® with enzyared Tina Tank, first and second wash
water), in the production of bio-alcohols. In ordebio-ethanol production, it was possible to
standardize both detection of sugars and the dmtectf alcohols by HPLC and GC,
respectivelly, which prove to be reliable technigte repeatability and therefore reliability of
results. The sterilization by autoclaving effech (hin/120°C/15 psi) on different substrates
does not cause reduction in sugars concentratiaitalle for use by the yeast Saccharomyces
cerevisiae, allowing a better understanding ofdyreamic fermentative processes occurring in
the consumption of glucose, fructose and sucrossept in these substrates; however the
availability of sugars varies depending on theiarwf the substrate, as well as the dynamics
of their consumption over time, affecting the fie#thanol production. During the fermentation
processes for each of the substrates, it was pegsitestablish a relationship between the
vegetative growth of the yeast given by CFU, abaock (660 nm), sugar consumption (g /
day) and ethanol production during 36 fermentakioars. Improving alternatives such as bio-
transformation of energy waste from the ecologafee process, will not only reduce the
impact on the soil and water sources due to thaatequate disposal, but also increases incomes
to the coffee production chain and aids mitigaBaergy needs for coffee families in Colombia.
The knowledge generated will have relevant appiiitalvithin the initiatives led by the NCF,

such as the Community Processing Centers.

Keywords: Alcoholic fermentation, Bio-alcohol, BiorefineryGoffee by-products, coffee

mucilage, Ecological Coffee Processing.



3. INTRODUCCION

La zona cafetera colombiana se encuentra asentadaseareas de montafia de mayor
vulnerabilidad frente a la variacion climéatica.ihatitucionalidad cafetera en cabeza de la FNC,
ha desarrollado programas que se han preocupadelpmantenimiento de las mejores
condiciones ambientales, sociales y economicasderbductores. La FNC incluy6 dentro de
su plan estratégico 2008 — 2012, el ingreso al aderale los servicios ambientales y en
particular al del carbono. En dicha estrategia se itcorporado la producciéon de
biocombustibles a partir de subproductos de laiadustria cafetera, como respuesta a la
necesidad de buscar alternativas energéticas kmpjae guarden balance con el medio
ambiente y que no utilicen zonas agricolas pagdduccion de alimentos, lo que pudiera
generar muy seguramente ingresos adicionales aglisultores, ademas de contribuir a las
iniciativas tendientes a la paulatina sustituciércdmbustibles de origen fosil.

En esta direccion, han sido promisorios los estudeaalizados en Cenicafé desde 1950
haciendo énfasis en la obtencion de diferentedhales (Calle, 1951 b) y recientemente se han
enfocado esfuerzos sobre la utilizacién de estggreductos como fuente de energia renovable
(Rodriguez y Zambrano, 2010). En estudios de fetace&n alcohdlica, realizados por
Rodriguez y Zambrano, 2011, se encontré un vatompdio de 25,17 mL de etanol a partir de
1 Kg de pulpa fresca y de 58,37 mL de etanol arpietl kg de mucilago fresco equivalente a
1,23MJ/Kg de mucilago fresco, resultados que colehavancia si se tiene en cuenta que la
capacidad calorifica del etanol es de 21,08 M&h¢Bez, 2003).

En el contexto actual en el que se desarrollaflauttura en Colombia, en donde el desarrollo

e implementacion de Centrales Comunitarias de Beoefe Café toman relevancia dentro de

las politicas de la FNC y teniendo en cuenta larbgeneidad del mucilago en cuanto a oferta
y composicién como fuente energética, es priodtaridesarrollo de investigaciones en que se
ahonde en el conocimiento sobre el aprovechamdmésta materia prima en la produccion de
bio-alcoholes, con énfasis en las tecnologias gleBaneficio Ecologico del Café.



4. OBJETIVOS

General:

Evaluar la capacidad de aprovechamiento del muxifsga la produccion de bio-

alcoholes, obtenido a partir de tres tecnologigizadas en el Beneficio Ecoldgico del café.

Especificos:

1- Evaluar el efecto de la temperatura, en el crecitni@egetativo, utilizacion de
azucares disponibles y produccion de etanol, de ce@a de la levadura
Saccharomycesereviciae aislada de un producto comercial bajo condiciates

laboratorio.

2- Determinar la disponibilidad y cantidad de azucameductores del mucilago
obtenido a partir de tres tecnologias utilizadasldBeneficio Ecoldgico del café,

después de someterlos a proceso de autoclavado.

3- Evaluar la dindmica del consumo de azucares dibfasmicrecimiento vegetativo y
produccion de bio-alcoholes, de una cepa de lalleasaccharomycesereviciae
aislada de un producto comercial, utilizando conmirato el mucilago obtenido a
partir de tres tecnologias utilizadas en el Benefiecoldgico del café, bajo

condiciones de laboratorio.



5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Es el mucilago del café obtenido del Beneficiol&gioo, un sustrato aprovechable en

la produccion de bio-alcoholes?

6. HIPOTESIS

Con al menos uno de los procedimientos para genarailago a partir del Beneficio

Ecoldgico, se logra mayor produccion de alcohol.

7. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La necesidad y urgencia de buscar alternativagjétieas mas limpias y que sean amigables
con el ambiente, esta en la agenda de las cadeodscpivas agricolas del pais y en las
directrices del Ministerior de Minas y Energia.ndlicilago es un subproducto energético del
café desaprovechado con potencial para produc@&dbiatombustibles y por lo general su
incorrecta disposicion, genera contaminacion afeltidas caracteristicas estructurales de los
ecosistemas. En el marco del desarrollo de Cestd@eBeneficio Comunitarias y de la mano
del Beneficio Ecoldgico, la atomizacién de estartdsa se concentrara en estas Centrales
generando oportunidades de biotransformacion ahales principalmente, para que
oportunamente sea aprovechada, disminuya la comaamn y genere valor a la cadena
productiva, consolidando asi una caficultura sdskenAvanzar en el conocimiento de los
procesos de transformacion, rendimientos y estaatadn de procedimientos en la obtencién
de bioalcoholes a partir de los residuos del @afBra relevancia dentro de las estrategias que
abordan la problematica de la familia cafetera desddpunto de vista, econémico, social y

ambiental.



8. JUSTIFICACION

En Colombia y durante los ultimos 10 afios, la bientle cultivos "energéticos” como la cafia
de azucar, la palma, el maiz entre otros, y sufitasion se ha convertido en politica de estado.
Estas decisiones han generado que zonas donde aetaioducian alimentos, hoy se utilicen
para fines energéticos. Esta coyuntura en dondmapel deseo del lucro por el del

aseguramiento y suministro de alimentos, ademdmuder en riesgo la seguridad alimentaria
de la poblacion en las zonas afectadas, generandoimhe la frontera agricola lo que redunda
en el surgimiento de problemas de plagas y enfeadesdtanto para los cultivos como para las

comunidades establecidas en dichas areas.

Adicionalmente, la presion de los monocultivos lestsidos para tales fines, incrementa la
pérdida de biodiversidad tanto de fauna y flora @ode la diversidad cultural de las
comunidades que viven en la zona. Estas accicerele 6 temprano hacen que se presente la
intervencion de las autoridades competentes, tdaieamo Unica herramienta la sancion legal
de los actores y/o comunidades que derivan surgagsde éstas actividades, estigmatizandolas
y convirtiéndolos en victimarios en un sistema adory repetitivo. En este orden de ideas y
siendo el cultivo del café uno de los motores dmdello agricola del pais, no esta exento de
gue practicas continuas como la incorrecta disposide los residuos del proceso del café en
el suelo o fuentes hidricas, o coyunturales coneacgn el objeto de mantener la competitividad
de la caficultura desde el 2010 se hayan adoptattategias para rejuvenecer el parque
cafetero, renovando cerca de 60.000 ha/afio deaplanes que generan alrededor de un millon
de toneladas de biomasa seca, hacen que las censexupuedan no ser tan diferentes.
Aunado a esta realidad, y con el fin de dar espaartos para lograr una caficultura sostenible,
en la cual el caficultor sea el protagonista coryonaelevancia, es nuestro deber como

investigadores, lograr que estos obstaculos seeartav en oportunidades.

Es de esta forma que con el desarrollo de estatigaeion, se aportan los pilares basicos para
iniciar la construccion de una estrategia pargpsd\echamiento de estos sub-productos, que

aunqgue no es novedosa, se ha modificado sustaectEntanto desde la vision para valorar



este sub-producto, pasando por su diversidad emtaw@a calidades, como el marco legal

nacional y mundial en que los biocombustibles genriactualmente.

Adicionalmente, al eliminar o al menos reducir rpacto negativo que los desechos del
proceso de café causan al ambiente, el caficulepona su calidad de vida, la de su familia y
la de su comunidad, a la vez que puede mejorangresos econdmicos, al obtener un producto
con connotacion de sostenibilidad.



9. MARCO TEORICO

9.1 GENERALIDADES

9.1.1 EL CULTIVO DEL CAFE

El cultivo del café Coffea arabical.) es originario del norte de Africa y es cultivacon el
objeto de producir un grano, cuyo rico contenidosdstancias aromaticas y estimulantes
permite preparar una infusion altamente preciadaocoebida y como sobremesa. El término
café de Colombia esta reconocido como Denominat@d@rigen protegida en otros paises del
mundo (FNC, 2013) como Ecuador, Bolivia y Peru.i¥ehmundial, Colombia es el primer
pais productor de café y el mayor productor de saBive en el mundo (FNC, 2018ps
principales paises importadores del café de Colarmbin Estados Unidos, Alemania, Japon,
Paises Bajos y Suecia. Durante el siglo XX el éaécel producto primordial dentro de las
actividades comerciales colombianas, registrangoréxciones de hasta 12 millones de sacos.
Desde los afios veinte, Colombia ocupd el primearlegmo productor mundial de café suave
(FNC, 2013). Los principales departamentos prodastale café en Colombia son: Narifio,
Norte de Santander, Antioquia, Valle del Cauca, dlhwamarca, Huila, Tolima, Caldas,

Quindio y Risaralda, conociendo los tres ultimana@! Eje Cafetero.

Colombia tiene una superficie total de 113.891 H4@&€iareas de las cuales 7.300.000 son aptas
para produccion de café. Entre las ventajas comgl&s cuenta a su favor, esta la oferta
ambiental, es decir las zonas fértiles donde l@btafé. Pero no sdlo esto favorece al café, al
estar sembrado en diferentes alturas y regionésnebtinas cualidades propias y Unicas en el

mundo.

El café necesita condiciones climaticas especifieaia su produccion, como condiciones de
suelo, temperatura, precipitacion atmosféricaiyudlisobre el nivel del mar. Las condiciones
ideales para el cultivo se encuentran entre Id301y2.800 msnm, con temperaturas templadas

gue oscilan entre los 17 y los 23 grados centigrgdmn precipitaciones cercanas a los 2.000



milimetros anuales, bien distribuidos a lo largbad®. En la actualidad, el cultivo del café en
Colombia esta ubicado, en su gran mayoria, solperél de las laderas de sus tres cordilleras

y existen zonas especificas donde se siembra érespécial.

En Colombia se recoge café durante todo el afjoresentan dos cosechas, una grande que se
llama cosecha principal y una pequeiia denominadd@esa o0 mitaca, que produce
aproximadamente una tercera parte de la princiksths caracteristicas permiten ofrecer al

mundo café fresco durante todo el afio.

9.1.2 PRINCIPALES ZONAS PRODUCTORAS DE CAFE EN COLOMBIA

En la actualidad, el cultivo del café en Colomlstaaubicado, en su gran mayoria, sobre el
perfil de las laderas de sus tres cordilleras; ynemor escala en la Sierra Nevada de Santa
Marta. Las zonas cafeteras colombianas estan @soawl los departamentos de Antioquia,
Boyac4, Caldas, Cauca, Cesar, Caqueta, Casanamdin@onarca, Guajira, Huila, Magdalena,

Meta, Narifio, Norte de Santander, Quindio, Risargihntander, Tolima y Valle.

La planta de café es perenne y se considera garezalsu crecimiento y productividad maxima
a los 6-8 afios de edad, necesita entre 18 y 24smpesa dar la primera cosecha, durante ese
tiempo existe una oportunidad para diversificgsriaduccion y generar ingresos adicionales a

los del café; mejorando la socio economia de lGsuttores y de la region cafetera.

Después de esta edad (6-8 afios) la planta sedadat@aulatinamente y su productividad
disminuye a niveles de poca rentabilidad. El riteoenvejecimiento dependera de la calidad
del sitio, la densidad de siembra, intensidad dadauccion, disponibilidad de nutrimentos,

presencia de plagas y enfermedades o estrés anipantite otros.

A medida que la planta se envejece, el follaj@s®atde un color verde palido indicando cierto
grado de senescencia, se observa defoliacion eranass de la parte baja. Después de 3-4

cosechas la zona de produccion se ha movido leapate media y superior en el tallo principal



y hacia la parte exterior de las ramas, las hajasle tamafio menor que el normal, se observa

fuerte defoliacion en la parte inferior y al interde la planta, se produce la muerte de algunas

ramas en la base de la planta. Este proceso eaamdisiado en cafetos descopados. Cuando la

zona de produccion se limita a unas pocas ramda parte apical del tallo y a unos pocos

nudos hacia el apice de las ramas, y la plantefdial severamente, se ha alcanzado un alto

grado de senescencia y baja productividad pordbesinecesario entrar a renovar la plantacion
(Camaycet al.2003).

9.1.3 SISTEMAS DE PRODUCCION DE CAFE EN COLOMBIA

En Colombia se pueden distinguir dos grandes s&steata produccion de café:

Sistemas de produccién de café a libre exposiadar:sSe desarrollan bien en las zonas
con suelos de buenas caracteristicas fisicas grikdad y una apropiada disponibilidad
de agua (regimenes de lluvia suficiente y muy bukstabucion durante todo el afio) y de
energia solar. En este tipo de sistemas se utitleasidades de siembra altas, entre 7.500
y las 10.000 plantas por hectarea y son de unapatiductividad (2500-4000 kg café
pergamino seco por hectarea). Cerca del 30% dafizultura colombiana se encuentra a

plena exposicion solar.

Sistemas agroforestales con café (café bajo sontbna@stos sistemas se utilizan arboles
para proporcionar diferentes niveles de sombriceni@iendo de la especie y el arreglo
espacial. Se emplean principalmente en zonas matadiiones para un adecuado desarrollo
del cultivo, por condiciones climaticas o de sugisea por la presencia de periodos secos
prolongados o de suelos con limitaciones fisical yertilidad o erosionados. En estos
sistemas la densidad de siembra ¢ptima (2000-3@08as por hectarea) y la productividad
(500 -1000 kg café pergamino seco por hectarea)hrsmmores que en cafetales a libre
exposicidon. Cerca del 60% de la caficultora col@anhise encuentra bajo algun tipo de
sombrio.



9.1.4 VARIEDADES DE CAFE CULTIVADAS EN COLOMBIA

Existen numerosas especies de cafeto y difereragsdades de cada especie. Las mas
importantes comercialmente son conocidas como éaaki Robusta o Canephora. Ambas

fueron halladas originalmente salvajes en regiafrgsanas.

. El 70% del café que se consume en el mundo pertem la especieoffea arabicay se
cultiva particularmente en América y en algunasoregs de Africa y Asia.
. El 30% restante del consumo estéa representada foffea canephora café robusta,

la cual por sus condiciones especiales y resistenkd roya, es sembrada en Africa.

Ambas especies se cultivan en distintos climasitydés: altura, para arabica y zona baja para
canephora. En Colombia unicamente se cultivan daé&scarabigos los cuales producen una

bebida suave, de mayor aceptacion en el mercaddiatun

Las variedades de café arabigo que se siembranlemfia son: Tipica, Borbén, Maragogipe,

Tabi, Caturra, Variedad Colombia, Variedad Castill

9.2 EL FRUTO DEL CAFE

Los granos de café o semillas estan contenidos feme del arbusto, los cuales en estado de
madurez toman un color rojizo y se les denomingez®'. Cada una de ellas consiste en una
piel exterior que envuelve una pulpa dulce. Eldel cafeto cuyas semillas tostadas y molidas

se utilizan para el consumo humano esta compustafuera hacia dentro, por:

Una cubierta exterior llamada pulpa, una sustageiatinosa azucarada que recibe el nombre
de mucilago, una cubierta dura que se denominapéng o cascara, una cubierta mas delgada
y fina llamada pelicula y finalmente el grano o afira que es la parte del fruto que, una vez
tostada y molida, se utiliza para la producciotedeebida del café (Figura 1).



Semilla o Endospermo
Cendro de corte

Pelicula plateada

Pergamino o endocarpio
Capa de pectina
Pulpa 0 mesocarpio

————> Cxocarpio

Figura 1. Composicion del fruto del café (Fuente: el autor)

El desarrollo del fruto del café se puede dividir @atro etapas, en las cuales muestra
caracteristicas especificas en su desarrollo fgimaloLa secuencia de desarrollo se ilustra en
la figura 2.



Primera efapa

Es una elapa donde hay muy poco crecimiento en famafio y
peso del frufo. Ya desde A fecundacion hasta la sexia
Semana.

Segunda efapa

En esta efapa el frufo crece rdpidamente en peso y volumen.
~ Tambien es denominada como 1A efapa de formacion del grano
lechoso. Ya desde a sexia a4 la decimasexia semana

Tercera efapa

El crecimiento extenior del frufo casi no se nola. Se da una
gran demanda de nuirientes. Se endurece la amendra.

Ya de la decima sexia 4 la vigesima sepetima semana.

ouaria efapa

Es a gpoca de. maduracion o cambio de color del frufo.

Ya de 14 vigesima- seplima 4 K frigesima- Segunda semanas
despues de la fecundacion

1a ETAPA 2a ETAPA 3a ETAPA 4a ETAPA

—

Om
0 15 30 45 59 75 87 107 120135150 165 180198213 228243
Arcila y Taramillo, 2003, Dias después de la floraciéon

Figura 2. Fenologia del desarrollo del fruto de café (Madifla de Arcila y Jaramillo, 2003)
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En estudios realizados sobre la composicion eleaheate los frutos de café Colombia

(Sadeghiaret al, 2006), se ha determinado que en la pulpa, leatdracion de potasio es mas
alta con respecto a otras estructuras del fruticidwwalmente, el nitrdgeno ocupa el segundo
lugar, seguido por el calcio, fosforo, magnesiayfige, cuyos contenidos son inferiores al 0,3%
y se encuentran con mayor abundancia en la almeRdraotra parte, en el mucilago, los

porcentajes del N y K son similares pese a la caate azufre.

Es relevante mencionar que la pulpa del café aoatim 12% de azucares reductores, 2% de
No reductores y 6,5% de sustancias pécticas (Bred$€¥5), que en sumatoria constituyen un

sustrato apto para ser transformado en bioalcaholes

9.3 EL MUCILAGO

El mucilago constituye uno de los subproductos @yominterés dentro del proceso del
beneficio del café, el cual esta localizado erdrpdlpa y la cascara del grano. Este material

representa alrededor del 5% del peso seco deRrsigs@nkt. al, 1972)

El mucilago es una capa de aproximadamente 0,5nen2le espesor que esta fuertemente
adherida a la cascara del grano de café. Desdmi ge vista fisico, el mucilago es un sistema
coloidal liquido, liofilico, siendo por lo tanto Unmdrogel. Quimicamente, el mucilago contiene
agua, pectinas, azucares y acidos organicos (Celtbpwilanova, 1974; Martinez, 1958).
Durante la maduracion del grano de café el pedatralcio, localizado en la laminilla media

y la protopectina de la pared celular, es convertial pectinas.

Esta transformacion o hidrélisis de las protopediresulta en la desintegracion de la pared
celular, dejando un plasma celular libre. Estemp&sjue representa alrededor del 14% del peso
del fruto (Carbonell y Vilanova, 1974; Puerta, 2)Hilemas de pectinas, contiene azlcares y

acidos orgéanicos derivados del metabolismo y laesion del almiddn (Carbonell y Vilanova,



1974; Rodriguez, 1999), cuyas proporciones vanmalo® datos reportados por los diferentes

autores (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién quimica (%) del mucilago del frutd aidé.

Variables Carbonell y Vilanova (1974) Rodriguez (1999)
Humedad - 92,2
Azucares reductores 30 63,74
Azlcares totales 45,8 79,74
Azucares NO reductores 20 -
Contenido de pectina 35,8 10,97
Celulosa = Cenizas 17 -

Por otra parte Puerta (2010), reporta que de ldbalratos del mucilago de café fresco, en
promedio el 47,9% corresponde a azucares reduc29e¢3 a azucares no reductores como
la sacarosa, el 7,3% constituye fibra y cerca dé aSsustancias no fibrosas, la pectina. No
obstante, estas proporciones no son permanengtaldes, ya que durante las fermentaciones,
la glucosa y los monosacaridos son consumidosmyeigtados por las levaduras y bacterias,
los disacéaridos son degradados en monosacaridagos\polisacaridos son hidrolizados. No

obstante, después de 74 horas de proceso, noltsdasicares del mucilago son fermentados,
ni todas las sustancias pécticas son degradadasyalopuede estar relacionado con la
acidificacion del medio (Avallonet al.2000). Puerta (2010) reporta efecto de la temperatu

en la concentracion de azlcares reductores, dedaera que, a temperatura ambiente la
disminucion de los mismos tiene una relacion expoiaé frente al tiempo de fermentacion,

mientras que en condiciones de refrigeracion, esemo es gradual y los cambios en la

concentracion se presentan después de las 31 h.

La velocidad de las degradaciones durante la faanigm del mucilago de café depende de la
temperatura externa y del tiempo. A temperaturaiemd de 20,5°C la disminucion de
azucares es significativa desde las primeras honasitras que en refrigeracion el contenido

de azucares pueden conservarse hasta 30 horak s&e un método de almacenamiento de
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mucilago, para su posterior utilizacion como ststde fermentacion o en otros procesos

industriales o pecuarios (Puerta, 2010).

9.3.1 LA CAPA DE PECTINA

Los compuestos pécticos, un grupo sustanciasateigiportancia dentro de la conformacion
del mucilago, constituye cerca del 5% de las paregtulares de los vegetales e incluye
sustancias insolubles en agua como las protopsafjne tienen todos los grupos carboxilos
esterificados con grupos metilo (-gHos acidos pécticos no metilados que contier@oa
D-galacturonico, sus sales los pectatos de Cacides pectinicos esterificados y sus sales los
pectinatos, y también las pectinas que son soleblegua caliente (Arroyo, 2002; Puerta, 2009
y 2010). Las concentraciones de estos compuest@vdurante el proceso de fermentacion
por la actividad de pectinasas naturales del nymilgue los despolimerizan parcialmente. Las
pectinesterasas se encuentran de forma naturakeejidos de las plantas, ademas, muchas
bacterias, levaduras y hongos producen pectinasae protopectinasas, poligalacturonasas,

pectinesterasas y pectinaliasas.

En la fermentacion del café esta involucrada l&gaelular y el material intercelular de las
células parenquimatosas del fruto. La lamina mddlanucilago del café es la que contiene
fundamentalmente acido pectinico, ademas de pegtogdulosa y la fraccion insoluble esta
constituida principalmente por sustancias pécteagstrecha relacién con otros materiales de
la pared celular como hemicelulosas, fosfolipidgajactolipidos y los azuUcares ya
mencionados. La degradacion de este material ceyuku eliminacion de la pelicula de
pergamino de la semilla de café constituyen loggsos bioquimicos mas importantes en la

fermentacién del café.



9.4 PROCESO DE BENEFICIO DEL CAFE

En los paises cafeteros se han usado diversos oséfadicticas y condiciones de beneficio
para retirar el mucilago del grano de café. En @bia, el café se procesa en las fincas por el
método humedo, y la mayoria de los caficultores es@roceso de fermentacién con el fin de
separar el mucilago de los granos, para lo cuahde§ granos despulpados sin agua, en tanques
abiertos, otros adicionan agua o dejan los gramoslisos en agua durante varias horas después
de la fermentacion (Figura 3). Ademas, en algumasi$ grandes, se usa el desmucilaginador
mecanico (Figura 4) para remover el mucilago dé, gaasi se obtiene un residuo en menor
tiempo, comparado con la fermentacion, pero queeessario disponer o utilizar de forma
adecuada, para evitar su vertimiento directo &astes de agua.

Figura 3. Tanque Tina abierto con grano despulp.
(Fuente: Cenicafé. Disciplina de Poscosecha. Coibyri
2016).
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Figura 4. Desmucilaginador mecanico.
(Fuente: Cenicafé. Disciplina de
Poscosecha. Copyrigth 2016)

El mucilago y las mieles fermentadas de café sergaren forma discontinua, en cantidades
gue dependen de la produccion de café, en cada gpmma cafetera colombiana. Asi mismo,
las cantidades de mucilago en los frutos y grapasfé varian con la madurez del fruto, es asi
como los frutos maduros y frescos contienen en pdionl0,4% (entre 1,1% y 27,3%) en peso
de mucilago y los granos despulpados un 18,8% o0Bsecuencia, por cada tonelada de café
cereza que se procese en la finca pueden obtesaree80 y 140 kilogramos de mucilago,
segun la madurez y la cantidad de agua usadadaselucilaginado mecanico (Rodriguetz
al., 2015).

9.4.1 BENEFICIO ECOLOGICO DEL CAFE

En cuanto al beneficio del café en Colombia, eceso por el cual se transforma el fruto
maduro de café (café cereza) una vez se ha cose@mdafé pergamino seco (cps), se
denomina beneficio himedo pues utiliza agua parveldo de la semilla. Este tipo de
beneficio, ha permitido que el café colombiano,dsstaque dentro de “los cafés suaves
lavados” caracteristica de calidad implicita asteial beneficio himedo. Este uso del agua, se

asume con responsabilidad ambiental, ya que etrddsale metodologias tendientes a reducir
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sustancialmente el consumo de agua para llevdraetgprocesamiento del café y su adopcion,
posibilitan que el producto sea amigable con lanaéza (Rodrigueet al 2015). Dentro de
estas metodologias, para el caficultor colombiaadia conformado lo que se conoce como el
Beneficio Ecoldgico del Café, lo que define Roaolaboradores en 1999 como “el conjunto
de operaciones realizadas para transformar eceaéza en café pergamino seco, conservando
la calidad exigida por las normas de comercial@acievitando pérdidas del producto y
eliminando procesos innecesarios, lograndose adelmasovechamiento de los subproductos,
lo cual representa el mayor ingreso economicogaraficultor y la minima alteracion del agua
estrictamente necesaria en el beneficio”. Soloataleseo de ampliar esta responsabilidad con
el medio ambiente, la FNC ha ido mucho mas allaJementando el concepto del “Beneficio
Ecoldgico sin Vertimientos”, en el que durante ehdficio, prima el uso racional del agua y
los subproductos como la pulpa, el mucilago y tasa residuales se tratan de forma tal que
no se generan vertimientos en el proceso (Rodrigiugiz2015). Para tal efecto, los lixiviados
generados en el proceso de descomposicion depa,mé recirculan permanente sobre esta
misma hasta lograr su completa incorporacion, gégms tratadas provenientes de los sistemas
de tratamiento, se utilizan en el riego de losivodtde la zona.

Teniendo en cuenta la tipificacion de los benedieras ecoldgicos de café, para los que las dos
caracteristicas fundamentales son: que el conslmbalgle agua en el beneficio del café sea
menor a 10L/kg de cps y que con la aplicacion danas practicas, se realice el manejo parcial
o total a los subproductos (pulpa y mucilago), gaohes en el proceso de beneficio del café
(Rodriguezet al 2015), un aporte adicional a este concepto ge tien la incorporacion de
tres tecnologias desarrolladas en Cenicafé. Tafieey la practica de cuatro enjuagues
(Zambrano, 1993), con la que se utiliza menos de/%g de cps; Becolsub® (beneficio
ecologico del café y aprovechamiento de los suhmtod), en la que se usa el
desmucilaginador mecanico DESLIM, con un consunpec&ifico de agua entre 0,7 y 1,0 L/kg
de cps (Oliverost al,, 1998 y 1999); y Ecomill® ® (Oliverast al, 2013), con un consumo de
agua por kg de cps de menos de 0,5 L. Es asi combase en lo anterior, podemos concluir
gue del mismo subproducto, principalmente paraasb del mucilago, lo que antafio era un
desecho, con la incorporacion de nuevas tecnolggbaicticas, actualmente se puede contar

con una materia prima invaluable para obtener anaagdiferencial de co-productos.



9.5 BIOMASA DEL CAFE

El término biomasa, cobra gran importancia, yaegiel punto de partida de los procesos que
se deben abordar. A priori, la biomasa es la cadtttt materia acumulada en un individuo, un
nivel trofico, una poblacion o un ecosistema. SeglDiccionario de la lengua espariola de la

Real Academia Espafiola, tiene dos acepciones:

f. Biol. Materia total de los seres que viven en un ldg&rminado, expresada en peso
por unidad de area o de volumen.
f. Biol. Materia organica originada en un proceso biolggsspontaneo o provocado,

utilizable como fuente de energia.

La primera acepcion se utiliza habitualmente enldgia. La segunda acepcién, mas
restringida, se refiere a la biomasa “Util” en témms energéticos formales, de tal manera, las
plantas transforman la energia luminica en enepgjimica a través de la fotosintesis, y parte
de esa energia quimica queda almacenada en formatdga organica; la energia quimica de
la biomasa puede recuperarse quemandola directametransformandola en combustible
(Rodriguez 2013).

De manera equivocada se emplea el término bion@sa sindnimo de la energia util que
puede extraerse de ella, lo que genera bastantasa@m debido a que la relacién entre la
energia util y la biomasa es muy variable y depetedmnumerables factores. La energia util
puede extraerse por combustién directa de bionmagdgra, excrementos animales, etc), pero
también de la quema de combustibles obtenidosldemadiante transformaciones fisicas o
guimicas (gas metano de los residuos organicosgepos en los que se pierde parte de la
energia util original. La biomasa puede ser Utéctiamente como materia organica en forma
de abono y tratamiento de suelos (uso de estiérat# coberturas vegetales) vy servir de
alimento a los organismos vivos de toda la cadeiad.



En términos energéticos, se puede utilizar direetdey como es el caso de la lefia, o
indirectamente en forma de los biocombustiblesatmanera que “biomasa” debe reservarse

para denominar la materia prima empleada en léackddén de biocombustibles.

La biomasa podria proporcionar energias sustiwitevdos combustibles fosiles, gracias a
agrocombustibles liquidos (como el biodiésel oiettanol), gaseosos (gas metano) o sélidos
(lefia), pero todo depende de que no se emplee mamda que la produccion neta del

ecosistema explotado, de que no se incurra en @resimos de combustibles en los procesos
de transformacion, y de que la utilidad energésiea la mas oportuna frente a otros usos

posibles, como abono y alimento (Carpintero, 2006).

Los usos potenciales de la biomasa como fuentmatiea de energia y sus posibles esquemas
tecnoldgicos de aprovechamiento, exigen que sempdafe en el conocimiento de los aspectos
especificos relacionados con su oferta, composicidotencial energético. Para Colombia, la
biomasa residual en el contexto agropecuario, esraiderada como residuos agricolas de
cosecha, conformada por subproductos generadostduaarecoleccion y transformacion de
los cultivos. Teniendo en cuenta la relacion etdrgeneracion de biomasa residual y el
porcentaje en produccion agricola nacional, el 8ferio de Minas y Energia, selecciond ocho
cultivos como prioritarios para el Atlas del Poieh&nergético de la Biomasa Residual en
Colombia (arroz, maiz, banano, café, cafa de azcada panelera, palma de aceite y platano).
Para el caso de café, se sefalan cinco areas pooakien el pais (Centro, eje cafetero, norte,
oriente y sur), en las cuales, principalmente &h &orte y eje cafetero presenta una importante
cantidad de municipios con una produccion entrmil® 46 mil Ha cosechadas al afio (Figura
5). En consecuencia, estas mimas areas reflgpgadancia de municipios con produccién entre
40 mil y 120 mil toneladas de residuos del cultvafio con un potencial energético entre los
2 mil y 10 mil TJ/afo (Figura 6).

Colombia indica que la biomasa residual del seagoicola posee altos contenidos de oxigeno
e hidrégeno y bajos contenidos de carbono. El ndmerenlaces C-O y C-H, en la estructura
molecular de la biomasa son los responsables &l ¢#a su PCI. La biomasa agricola tiene

valores de PCI que oscilan entre 7.862,64 y 19257/K,J/Kg. Aun cuando la biomasa agricola



tiene un PCI promedio de 16.000,04 KJ/Kg, estervasobastante mas bajo que el PCI del

carbon, lo cual indica que la cantidad de enenggesg puede obtener de estos residuos siempre

sera menor que la del carbén. No obstante, posekesielevados de material volatil, los cuales
oscilan en un ranfo de 41,1% a 98 %, dependienda depecie vegetal fuente del residuo.
Segun Russos y colaboradores 1989, un bajo pojeadacenizas y un alto contenido de
material volatil, son las ventajas que tiene lart@isa sobre los combustibles fosiles como el

carbon. Por lo anterior, y dado su contenido deddad, cenizas y material volatil, un alto

porcentaje de la biomasa residual agricola de Gukoes ideal para ser aprovechada mediante

procesos como pirolisis, gasificacion o fermentacio
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Figura 5. Mapas de biomasa residual agricola del caféagde produccion del cultivo
del café y localizacion anual de los residuos. ffeid JPME Atlas potencial energético de

Colombia, 2010)
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Figura 6. Mapas de biomasa residual agricola del cafétidzates de residuos por
municipio y potencial energético de los mismosefita: UPME Atlas potencial energético
de Colombia, 2010)

9.6 SUB-PRODUCTOS DEL CAFE

Anualmente se produce una cantidad considerablenateria organica representada por
material vegetal en los diversos procesos de ldyas@on agricola, pero solo una cierta parte
de esta produccion es aprovechada directamentelpaigmentacion tanto humana como
animal, dejando a la deriva una gran cantidad délan@ados desechos los cuales se convierten
en un potencial de contaminacion ambiental. Gemenatie estos son considerados un problema
para el productor ya que no cuentan o no conotemativas de manejo para poder dar un uso

apropiado a estos residuos.
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Tales problemas son comunes en la zona cafeteCaldenbia, la cual anualmente durante la
época de cosecha genera una cantidad considembésiduos, los cuales pueden ser usados

de manera alternativa para disminuir el impactoiantal.

Como se mencioné anteriormente, el beneficio debfpuede realizarse de dos maneras, la
primera de ellas es la via humeda que involucr@despulpado, desmucilaginado utilizando
agua, secado del fruto y finalmente la eliminaa@éras envolturas internas por el trillado. La
segunda via, incluye la fermentacién del fruto tomlas sus cortezas, el secado y la eliminacion
de las envolturas en una Unica operacion mecaeidellddo (Braham y Bressani, 1975). La
via humeda es la mas utilizada y el procesamient®@ kg de frutos de café maduros generan
20% de café trillado (oro) y el 80% restante esténfido por subproductos, como pulpa fresca
(40%), mucilago (20%), agua (17%) y pergamino ycpé plateada (3%) (Calle 1977).

Estudios realizados en Cenicafé entre 1950 y li@ndjentes a buscar el aprovechamiento de
estos subproductos, demostraron que a partirgédpa, el mucilago y los ripios de café pueden
obtenerse, levaduras alimenticias (Calle, 195taprantes (Calle, 1955 b), abono organico
(Lépez y Calle, 1956), aceites (Calle, 1960), pexti(Calle, 1962), miel de café (Valencia y
Calle, 1968), alimentos para animales (Buitragal., 1970), baterias eléctricas (Calle, 1973)

entre otros.

9.6.1 LA PULPA

La pulpacomo subproducto del cultivo del café, presentagnaa variedad de alternativas para
ser reciclada en su totalidad, como la transforémade la misma en humus a partir del cultivo
de lombrices. Su participacion en la elaboraciéalinos organicos fermentados tipo bocashi,
de aboneras (composteras) y su utilidad como sbspara la reproduccion bioldgica,

principalmente déspergillus oryzaeBacillus megatheriung Saccharomyces carevisiae

Suarez de Castro (1960) indica que 100 libras tlmple café seca equivalen, con base en su
composicién quimica, a 10 libras de fertilizanterganico de N-P-K en las proporciones 14 -

3-37; aqui queda reflejada la alta cantidad despmigue contiene este subproducto para ser



utilizado como abono, especialmente en aquelldsoslque manifiestan necesidades elevadas

de este elemento, como las musaceas (banano,ql§taneo).

Dentro de las mdltiples aplicaciones de la pulpaalé, resulta muy atractivo la posibilidad de
su utilizacion en los procesos de fermentacion ade solido (FES) para la obtencion de
enriquecidos proteicos para la alimentaciéon aniyapara la produccion de enzimas
pectinoliticos de interés tecnolégico en la indadtie los alimentos y en otras agroindustrias
como por ejemplo la cafetalera, especificamentel gmoceso de beneficio himedo del café
para reducir los tiempos de fermentacion (Angeral, 1993a; Boccast al, 1994; Bressani,
1979; Kashyapt al, 2001; Loerat al, 1999)

A pesar de todas estas posibilidades de utilizad&la pulpa de café -en consideracion a su
composicion y a su facilidad de degradacion poreoiganismos- no todas son tan factibles
en la practica, debido a que este residuo se genknaente durante una época del afio, como
sustrato fresco tiene alto contenido en agua yeptasuna alta posibilidad de contaminacion
por microorganismos, debido a la presencia de azsigapectinas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, existsilaljplad de la utilizacion de la pulpa de café
como sustrato para la produccion de los enzimaicpéa@ue se aplican tanto en el proceso de
beneficio del café, especificamente en la etapdeduaentacion del grano, como en las
industrias alimentarias para procesos relacioneolo$a clarificacion y la extraccion de zumos
de frutas, tratamientos enologicos, etc. (Angerd., 1993a; Kashyagt al, 2001; Trejo-
Hernadnezt al, 1991).

Estos subproductos obtenidos durante el procestordenas cerezas de café por via seca o via
hameda, contienen cantidades apreciables de cafginaninos, con problemas de
contaminacion medioambiental, pero que por otr@ lpddrian ser objeto de recuperacion.
También son ricos en compuestos organicos naturplegpermiten utilizarlos como sustratos
adecuados en procesos microbianos para la obtedeigoroductos de alto valor afadido
(Pandeyet al,, 2000 a).



También puede ser utilizada como un sustrato efeipara producir productos quimicos y
productos de alto valor afiadido; etanol, protemaalular (SCP), enzimas, acidos organicos,
aminoacidos, compuestos aromaticos, hongos coresstibmetabolitos secundarios

bioldgicamente activos. etc. (Pandey et al., 200Plandey et al., 2000a).

De sus primeros usos como sustrato, tenemos lauqeimcth de enzimas como tanasas,
pectinasas, cafeinasas, etc. (Angeral, 1993a). Ejemplo de ello es la produccién dedana
por fermentacidbn en estado soélido utilizando unpaceée Lactobacillus. Este enzima
despolimeriza los taninos a acido galico, que ltegdescarboxilado en el rumen (Sabal,
2006); la obtencion de pectinasas por diferentpaeleAspergillus nigermediante FES
(Antier et al., 1993b; Antier et al., 1993a; Loetal, 1999; Roussast al, 1995) la produccion
del enzima &cido clorogénico-hidrolasa a partiuda cepa déspergillus nigerque utiliza la
pulpa como sustrato natural por ser especialmecéeen acido clorogénico. Este enzima
permite la liberacion del acido caféico, que pogemiedades antioxidantes (Asther et al.,
2005).

Otras aplicaciones de la pulpa esta en la obterd@6compuestos aromaticos; acetaldehido,
etil-acetato, propil-acetato entre otros, empleantocepa del hondoeratocystis fimbriata
una cepa de la levaduPachysolen tannophilug utilizando la FES (Pedroni- Medeiresal,
2003). La produccion de acidos organicos como adiitlizo y acido giberélico: obtencion de
acido citrico por FES utilizando una cepaAdpergillussp. y obtencion de giberelina, hormona
vegetal, utilizando la pulpa como fuente de carbooepas d&ibberella fujikuroi Produccion

de alcohol etilico, 4cido acético, etc. (Marco-MeéndL981).

La pulpa también se utiliza como fertilizante, esfijgamente como abono organico,
promoviendo su descomposicion natural, lo que gerque pueda ser reutilizada nuevamente
en los propios cultivos de café (Aranda, 1991); a@ombustible directo o para la produccién
de biogas mediante digestién anaerdbica, estiméndwsproduccion por tonelada de pulpa en
torno a 131 m3 de biogas, lo que puede ser equiae 100 litros de petrdleo en valor como
combustible (Bello-Mendoza y Sanchez, 1997; Calza880) y para forrajes (Tap&t al,
1990).



Otras aplicaciones de interés son como fuente pialede antocianos, colorante natural en
elaborados de alimentos (Prata y Oliveira, 2006pmo aditivo de alimentos en acuicultura,
en concreto de tilapias, criadas tanto en acueoo® en estanques (Ulloa- Rogsal, 2004;
Ulloa-Rojas y Verreth, 2003).

En relacion con la posibilidad de ser aplicadaleanemtacion animal Pandey y colaboradores
(2000), hacen referencia a la presencia en la pigpan 50 % de carbohidratos, 10 % de
proteinas, 18 % de fibra y un 2,5 % de grasa, @ajue se utiliza como suplemento en la
alimentacion de ganado. En este sentido reviste,tggdo, una particular importancia la
biodegradacion de los compuestos toxicos presentefia, como la cafeina y los polifenoles,
ademas de los taninos que son compuestos antiongies. Esto limita su uso como aditivo,
por ejemplo, en la alimentacion de las cabras gto®s rumiantes y animales monogastricos,
porque la digestibilidad de la proteina es bajeaay tetencién de nitrogeno (Pandetyal.,
2000c).

Este proceso de detoxificacion bioldgica de la pulp café se puede realizar utilizando FES y
por diferentes géneros de hongos filamentosos d&nmopusspp. yPenicilliumspp. algunas
bacterias com®seudomonaspp., yBacillus spp., y hongos superiores coeurotusspp.,
gue tienen la capacidad de degradar la cafeina tatonos presentes en la pulpa, mejorando
asi su valor nutricional y, facilitando su utiliz&t como alimento animal (Brared al,, 2000).
Considerando lo anterior, varios investigadorestremajado en esta direccion, detoxificando
la pulpa mediante el empleo de hongos filamentoapaces de utilizar la cafeina como Unica
fuente de nitrégeno. (Pandeyal, 2000b; Roussost al, 1995; Favel&t al, 1989).

Otros trabajos estan relacionados con tratamidntiégicos y/o quimicos para mejorar su
valor nutricional, al reducir su contenido en cedal y asi, por ejemplo, tenemos la
descomposicion aerobia durante los procesos ddéadmso la inoculacion con bacterias
aerbdbicas comBacillus sp. etc. (Ulloa-Rojast al.,2002). La degradacion bacteriana después
de 21 dias, aumenta la calidad nutricional de lpgpnucho mas que utilizando el ensilado y

permite disminuir los factores antinutricionalebide a fenoles, cafeina y taninos. El empleo



de otras cepas de los géneros Aspergillus, Peamily Trichoderma, muestran una mayor
capacidad para degradar la cafeina de la pulpafd€fandegt al, 2000a; Braneét al, 2000;
Rousso®t al, 1995; Aquiahuatkt al, 1988).

En este caso, tanto el cultivo de estos, como e ohicroorganismos permiten aumentar
simultdneamente el valor nutritivo de la pulpa dé&co sea, propiciar su enriqguecimiento
proteico- para su posterior utilizacién en la alitaeién animal y eliminar la cafeina y otros

componentes toxicos y antifisiologicos presenteks gulpa.

Otros trabajos (Favela, 1989; Ulloa-Rogtsal, 2003) destacan algunas cepas de hongos
filamentosos que degradan hasta un 95 % la cafefitiaada como Unica fuente de nitrdgeno-
y con cepas mejoradas de tales microorganismagyszihcrementar la capacidad de producir

pectinasas.

El cultivo de hongos comestibles resulta especialenatractivo y es ejemplo claro de las
técnicas de biotransformacion. Supone una convediiécta de un material residual agricola
en un alimento para el hombre. En este procesdilsgam hongos comestibles como los

Pleurotusspp., evaluados por su actividad comercial e itaptes por su eficiencia biologica

(Salmoneet al,, 2005).

9.6.2 EL MUCILAGO

Por su alto contenido en diferentes tipos de ae8caste subproducto es un excelente medio
para la elaboracion de biofertilizantes enriquesiclin minerales, y asi llegar a ser utilizado en
los cultivos del propio café y del platano. Endegaracion del abono orgéanico tipo bocashi, se
recomienda usar el mucilago o aguas mieles direstiansustituyendo al maximo volumen de

agua que se desee. El mucilago es un buen systrat@! crecimiento de hongos, bacterias y
otros microorganismos benéficos y deseables paesgilgeracion de la vida en los suelos que
se encuentran agotados por el maltrato provocadalgonas de las practicas utilizadas en la

agricultura convencional.



Se han desarrollado varios estudios sobre los lpssilsos del mucilago de café como materia
prima en la produccién de etanol, pectinas, alia@ah animal, entre (Arias y Ruiz, 2001,
Rodriguez y Zambrazo, 2010) y también se encuerdignnas publicaciones sobre la

composicién quimica de este subproducto (Eliasg18ras y Ruiz, 2001).

Las fermentaciones son procesos bioquimicos reaszaor levaduras, bacterias y enzimas,
gue degradan principalmente los azucares de |dsagss (Schlegel, 1979; Roussesal.,
1997). El mucilago de café estd compuesto esermiddnpor agua, azucares y sustancias
pécticas (Martinez, 1959; Ro#&t al., 1971; Menchu y Rolz, 1973; Elias, 1978) y contiene
principalmente levaduras de los géne®ascharomyced orulopsis Candiday Rhodotorula

asi como bacterias lactichactobacillusy Streptococcusy otras bacterias y hongos (Pee y
Castelein, 1971, 1972; Puerd al., 1996; Arias y Ruiz, 2001; Avallonat al., 2001). El
recuento y tipos de microorganismos en la ferméiadel café dependen de los contenidos
en la cereza y mucilago y de las condiciones artdlessy como la temperatura y gases, entre
otros (Schlegel, 1979; Puerta 2006, 2010).

Por su composicion microbiana y quimica, el mucilag fermenta en forma natural en las
condiciones ambienteales de las zonas cafetergsrgsentan temperaturas que pueden variar
entre el dia y la noche de 12 a 34°C. La velocitladstas degradaciones depende del sistema
de fermentacién y la temperatura externa tambiunym en el desarrollo y metabolismo de los

microorganismos.

En los procesos fermentativos del beneficio deg,caf hidrogeno es producido debido a la
degradacion de los azucares por bacterias del gtedos coliformesEscherichia colique
metaboliza la glucosa en presencia de una mezida g& pH 7,8 mientras quagerobacter
aerogens se percibe por un bajo rendimiento de la mezalt#aaparticularmente del acido

lactico debido a que el acido piruvico se conviertecetilmetil-carbinol o butanodiol.



El factor mas importante en la fermentacion natdedlcafé son los enzimas extracelulares
producidos por microorganismos. La presencia enmakilago de azlcares simples,
polisacéaridos, minerales, proteinas y lipidos,dodm un medio apropiado para el crecimiento

microbiano.

Entre las bacterias presentes en la fermentacibicadé tenemos las bacterias del género
Leuconostocy Lactobacillus -productoras de &cido lactico-, bacterias colilesnm-donde
destacan las especies del génseoobactery Escherichia especies pectinoliticas del género

Bacillusy alguna variedad de hongo filamentoso pectinolifMasoud y Jespersen, 2006).

Una sucesion microbiana incluye a miembros de laserBbacteriaceas, especies de
Enterococcuy bacterias acido-lacticas que estan involucradda bajada del pH hasta cerca
de 4,3, lo que tiende a inhibir la actividad de émzimas pectinoliticas. Esto previene el
crecimiento de muy diversos microorganismos comantes, cuyo crecimiento extensivo

provoca el desarrollo de sabores indeseables.

En cuanto a las levaduras, se han encontrado algspecies con la habilidad de degradar la
pectina, gracias a que poseen pectinasas que gayadas durante la fermentacion del café,
como por ejemploKluyveromyces marxianus, Saccharomyces bayanus;h&aenyces
cerevisiaevar. ellipsoideusy Schizosaccharomycep, que han sido aisladas del café robusta
fermentado en la India. Las enzimas de hongosaomhbs conocidas en la degradacion del
mucilago, asi por ejemplo encontramos hongos aedrgéspergillus, Fusariuny Penicillium

gue han sido aisladas del café despulpado (Mahmdedpersen, 2006).

9.7 BIO-ALCOHOLES

Los procesos fermentativos son la etapa mas imgertée un proceso de produccion de un
metabolito de alto valor agregado para ser usada gama de biocombustibles. En esta etapa,

tres factores preponderantes han de ser considepsta garantizar la obtencion de altos



rendimientos de producto y estos son: el susth@®,condiciones de operacién y el

microorganismo fermentador.

9.7.1 METANOL.

El metanol es el alcohol mas sencillo. Es un ligurttoloro, inflamable y toxico. Su férmula

es CHOH. Se puede producir a partir de diversas fuemfas:natural, carbon, madera, gas
sintético (mondxido de carbono e hidrogeno), auragiigalmente casi el 70% de la produccion
procede del gas natural. Sin embargo, solo el guer@cedente de materiales organicos y
biomasa es denominado biometanol. Al igual quéasiad, se puede emplear como carburante,

solo o en combinacién con gasolina.

Actualmente hay varias rutas tecnoldgicas paraddyzcion de biometanol, siendo la mas
comun la destilacion de los productos liquidos midies a partir de madera y carbén, gas
natural y petréleo. Con la disminucion de la dispibidad de los recursos energéticos fosiles,
asi como la creciente preocupacion de la socieslathaconcentracién atmosférica de gases de
efecto invernadero, viene el desarrollo de métaalternativos de obtencion de diversos
productos. El tipico proceso de obtencion de bianwdtes a partir de biomasa lignocelulosica
(Hamelinck & Faaij, 2002).

El bio-metanol se puede hacer de dos maneras:
1. Sintesis de metanol en fase gaseosa

2. Sintesis de metanol en fase liquida

En reactores de fase gaseosa, se intercambia araler el catalizador solido de fase y los
reactivos y productos en la fase de gas, y erebxstares de fase liquida el intercambio de calor
entre los reactivos, el catalizador y productoamehen suspensién en el proceso de liquido de
intercambio de calor que es mas eficiente (HamelkhEaaij, 2002).
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9.7.2 ETANOL.

La fermentacioén alcohdlica comprende toda una seri@acciones bioquimicas a través de las
cuales algunos microorganismos, por medio de ujuctimde enzimas producidas por ellos (o0
afiadidas artificialmente), realizan una transfoigrade azucares para convertirlos en etanol,
diéxido de carbono y energia (Carpinteriro, 20Q8) fermentacion alcohdlica es un proceso
anaerobico exotérmico el cual libera moléculas dé® Alas cuales son necesarias para el
funcionamiento metabdlico de las levaduras. Deladque el proceso es anaerbbico, la
respiracion celular de la cadena del ADP en ATRlgummpletamente bloqueada, siendo la
Unica fuente de energia para las levaduras laligigola cual produce moléculas de ATP
mediante la fosforilacién a nivel de sustrato. Erbaance total energético se generan 2

moléculas de ATP por cada molécula de glucosa.

Tradicionalmente, los microorganismos mas empleagosa obtencion de etanol son las
levaduras, aunque existen varios tipos de bactgriasngos que también son capaces de
sintetizarlo en cantidades considerables. La fetacgin alcoholica se realiza en ausencia de
oxigeno, excepto durante el tiempo de inoculacitimante el cual se insufla una pequefia
cantidad para permitir un crecimiento limitado dg microorganismos para que estos superen
su fase de latencia y entren en la fermentaciéenyla fase exponencial (Vazquez y Dacosta,
2007).

En el caso de las levaduras, cuando éstas tonzamiedr del medio, se inicia toda una serie de
reacciones intermedias, conocidas como la rutal@ita o ruta Embden-Meyerhof. A través
de este proceso bioquimico, las levaduras romgeazacares en energia, intermediarios Utiles
para el crecimiento de las células, y una grandashide productos finales (etanol, dioxido de
carbono y calor), los cuales son excretados ponmmesnas. Sin embargo, existen otros

microorganismos que siguen otras rutas metabdldia8ntas durante la fermentacion



alcoholica. Muchas bacterias, comygmomonas mobiligas cuales transforman los azlcares a
partir de la ruta de Entner-Doudoroff, la cual, pos caracteristicas, obliga al microorganismo
a producir menos biomasa (comparado con las legaflyrcanalizar mas carbono hacia los
productos finales. Las levaduras requieren quell@oga sea catabolizada mediante la
glucolisis o ruta de Embden-Meyerhof, para obtehgriruvato el cual posteriormente por la
accion de enzimas especificas, se convierte aniaandénte en etanol y didoxido de carbono
(Madigan,et al.,1998). La glicolisis es una ruta catabdlica enulal ta glucosa es convertida

a dos moléculas de piruvato, las cuales, en camsi anaerobias, son transformadas, por
accion de la acetil coenzima A, en acetaldehidpogieriormente, con ayuda de la alcohol

deshidrogenasa, se obtiene el etanol (Figura 7).
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Figura 7. Ruta catabdlica de un azucar
reductor hasta la produccion de etanol.
Fermentacion alcohdlica.



9.7.3 BUTANOL.

El alcohol butilico o 1-butanol es un alcohol pritnaonstituido por 4 carbonos cuya formula
es GH100; es un liquido incoloro, flamable, con un olorataristico, su vapor irrita las
membranas mucosas produciendo un efecto narcotttas concentraciones. El butanol es
miscible en solventes organicos comunes y parcigkneniscible en agua. Hasta hoy, el
butanol es considerado una mejor alternativa qustaglol como biocombustible ya que es
menos corrosivo y menos soluble en agua que eblesiando un combustible mas adecuado
para las maquinas de combustion interna utilizadasalmente en los automoéviles (Ezsji
al., 2007). Aunque el primer reporte que existe elitdeatura sobre la produccion bioldgica
del 1- butanol fue escrito por Louis Pasteur en2188 hasta 1915 con la patente de Chaim
Weizmann donde se describe una idea clara del swate fermentacion butilica. Apenas 35
afios después, en 1950, el 66% del butanol utilizznleel mundo provenia de procesos
fermentativos. En aflos posteriores la industriaogeimica tomaria casi la totalidad del
mercado del butanol produciéndolo industrialmengaliante la reaccion oxo del propileno,
con el intermediario butiraldehido. La produccidoidgica del butanol ocurre naturalmente en
algunas especies de microorganismos, como lasrized@etyribacterium methylotrophicum,
Clostridium butyricumo la arqueaHyperthermus butylicusSin embargo, el género mas
estudiado es el d€lostridiumya que son capaces de convertir diversas fueeteartbono,
como la glucosa, galactosa, celobiosa, manosaaxiji@rabinosa, en combustibles y quimicos
como el butanol, acetona y etanol (Eegjal, 2007). Sin embargo, la presencia de butanol, asi
como la acetona y etanol en los microorganismoslteeser téxica, lo cual limita su
concentracion en el medio de cultivo, originand$®aendimientos y un alto costo durante su
recuperacion en las soluciones diluidas. En el dasdiostridiumsu metabolismo se detiene
cuando la presencia de solventes alcanza una dosmcén de 20 g/L, lo cual limita la
concentracion de fuentes de carbono que puedenilsgados en la fermentacion, ocasionando
una baja productividad y baja concentracion deyctis. Concentraciones de alrededor de 0,1
M de butanol generan un 50% de inhibicion del enésinto celular y consumo de azucares. El
butanol es mas toxico que otros solventes, ya siged@sestabiliza la membrana e interrumpe
funciones asociadas a la membrana, tales comogm®de transporte, incluyendo el transporte

de azucares, entre otras (leteal, 2008).



En afos recientes y en ciertos paises como Chiagdurgido el interés en la produccion
fermentativa como una alternativa al uso de comitidas fosiles (Ni & Sun, 2009). Desde hace
una década, varios investigadores han tratados#rdédar cepas hiperproductoras de butanol,
apoyandose con las herramientas de biologia maledualgenieria de vias metabdlicas, asi
como en la optimizacion del proceso de fermentaoi@diante la produccion y extraccion

simultdnea de butanol.

Las cepas mas usadas para la fermentacion indusitisica son principalmente del género
Clostridium.Una vez que los azucares son metabolizados a mruadermentacion a butanol
enClostridiumes catalizada por diversas enzimas: una acetéitatbuCoA transferasa, varias

deshidrogenasas y una acetato descarboxilasa &Rgur

Durante el proceso de produccién de butanol Ctostridium se presenta, entre otros, un
cambio fisiol6gico importante en la bacteria: loglés acético y butirico son liberados al medio
durante la fase de crecimiento exponencial losesusdn reabsorbidos al interior de la célula,
para ser metabolizados a butanol, acetona y, enarmaenor medida en etanol. Esto se debe a
gue carece de homeostasis al nivel de pH, pordalgpende intimamente del pH extracelular.
La presencia de acidos en el medio puede provewapérdida del potencial protdnico de la
célula, inactivandola. El pH es muy importante dtgda fermentacién acetona-butanol, ya que
la solventogénesis inicia con un pH bajo; sin embai éste se encuentra por debajo de 4.5
(antes de que se forme una cantidad suficientecidesaorganicos), la solventogénesis sera
disminuida e improductiva. Una forma sencilla derémentar el crecimiento, utilizacién de
los carbohidratos asi como la produccion de butawlincrementando la capacidad
amortiguante del medio. Dependiendo de las conmisiade cultivo y el tipo de sustrato
empleado, las fermentaciones tipo lote toman deé2l&as en completarse, la concentracion
final total de solventes producidos alcanza de 2@ g/L, los cuales pueden ser separados por
destilacion del medio de fermentacion (leteal, 2008).

El hierro es un importante componente en la diet@ldstridium ya que se requiere de una

profusa produccién de ferredoxina en la converd@piruvato en acetil-CoA. También se ha



demostrado que en condiciones limitantes de fosffmsible prevenir la pérdida del plasmido
pSOL1 que, como se menciond anteriormente, es ageqgsra la sintesis fermentativa de

butanol en cepas silvestres (legeal, 2008).
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Figura 8. Via metabdlica de produccién de butanol@ostridiumspp. (Fuente: Leet al,
2008)

Los clostridios se reconocen como productores alasirde butanol y se emplean en la
produccion a escala industrial. Para la producd@sobutanol, la via metabdlica corresponde
al paso de acetoacetil-CoA, acetoacetato, y camtéavencion de un coctel enzimatico, a la
obtencion de isobutanol (Figura 9) sin quedar etoa@ como producto intermedio (Doeig
al.,, 2012). Sin embargo, las complejas caracteristivetabdlicas y la dificultad de realizar
manipulaciones genéticas sobre estas bacteriasifaroa la explotacion de otras fabricas de

células bien establecidas.
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En el 2008, Lee y colaboradores, plantearon quéetaieinas y por tanto los aminoacidos

liberados de la hidrdlisis de las proteinas, pueddinarse como materia prima para la para la
produccion de biocombustibles. De hecho, genelarestrategia que aprovecha los cetoacidos
como intermediarios en la biosintesis de amino&cydel metabolismo de la degradacion para
producir alcoholes cors. cerevisiaeencontrando que la via hacia el isocetovalerato e
prometedor para la produccion de isobutanol (figa
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9.8 BIO-ALCOHOLES COMO ENERGIA -
BIOCOMBUSTIBLES

El crecimiento de la poblacion mundial y el desiéorimdustrial durante los ultimos cien afios,
ha traido como consecuencia que el consumo muddianergia primaria anual se haya
incrementado casi diez veces, llegando a 5,5 x 7020 2010. De esta demanda actual de
energia, los combustibles fosiles tienen una ppaodn del 80%, lo que hace que la actividad
humana sea altamente dependiente de este tipordrustibles. En las ultimas dos décadas de
1991 a 2010, el consumo mundial de bioenergia atincemstantemente de 46,5 x 1018 J a
62,7 x 1018 J; siendo el sector de la bioenergidpdos los sectores de energia renovable, el

de mayor representacion (80%) (Koppelaar 2012).

Tres formas principales de combustibles obteniduartr del procesamiento de la biomasa, se

han desarrollado. En la tabla 2, se presenta wmes completo de estos desarrollos,



destacando sus ventajas y desventajas y depeondiehthsumo o tecnologia empleada para

producirlos, se clasifican en cuatro generacio@Gemeét al, 2015).

Tabla 2. Ventajas y desventajas y produccion en 2013 @eatifes biocombustibles
(Fuente: Guet al, 2015)
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Tabla 2. Ventajas y desventajas y produccion en 2013 @eatifes biocombustibles
(Fuente: Guet al, 2015)
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9.8.1 EL CAFE Y LOS BIO-COMBUSTIBLES.

En cuanto a la obtencién de biocombustibles y pagimente con el objeto de indagar sobre
alternativas viables que permitan mezclar la gasotierivada de petréleo, resultados de
experimentos desarrollados en Cenicafé cobran aetéa ante esta posibilidad. Calle en
1951(b), encontro que de 100 Kg de café cerezaesem obtener 6% de melaza, por extraccion
y concentracién del jugo de la pulpa y del muciJagm un contenido del 35% de azUcares
totales. Por fermentacion alcohdlica obtuvo, emyaaio, 1,2 L de alcohol etilico de 85°/100
kg de café cereza y mas recientemente, Rodrigdemyprano en 2010, reportan producciones
promedio de etanol de 25,2 mL, a partir de 1 kgulpa fresca con un contenido de etanol del
98,19% y para el mucilago los resultados de losmx@ntos permiten estimar una produccién
aproximada de 58 mL con un contenido de 98,6% aleoé{Rodriguez y Zambrano 2011).

Para el caso del bio-butanol, no obstante que p@es@a volatilidad mas baja que el etanol (su
presién de vapor es 7,5 veces menor que la dedlgtiiene un contenido energético similar al
de la gasolina y es menos higroscoépico y corrofive et al.2008), no se han realizado
investigaciones que evidencien el potencial desestdproductos, por lo que resulta de

importancia estratégica abordar éste tema.

9.8.2 BIORREFINERIAS - CENTRALES DE BENEFICIO

Como se menciond anteriormente, la no inclusiénrdeestrategia que redna las ventajas de
los desarrollos de las tres primeras generacioadsatombustibles, y que permita articular
con los avances en la biotecnologia, deriva soleanem la cuarta generacion de

biocombustibles. Esta estrategia articuladora dssdrrollo de Biorrefinerias.

Un ejemplo de la aplicacion de este concepto, egepta para uno de los productos agricolas
de importancia en la economia del pais. El cai&iak para la economia de muchos paises
debido a su cultivo, procesamiento, comercializacgomercadeo, proporciona empleo a

millones de personas en el mundo. En los paisetiptores de café, una mejor tecnologia



para el tratamiento de las significativas cantidadie subproductos del café es fundamental
para evitar dafio ecoldgico debido principalmerde ecorrecta disposicion en fuentes de agua
o suelo. En trabajos adelantados por Hughes Yypadores en 2014, se proponen una etapa
inicial de bioconversion en la que participa unante irradiado de la levadufduyveromyces
marxianuspara producir bioetanol a partir de azlcares. esgduos de esta fermentacion,
principalmente proteinas y azUcares agotados|smatin en una segunda etapa conducida por
la levadura oleaginosdarrowia lipolyticaen donde se degrada aln mas este sustrato por la
accion de proteasas, para producir amoniaco quiersicomo base para la produccion de bio-
fertilizantes, péptidos y aminoacidos libres paralimentacion animal. Los residuos de esta
segunda etapa, se enriquecieron con fraccionesdasolignocelulésicas provenientes de
troncos de café y borra tratadas previamente paliavée hidrélisis enzimatica para liberar
azlcares, mezcla que serviria como sustrato patesalrollo de una levadura recombinante
Saccharomyces cerevisjan capacidad también de expresar productosdieivaliosos
(Hugheset al,, 2013 y 2015).

Las proteinas y sélidos residuales de lignina de &scera etapa, se sometieron a choque
térmico y se llevaron a un fermentador para unataustapa de fermentacion en donde
Rhodotorula glutinisonvierte el metano en intermediarios isoprenoilles residuos de esta
cuarta etapa, se pueden combinar con otros y ieamsfa pyrocracking y reacciones de
hidroformilacién para convertir amoniaco, protejnasprenos, ligninas, y aceites en gas
renovable (Figura 11). Cualquier residuo restaatpuede termoconvertir en biocarbén como
un potenciador del humus del suelo. Es de estaafaromo se presentan resultados que
comprueban que es posible la integracion de médtifgcnologias de conversion bioquimicos
y termoquimicos para el tratamiento de los residleosafé, con potencial de contribuir a la
sostenibilidad econémica y ambiental de un prodagidcola como el café (Hughes al,
2014).
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Figura 11. Modelo de biorefineria para el aprovechamientosdbproductos de café.
(Fuente: Hughest al, 2014 )

Aunque en mayor o menor grado y dependiendo dedrremtsocial y cultural de las
comunidades en donde se instalen estas biorreffjedesafortunadamente, y en términos
generales, sus disefios estan basados en princigarseriles y las valoraciones se basan en
perspectivas netamente econdmicas. Esta situadfimultd la adopcion de tecnologias,
tornando la inversion de recursos economicos &sté&in cuanto la adopcién masiva por los
agricultores. Mas aun, si las valoraciones desmmma@omponentes ambientales y sociales y

su interaccion, centrdndose en rendimientos net@neeondmicos, no tendran éxito alguno.

9.9 IMPACTO AMBIENTAL

9.9.1 DE LOS DESECHOS DE CAFE

La preocupacion cada vez mas explicita y crecientdéodo el mundo, sobre el impacto

ambiental de los residuos agricolas provenienteprdeesos agricolas, ganaderos o del
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desarrollo urbano principalmente, hace que loseesfis se concreten dentro del marco de la
sostenibilidad. Es asi como el concepto de bioreei@ cobra valor como alternativa de una
plataforma que adiciona a la cadena productivaaloradicional, con el aprovechamiento de
las multiples fuentes de residuos, reduce los sagterativos, implementa de forma eficiente
el uso del agua, la reutilizacion del £0 presenta alternativas de co-generacion. Esta
concepcion busca integrar indicadores de sostafabilcomo la energia final utilizada y el

costo total de produccion (Sanclaal, 2015).

El consumo mundial de café para el 2015, se estim®52,1 millones de sacos de 60 Kg,
caracterizandose por un aumento sostenido dum@htétimos cinco afios del 2% (OIC, 2016).
En Colombia la produccion de café fue cercana de ddllones de sacos de 60 Kg (FNC,
2017) provenientes de 931.746 Ha. Durante el poodesultivo, beneficio e industrializacion
del café, se genera una gran cantidad de residsobpyoductos sélidos y liquidos, siendo la
pulpa y mucilago, los dos principales subprodudtagoroduccion media de pulpa es de 2,25

toneladas frescas/ha-afio y la de mucilago de 7&&&gos/ha-afio (Rodriguez, 2009).

De esta forma, se puede calcular que por cadamdidsacos de 60 kg de café almendra que
Colombia exporta, se generan aproximadamente 162d@ladas de pulpa fresca y 55.500
toneladas de mucilago fresco, cantidades que serles da un correcto uso producen una
contaminacion superior a la generada durante uneafiexcretas y orina, por una poblacion
equivalente a la de La Sultana — El Popal (Mangakn la que tan solo 270 viviendas generan
un caudal de agua residual domeéstico de 2.2 Lis gremedio cada uno de sus habitantes
aporta 88g DQO / hab — dia (CORPOCALDAS, Aguas aaikhles, 2013).



9.9.2 DE LOS BIOCOMBUSTIBLES DE PRIMERA Y SEGUNDA GENERACION

Existen grandes preocupaciones sobre el posibladgtomegativo que el uso de biomasa para
la produccién de combustibles puede tener solsedaridad alimentaria, pues este nuevo uso
gue se le puede dar a los commodities agricolasimte un nuevo determinante en el mercado
de alimentos que puede afectar tanto su dispastéltiicomo su precio. De igual manera, el
impacto que los biocombustibles pueden tener sebmaedio ambiente es una fuente de
preocupacion y se puede convertir en un obstacala gu desarrollo. Existen varias
controversias sobre los beneficios y costos deddyzcion y consumo de biocombustibles en
el mundo. Las dos mayores criticas a los biocontiastson la presion que su produccion
puede hacer sobre el uso de suelo, incentivandeftaiestacion y aumentando el precio de los
alimentos, y el alto nivel de emisiones ligados @®duccion. Por ejemplo, la produccion de
etanol a partir de maiz puede generar altas calesdde GEI a través del uso de tractores,
fertilizantes y plantas de procesamiento. De iguahera, el biodiesel fabricado con palma de
aceite puede tener una gran huella de carbonopa® consecuencias muy negativas para la
biodiversidad si se deforesta bosque tropical lgarplantaciones de palma. En particular deben
ser tenidos en cuenta temas asociados al balamrcgééino (ciclo de vida), las emisiones
locales y globales y la expansion de la frontemdcatp, los cambios de uso de suelo y los
impactos que esto tiene sobre la biodiversidadcali@ad del suelo y de los recursos hidricos
(Garcia y Calderén, 2012).

A nivel internacional, especialmente en Europa hfest et al, 2009), se ha discutido
ampliamente el impacto de los biocombustibles dnddiversidad. Este impacto se da por el
cambio de uso de suelo asociado con la produc&dratombustibles. En la medida en que
se pierden ecosistemas complejos como selvas aié®gupra sembrar monocultivos, las
pérdidas de biodiversidad son enormes vy dificilmgumstificables por los posibles beneficios
de los biocombustibles. La base de todo ecosist=ria diversidad. Los monocultivos por
definicion no tienen diversidad vegetal, y por endisminuye la diversidad animal. Al
desaparecer predadores naturales, se propagan &snfacilidad plagas que deben ser
controladas con pesticidas que contaminan el sakbgua y el aire. Por otra parte, el dafio a

los suelos es considerable al no haber rotacid@i eronocultivo. Se agotan los nutrientes del



mismo Yy es necesario remplazarlos con fertilizagtésicos. Este es el caso de Malasia e
Indonesia. En Malasia, de 1990 a 2005, mas de tiadndie la expansion en los cultivos de
palma de aceite ocurrio en detrimento de bosqumsicales. Mientras que los bosques
secundarios (plantaciones forestales) pueden abelt§0% de las especies que se encuentran
en un bosque virgen, una plantacion de palma deegugede albergar solamente al 20% de
esas especies (GSI, lISD, 2014). Una situacioraimcurrié en Indonesia, donde el acelerado
ritmo de deforestacion entre 1990 y 2005 (atribaidarias causas y no solamente a una mayor
demanda por la palma de aceite) llevé a la pédidads de 28 millones de hectareas de selvas;
en 1.7 millones de ellas hay plantaciones de pdkeraceite operando (GSI, 1ISD, 2014).

Si se consideran también otros indicadores ambéngalicionales a la emision de GEl y la
demanda de energia no renovable, los biocombustitiée primera generacion muestran
mayores impactos sobre acidificacion, eutrofizacyoeco toxicidad, principalmente causados
por el uso de fertilizantes y pesticidas. Estostefenegativos pueden ser minimizados con la
implementacion de las mejores practicas agricolasngiderando tratamientos alternativos,
tales como control biolégico de insectos y pedtes.subproductos de la produccién de etanol
y biodiesel como vinazas en la produccion de etgnmletanol y glicerina en la produccion de
biodiesel necesitan un manejo especial para ewvif@actos dafinos al ambiente. Finalmente,
la eleccion del vehiculo afecta directamente ekuoro de combustibles, y por lo tanto el
impacto ambiental generado durante la etapa deBssasi que los instrumentos de politica
dirigidos a promover el uso de biocombustibles deds¥ complementados con la promocién

de vehiculos eficientes y alternativas de transgaibico (GSI, 1ISD, 2014).

9.10 NORMATIVIDAD

La aprobacién de la Ley 693 marcoé la entrada der@ola en la nueva era mundial de los
combustibles de origen vegetal, utilizados desdm mauchas décadas (particularmente el
etanol), debido al atractivo econdmico en razorPdelocolo de Kyoto y la dinamica de precios
internacionales del petréleo. La promulgacién de.dg tuvo como propédsito principal la
diversificacion de la canasta energética colombéainavés del uso de alternativas compatibles
con el desarrollo sostenible en lo ambiental, mnémico y lo social (Figura 12). Mediante la

reglamentacion de la Ley se establecio un compremsarco legal y normativo, que ademas



de promover el uso de los agrocarburantes, prapuiclos estimulos necesarios para la

produccion, comercializacién y consumo.

Posteriormente, la expedicion de la Ley 939 de 2p€rmitié ampliar el espectro en el uso de

los biocombustibles generando las condicionesgstiaular la produccion y comercializacién

de biocombustibles no solo de origen vegetal, dmorigen animal, para su uso en motores

diesel, abarcando aquella parte del sector tratesporcontemplada en la Ley 693 de 2001. La

nueva Ley establecidé disposiciones relacionadasetagsquema tributario, excluyendo al

biodiesel del pago del impuesto a las ventas e éstpuglobal al ACPM y generando los

incentivos para la financiacion de proyectos paldionente de cultivos de tardio rendimiento.

Sostenibilidad
ambiental

/-\ —

Abastecimiento
energético

Desarrollo
agricola

Mejoramiento
de la calidad de
combustibles

P—

Desarrollo

Qindustrial

Generacion de
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Figura 12. Criterios para la diversificacion de la canastargética a
través del uso de Biocombustibles. Ley 693 de 2(dente: autor)
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En general, la regulacion de este subsector hadéidonica y se ha venido ajustando en la
medida que varian las circunstancias internasesmead, esto con el fin de obtener un desarrollo

coherente de la naciente industria de los biocotitiess en el pais.

La Ley 1151 de 2007, por la cual se expide el Riacional de Desarrollo 2006-2010, encarga
de la coordinacion, puesta en marcha y desarr@léos Biocombustibles en Colombia al
Ministerio de Minas y Energia; propende por en@nyr promover politicas que no solo
desarrollen el mercado de biocombustibles pararsifi@ar la canasta energética, sino que
permitan sentar las bases para avanzar hacia afralés sostenible en un contexto de

sostenibilidad social, ambiental, econémica y foiara.

9.9.2 ESTRATEGIAS PARA COLOMBIA

A partir de los retos identificados para Colomiglagocumento CONPES 3510 publicado en
marzo de 2008, recomienda implementar estrategiastadas a generar las condiciones
necesarias para el mejoramiento de la eficiencadymtiva de la agroindustria de los

biocombustibles, de manera econémica, social y eamédlmente sostenible, a través de:

» Fortalecer la coordinacion entre las entidades mapeentales que tienen injerencia en el
desarrollo de la industria de los biocombustiblegdiante la creacion de la Comisién
Intersectorial para el manejo de biocombustibles.

* Promover la reducciéon gradual de los costos deuymadn y transformacion de biomasas,
con criterios de sostenibilidad ambiental y social.

* Incorporar los desarrollos previstos del mercadoideombustibles como una variable para
la planeacion de la infraestructura de transporte.

* Incentivar la produccion eficiente, econdmica, abgi ambientalmente sostenible de
biocombustibles en las regiones aptas para ello.

» Definir un plan de investigacion y desarrollo eadsimbustibles.

* Armonizar la politica nacional de biocombustibles da politica nacional de seguridad
alimentaria.

» Definir un nuevo esquema de regulacion de preadssibiocombustibles



Continuar con la politica de mezclas de biocomblestiy combustibles fésiles
Garantizar el cumplimiento de la normatividad amtagy de la politica ambiental en toda
la cadena productiva.

Desarrollar acciones especificas para abrir nusarsados



10. MATERIALES Y METODOS

Todo el desarrollo experimental, se realizé enlédmratorios de la Disciplina de
Poscosecha ubicada en Centro Nacional de Investigescdel Café (Cenicafé) en el municipio
de Chinchina, departamento de Caldas (Latitud B;Q’ongitud 75° 36’ W; altitud 1310 m),
con una temperatura promedio de 21 °C, humedativeefaromedio del 81,0%, precipitacion
de 3090,2 mm y 1.565,6 horas de brillo solar. Raraplir con los objetivos propuestos, el

experimento se realizd en cuatro etapas.

A continuacién se describen los materiales y métagmerales tenidos en cuenta en

todas las etapas de la experimentacion.

10.1 Materiales Generales

10.1.1Microorganismo:

Para la realizacion de todos los experimentosikeout levadura sec&accharomyces
cereviciae(SCP1) aislada del producto comercial Fermipan®; dichodpcto en trabajos
previos realizados por Rodriguez y Zambrano en 2@bktré que en comparacion con otros
productos comerciales evaluados, obtenia los mayerelimientos en la produccion de bio-

etanol. En el anexo 1, se presenta la ficha téd#tproducto.

10.1.2 Medio de cultivo para aislamiento, preservacion y mitiplicacion de S.

cereviciee

Para el aislamiento de la levadura, se utilizé edim sintético Papa Dextrosa Agar

Merck ® enriquecido con extracto de levadura (L(PRAEL).

Para la preservacion de la levadura se utilizaasrdedios de cultivo solidos: PDA
Merck® y YPDA Sigma Aldrich ® (65 g/L); este ultintambién para la multiplicacion.



10.2 Métodos Generales

10.2.1Estimacion de Unidades Formadoras de Colonia (UFQ)e S. cereviciae

Para la estimacion de UFC / mL, a partir de cad&raio o0 muestra (10EQ) para el que
se requiera hacer la estimacion, se realizaroridites seriadas en ADE (1: 9) hasta la
dilucion que fuera pertinente para cada experimdagarrollado. De cada una de las tres
ultimas diluciones, en caja Petri de vidrio (9 cendimetro), en medio YPDA, se siembro
(100 pL) en superficie y con la ayuda de un radsthkibcteriologico estéril se disperso el
indculo en la superficie del medio. Posteriorméasecajas se incubaron a 30°C durante 48
h en completa oscuridad. Finalmente, los contebsioheero de UFC por cada caja Petri se
ajustaron al numero de UFC/mL para 10E0, multiplitzael promedio de UFC de las tres

cajas por el reciproco de la dilucion sembrada.

10.2.2 Preparacion del in6culo deS. cereviciaey ajuste de la concentracion

A partir de colonias puras preservadas en PDA o A,RIdn un tiempo de crecimiento
no superior a 15 dias y con la ayuda de asa baldgida, en Erlenmeyer de 250 mL de
capacidad, se suspendieron dos colonias de laueva&th 100 mL de medio liquido YPD. El
Erlenmeyer se llevé a incubacion a 30 °C durantd 48 90 rpm en oscuridad constante.
Finalizado este tiempo, el inéculo se ajusté ademsidad ptica (DO) de 0,5 (DG 600 nm),
determinado en espectrofotdmetro (HACH DR6000®)e psocedimiento se realizé cada vez

gue fuera necesario para la realizacion de losetifes experimentos.

10.2.3 Determinacién del crecimiento vegetativo d&. cereviciae

El crecimiento de la levadura se determiné por meéi dos metodologias: estimacion de
UFC / mL a partir de siembra de diluciones seriaafDE (1:9) crecidas en medio sintético
YPDA e incubadas a 30°C durante 48 h en completariokad; y mediante la determinacion
de absorbancia€ 600 nm), en espectrofotometro (HACH DR6000®) peta de 2 mL.



10.2.4 Determinacién de azucares y alcoholes

La determinacion de azucares presentes en lasnasidstmucilago, se realizé mediante el
andlisis por cromatografia liquida de alta eficiar{elPLC), empleando un detector de indice
de Refraccion (IR).

Las muestras que contenian azucares fueron ceattifis a 8500 rpm durante 15 min. El
sobrenadante se filtro por medio de una membrar@2em PVDF, un (1L se inyecto

directamente al cromatografo para su posterioisigdlajo las siguientes condiciones:

Columna: Sugar Pack, 4,0 x 300 mm

Fase Movil: EDTA 50 mM

Modo de elucion: Isocratico.

Detector: Indice de Refraccion (IR), Temperat@Gt.C
Volumen inyeccion: 2@.L

Flujo: 0,7 mL/min

La identificacidn de los Carbohidratos en las nmassse realiz6 mediante la comparacion
de los tR de cada estandar, analizados bajo lasasisondiciones cromatograficas, utilizando
HPLC-IR como técnica analitica y su cuantificacipor estandar externo para cada

carbohidrato identificado.

El perfil de Alcoholes del mucilago fue determinagor CG-FID. Las muestras que
contenian alcoholes se centrifugaron a 8500 rpanderl5 min. El sobrenadante se filtro por
medio de una membrana de Qi@ PVDF, un (1L se inyecto directamente al cromatografo
para su posterior andlisis bajo las siguientesicams:

Columna: Agilent, J&W DB-624Ul, 30 m, 0.25 mm ID4um (Ref. 122-1334UlI).

Gas de arrastre:  Helio, 1,2 mL/min (flujo consgant

Inyeccién: 1ul, con division de flujo (Split) 70:1, 260°C

Horno: 50 °C durante 1 minuto



50 - 100 °C rampa de 6 °C /min, se mantiene pom2 m

100 - 150 °C rampa de 15 °C /min, se mantiene poinl

Post-run a 220°C por 2 min.

Detector: FID, 230°C, utilizando Nitrogeno como gasiliar a 15 mL/min.

La identificacion de los Alcoholes en las muestsasrealizé mediante la comparacion de
los tR de cada estandar, analizados bajo las misoraficiones cromatogréficas, utilizando
GC-FID como técnica analitica y su cuantificaci@r pstandar externo para cada alcohol

identificado.

10.2.5 Determinacién del pH y Temperatura

Estos parametros se determinaron por medio de pitd tetter Toledo ®, Modelo Seven

Compact pH/ION. Para cada muestra requerida seréona menos cinco datos.

10.2.6 Determinacion de °Brix e indice de refraccion

Estos pardmetros se determinaron por medio de i@wboo — Refractdmetro Portable
Meters Hanna Instruments ®, Modelo HI 96800 (Reivadndex / Brix 0 — 85% Brix; 1,3300
—1,5080 nD; 1,3330 — 1,5040 nD20). Para cada mauesquerida se tomaron al menos cinco

datos.

10.3 Mucilago de Café

El mucilago se obtuvo a partir del proceso de heinale 450 kg de frutos de cc, cosechado
en lotes de café cultivados en la Estacion Experiai@laranjal de Chinchina. En la tabla 3, se
relacionan las caracteristicas del grado de madieelps frutos de cc utilizados para los

diferentes experimentos.



Tabla 3. Caracterizacion por grado de madurez del frutcadé
cereza, utilizado en los diferentes experimentos.

CO(S;Cha 'Z%‘;giﬁ; M+SM+G (%) | P+VP+V (%)
1 | Sept/15/201b 94,6 3,7
2 |Oct/16/2015 88,9 10,4
3 [Jun/1/2016 80.83 19.14
4 |Jun/2/2016 72.42 24.89

M: maduro

SM: sobremaduro
G: guayaba

P: pinton

VP: Verde-Pinton
V: verde

Para el procesamiento o beneficio de los frutoscde se emplearon los sistemas

implementados en el Beneficio Ecoldgico del cafécddsub® 300, Ecomill® 3000 (ambos

equipos con desmucilaginador mecanico) y Tanque.TiHn la tabla 4, se resumen las

caracteristicas operativas de los sistemas utdiadra la obtencion del mucilago.

Tabla 4. Caracteristicas de los equipos para la obtencion
del mucilago utilizado en los diferentes experiroent
Especificaciones
Equipo mL de agua /
kgcc/h | kgcps/h kg cps

Ecomill®
3000 7200 1500 480
Becolsub®
300 300 63 760
Tanque Tina 31 13,5 500




Con los equipos descritos y variando condicionearda el proceso, se logré obtener

seis tipos de mucilago como materia prima o sust@ino se relaciona en la tabla 5.

)

Tabla 5. Relacién y descripcion de los sustratos obtenalgsartir de tre
sistemas implementados en el Beneficio Ecolégicevgluados durante Ja
experimentacion.

Sustrato (#) Descripcion

Mucilago proveniente del beneficio con EcomilB®00 cor

S1 16 h de fermentacion.

Mucilago proveniente del beneficio con EcomilB®00 cor

S2 20 h de fermentacién.

S3 Mucilago proveniente del beneficio con Becols30®

Mucilago proveniente del beneficio con EcomilB®00 cor

S4 0 h de fermentacion y uso de enzima.

Mucilago proveniente del beneficio con Tanquetmsnera

S5 cabeza de lavado

Mucilago proveniente del beneficio con Tanquel

S6 segunda cabeza de lavado

Un esquema de la relacion de las etapas realizsdelstrabajo, se presenta en la figura
13.
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, Etapa 1. Dinamica del consumo de Etapa 2. Caracterizacion de la
// azucares por Saccharomyces / composicién de azticares reductores
cereviciae cepa comercial, en / de mucilagos procesados en
( diferentes temperaturas de ! diferentes sistemas para el
\ fermentacion Beneficio Ecoldgico del café y efecto

del proceso de esterilizacién.

Primnera actividad Segunda actividad

Conocimiento sobre el consumo de Efecto de la esterilizacion, sobre la Efecto de la esterilizacion, sobre la
azucares, crecimientode la levaduray composicion de azlicares reductores en disponibilidad de azticares reductores en
produccién de alcoholes a diferentes los diferentes mucilagos los diferentes mucilagos y su
temperaturas en medio sintético aprovechamiento por S. cereviciae.

Efecto en el sustrato sobre la

Seleccién de temperatura de incubacién composicién de aziicares Efecto en el sustrato sobre la

disponibilidad de azticares y produccién
de alcoholes

L4 v

Etapa 3. Dindmica de consumo de azucares y produccién de bio-alcoholes, a partir de mucilagos
procesados en diferentes sistemas para el Beneficio Ecolégico del café.

Dindmica de la produccién de alcoholes a partir de il k idos del benefici légico del café

Figura 13. Esquema del desarrollo metodoldgico de las difeseetapas.



10.4 PRIMERA ETAPA (Materiales y Métodos)

Dinamica del consumo de azlcares poBaccharomycesereviciaecepa comercial, en

diferentes temperaturas de fermentacion.

Esta etapa se desarroll6 con el fin de dar cumefitnicon el primer objetivo especifico:
evaluar el efecto de la temperatura, en el creditbieegetativo, utilizacion de azlcares
disponibles y produccion de bio-alcoholes, de wepaadle la levadur@. cerevicieeaislada de
un producto comercial bajo condiciones de laboiatdista etapa se considera de caracter

exploratorio.

Los medios utilizados para la multiplicacion y mmescion deS. cereviciee y las
metodologias para preparacion de inéculo, crecimiesgetativo y determinacion de azucares
y alcoholes y determinacion de pH, °Brix y temperatura, fuetos mismos descritos en
materiales y métodos generales.

10.4.1 Métodos Primera Etapa

Aislamiento y estimacién de UFC a partir de produab comercial

Del producto comercial Fermipan®, se tomaron cigcamos de producto y se
diluyeron en 45 mL de una solucion de ADE y Twee® &l 1%. Después de 30 minutos
en agitacion constante, tiempo para el que se wbsempleta dispersion del producto en

la solucion, se realizaron diluciones seriadas B& AL: 9) hasta 10E-6.

De cada dilucién por triplicado se sembré 0,1 ms@perficie en medio PDAEL. Todas
las cajas Petri se incubaron a 30°C durante 48 ¢ompleta oscuridad. Al final de este
tiempo, se realizaron recuentos del nimero de Ba€a el reporte de la concentracion de

UFC / g, se escogio la dilucion que presentaraanga entre 30 — 300 UFC / caja.



En la figura 14, se presenta una imagen del crenimde colonias d8. cereviciagn
medio YPD.

Figura 14. Crecimiento caracteristico de coloniaapdeS. cereviciee
aislada en agar YPD. (Fuente: el autor)

10.4.2 Materiales Primera Etapa

Medio de cultivo liquido para la dinamica de consumbe azucar a diferentes

temperaturas:

El medio de cultivo utilizado en la evaluacién delinamica de consumo de azlcares a
diferentes temperaturas fue caldo liquido YPDCréeto de levadura Merck® 10g/L; bacto
peptona BD® 20g/L; D-(+)-glucosa Sigma® $9,5% GC)) 20g/L; pH 6,14).

10.4.3 Diseino Experimental Primera Etapa.

Esta etapa del experimento, se realizé bajo unfidisompletamente aleatorio,
conformado por tres tratamientos o temperaturas3@@ 35 °C). Cada tratamiento cont6 con
cinco repeticiones o unidad experimental (U.E),ststentes en un erlenmeyer de 250 mL de
capacidad, conteniendo 120 mL de medio liquido YEBda erlenmeyer se inocul6é con la
levadura previamente crecida y ajustada la coreantr (0,5 DOw= 600 nm). Todas las U.E

se llevaron a incubacién en condiciones de osadiddas tres temperaturas evaluadas, durante
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36 horas, a 100 rpm. Muestras de 5 mL de cada brEg@amiento, se tomaron a diferentes

tiempos (0, 6, 18, 24 y 36 horas), una vez senidioi al experimento.

10.4.4 Variables evaluadas Primera Etapa.

Como variable principal se evalud la concentradidpm) de glucosa, fructosa y
sacarosa, determinadas por HPLC vy la produccidalaol (%) (metanol, etanol, butanol,

isobutanol, propanol y total de alcohol) por CGapzada tiempo de evaluacion.

Como variable secundaria se considero el crecimiggetativo de las levaduras, dadas
en UFC / mL a partir de siembra de diluciones sasghasta 10E6 dependiendo del tiempo de
colectada la muestra) en ADE (1:9) crecidas en ongiditético YPDA,; paralelamente y para
cada UE se determiné la absorbanzm§60 nm), en espectrofotometro (HACH DR6000®),

en cubeta de 2 mL.

10.4.5 Analisis de resultados

Para el analisis de todas las variables, se reatizinalisis descriptivo (estimacion de

promedios y variacion por tratamiento).

Para determinar el consumo de azUcares totales cauo la diferencia entre la
concentracion en ppm del total de azlcares abinyi@l final de la incubacion, en porcentaje,
se analizaron los promedios y se estimé la tasasodsumo por hora del total de azucares
disponibles, como la relacion entre la concentratifal de azacar en ppm (Y) y el tiempo (Ln
(X + 1)), ajustandola a un modelo exponency:qebm arapcada una de las temperaturas
evaluadas. Adicionalmente, se estableci6 la rataendre UFC y absorbancia, con respecto al

tiempo, para cada tratamiento.



El porcentaje de alcoholes producidos y obtenido(s, se estimo para cada tiempo

de evaluacion y el total de alcoholes independieletda temperatura se ajusto al modelo

1-+be™™

logistico %/:a/( )), con el fin de determinar la tasa dedpccion de alcoholes totales

dada en porcentaje, al final de las 36 h de crecitui

Para las variables de respuesta, se realiz6 wa deaacuerdo con el modelo de analisis
para el disefio completamente aleatorio, al 5%; lograasos donde el analisis mostro efecto
entre tratamientos, se procedio a realizar la @raebcomparacion de promedios Tukey al 5%,
para determinar diferencias estadisticas entr@niantos.

El andlisis estadistico se realizé con la ayudigpagrama Satistical Analysis System
SAS version 9,0 (SAS, 2008).

10.5 SEGUNDA ETAPA (Materiales y Métodos)

Caracterizacion de la composicién de azlcares rediaces de mucilagos procesados en
diferentes sistemas para el Beneficio Ecologico delafé y efecto del proceso de

esterilizacion.

Esta etapa se desarrolld6 con el fin de dar cumelitoi con el segundo objetivo
especifico: determinar el efecto del proceso dectatado sobre el mucilago del café y
caracterizar en cuanto a disponibilidad y cantdiadzlcares reductores, el mucilago obtenido

a partir de tres tecnologias utilizadas en el BereEcoldgico del café.
10.5.1 Materiales Segunda Etapa

Los medios utilizados para la multiplicacion y mmescion deS. cerevicieey las
metodologias para preparacion de inoculo, detewiinade azucares y alcoholeyg
determinacion de pH, °Brix y temperatura, fuer@rismos descritos en materiales y métodos

generales.



Para el desarrollo de esta etapa, se realizaroadfiegdades:

10.5.1.1 Primera actividad Efecto de la esterilizacién, sobre la composidi@azucares
reductores en los diferentes mucilagos.

Mucilago de café:

El mucilago obtenido para esta actividad se obtlesérutos de café de las cosechas 3
y 4 (Tabla 3), obteniendo los diferentes sustr@l@bla 5) y sometiéndolos al proceso de

esterilizacion, contando con 12 tratamientos (Té&hla

10.5.1.2 Diseiio Experimental Segunda Etapa, primeiactividad.

Una vez obtenidos los seis diferentes mucilagosti@tios) (Tabla 5), como se explico
en materiales y métodos generales, en erlenmegecaghcidad de 250 mL se dispensaron
volumenes de 100 mL (U.E.) y se llevaron a esragiion en autoclave por 15 min a 120°C y
15 psi. De cada U.E y por sustrato, se tomaron trageantes y después de la esterilizacion,
conformando un total de 12 tratamientos con cireqmeticiones (U.E.). Esta actividad, se
realizd bajo un disefio completamente aleatoriolaBabla 6, se presenta un resumen de los

tratamientos evaluados.

10.5.1.3 Variables evaluadas Segunda Etapa, primesaatividad.

Como variable de principal se evalué la conceniragg/L) de sacarosa, glucosa,

fructosa y azUcares totales, determinada por HIEldho variables secundarias se determino

pH, °Brix y temperatura.



Tabla 6. Relacion de tratamientos utilizando diferentes tagoks er
la evaluacion del efecto de la esterilizacion sddorBsponibilidad de
azucares en el sustrato.
Tratamiento (#) Sustrato (#) Descripcion
T1 S1 Sin esterilizacion
T2 S2 Sin esterilizacion
T3 S3 Sin esterilizacion
T4 S4 Sin esterilizacion
T5 S5 Sin esterilizacion
T6 S6 Sin esterilizacion
T7 S1 Con esterilizacion
T8 S2 Con esterilizacion
T9 S3 Con esterilizaciéon
T10 S4 Con esterilizacion
T11 S5 Con esterilizacion
T12 S6 Con esterilizacion

10.5.1.4 Analisis de resultados Segunda Etapa, prara actividad.

Para el analisis de todas las variables, se reatizinalisis descriptivo (estimacion de

promedios y variacion por tratamiento).

Adicionalmente, se realiz6 un anava de acuerde&tordelo de analisis para el disefio
completamente aleatorio exploratorio, al 5%; pasadasos donde el analisis mostro efecto
entre tratamientos, se procedio a realizar la @raebcomparacion de promedios Tukey al 5%,

para determinar diferencias estadisticas entr@niahtos.

El andlisis estadistico se realizo con la ayudgd®jrama Satistical Analysis System
SAS version 9,0 (SAS, 2008).



Seqgunda actividad: Efecto de la esterilizacionresédo composicion de azucares reductores en

los diferentes mucilagos y su aprovechamientdSpaereviciee.
10.5.2 Materiales Segunda Etapa, segunda actividad.
Mucilago de café:
Para la determinacion del efecto de la esteriliraen la composicion del mucilago del
café y en la produccién de alcoholes, se utilizaosnfrutos de las cosechas 1y 2 (Tabla 1),

para obtener los sustratos que se utilizaron S2 (T8bla 3). En la tabla 7, se relacionan los

tratamientos evaluados.

Tabla 7. Relacion de tratamientos utilizando los sustr&®gy S3 en la evaluacipn
del efecto de la esterilizacion sobre la dispoitiad de azicares en el sustrato

Tratamiento (#) Descripcion
T1 S2 con esterilizacion
T2 S2 sin esterilizacion
T3 S3 con esterilizacion
T4 S3 sin esterilizacion

S2: Mucilago proveniente del beneficio con Ecomill@000 con 20 h de
fermentacion.

S3: Mucilago proveniente del beneficio con Beca&@00

10.5.3 Diseilo Experimental Segunda Etapa, segundeti@idad.

La U.E, estuvo conformada por un frasco Shoot epacidad de 1 L conteniendo 300
mL de sustrato segun combinacién (Tabla 7). Parg#damientos con esterilizacion, cada U.E
se llevo a esterilizacion en autoclave por 15 mih28°C y 15 psi., y posteriormente se
inocularon con 2 g de levadura comercial, ajustamg@él 5,0 con HCL (5M) o NaOH (5 M)
segun se requiriera. Todas las U.E (cuatro paartri&nto), se incubaron durante 36 h a 30°C
(temperatura seleccionada en la etapa 1) y 100 gmoscuridad constante. Muestras de 20
mL se tomaron antes y después del proceso de feaoné@m



Finalizado el tiempo de fermentacion (36 h), toldasU.E por tratamiento se unieron

en un baldn de fondo plano de 3,5 L para realezdektilacion simple.

Para el proceso de destilacion simple, se adicommdo antiespumante aceite vegetal
(1% v/v). Cada baldén se mantuvo hasta ebullici@npartir de este tiempo, se contabilizé 1 h
recuperando en este lapso el producto destiladea@piente individual por tratamiento. Al
destilado, se le determiné el grado alcohdlico @gntaje v/v, por medio de un hidrémetro y
composicién por CG. En la figura 15, se presentasguema del sistema utilizado para la

destilacion.

Figura 15. Procedimiento para la destilacion simple; balde gontiene el

mucilago fermentado de acuerdo con tratamientpdéa)ilador en serpentin
(b); mangueras transportadoras de agua para meftigae del serpentin (c);
baldn colector de solucion alcohdlica (d). (Fuesteautor )

Posteriormente al volumen de solucion alcohéliotzmida de la destilacion simple, se
realizo el proceso de rectificacion (Figura 16}iliaando inicialmente una columna Vigreux
de 40 mm de diametro y 50 cm de longitud y posterdmte en una columna empacada con

anillos Rashing.
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Figura 16. Procedimiento para rectificacion. ; balon corgeddb la solucién
alcoholica proveniente de la destilacion simple @lumna Vigreux para
rectificacion (b); condensador en serpentin vdri@abalon colector de solucion
alcohdlica con la primera rectificacion (d). (Fuergl autor).

10.5.4 Variables evaluadas Segunda Etapa, segunddiadad.

Como variables principales, se consider6 la comaeidn de glucosa, fructosa y
sacarosa (g/L) determinada por HPLC y la producd®etanol por CG, antes y después de la
fermentacion. Como variables secundarias se detérpiH, °Brix y temperatura. Con el
volumen obtenido de la destilacién simple, se dataron los alcohdlicos y la cantidad de
alcohol por litro de sustrato para cada tratamieDespués de la rectificacion, se determiné el

contenido de etanol por tratamiento, por mediaw&tiodo del hidrometro.

10.5.5 Analisis de resultados Segunda Etapa, seganactividad.

Para el analisis de todas las variables, se reatizanalisis descriptivo (estimacion de

promedios y variacion por tratamiento).

Adicionalmente, se realiz6 un anava de acuerde&torodelo de analisis para el disefio
completamente aleatorio, al 5%; para los casos ela@ldanalisis mostré efecto entre
tratamientos, se procedi6 a realizar la pruebaod®garacion de promedios Tukey al 5%, para

determinar diferencias estadisticas entre trataosen
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El andlisis estadistico se realizo con la ayudgdmjrama Satistical Analysis System
SAS version 9,0 (SAS, 2008).

10.6 TERCERA ETAPA (Materiales y Métodos)

Dinamica de consumo de azucares y produccion de kadcoholes, a partir de

mucilagos procesados en diferentes sistemas pard&elneficio Ecoldgico del café.

Esta etapa se desarrollo con el fin de cumplireddercer objetivo especifico: evaluar
la dinamica del consumo de azUcares disponibleginosrento vegetativo y produccion y
produccion de bio-alcoholes, de una cepa de lalleasaccharomyces cereviciaaslada de
un producto comercial, utilizando como sustratoneicilago obtenido a partir de tres
tecnologias utilizadas en el Beneficio Ecol6gicbadéé, bajo condiciones de laboratorio.

10.6.1 Materiales Tercera Etapa

Los medios utilizados para la multiplicacién y mmescion deS. cereviciee y las
metodologias para preparacion de inéculo, deteni@inade azucares y alcoholeg
determinacion de pH, °Brix y temperatura, fuer@ruasmos descritos en materiales y métodos
generales.

Mucilago de café:

Para el desarrollo de esta etapa, se utilizarofrutss de las cosechas 3 y 4 (Tabla 3),

y todos los sustratos relacionados en la tabla 8.



Tabla 8. Relacion de tratamientos utilizanldo
diferentes mucilagos en la produccion
alcoholes.
Tratamiento (#) Sustrato (#)

T1 S1

T2 S2

T3 S3

T4 S4

5 S5

T6 S6

10.6.2 Disefo Experimental Tercera Etapa.

Esta etapa del experimento, se realiz6 bajo unfidissompletamente aleatorio,
conformado por seis sustratos o tratamientos (agmibbtenido de procesos del Beneficio
Ecoldgico) tabla 8. Cada tratamiento contd conaiepeticiones o unidad experimental (U.E),
consistentes en un Erlenmeyer de 250 mL de caphoodateniendo 120 mL de sustrato y
llevados a esterilizacion en autoclave por 15 mir2@°C y 15 psi. Posteriormente, cada U.E
se inoculd con la levadura previamente crecidaugtagla la concentracion (0,5 D& 600
nm). Todas las U.E se llevaron a incubacion en icames de oscuridad a 30 °C, durante 36
horas, a 100 rpm. Muestras de 5 mL de cada U.Brptamiento, se tomaron a diferentes

tiempos (0, 6, 18, 24 y 36 horas), una vez sernidioi al experimento.

10.6.3 Variables evaluadas Tercera Etapa.

Como variables principales se evalu6 la concemira¢g/L) de glucosa, fructosa y

sacarosa, determinadas por HPLC y la producciGalat#oles por CG, para cada tiempo de

evaluacion.



Como variable secundaria se considero el crecimiggetativo de las levaduras, dadas
en UFC / mL a partir de siembra de diluciones sesghasta 10E8 dependiendo del tiempo de
colecta de la muestra) en ADE (1:9) crecidas eniangidtético YPDA durante los mismos
tiempos de evaluacién; adicionalmente, se detenmindas variables de pH, °Brix y

temperatura, para cada tiempo de evaluacion.

10.6.4 Analisis de resultados Tercera Etapa.

Para el analisis de todas las variables, se reatizinalisis descriptivo (estimacion de

promedios y variacion por tratamiento).

Se estim6 el porcentaje de consumo de azUcares leodiferencia entre el porcentaje
para el tiempo cero y cada uno de los tiempos adakiy la tasa diaria de consumo, obtenida
a partir de la comparacion del mejor modelo qudieaa la relacion entre la concentracién en
ppm de azucar (Y) en funcién del tiempo (Ln (X ¥ A9r tratamiento.

Para la produccion de alcoholes, se estimo el ptajgede alcoholes obtenido por CG
para cada tiempo de evaluacién y el total de aleshindependiente del sustrato se ajusto a los
tres mejores modelos que explicaran el comportamidPosteriormente y bajo el modelo
seleccionado, se estimaron las derivadas del pajeeathe alcoholes en relacion con el tiempo

de evaluacion dado pofy(/dy), para cada tratamiento.

Para las variables de respuesta, se realiz6 wa deaacuerdo con el modelo de analisis
para el disefio completamente aleatorio, al 5%; lograasos donde el analisis mostro efecto
entre tratamientos, se procedio a realizar la @raebcomparacion de promedios Tukey al 5%,

para determinar diferencias estadisticas entr@niantos.

El andlisis estadistico se realizé con la ayudigpagrama Satistical Analysis System
SAS version 9,0 (SAS, 2008).



11. RESULTADOS Y DISCUSION

11.1 PRIMERA ETAPA (Resultados)

Dinamica del consumo de azlcares poBaccharomyceserevicise cepa comercial, a

diferentes temperaturas.

Aislamiento y estimacion de Unidades FormadoraSalenia (UFC)

El resultado de la estimacion del numero de UF@é germipan® se realizd a partir

de las diluciones 10E6 y 10E7, encontrando un namermedio de 4,9 + 0,3 E8 UFC/ g.

En relacidn con el crecimiento vegetativo d&lacereviciaegl analisis de correlacion
(Pearson) entre la absorbancia y Ln (UFC) con ethpio de evaluacion para las tres
temperaturas evaluadas, fue significativa Q;0001), al igual que el ajuste lineal. Los
parametros de los ajustes lineales para la absoeahn (UFC) en relacion con el tiempo de

fermentacion, se presentan en las tablas 9 y Jectgamente. En los Anexos 2 y 3, se

presentan los resultados de los respectivos analisi

Tabla 9. Pardmetros del ajuste lineal para la relaciones
absorbancia y horas de fermentacion

Tratamiento Parametros Coer
(Temperatura) a b E.E Corr-
25 °C -0,23| 0,33 0,28 0,84
30 °C -0,05| 0,48 0,19 0,96
35°C -0,02| 0,46 0,21 0,94

ntr



Tabla 10.Pardmetros del ajuste lineal para la relacion entre
UFC y horas de fermentacion
. Parametros
Tratamiento Cool 1 Coef
Temperatura ' '
( P ) a b EE Deter, | Corr
25°C 13,8 | 7,1E+0%2,9E+0¢4 0,93 0,96
30°C 14,2 | 2,3E+062,5E+07] 0,54 0,73
35°C 14,3 | 2,5E+062,2E+07] 0,66 0,81

Los resultados sobre la composicion de azucaresnaglio YPDC (Tabla 11)
determinada por HPLC, muestran que del 100% deaszsidisponibles en el medio, el 97%
corresponden a azucares reductores y de esos eb9%5flacosa, lo que es consistente con la
composicién del medio utilizado. El porcentaje a@geasosa (azlUcar disponible mas no
reductor), se encontré entre el 2,2% y el 3,9% (LL.S, respectivamente). Adicionalmente,
el anava (5% ANAVA - P<0,0001) y la prueba de corapign de promedios (Tukey 95%), no
mostraron diferencias entre la concentracién ihtbéaazUcares totales, lo que indica que para
el tiempo cero de la experimentacién, todos lotamngéentos evaluados iniciaron con una
concentracion similar de azUcares totales, lo gdaae el error tipo Il para el analisis de los

resultados durante el tiempo de crecimiento (TaB)a

Tabla 11. Composicion porcentual de azlcares
disponibles en medio YPDC

% Sacarosa Glucosa Fructosa
Promedio 3,01 95,6 1,36
L.I 2,20 94,8 1,33
L.S 3,90 96,5 1.4

Para la variable de respuesta “consumo de azUidadss” (en medio liquido sintético
YPDC), considerada como la diferencia entre la entracion en ppm de azucares totales al
inicio y al final de la incubacién dada en porcgntal analisis mostro diferencias significativas

(Tukey 95%) para el tratamiento mantenido a 25%Cahterior se puede interpretar, como el



consumo hasta del 96% de los azUcares totalespgte deS. cerevicieedurante 36 h a
temperaturas de 30 y 35 °C, en comparacion coonslueno a 25°C que resulté inferior (63%)
(Tabla 12). Este comportamiento guarda relacion losn resultados encontrados en el
incremento de la absorbancia y de UFC a medidatrquscurre el tiempo de crecimiento
(Tablas 9 y 10 respectivamente), al ser mayoretakss de crecimiento halladas para estas

temperaturas.

Tabla 12. Concentracion de azUcares totales, durante @rrddle deS. cereviciee a
diferentes temperaturas en medio sintético.

Inicial (O horas) Final (36 horas) Consumo
Tratamiento
(Temperatura)
Prom Prom
L.I L.S L.l L.S % |L.I |L.S
(ppm) (ppm)
25 °C 14989 a| 14824 15152 5565|a 4750 6379 6R%7,8| 68,0
b
30 °C 14996 a| 14843 15150 656 b 646 667  9%,852| 95,7
a
35 °C 15009 a| 14867 15151 609 b 522 696 95,954 | 96,5
a

Promedios seguidos con la misma letra no preselifienencias estadisticas (Tukey 95%

Intervalo de confianza (Nivel 95%)

La determinacion de la tasa de consumo por horéotidlde azlcares disponibles, se
estimoé como la integral del area descrita por etlefm ajustado para la relacion entre la
concentracion total de azucar en ppm (Y) y el tierfi;m (X + 1)), al modelo de regresiéon
exponencial ?\J:a@b” ), para cada una de las temperaguedisadas. En la tabla 13, se presentan
los parametros de los modelos exponenciales pantranto y la tasa de consumo de azucares
total por hora durante la totalidad del tiempo eadb.



Tabla 13. Parametros del ajuste exponencial para las diesent
temperaturas evaluadas, en el consumo de azlUcatedsat 36 h de
evaluacion
Consumo
. /hde
Parametros ,
azucares
Temperatura (0-36 h)
Coef. | Coef.
a b EE Det Corr (ppm)
25°C 0,13| 1,73 9,04 0,89 0,94 10,52
30 °C 230 1,06 14,80 0,88 0,94 27,09
35°C 3,27 | 0,96 13,63 0,90 0,95 29,64

De acuerdo con los resultados encontrados, el ne@ytwumo promedio por hora del
total de azucares presentes en el medio YPDC auBfhh de crecimiento, se obtuvo a una
temperatura de incubacion de 35 °C con 29,64 ppnil menor consumo se obtuvo a 25 °C
con 10,52 ppm / h.

En relacion con la variable de respuesta, prodaat#alcoholes (%) (metanol, etanol,
butanol, isobutanol, propanol y total de alcohopes)CG, para cada tiempo de evaluacion, en
la tabla 12 se presentan los alcoholes registnado€G al final de las 36 h de crecimiento en
medio sintético YPDC.

Bajo las condiciones evaluadas, los resultadogaodentaje de produccion total de
alcoholes determinados por CG, no mostraron ditgasrsignificativas entre tratamientos (5%
ANAVA - P<0,0001); los porcentajes estuvieron erttj® % y 2,7 % para 25 °Cy 35 °C,
respectivamente. Para el analisis de los porcentigealcoholes individuales, en ninguna de
las temperaturas evaluadas se detecto producciproganol, y los porcentajes de isobutanol
fueron minimos (0,02%). El anava, mostro diferen@mgnificativas para los porcentajes de
butanol (Pr F= 0,0004) y la prueba de comparaciénpmedios (Tukey 95%), mostrd
diferencias entre tratamientos, siendo el porcerdaj butanol producido a 25 °C, el menor



(0,31 %) (Tabla 14). Este mismo comportamientefieja en el andlisis del porcentaje de cada

alcohol (Tablalb).

Tabla 14.Produccién de alcoholes p8r cereviciseen medio YPDC, después de 36 h de
crecimiento en medio sintético YPDC.

TRATAMIENTOS (Temperaturas evaluadas)

Alcoholes _25 e .30 i .35 e Anava (p
registrados Promedio Promedio Promedio <0,05)
(%) L. [L.S (%) L1 |L,S (%) L.l |[L.S

Metanol 0,02 a | 0,030,03f 0,03 a | 0,02 0,08 0,03 a | 0,02 0,08 0,1518
Etanol 0,85 a | 0,211,49 2,19a | -0,114,49 2,28a | 1,02 3,58 0,1727
Propanol ND ND | ND ND ND | ND ND ND | ND

Butanol 0,31a | 0,390,33] 0,37b | 0,34 0,3p 0,37b | 0,35 0,38 0,0004
Isobutanol Oa 0 0| 0,0154a|0,0050,04/ 0,019a| 0,0050,03] 0,0588
Total 1,18 05]182 261 0,25 49y 2,71 1,43[ 3,98 0,1527

Promedios seguidos de la misma letra no son diesesgnificativamente (Tukey 95%),
Comparacion sobre las filas
Intervalo de confianza (Nivel 95%)

Tabla 15. Porcentaje en solucién alcohdlica de cada alarmontrado en medio sintético YPDQ
después de 36 h de crecimientdSjeereviciee

TRATAMIENTOS (Temperaturas evaluadas)

25 °C 30°C 35°C Anava

Alcoholes Promedio Promedio Promedio (p<
registrados

g (%) L.l L.S (%) L.l L.S (%) L.l L.S 0,05)
Metanol 1,71 a 0,56 2,8% 1,47 a 0,17 277 1,28a -0P63| 0,8100
Etanol 64,98 a | 39,0690,91f 76,50a | 57,9995,01] 81,25a | 68,6793,82 0,2890
Propanol ND ND | ND ND ND | ND ND ND [ ND ND
Butanol 33,31a| 8,10 58,9221,43a| 3,4 39,4016,16a| 4,89 27,430,2339
Isobutanol Ob 0 0 0,41 ab| -0,060,88 0,57 a 0,17 0,9 0,022

Promedios seguidos de la misma letra no son diesesgnificativamente (Tukey 95%),
Comparacion sobre las filas
Intervalo de confianza (Nivel 95%)




El anava para los resultados del porcentaje indatidn masa alcohdlica, dado como la
relacion entre el porcentaje total de alcoholed pagcentaje para cada alcohol en cada
temperatura evaluada, solamente mostré diferersigsficativas para el porcentaje de
isobutanol (5% anava - P<0,0001). Para todas tapdrturas evaluadas, los porcentajes de
etanol fueron superiores (65%, 77% y 81%, para@530 °C y 35 °C respectivamente),
seguidos por butanol (33%, 21% y 16%, para 25 0CC3y 35 °C respectivamente).

Para el analisis del porcentaje de alcoholes prddsi@justado al modelo de regresion
logistico i-~t+) dado como el porcentaje de alcohoteslycido (Y) y el tiempo (Ln (X +
1)), se analizo la integral hasta las 36 h genepadal modelo, para cada tratamiento. En la
tabla 16, se presentan los parametros de los notEjésticos por tratamiento, y la tasa del

porcentaje de produccion de alcoholes / h.

Tabla 1€. Parametros del ajuste al modelo logistico papadduccion de
alcohol totales en medio sintético de cultivo YP®G@iferentes temperaturas
Parametros Produccion
Temperatura de alcoholes
(°C) a b | ¢| EE |Co¢|CoLl (g 36h)/h
Deter | Corr
(%)
25 °C 1,2 | 55E+03| 4,04,7E-01| 0,74 | 0,86 0,49
30 °C 2,7 | 2,1E+03] 2,8 6,5E-01| 0,85 | 0,92 0,79
35°C 2,4 | 9,2E+02| 2,8 6,0E-02| 0,99 | 0,99 0,66

De acuerdo con las condiciones en que se realtedegperimento la mayor tasa de
produccion de alcoholes totales / h se registra ehiratamiento mantenido a 30°C siendo 1,2

y 1,6 veces mayor que a 35°C y 25°C, respectivéamen

Teniendo en cuenta que de la produccion total dehales producidos al final del

tiempo de crecimiento, el etanol fue el que presgeara todas las temperaturas evaluadas el



mayor porcentaje, en la grafica 1, se presentareacdescrita y bajo el modelo ajustado de

regresion logistico:-~u+) ), para cada temperatura,

Temperaturas evaluadas // o
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Grafica 1. Porcentaje de la produccién de etanol en medioQ pidducido
por S. cerevicige a diferentes temperaturas de incubacién, ajustddo

modelo logistico.

Bajo las condiciones evaluadas en este experimsafajede observar que medida que
la temperatura aumentd, cereviciaeincrementa su metabolismo, sin embargo tempesatura
inferiores a 30 °C aunque pueden favorecer el mieaito vegetativo, no favorecen otras
variables como el aprovechamiento de los recursag (este caso azUcares fermentables)
traducido en la produccion de alcoholes. A difel@mel comportamiento en temperaturas
mayores o iguales a 30 °C, para las cuales la dagcmn de biomasa “deja de ser prioritaria”,
pasando a volver mas eficiente el aprovechamienta dariable consumo de azucares totales,

en la produccion de energia en otras formas, carpoolduccion de alcoholes.



11.2 SEGUNDA ETAPA (Resultados)
Caracterizacion de la composicién de azlcares rediaces de mucilagos procesados en
diferentes sistemas para el Beneficio Ecologico delafé y efecto del proceso de

esterilizacion.

11.2.1 Primera actividad: Efecto de la esteriliaacisobre la composicion de azlcares

reductores en los diferentes mucilagos,

El anava (5% - P<0,0001) y la prueba de compamnasd@promedios (Tukey 95%), no
mostraron diferencias estadisticas significativaeoncentracion de azucares totales para los
mucilagos evaluados, con y sin esterilizacion @ab¥). Para ambos casos, la mayor
concentracion de azucares totales la presentoTlD weguida por los tratamientos T7-T1; T8-
T2; T3-T9, T5-T11l y T6-T1l2, respectivamente. Estmdencia se mantiene para la
concentracion de glucosa, mas no para la sacardaafmictosa, azucares para los que las
mayores concentraciones las presentaron Tl y T@gectgamente (Tukey 95%). Esta
diferencia a favor de no esterilizacion para sa&=es inversa para el caso de la concentracion
de fructosa, cuyo incremento puede ser explicaddapdegradacion de inulina presente en el

mucilago del café, mas no reportado en este estudio



Tabla 17. Comparaciones entre la composicion de azlcarescpda sustrato y efecto de la esterilizacion.

Sacarosa (g/L) Glucosa (g/L) Fructosa (g/L) Totalg/L)
T | Sistema | Esterilizacion 5 s T TS [Rrom* | L1 [ Ls | Prom* | LI | LS| Promd LT LS
T Bebc(glsu NO 8,7* 7.8 9,6 14,9 13,7 16,2 125* | 8,0 17,0 | 36,1 30,7| 415
T Bebc(glsu Si 41+ 39 | 45 16,4 159 16,9 19,9* | 189 | 21,0 | 40,5 39,0 420
T2 Ecomil NO
16 h 4,4 37 | 51 11,5 10,2l 12,8 176 157 195 34,1 30,38,0
ferm
T8 Ecomil Sl
16 h 4.4 38 | 51 12,3 10,8 131 19,1 169 213 359 31,30,2
ferm
T3 Ecomil NO
20 h 57 3,6 7.7 6,4 50| 7.9 13,2 104 159 253 196 ,93
ferm
T9 Ecomil SI
20 h 7.2 60 | 84 | 74 71| 7.8 15,7 15p 16/4 30,3 284 23
ferm
T4 Eco_mll NO 4.4 42 | 46 19,4 18,71 201 22,7 214 240465 451 | 47,9
enzima
T Eco_mll Sl 44 41 | 47 20,0 18,9 21,2 2472 2219 25548,6 46,1 | 51,1
0 enzima
T Tanque NO 1,9 15 23 | 56 51| 6,0 12,5 11,8 132 20,0 19,1 ,92
tina 1C
T1 Tanque Sl 2,0 1,7 23 | 56 48| 64| 129 126 13|3 205 19,5 52
1 tina 1C
T6 | Tanque NO -
. 0,03 0,07 | 15 1,2 1,7 | 39 37| 41 5.4 5,0 5,
tina 2C 0,01
T1 Tanque Sl 0,06 0,05| 008 1,7 1,4 19| 41 368 45 5.8 5.0 6
2 tina 2C

* Promedios seguidos del signo son diferentes esteamente (Tukey 5%),
L,S: Limite Superior

L,I: Limite Inferior

Intervalo de Confianza (95%)

Prom, Promedio




Tabla 1€. Evaluacion del efecto de la esterilizacion epHgltemperatura y ° Brix de Igs
mucilagos evaluados
Temperatura :
H A ° Brix (%

Trat | Descripcion| Esterilizado P C O6)

Prom,| L,I |L,S [Prom, L,| |L,S (Prom,L,l|L,S
T1 | Becolsub® NO 518 515,19 259| 258262 75 [7.4 7.7
T2 Ecﬂr;r'r'nmh NO 42 | 40| a5 258 24l@61] 7.2 | 7.0 7.4
T3 Ecﬂr;r'r'nzor‘ NO 39| 39| 39 219 20215 71|70 72
T4 | Ecomil NO a4 | 43| a4 264 24lazel 88 |79 97

enzima
T5 Ta”(i‘ée““a NO 35| 34| 37 262 25271 6,0 |59 62
T6 Ta”g‘ée““a NO 36 | 34| 34 268 26273 20 |19 21
T7 | Becolsub® SI 47| 46 4D 2418 28%.3| 7,8 |7, 8,0
T8 Ecofr;‘r':nmh S| 41| 38| 43 263 24|284 7.7 |69 84
T9 Ecﬂr;r'r'nzor‘ S| 39| 38| 39 262 23292 7.3 |69 7.6
T10| Ecomil S| 43 | 42| a9 264 25l283] 100|94105
enzima

T11 Ta”‘i‘ée“”a S| 36| 35| 37 2571 24273 61 |59 62
T12 Ta”g‘ée““a S| 38| 35 42 262 24|78l 21 |21 2.2
Intervalo de Confianza (95%)

Para las variables complementarias, se observdisménucion del pH a medida que el
mucilago sufre procesos de fermentacion siendmbssacidos los obtenidos en el tanque tina
y con Ecomill® con las diferentes horas de ferraeidn (Tabla 18). En cuanto a la variable °
Brix responde gradualmente a la composicién denlesilagos, mostrando diferencias para los
mucilagos que han sido degradados por la accidosdaicroorganismos externos durante la
fermentacion, Esta metodologia podria ser utilizzatao método rapido para determinar la

concentracion de azlcares totales, en protocoltabdeatorio.



En términos generales, el efecto del proceso agilesicion mediante autoclave (15
min a 120°C y 15 psi,), no afecta la composicidtodeazucares para los mucilagos evaluados,
Las pocas diferencias encontradas, obedecen tulalega del sustrato debido al sometimiento
a tiempos de fermentacion, como es el caso dedtsrientos T5-T11y T6 — T12.

Aunque la composicion de azUcares no se afedgrimcesos de hidrolisis naturales
generados particularmente por las enzimas naturateque cuenta el mucilago, pueden ser no
ser suficientes para mantener la integridad detratos (mucilago), el sometimiento a
temperaturas de refrigeracion. Con el objeto dézegaestudios detallados sobre las dinamicas
de degradacion de estos azucares, se hace necsagter l0os sustratos a procesos térmicos
como el de esterilizaciobn, ademas se logra evidarcontaminacion por organismos

contaminantes.

11.2.2 Sequnda actividad: Efecto de la esteril@acisobre la composicion de azucares

reductores en los diferentes mucilagos y la pradoade alcoholes pd. cerevicize.

Para el desarrollo de esta actividad se selecaondns mucilagos contrastantes: el
primero proveniente del Becolsub® y el segundoEmill® con un tiempo de 20 h de
fermentacion (Tabla 7) con un tratamiento de éigeion en autoclave (15 min a 120°Cy 15
psi). Cabe anotar que todos los sustratos se aaséapH 5,0 con NaOH (1M) antes de la

inoculacion con la levadura.

En la tabla 19, se presentan los analisis fisicoguis de los sustratos con y sin
sometimiento a esterilizacidén y en las tablas 20 yse presentan los resultados del efecto de

la esterilizacion en el variable porcentaje de amgdado en °Brix y pH respectivamente.



Tabla 19. Andlisis fisicoquimico mucilago fermentado prowsie del Ecomill®y

del Becolsub®, con y sin esterilizacion

Variable T1 T2 T3 T4
Solidos totales [ppm] 68.462,%56.163,75 76.046,25 67.562,5
Solidos suspendidos totales [ppm] 32,4 38 276 16
DQO [ppm] 89,8 88,4 83,2 85,6
Color [U Pto-Co] 33,6 32,6 16 14
Turbiedad [NTU] 9,6 9,4 5,2 5
pH 511 4,9 4,86 4,71
Volumen (mL) 300 300 300 300

T1: Mucilago con 20 h de fermentacion obtenidoEtmill® con esterilizacion
T2: Mucilago con 20 h de fermentacion obtenidoEmill® sin esterilizacion

T3: Mucilago obtenido del Becolsub® con esteriliaac
T3: Mucilago obtenido del Becolsub® sin esterilipac

ppm: partes por millén
DQO: Demanda Quimica de Oxigeno
U Pt-Co: Platino-Cobalto

NTU: Unidades neferométricas de turbiedad

dado en °Brix

Tabla 20.Efecto de la esterilizacion en la concentraci6aziecare

J7

Antes de fermentacién Defseprme;n?aec%?lh de
Tratamiento “Brix (%) “Brix (%)

Prom. *| L.l L.S (Prom.* L, L,S

T1 6,82 c| 6,66 6,98 | 596 Ih 577 6,15

T2 7,12 b| 7,02 7,22 | 6,36 & 6,10 6,62

T3 7,54 a| 7,47 761 | 4,24 ¢ 4,13 4,35

T4 7,48 a| 7,24 7,72 | 4,14 ¢ 4,03 4,25

ANAVA <0,0001 < 0,0001

Pr>F MDS: 0,2289 MDS: 0,2591

diferentes (Tukey 5%)
Intervalo de Confianza (95%)

* Promedios seguidos de la misma letra no son issiz@mente




Tabla 21.Efecto de la esterilizacion en el pH del sustrato

Antes de fermentacién

Después de 36 h de
fermentacion

. pH (unidades) pH (unidades)
Tratamiento
Prom.*| L. L.S Prom.* L.l L.S
T1 393 c| 3,92 394 596 b 577 6,15
T2 392 ¢c| 391 394 6,36 a 6,10 6,62
T3 489 b| 486 | 491 4,24 c 4,13 4,35
T4 518 a| 5,17| 5,1Pp 4,14 c 4,03 4,25
ANAVA < 0,0001 < 00,0001

Pr>F MDS: 0,0253 MDS: 0,2591

(Tukey 5%),

Intervalo de Confianza (95%)

* Promedios seguidos de la misma letra no son issktz@mente diferents

pS

En términos generales, para ninguno de los sasteaaluados se presento diferencias

significativas entre antes o después de la eg@eibn para la variable evaluada. Los resultados

obtenidos, ratifican lo hallado en la primera adtd. Las diferencias encontradas, obedecen a

la naturaleza del sustrato debido al mayor tiempofatmentacion (20 h), del sustrato

proveniente del Ecomill®.

Lo anterior se reitera en los resultados de lasammaciones individuales de los

azucares evaluados (fructosa, glucosa y sacaarga} de fermentacion (Tabla 22) y después

de 36 h de fermentacion (Tabla 23), en donde ditefde la esterilizacion no presenta

diferencias entre los sustratos.



Tabla 22.Resultados del analisis por HPLC de la concentnag@azlcares disponibles de los sust
S1y S5, y efecto de la esterilizacion, antes derfaentacion alcohdlica

) Fructosa (g/L) Glucosa (g/L) Sacarosa (g/L)
Tratamiento
Prom. *[ L.l L.S Prom.* L.l L.S Prom.* L.l L.S
T1 2,06 b 1,74 239| 738 p 643 8,3B 0,41 c 0,820,51
T2 1,97 b 1,91 204 694 b 6,76 7,18 0,36 c 0,850,37
T3 892al 4,82 12,82 9,74 |b 4,11 15,38 | 17,924 13,14 | 22,69
T4 11,11a 7,90 14,33 | 14,64 p 11,41 17,88| 8,94 b 7,41 10,47
ANAVA < 00,0001 0,0004 < 0,0001
Pr>F MDS: 2,7079 MDS: 3,4581 MDS: 2,6396

* Promedios seguidos de la misma letra no son issieaimente diferentes (Tukey 5%),
Intervalo de Confianza (95%)

La dinamica del aprovechamiento de los azUcarg®euisles por parte dg, cerevisiae

aunque se mantiene un remanente de glucosa enltsdasstratos, es completo (Tabla 23).

atos

Tabla 23. Resultados del analisis por HPLC de la concentnad@azucares disponibles de los sustijatos
S1vy S5, después de 36 horas de fermentacion

o O O O

. Fructosa (g/L) Glucosa (g/L) Sacarosa (g/L)
Tratamiento
Prom. *| L. L.S Prom. *[ L.I L.S Prom. *[ L.I L.S

Tl 0,0 0,0 0,0 0,28 a 0,24 0,31 0, 0,0 0,

T2 0,0 0,0 0,0 0,29 zix 0,27 0,3 0, 0,0 0,

T3 0,0 0,0 0,0 0,24 41 0,16 0,31 0,d 0,0 0,

T4 0,0 0,0 00| 0254 021 030 0, 0,0 0,
ANAVAPr>F | e 00423 L

MDS: 0,0488

* Promedios seguidos de la misma letra no son issteaimente diferentes (Tukey 5%),
Intervalo de Confianza (95%)

En términos generales, la comparacion de la coram@dh promedio de azucares

disponibles en los sustratos S1 y S5 mostro diégasrsignificativas entre sustratos (ANOVA

5% - P <0,05), siendo mas acentuada esta diferdasjgués de ser sometidos a esterilizacion

para los tratamientos T1 y T2 en comparacion cog T8 respectivamente (Tabla 22).



Lo anterior se debe posiblemente, por la presafeimicroorganismos que degradan
principalmente las fuentes de sacarosa como azpigaario en la formacion de azlcares
menos complejos, favorecidos por el tiempo previo fermentacibn mantenido en los
tratamientos T1 y T2. La prueba de comparaciérrdeedios (Tukey 95%), para las variables
fructosa y glucosa, mostré la formacion de dos gsugstadisticamente diferentes mientras que

para la variable sacarosa, la formacion de tregogrestadisticamente diferentes.

En cuanto a la produccion de alcoholes para cadadaros sustratos evaluados, los
resultados se presentan en las tablas 24 y 2%s®eva produccion de los alcoholes evaluados
y la principal produccion es la de etanol. Estaetiele principalmente del tipo de sustrato,
debido a que la presencia de microorganismos augira partir del proceso de fermentacion
por el tipo de sistema (Ecomill® con fermentaai@®0 h), es estadisticamente diferente antes
de la esterilizacion, en comparacion con el susatveniente del Becolsub®, independiente
si se esteriliza 0 no el sustrato. Esta tendemcrafteja pasado el proceso de fermentacion en
donde es mayor esta tendencia particularmentegmelpal alcohol producido (etanol) (Tabla
24).

Tabla 24.Resultados del analisis por Cromatdirale Gases de la produccion de alcoholes a piariivs

sustratos S1y S5, y efecto de la esterilizacidsuksrato, antes de la fermentacién alcohdlica

. 2-Butanol (g/L) Etanol (g/L) Metanol (g/L)
Tratamiento
Prom. *| L.I L.S Prom. *| L.l L.S Prom. *| L.l L.S
T1 1,03 d| 0,98 1,07 11,32|b 9,20 13,43 | 1,62 & 1,38 1,85
T2 159 c 1,33 1,85 12,84|a12,38 13,30| 1,55 K 1,37, 1,¥3
T3 246 a| 2,44 249! 0,0 |c 0,0 0,0 1,94 4 1,79 2,08
T4 207 b 1,65 249| 0,12 [c 0,0 0,34 1,96 3 1,93 1,98
ANAVA ProF < 0,0001 <0,0001 <0,0001
MDS: 0,2611 MDS: 1,1444 MDS: 0,1735

* Promedios seguidos de la misma letra no son issieaimente diferentes (Tukey 5%)
Intervalo de Confianza (95%)




Tabla 25.Resultados del analisis por Cromatografia de Gasésproduccion de alcoholes a partir dg
sustratos S1y S5, y efecto de la esterilizaciéapdés de 36 h de fermentacién

) 2-Butanol (g/L) Etanol (g/L) Metanol (g/L)

Tratamiento 5 ST 11 [ LS | Prom.*| LI | LS | Prom. ] LI | LS

T1 00 | 00 | 00| 1981 4 105p 2943 1.8fa 1p7 161

T2 00 | 00 | 00| 3385ah 255p 4241 15dad.18 | 2,00

T3 00 | 00 | 00| 4043 4 345p 4644 154 b 1043 701

T4 00 | 00 | 00| 2680bF 2247 3113 094 c o0bL 980
ANAVAPOE | 0,0001 <0,0001

MDS: 7,6337 MDS: 0,2764

* Promedios seguidos de la misma letra no son issteaimente diferentes (Tukey 5%),
Intervalo de Confianza (95%)

11.3 TERCERA ETAPA (Resultados)

Dinamica de consumo de azucares y produccion de kadcoholes, a partir de
mucilagos procesados en diferentes sistemas pard@elneficio Ecoldgico del café,

El analisis de la concentracion (ppm) del total aigicares totales disponibles,
considerados como la sumatoria de los azicarepend@&ntes (reductores y no reductores) se
ajustaron a las tres regresiones que explicaroorneéjmodelo (tabla 26), con la ayuda del
programa CurveExpert Professional 2,4®.

Tabla 26. Modelos evaluados para determinar el mejor ajuste d
comportamiento en el consumo de azUcares totedes,qada und
de los tratamientos evaluados

O

Armonico * | | Exponencial *| | Hiperbdlico*

y=q/(L +2/a) Yy —ge™ y:q(,(Hb.r/a)[*1 b

Para cada tratamiento, los modelos se ajustaroranieda prueba Akaike (AIC por sus
siglas en ingles) y la prueba F (segun el caso)etermind como el mejor modelo el
Exponencial. En el Anexo 2, se presentan los i@dodt de las comparaciones y en el Anexo 3,
se presentan los parametros para cada modelodajysdea la variable consumo de azlcares.

los



En la tabla 27, se presenta la comparacion dasas de consumo para los tratamientos
evaluados, para las que se presentaron diferefi®@@®\NAVA - P<0,0001) el anava mostro
diferencias significativas para los tratamientogliars de varianzan las tasas para el consumo
de azlcares totales.

Tabla 27.Comparacion de las tasas de aone de azucares totales, para cada uno (
tratamientos evaluados.
Tratamiento Ajuste modelo exponencial Y= aebx
Pendiente (b) L,I L,S
Tl -0,95 b -1,18 -0,71
T2 -0,39 a -0,42 -0,37
T3 -0,56 a -0,57 -0,54
T4 -0,51 a -0,52 -0,48
T5 -0,41 a -0,43 -0,39
T6 -1,06 b -1,28 -0,83
ANAVA Pr>F < 0,0001 MDS: 0,2112
* Promedios seguidos de la misma letra no son issieaimente diferentes (Tukey 5%,
Intervalo de Confianza (95%)

En las gréficas de 2 a 7, se presenta la tenddatimodelo propuesto y presentado
por el ajuste al modelo seleccionado (Anexo 5).
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La actividad deS. cerevicisegs clara con residuos bajos en azucares totalks, y
dinAmica de consumo se refleja igualmente en laymwon de etanol. No obstante, los
remanentes de azlcares aprovechables son infedoli@es mejores tratamientos (mucilago
obtenido de proceso de Ecomill® con enzima y deoBeb®, para el caso del mucilago
obtenido a partir del tanque tina (cabezas de tatad?) presenta una posibilidad de optimizar

Su uso.

Las producciones de etanol, para las que en tésngeoerales, los tiempos maximos
de produccion estan entre las 16 y 20 h de ferro@émaara todos los tratamientos, siendo los
mucilagos provenientes del Becolsub® (14 %), Ed@micon enzima y cero horas de
fermentacion (11%) los de mayor produccion respaciente. Este Ultimo, presenta un
comportamiento particular (graficas 2 — 7). Al fidal tiempo de fermentacién, el porcentaje
de etanol disminuye; posiblemente se deba estw@mento de crecimiento vegetativo en las
primeras horas de fermentacion pues la aparenterndégponibilidad de azucares reductores
(principalmente de fructosa) provenientes de iride la degradacion del &cido galacturdnico
y glucosa como fuente adicional de la degradaceétagectina remanente en el mucilago (y
no detectables) debida a la pectinasa adicionas@ parte del proceso de desmucilaginado,
hacen que posiblemente se active la produccidaslerzimas propias de la levadura y agoten

el sustrato disponible mas rapido y se vea afedtageoduccion de etanol.



12. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados encontrados, el n@ywumo promedio por hora del
total de azucares presentes en el medio YPDC duBfhth de crecimiento, se obtuvo a una
temperatura de incubacion de 35 °C con 29,64 ppnil menor consumo se obtuvo a 25 °C
con 10,52 ppm / h. Bajo las condiciones evaluddasgesultados del porcentaje de produccion
total de alcoholes determinados por CG, no mogstratiberencias significativas entre
tratamientos (5% ANAVA - P<0,0001); los porcentagstuvieron entre 1,8 %y 2,7 % para 25

°Cy 35 °C, respectivamente.

Para el andlisis de los porcentajes de alcoholdwidluales, en ninguna de las
temperaturas evaluadas se detectd produccion geanwb y los porcentajes de isobutanol
fueron minimos (0,02%). El anava, mostro diferen@mnificativas para los porcentajes de
butanol (Pr F= 0,0004) y la prueba de comparaciénpmedios (Tukey 95%), mostrd
diferencias entre tratamientos, siendo el porcerdaj butanol producido a 25 °C, el menor

(0,31%). Este mismo comportamiento se refleja emélisis del porcentaje de cada alcohol.

De la produccion total de alcoholes producidosrellfdel tiempo de crecimiento, el

etanol fue el que presento para todas las tempasagualuadas el mayor porcentaje.

En términos generales, el efecto del proceso dgilesicion mediante autoclave (15
min a 120°C y 15 psi,), no afecta la composiciofodeazlcares para los mucilagos.

Para las variables complementarias, se observdismanucion del pH a medida que el
mucilago sufre procesos de fermentacion siendmbssacidos los obtenidos en el tanque tina
y con Ecomill® con las diferentes horas de ferraeidn, En cuanto a la variable ° Brix
responde gradualmente a la composicion de los agas] mostrando diferencias para los
mucilagos que han sido degradados por la accidosdaicroorganismos externos durante la

fermentacion.



En cuanto a la produccion de alcoholes para cadadaros sustratos evaluados, se
observa una mayor produccién de etanol, la cuatrlip principalmente del tipo de sustrato

utilizado.

Las producciones de etanol fueron maximas pargberde fermentacion entre las 16
y 20 h, siendo los mucilagos provenientes del Betx@® (14%) y Ecomill® con enzimay cero

horas de fermentacion (11%) los de mayor produc&épectivamente.

Los atributos que se puedan dar de una maneraghyntjue ayuden a valorizar un
subproducto como el caso del mucilago del café, lmjga llamado puede ser “residuo
energético” y de la mano de herramientas de pumeda biotecnologia, permitira llevarlos a
niveles en los que antafio, no se podia pensamletizacizacion es una oportunidad para la

generacion de bioproductos que fortalecerian laragroductiva del cafe.

Aunque la estrategia para aprovechar el mucilabcad& como fuente energética no es
novedosa, los resultados aqui presentados apdeimergos para modificar sustancialmente
tanto la vision sobre su valoracion, pasando pdisrsidad en cuanto a composicion y calidad

como el marco legal nacional y mundial en que losdmbustibles se rigen actualmente.

Adicionalmente y no menos relevante, al reducimglacto negativo que los desechos
del proceso de café causan al ambiente, el cafrauiéjora su calidad de vida, la de su familia
y la de su comunidad, a la vez que puede mejomirgesos econdmicos, al obtener un

producto con connotacién de sostenibilidad.



13. RECOMENDACIONES

A partir de los parametros obtenidos, realizardj@b para la produccion de alcoholes
en volumenes de 1, 10 y 100 L con el fin de estdrataos parametros de produccién en su

escalamiento.

Evaluar el uso potencial de los sustratos obtenigdoda obtencién de subproductos
como aceites, amoniaco entre otros, a partir déraisformacion con otros microorganismos

comoYarrowia lipolytica

Evaluar la obtencion de co-productos a partir ¢l de los residuos obtenidos de la
fermentacion de los diferentes sustratos, en etondel concepto de biosistemas integrados.
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15. ANEXOS

Anexo 1. Ficha técnica del producto comercial Ferrpan ®
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Anexo 2.Prueba de correlacion entre Absorbancia y hordsrdeentacion para las tres

temperaturas evaluadas, Etapa 1.

11



The CORR Procedure

2 Variables: HORAS ABS

Simple Statistics

Variable N Mean Std Dev Sum Minimum Maximum Label
HORAS 30 14,33333 13,15251 430,00000 %] 36,00000 HORAS
ABS 30 0,47583 0,51037 14,27500 0,00900 1,27500 ABS

Pearson Correlation Coefficients, N = 30
Prob > |r| under H@: Rho=0

HORAS ABS
HORAS 1,00000 0,94534
HORAS <,0001
ABS 0,94534 1, 00000
ABS <,0001

10:54 Tuesday, November 30, 2016 2

The CORR Procedure

2 Variables: HORAS ABS

Simple Statistics

Variable N Mean Std Dev Sum Minimum Maximum Label
HORAS 30 14,33333 13,15251 430,00000 0 36,00000 HORAS
ABS 30 0,97170 0,64267 29,15100 0,01000 1,55200  ABS

Pearson Correlation Coefficients, N = 30
Prob > |r| under H@: Rho=0

HORAS ABS
HORAS 1,00000 0,82516
HORAS <,0001
ABS 0,82516 1, 00000
ABS <, 0001

10:54 Tuesday, November 30, 2016 3

The CORR Procedure

2 Variables: HORAS ABS

Simple Statistics

Variable N Mean Std Dev Sum Minimum Maximum Label



HORAS 30
ABS 30

14,33333
0,99290

13,15251
0,62551

430,00000 (4
29,78700 0,01000

36,00000 HORAS
1,53500 ABS

Pearson Correlation Coefficients, N = 30
Prob > |r| under He: Rho=0

HORAS ABS
HORAS 1,00000 0,78269
HORAS <,0001
ABS 0,78269 1, 00000
ABS <, 0001

Anexo 3 Evaluacién del ajuste lineal entre Absorbandimras de fermentacion para las tres
temperaturas evaluadas, Etapa 1.

The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: ABS ABS

Analysis of Variance

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 1 6,75059 6,75059 235,34 <,0001
Error 28 0,80315 0,02868
Corrected Total 29 7,55374
Root MSE 0,16936 R-Square 09,8937
Dependent Mean 0,47583 Adj R-Sq 90,8899
Coeff Var 35,59310
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable Label DF Estimate Error t Value Pr > |t]
Intercept Intercept 1 -0,04995 0,04616 -1,08 90,2884
HORAS HORAS 1 0,03668 0,00239 15,34 <,0001
10:54 Tuesday, November 30, 2016 2
---------------------------------------------- TRAT=3@ == === == = == e o e o e e e e e e e e e

The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: ABS ABS

Analysis of Variance

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 1 8,15553 8,15553 59,74 <,0001
Error 28 3,82218 0,13651
Corrected Total 29 11,97770



Root MSE 0,36947 R-Square 09,6809
Dependent Mean 0,97170 Adj R-Sq 90,6695
Coeff Var 38,02280
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable Label DF Estimate Error t Value Pr > |t]
Intercept Intercept 1 0,39378 0,10070 3,91 90,0005
HORAS HORAS 1 0,04032 0,00522 7,73 <,0001
10:54 Tuesday, November 30, 2016
---------------------------------------------- TRAT=35 == m = = = e e e e o e e e e e e e e e
The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: ABS ABS
Analysis of Variance
Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 1 6,95097 6,95097 44,28 <,0001
Error 28 4,39564 0,15699
Corrected Total 29 11, 34661
Root MSE 0,39622 R-Square 09,6126
Dependent Mean 0,99290 Adj R-Sq 09,5988
Coeff Var 39,90491
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable Label DF Estimate Error t Value Pr > |t]
Intercept Intercept 1 0,45937 0,10799 4,25 90,0002
HORAS HORAS 1 0,03722 0,00559 6,65 <,0001

Anexa 4. Comparacion de los modelos ajustados para laipcash de alcoholes en la
primera etapa: “Dinamica del consumo de azUcareSaccharomyces cereviciasepa
comercial, a diferentes temperaturas”.

Overview

Sum of Squares DOF

AICC

Logistic

0,00727494 2

-22,6638




Polynomial Regressior 0,00402302 1 -5,6258
(degree=3)
Comparison
The best regression is (chosen via the AIC testyidtic
The best regression is (chosen via the F-Test)istiog
Justification
Akaike's Information Criterion
AICC
Logistic -22,6638
Polynomial Regression (degree=3) -5,6258

Delta =17,038

Probability = 0,0001996

The likelihood that Logistic is the better modeb98%,

F-Test

The more complicated model (Polynomial Regressi@giiee=3)) has a better sum of
squares than the simpler model (Logistic), Perfagran F test, NOTE that the result of
an F test is strictly not valid unless the simpherdel is a subset of the more complex
model; i,e,, the simpler model can be obtaineddiirgy some parameters in the more
complex model to certain constants, CurveExpertdarmot currently tell if this is the
case, so it presents F-Test results regardless,

F = 0,808328

P = 0,533803

If the simpler model were correct, the sum of sgeavould increase by approximately
the gain in degrees of freedom when moving fromcttraplex model to the simple one
(ie,, F = 1), With an F value of 0,808328, thedien regression (Logistic) is the better fif

to the data,
Overview
Sum of Squares DOF AICC
Logistic 0,00727494 2 -22,6638
Exponential 0,378689 3 -9,56905
Comparison
The best regression is (chosen via the AIC testidtic
The best regression is (chosen via the F-Test)istiog
Justification
Akaike's Information Criterion AICC
Logistic -22,6638
Exponential -9,56905

Delta = 13,0947

Probability = 0,00143183

The likelihood that Logistic is the better moded8568%,

F-Test

The more complicated model (Logistic) has a betten of squares than the simpler mod
(Exponential), Performing an F test, NOTE thatrémsult of an F test is strictly not

el



valid unless the simpler model is a subset of theensomplex model; i,e,, the simpler
model can be obtained by setting some parametég imore complex model to certain
constants, CurveExpert Pro cannot currently tehig is the case, so it presents F-Test
results regardless,

F=102,108

P = 0,009652

If the simpler model were correct, the sum of sgeavould increase by approximately
the gain in degrees of freedom when moving fromcttraplex model to the simple one

(ie,, F=1), There is a 0,9652% probability ttret simpler regression (Exponential) is the

better fit to the data,

Overview

Sum of Squares DOF AICC
Logistic 2 -22,6638
Linear 0,500167 3 -8,17792
Comparison

The best regression is (chosen via the AIC testidtic

The best regression is (chosen via the F-Test)istiog

Justification

Akaike's Information Criterion AICC
Logistic -22,6638
Linear -8,17792

Delta = 14,4859

Probability = 0,0007147

The likelihood that Logistic is the better moded9285%,

F-Test

The more complicated model (Logistic) has a betten of squares than the simpler mod
(Linear), Performing an F test, NOTE that the restian F test is strictly not valid
unless the simpler model is a subset of the mamgptex model; i,e,, the simpler model
can be obtained by setting some parameters in tiie aomplex model to certain
constants, CurveExpert Pro cannot currently tehis is the case, so it presents F-Test
results regardless,

F =135,504

P =0,00729915

If the simpler model were correct, the sum of sgaavould increase by approximately th
gain in degrees of freedom when moving from the mlesnmodel to the simple one (i,e,,
=1), There is a 0,729915% probability that thegenregression (Linear) is the better fit

to the data,

Anexo 5. Comparacion de los modelos ajustados para la Variebnsumo total de
azucares” presentado para cada tratamiento evaluado

el

e



Tratamiento 1
Concentracion de azicares total. Tratamiento 1

40000 T T T T T T T
Ajuste de Ecuaciones
35000 ® Datos experimentales -1
—— Disminucién arménica
30000 —— Exponencial ]
~——— Disminucién exponencial
25000 Disminucién hiperbdlica N
E_ 20000 -
=
15000 -
10000 -1
5000 1
. ) 'Y
0 i i I 1 | i i
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0
Horas de fermentacion (L(x+1))
Dverview
Sum of Squares DOF AlCC
Hyperbolic Decline 1.666262+06 2 735833
Exponential 3.23649e+06 3 70.2392
Comparison
he best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
e best regression |5|Ehosen via the F-Test): Exponential
Justification
Akaike's Information Criterion
AlcC
Exponential 70.2392
Hyperbolic Decline 73.5833

Jelta = 3.34409
“robability = 0.158152

he likelihood that Exponential is the better model is 84.1848%.

F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Exponential). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is

3 subset of the more complex model; i.e., the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot cumently tell if this is the case. so it

resents F-Test results regardless.

F =1.88709
P =0.303238

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (i.e., F = 1). There is a 30.3238% probability

that the the simpler regression (Exponential) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple model is



Overview

Sum of Squares DOF AlCC

Hyperbolic Decline % 1 66628e+06 2 735833
Harmonic Decline 3.38301e+06 3 704575
Comparison
The best regression is (chosen via the AIC test): Harmonic Decline
The best regression is (chosen via the F-Test}: Harmonic Decline
Justification
Akaike's Information Criterion

Alcc
Harmonic Decline 704575

735833

Hyperbolic Decline

Delta = 3.1258
Probability = 0.173231

The likelihood that Harmonic Decline is the better model is 82 6769%

F-Test

The mare complicated model (Hyperbalic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Harmonic Decline). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model
is a subset of the more complex model; i.e., the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, so it

presents F-Test results reqardless.
F = 206056
P =0.28764

If the simpler model were carrect, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of reedom when moving from the complex model to the simple one (i.e.. F = 1). There is a 28.764% probability that
the the simpler regression (Harmonic Decline) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple maodel is

Qverview

Expeonential
Harmonic Decline

Comparison

Sum of Squares
3.23849e+06
3.38301e+06

DOF AlCC
3 70.2392
3 704575

The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential
Justification

Akaike's Information Criterion

Exponential
Harmonic Decline

Delta = 0.218293
Probability = 0.47274

The likelihood that Exponential is the better model is 52.726%.

F-Test

AlCC
70.2392
704575

Cannot do F test. both models have the same number of degrees of freedom (DOF). So, the best regression is the one with the lowest sum of squares (Exponential)

Tratamiento 2

Concentracion de azucares total. Tratamiento 2

35000 T

30000

25000

T

m

Z. 20000
(="

15000

T

10000

T

T T T

i i i

T T
Ajuste de Ecuaciones
® Datos experimentales
—— Disminucién hiperbdlica
—— Exponencial
—— Disminucién arménica

0.0 05

15 20 25
Horas de fermentacion (L(x+1))

3.0 35 4.0



Overview

Sum of Squares DOF AlCC
Hyperbolic Decline 2.64439e+07 2 87.4055
Exponential 6.29466e+07 3 85.0751
Comparison b
The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test) Exponential
Justification
Akaike's Information Criterion

AlcC

Exponential 85.0751
Hyperbolic Decline 87.40585

Delta = 2 33037
Probability = 0.237727

The likelihood that Exponential is the better model is 76.2273%
F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Exponential). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is a
subset of the more complex model, i.e.. the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, so it presents
F-Test results regardless.

F=275076

P =0.238489

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (i.e., F = 1). There is a 23.8489% probability tha
the the simpler regression (Expaonential) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple model is
Overview

I

Ly

Sum of Squares DOF AlCC
Hyperbolic Decline 2 64439e+07 2 87.4055
Harmonic Decline 9.57314e+07 3 871714

Comparison

The best regression is (chosen via the AIC test): Harmonic Decline

The best regression is (chosen via the F-Test): Harmonic Decline
Justification

Akaike's Information Criterion

AlcC
Harmonic Decline 87 1714
Hyperbolic Decline 87.4085

Delta = 0.234072
Probability = 0.470774

The likelihood that Harmonic Decline is the better model is 52 9226%
F-Test

The maore complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Harmonic Decline). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model
is a subset of the more complex model; i.e., the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, so it
presents F-Test results reqgardless.

F = 524033

P =0.149254

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (i.e., F = 1). There is a 14.9254% probability th
the the simpler regression (Harmonic Decline) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple model is



Overview

&

Sum of Squares DOF AlcC
Exponential 6.29466e+07 3 85.0751
Harmonic Decline 9.57314e+07 3 87.1714
Comparison
The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential
Justification
Akaike's Information Criterion

AlCC

Exponential 850751
Harmonic Decline 871714

Delta = 2 0963
Probability = 0.259581

The likelihood that Exponential is the better madel is 74 0419%.

F-Test

Cannot do F test. both models have the same number of degrees of reedom (DOF). So, the best regression is the one with the lowest sum of squares (Exponential).

Tratamiento 3

Concentracion de azucares total. Tratamiento 3

45000

40000

35000

30000

25000

g
(=7
= 20000

15000
10000

5000

" T ; — " "
Ajuste de Ecuaciones

® Datosexperimentales|
—— Hyperbolic Decline
—— Exponential

0.0

Overview

I
20 25

1.5 A
Horas de fermentacion (L(x+1))

3.6 40

Hyperbolic Decline
Exponential

Comparison

Sum of Squares
1.94567e+08
374114e+03

AlCC
2 97 3843
3 93 9865

The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test). Exponential
Justification

Akaike's Information Criterion

Exponential
Hyperbolic Decline

Delta = 3.39775
Probability = 0. 154612

The likelihood that Exponential is the better model is 84 5388%

F-Test

AlCC
93.9865
97.3843

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Expenential). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is a
subset of the more complex model. i e, the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case. so it

presents F-Test results regardless.

F=16456
P = 0307234

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving fram the complex model to the simple one (i.e.. F = 1). There is a 30.7234% probability
that the the simpler regression (Exponential) is the better fit to the data. The probability threshhaold for rejecting the simple model is



Overview

Sum of Squares DOF AICC
Hyperholic Decline 1.94567e+08 2 97.3843
Harmonic Decline 5.01463e+08 3 95.4513
Comparison
The best regression is (chosen k the AIC test): Harmonic Decline
The best regression is (chosen via the F-Test): Harmonic Decline
Justification
Akaike's Information Criterion

AICC

Harmonic Decline 95 4513
Hyperbolic Decline 97.3843

Delta = 1.93291
Probability = 0. 275587

The likelihood that Harmanic Decline is the better model is 72.4413%.
F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decling) has a better sum of squares than the simpler model (Harmonic Decline). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler mode!
is a subset of the more complex madel: i e, the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case. so it
presents F-Test results regardless.

F =3 15464
P =0217635

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (i.e.. F = 1). There is a 21.7695% probability that
the the simpler regression (Harmonic Decline) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple model is

Overview

Sum of Squares DOF AlCC
Exponential 3.74114e+08 3 93.9865
Harmonic Decline 5.01463e+08 3 95.4513
Comparison
The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential
Justilication
Akaike's Information Criterion

AlCC

Exponential 93.9865
Harmonic Decline 954513

Delta = 146484
Probability = 0.324664

The likelihood that Exponential is the better model is 67 5336%.
F-Test

Cannot do F test. both models have the same number of degrees of freedom (DOF). So, the best regression is the one with the lowest sum of squares (Exponential).

Tratamiento 4

Concentracion de azdcares total. Tratamiento 4

60000 T T T \ I
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Overview

Sum of Squares DOF Alcc
Hyperbolic Decline 5.13101e+08 £k 102.233
Exponential 8.595332+08 3 98 1456
Comparison
I
53
The best regression is (chosen via the AIC test) Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test). Exponential
Justification
Akaike's Information Criterion
AICC
Exponential 98.1456
102.233

Hyperbolic Decline

Delta = 4.08709
Probability = 0.114707

The likelihood that Exponential is the better model is 88.5293%.
F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Exponential). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is a
subset of the more complex model; i.e.. the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, so it presents
F-Test results regardless.

F =135035

P=0136514

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (e, F =1} With an F value of 1.35035, the
simpler regression (Exponential) is the better fit to the data.

Overview
Sum of Squares DOF AlcC

Hyperbolic Decline 513101e+08 Z 102233
Harmonic Decline 1.08058e+09 3 99.2899
Comparison
The best regression is (chosen via the AIC test): Harmonic Decline
The best regression is (chosen via the F-Test): Harmonic Decline
Justification
Akaike's Information Criterion S

AlcC
Harmenic Decline 99 2899

102233

Hyperbolic Decline

Delta = 2.94278
Probability = 0.186731

The likelihood that Harmonic Decline is the better model is 81.3269%

F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Harmonic Declineg). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model
is a subset of the more complex model; i.e., the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, so it
presents F-Test results regardless.

F=221194

P =0275321

If the simpler model were comect. the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (i.e., F = 1). There is a 27 5321% probability that
the the simpler regression (Harmonic Decline) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple model is



Overview

Sum of Squares DOF AlCC
Exponential b 8.59533e+08 3 98.1456
Harmonic Decline 1.08058e+09 3 99.2899
Comparison
The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential
Justification
Akaike's Information Criterion

Alcc

Exponential 98 1456
Harmonic Decline 99 2889

Delta = 1.1443
Prabability = 0.360741

The likelihood that Exponential is the better model is 63.9259%.

F-Test

Cannot do F test. both models have the same number of degrees of freedom (DOF). So. the best regression is the one with the lowest sum of squares (Exponential).

Tratamiento 5

Concentracion de azicares total. Tratamiento 5
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Overview

Sum of Squares DOF AlCC
Hyperbolic Decline 1.00516e+08 2 94.0821
Exponential 1.82635e+08 3 904011
Comparison
ks
The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential
Justification
Akaike's Information Criterion

AICC

Exponential 90.4011
Hyperbolic Decline 94.0821

Delta = 3.68092
Probability = 0.136997

The likelihood that Exponential is the better model is 86 3003%.

F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Exponential). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is a
subset of the more complex model; i.e.. the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case. so it presents

F-Test results regardless.



F =1.63386
P = 0.329462

If the simpler model were correct. the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (i.e., F = 1). There is a 32.9462% probability that

the the simpler regression {Exponential) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple model is
Overview

Sum of Squares DOF
Exponential 1.826352+08 3
Harmoenic Decline 2.18398e+08 3

Comparison

AICC
90 4011
91.2953

The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential
Justification

Akaike's Information Criterion

AlCC
Exponential 90.4011
Harmonic Decline 912953

Delta = 0.894153
Probability = 0.390056

The likelihood that Exgonential is the better model is 60.9944%.
F-Test

Cannot do F test. both models have the same number of degrees of freedom (DOF). Sa, the best regression is the one with the lowest sum of squares (Exponential).

Overview

Sum of Squares DOF
Hyperbolic Decline 1.00518e+08 2
Harmeonic Decline k 2.18398e+08 3

Comparison

AlCC
94.0821
91.2953

The best regression is {chosen via the AIC test): Harmonic Decline
The best regression is {chosen via the F-Test) Harmonic Decline
Justification

Akaike's Information Criterion

AICC
Harmonic Decline 91.2953
Hyperbolic Decline 94.0821

Delta = 2.78677
Probability = 0.198868

The likelihood that Harmanic Decline is the better model is 80.1132%.

F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decling) has a better sum of squares than the simpler model (Harmonic Decline). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model
is a subset of the more complex model; i.e., the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case. so it

presents F-Test results regardless.
F =234544
P =0.266325

Ifthe simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (i.e. F = 1) There is a 26 5325% probability that

the the simpler regression (Harmanic Decling) is the better fit to the data. The probability threshhold for rejecting the simple model is
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Overview
Sum of Squares DOF Alcc
Hyperbolic Decline 1936.93 2 39.7971
Exponential 318017 3 35,6096
Comparison

The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential
The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential
Justification

Akaike's Information Criterion

s

AlCC
Exponential 35.6096
Hyperbolic Decline 39.7971

Delta = 4 18752
Probability = 0.109705

The likelihood that Exponential is the better model is 89.0295%.

F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Exponential). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is &

subset of the more complex model; i.e., the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, soit

presents F-Test results regardless.

F =1.28372
P= 0374753

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one (e F

simpler regression (Exponential) is the better fit to the data.
Overview

=1). With an F value of 1. 28372, the

Sum of Squares DOF AlCC
Hyperbolic Decline 1936 .93 Fl 39.7971
Harmonic Decline 875006 3 521831
Comparison
The best regressien is (chosen via the AIC test): Hyperbolic Decline
The best regression is (chosen via the F-Test): Hyperbolic Decline
Justification ks
Akaike's Information Criterion

AICC

Hyperbolic Decline 39.7971
Harmonic Decline 521831

Delta = 12.386
Probability = 0.00203949

The likelihood that Hyperbolic Decline is the better model is 99.7961%.

F-Test

The more complicated model (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler model (Harmonic Decline). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is
a subset of the more complex model; i.e., the simpler model can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, so it presents
F-Test results regardless.



F-Test

The more complicated madel (Hyperbolic Decline) has a better sum of squares than the simpler madel (Harmonic Decline). Performing an F test. NOTE that the result of an F test is strictly not valid unless the simpler model is
a subset of the more complex model; ie, the simpler madel can be obtained by setting some parameters in the more complex model to certain constants. CurveExpert Pro cannot currently tell if this is the case, so it presents
F-Test results regardless.

F = 88.3496
P=0.0111301

If the simpler model were correct, the sum of squares would increase by approximately the gain in degrees of freedom when moving from the complex model to the simple one {i.e.. F = 1). There is a 1.11301% probability that

N

the the simpler regression (Harmonic Decline) is the better fit to the data

Overview

Sum of Squares Alcc
Exponential 318017 35.6096
Harmeonic Decline 87500.6 52.1831

Comparison

The best regression is (chosen via the AIC test): Exponential

The best regression is (chosen via the F-Test): Exponential

Justification

Akaike's Information Criterion

AlCC
Exponential 356096
Harmonic Decline 521831

Delta = 16.5736

Probability = 0.000251761

The likelihood that Exponential is the better model is 99.9748%.

F-Test

Cannot do F test. both models have the same number of degrees of freedom (DOF). So. the best regression is the ane with the lowest sum of squares (Exponential).

Anexo 6.Parametros de los modelos ajustados para el canderazlicares

Lk

total para cada tratamiento evaluado

Tratamiento

Parametro

Modelo

Armonico *

y=qo/(1 +z/a)

Exponencial *

y=ae™

y=qo(1+bz/a)

Hiperbolico*

(=1/b)

T1

g 0

3,89E+04

3,89E+04

a

2,80E-01

3,89E+04

7,34E-01

b

-9,05E-01

3,38E-01

EE

1,06E+03

1,04E+03

9,13E+02

r

9,98E-01

9,98E-01

9,99E-01

r2

9,97E-01

9,97E-01

9,98E-01

AlIC

7,05E+01

7,02E+01

7,36E+01

T2

g 0

3,15E+04

3,18E+04

a

1,48E+00

3,22E+04

4 84E+00

b

-3,92E-01

-1,22E+00

EE

5,65E+03

4,58E+03

3,64E+03

r

9,00E-01

9,35E-01

9,73E-01

r2

8,10E-01

8,75E-01

9,47E-01

AIC

8,72E+01

8,51E+01

8,74E+01

T3

q 0

4,28E+04

4,55E+04

13



a 8,23E-01 4,42E+04 3,11E+00
b -5,55E-01 -8,60E-01
E,E 1,29E+04 1,12E+04 9,86E+03

r 8,26E-01 8,73E-01 9,36E-01
r2 6,81E-01 7,62E-01 8,76E-01
AIC 9,55E+01 9,40E+01 9,74E+01
q_0 5,15E+04 5,70E+04
a 1,01E+00 5,38E+04 3,32E+00
b -5,05E-01 -9,18E-01
T4 E,E 1,90E+04 1,69E+04 1,60E+04
r 7,61E-01 8,15E-01 8,94E-01
r2 5,79E-01 6,65E-01 8,00E-01
AIC 9,93E+01 9,81E+01 1,02E+02

Anexo 6 (continuacion), Pardmetros de los modelos ajustpdm el

consumo de azUcares total para cada tratamieniweela

Modelo
Tratamiento | Parametro | Armoénico *| Exponencial ¥ Hiperbdlico*
y=qo/(1+z/a) y=ae” y=go (1 +bz/a)
q 0 2,03E+04 2,25E+04
a 1,50E+00 2,14E+04 4,94E+00
b -4,09E-01 -1,37E+00
T5 E.E 8,53E+03 7,80E+03 7,09E+03
r 6,87E-01 7,47E-01 8,70E-01
r2 4,72E-01 5,58E-01 7,57E-01
AIC 9,13E+01 9,04E+01 9,41E+01
q_0 4,17E+03 4,17E+03
a 2,37E-01 4,17E+03 1,13E+00
b -9,59E-01 -7,10E-02
T6 E.E 1,71E+02 3,26E+01 3,11E+01
r 9,96E-01 1,00E+00 1,00E+00
r2 9,93E-01 1,00E+00 1,00E+00
AIC 5,22E+01 3,56E+01 3,98E+01
* Nivel de confianza 95%




