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Resumen

El estado de Chiapas es uno de los mayores productores de café en México. En
esta industria, hay grandes cantidades de residuos que son téxicos y perjudiciales
para el medio ambiente. Durante el proceso de extraccion del grano de café, se
generan residuos como: pulpa, mucilago y pergamino. El mucilago de café es un
residuo agroindustrial compuesto principalmente de azicares simples, los cuales
resultan ser una fuente aprovechable para la producciéon de bioetanol y biogas.

La metodologia de superficie de respuesta, se aplicé para obtener las condiciones
Optimas para la produccion de bioetanol y biogés a partir de mucilago de café (MC)
como sustrato, usando la levadura Saccharomyces cerevisiae en la fermentacion
alcohodlica y lodo metanogénico en la digestion anaerobia. Las variables iniciales
fueron pH, temperatura y concentracion inicial de azicar.

Los experimentos se llevaron a cabo en botellas serologicas de 110 mL. Los re-
sultados sugieren que el mucilago de café es un sustrato viable para la produccién
de bioetanol y biogas. El escalamiento se llevé a cabo en un biorreactor con un
volumen de trabajo de 1 L a temperatura y pH controlado de acuerdo a las condi-
ciones 6ptimas establecidas en los resultados del diseno experimental, obteniendo
una produccién méaxima de bioetanol de 16.62 g/L £ 0.25 y de biogas de 2950 mL.

La aportacién de este trabajo de investigacion es ampliar la reutilizacién del
mucilago de café como residuo, dando a conocer sus caracteristicas como sustrato
en la fermentacion y digestion anaerobia para la produccion de bioenergia, a través
de procesos optimizados para mejorar los rendimientos de los biocombustibles.
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Capitulo 1

Introduccion

La demanda de energia en el mundo estéa creciendo aceleradamente, el 88 % de
esta demanda se satisface con los combustibles fosiles. Prospectivas han demostra-
do que la demanda de energia aumentara durante este siglo por un factor de dos
o tres [IEA, 2006]. Al mismo tiempo, la concentracion de gases de efecto inverna-
dero (GEI) en la atmosfera estan creciendo rapidamente, siendo las emisiones de
COg el contribuyente més importante al efecto del cambio climatico proveniente
de la combustién de combustibles convencionales. Con el fin de minimizar el ca-
lentamiento global y efectos del cambio climatico, las emisiones de gases de efecto
invernadero deben reducirse a menos de la mitad de los niveles de emisiones mun-
diales de 1990 [IPCC, 2000]. Otro desafio global importante es la seguridad del
abastecimiento energético, porque la mayor parte de las reservas de petréleo y de
gas convencionales se concentran en regiones politicamente inestables.

En 2012, la produccién mundial de energia primaria totalizé6 en 563,591.72
Petajoules (PJ) (Figura 1.1), 2.0 % mayor que en 2011. Los paises con mayor pro-
duccién primaria fueron China, Estados Unidos, Rusia, Arabia Saudita e India, con
participaciones de 18.8 %, 13.4%, 9.9%, 4.6 % y 4.0 %, respectivamente. México se
situ6 en el duodécimo lugar, con 1.6 % de la energia total producida en el mundo.
Dentro de los cambios en la canasta de produccién primaria, destaco el incremento
de la participacién del carbén y sus derivados, que ganaron 0.2 puntos porcentua-
les de 2011 a 2012. Por su parte, la nucleoenergia perdi6é 0.3 puntos porcentuales.
Ligado a lo anterior, el principal incremento se observé en la produccién del car-
bon y sus derivados, con 2.4 % respecto al afio anterior. La produccion mundial
de energias renovables increment6 3.3 %, la de petroleo 1.9 %, y la de gas natural

19
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1.7 %, mientras que la nucleoenergia disminuy6 4.7 %.

Renovables
13.4%

Carbony
sus
derivados

29.4%

Nucleo-
energia
4. 8%

Gas natural
21.2%

Petréleo
31.2%

Figura 1.1: Produccion mundial de energia primaria [IEA, 2014].

El consumo mundial de energia creci6 0.7 % en 2012, al totalizar en 375,926.91
PJ (Figura 1.2). Esto se debi6 principalmente al incremento en el consumo de elec-
tricidad con 2.8 %, al carbon y sus derivados con 0.6 % y a las energias renovables
con 0.5%. Los tipos de energia renovable que tuvieron un incremento en su par-
ticipacion fueron la solar y la eolica, con 849.08 PJ, cifra 15.7 % mas alta que la
registrada en 2011.
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Carbén y sus
derivados
10.1%

Electricidad
18.1%

Renovables
15.9%

Petroliferos
40.7%

Gas natural
15.2%

Figura 1.2: Consumo mundial de energia por energético [IEA, 2014].

La produccién nacional de petréleo, principal energético primario, disminuyo
2.0 % respecto a 2012, asociado principalmente a la menor produccion del princi-
pal campo del Activo Cantarell, que se encuentra en declive. Este comportamiento
no fue compensado con la mayor producciéon de los activos Ku-Maloob- Zaap y
Abkatun-Pol-Chuc. Al cierre de 2013, se alcanzé una tasa de restitucion de reser-
vas de 67.8%, lo cual implica una caida de 35.0 %, en comparacion a 2012. La
produccion del Activo Integral Ku-Maloob-Zaap representé 34.2% del total na-
cional y aument6 1.0 % en 2013 respecto a 2012. Mientras que la produccion del
Activo Integral Cantarell fue equivalente a 17.4 % del total, con una caida de 3.2 %
respecto al aflo anterior.

En 2013, el consumo nacional de energia aument6 2.3 % respecto al ano ante-
rior, al totalizar 9,011.83 PJ. Este flujo es el agregado de la energia que se envia a
las distintas actividades o procesos para su utilizacién y principalmente comprende
dos divisiones: consumo del sector energético y consumo final total. El consumo
final total de energia, definido como la suma del consumo no energético total y
el consumo energético total, mostré un incremento de 0.6 % respecto a 2012, to-
talizando 5,132.32 PJ. Este flujo representa la energia que se destina al mercado
interno o a las actividades productivas de la economia nacional.

Los hidrocarburos aportaron el 88.1% a la produccion de energia primaria,
1.1 % menor respecto a lo observado en 2012. La produccion de fuentes no fosiles
de energia primaria aument6 su participacion, pasando de 7.9 % a 8.4 % de 2012 a
2013 [SENER, 2014].
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El consumo de combustibles en el sector transporte totaliz6 2,262.28 PJ en 2013,
1.6 % menor que en 2012. Durante el 2013 se observo un crecimiento importante
en el consumo de energéticos en el transporte aéreo, con un incremento de 4.9 %
respecto a 2012. Por otro lado, se observo un decremento de 12 % en los movimientos
de carga del transporte maritimo (figura 1.3).

1%
Aéreo 5.6%
99% .
® Gas licuado
® Gasolinas y naftas
Maritimo 1.3% 100%
# Diesel
Gas seco
Ferroviario | 1.2% Querosenos

= Combustodleo

= Electricidad
Eléctrico | 0.2% ectricida

Figura 1.3: Consumo y procedencia de energia del sector transporte [SENER,
2014].

En referencia a los precios de los energéticos, se registraron incrementos, el
gas natural 23.6 % en promedio, la gasolina magna 16.5 % y la gasolina premium
16.1 %, el diésel 15.8 % y el gas licuado de petroleo 14.5 %. Por su parte se observo
una disminucién de los precios de la canasta mexicana de petroleo de 3.3 %, asi co-
mo del combustoéleo y la turbosina con 7.7 % y 3.1 % respectivamente, con respecto
al ano anterior [SENER, 2014].

Biocombustibles como bioetanol y biogas que son una fuente de energia reno-
vable son candidatos a sustituir el uso del pétroleo. El bioetanol es un producto
quimico obtenido a partir de la fermentacion de los aziicares que se extraen de
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material vegetal, su produccién tiene cada vez mas éxito puesto que su uso pro-
mueve una mejor combustion y ayuda a preservar el medio ambiente de las emisio-
nes contaminantes. Kl biogas a partir de desechos, residuos y cultivos energéticos
desempenia un papel importante, ya que es una fuente de energia renovable versa-
til, que puede ser utilizado para la sustituciéon de los combustibles fosiles para la
generacion de potencia y producciéon de calor, y puede ser potencialmente utilizado
también como combustible gaseoso para vehiculo. El biogas es rico en metano y
puede reemplazar también el gas natural como materia prima para la produccién
de productos quimicos y materiales.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Implementar una metodologia para la producciéon de bioetanol y biogas a partir
de mucilago de café.

Objetivos especificos

= Extraer y caracterizar el sustrato utilizado como materia prima.
= Establecer un proceso de fermentacién para la producciéon de bioetanol.

= Establecer un proceso de digestién anaerobia para la producciéon de biogas.
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Capitulo 2

Marco tedrico

2.1. Combustibles fésiles y su efecto en el me-
dio ambiente

Los combustibles fésiles, como el carbén, el petroleo y el gas natural, son ac-
tualmente la fuente de energia primaria més importante en el mundo. Formado a
partir de material organico en el transcurso de millones de anos, los combustibles
fosiles han alimentado ciudades y el desarrollo de la economia mundial durante el
siglo pasado. Sin embargo, los combustibles fosiles son recursos finitos y también
pueden danar irreparablemente el medio ambiente. Segiin la Agencia de Proteccién
Ambiental, la quema de combustibles fosiles fue responsable de 79% de las emi-
siones de gases de efecto invernadero de los Estados Unidos en 2010. Estos gases
evitan que una parte del calor del sol deje la atmoésfera del planeta, provocando
cambios potencialmente catastroficos en el clima de la tierra [EESI, 2015].

Petroleo

El petroleo es la fuente principal de combustible del mundo para el transporte.
La mayor parte del petréleo se bombea no solo de depésitos subterrdneos, sino que
también se puede encontrar en pizarras y arenas bituminosas. Una vez extraido, el
petréleo crudo es procesado en las refinerias para producir combustibles; gasolina,
gas licuado de petréleo y otros productos no combustibles tales como pesticidas,
fertilizantes, productos farmacéuticos y plasticos.

25
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Estados Unidos es lider mundial en el consumo de petréleo con 19.2 millones
de barriles por dia a partir de 2010. Las importaciones de petrdleo netas para
los EE.UU. fueron de 9.4 millones de barriles por dia. Los paises exportadores
a los Estados Unidos son Canadé, México, Arabia Saudita, Venezuela y Nigeria.
El petroleo plantea importantes problemas ambientales, y la fuerte dependencia
del transporte en el mundo hace que sea dificil reducir el consumo. Ademés de
la degradacion ambiental causada por derrames de petréleo y la extraccion, la
combustién de petréleo libera particulas finas que pueden conducir a problemas
respiratorios graves, y es una fuente importante de emisiones de gases de efecto
invernadero |[EESI, 2015].

Carbén

El carbén se utiliza principalmente para generar electricidad. China es el li-
der mundial en la produccién de carbon, responsable de casi el 50% de la oferta
mundial.

La combustion de carbén libera contaminantes al aire como: didxido de azufre,
oxidos de nitrogeno y tridéxido de azufre, que generan lluvia acida. El proceso de
mineria también puede ser muy perjudicial para el medio ambiente, a menudo
resulta en la destruccion de la vegetaciéon y la capa superior del suelo. Los rios y
arroyos también pueden ser destruidos o contaminados por desechos mineros.

La premisa de carbén limpio, recientemente se ha promovido como una manera
de utilizar esta fuente de energia abundante y sin danar el medio ambiente. La
captura y almacenamiento de carbono, donde el carbono se separa del carbén y
se inyecta en el subsuelo para su almacenamiento a largo plazo, en teoria, podria
mitigar las emisiones de gases de efecto invernadero de la industria del carbén. Sin
embargo, la captura y almacenamiento de carbono atin no se ha demostrado como
una forma segura o realista para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero
de las centrales eléctricas, los costos ambientales y de salud en la mineria [EESI,
2015].

(GGas natural

Se utiliza con mayor frecuencia para producir calor o electricidad para edificios
o procesos industriales. Rusia sigue siendo el principal proveedor de gas para gran
parte de Europa. Sin embargo, el gas natural es transportado en forma licuada por
barco para satisfacer una mayor demanda mundial de combustible.

El gas natural se quema de forma mas limpia que el carbon y el petroleo, con
casi cero emisiones de diéxido de azufre y muchas menos emisiones de 6xidos de
nitrogeno y particulas. El gas natural libera casi un 30% menos de diéxido de
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carbono que el petroleo y un 43 % menos que el carbon. El gas natural se puede
utilizar para producir fertilizantes, pinturas, plasticos, etc. [EESI, 2015].

2.2. Biocombustibles

Los biocombustibles son reconocidos como una importante fuente de energia
renovable y sostenible para sustituir a los combustibles fésiles.

En los biocombustibles se hace referencia a los combustibles sélidos, liquidos y
gaseosos que se derivan de fuentes renovables, como la biomasa, grasas animales,
plantaciones o aceites usados. Ademas de ser renovable, el ciclo de produccion y
el consumo de estos reduce la emisién de diéxido de carbono comparado con los
combustibles fosiles [Cucek et al., 1999].

Esto se debe a que los biocombustibles se derivan de la biomasa, y liberan gases
de escape que contienen menos monoxido de carbono (CO), éxidos de nitrogeno
(NOy), ¢xidos de azufre (SO, ), hidrocarburos no quemados y particulas en suspen-
sion [Bucksch and Egebéck, 1999]. El contenido de estos contaminantes es menor
para inducir riesgos ambientales y de salud, en comparacién con el combustible de
petroleo [Egebick and Westerholm, 1997].

A pesar de las conocidas ventajas de la utilizacion de los biocombustibles sobre
los combustibles fosiles, es importante para evaluar los posibles efectos adversos en
la salud humana, el medio ambiente y la propiedad como resultado de la produccién
de biocombustibles [Naik et al., 2010].

Hasta la fecha, diversos analisis sobre la produccién de biocombustibles se han
realizado en todo el mundo sobre la base de diferentes aspectos; econémico, impacto
ambiental, desarrollo social, etc. [Jaeger and Egelkraut, 2011]. Ademas, extensas in-
vestigaciones se estan llevando a cabo para mejorar continuamente las tecnologias
y herramientas de evaluaciéon sobre producciéon més limpia de los biocombusti-
bles [Klemes et al., 2012].

Los biocombustibles se pueden clasificar en dos tipos principales, los biocom-
bustibles liquidos y gaseosos. La purificacién del biogas convencional en biocom-
bustible de metano enriquecido llevo al desarrollo del biometano. El biohidrégeno
es relativamente un nuevo tipo de biocombustible gaseoso, que es producido por la
fermentaciéon anaerobia de los residuos agroindustriales por la accién sinérgica de
un consorcio de bacterias metanogénicas, acidogénicas y hidrogenoides. Por otra
parte, los biocombustibles liquidos se clasifican en bioetanol y biodiésel. Mientras
que el bioetanol ha ganado importancia debido a la crisis actual de la energia
mundial, el biodiésel ha ocupado el centro del escenario como un potencial.

Hasta la fecha, los biocombustibles han evolucionado desde la primera hasta
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la cuarta generacién y se diferencian principalmente en las materias primas y las
tecnologias utilizadas para su produccion [Liew et al., 2014].

Biocombustibles de primera generacion

Estos biocombustibles provienen de fuentes que también se usan como alimen-
tos (maiz, trigo, cebada y cana de azucar), por lo que su produccion puede dar
lugar a la competencia de las tierras destinadas al cultivo para alimentos o para
biocombustibles; ademas de un aumento significativo de los precios de los alimentos
bésicos y alimentos para animales, provocando una crisis alimentaria. Sin embargo,
la tecnologia de conversiéon es simple y de bajo costo comparada con los biocom-
bustibles de segunda generacion [Ajanovic and Haas, 2010].

Biocombustibles de segunda generacién

Los biocombustibles de segunda generaciéon se obtienen a partir de materias
primas lignoceluldsicas (paja de cereales, bagazo de cana de azticar, residuos fores-
tales), residuos solidos municipales y cultivos energéticos [OECD/IEA, 2008|. La
materia prima lignocelulésica, no requiere tierras de cultivo adicional, no compite
con la producciéon de alimentos, pero su pretratamiento puede llegar a ser costoso.
Se necesita desarrollar mayor investigacion tecnologica para que sea rentable la
conversion de la biomasa lignocelulésica a biocombustibles [Sims et al., 2010].

Biocombustibles de tercera generacion

El COg4 es utilizado como materia prima para la produccién de los biocombus-
tibles de tercera generacion, usando principalmentre organismos autotrofos como
las algas. Las algas no compiten por fuentes de alimentos o cultivos, se puede cul-
tivar en estanques y se puede utilizar agua residual o agua de mar, pero presentan
mayor consumo de energia para su cultivo (mezcla, centrifugacion, filtracion), su
produccién esta limitada por la dependencia a la luz del sol, la biomasa presenta
problemas de contaminacion y los fotobiorreactores tienen un costo elevado [Singh
and Gu, 2010].

Biocombustibles de cuarta generaciéon

Los biocombustibles de cuarta generacién se producen a partir de algas y otros
microorganismos, los cuales se modifican genéticamente para incrementar el rendi-
miento, el contenido de lipidos y mejorar su habilidad en la captura de COs, estos
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se encuentran en las primeras etapas de investigacion [Ajanovic and Haas, 2010].

A pesar de que el combustible de petroleo podria apoyar suficientemente la
actual demanda mundial, su impacto asociado sobre todo a los problemas del me-
dio ambiente se ha convertido en una preocupacién importante. La apariciéon de
los biocombustibles desde entonces ha sido considerado como solucién sostenible
para sustituir el combustible de petréleo debido a su caracteristica renovable y
ambientalmente amigable.

2.3. Residuos agroindustriales

La agroindustria es una actividad econémica que combina el proceso productivo
agricola con el industrial para generar alimentos o materias primas semielaboradas
destinadas al mercado. Constituye una parte del sector industrial que se dedica
a producir y/o transformar, almacenar y comercializar productos provenientes del
campo. Entre los productos que se industrializan estan: frutas, verduras, raices,
semillas, hojas, tubérculos y vainas; algunos se comercializan en fresco y otros son
transformados en néctares, jugos, mermeladas, ensaladas, harinas, aceites, vinos,
concentrados en polvo y conservas, por mencionar algunos. A partir de lo anterior,
se puede entonces decir que los residuos agroindustriales son materiales en estado
solido o liquido que se generan a partir del consumo directo de productos primarios
o de su industrializacién, y que ya no son de utilidad para el proceso que los generd,
pero que son susceptibles de aprovechamiento o transformaciéon para generar otro
producto con valor econémico, de interés comercial y/o social [Saval-Bohorquez,
2012].

Los investigadores han adoptado muchas tecnologias para reducir la contami-
nacion y el costo de los productos de valor agregado mediante el uso de residuos
agricolas. Varios procesos han sido desarrollados para utilizar materias primas re-
novables para la produccién de productos de valor agregado tales como enzimas,
acidos organicos, etanol, aminoécidos, proteina unicelular, hongos, etc. En la actua-
lidad, se esta prestando mucha atencién al potencial biotecnolégico de los residuos
agroindustriales como el bagazo de yuca, bagazo de cana de aztcar, pulpa de re-
molacha, cascarilla de café y pulpa, pulpa de manzana, oleaginosas, trigo/salvado
de arroz, etc. (tabla 2.1), para su uso como materia prima en bioprocesos [John
et al., 2007]. Aproximadamente 3.5 mil millones de toneladas de residuos agricolas
son anualmente producidos en el mundo [John, 2009].
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Tabla 2.1: Usos de los residuos agroindustriales

Residuos agroindustriales

Usos

Referencia

Pulpa de remolacha azuca-
rera, de papa, y cereales
Pulpa de uva, residuos de al-
midon, efluentes y melazas
residuales del aceite de oli-
va

Salvado de trigo

Bagazo de cana de azicar

Bagazo de yuca

Céascara de café

Bagazo de yuca, pulpa de
manzana, soja, grano de
amaranto y aceite de soja
Salvado de trigo, salvado
y paja de arroz, aserrin y
esencia coco

Biomasa (maiz, mazorcas
y tallos, residuos de cana
de azicar, trigo o paja de
arroz)

Tallo de algodén, paja de
arroz, bagazo y residuos de
plantas de banano

Cana de aztcar, materiales
ricos en almidén y biomasa
lignocelulésica

Produccién de metano

Producciéon de polisa-
caridos extracelulares

Produccién de &cido
ferulico

Produccién de alimen-
to para el ganado enri-
quecida con proteinas
y enzimas

Producciéon de acidos
organicos, compuestos
de sabor y aroma, y
setas

Produccién de com-
puestos aromaticos

Cultivo de cepas de
Rhizopus comestibles

Produccién de endoxi-
lanasa

Produccién de etanol

Extracciéon de fibras
lignoceluldsicas

Produccién de bioeta-
nol

|[Kang  and
Wetland, 1993]

[Israilides et al.,
1994]

[Faulds et
1997]

al.,

[Pandey et
2000a]

[Pandey et
2000b)

[Soares et al.,

2000]

[Christen et al.,
2000]
and

[Poorna
Prema, 2006]

[Lin and Tana-
ka, 2006]

[Habibi et al.,
2008]

[Sdnchez and
Cardona, 2008]




2.3. Residuos agroindustriales 31

2.3.1. Cereza de café

Las cerezas de café, son el fruto fresco del cafeto cuando siguen en el arbol o
acaba de ser recogida pero atn no se han secado o extraido el grano. Después de
eso se conocen como granos verdes de café. Las cerezas de café crecen en racimos
a lo largo de los tallos de la planta. Alcanza un tamafio aproximado de 1.5 cm. Se
requieren unos nueve meses para que los frutos del cafeto maduren y adquieran su
color rojo brillante o morado. La cereza de café esta constituida por piel, mucilago,
pergamino, pelicula delgada, semilla y tallo (figura 2.1).

El café es una bebida que se hace por infusién de las semillas tostadas y tri-
turadas de la planta de café. Debido a la demanda de esta bebida, en la industria
del café se generan grandes cantidades de residuos, que son toxicos y perjudiciales
para los procesos biologicos del medio ambiente. Durante la elaboracion del café se
obtienen los siguientes residuos: pulpa, mucilago, pergamino, etc. [Pérez-Sarinana
et al., 2015a).

La superficie cosechada de café cereza en México en el afio 2013 fue de 700,116.79
hectareas, con una produccién de 1,257,982.81 toneladas. A nivel nacional Chia-
pas es el estado que mas café cereza produjo con 499,105.16 ton, Veracruz con
365,333.44 ton, Puebla con 136,864.84 ton y Oaxaca con 129,756.01 ton.

*  Piel

« Mucilago
= Pergamino

. Pelicula
delgada

® Semilla

Figura 2.1: Representacion del corte longitudinal de la cereza de café.
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2.3.2. Mucilago de café

El mucilago de café es un residuo liquido viscoso producido en la industria cafe-
talera que se desecha sin tratamiento directamente en los cursos de agua, causando
serios problemas de contaminacion [Pérez-Sarinana et al., 2015b]. Se puede utilizar
como sustrato para producir biocombustibles: bioetanol y biogés.

Dentro de los diferentes métodos de extraccion, la extraccién mecénica de los
granos de café (figura 2.2) reduce la cantidad de agua utilizada; en consecuencia,
permite recuperar la fraccion de mucilago [Pérez-Sarinana et al., 2015¢].

Figura 2.2: Extracciéon mecanica de mucilago de café.

2.4. Conversion de azticares en etanol por fer-
mentaciéon alcohélica

La fermentacién alcohélica o etilica, es un proceso anaerobio realizado por mi-
croorganismos (levaduras, mohos y bacterias), los cuales metabolizan azucares sim-
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ples contenidos en el mosto, convirtiéndose en etanol y didéxido de carbono princi-
palmente.

2.4.1. Bioetanol

El bioetanol es un biocombustible utilizado como un sustituto de la gasolina,
producido por procesos simples de fermentacion con levaduras que pueden usar
azdcares provenientes de materia prima agricola barata y renovable. Se utilizan una
variedad de materias primas comunes ricas en azicar, incluyendo tallos de cana de
azucar, tubérculos de remolacha azucarera y sorgo dulce. El bioetanol producido a
partir de productos agricolas renovables y baratos, reducen las emisiones de gases
de efecto invernadero como COs, NO3 y SO4, dismunuyendo la contaminacién
del medio ambiente. Los residuos y desechos agricolas tienen varias ventajas, ya
que no requieren tierras adicionales, se recogen de grandes extensiones agricolas y
forestales. Algunos de los residuos agroindustriales potencialmente utilizados en la
produccién de etanol en varios paises son mencionados en la tabla 2.1.

2.5. Digestién anaerobia

La digestiéon anaerobia es un proceso biologico en el cual microorganismos des-
componen la materia organica, en ausencia de oxigeno. Este proceso genera un gas
conocido como biogéas entre los cuales el diéxido de carbono y el metano son los
més abundantes. El digestato, es el subproducto liquido resultante de la digestién
anaerobia y tiene un uso potencial como fertilizante organico sustituto de fertili-
zantes minerales comerciales.

La digestion anaerobia de los cultivos energéticos, residuos y desechos ha gana-
do importancia ya que permite reducir las emisiones de gases de efecto invernadero
y para facilitar un desarrollo sostenible del abastecimiento energético. La produc-
cion de biogas ofrece un soporte versatil a las energias renovables, por ejemplo el
metano se puede utilizar para la sustituciéon de los combustibles fosiles tanto en
la generacién de calor y electricidad, y como combustible para vehiculos. Para la
produccién de biogés, se aplican diversos tipos de procesos que se pueden clasificar
en sistemas de digestion htimedo y seco. Lo que més se aplica, son sistemas de
digestion htiimedo utilizando digestores de tanque con diferentes tipos de agitador
dependiendo del origen de la materia prima.

El biogas se utiliza principalmente en las plantas de cogeneracién y plantas
de potencia, donde turbinas de microgas y celdas de combustible son alternativas
costosas que requieren investigacion para reducir los costos y aumentar su factibi-
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lidad econémica. La transformaciéon de gas y la utilizacién como combustible para
vehiculos o inyeccién en la red de gas natural es de interés creciente debido a que
el gas se puede utilizar de una manera més eficiente.

El digestato de la fermentaciéon anaerobia es un valioso fertilizante debido a la
mayor disponibilidad de nitrégeno y el mejor efecto de fertilizaciéon a corto plazo.
El tratamiento anaerobio minimiza la supervivencia de patégenos lo cual es impor-
tante para el uso del residuo digerido como fertilizante [Weiland, 2010].

La produccién de biogas mediante digestion anaerobia ofrece importantes ven-
tajas sobre otras formas de produccién de bioenergia. Ha sido catalogada como
una de las tecnologias mas eficientes que reduce las emisiones de gases de efecto
invernadero en comparaciéon con los combustibles fosiles por la utilizacién de los
recursos disponibles a nivel local [Fehrenbach et al., 2008|.

La digestién anaerobia para la produccién de metano es un proceso complejo,
que se divide en cuatro fases: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis
(figura 2.3). Los pasos de degradacion individuales se llevan a cabo por diferentes
consorcios de microorganismos [Angelidaki et al., 1993].

El proceso de digestion anaerobia se desarrolla en las siguientes etapas [Verea-
Valladares, 2009]:

Hidrolisis de biopolimeros (proteinas, carbohidratos y lipidos)

Fermentaciéon de aminoécidos y aztcares

= Oxidacién anaerobia de 4cidos grasos de cadena larga y alcoholes

Oxidacién anaerobia de productos intermedios, como 4cidos grasos volatiles
(AGV)

Conversion de acetato a metano

= Conversiéon de hidréogeno a metano
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Figura 2.3: Proceso de transformacion de la materia organica en un proceso
de digestion anaerobia [Verea-Valladares, 2009).

Un consorcio complejo de microorganismos participa en la hidrolisis y fermen-
tacion de material orgénico, producen cantidades de acetato e hidrogeno, asi como
también cantidades variables de AGV, como propionato y butirato. Microorga-
nismos excretan enzimas hidroliticas, por ejemplo, celulasa, celobiasa, xilanasa,
amilasa, lipasa, y la proteasa. La mayoria de las bacterias son anaerobias como
Bactericidas, Clostridios y Bifidobacterias. Por otra parte, algunas anaerobias
facultativas como Estreptococos y Enterobacterias participan. Los acidos grasos
volatiles se convierten en acetato e hidréogeno por bacterias acetogénicas que pro-
ducen hidrogeno. Bacterias homoacetogénicas tipicas son Acetobacterium woodii y
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Clostridium aceticum. La acumulaciéon de hidrogeno puede inhibir el metabolismo
de las bacterias acetogénicas.

El proceso de digestion tiene lugar en condiciones mesofilicas (35-42 °C) o ter-
mofilicas (45-60 °C) de temperatura. Es importante mantener una temperatura
constante durante el proceso de digestion, los cambios de temperatura o fluctua-
ciones afectaran a la producciéon de biogas negativamente.

La formacion de metano se lleva a cabo dentro de un intervalo de pH relativa-
mente estrecho, de aproximadamente 6.5 a 8.5 con un intervalo 6ptimo entre 7.0 y
8.0. El proceso es inhibido si el pH disminuye por debajo de 6.0 o sube por encima
de 8.5. El valor del pH aumenta por la acumulacién de amonfaco durante la degra-
dacion de proteinas, mientras que la acumulacion de AGV disminuye el valor del
pH. La acumulaciéon AGV no siempre suele resultar en una caida del pH, debido
a la capacidad tampon del sustrato. El estiércol animal tiene buffer de alcalinidad
que estabiliza el valor de pH en la acumulaciéon de AGV. Este buffer disminuye
el acido acético presente en mayor concentracion que otros acidos grasos (acido
propioénico y butirico) [Wang et al., 1999, Mésche and Jordening, 1999].

2.5.1. Caracteristicas y usos del biogas

El biogas se produce por medio de digestién anaerobia de residuos organicos,
incluyendo estiércoles de cultivos microbianos mixtos, se compone principalmente
de metano (55-70 % en volumen) y diéxido de carbono (entre 30-45 %) y también
puede incluir pequenas cantidades de sulfuro de hidrogeno (50-2000 ppm), vapor
de agua (saturada), oxigeno y diversos hidrocarburos traza [Amigun et al., 2008|.
Debido al menor contenido de metano (con un poder calorifico inferior) en com-
paracion con el gas natural, el uso de biogas se limita al uso en los conjuntos de
motor-generador y calderas [Chattopadhyay et al., 2009].

2.6. Biorreactores

El biorreactor es un recipiente en el cual se lleva a cabo una reacciéon catalizada
por enzimas o células, libres o inmovilizadas, junto con los mezcladores, equipos
de toma de muestra y aparatos de control. El biorreactor es el centro de todo pro-
ceso biotecnolélogico. El disefio y el analisis del comportamiento de un biorreactor
dependen del conocimiento de la cinética de las reacciones biologicas y de los ba-
lances de energia. En la practica, esta metodologia se hace muy compleja debido a
la naturaleza de la catalisis biologica y del caldo de fermentacion, los cuales pueden
tener propiedades que varian con el tiempo y presentan patrones cinéticos y de flujo
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2.6.1. Sistema discontinuo o batch

El crecimiento de microorganismos en batch se refiere a que las células se cul-
tivan en un recipiente con una concentracién inicial, sin que esta sea alterada por
nutrientes adicionales o lavado, por lo que el volumen permanece constante y sblo
las condiciones ambientales del medio (pH, temperatura, velocidad de agitacion,
etc.) son controladas por el operador. El proceso finaliza cuando todo el sustrato es
consumido por la biomasa. Esta forma de cultivo es simple y se utiliza extensamente
tanto en el laboratorio como a escala industrial.

2.6.2. Sistema semicontinuo o fed-batch

En un cultivo semicontinuo o fed-batch, los nutrientes son alimentados al bio-
rreactor de forma continua o discontinua, mientras que no hay efluente en el sistema.
Segiin sea el objetivo de la operacion, la adicion intermitente del sustrato mejora la
productividad de la fermentacion manteniendo baja la concentracion del sustrato.

2.6.3. Sistema continuo

Un cultivo continuo consiste en alimentar nutrientes y retirar productos con-
tinuamente de un biorreactor. Bajo ciertas condiciones el cultivo puede alcanzar
un estado estacionario, donde no existe variacién con el tiempo del volumen del
reactor. De esta manera se puede utilizar para producir sustancias biologicas a
condiciones Optimas y para estudios fisiologicos.
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Capitulo 3

Método simple para determinar la
produccion de bioetanol a partir
de mucilago de café.

3.1. Resumen

En este trabajo se estableci6 un método para determinar la concentracién de
bioetanol empleando un picnémetro verificado con la técnica de cromatografia li-
quida de alta resolucion (HPLC), el picnémetro es una herramienta sencilla usada
para determinar la densidad de liquidos con esto obtener informacién sobre la con-
centracién de etanol. Los resultados mostraron que la concentraciéon de aziicares
iniciales afect6 la concentracién de bioetanol. Una concentraciéon de azicares ini-
ciales baja de 26.5 g/L genera un rendimiento alto de 45.3% de aztcares para
bioetanol y un rendimiento fraccional o relativo del 88.74 %. Se utilizaron las prue-
bas de significacién para comparar dos medias experimentales, que revelaron que
el método del picnémetro y HPLC proporcionan la misma concentracién de bio-
etanol con varianzas conjuntas de 2.269, 0.242 y 0.112 para tres ensayos diferentes
con concentraciones de azucares iniciales de 26.486 g/L, 49.043 g/L, y 68.535 g/L,
respectivamente.

Palabras clave: Picnometro, HPLC, fermentacion, concentracion de bioetanol.
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3.2. Abstract

This paper established a method to determine bioethanol concentration that
uses a pycnometer verified with a high performance liquid chromatography (HPLC)
technique; the pycnometer is a simple tool used to determine the density of liquids
for getting information about the ethanol concentration. The results showed that
the sugar concentration affected the bioethanol concentration. A lower initial sugar
concentration of 26.5 g/L generated higher yield of 45.3 % sugar to bioethanol and
a fractional or relative yield of 88.74 %. Significance tests were used to compare
the two experimental means, revealing that the pycnometer method and HPLC
provide the same bioethanol concentration with joint variances of 2.269, 0.242, and
0.112 for 3 different tests with initial sugar concentrations of 26.486 g/L, 49.043
g/L, and 68.535 g/L, respectively.

Keywords: Pycnometer, HPLC, fermentation, bioethanol concentration.

3.3. Introducciéon

El uso de recursos renovables derivados de la biomasa es beneficioso cuando
se trata de desarrollar sistemas sostenibles de energia de diferentes sustratos [Cor-
tright et al., 2002]. La conversion de biomasa en biocombustibles puede reducir la
dependencia y vulnerabilidad energética de sistemas de transporte que operan con
combustibles derivados del petroleo. El bioetanol ha recibido considerable atencion
en los ultimos anos como un oxigenante de combustible o incluso como un combus-
tible liquido sustituto [Vu¢urovi¢ and Razmovski, 2012]. Estudios anteriores hacen
referencia a la determinacion de etanol o contenido de bioetanol por HPLC |Lieb-
mann et al., 2008] a partir de polisacaridos [Huang et al., 2013|; hojuelas de sorgo y
maiz [Chuck-Hernandez et al., 2009], paja de colza [Karagooz et al., 2013], residuos
forestales [Ferreira et al., 2010], y otros. El mucilago de café es un residuo que se
desecha directamente en los cursos de agua debido a que no tiene uso alternativo,
el cual causa serios problemas de contaminacion.

La determinacion de la concentraciéon de etanol se puede realizar de varias for-
mas: |Lachenmeier et al., 2010] métodos densimétricos, dicromato de potasio [Breis-
ha, 2010], biosensor potenciométrico |[Rotariu et al., 2004], cromatografia de gases
(GC) [Wang et al., 2003], electroforesis capilar [Oliver et al., 2014|, cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) [Huang et al., 2013|, espectrometria de Ra-
man [Shih and Smith, 2009], espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) [Lieb-
mann et al., 2008], analizador de bebidas alcoholicas, y anélisis de inyeccion de
flujo [Rangel and Toth, 2000]. Para la espectrofotometria de oxidacion de dicro-
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mato, los reactivos utilizados son altamente téxicos y nocivos. Baja estabilidad,
reproducibilidad y precisién son las desventajas del método enzimético, biosensor,
y potenciometria. Espectrometria de Raman, electroforesis capilar, GC y HPLC
requieren un equipo costoso. El método de HPLC tiene una sensibilidad relativa-
mente baja. Espectroscopia NIR y el analizador tienen poca precision.

El método propuesto para determinar la concentracién de bioetanol utilizado en
este trabajo fue el método del picnémetro verificado con la técnica de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), como una herramienta sencilla para determinar
la densidad de liquidos para obtener informaciéon sobre la concentracién de eta-
nol. Este método ayuda a comparar las densidades de dos liquidos, con el peso
del picnometro con cada liquido por separado, comparando sus masas [Pratten,
2009, Piccolo and Bezzo, 2009]. Todo el proceso debe llevarse a cabo a tempera-
tura constante para evitar errores debidos a ligeras variaciones en el volumen. El
picnémetro es muy sensible a cambios en la concentraciéon de sales en el agua, por
lo que se utiliza para determinar la salinidad del agua y la densidad de liquidos
biolégicos en los laboratorios, entre otras aplicaciones. El método del picnémetro
es una forma alternativa para cuantificar la concentracién de etanol en un medio
de fermentacién cuando falta equipo sofisticado.

3.4. Materiales y métodos

3.4.1. Sustrato

El mucilago de café fue extraido mecénicamente y suplementado con sales:
0.02 g/L de sulfato de magnesio (MgSO47H20) y 0.2 g/L de sulfato de amonio
((NH4)2504) [Mishima et al., 2008|

3.4.2. Microorganismo

La levadura Saccharomyces cerevisiae Y-2034 [Wang et al., 2012| se sembro
y se mantuvo en medio YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2% y dextrosa
al 2%). Las células se incubaron a 30 °C durante 48 h [Mishima et al., 2008, Mus-
satto et al., 2011al. La cepa se cultivdo en matraces de 250 mL bajo condiciones
microaerdbias y se agité a 150 rpm a 30 °C durante 24 h para permitir el creci-
miento celular en la fase exponencial, las células se resuspendieron en el medio de
fermentacion.
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3.4.3. Proceso de fermentacion

El proceso de fermentacion se llevé a cabo con tres diferentes concentraciones
de azucares reductores 26.486 g/L, 49.043 g/L, y 68.535 g/L, de acuerdo al disenio
experimental (Disefio Expert@® Software Software Version 7.0.0, Stat-Ease, Inc.
Minneapolis), por triplicado en matraces de 250 mL, pH de 5 y temperatura de 30
°C |[Reddy and Reddy, 2011] con agitacion constante a 150 rpm durante 24 h. El
volumen utilizado para las fermentaciones fue de 150 mL, con una concentraciéon
celular inicial de 1.0 x 10% ufc/mL [Pratten, 2009]. Muestras de cultivo de 1 ml
se tomaron a las 24 h y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min a 5 °C. El
sobrenadante se filtro a través de un filtro de 0.22 mp (Millipore, Bedford, MA,
USA). Después, se almaceno a -20 °C para su posterior analisis por HPLC.

3.4.4. Meétodos analiticos

Durante la fermentacion, la concentracion de azicares reductores se determiné
por el método de Miller [Miller, 1959]. Recuentos de células viables se midieron
con una camara de Neubauer adaptada a un microoscopio 6ptico [Pereira et al.,
2010], el tinte azul de tripano fue utilizado para determinar células viables [Tolnai,
1975]. La concentracion de bioetanol se determiné con un picnémetro a través de
densidades verificadas con HPLC, utilizando una columna (®Phenomenex, Inc.
EE.UU.) eluida a 60 °C con 0.0025 M de HsSO4 a una velocidad de flujo de 0.5
mL/min, con un detector de indice de refraccion.

3.4.5. Meétodo del picnémetro

Un picnémetro limpio y seco con una capacidad de 50 mL a peso constante
se utiliz6 para cada una de las mediciones. Para preparar el medio usado como
referencia, se us6 un matraz con medio fermentado con las caracteristicas descritas
anteriormente. Después del proceso de fermentacion, el alcohol formado en el medio
de fermentacion de mucilago de café se evaporé a 78 °C, se enfrié a 20 °C, y
se centrifugé a 10,000 rpm durante 15 min a 5 °C. El sobrenadante se utilizo
como referencia. Para la curva de calibracion (figura 3.1), alcohol etilico (99.9 %)
se anadi6 a la referencia para tener concentraciones de etanol de 0 a 50 g/L; los
pesos v las densidades determinadas por una balanza analitica y un picnémetro se
calcularon a 20 °C. Para determinar la concentracion de etanol en la fermentacion,
se tomo6 una muestra de medio, y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min a 5
°C, el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo. La concentraciéon de etanol se
calculd a partir de la curva de calibracion [AOAC, 1990].

La densidad se calcula usando la siguiente ecuacion:
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mi1 — my
= = 3.1
p ” (3.1)
donde p es la densidad, m; es el picnémetro + masa de la muestra, mg es la

masa del picnémetro, y v es el volumen del picnémetro.

3.4.6. Comparacion de dos medias experimentales

Los resultados de un nuevo método de analisis se pueden contrastar en compa-
racién con los obtenidos mediante un segundo método. En este caso tenemos dos
medias muestrales. La hipotesis nula Hy define que los dos métodos proporcionan
el mismo resultado. En otras palabras Hg: u1 = pe. Es necesario comprobar si
los valores (yj-y2) difieren significativamente de cero. Si las dos muestras tienen
desviaciones estdndar que no son significativamente diferentes, a continuacién, una
estimaciéon conjunta de las desviaciones estandar individuales s; y so se lleva a
cabo [Miller and Miller, 2002|. Por una parte para decidir si las diferencias entre
dos muestras 31 y o son significativamente diferentes, es decir, para que pueda
contrastar la hipétesis nula, Hg: p1 = peo, se tiene que calcular el estadistico t:

= ) (3.2)
1 n 1
ni  n3
donde n son las observaciones y s es calculado a partir de:

ny+ng — 2

y t tiene n1+ ng - 2 grados de libertad.

3.5. Resultados y discusiones

3.5.1. Determinacion de la concentracion de bioetanol

En la figura 3.1 se muestra la curva de calibracién con un coeficiente de deter-
minaciéon de 0.997. Esta se utiliz6 para determinar la concentraciéon de bioetanol
en la etapa final de fermentacion.
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Figura 3.1: Curva de calibraciéon usando mucilago de café como medio de

fermentacion.

La tabla 3.1 muestra los valores para concentraciones de aziicares iniciales,
consumo de azicares, concentraciéon de bioetanol determinado por el método del

picnémetro y HPLC.

Tabla 3.1: Produccion de bioetanol a partir de mucilago de café determinado
por el método del picnémetro y HPLC

x; g/L x5 g/L

y1 (picnometro) g/L y, (HPLC) g/L

Ensayo 1 26.486 23.969
Ensayo 2 49.043 45.889
Ensayo 3 68.535 65.051

12.010 £ 1.268
18.243 £ 0.510
25.822 £ 0.609

11.147 £ 1.712
17.570 £ 0474
24777 £ 1.775

x1: concentracion de azicares reductores, x5: consumo de aztcares, yi:
concentracion de bioetanol determinado por el método del picnémetro,
ya: concentracion de bioetanol determinado por HPLC

El consumo de azicares fue mayor al 90 %, y los rendimientos de conversion
de azucares a bioetanol fueron de 45.345 %, 37.198 % y 37.677 % gramos de bio-
etanol por gramos de azucares iniciales. Los rendimientos relativos o fraccionales
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fueron de 88.740 %, 72.794 % y 73.731 % con concentraciones de azicares iniciales
de 26.486 g/L, 49.043 g/L, y 68.535 g/L respectivamente. Asi que una concentra-
cion de aztcares iniciales méas baja dio como resultado un rendimiento més alto
(figura 3.2).

Los resultados del estudio de un nuevo método de anélisis se pueden contrastar
en comparacion con los obtenidos usando un segundo método como referencia. Hay
4 grados de libertad para todos los casos, de modo que el valor critico es t4=3.36
(P = 0.05). Los valores observados se calcularon como: ¢t= 1.130, 1.532 y 1.418, que
fueron menos que el valor critico, aceptando asi la hip6tesis nula. Los dos métodos
generan siempre el mismo resultado. También se demostr6o que P (t> 1,130) =
0.322, P (t> 1.532) = 0.200, y P (t> 1.418) = 0,229. Si estas probabilidades
son mayores que 0.05, el resultado no es significativo al nivel del 5%. En otras
palabras, x; - xo no es diferente de cero. El contraste F para la comparacion de
las desviaciones estandar se utiliz6 para determinar si los métodos diferian en su
precision, lo que resulta en Foo = 19. El valor calculado fue inferior a esto (tabla
3.2), asi que no habia diferencia significativa entre los dos varianzas a un nivel de

5%.

Figura 3.2: Grafica de puntos de la concentracion inicial de aztcares (o),
rendimiento (A), y rendimiento fraccional () para tres ensayos diferentes
usando el método del picnémetro.
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Tabla 3.2: Contraste F para dos muestras suponiendo varianzas iguales.

., . Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Concentracién de bioetanol NP TPLC MP TPLC MP PLC
Media 12.010 11.147 18.243 17.570 25.822 24.777
Varianza 1.608 2931 0.51 0.474 0.609 1.775
Observaciones 3 3 3 3 3 3
Varianzas conjuntas 2.269 0.242 0.112
Grados de libertad 4 4 4
Estadistico t 1.130 1.532 1.418
Valor F 1.823 1.158 8.495

MP: Método del picnémetro

La ecuacién que describe la relacion mostrada en la figura 3.3 es la siguiente:

Y1 = 7.42e — 0222 — 2.657¢ — 01z + 8.16

(3.4)

Figura 3.3: Funcion que describe la ecuacion 3.4 para la concentracion de
bioetanol con respecto a la concentracion de azticares (Design Expert 7.0.0).
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El modelo de analisis para el disefio de un factor fue significativo. Sélo habia una
posibilidad 0.01 % de que un modelo de valor-F tan grande podria ocurrir debido
al ruido. Los valores de P>F menos de 0.05 indican que los términos de modelo son
significativos. En este caso, X132 y X1 eran los términos del modelo significativos. La
adecuacion de los modelos fue expresada por el coeficiente de determinacion (R?),
que para la determinacion de la concentracién de bioetanol fue cercano a 1.0.

3.6. Conclusiones

Este estudio se establecié6 una metodologia para determinar la concentracion
de bioetanol a partir de mucilago de café por el método del picnémetro, verificado
con HPLC.

Las concentraciones de aztucares iniciales de 26.486 g/L, 49.043 g/L, y 68.535
g/L generaron rendimientos de 0.453, 0.371, y 0.376 gramos de bioetanol por gramo
de azicares iniciales y rendimientos fraccionales o relativos de 88.740 %, 72.794 %,
y 73.731 %, respectivamente.

De acuerdo con las pruebas de significacién que comparan dos medias experi-
mentales, el método del picnémetro y HPLC proporcionan la misma concentracion
de bioetanol (método del picnémetro: 12.010 g/L, 18.242 g /L, y 25.821 g/L; HPLC:
11.146 g/L, 17.570 g/L, y 24.776 g/L) con varianzas conjuntas de 2.269, 0.242, y
0.112 a tres ensayos diferentes con concentraciones iniciales de aztcares de 26.486
g/L, 49.043 g/L, y 68.535 g /L, respectivamente.

El método del picnémetro propuesto aqui es una forma alternativa para cuan-
tificar la concentracién de bioetanol en un medio de fermentacién cuando hay una
falta de equipo sofisticado.

Este capitulo se public6 como articulo en la revista Bioresources
NCSU

Pérez-Sarinana Bianca Yadira , Saldana-Trinidad Sergio, Guerrero-Fajardo Car-
los Alberto , Santis-Espinosa Luis Fernando, and Sebastian P. J. (2015). A Simple
Method to Determine Bioethanol Production from Coffee Mucilage, Verified by
HPLC. BioResources, 10(2), 2691-2698. DOI: 10.15376/ biores.10.2.2691-2698
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Capitulo 4

Optimizacion de la produccion de
bioetanol apartir de mucilago de
café

4.1. Resumen

La metodologia de superficie de respuesta iniciando con 2* disefio factorial
completo, se aplicé para obtener las condiciones 6ptimas para la produccién de
bioetanol a partir de mucilago de café (MC) como sustrato y se uso6 la levadura
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-2034 como in6culo. MC es un residuo agroin-
dustrial compuesto principalmente de azicares simples.

Las variables iniciales fueron pH, temperatura y concentracion inicial de azucar,
se analizo el rendimiento producto/sustrato y la tasa de produccion de bioetanol
en la fermentacion. El empleo de la condicién 6ptima dio como resultado la mayor
produccién de bioetanol: pH de 5.1, temperatura de 32 °C, concentracién inicial de
azucares de 61.8 g/L, produccion de bioetanol estimada de 15.02 g/L y experimen-
tal de 16.29 + 0.39 g/L, con un rendimiento de 0.27 y una tasa de produccion de
0.34 g/Lh. El glicerol es el subproducto predominante del metabolismo fermentati-
vo de S. cerevisiae. La metodologia de superficie de respuesta se emple6 con éxito
para optimizar la fermentacién de mucilago de café, por tanto es una alternativa
eficaz para mejorar la producciéon de bioetanol.

49
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Palabras clave: Fermentacion, produccién de bioetanol, analisis de superficie
de respuesta, optimizacion.

4.2. Abstract

The response surface methodology starting with 2% full factorial design was
applied to obtain optimum conditions for the bioethanol production from coffee
mucilage (CM) as substrate and Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-2034 was
used as inoculum. CM is an agroindustrial residue mainly composed of simple
sugars.

Initial variables were pH, temperature and initial concentration of sugar, the
product /substrate and the rate of production of bioethanol fermentation perfor-
mance was analyzed. The use of the optimum condition resulted in higher produc-
tion of bioethanol: pH 5.1, temperature 32 °C, initial concentration of sugars of
61.8 g/L, production of bioethanol estimated 15.02 g/L and experimental 16.29
+ 0.39 g/L, with 0.27 performance and a production rate of 0.34 g/Lh. Glycerol
is the predominant product of fermentative metabolism in S. cerevisiae. The res-
ponse surface methodology was used successfully to optimize the fermentation of
coffee mucilage, therefore, it is effective to enhance the bioethanol concentration
alternative.

Keywords: Fermentation, bioethanol production, response surface analysis,
optimization.

4.3. Introducciéon

Las emisiones de dioxido de carbono a partir de la quema de combustibles f6-

siles generan el calentamiento global, debido a esto, es necesario encontrar fuentes
de energia alternativas y sustentables [Kapdan and Kargi, 2006]. La produccion de
bioetanol por fermentacién alcohdlica ha recibido gran importancia en los tltimos
anos, debido a la alta demanda como combustible y suplemento de gasolina [Yan
and Lin, 2009, Balat and Balat, 2009]. Uno de los principales beneficios de este
cambio es que el combustible a partir de biomasa es renovable y puede disminuir la
dependencia externa del abastecimiento de combustibles fosiles a largo plazo [Ma-
bee and Saddler, 2010].
El café es una de las bebidas mas consumidas en todo el mundo y es el segundo
producto mas comercializado después del petréleo. Debido a la gran demanda de
este producto, se generan grandes cantidades de residuos en la industria del café,
que son toxicos y provocan problemas ambientales [Mussatto et al., 2011b].
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En México, Chiapas es uno de los mayores estados productores de café. Durante el
proceso de extraccidon del grano de café, se generan residuos como pulpa, mucilago y
cascarilla. Recientemente, se han hecho investigaciones para utilizar estos residuos
para la generacion de bioenergia [In-Seong et al., 2012, Mussatto et al., 2011a, Mus-
satto et al., 2010|. La metodologia de superficie de respuesta y un disefio factorial
completo 2F, se emplearon para determinar la influencia del pH, la temperatura y la
concentracién inicial de azicares en mucilago de café, con el objetivo de optimizar
la produccién de bioetanol.

4.4. Materiales y métodos
4.4.1. Sustrato

El mucilago de café (MC) se obtuvo por extraccién mecéanica en el municipio de
las Rosas, Chiapas, México. La composicion fue de 4 kg de café cereza por litro de
agua. Se suplement6 con 0.5 g/L de sulfato de amonio [De Leon-Rodriguez et al.,
2008|. El mucilago de café se centrifugd a 7000 rpm durante 10 min y se pasteurizo
a 65 °C 25 min y se enfrié durante 20 min en hielo [Alvarado-Cuevas et al., 2013].
El MC tuvo un pH de 4.5. La composiciéon quimica de mucilago de café se muestra
en la tabla 4.1.

4.4.2. Cultivo de microorganismo y preparacion

Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-2034 se obtuvo de la colecciéon de cepas
de la Universidad Politécnica de Chiapas. La cepa se mantuvo en agar YPD (1%
p/v extracto de levadura, 2% p/v de peptona, 2% p/v de glucosa, y 2% p/v
de agar) en tubos inclinados a 4 °C, cultivos frescos en YPD se utilizaron como
inoculos crecidos durante 48 h. La cepa se cultivé en agitacion constante a 200
rpm en matraces de 250 mL a temperatura de 28 °C durante 24 h para permitir el
crecimiento de células en fase exponencial, se centrifugd a 10,000 rpm durante 10
min, las células se resuspendieron en el medio de fermentacion.

4.4.3. Fermentacion

Los experimentos de fermentaciéon discontinua se llevaron a cabo en botellas
serologicas de 110 mL con agitaciéon constante a 200 rpm durante 48 h, usando las
condiciones iniciales descritas en el diseno experimental (figura 4.3). La densidad
celular se ajusté a una densidad optica (DO 600 nm) de 0.5. Muestras de cultivo
de 1 mL fueron tomadas cada 3 h y se centrifugaron a 1,000 rpm durante 10 min.
El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de 0.22 pm (Millipore, Bedford, MA,
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EE.UU.) se almacené a -20 °C para su posterior anélisis. La validacion de las con-
diciones 6ptimas se evalud por triplicado.

La produccion de bioetanol (PB) es la cantidad de etanol producido por litro
de medio de cultivo a las 48 h de fermentacion. El rendimiento del proceso (Rp/g)
es la cantidad de etanol producido por azicar consumido, y la tasa de produccién
(T'P) es la cantidad de etanol producido por litro y por hora. Los parametros del
proceso se obtuvieron de la siguiente manera:

Py — P
Rp/s = ﬁ (4.1)
TP = ? (4.2)

Donde, Rp/gs es el rendimiento del proceso, Py es la concentracion final de bio-
etanol (g/L), P; es la concentracion inicial de bioetanol (g/L), Sy es la concentracion
final de aztcares (g/L), S; es la concentracion inicial de aztucares (g/L), TP es la
tasa de produccion (g/Lh), PB es el bioetanol producido (g/L) y t es el tiempo (h).

4.4.4. Diseno experimental

Un disefio factorial completo 2* con tres niveles genero 20 ensayos, este se realizo
para evaluar el efecto del pH (factor X;), temperatura (factor X3) y concentracion
inicial de azucares (factor X3) como variables independientes de la fermentacion.
La ecuacion 4.3 se utilizé para construir los gréaficos de superficie de respuesta y
para predecir el valor 6ptimo de cada variable dependiente.

Yp = Bo + B1X1 + BaXo + B3 X3 + B11 XT + P12 X1 X5
+B13X1 X3 + Boa X3 + Bo3 X2 X3 + B33 X3
(4.3)

Donde, Yp es la respuesta predicha correspondiente al bioetanol al final del
proceso de fermentacion, X1, Xo y X3 son variables independientes, [y es un tér-
mino independiente, 31, B2 v B3 son efectos lineales, 812, £13 v (23 son términos de
interaccion y B11, Bea y B33 son coeficientes cuadraticos.

El modelo se evalu6 con efecto significativo, buen ajuste y los valores de R2.
Se obtuvieron los valores 6ptimos de la solucién de la ecuacién de regresion. El
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analisis de la superficie de respuesta, el ANOVA y las condiciones 6éptimas se obtu-
vieron utilizando el software comercial (Statgraphics centurion XVI. Manugistics
Inc., Rockville, MD). Los modelos ajustados para PB, Rp;s y TP se evaluaron
mediante anélisis ANOVA. Los efectos significativos en las variables dependientes
se determinaron mediante la prueba ¢ con un valor de probabilidad menor que 0.05
(valor de p <0,05).

4.4.5. Analisis

La concentraciéon de proteina se determindé por el método de Lowry usando
albimina de suero bovina (BSA) (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) como estandar.
Azicares, etanol, glicerol y compuestos téxicos se determinaron por cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC), usando una columna Phenomenex a 60 °C
con 0.0025 M de HySO4 a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min con un detector
de indice de refraccion. Los minerales fueron determinados por ICP-OES (plasma
de acoplamiento inductivo-espectrometria de emision optica).

Otros compuestos de MC se analizaron en un cromatografo de gases (CQG)
7820A acoplado con un espectrometro de masas (EM) 5977E (Agilent Technologies)
utilizando una columna capilar de silicio-fenil metil 5 % de 30 m de largo, 250 micras
de didmetro interior y espesor de 0.25 um. El detector del EM fue operado bajo
ionizacién por impacto electrénico a 70 eV utilizando el modo de exploracién en 45-
450 uma. Los compuestos se identificaron mediante la comparacion de sus espectros
de masas a los obtenidos en la biblioteca NIST 11 de la base de datos del EM.

4.5. Resultados y discusiones

4.5.1. Caracterizaciéon de mucilago de café

Los carbohidratos son los constituyentes méas importantes del café cereza, la
composicion de mucilago de café para la muestra analizada fue de 37.67 g/L de
galactosa, 35.65 g/L de glucosa, 1.06 g/L de lactosa y 0.1193 g/L de proteinas.

De acuerdo al anélisis de ICP-OES, CM contiene varios minerales. El potasio es
el elemento méas abundante, seguido de fosforo, calcio, azufre y magnesio (tabla 4.1).
En este trabajo se encontraron otros compuestos tales como glicerol, cafeina, 4dcido
acético, acido lactico, fenol, 2,6 y 3,4-dimetoxi, entre otros. También se encontro
siringaldehido en baja concentraciéon producido por hidroélisis de lignina, y nula
concentracion de hidroximetilfurfural (tabla 4.2).
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Tabla 4.1: Composicion quimica de Tabla 4.2: Concentraciéon de com-

mucilago de café. puestos toxicos en mucilago de café.
Componente Concentracion Compuesto toéxico Concentracién
g/L mg,/L
Glucosa 35.65 Hidroximetilfurfural 0.24 4 0.00
Galactosa 37. 67 Siringaldehido 610.42 £+ 0.65
Lactosa 1.06
Proteina 0.089
Analito mg/L
Aluminio 0.47
Antimonio n.d.
Asénico n.d.
Azufre 30.19
Boro 0.16
Bario 0.02
Berilio n.d.
Calcio 37.08
Cadmio n.d.
Cobalto n.d.
Cobre 2.45
Cromo n.d.
Estano n.d.
Estroncio 0.07
Fierro 0.65
Fosforo 41.55
Litio 0.01

Magnesio 10.05
Manganeso  0.07
Molibdeno n.d.

Niquel 0.01
Plata n.d.
Plomo n.d.
Potasio 239.80
Selenio n.d.
Silicio 1.58
Sodio 7.18
Talio n.d.
Vanadio n.d.
Zinc 0.14

n.d.: no detectado



4.5. Resultados y discusiones 5}

4.5.2. Optimizacién de las condiciones de fermentaciéon
para la produccién de bioetanol

La tabla 4.3 muestra el resumen de los resultados de PB, Rp/g y TP.

Tabla 4.3: Diseno experimental y resumen de variables dependientes para la
produccion de bioetanol

Ensayo  Variable independiente Variable dependiente
Factor  Factor  Factor PB Rp;s TP
X1 X;°C  Xs(g/L) (g/L) (g/Lh)
1 5.05 32.5 50 13.60 0.28 0.28
2 5.7 28 65 14.38 0.23 0.30
3 5.7 28 35 10.93 0.32 0.23
4 5.05 39.36 50 13.99 0.28 0.29
5 5.05 32.5 50 14.16 0.29 0.29
6 4.4 37 65 14.42 0.23 0.30
7 5.05 32.5 72.87 13.67 0.19 0.28
8 6.04 32.5 50 13.47 0.27 0.28
9 5.05 32.5 50 14.10 0.29 0.29
10 5.05 32.5 50 14.93 0.30 0.31
11 4.4 28 35 9.01 0.26 0.19
12 4.4 37 35 9.06 0.27 0.19
13 5.7 37 65 14.20 0.22 0.29
14 5.05 32.5 50 14.35 0.29 0.30
15 5.05 32.5 27.13 8.28 0.31 0.17
16 4.4 28 65 14.92 0.23 0.31
17 4.06 32.5 50 13.06 0.27 0.27
18 5.05 32.5 50 13.76 0.28 0.29
19 5.05 25.64 50 13.06 0.26 0.27
20 5.7 37 35 8.82 0.26 0.18

X1: pH, X5: temperatura, X3: concentracion de azicares, PB: pro-
duccion de bioetanol, Rp/g: rendimiento producto/sustrato, T'P: tasa
de produccion.

La PB logra un méaximo valor de 14.93 g/L, y un valor minimo de 8.28 g/L.
Para el Rp/g los valores variaron en un rango de 0.19 hasta 0.32. Mientras que el
TP logra un valor maximo de 0.31 g/Lh, y un valor minimo de 0.17 g/Lh.
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El anélisis ANOVA mostré que PB fue afectada de manera significativa por
X3 y X32 (tabla 4.4). La ecuaciéon 4.4 describe PB, como una funcién del pH,
temperatura y concentraciéon de azucares.

PB = —54.353 4+ 9.756 X1 + 1.058 X5 + 0.903X3 — 0.555X7 — 0.011X3
+0.006X2 — 0.086X; X> — 0.023X; X3 4 0.002X5 X3
(4.4)

Tabla 4.4: Analisis de varianza para el ajuste del modelo para la produccion
de bioetanol

Fuente Coeficiente Suma de  GL Media Prueba F  Valor P
polinomial cuadrados cuadrada
Coeficiente  -54.35
X, 9.76 0.18 1 0.18 0.53 0.48
X, 1.06 0.22 1 0.22 0.66 0.43
X3 0.90 73.82 1 73.82 218.72 0
X? -0.56 0.59 1 0.59 1.76 0.21
X1 Xo -0.09 0.51 1 0.51 1.52 0.25
X; X5 -0.02 0.41 1 0.41 1.21 0.30
Xz -0.01 0.59 1 0.60 1.76 0.21
X5 X5 0.002 0.148 1 0.15 0.44 0.52
X2 -0.006 26.17 1 26.16 77.53 0
Error total 3.37 10 0.34
Total (corr.) 106.02 19

Xi: pH, Xs: temperatura, X3: concentracion de azucares, GL: grados de libertad,
Prueba F: prueba de fisher, Valor P: valor de distribuciéon de probabilidad.
Coeficiente de correlacion (R?): 0.97, coeficiente de correlacion ajustado: 0.94,
error estandar: 0.58

El valor méximo de PB fue de 14.92 g/L y se obtiene cuando el pH, la tempe-
ratura y la concentracion inicial de aztcares fueron 5.05, 32.5 °C y 50 g/L (figura
4.1), respectivamente.
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Figura 4.1: Superficies de respuesta descritas por los modelos que representan

la dependencia de la producciéon de bioetanol en el pH, la temperatura y la
concentracion inicial de azicares.



o8 Capitulo 4. Optimizacion de la produccion de bioetanol

El anélisis ANOVA mostr6é que Rp/g se afecté de manera significativa por X3
y X352 (tabla 4.5). La ecuacién que describe Rp,g (ecuacion 4.5), como una funcién
del pH, temperatura y concentraciéon de azicares es la siguiente.

RP/S = —0.9236 + 0.2396 X7 + 0.0248 X5 + 0.0097 X3 — 0.9113X12
—0.00024X§ + 0.0001X§ —0.0027X1 X5 + 0.00062X71 X3 + 0.00008 X5 X3
(4.5)

Tabla 4.5: Anélisis de varianza para el ajuste del modelo para el rendimiento
producto/sustrato

Fuente Coeficiente Suma de  GL Media Prueba F  Valor P
polinomial cuadrados cuadrada
Coeficiente  -0.9236
X, 0.24 0.0002 1 0.0002 0.86 0.37
X5 0.02 0.0001 1 0.0001 0.76 0.40
X3 0.009 0.008 1 0.008 43.56 0.0001
X3 -0.01 0.0002 1 0.0002 1.34 0.27
X X, -0.002 0.0005 1 0.0005 2.71 0.13
X; X5 -0.0006 0.0003 1 0.0003 1.62 0.23
X2 -0.0002 0.0003 1 0.0003 1.46 0.25
X5 X5 0.0001 0.0003 1 0.0003 1.38 0.27
Xz -0.0001 0.007 1 0.007 35.56 0.0001
Error total 0.001 10  0.0002
Total (corr.) 0.02 19

Coeficiente de correlacion (R?): 0.89, coeficiente de correlacion ajustado: 0.81,
error estandar: 0.01

El valor méximo de Rp,g fue de 0.32 y se obtiene cuando el pH, la temperatura
y la concentracion inicial de azucares fueron 5.7, 28 °C y 35 g/L (figura 4.2),
respectivamente.
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la dependencia del rendimiento producto/sustrato en el pH, la temperatura
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El anélisis ANOVA mostré que TP fue afectado de manera significativa por
X3 y X32 (tabla 4.6). La ecuacion 4.6 describe TP como una funcion del pH,
temperatura y concentraciéon de azucar.

TP = —1.1915 + 0.2148 X, + 0.0236 X5 + 0.0190X3 — 0.0127X?
—0.00026X3 4 0.00014X3 — 0.0018 X1 X5 + 0.00048 X1 X5 + 0.00004.X5 X5
(4.6)

Tabla 4.6: Anélisis de varianza para el ajuste del modelo para la tasa de
producciéon

Fuente Coeficiente Suma de  GL Media Prueba F  Valor P
polinomial cuadrados cuadrada
Coeficiente  -1.19
X 0.21 7.75E-05 1 7.74E-05 0.46 0.51
X, 0.02 9.61E-05 1 9.61E-05 0.57 0.47
X3 0.02 0.03 1 0.03 190.84 0
X3 -0.01 0.0003 1 0.0003 1.85 0.20
X1 Xo -0.001 0.0002 1 0.0002 1.33 0.28
X1 X5 -0.0004 1.76E-05 1 0.0002 1.05 0.33
Xz -0.0002 0.0003 1 0.0003 1.85 0.20
Xy X5 4.18E-05 6E-05 1 6.38E-05 0.38 0.55
X2 -0.0002 0.01 1 0.01 69.73 0
Error total 0.002 10 0.0002
Total (corr.) 0.05 19

Coeficiente de correlacion (R?): 0.96, coeficiente de correlacion ajustado: 0.93,
error estandar: 0.01

El valor maximo de T'P fue de 0.31 g/Lh y se obtiene cuando el pH, la tem-
peratura y la concentracion inicial de azucar fueron 5.05, 32.5 °C y 50 g/L (figura
4.3), respectivamente. La misma condicién para PB, ya que T'P es una funcién del
tiempo, tal como se define en la ecuacion 4.2.
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Criterios como el rendimiento, tasa de produccion y producciéon de bioetanol se
utilizan para evaluar las fermentaciones. En este trabajo la optimizacién simultanea
no se realizo, ya que una alta produccién de bioetanol y alto rendimiento no son
compatibles, porque para obtener una alta producciéon de bioetanol se requiere una
alta concentraciéon de sustrato, que causa inhibicién al microorganismo dando lugar
a una tasa de produccion baja. [Balusu et al., 2005].

En esta investigaciéon la condicién 6ptima para la produccion de bioetanol a
partir de mucilago de café se estimé como pH de 5.1, temperatura de 32 °C, con-
centracion inicial de azucar de 61.8 g/L y PB de 15.02 g/L. Bajo esta condiciéon
se produjo experimentalmente 16.29 £+ 0.39 g/L de bioetanol.

En la figura 4.4 se muestra el comportamiento cinético del cultivo discontinuo
para la condicién 6ptima. También se encontré baja concentraciéon de glicerol. La
mayoria de los estudios relativos a la formacion de glicerol se han llevado a cabo
utilizando la levadura, S. cerevisiae [Mohammad et al., 2002].

Figura 4.4: Comportamiento cinético del cultivo discontinuo para la condi-
cion 6ptima (concentracion de bioetanol (M), concentracion de glicerol (o) y
concentracion de azticares (A)).

El glicerol es un metabolito bien conocido, formado por muchos microorga-
nismos incluyendo bacterias, levaduras, mohos y algas |Vijaikishore and Karanth,
1986, Rehm and Redd, 2008, Spencer, 1968|. El glicerol es un subproducto produ-
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cido del metabolismo fermentativo de S. cerevisiae por reacciones anabélicas en
condiciones anaerobias |[Lagunas and Gancedo, 1973,0ura, 1977, Taherzadeh et al.,
1996, Albers et al., 1998]. En condiciones 6ptimas en este proyecto se produjo 3.16
+ 0.13 g/L.

4.6. Conclusiones

El mucilago de café es un residuo agroindustrial compuesto principalmente por
galactosa y glucosa.

La metodologia de superficie de respuesta se empled con éxito, para optimi-
zar la fermentacion de mucilago de café y producir bioetanol por Saccharomyces
cerevisiae NRRL Y-2034.

El glicerol es un subproducto del metabolismo fermentativo produciendo 3.16
+ 0.13 g/L.

Las condiciones 6ptimas para la produccién de bioetanol se establecieron como:
pH de 5.1, temperatura de 32 °C, concentracion inicial de azicar de 61.8 g/L y una
produccion de bioetanol estimada de 15.02 g/L. En esta condicion, la produccion
de bioetanol experimental fue de 16.29 + 0.39 g/L, un rendimiento de 0.27 y una
tasa de produccion de 0.34 g/Lh.

Este capitulo fue publicado como articulo en la revista Bioresources
NCSU

Pérez-Sarinana Bianca Yadira, De Ledén-Rodriguez Antonio, Saldana-Trinidad
Sergio, and Sebastian P. J. (2015). Optimization of Bioethanol Production From
Coffee Mucilage. BioResources 10(3), 4326-4338. DOI: 10.15376 /biores.10.3.4326-
4338
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Capitulo 5

Optimizacion de la produccion de
biogas a partir de mucilago de
café

5.1. Resumen

El aumento de la demanda mundial de energia promueve el uso de cultivos
energéticos y residuos agroindustriales para la produccién de biogas o metano. En
la agroindustria, los residuos del café como mucilago es una fuente importante
de carbohidratos, principalmente de galactosa y glucosa, sustratos necesarios en
la digestiéon anaerobia. El objetivo de este estudio, fue optimizar el proceso de
digestion anaerobia de mucilago de café para la produccion de biogas (metano).

Un disefio experimental factorial completo 23 con puntos centrales fue estable-
cido, generando 20 ensayos, teniendo en cuenta factores como el pH, la temperatura
y la concentracion de aztcares iniciales (suma de glucosa y galactosa). Los resul-
tados de la caracterizacion de mucilago de café indicaron la presencia de glucosa y
galactosa en concentraciones de 35.65 g/L y 37.67 g / L, respectivamente. La con-
dicién optima para la produccién de biogés a partir de mucilago de café estimada
por el software estadistico fue pH de 8.2, temperatura de 37 °C y concentracion
de azucar de 27 g/L. En este proyecto de investigacion, se uso la condicion 6ptima
experimental para la produccién de biogéis a partir de mucilago de café como: pH
de 8.2, temperatura de 37 °C, concentracion de aztcar de 25.5 g/L y 313 mL de

65
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biogés, este tltimo superd la condiciéon 6ptima estimada.

Palabras clave: Mucilago de café, digestiéon anaerobia, producciéon de biogas,
metano, optimizacion.

5.2. Abstract

The increase in global energy demand promotes the use of energy crops and
agro-industrial residues for biogas or methane production. In agribusiness, the cof-
fee waste as mucilage is a major source of carbohydrates mainly galactose and
glucose, necessary substrates in anaerobic digestion. The aim of this study was
to produce and optimize process of anaerobic digestion from coffee mucilage to
methane production. Results

An experimental design 23 full factorial with center points was set, generating
20 treatments, considering factors such as pH, temperature and initial sugars con-
centration (sum of glucose and galactose). The characterization results of coffee
mucilage indicated the presence of glucose and galactose in concentrations of 35.65
g/L and 37.67 g/L, respectively. Optimal conditions for the methane production
from coffee mucilage estimated by statistical software were pH 8.2, temperature 37
°C and sugar concentration of 27 g/L. Through this research project, the expe-
rimental optimum conditions for the production of methane from coffee mucilage
were used, which were pH 8.2, temperature 37 °C, sugar concentration of 25.5 g/L
and 313 mL biogas, this last exceeded the estimated optimal condition.

Keywords: Coffee mucilage, anaerobic digestion, biogas production, methane,
optimization.

5.3. Introducciéon

El biogas es considerado como energia renovable producido a partir de bioma-
sa, que se ha convertido en un biocombustible importante debido a los beneficios
ambientales que ofrece [Appels et al., 2008|. Los sustratos utilizados para la di-
gestion anaerobia son los cultivos energéticos, residuos organicos y estiércol de
animales [Angelidaki et al., 2009].

Después del petroleo, el segundo producto més comercializado es el café, debido
a la demanda de este bebida, para su extracciéon se obtienen grandes cantidades
de residuos. Estos residuos son ricos en azticares y compuestos con propiedades
funcionales que no reciben el tratamiento adecuado de manera que se conviertan
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en fuentes de contaminacion para rios y cauces, principalmente [Avallone et al.,
2000].

La cereza del café contiene pulpa, mucilago, café verde, cascarilla, con 40.6 %,
21.5%, 20% y 17.9% respectivamente. En el caso de la fraccion de mucilago de
café, estd unido al grano en el procesamiento himedo después del despulpado sin
degradacion enzimatica [Chanakya and De Alwis, 2004]. La extraccién mecanica
permite la separacién y la concentraciéon de esta fraccion, para ser utilizado como
un sustrato en la digestion anaerobia. El mucilago de café se compone de 37.67 g/L
de galactosa, 35.65 g/L de glucosa, 1.06 g/L de lactosa y 0.1193 g/L de proteinas
|Pérez-Sarinana et al., 2015a).

La superficie cosechada de cereza de café en México en 2014 fue 699,307.33
hectareas, con una producciéon 1,166,025.82 toneladas. Chiapas fue el estado que
mas cereza de café produjo con 402,099.78 toneladas, si consideramos que el 21.5 %
es mucilago se tendrian 86451.45 toneladas [SIAP, 2014].

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas
matematicas y estadisticas para el diseno de experimentos utilizados para modelar
y analizar los problemas, en el que una variable de interés es influenciado por
otras. El objetivo es optimizar la variable de interés, esto se logra mediante la
determinacién de las condiciones 6ptimas del sistema. Los dos disenos més usados
en RSM son el disenio compuesto central (CCD) y el disenio de Box-Behnken (BBD).
El CCD es ideal para series de experimentos, provee una cantidad de informacion
para demostrar la falta de ajuste [Myers, 1971, Montgomery, 1996].

5.4. Materiales y métodos

5.4.1. Sustrato

El mucilago de café se utiliz6 como sustrato, que se obtiene por extraccion
mecanica de la cereza de café en el estado de Chiapas, México. Para la extraccion
se utiliza una despulpadora con desmucilaginador, el mucilago extraido se almacena
en botellas a -20 °C para evitar la degradaciéon debido al contenido de azucar que
contiene. Las concentraciones de azicares en el disefio experimental fueron 5 (72,
65, 50, 35 y 27 g/L) a partir de la concentraciéon mas alta de 72 g/L, se diluyo
con agua a las concentraciones deseadas, medida con HPLC. Una vez que estas
concentraciones se alcanzaron, se pasteuriza a 65 °C durante 30 min y 20 min en
hielo. Posteriormente el volumen requerido se transfirié6 a cada botella serologica
estéril.
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5.4.2. Inoéculo

Para los ensayos se utilizé como in6culo lodo metanogénico de un reactor anae-
robio industrial de tratamiento de aguas residuales generadas durante el procesa-
miento de una fabrica de confiteria ubicada en la zona industrial de la ciudad de
San Luis Potosi, México [Kaosol and Sohgrathok, 2013|. El in6culo se almaceno a
4 °C antes de usarlo.

5.4.3. Digestion anaerobia discontinua

La digestion anaerobia discontinua se llevo a cabo en botellas serolégicas de 110
mL con un volumen de trabajo de 100 mL, se anadié 98 mL de mucilago de café, 1
mL de in6culo y 1 mL de solucién tampén para controlar el pH, compuesto de los
siguientes minerales (mg/L): NagHPOy, 11.900; NH4HoPOy4, 4500; KoHPOy4, 125;
MgC].Q'6HQO, 100; ZHCIQ, 75; FeSO4~6H20, 25; MI]SO4-7HQO, 15; NaQMOO4'2HQO,
12,5; CuSQOy4 - 5H20, 5; CoCly - 8H,0, 3 [Davila-Vazquez et al., 2008|.

Este proceso se llevd a cabo de acuerdo a las condiciones del diseno experimen-
tal, los ensayos se agitaron a 200 rpm durante 108 h y se tomaron muestras de
cultivo cada 12 h.

5.4.4. Diseno experimental

Un disefio factorial completo 2¥ con cinco niveles generd 20 ensayos, realizados
para evaluar el efecto del pH (factor X), la temperatura (factor Xs) y la concen-
tracion inicial de azticar (factor X3) como variables independientes. La ecuacion
5.1 se utilizé para construir los graficos de superficie de respuesta para el modelo
y para predecir el valor 6ptimo:

Ype = ap + a1 X1 + aoXo + a3 X3 + a1 X7 + a1 X1 Xy
+o13X1 X3 + a20X3 + a3 X0 X3 + 33 X3
(5.1)

Donde, Ypq es la respuesta predicha correspondiente a la produccion de biogas
al final del proceso de fermentacion, X1, Xo y X3 son variables independientes, aqg
es un término independiente, a1, ag v a3 son efectos lineales, a9, @13 y og son
términos de interaccion y a1, aoo v aigg son coeficientes cuadraticos. El modelo se
evalu6 con buen ajuste, significancia y determinaciéon de coeficientes.
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El valor 6ptimo se obtuvo resolviendo la ecuacion de regresion. E1 ANOVA| la
superficie de respuesta y las condiciones 6ptimas se obtuvieron utilizando el soft-
ware comercial (Statgraphics Centurion XVI.II Manugistics Inc., Rockville, MD).
Los efectos significativos en las variables dependientes se determinaron mediante
la prueba t con un valor de probabilidad menor que 0.05 (valor de p<0.05).

5.4.5. Andalisis

La determinacion de biogas producido (metano) se realizo por el método de
volumen de desplazamiento de agua, con una trampa de NaOH al 2N [Raposo et al.,
2006|. Se tomaron muestras de medio de digestién anaerobia para determinar el
consumo de azucares y la concentracion de acidos grasos volétiles por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), usando una columna Phenomenex a 60 °C con
H9S0O4 0.0025 M a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min con un detector de indice
de refraccion [Moreno and Polo, 2003].

5.5. Resultados y discusiones

5.5.1. Caracterizacion del sustrato

Los principales compuestos observados en el mucilago de café son monosacé-
ridos tales como galactosa y glucosa, asi como lactosa como disacarido, proteinas
y acido acético, el pH inicial de mucilago de café fue 4.5. La formacion de acido
acético puede ser debido a la manipulacién en el transporte y almacenamiento de
mucilago de café, ya que este se mantuvo a temperaturas de congelacion, con el fin
de limitar la fermentaciéon causada por el contenido de microorganismos capaces
de consumir los aztcares presentes [Jackels and Jackels, 2005].
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5.5.2. Produccién de biogas

Tabla 5.1: Diseno experimental y resumen de variables dependientes para la
producciéon de biogas

Ensayo  Variable independiente Variable dependiente
Factor = Factor  Factor PBG Rpa p;s TPpg
X, X>°C  X3(g/L) (g/L) (g/Lh)
1 6 37 50 188 0.0212 0.0547
2 6 37 50 180 0.0203 0.0523
3 6 37 50 173 0.0195 0.0503
4 6 37 50 188 0.0212 0.0547
5 6 37 50 162 0.0183 0.0471
6 6 37 50 171 0.0193 0.0497
7 6 44.62 50 90 0.0101 0.0261
8 6 37 72.87 140 0.0108 0.0407
9 3.7 37 50 5 0.0005 0.0014
10 6 37 27.13 272 0.0569 0.0791
11 8.29 37 50 269 0.0304 0.0782
12 6 29.38 50 45 0.0050 0.0130
13 7.5 32 65 178 0.0154 0.0517
14 7.5 32 35 203 0.0328 0.0590
15 4.5 42 65 6 0.0005 0.0017
16 4.5 32 35 78 0.0126 0.0226
17 4.5 42 35 6 0.0009 0.0017
18 7.5 42 65 172 0.0149 0.0500
19 4.5 32 65 6 0.0005 0.0017
20 7.5 42 35 168 0.0271 0.0488

Xy1: pH, X5: temperatura, X3: concentracién de azucares, PBG: pro-
duccion de biogés, Rpe pys: rendimiento producto/sustrato, T Pgg:
tasa de produccion.

Los ensayos con valores de pH cercanos a 7, mostraron una produccién de
biogas (PBG) por encima de 100 mL, similar a la descrita por Charles et al., que
indica que los valores entre 6.8 a 8.2 son 6ptimos para la produccién de biogas de la
digestion [Charles et al., 2009]. Appels et al. observaron que los valores 6ptimos son
cerca de 6.5 a 7.5 [Appels et al., 2008|. Bagi et al. indicaron que el pH 6ptimo esta
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por arriba de 7, y se alcanza mediante el ajuste de las soluciones tampén durante
el sistema de digestion [Bagi et al., 2007].

Para valores de temperatura cercanos a 38-42 °C, se obtuvo una P BG promedio
de 170 mL, estos parametros son similares a las mencionadas en Alzate et al., Achou
et al. y Ward et al. [Alzate-Gaviria et al., 2007, Achou et al., 2012, Ward et al., 2008].
Los efectos presentados en PBG a temperaturas por debajo o por encima de 38-42
°C, muestra los valores de produccion més bajos, como menciona Cho et al. [Cho
and Park, 1995].

Los ensayos con pH de 3.7, temperatura de 37 °C y concentraciéon de aztcar de
50 g/L, presentaron una producciéon de biogas nula, esto tiene una similitud con los
reportados por Chen y Hashimoto, Donoso et al., Eskicioglu y Ghorbani, Gonzalez
y Garcia [Chen and Hashimoto, 1996, Donoso et al., 2009, Eskicioglu and Ghorbani,
2011, Gonzalez and Garcia, 2009|. Esta condicién indican que a pH bajo favorece
el desarrollo de inhibidores en el sistema como: acidos grasos volatiles, amoniaco y
COq. Las temperaturas superiores a 44 °C, generan condiciones termofilas [Budi-
yono et al., 2009], inhibiendo el crecimiento de bacterias metanogénicas.

El rendimiento producto/sustrato (Rpg p/s) de cada ensayo experimental se
evalu6 en moles de CHy con respecto a mol de azicar (mol CHy/mol A). También
se analizo la tasa de produccion expresada en CHy mmol por hora (mmol CHy/h).
Ambos se muestran en la tabla 5.1. El mayor Rpg p/g fue 0.0569 mol CHy/mol
A, que corresponde a las condiciones de ensayo de pH 6, temperatura de 37 °C,
y concentracion de azicar de 27 g/L, el rendimiento mas bajo fue de 0.0005 mol
CHy/mol A estos tres ensayos tenian condiciones de pH 3.7, 4.5 y 4.5, temperaturas
de 37 °C, 32 °C y 42 °C, y concentraciones de aztcar de 50 g/L, 65 g/L y 65 g/L,
respectivamente (tabla 5.1).

5.5.3. Analisis de superficie de respuesta y optimizacién

El analisis de varianza mostré un efecto estadisticamente significativo en el pH,
la temperatura y la concentracién inicial de azicares por tener valores de 0.0134,
0.0004 y 0.0037, respectivamente (valor de probabilidad < 0.05), con un nivel de
confianza del 95 %. El término cuadratico de X? presenta el mayor efecto, seguido
de los términos lineales X3 y Xo. En la ecuaciéon 5.2, X7, Xo y X3 son variables co-
dificadas de pH, temperatura y concentracién inicial de aztcares, respectivamente.
El coeficiente de regresion fue de 0.96, con un intervalo de confianza favorable.

PBG = —15.6146 + 0.8176 X + 0.8260 X + 0.0691 X3 — 0.0583X 7
—0.0120X2 + 0.0001.X2 + 0.0029X1 X5 + 0.0016X; X3 4+ 0.0009 X5 X3
(5.2)
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Figura 5.1: Superficies de respuesta descritas por los modelos que representan

la dependencia de la producciéon de biogas en el pH, la temperatura y la
concentracion inicial de azucares.
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La figura 5.1 ilustra los efectos del pH, la temperatura y la concentracién inicial
de aztucares con respecto a PBG. El efecto combinado de pH con la temperatura
muestra la PBG alta a pH 8, y temperaturas alrededor de 37 °C. Sobre el anélisis
de cada variable de entrada en el disefio experimental, las variables 6ptimas para la
produccién de biogas a partir de mucilago de café fueron pH de 8.29, temperatura
de 36.22 °C, concentracion inicial de aztcares de 27 g/L y PBG de 293 mL. A
partir de la condiciones predichas se obtuvo una PBG experimental de 311 mL,
con un consumo de azicar de 40 % (figura 5.2).

Figura 5.2: Cinética de consumo de azicares (W) y produccion de biogas (e)
para la condicion 6ptima

Para la cuantificacion de acidos grasos volatiles (AGV) se analizaron princi-
palmente acido butirico, acido lactico y écido acético, la figura 5.3 muestra el
comportamiento de estos.

Se encontr6 acido butirico en concentraciones de 1833 mg/L, que es la concen-
tracion més alta en la digestion, seguido de acido lactico 1547 mg/L. Un tercer
compuesto formado fue el acido acético con 757 mg/L, la alta formacion de este
acido es debido a la fase de adaptacion del indculo para el medio [Bouallagui et al.,
2009]. Los AGV se puede utilizar como sustratos en la formacion de metano [Foster
et al., 2007], por lo tanto, la disminucién se produce a las 48 horas con un registro
de 213 mg/L de acido acético. Con respecto a los dos acidos restantes fueron menos
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asimilados por el lodo metanogénico.

Segun Fang et al. [Fang et al., 2011] y Fantozzi et al. [Fantozzi and Buratti,
2009, los valores superiores a 6000 mg/L tienen un efecto inhibidor sobre el proceso
de digestion, por lo tanto, en esta investigacion los AGV no generan este efecto.

Figura 5.3: Produccion de acidos grasos volétiles para la condiciéon 6ptima,
en condiciones anaerobias usando lodo residual como in6culo (Acido lactico
(M), acido acético (e) y acido butirico (A)).

5.6. Conclusiones

Con la caracterizacién del mucilago de café se pueden identificar aziicares apro-
vechables para la producciéon de biogés.

El uso de mucilago de café como sustrato para la produccién de biogés es una
opcion viable para la produccion eficiente de biocombustible.

La condicién 6ptima para la produccién de biogas a partir de mucilago de café
estimada fueron pH de 8.2, temperatura de 37 °C, concentracion inicial de azicar de
25.5 g/L y una produccion de 293 mL de biogéas. Bajo esta condicion la produccion
de biogés fue de 311 mL, superando la condiciéon predicha.

La optimizacién del proceso mejora el sistema de produccién de biogés sobre
condiciones 6ptimas, de modo que el rendimiento de la produccién de biogés tam-
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bién mejora.

Este capitulo se encuentra en revision como articulo en la revista
BMC Biotechnology

Pérez-Sarinana Bianca Yadira, Diaz-Gonzalez Amilcar, De Leén-Rodriguez An-
tonio, Saldana-Trinidad Sergio, Pérez-Luna Yolanda. Biogas Production From Cof-
fee Mucilage (2015).
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Capitulo 6

Escalamiento del proceso de
fermentacion y digestion
anaerobia

6.1. Resumen

En el presente trabajo se escal6 la produccién de bioetanol y biogas a partir
de mucilago de café, las condiciones 6ptimas para los procesos fueron: pH de 5.1,
temperatura de 32 °C, concentracion inicial de aztucares de 61.8 g/L, produccion de
bioetanol estimada de 15.02 g/L; y pH de 8, temperatura de 37 °C, concentraciéon
de azucar de 25.5 g/L y produccion de biogas estimada de 293 mL. El escalamiento
se llevd a cabo en un biorreactor con un volumen de trabajo de 1 L a temperatura
y pH controlado, obteniendo una producciéon de bioetanol de 16.62 g/L + 0.25 y de
biogas de 2950 mL. Se monitore6 el potencial redox, la concentraciéon de azicares y
glicerol durante la fermentacion. Se determiné la funcién de regresion lineal entre
el potencial redox y la producciéon de bioetanol.

Palabras clave: Escalamiento de procesos, biorreactor, fermentacion, digestion
anaerobia.

7
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6.2. Abstract

In this work the production of bioethanol and biogas scaled from coffee muci-
lage, optimal conditions for the process were: pH 5.1, temperature 32 °C, initial
sugar concentration of 61.8 g/L, bioethanol production estimated 15.02 g / L; and
pH 8, at 37 °C, sugar concentration of 25.5 g/L and estimated biogas production
of 293 mL. Scaling was performed in a bioreactor with a working volume of 1 L to
temperature and pH controlled, I obteniedo production of bioethanol from 16.62
g/L + 0.25 biogas and 2950 mL. Monitoring the redox potential, the sugar concen-
tration during fermentation and glycerin. The relationship between redox potential
and bioethanol production was determined.

Keywords: Scaling processes, bioreactor, fermentation, anaerobic digestion.

6.3. Introducciéon

El disenio eficiente de los sistemas de biorreactores esta basado en la tasa de
equilibrio fisico y los procesos biologicos. Los procesos fisicos de interés son, la
transferencia de masa y mezcla de liquidos; mientras que en los procesos biolégicos
de interés es el metabolismo de las células, en contraste con los microorganismos, el
crecimiento y la acumulaciéon de metabolitos secundarios. Dado que la tecnologia de
biorreactor se ha desarrollado principalmente para el cultivo de microorganismos,
los reactores estandar necesitan adaptaciones para los requerimentos especificos
[Tal et al., 1983].

El potencial redox mide la energia quimica de oxidacién reduccién mediante un
electrodo, convirtiéndola en energia eléctrica. El potencial redox es positivo cuan-
do se produce oxidacién y negativo cuando se produce reducciéon. Normalmente,
las reacciones redox vienen acompanadas de cambios de pH en el medio. La de-
terminacién del potencial redox permite la monitorizacién continua del proceso de
fermentacién, ya que la alteracion drastica del potencial redox indican perturba-
ciones en la concentracion celular [Miithlbach, 1998|. La concentracion celular esta
ligada a la cantidad de producto producida en una fermentacion [Garcia, 1993|.

6.4. Materiales y métodos

6.4.1. Sustrato y microorganismo

El mucilago de café fue usado como sustrato para la fermentacion y la digestion
anaerobia, extraido del café cereza usando una despulpadora.
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Para el proceso de fermentacion se utilizo la cepa Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y-2034. Al sustrato se le adicion6 0.5 g/L de sulfato de amonio, se centrifugo
y se pasteuriz6 de acuerdo a las condiciones descritas en el capitulo 4.

Para el proceso de digestion anaerobia se us6 como inéculo lodo metanogénico
de un reactor anaerobio industrial de tratamiento de aguas residuales durante 108
h, se anadi6 980 mL de mucilago de café, 10 mL de indéculo y 10 mL de solucién
tampo6n, como se describio en el capitulo 5.

6.4.2. Cultivo en biorreactor

A partir de las condiciones 6ptimas obtenidas en el capitulo 4: pH de 5.1, tem-
peratura de 32 °C, concentracion inicial de azucares de 61.8 g/L, produccion de
bioetanol estimada y experimental de 15.02 g/L y 16.29 4+ 0,39 g/L. Y pH de 8,
temperatura de 37 °C, concentracion inicial de azicares de 25.5 g/L y produccion
de biogas estimada y experimental de 293 mL y 313 mL, respectivamente.

Se realizaron cultivos discontinuos en un biorreactor de 1 L (Applikon, Foster
City, CA), como se muestra en la figura 6.1. El pH se ajust6 a 5 y se monitoreo
en linea usando un electrodo autoclavable (Applikon) conectado a una bioconsola
ADI 1035 (Applikon). Una vez que el pH alcanza el valor indicado, se controla
automaticamente en el punto de ajuste indicado y mediante el uso de soluciones,
NaOH y HCI al 2N.

El potencial redox se mide en linea con un electrodo redox autoclavable (Appli-
kon, Schiedam, Holanda) conectado a un potenciémetro (B&C Eletronics, Italia)
mediante un puerto RS232, los datos fueron registrados en una PC. El programa
BioXpert 1.3 (Applikon) se utilizo para la adquisicion de datos. Los cultivos se
realizaron por duplicado a una agitaciéon constante de 200 rpm con dos turbinas
Rushton de seis aspas.
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Figura 6.1: Esquema de biorreactor y disposicién del sistema de fermentacion
discontinua. [Davila-Vazquez et al., 2009] .

6.4.3. Analisis

La determinacion de la concentracion de aztucares, etanol y glicerol se realizo
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), usando una columna Pheno-
menex a 60 °C con 0.0025 M de H2SO4 a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min
con un detector de indice de refraccion. El biogas producido (principalmente me-
tano) se cuantifico por el método de desplazamiento volumétrico de agua, con una
trampa de NaOH 2N [Raposo et al., 2006].

Otros compuestos del mucilago de café se analizaron en un cromatoégrafo de ga-
ses (CG) 7820A acoplado con un espectrometro de masas (EM) 5977E (Agilent
Technologies) utilizando una columna capilar de silicio-fenil metil 5% de 30 m de
largo, 250 micras de diametro interior y espesor de 0.25 pum. El detector del EM
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fue operado bajo ionizaciéon por impacto electrénico a 70 eV utilizando el modo de
exploraciéon en 45-450 uma. Los compuestos se identificaron mediante la compara-
cion de sus espectros de masas a los obtenidos en la biblioteca NIST 11 de la base
de datos del EM.

6.5. Resultados y discusiones

6.5.1. Escalamiento del proceso de producciéon de bio-
etanol

En la figura 6.2 se muestra la evoluacién del potencial redox y la cinética de
produccién de bioetanol. La medida del potencial redox permite conocer las dife-
rentes relaciones entre los compuestos presentes en la fermentacion, los compuestos
oxidados y reducidos. El pH y el oxigeno afectan a los valores de Pr, y por lo tanto
el equilibrio depende del pH, cuanto mayor es el pH menor es el Pr y también del
oxigeno, cuanto més oxigeno disuelto menor Pr.

Se graficd la cinética de consumo de aztcares y la concentracion de glicerol
producida. Se observa el mismo comportamiento y producciéon que en botellas se-
rologicas, la concentracion de glicerol fue 2.91 + 0.32 g/L en el escalamiento a 1 L,
y 3.16 + 0.13 g/L en botellas serolégicas con un volumen de trabajo de 100 mL.

La figura 6.3 muestra la funcién de regresion lineal entre el potencial redox y la
produccion de bioetanol (ecuacion 6.1)), con el objetivo de obtener una estimacion
del bioetanol que se produciré en futuras fermentaciones con las mismas condiciones
experimentales..

PB = —0.0549Pr + 10.3619 (6.1)

Donde PB es la produccion de bioetanol (g/L) y Pr es el potencial redox (mV),
el coeficiente de determinacién (R?) fue de 0.97.
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Figura 6.2: Cinética del cultivo discontinuo para la condicién 6ptima escalada
a un volumen de 1 L. (Potencial redox (-), concentracion de bioetanol (M),
concentracion de azticares (A) y concentracion de glicerol (e)).
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Figura 6.3: Correlacion lineal entre la concentracion de bioetanol y el poten-
cial redox.

6.5.2. Escalamiento del proceso de produccién de biogas

En la figura 6.4 se muestra la cinética de produccién de biogés y el consumo de
azicares, como se puede observar se consumi6 el 100 % de los aztcares produciendo
2950 mL de biogés, el cual el metano es el principal componente.

Se grafico la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) (acido butirico y
acido lactico) en la figura 6.5. Los AGV, son productos intermedios mayoritarios
del proceso anaerdbico, es uno de los pardmetros que mas eficazmente pueden
indicar la evolucién del proceso de digestion. Este es uno de los mas utilizados en
los sistemas de control debido a su rapida respuesta ante variaciones del sistema.
Durante la degradaciéon anaerébica, la materia orgénica compleja es hidrolizada
y fermentada en compuestos de bajo peso molecular, incluyendo acidos grasos de
cadena corta. Estos incluyen principalmente 4cidos acético, propiénico y butirico.
Cuando la relacién simbiotica entre acidogénicos y metanogénicos se rompe, los

AGV se acumulan [FAO, 2011].
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Figura 6.4: Cinética de produccion de biogés () y consumo de azicar (A.)

Figura 6.5: Cinéticas de produccion de acidos grasos volatiles (4cido butirico
(M) y acido lactico (¢)).
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La evolucion del potencial redox se muestra en la figura 6.6. El potencial re-
dox es un parametro muy sensible a cambios en el biorreactor. Los cambios en la
mezcla de materia prima o en el pH provocard un cambio en el potencial redox,
aunque ningtn desequilibrio del proceso es inminente. El electrodo redox determina
el voltaje entre sustancias oxidantes (donantes de electrones) y sustancias reducto-
ras (aceptores de electrones) que se disuelven en el contenido del biorreactor. Los
valores del potencial redox deben ser negativos con el fin de aseguar el ambiente
fuertemente reductor que las bacterias metanogénicas necesitan para su Optima
actividad [FAO, 2011].

Figura 6.6: Evolucion del potencial redox en la produccion de biogés.

6.6. Conclusiones

El escalamiento se llevé a cabo en un biorreactor con un volumen de trabajo
de 1 L a temperatura y pH controlado, obteniendo una producciéon de bioetanol de
16.62 g/L + 0.25 y de biogas de 2950 mL, a partir de pH 5.1, temperatura de 32
°C, concentracion inicial de azicares de 61.8 g/L, y pH de 8, temperatura de 37
°C, concentracion de azucares de 25.5 g/L, respectivamente.

La produccién de glicerol como subproducto del metabolismo fermentativo fue
2.91 + 0.32 g/L, 7% menos que en botellas serologicas con un volumen de trabajo
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de 100 mL.

Se monitore6 el potencial redox en la producciéon de bioetanol, indicando que
no existieron perturbaciones en la concentracion celular.

El valor negativo del potencial redox en la producciéon de biogés aseguré el
ambiente reductor que las bacterias metanogénicas necesitan para su 6ptima acti-

vidad.
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Conclusiones

En este trabajo de investigaciéon se implementé una metodologia para la
produccién de bioetanol y biogas a partir de mucilago de café.

La conversion de aztcares a bioetanol fue aproximadamente del 98 %, para
concentraciones de 26.486 g/L, 49.043 g/1, y 68.535 g/L.

El método del picnémetro propuesto, es una forma alternativa para estimar
la concentracién de bioetanol en un medio liquido fermentado cuando hay
falta de equipo sofisticado, tal como es el HPLC.

Las concentraciones de aztcares reductores iniciales de 26.486 g/L, 49.043
g/l, y 68.535 g/L generaron rendimientos de 0.453, 0.371, y 0.376 gramos de
bioetanol por gramo de azucar inicial y rendimientos fraccionales o relativos
de 88.740 %, 72.794 %, y 73.731 %, respectivamente.

De acuerdo con las pruebas de significacién que comparan dos medias expe-
rimentales, el método del picnémetro y HPLC proporcionan la misma con-
centracion de bioetanol, las varianzas conjuntas calculadas fueron de 2.269,
0.242, y 0.112 a tres pruebas diferentes con concentraciones de azicares re-
ductores de 26.486 g/L, 49.043 g/L, y 68.535 g/L, respectivamente.

El mucilago de café es un residuo agroindustrial compuesto principalmente
por galactosa y glucosa.

La metodologia de superficie de respuesta se empled con éxito para producir
bioetanol y optimizar la fermentacion de mucilago de café por Saccharomyces

87
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cerevisiae NRRL Y-2034. En este proceso, el glicerol es un subproducto del
metabolismo fermentativo.

Las condiciones 6ptimas para la produccién de bioetanol se establecieron
como: pH de 5.1, temperatura de 32 °C, concentracién inicial de aztcares de
61.8 g/L y una produccion de bioetanol estimada de 15.02 g/L. Con estas
condiciones, la produccion de bioetanol experimental fue de 16.29 £ 0.39
g/L, un rendimiento de bioetanol de 0.27 y una tasa de produccion de 0.34
g/Lh.

La optimizacién es una alternativa para aumentar la produccién de bioetanol
en mucilago de café.

Con la caracterizaciéon del mucilago de café se pueden identificar aztcares
aprovechables para la producciéon de biogas.

El uso de mucilago de café como sustrato para la produccion de biogas es
una opcién viable para la produccion eficiente de biocombustible.

Las condiciones 6ptimas para la produccion de biogas a partir de mucilago de
café estimada fueron pH de 8.2, temperatura de 37 °C, concentracién inicial
de azticar de 25.5 g/L y una produccion de 293 mL de biogés. La produccion
de biogas experimental fue de 311 mL, superando en un 6 % la condicion
predicha.

La optimizacion del proceso mejora el sistema de produccién de biogéas sobre
condiciones 6ptimas, de modo que el rendimiento de la producciéon de biogas
también mejora.

El escalamiento se llevé a cabo en un biorreactor con un volumen de tra-
bajo de 1 L a temperatura y pH controlado, obteniendo una produccién
de bioetanol de 16.62 g/L. + 0.25 y de biogas de 2950 mL, a partir de pH
5.1, temperatura de 32 °C, concentracion inicial de aztcares de 61.8 g/L,
y pH de 8, temperatura de 37 °C, concentracion de aztcares de 25.5 g/L,
respectivamente.

Se monitore6 el potencial redox en la produccién de bioetanol, indicando que
no existieron perturbaciones en la concentracion celular.

El valor negativo del potencial redox en la producciéon de biogas asegur6 el
ambiente reductor que las bacterias metanogénicas necesitan para su éptima
actividad.



89

= La produccién de glicerol como subproducto del metabolismo fermentativo
fue 2.91 £ 0.32 g/L, 7% menos que en botellas serologicas con un volumen
de trabajo de 100 mL.

» El mucilago de café tiene potencial para producir bioetanol y biogas.
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