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Resumen: En la busqueda de alternativas que permitan reducir el uso de combustibles fésiles para satisfacer las necesidades del trasporte y
energia, se han realizado investigaciones sobre el uso de biocombustibles. Los materiales lignocelulésicos son una alternativa sustentable para la
produccién de bioetanol. La principal limitacion del uso de estas materias primas es su dificultad para realizar la hidrolisis, por lo que es importante
la evaluacién de métodos. En este estudio se evalla el uso de cascarilla de café como materia prima para la produccién de bioetanol, asi como el
proceso de pretratamiento para la obtencidén de azlcares reductores que puedan ser empleados como sustrato. Para el desarrollo de esta
investigacion se aplico la técnica de extraccién de solubles, posteriormente un pretratamiento alcalino con NaOH y finalmente la hidrolisis
enzimatica con celulasas donde se emplearon valores de pH de 4, 5, 6 y 7, donde las concentraciones mas altas de azlcares reductores se
encontraron en las muestras con pH acidos.
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Introduccién

En las Ultimas décadas, los residuos agroindustriales han sido objeto de numerosos estudios debido a que muchos de
sus componentes pueden ser aprovechados como materia prima para la elaboracion de productos de valor agregado
(Mejias-Brizuela et al., 2016) siguiendo los lineamientos de la economia circular al ser introducidos nuevamente al
proceso productivo (Aguirre-Forero et al., 2022).

Esta tendencia sigue siendo relevante hoy en dia y se espera que continte en el futuro, especialmente en el contexto
de la produccidn de bioenergéticos y la prioridad de minimizar el impacto ambiental de estos residuos agroindustriales
(Mejias-Brizuela et al., 2016) pues es uno de los recursos organicos mas abundantes a nivel mundial y constituye una
fuente prometedora para la obtencion de energia renovable (Espinosa-Negrin et al., 2022) que al no ser aprovechada
representa un grave problema de contaminacidn por los grandes voliumenes que se producen (Gutiérrez-Antonio et al.,
2020).

Esto es especialmente relevante en el sector agroalimentario, donde un manejo inadecuado de los residuos sélidos y
subproductos pueden tener un impacto negativo en el equilibrio medioambiental (Aguiar et al., 2022). En este sentido,
es fundamental implementar estrategias de gestion de residuos que promuevan la reduccidn, reutilizacion y reciclaje
de los mismos, con el fin de minimizar su impacto ambiental y maximizar su valor econémico. Una alternativa para
otorgar valor agregado a los residuos organicos y fomentar la economia circular consiste en el aprovechamiento, en el
cual, los residuos se convierten en materias primas, al eliminar el desperdicio de recursos y promoviendo el reciclaje y
reutilizacion de los mismos (Matiacevich et al., 2023).

Por otro lado, la dependencia de la civilizacion moderna hacia los combustibles derivados del petrdleo para la movilidad
global y el sostenimiento de muchas actividades econdmicas esenciales ha sido un problema durante varios afos
debido a la generacidon de gases de efecto invernadero que perjudican el medio ambiente y contribuyen al
calentamiento global. Estos efectos ambientales negativos resaltan la necesidad urgente de encontrar alternativas
sostenibles a los combustibles fésiles para el sector del transporte. Actualmente, en varios paises se han aprobado
normativas para el uso de biocombustibles para satisfacer las necesidades de transporte. En 2025, se espera que los
biocombustibles proporcionen aproximadamente el 5.4% de los requerimientos energéticos para el transporte por
carretera (Khan et al., 2021).
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El aumento de la participacién del bioetanol como combustible para el transporte surge como una solucién a corto
plazo porque su tecnologia de produccién estd madura y se puede mezclar con gasolina. Considerando el periodo 2008-
2018, el uso de etanol (principalmente de primera generacidn) contribuyé a la reduccidon de aproximadamente 500
millones de toneladas de emisiones de CO;-eq y contribuird con otros 160 mil millones de toneladas de CO;-eq hasta
2030 (99% de etanol de primera generacién) (Sydney et al., 2019). Sin embargo, los cultivos utilizados para la
produccién de bioetanol son principalmente cultivos alimentarios, como el maiz, la cafia de azucar y la remolacha, por
lo tanto, su produccion afecta la seguridad alimentaria debido al aumento de su demanda, lo que incrementa sus costos
y afecta la economia de diversas regiones por lo que ya existen restricciones legales (Cantarella et al., 2023). Los
biocombustibles de segunda generacidén surgen como una mejor alternativa de produccion pues estos no compiten con
cultivos alimentarios, pueden reducir significativamente la produccidon de CO, y en algunos casos ofrecen un mejor
rendimiento del motor (Alejandro y Camposano, 2021) ademas de que la materia prima se obtiene materiales
lignoceluldsicos que provienen de residuos agroindustriales. De esta manera, la gestidén de estrategias para producir
energia renovable mediante biorrefinerias, ayuda a preservar el medio ambiente, también mejora la salud humana
(Pefia y Lépez, 2020), beneficia cadenas de suministros e impacta de manera positiva en la economia (Maffia et al.,
2024).

Dentro de los residuos agroindustriales que pueden ser empleados en la produccién de biocombustibles se encuentra
la cascarilla de café. El pergamino de café o cascarilla es la parte que envuelve el grano inmediatamente después de la
capa mucilaginosa y representa alrededor de 12 % del grano de café en base seca. Esta cascarilla constituye una
excelente fuente de celulosa, lignina, pentosanos, silice y cenizas, asi como otros compuestos en menor proporcion
(Manals et al., 2018). Actualmente México participa en el mercado cafetalero con el 1.5 por ciento del volumen de las
exportaciones mundiales (CEDRSSA, 2018), con una produccidn para el afio 2021 de 947.0 mil toneladas segun datos
del SIAP, lo cual, representa una produccion de 57.7 mil toneladas de cascarilla.

El uso de este residuo agroindustrial para la produccion de bioetanol representa una alternativa de aprovechamiento
rentable al ser un producto no alimentario, abundante y de bajo costo, ademas de que se ajusta a la estrategia de
economia circular y planes de cero residuos (Broda et al., 2022), pues la producciéon de bioetanol 2G a partir de
desechos agricolas, se caracteriza por la tendencia a maximizar el retorno de la inversidn, ya que su enfoque permite
satisfacer la demanda energética de manera sostenible, econdmicamente viable y ambientalmente segura. Sin
embargo, uno de los mayores retos que presenta es la aplicacién de pretratamientos que permitan el acceso a los
azucares fermentables que pueden ser transformados en bioetanol (Melendez, 2022) ya que la viabilidad de los
proyectos de biocombustibles avanzados depende de tecnologias rentables y de la disponibilidad de grandes
volumenes de materia prima a precios bajos (Cantarella et al., 2023).

Desarrollo

Materiales y Métodos

Materia Prima

Para los experimentos se empled cascarilla de café proveniente del proceso de trillado de café pergamino
proporcionada por una empresa de la region, la cual fue almacenada en recipientes de plastico a temperatura
ambiente.

Caracterizacion de la biomasa

Para la caracterizacion de la biomasa (cascarilla de café) se empled la metodologia descrita por Alvarez et al. (2013)
con algunas modificaciones para determinacién de celulosa (TAPPTI212), holocelulosa (ASTM D-1104), lignina
(NREL/TP-510-42618) y extraibles Soxhlet — Norma (NMX-F-615).

Extraccion de ceras

Se realizd la extraccidn de ceras y material soluble utilizando modificaciones a la metodologia descrita por Gavrilla et
al. (2024). Las muestras de 100 g de cascarilla se mezclaron con 100 mL de agua destilada y 300 mL de etanol y se
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extrajeron a reflujo durante 5 h a temperatura de ebullicion, posteriormente se repitio la extraccién usando solo agua
durante 5 h mas.

Pretratamiento alcalino asistido por ultrasonido

Se sometieron 100 g de cascarilla a pretratamiento alcalino con ultrasonido en un equipo Coler Palmer con baiio de
ultrasonido con una potencia de 120 W y una frecuencia de 40 kHz a una proporcién 1:10 de muestra y solucion de
NaOH 1 N a temperatura de 50 °C. El tiempo del pretratamiento fue de 6 h. La cascarilla pretratada se filtré y se lavd
dos veces con agua destilada para eliminar residuos de la solucidn alcalina. Finalmente, se secd a 60 °C hasta llegar a
peso constante y se almacend para su posterior uso en la hidrolisis enzimatica. Todas las pruebas se realizaron por
duplicado.

Hidrdlisis enzimdtica

La cascarilla de café pretratada se triturd en una licuadora para reducir el tamafio de la particula. Para la hidrolisis
enzimatica se usé un reactor de vidrio enchaquetado de 500 mL con control de temperatura y agitacion automatica
(Marca SEV AMD-02). Como catalizador se utilizé la enzima celulasa (Cellulase 10X, ENZIQUIM). Para la hidrdlisis
muestras de 10 g se suspendieron en 100 mL de buffer de citratos y buffer de fosfato de potasio a tres diferentes pH
(4,5y6)yseincubaron a 45 °C durante 3 h con agitacion de 150 rpm. Se tomaron muestras en intervalos de 10 minutos
los primeros 40 minutos y en intervalos de 20 minutos hasta completar 3 h. La actividad enzimatica se detuvo
sometiendo las muestras a un bafio de hielo.

Cuantificacion de glucosa

La cuantificacién de glucosa liberada al medio se determind por lectura en un espectrofotémetro a 505 nm (JENWAY
6305) después de la reaccién con glucosa oxidasa peroxidasa GOD-GOP (kit enzimatico TrinderR). Previamente se
construyd una curva de calibracién para correlacionar la concentracidon usando un estandar de glucosa (SPINREACT
1002400).

Resultados y Discusion

Caracterizacion de la biomasa

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la caracterizacién de la

cascarilla de café, donde se evidencian porcentajes significativos de Tabla 1. Caracterizacion de la biomasa
lignina (30%) y celulosa (39%). Estos valores son relevantes, ya que la (cascarilla de café ).
celulosa en la cascarilla de café supera el contenido reportado por

Palomar et al. (2019) en la paja de trigo con un porcentaje de 34.76%. %(p/p)
Este hallazgo sugiere que la cascarilla de café podria ser una fuente

prometedora para la produccién de bioetanol, dado su mayor Celulosa 39%
contenido de celulosa, que es fundamental para la produccién de Hemicelulosa 20%
azlcares fermentables. Por otro lado, el contenido de lignina en la Holocelulosa 59%
cascarilla de café es considerablemente mas alto (30%) que el Lignina 30%
reportado en la paja de trigo (14.85%). Sin embargo, el equilibrio entre Extraibles 13%

la lignina y la celulosa en la cascarilla de café indica que, a pesar de su
alta lignificaciéon, el material sigue siendo viable para procesos de
conversion en bioetanol siempre y cuando se apliquen métodos de
pretratamiento adecuados.

Extraccion de ceras

De las muestras de cascarilla de café sometidas a extraccion se obtuvo como resultado un 13.5 + 0.707 % de ceras y
material extraible, lo que indica la alta eficiencia del proceso pues este resultado coincide con el contenido de extraibles
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reportado en la primera etapa de caracterizacion de la cascarilla. Este resultado tiene relevancia pues evita reacciones
guimicas y productos indeseables en los procesos posteriores segln lo reportado por Aguilar-Rivera (2004).

Pretratamiento alcalino asistido por ultrasonido

El pretratamiento alcalino degradd el contenido de lignina en un porcentaje de 21.27 + 2.42%, considerando el
contenido de lignina presente en la cascarilla descrito en la Tabla 1, representa mas del 75%. Segun Gavrilla et al. (2024),
uno de los principales retos en la hidrolisis de materiales lighocelulésicos es la ruptura de la lignina para poder acceder
a la celulosa, pues al ser la lignina un compuesto fendlico complejo dificulta la conversion de la biomasa y genera un
rendimiento bajo de azucar. De ahi la importancia de aplicar técnicas que permitan aumentar la disponibilidad de
celulosa, pues se ha demostrado que una deslignificacion de la biomasa reduce las barreras fisicas y quimicas, e
incrementa la accesibilidad de la celulosa (Espinosa-Negrin et al., 2022).

-

Hidrolisis enzimdtica

El uso del reactor enchaquetado, equipado con sistema de control
de temperatura y agitacion automatica, ha demostrado eficiencia
en el proceso de hidrolisis de cascarilla de café pretratada. Este tipo
de reactor esta disefiado para mantener condiciones controladas y
estables durante la reaccion quimica, lo que permite una mayor
precision y eficiencia en el proceso de hidrolisis, pues en esta etapa
se logré hasta un 20% de materia hidrolizada.

Cuantificacion de glucosa

La curva de calibracion GOD-GOP arrojé un coeficiente de
correlacién de R2 = 0.9997 cuya ecuacién fue y = 0.1089x + 0.001

Curva de calibracién GOD-GOP
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Figura 1. Reactor de vidrio enchaquetado con control Figura 2. Curva de calibracidn obtenida mediante la técnica
de temperatura y agitacion. GOD-GOP.

En la Figura 3 se presentan los resultados del efecto del pH en la hidrolisis enzimatica donde podemos observar las
mayores concentraciones de glucosa en las muestras hidrolizadas en un rango de pH de 4-5, la mayor concentracion
obtenida fue de 504 mg/L a un pH 5, sin embargo, no representa una diferencia significativa en comparacion con las
concentraciones obtenidas a un pH 4. Las concentraciones de glucosa mas bajas fueron obtenidas a un pH 7, las cuales
no sobrepasaron valores mayores a 100 mg/L. En el caso del pH 6, aunque los valores superaron los 200 mg/L, los
rendimientos son bajos en comparacion con los obtenidos a un pH 4 y 5. Ademas, la tendencia ascendente en la grafica
para todas las muestras indica que un mayor tiempo de hidrolisis puede aumentar las concentraciones de glucosa lo
gue representa un parametro para estudios posteriores. El comportamiento de la actividad enzimatica descrita en la
grafica coincide con lo reportado por Ayala-Armijos et al. (2020) donde menciona que, al disminuir el valor del pH en
el medio se obtienen mejores condiciones de hidrolisis. Estos resultados son importantes pues de esta manera se
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definen las condiciones éptimas de pH necesarias para obtener un mayor rendimiento de glucosa durante la hidrdlisis
enzimatica de la cascarilla de café.
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Figura 3. Efecto del pH en la hidrélisis enzimatica de muestras Figura 4. Efecto de la dosis de enzima en la produccidn de
de cascarilla de café pretratada. glucosa en muestras de cascarilla de café pretratada.

El impacto de la variacion en la dosis de enzima sobre la hidrdlisis enzimatica de residuos lignocelulésicos fue evaluado
y se observd que la modificacidn en las concentraciones enzimaticas produjo un incremento en las concentraciones de
glucosa liberada de 40.29 mg/L. Este incremento no refleja una mejora sustancial en el rendimiento del proceso de
hidrélisis enzimatica, como se evidencia en la Figura 4, pues demuestra que las concentraciones de glucosa obtenidas
bajo diferentes dosis de enzima siguen un patron de comportamiento muy similar, indicando que la variacion en la
dosis no genera una diferencia significativa en la actividad enzimatica. Segun lo reportado por Rohrbach y Luterbacher
(2021), menciona que el aumento en la carga enzimatica no proporciona beneficios significativos en términos de
eficiencia de hidrdlisis. La optimizacion de la hidrdlisis parece beneficiarse de una menor carga enzimatica, lo cual
facilita una mejor difusion de los reactivos y una mayor eficiencia en la conversién enzimatica. Estos resultados sugieren
gue un enfoque mas equilibrado en la dosificacion de enzimas puede ser preferible para maximizar la eficiencia del
proceso, pues el aumento en la dosis de enzima no aumenta las concentraciones de glucosa obtenida.

Tabla 2. Comportamiento de la velocidad enzimatica inicial a diferentes valores de pH.

pH Velocidad Concentracion maximade  Tiempo para alcanzar la concentracion
(mg/Lemin) glucosa (mg/L) maxima de glucosa (min)

4 6.345 502 180

5 3.818 504 180

6 2.113 230 180

7 0.645 80 180

En la Tabla 2, se muestran las concentraciones finales de las muestras de cascarilla de café hidrolizada con enzima
celulasa donde los mejores rendimientos de glucosa se obtuvieron en los experimentos a pH 4 y 5 los cuales alcanzaron
alrededor de 500 mg/L. Sin embargo, los resultados muestran una mejor velocidad inicial a pH 4 alcanzando hasta 6.345
mg/Lemin, comparado con la velocidad inicial a pH 5 con una diferencia de aproximadamente 2.5 mg/L. Los valores no
presentan diferencias significativas en comparacion con lo reportado por Alejandro y Camposano (2021) en su trabajo
enfocado a la evaluacién del efecto del pH en residuos sélidos organicos de cocina, donde obtuvo concentraciones de
azucares reductores de 1.7 — 2.07 g/L.

Considerando que cada litro de sustrato contiene 100 g de cascarilla de café en base seca, obtenemos un rendimiento
de glucosa 0.5 g/100 g de cascarilla, valor estimado de glucosa disponible para la etapa de fermentacion. Por lo tanto,
en la etapa de fermentacién suponiendo una eficiencia del 100% donde por cada molécula de glucosa se obtiene 2
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moléculas de etanol, el rendimiento tedrico del etanol es de 0.511 g de etanol por cada gramo de glucosa (valor
derivado de sus masas molares), lo que significa que, a partir de la cascarilla de café podemos obtener un rendimiento
de bioetanol de aproximadamente 0.25 g/ 100 g de cascarilla, lo que sugiere que, por cada tonelada de cascarilla se
estima una produccion de 2500 g de bioetanol. Aunque estos valores estimados estan basados en una eficiencia del
100 %, es importante destacar que los valores pueden estar sujetos a variaciones debido a factores como la eficiencia
en la hidrdlisis de la biomasa y otras condiciones operativas del proceso, sin embargo, estos datos nos proporcionan
una aproximacion del potencial de la cascarilla de café como sustrato para la produccién de bioetanol.

Conclusiones

Se demostro que el contenido de celulosa presente en la cascarilla de café favorece la conversion de este polimero en
azucares fermentables para la produccion de bioetanol.

La reduccién de lignina por el método alcalino asistido con ultrasonido facilité la degradacidon de la celulosa,
incrementando la disponibilidad de celulosa y mejorando la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica.

Las concentraciones éptimas de glucosa se lograron en un rango de pH entre 4 y 5, con la mayor concentracién
alcanzada a pH 5 (504 mg/L) aunque se obtuvo una mayor velocidad inicial a un pH 4. De esta manera se comprobd
que valores de pH acidos favorecen la actividad enzimatica, permitiendo una mayor liberacién de glucosa durante la
hidrdlisis.

El aumento en la proporcidn de la dosis de enzima y sustrato no produjo un aumento significativo en la concentracién
de glucosa, lo que sugiere que la carga enzimatica adicional no mejora sustancialmente la eficiencia del proceso de
hidrélisis, lo que indican que un equilibrio adecuado en la dosis de enzima puede ser mas beneficioso, ya que una carga
enzimatica excesiva no necesariamente incrementa la eficiencia.

Se espera que la continuidad de esta investigacion contribuya al aumento de produccién estimada de glucosa y en la
conversion de biomasa en biocombustible.
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