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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es estudiar la produccion de etanol y furfural
(compuestos plataforma) a partir de la zoca de café a nivel experimental. Al
realizar la caracterizacion de esta biomasa se obtiene que esta constituida por
un 34,8% de celulosa, 26,2% de hemicelulosa, 22,9% de lignina, 7,15% de
extractivos 7,07% de humedad y 1,04% de cenizas. El alto contenido de
polisacaridos conlleva a la evaluacion de su transformacion hacia compuestos
plataforma. El procedimiento evaluado consiste en tres etapas: En una primera
etapa se realizé una comparacién variando a concentracion de &cido sulfarico
durante la hidrélisis acida (2 y 10%) en la cual se encontré que la mejor condicién
para realizar este proceso se da cuando la concentracion esta al 2%.

Se realiza un tratamiento de Acido diluido al 2% en el cual se obtienen diferentes
tipos de azlcares en su mayoria xilosas provenientes de la hemicelulosa, de alli
se derivan dos procesos para la obtencion de bioetanol y furfural.

Para la produccion de bioetanol es necesario realizar una hidrolisis enzimatica
en la cual la celulosa se reduce a glucosa mediante la ruptura de sus enlaces
glicosidicos aumentando la presencia de azucares fermentables en un 64%. En
la fermentacion se utiliza saccharomyces cerevisiae la cual presenté un consumo
de sustrato del 95% obteniendo etanol con un rendimiento de 24,6% (etanol
obtenido/sustrato consumido).

La produccién de furfural presenta un rendimiento experimental de 11% mientras
que el HMF del 5,6%, partiendo de la masa de xilosa obtenida, de la cual se
alcanza un rendimiento del 39% con respecto a la cantidad de hemicelulosa en
la muestra. Estos rendimientos fueron obtenidos a partir de un proceso de
deshidratacién con acido sulfurico como catalizador y cloruro de sodio como
promotor de la reaccion.

Palabras clave: furfural, etanol, pretratamiento, material lignocelulésico, zoca de
café, celulosa hemicelulosa.

ABSTRACT

The objective of this work is to study the production of ethanol and furfural
(platform compounds) from the coffee souk at experimental level. When carrying
out the characterization of this biomass, it is obtained that it is constituted by
34.8% of cellulose, 26.2% of hemicellulose, 22.9% of lignin, 7.15% of extractives,
7.07% of humidity and 1.04% of ashes. The high content of polysacchar leads to



the evaluation of its transformation to platform compounds. The procedure
evaluated consists of 3 stages: in the first stage a comparison was made with
sulphuric

acid during acid hydrolysis (2 and 10%) n which it was found that the best
condition to carry out this process is when the concentration is 2%.

A 2% diluted acid treatment is carried out in which different types of sugars are
obtained, mostly xylose derived from the hemicellulose, from which two
processes for the derivation of bioethanol and furfural are derived.

for the production of bioethanol it is necessary to perform an enzymatic hydrolysis
in which cellulose is reduced to glucose trough concentration of sugars by 64%.
During fermentation, 95% of the substrate is consumed, which the ethanol has a
record of 24.6%.

The production of Furfural presents an experimental yield of 11% while the HMF
of 5.6%, based on the mass obtained of xylose from which a yield of 39% was
obtained regarding to the amount of hemicellulose in the sample. These yields
were obtained from a dehydration process with sulfuric acid as an agent of
change and sodium chloride as a requester of the reaction.

Key words: furfural, ethanol, pretreatment, lignocellulosic material, coffee souk,
cellulose, hemicellulose.

1. INTRODUCCION

El incremento de consumo de energia principalmente en el sector de transporte
a causado la disminucion de petroleo y con ello la preocupacién sobre diferentes
factores a tener en cuenta como sus costos y el impacto medioambiental que ha
generado la sobre explotacion del mismo, esto ha sido el motor para tomar
medidas, desarrollando combustibles renovables y sostenibles (Federacion
Nacional de biocombustibles, 2012).

En las dltimas décadas se ha estudiado el uso de biomasa lignocelulésica como
materia prima, siendo una posible soluciéon en la produccion de combustibles con
una gran acogida en la industria, ya que el material lignocelulésico revela una
gran fuente de carbohidratos altamente fermentables principalmente
compuestos de hemicelulosa, lignina y celulosa (Pifieros, 2014). La biomasa es
altamente disponible, presenta bajo costo de produccién y genera una solucion
frente a la contaminacion ambiental.

Esto ha llevado al desarrollo de la produccion de biocombustibles en el mundo,
entre el 2001 y el 2010, el crecimiento en la produccién de etanol fue de 380%
con 85 billones de litros. Registrando la mayor produccién en Estados Unidos



el cual utiliza en mayor medida como materia prima residuos de las cosechas de
maiz y Brasil utilizando residuos de cafia de azUcar (Federacion Nacional de
biocombustibles, 2012). Colombia se encuentra en el puesto 10 con 0,4 % de la
produccion mundial utilizando como materia prima residuos de cafia de azucar y
de palma de aceite (proColombia, 2016). Esto es muy positivo para la calidad de
vida de los humananos y el cuidado del medio ambiente, pero no nos damos
cuenta que las fuentes de celulosa y hemicelulosa son tan vastas que abarcan
desechos regionales, desechos agricolas, de industrias papeleras, todo tipo de
madera entre otras. Estas todavia no se emplean para la produccion de etanol.

Colombia tiene la gran ventaja de contar con todos los pisos térmicos lo que
genera una gran variedad de climas y paisajes permitiendo el cultivo de varios
tipos de cultivos que generan diferentes tipos de desechos, los cuales pueden
ser usados para lo anterior. (Daniel et al., 2009). Uno de ellos es el café del cual
destinan 779.000 hectareas para su siembra con una produccion de 13,6
millones de sacos (peso por saco 60 kg) en el afio 2018 segun la federacion
nacional de cafeteros. También genera diferentes residuos uno de ellos es la
zoca de café el cual se genera por las podas realizadas en el cultivo para
mantener los altos niveles de produccion generando al afio 649,92 Ton /ha
(Rendbén-Séenz, 2016). Los usos actuales que le dan a esta madera son:
produccion de cenizas a partir de la incineracién, acopio en terrenos de relleno y
produccion de energia por combustion (Rendon-Saenz, 2016).

En este trabajo se busca utilizar la zoca de café como materia prima para la
produccion de etanol y furfural. En una primera etapa se lleva a cabo la
caracterizacion del material para saber que tanto contenido de celulosa y
hemicelulosa posee, para posteriormente implementar las mejores técnicas
obtencién de azlcares reductores que por medio de fermentacion y reacciones
de deshidratacion podemos obtener las plataformas anteriormente mencionadas
las cuales seran cuantificadas por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion y espectrofotometria V-vis, para asi mismo poder evaluar el
rendimiento de los productos obtenidos.

La finalidad de este tipo de trabajos es de conocer, innovar y ayudar a que
Colombia se desarrolle como productor de grandes cantidades de
biocombustibles aprovechado la diversidad en sus recursos naturales que sin
duda son muy grandes y mostrar que es importante fomentar este tipo de
investigaciones creando conciencia de la mejora que se lograra y la mejor calidad
de vida que se tendrd, demostrando que el uso de residuos agroindustriales
puede llegar a ser competitivo y hacer menos dafio al medio ambiente que los
combustibles tradicionales



2. METODOLOGIA
2.1Preparacion de la materia prima

Se le realiza una molienda al material con molino (RETSCH SK100/C Gusseisen)
y se realiza un tamizado con un tamiz de malla 60 y uno de malla 40, después
de esto se seca la biomasa durante 24 horas a 105 ° C o hasta que el material
tenga una humedad menor al 10%. Esta humedad es medida en una balanza
termogravimétrica (Metter Toledo HB43-S Hologen). agregando 0,5 gr de
muestra.

2.2Caracterizacion del material

La caracterizacion de la zoca de café se realiz6 por cuadruplicado con el fin de
evidenciar la replicacion de los resultados.

2.2.1 Determinacion de extractivos organicos solubles en agua

Para la determinacién de extractivos solubles en agua se realiza el procedimiento
bajo la norma NREL/TP- 510-42619. Se toma aproximadamente 6 g de zoca
previamente molida y seca, con una humedad inferior al 10%, ubicando el
material a extraer dentro de un capuchon hecho con papel filtro, verificando que
la biomasa no se salga del mismo. Posteriormente se coloco en un extractor tipo
soxhlet, se le ajustd una plancha de tal forma que se garantice el mayor
intercambio de calor posible para asi generar una ebullicion vigorosa de 160 ml
de agua. Seguidamente se seca el material sélido libre de extractivos, luego el
material se lleva a un desecador durante 1 hora para posteriormente calcular el
porcentaje de masa libre de extractivos solubles en agua. El agua que contiene
los minerales y extractivos se llevan a rota evaporar, para generar la evaporacion
del solvente y determinar la cantidad de extractivos por diferencia de peso en el
balon (A. Sluiter, R. Ruiz, C. Scarlata, J. Sluiter & Templeton, 2005).

2.2.2 Determinacion de extractivos organicos solubles en etanol

Se realiza una determinacién de extractivos organicos tomando etanol como
solvente, esto se hizo bajo la norma NREL/TP- 510-42619. Para este
procedimiento se toma el material libre de extractivos solubles en agua y se
realiza un proceso de extraccion por método soxhlet con 160 mL de etanol al
96% (v/v), se programa la plancha a una temperatura superior a la de ebullicién
del etanol con el objetivo de realizar una ebullicion energética. Después de este
tratamiento, se lleva el solido libre de extractivos a un horno para ser secado,



posterior a esto se pone el material en un desecador. El etanol utilizado en la
extraccion se traslada a un rotaevaporador, para generar la recuperacion del
solvente y separarlo de los extractivos, lo que es determinado por la diferencia
de peso inicial y final del balén. (A. Sluiter, R. Ruiz, C. Scarlata, J. Sluiter &
Templeton, 2005).

Para el calculo de los porcentajes de extractivos se debe tomar la muestra como
masa libre de humedad.

%m sin extractivos (1)

m seca con recipiente — w recipiente .
= —— x%muestra libre de humedad
muestra inicial

%extractivos (2)

peso balon mas extractivos — peso balon )
= x%muestra libre de humedad

muestra inicial

2.2.3 Determinacion de ligninainsoluble en acido

Este procedimiento se realizé bajo la norma NREL/TP-510-42618. Se pesan 0,3 g de
material libre de extractivos en un Erlenmeyer, donde la masa debe contener una
humedad menor al 10%, luego se agregan 3 mL de &cido sulfarico al 72% (p/p), para
luego llevar a calentamiento a 30°C durante 1 hora en agitacién constante, posterior a
esto se afiaden 54 mL de agua destilada con el fin de que la concentracién disminuya a
un 4% (p/p), se tapa el Erlenmeyer para ser llevado al autoclave durante 1 hora a 15
Psiy 121°C, luego de ello se realiza una filtracion al vacio de la muestra y se lava con
abundante agua. El sdlido filtrado se seca, teniendo especial cuidado y supervision
constante para evitar calcinacién, luego se pesa y determinar el porcentaje de lignina
presente en la muestra analizada (A. Sluiter, B. Hames, R Ruiz & J. Sluiter, D.
Templeton, 2008).

%lignina
Muestra lignina con recipiente — Peso de recipiente ] ) (3)
= x %m libre extracti.

masa inicial



2.2.4 Determinacion de holocelulosa de sélidos libres de extractivos.

Se us6 un método de cloracion el cual se rige bajo la norma ASTM Standard D1104
[211]. Se toman 2,5 g de muestra libre de extractivos en un Erlenmeyer, se mezclan con
80 ml de agua destilada, 0.5 ml de &cido acético glacial y se agrega un 1 g de clorito de
sodio, para ser llevado a un bafio termostatado a 70 °C durante 6 horas y cada hora se
agrega 1 g de clorito de sodio y 0,5 mL de acido acético glacial. Luego de cumplidas las
6 horas, se deja la muestra en el bafio termostatado durante 24 horas a una temperatura
de 70 °C para posteriormente ser filtrada al vacio, realizando lavados con acetona. Los
so6lidos obtenidos se secan y después de estabilizar la temperatura en un desecador se
determina el porcentaje de holocelulosa en la muestra (Saka, 2012).

2.2.5 Determinacion de celulosay hemicelulosa

El método de determinacion de celulosa es un procedimiento continuo al procedimiento
anterior el cual se realiza bajo el procedimiento modificado de (Crapton and Maynard).
Se toma 1 gr de la muestra obtenida en el procedimiento de obtencién cuantitativa de
holocelulosay se realiza un montaje con un condensador para permitir el reflujo de vapor
en el equipo, en el cual se adicionaron 15 ml de &cido acético al 80 % y 1 ml de &cido
nitrico, junto con el material a analizar. El montaje se coloc6 en una plancha a 30 °C por
20 minutos, seguido de esto se transfiere la muestra a un tubo falcom de 50 mL con 20
mL de etanol al 96% v/v, para ser centrifugado a 60 rpm por 10 minutos. Posteriormente
se lava el tubo con alcohol al 96 % v/v para asi transferir la muestra a un crisol y luego
realizar un filtrado al vacio lavando con benceno, éter etilico y etanol caliente (50° C),

%Holocelulosa

__ M holocelu con recipiente — Peso de recipi. (4)

= — x%mlibre extractivos
masa inicial

después se seca para precisar la cantidad de celulosa contenida en la biomasa
analizada, seguidamente se calcina la muestra a 575 °C durante 3 horas y por esta ruta
determinar la cantidad de ceniza que se genera, ademas de establecer la porcion de
hemicelulosa presente en la muestra (J. S. Han and J. S. Rowell, 2008).

M celulosa con recipiente — Peso de recipiente (5)

%celulosa = micial x% holocelulosa
masa inicia
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(6)

%Hemicelulosa = 100% — (%celulosa + Y%cenizas)

2.2.6 Determinacién de cenizas

El procedimiento utilizado a diferentes tipos de madera y fue tomado de NRTL/TP-510-
42622. Se pesa una capsula se deposita 1 gr de muestra en una mufla se calienta
columna rampla de calentamiento de 10 °C/ min desde 20°C hasta 105°C se conserva
la temperatura durante 12 minutos, después de esto se realiza una segunda rampa de
10 °C / min desde 105 °C hasta 250 °C conservando esta temperatura durante 30
minutos, retirar la muestra de la mufla y se pone en un desecador por 1 hora para
determinar la diferencia de pesos (Sluiter et al., 2008).

M cenisas con recipiente — Peso de recipiente (7)

O%cenizas = — x100
masa inicial

2.3 Hidrdlisis acida

Se toma una muestra de materia prima con humedad inferior al 10 %, se realiza una
hidrdlisis con acido sulfarico diluido a una concentracion de 2% v/v y 10% vlv, se lleva
al autoclave a 121 °C y 15 psi por 3 horas para la concentracion de acido de 2% y 1
hora para la concentracion de &cido sulfarico de 10 %, (cuando aumenta la
concentraciéon del acido disminuye el tiempo de reaccidn), posteriormente se filtra al
vacio. El sélido se seca, mientras que al liquido filtrado se le determina la cantidad de
azucares en especial la xilosa por medio de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) (Marsden, Gray, Nippard, & Quinlan, 2007).

2.4 Hidrolisis enzimatica

Se utiliza el 8 gr del solido resultante de una hidrélisis 4cida con acido sulfuro al 2% y
10% se lava con agua caliente con el fin de minimizar los inhibidores en la muestra que
puedan afectar la actividad enzimatica, después de esto se seca durante 6 horas por
60°C y se pone en un desecador durante una hora. Posteriormente se mezcla el sélido
con agua destilada a relacion solido-liquido 1:10, se regula el pH con ayuda de un buffer
citrato 0,1M (pH 5) y se agrega la enzima Cellic® Ctec2 una relacion solido-enzima de
10:1,5 y se pone a 50 °C en constante agitacion durante 72 horas. Se le realiza DNS
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para identificar la presencia de azucares en la muestras, posterior a esto el solido se
lava y se seca (Moncada, Cardona, Higuita, Vélez, & Lopez-Suarez, 2016).

2.5 Fermentacion

Después de la hidrolisis enzimatica es necesario llevar el licor obtenido de la filtracion al
vacio al auto clave, esto se realiza para esterilizar las muestras. Las fermentaciones se
realizaron en un Erlenmeyer de 250 mL a una temperatura de 37°C con un volumen de
fermentacion de 40 mL. Se agregan 2,4 mg de urea y 0,01mg de cloruro férrico y sulfato
de magnesio por cada gramo de azUcar en la muestra. Para iniciar la fermentacion se
realiza una inoculacioén al mosto de fermentacion con 5% v/v de levadura S. cerevysiae
en condiciones semi-anaerobias. se realiz6 el preinoculo con extracto de
levadura.(Marulanda, 2015).

2.6 Produccién de furfural

En un Erlenmeyer de 250mL agregar 10 mL de la fase acuosa la cual consta de 10%
p/p de xilosa'y 10% p/p de H2SO4, como catalizador se agrega 2,4 g de NaCly 100 mL
de tolueno, a presiéon atmosférica y temperatura de ebullicion de la mezcla a tratar, este
proceso se realizara por 5 horas. Para cuantificar el furfural obtenido se realiza una
solucion stock furfural- agua destilada 1:1000 de la cual se hacen varias diluciones las
cuales seran leidas mediante un barrido desde (190 a 330) nm en un espectrofotometro
V-vis Termo Scientific (Evolution 300), para posteriormente realizar una curva patrén y
cuantificar el furfural obtenido (Rong et al., 2012).

Nota: los anteriores procesos se realizaron por triplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion zoca de café

La Tabla 1 nos muestra la composicién obtenida experimentalmente de la zoca de café.
El material fibroso posee altos niveles de celulosa y hemicelulosa en comparacion de
los otros datos obtenidos, esto quiere decir que es viable para la obtencién de productos
derivados de hexosas y pentosas.

Tabla 1 composicion zoca de café

COMPONENENTES CONTENIDO (% PESO)

CELULOSA \ 34,8+0,7
HEMICELULOSA 26,9+0,9
CENIZAS 1,040,015
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EXTRACTIVOS \ 7,15+0,014
HUMEDAD \ 7,07+0,013
LIGNINA ‘ 22,9+0,1

En la Tabla 2 se muestran algunos resultados de composicién quimica de la biomasa
estudiada y se evidencia pequefios cambios en las concentraciones segun el autor. Esto
quiere decir que el contenido de la zoca depende de las condiciones de cultivo como la
temperatura, la presion, los componentes del suelo la temporada en la cual se realiza la
poda, exposicion del material después de la poda, desgaste del material y demas
(Cristian Triana, 2010).

Tabla 2 caracterizacion lignina diferentes autores

CELUL HEMICE CENIZ EXTRACTI LIGNINA REFERENCIA

OSA LULOSA AS VOS

40,39 34,01 1,27 14,18 10,13 (Marulanda, 2015)

40-50 16-20 N.A 10-20 20-30 (Cristian Triana, 2010)

37,35 27,79 2,27 8,38 19,81 (Quintero, Moncada, &
Cardona, 2013)

32,32 13,80 0,92 1,69 46,6 (Agudelo Aguirre, 2009)

45-55 24-40 N.A N,A 18-25 (Cenicafe, 2009)

3.2 HIDROLISIS ACIDA

Tabla 3 Concentracion de xilosa después de la hidrélisis acida

% CONCENTRACION
H2S04  GIL

2% 1 17,0240,037

10% | 9,028+0,078

Sabiendo que la concentracion de hemicelulosa en la zoca de café es del 26,9% vy la
muestra tomada para realizar la prueba fue de 10 g. para la condicion 1 &cido diluido al
10 % se obtuvo 0,9 + 0,078 g de xilosa con un rendimiento 0,39 g xilosa/g hemicelulosa
y para la condicion 2 acido diluido al 2 % se encontr6 una produccion de 1,7+ 0,037 g
de xilosa y un rendimiento de 0,63 g xilosa/g hemicelulosa.

Para cuantificar estos azlcares la muestra se le realiza una dilucion de ¥4 para ser leida
por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC (Aminex HPX-87H) con una
concentracién en la fase moévil de acido sulfarico 0,005 M, este se corre en modo
isocratico es decir, que la concentracion del solvente durante todo el proceso es
constante sin importar si el solvente esta en mezcla o puro (Bussi, 2007). Se maneja un

13



flujo de 0,5mL/min, con una temperatura de columna de 65° C y del detector de 35°C
utilizando como detector de indice de refraccion (RID).

La Figura 2 y Figura 3 muestra la lectura de HPLC de los azlcares en la muestra en
los cuales se puede ver que hubo mas produccion de xilosa que de glucosa en esta
etapa y la produccion més alta de glucosa se genero en el proceso con &cido sulfurico
diluido al 2% como se muestra en la Figura 2.

Figura 1 HPLC azucares reductores al 2% de H2SO4
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Figura 2 FTIR AzUcares reductores al 10% H2S
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La cuantificacién se realiza mediante una curva de calibracién de xilosa la cual se realiza
con una solucion stock de agua tipo 1 y xilosa a 4 mg/mL hasta una concentracién de
xilosa de 0,4 mg/mL leidos en el cromatografo (HPLC Aminex HPX-87H).
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3.3 HIDROLISIS ENZIMATICA

Para obtener glucosas a partir de celulosa se realizé una hidrélisis enzimatica en la cual
no se generan inhibidores, en este caso se usa la enzima Cellic Cetc2 de la empresa
Novozymes, la cual esta formada por celulasas y xilanasas que actlan conjuntamente
para la degradacioén de la celulosa (Mesa & Martinez, 2014).

En la Tabla 5 se muestra el comportamiento de produccion de glucosa variando la
concentracién del pretratamiento con acido diluido al 2% y al 10%. Estos datos fueron
tomados durante 72 horas.

Tabla 4 Concentracion glucosa durante la hidrélisis enzimética

TIEMPO  10% 2%
(H) H2S04 H2S04
(GIL) (GIL)
12 4,300,077 3,270,047

24 | 857+0,050 8,89+0,038
48 | 8,740,065 9,22+0,027
72 | 8,76£0,045 9,26+0,003

En la Figura 4 se puede observar cémo fue el comportamiento de la produccién de
azucares durante 72 horas tomando un dato al iniciar la hidrélisis y uno cada 24 horas.
Se evidencia la produccién mas alta en el primer dia con un rendimiento de 49% (acido
diluido al 10%) y 63% (&cido diluido al 2%) y después de esto la produccién de glucosa
se vuelve constante. Esto se debe a la disminucion de concentracion de enlaces
peptidicos y el equilibrio que se genera entre sustrato inicial y los péptidos formados, lo
cual produce la reduccién de la actividad enzimatica y presenta un menor rendimiento
en comparacion al dia 1 con 2,16% (acido diluido al 10 %) y 3,99% (acido diluido al 2%).
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Figura 4 Produccion de azucares durante la hidrélisis enziméatica
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En la Tabla 6 se muestras los rendimientos y la variaciéon con respecto al cambio de
concentracién en el pretratamiento de hidrélisis con H2S04 diluido. La cantidad mas
alta de hexosas del fragmento liquido de la condicion 1 (acido diluido al 10%) es de 0,52
+ 0,045 g de glucosa por cada 6 g de muestra seca con un rendimiento de 51% y en la
condicion 2 (acido diluido al 2%), es de 0,74 + 0,003 g por cada 8 g en la muestra seca
con un rendimiento de 64%.

Tabla 5 Datos obtenidos de la hidrélisis enzimatica

CONDICION RENDIMIENTO (G
(CONCENTRACION GLUCOSA FINAL/G
H2S04) GLUCOSA INICIAL)

2% 0,64+0,015

10% 0,51+0,081

En la Tabla 7 se muestra los rendimientos obtenidos de la hidrélisis enzimatica a partir
de la zoca de café de diferentes autores las cuales presentan algunas variaciones en su
valor esto se debe a las diferentes condiciones que fue sometida la hidrolisis como: el
tipo de enzima escogida, el tiempo en el cual se realiza el proceso el porcentaje de
celulosa que haya presentado la muestras en su caracterizacion y las condiciones de
pretratamiento a las cuales fueron sometidas.
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Tabla 6 Rendimientos obtenidos de hidrolisis enzimatica de diferentes autores

RENDIMIENTO (G GLUCOSA REFERENCIAS
FINAL/G GLUCOSA INICIAL)

0,85 ' (Cristian Triana, 2010)
0,70 ' (Marulanda, 2015)
0,65 ' (Marulanda, 2015)

Los anteriores datos fueron cuantificados por medio del método acido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS), para el cual se construye una curva de calibracion que representa la absorbancia
de las diferentes diluciones de glucosa (80 ppm a 800 ppm). A las muestras se realizé
una dilucion 1:100 con el fin de que el valor de absorbancia reportado se encuentre
dentro del rango de la curva de calibracion y asi poder determinar la concentracion de
glucosa a lo largo del proceso de hidrélisis enzimatica. Todas las muestras fueron leidas
por medio de un espectrofotometro V-vis Termo Scientific (Evolution 300).

3.4 FERMENTACION

Para la fermentacion se concentra el liquido obtenido en la hidrélisis enzimatica
disminuyendo su volumen a la mitad para poder obtener una concentracién mayor de
glucosa, en el caso 1 (acido diluido al 10 %) 17 g/L y en el caso 2 (acido diluido al 2%)
18 g/L. En la Tabla 8 se muestra la concentracion y el rendimiento de etanol que se
obtuvo en el proceso de fermentacion de los hidrolizados de zoca de café.

Tabla 7 Resultados produccion de etanol

CONDICION CONCENTRACION RENDIMIENTO ETANOL (G
(CONCENTRACION ETANOL (G/L) ETANOL PRODUCIDOS/G
H2S04) SUSTRATO CONSUMIDO)

2% 1 3,91+0,5 0,246+0,15

10% 1 3,86 £0.06 0,237+0,07

En la Tabla 9 se muestra el rendimiento obtenido de etanol producido/sustrato
consumido de algunos autores a partir de la zoca de café. En comparacion con los datos
obtenidos en este trabajo Tabla 8 los resultados los diferentes autores varian un poco,
esto puede deberse a: el tipo de microorganismo fermentativo utilizado en el
procedimiento, la concentracion inicial del sustrato, el tiempo de fermentacion y el
cuidado con el cual se realiza este procedimiento.
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Tabla 8 Rendimiento de etanol a partir de zoca de café de diferentes autores

RENDIMIENTO DE ETANOL P/ REFERENCIA
SUSTRATO C

0,25 ' (Marulanda, 2015)
0,23 (Cristian Triana, 2010)
0,34 (Cristian Triana, 2010)

En la Figura 5 muestra el comportamiento que se obtuvo del sustrato el cual fue medido
durante 40 horas 3 veces al dia por la técnica colorimétrica del &cido 3,5 dinitro salicilico
(DNS) en un espectrofotometro V-vis Termo Scientific (Evolution 300).

Para saber la concentracion de etanol durante la etapa de fermentacion se utilizé la
técnica de cromatografia de liquidos de alta eficiencia HPLC (AMINEX HPX-87 H), fase
movil acido sulfdrico 0,005 M con un flujo de 0,5 mL/min y una temperatura de columna
de 65°C y 35°C del detector (RID). Se realiza una curva patrén de etanol de (2% v/v a
8% v/v) para su cuantificacion la cual tiene un comportamiento creciente durante el
proceso.

Figura 3 Comportamiento sustrato etanol
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3.5 REACCION DE DESHIDRATACION
En la Tabla 11 se evidencia el rendimiento de HMF y furfural a partir de la cantidad de

xilosa generada en el pretratamiento acido sulfurico al 2%, ya que con este método se
obtuvo mayor concentracion de xilosa como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 9 Datos obtenidos de la deshidratacion de xilosa

CONCENTRACION RENDIMIENTO CONCENTRACION  RENDIMIENTO

FURFURAL(G/L) (G FURFURAL /G HMF (GIL) (G HMF /G
XILOSA) XILOSA)
2,44+ 0,08 1 0,11£0,61 0,710,15 0,056+0,03

En la Tabla 12 se muestra el rendimiento de la produccion de furfural a partir de zoca
de café de diferentes autores, que frente a este trabajo presentan pequefios cambios en
su resultado, estos rendimientos pueden variar dependiendo las condiciones a las que
se realice el proceso, del método que se utilice para la obtencion del producto de interés,
la cantidad de obtenida de xilosa y el método utilizado para la cuantificacion de furanos.

Tabla 10 Datos produccion de furfural de diferentes autores

RENDIMIENTO (G RENDIMIENTO (G HMF REFERENCIAS
FURFURAL /G XILOSA) /G XILOSA)
0,063 - (Marulanda, 2015)

Para cuantificar de fulguranos obtenidos se hace por un método espectrofotométrico
desde una longitud de onda (190 a 330) nm a una solucion furfural- agua con diferentes
concentraciones.

En la Figura 6 se observa un comportamiento ondulatorio el cual presenta dos picos
muy claros uno en 228 nm el cual nos muestra la presencia de furfural en la mezcla y

otro 279 nm nos muestra la presencia de HMF en la mezcla (Martinez, Rodriguez, York,
Preston & Lonnie, 2000).

Figura 4 Espectro V-vis furfural a diferentes concentraciones
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En la Figura 9 se muestra la curva patron de furfural y HMF obtenida de los picos 279
y 228 de la Figura 8 con las concentraciones con las cuales se realizo el barrido en el
espectrofotdmetro V-vis Termo Scientific (Evolution 300) y también se evidencian las
concentraciones obtenidas del proceso de deshidratacién de xilosa a las cuales se les
realizo una dilucién 1:2000 para que ingresara a la curva patron.

Figura 7 Curva de calibracion furfural y furanos
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4. RECOMENDACIONES

Es importante estudiar un pretratamiento el cual permita una buena adecuacién de la
biomasa escogida, ya que esto depende mucho de la naturaleza de la materia prima a
utilizar y afecta en gran medida el rendimiento de los productos. Para la zoca de café en
este trabajo se sugiere utilizar una hidrolisis cida con acido sulftrico al 2% ya que con
esta presenta mayor rendimiento en la obtencién de azucares reductores.

La fermentacién se recomienda hacerla con cepas hibridas las cuales nos ayudara a
que el proceso sea mas efectivo ya que estas cepas no solo consumen glucosa como
en el caso de la utilizada en este trabajo.

En la fermentacion se recomienda hacer un pre inoculo el cual debera agitarse durante
24 horas esto con el fin que las levaduras ya estén en su fase de crecimiento cuando se
inocule al mosto utilizado, lo cual nos ayudara a disminuir tiempos de produccion de
etanol.
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Para la hidrélisis enzimética es importante que este combinada con celulasas u otras
enzimas dirigidas a la ruptura de celulosa ya que en este proceso se realiza la mayor
produccién de glucosa para ser implementada como sustrato en la fermentacion.

Para realizar la obtencién de furanos en la muestra se recomienda utilizar procesos con
altas presiones y temperaturas ya que estas condiciones favorecen la reaccion de
deshidratacién brindando mayores rendimientos en la obtencién de furfural.

5. CONCLUSIONES

Con el desarrollo de este trabajo se evidencia que la zoca de café como materia prima
es una plataforma muy versétil para la obtencion de productos con alto valor agregado
por el gran contenido de celulosa del 34,8% y hemicelulosa del 26.9%.

La hidrélisis enzimatica en este trabajo es una etapa muy importante para la produccion
de etanol a partir de material lignocelulésico, ya que se aprovecha los sustratos
obtenidos en el pretratamiento con &cido diluido al 2% aumentando la eficiencia y la
concentracién de azlcares reductores presentes en la muestra en un 64%, asi mismo
aumenta la productividad de etanol. Por eso es muy importante escoger una enzima
eficiente y que nos brinde estabilidad en el proceso.

Se evidencia que la biomasa implementada con un pretratamiento de acido diluido al
2% y las metodologias de produccion usadas en este trabajo, presenta un mayor
rendimiento en la produccion de etanol con un 24% que de furfural el cual cuenta con
un 119%, lo que nos dice que sera mas rentable usar la zoca de café para la produccion
de etanol.

El hecho que se emplee esta biomasa lignocelulésica como materia prima para la
obtencion de bioetanol, muestra una alta conveniencia para la produccion de
biocombustibles los cuales nos ayudaran a mitigar la contaminacion generada por los
combustibles fésiles y la generada por los desechos agroindustriales.
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