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RESUMEN

TITULO: Estudio preliminar para la produccion bacteriana de hidrogeno a partir de mucilago

de café de la region los santos, Santander*

AUTORES: Carlos Esteban Gonzélez Villalobos™
Yesenia Lizeth Piedrahita Vasquez

PALABRAS CLAVE: Actinobacteria, Bioenergia, Hidrégeno, Mucilago, Café.

En la industria cafetera de la region, el beneficio del café se hace por via himeda, generando una
corriente liquida de mucilago como subproducto residual. Debido a su acidez y contenido de
materia organica, el mucilago de café genera problemas ambientales cuando es vertido en fuentes
hidricas. EI mucilago del café presenta un alto contenido de pectinas y azucares que lo convierten
en un sustrato potencial para el crecimiento de microorganismos para la produccion de
biocombustibles como lo es el hidrégeno. El presente trabajo tiene como objetivo identificar cepas
nativas productoras de hidrégeno a partir de mucilago de café, utilizando métodos de
caracterizacion fisicoquimica de mucilago de café, obtenido de una planta de beneficio de café
orgénico , determindndose el contenido de azlcares reductores (ART), contenido de soélidos
disueltos y pH. Previamente, a partir de 'agua-miel' residual de la planta de beneficio se aislaron
varias cepas de Actinobacterias en medio (CYC) suplementado con 50 pg/ml de nistatina. El
crecimiento en medio sélido de estas cepas fue evaluado cualitativamente empleando diferentes
formulaciones de 'medio mucilago' (mucilago de café y (NH4)2S04), y se seleccioné la formulacion
mucilago en dilucién al 50% el cual logré el mejor crecimiento de las cepas analizadas con un
contenido de 11 g/L de ART. Para las cepas que presentaron mejor crecimiento en dicho medio a
base de mucilago, la produccién de gas hidrégeno fue evaluada por medio del equipo de medicion
Crowcon T3 (Detector multigas personal). Las actinobacterias que mejor crecieron en este medio
corresponden a los géneros Streptomyces y Arthrobacter. Las cepas M5, M8, M9, M13, M14 y C12,
produjeron hidrégeno en condiciones anaerobias desplazando 1,7ml, 1,7ml, 1,5ml, 0,7ml, 0,7ml y
4ml respectivamente. Como conclusion se identificaron actinomycetos nativos capaces de generar
hidrogeno a partir de mucilago de café.

*k

Facultad de Ingenierias Fisicoquimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora:
VivianaSanchez Torres, Ingeniera Quimica, Ph.D.
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SUMMARY

TITLE: Preliminary study for the bacterial production of hydrogen from coffee mucilage

from Santos, Santander *

AUTHORS: Mr. Carlos Esteban Gonzalez Villalobos **

Ms. Yesenia Lizeth Piedrahita Vasquez **

KEY WORDS: Actinobacteria, Bioenergy, Hydrogen, Mucilage, Coffee.

CONTENT:

In the coffee industry of the region, the benefit from coffee is done by humid procedure, generating
a liquid flow of mucilage as residual derivative. Due to its acidity and the content of organic
substance, the coffee mucilage creates environmental problems when it is poured over hydrological
springs. The coffee mucilage has high content of pectins and sugars that turn it into a potential
substratum for the growth of microorganisms for the production of biofuels such as the hydrogen.
The current job has as an objective to identify native strains that produce hydrogen from coffee
mucilage, using methods of characterization Physicochemical of coffee mucilage, this coffee
mucilage had been obtained from a plant of the organic coffee benefit (the oak), so in this way the
content of reducing sugars (ART), the content of dissolved solid and the pH has been determined.
Previously, from residual ‘mead’ of the plant of benefit were isolated some actinobacterias strains in
the environment (CYC) with 50 pg/ml of nystatin. The solid growing of these strains was evaluated
qualitatively using different formulation of “mucilage-environment” (coffee mucilage and
(NH4)2S04), and was selected the mucilage formulation in dilution of 50%, which achieved the
greatest growing in the analyzed strains with a content of 11 g/L of ART. For the strains that had
greatest growing in the environment based on mucilage, the production of hydrogen gas was
evaluated by means of the measurement equipment Crowcon T3 (personal multigas detector). We
obtained as a result that the formulation of the environment based on mucilage with which the best
growth of the actinobacterias was achieved contains 11 g/L of ART without the need to provide
additional supplement. The actinobacterias that best grew were from the type Streptomyces and
Arthrobacter. The strains, M5, M8, M9, M13, M14 y C12 produced hydrogen in anaerobic conditions
moving 1,7ml, 1,7ml, 1,5ml, 0,7ml, 0,7ml and 4ml respectively. As a conclusion, were identified
native actinomycetes capable of generate hydrogen from coffee mucilage.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Viviana
Sanchez Torres, Ingeniera Quimica, Ph.D.
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INTRODUCCION

Los requerimientos energéticos, generacion de gases de efecto invernadero y
residuos aumentan con la poblacion mundial, exponiendo la preocupacion por
temas de abastecimiento energético y el manejo de residuos. Con la finalidad de
proponer soluciones ambientalmente amigables, se desarrollan al rededor del
mundo investigaciones enfocadas en: el uso racional de los recursos, los analisis
de ciclo de vida, y como lo expone el presente trabajo: las fuentes de energia

renovable, el aprovechamiento de los residuos.

El empleo del hidrogeno como combustible es uno de los principales intereses
debido a que puede quemarse directamente sin generar emisiones de gases
contaminantes o usarse para la produccibn de electricidad en celdas de
combustible. Ademas es el combustible con mayor poder calorifico superior (141,8
MJ/kg), aproximadamente 3 veces mayor que el de la gasolina (47,3 MJ/kg) [1].
Sin embargo, el uso masivo del hidrégeno se encuentra limitado por razones como
lo son: altos costos de produccion, desafios para su implementacion a gran
escala, impacto ambiental asociado a los procesos de produccion, entre otros [2].

Una posible alternativa ambientalmente amigable es la produccién de hidrogeno
por organismos vivos a partir de sustratos residuales como los desechos
organicos de procesos agroindustriales para el presente trabajo, el proceso del

beneficio del café.

Produccion de café en Colombia: Colombia es el segundo exportador de café
mas grande del mundo. El beneficio del café se hace tradicionalmente por via
hameda, lo que genera que el café colombiano tenga muy buenas propiedades en

cuanto a calidad. Segun indica la Federacion Nacional de Cafeteros la zona
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cafetera en el pais abarca 3'050.141 hectareas, con un area de café de 874.000
hectéreas, la produccion anual es aproximadamente 12,1 millones de sacos de 60

kg anuales. Este producto le aporta al PIB agropecuario cerca del 12,4% [3].

El fruto de café (Figura 1) consiste en un grano al que se adhieren dos finas capas
desde el interior hacia el exterior. Envolviendo la semilla se encuentra la piel de
plata o plateada (3), seguida por otra llamada pergamino o endocarpio (4) y
posteriormente estd una capa mas gruesa y esponjosa llamada mucilago (5) y por
ualtimo, se encuentra la pulpa o mesocarpio (6) y la piel exterior o pericarpio (7) [4].

Figura 1. Estructura del fruto y del grano de un cafeto.

Grano

ente D Y
Pergamino @@

Mucilago @

Pulpa @
Céscara@

Fuente: TELLEZ REYES, Sayana y VEGA BUITRAGO, Jennifer, 2012

Solamente se utiliza el 9.5% del peso del fruto fresco en la preparacion de la
bebida, el 90.5% queda en forma de residuo [3]. Entre ellos se encuentra las
aguas mieles, la pulpa y el mucilago, los cuales cuando son vertidos a las fuentes
hidricas, ocasionan contaminacion por cambios en el agua a nivel fisico-quimico y

bioldgico [5].
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Mucilago del café: El mucilago es una capa de aproximadamente 0,5 a 2 mm de
espesor que esta fuertemente adherida a la cascara del grano de café, desde el
punto de vista fisico, el mucilago es un sistema coloidal liquido, estable en
solucion, siendo por lo tanto un hidrogel. Quimicamente, posee 35,8% de
sustancias pépticas, el 17% esta representado por celulosa y ceniza y el 45,8%
son azucares. Se resalta la presencia de K, Ca, Mg y P [6] [7]. EI mucilago se
genera en la etapa del desmucilaginado, se remueve por fermentacion natural o
mecanicamente, y es necesario lavar el café para retirarlo, fluyendo de esta etapa
lo que se denomina agua residual de lavado. La contaminacién producida en la
fermentacion natural es de "30 g de demanda quimica de oxigeno (DQO) por kg
de café cereza, la cual representa % de la contaminacion potencial generada por
el beneficio humedo del café”. Por cada millon de sacos de 60 kg de café que
Colombia exporta se genera aproximadamente 55.500 toneladas de mucilago
fresco, que de tener un manejo inadecuado, la contaminacién se asemeja a

excretas de orina de una poblacién de 310.000 habitantes por afio [8].

El principio de degradacion que se desarrolla en el presente trabajo se

fundamenta en la fermentacién oscura [9].

Fermentacion oscura: Consiste en la degradacion de sustratos ricos en
carbohidratos obteniendo como producto principal hidrégeno y como subproductos
etanol, acetato, lactato, succinato, entre otros [10]. Este tipo de fermentaciones se
llevan a cabo a diferentes temperaturas, desde mesdfilas (25- 40°C), hasta
termofilas (> 50°C), produciéndose biogas que contiene Hz, CO2, CO, H2S 'y, si las

bacterias son metanogénicas CHa.

La siguiente figura representa la ruta metabdlica para la produccién de hidrégeno
por parte de microorganismos anaerobios facultativos. La formacion de hidrogeno
se lleva a cabo a partir de la hidrélisis de sustratos complejos en sustancias mas

simples, entre ellos la glucosa, por bacterias fermentativas hidroliticas. En este
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punto se desarrolla una serie de reacciones enzimaticas donde la glucosa es
convertida a través de la via metabolica de la glucoélisis también conocida como

via Embden-Meyer-Parnas (EMP) al acido piravico [11][12].

Figura 2. Generacién de hidrégeno con produccion simultdnea de acetato, etanol,

lactato y formiato a través de la ruta de la glucdlisis.

Glucosa
ADP + Pi §l @ NAD*
ATP NADH+H*

Lactato ‘? 2 Piruvato

CoA
(H)
Ve I
2 Acetil-CoA 2 Formiato
(H) V_%
Pi ( \
Acetaldehido CoA -

v 2H, 2C0O,

(H)
Acetil- @
Etanol @ ADP
ATP

Acetato

<

Fuente: BLANCO, Sergio y RODRIGUEZ, Tatiana, 2012

Se presenta mejor produccion de hidrégeno con pH acido (obedeciendo a las
etapas de acidogénesis y acetogénesis de la fermentacién) y presiones parciales

de hidrégeno bajas [9].

En el presente trabajo se desarrolld un estudio preliminar para la produccién de
hidrogeno por organismos nativos aislados de sitios de tratamiento de residuos
del proceso del beneficio del café en una hacienda cafetera de Los Santos,
Santander (Coordenadas 6°56'29"N 73°02'11"O, Altitud 2428 msnm, Cordillera

Oriental, Andes).
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Tiene como objetivos: Formular un medio a base de mucilago de café, que
funcione de manera adecuada como sustrato para bacterias nativas; Segundo:
conocer cualitativamente la deteccion de hidrogeno y desplazamiento alcalino que
las bacterias puedan generar a partir del medio formulado, para de esta manera
seleccionar, del total bacterias, algunas como posibles productoras de hidrogeno:
Tercero: Evaluar el comportamiento de las bacterias con respecto a un control
positivo; Cuarto: Evaluar el principio de fermentacién oscura como una alternativa
al tratamiento de residuos organicos agroindustriales, en este caso para la

produccién de biohidrégeno.

Este trabajo de grado hace parte del proyecto VIE 1334 “Aislamiento y
caracterizacion de cepas nativas de actinomycetos para la produccion de
hidrogeno a partir de mucilago de café”. El aislamiento y caracterizacién de las
cepas nativas corresponden a trabajos de grado que estan siendo desarrollados
por estudiantes de biologia. El presente trabajo de grado buscé definir las
condiciones de cultivo para la produccion de hidrogeno a partir de mucilago de
café y realizar una evaluacion inicial de la produccion de hidrégeno de las cepas
de actinomycetos aislados por los estudiantes de biologia.
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1. DESCRIPCION METODOLOGICA

En la Figura 3 se muestra en forma de esquema cada una de las etapas que se

tuvieron en cuenta como metodologia para la obtencion de hidrégeno.

Figura 3. Metodologia experimental para el proceso obtencion de hidrégeno

EERETS
( Revision y \ (Caracterizacié\ (Formulacic’)n\

documentacion n fisicoquimica del medio de
bibliogréafica. del mucilago cultivo a base
de cafe. de mucilago

de cafe.

- AN AN v

(Preservacién\ (Determinaci(’)n\ ( Medicion de \

de las cepas de la presencia biogas por
nativas de hidrogeno desplazamient
aisladas del producido por o alcalino.
mucilago. las cepas
nativas

- AN AN /

21



1.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

El mucilago de café obtenido durante el proceso de beneficio de café de la en Los
Santos — Santander, se utiliz6 como sustrato para la realizacion de las pruebas
experimentales. Al mucilago de café recolectado se le realizd una caracterizacion
fisicoquimica: determinacién de pH, contenido de azucares y solidos totales. A la
muestra de mucilago de café se le determiné el pH, esta medicion se realizd por

triplicado con el equipo Orion 3 Star previamente calibrado.

1.1.1 Cuantificacién de contenido de azlUcares en el mucilago. Se determiné
por el método colorimétrico del &cido 3,5 dinitro-salicilico (DNS) de Miller, que
consiste en una reaccién redox entre el reactivo DNS y los azUcares reductores
contenidos en la muestra [14]. En la busqueda de aplicabilidad y méaximo
aprovechamiento del mucilago como sustrato se usaron muestras de

configuracion:

e Mucilago no licuado, tamizado y diluido en agua en proporcion 1 a 1.
e Mucilago licuado, tamizado y diluido en agua en proporcién 1 a 1.
e Muestras derivadas de los sdlidos restantes durante el proceso de tamizado

del mucilago, licuados con 100 ml de agua y tamizado.

Donde se usaron mallas de 850, 450 y 150 micrometros (No. 20, 40 y 100
respectivamente) en serie para tamizar y una licuadora comercial Oster, licuando
por 2 minutos las muestras. Para determinar la concentracibn de azucares
reductores de las muestras, se realizo el siguiente proceso con al menos dos

réplicas:
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N
*Se elaboré la curva de calibracidon con base en una solucién de glucosa, se
prepararon 5 muestras de 10 ml con concentraciones que variaron de 200 - 1000
mg/L.

J

~
*Se tomé cada muestra de mucilago, se diluyeron en diferentes proporciones,
posteriormente se mezcld con el reactivo DNS y reconstruyd con agua siguiendo
el método de miller y finalmente se determiné su absorbancia por medio de
espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm.

7

Se hizo una comparacion del contenido de azlUcares presentes en cada muestra y
el gasto energético requerido en cada proceso, para asi escoger el tratamiento
ideal a utilizar durante la realizacion de la investigacion y las siguientes

caracterizaciones.

1.1.2 Sdlidos suspendidos. El mucilago una vez tamizado y diluido en agua 1:1,
se realizo la medicion de solidos totales. Los solidos totales son el total entre la
suma entre los sélidos disueltos y los solidos suspendidos. Para la medicion de los
sélidos suspendidos se pesaron 6 tubos Ependorff (capacidad de 1,5 ml), y se
centrifugé 1 ml de la muestra de mucilago a 10.000 revoluciones por 5 minutos y
finalmente un calentamiento de las muestras por 24 horas para completar el
secado [20].

1.2 FORMULACION DEL MEDIO

Se hizo una evaluacién cualitativa del crecimiento de diferentes cepas bacterianas,
entre las que se encuentran: Bacillus subtilis (Bsub), Bacillus circulans (Bcirc),
Rhzobium meliloti (Rmel), Burkolderia cepacia (Bcep), Pseudomonas putida (Pput)
y Actinomycetos nativos, en distintas configuraciones de medios de cultivo sélido a
base de mucilago de café. Las configuraciones de medios de cultivo se muestran

en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Medios formulados a base de mucilago.

CONFIGURACIONES DE MEDIO ABREVIATURA

Mucilago tamizado con malla de 150 M Puro
micrémetros

Mucilago tamizado con malla de 150 M Puro + Amonio
micrometros + (0,3g/ml) sulfato de

amonio[15]

Mucilago tamizado con malla de 150 M 50% + Amonio
micrémetros y diluido al 50% + (0,3g/ml)

sulfato de amonio[15]

Mucilago tamizado con malla de 150 M 50%
micrometros y diluido al 50%

Durante 10 dias, se analizd el crecimiento de estas cepas a través de una
inspeccion visual, donde se observo el tiempo que necesitaban para crecer y la

proporcién cualitativa de crecimiento de las cepas [15].

1.3 CONSERVACION CEPAS NATIVAS

En esta etapa se trabajé con la totalidad las cepas nativas disponibles (26) (Anexo
A), las cuales fueron aisladas en un medio selectivo para actinomycetos
provenientes de laguna de tratamiento de aguas residuales con mucilago,
obtenidas del beneficio del café; estas cepas hacen parte del cepario estudiado
por el Centro de Investigacion en Biotecnologia Industrial y Biotecnologia
Molecular — CINBIN, localizado en el parque tecnolégico de Guatiguara. La
preservacion de las cepas, se realizé en el medio agar CYC pH 7.0 (agar czapek-
dox- extracto de levadura- cas aminoacidos) [16]. Se inocularon las cepas en cajas
Petri, posteriormente fueron envueltas en bolsas de ziploc y conservadas a
temperatura ambiente (+/- 25°C), condicion requerida por las cepas para su
Optimo crecimiento [17].
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1.4 DETECCION DE HIDROGENO

Con el fin de determinar la presencia de hidrégeno producido por las cepas
bacterianas nativas (Anexo A), se llevo a cabo un precultivo de las cepas en medio
liguido CYC pH 7.0. Las muestras se agitaron por un periodo de un dia,
posteriormente fueron inoculadas en viales de 10 ml sellados con agrafes de
aluminio de 20 mm de diametro y tapones de caucho butilico, rellenos con 5 ml de
medio liquido mucilago al 50%, purgados con nitrogeno durante 4 minutos para
garantizar la anaerobiosis [23]. Finalmente, después de transcurridos 6 dias [26]
se realizé la medicion de presencia de hidrogeno en los viales con el equipo
CROWCON T3 con un Rango de 0-4 % max. En medicion (LEL) [19]. Para esta 'y
las siguientes pruebas se escogié como control positivo la bacteria Escherichia coli
por ser conocida como una especie productora de hidrégeno [21] [22] y como

control negativo el mucilago sin inocular.

1.5 DESPLAZAMIENTO ALCALINO

En esta etapa mediante el método desplazamiento de liquido de una solucion
alcalina se determind el contenido de biogas producido en los viales; la solucién
alcalina (NaOH 0,1 N) se encargd de absorber el CO2 producido, permitiendo sélo
la medicion de biogas [27]. Se dispuso de viales que contenian el medio
seleccionado, debidamente purgado, en el cual se inocularon las cepas a evaluar
[23]. Finalmente después de 6 dias de crecimiento [26] se realizd el
desplazamiento para la medicién de biogas producido bajo el montaje ilustrado en

la Anexo C.
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1.6 CRECIMIENTO BACTERIANO

Se realizaron diluciones seriadas para observar el crecimiento de las bacterias de
forma cualitativa. Se tomaron los cultivos después 6 dias de crecimiento [26] en
los viales con sustrato mucilago tamizado al 50%, y luego de la medicion de
hidrogeno, desplazamiento alcalino y pH, se sacaron diluciones de 10t a 10°y se

sembraron en cajas de Petri con medio czapek dox agar [24].
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2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES

La curva de calibraciéon con glucosa bajo el método de Miller se encuentra en el
anexo B. Con los datos de la calibracién se relacionan las muestras referentes a

mucilago con diferentes tipos de procesamiento como lo muestra la Tabla 2.

Tabla 2. Azucares reductores en mucilago.

PROMEDIO

MUESTRA (gr AR/ L MUCILAGO)

Mucilago tamizado y diluido en agua en proporcion
11

Mucilago licuado, tamizado y diluido en agua en
proporcién 1:1

34+1
351

Muestras derivadas de los soélidos restantes
durante el proceso de tamizado, licuados con el 1+0,1
mismo volumen de agua y tamizados nuevamente

Se encontré que las muestras de mucilago no licuado, tamizado y diluido en
proporcién 1:1 tienen 34 + 1 g de AR/L ( gramo de azucares reductores contenidos
en un litro de muestra), siendo este un buen valor para el crecimiento de bacterias
[25]. Por lo tanto se escogi6 este procesamiento del mucilago para el resto del
trabajo. A pesar de que las muestras de mucilago licuado tienen un valor cercano,
no es atractiva por el gasto energético. En cuanto a las muestras derivadas de los
solidos restantes durante el proceso de tamizado, se encuentra que no disuelven

una cantidad significativa de azucares reductores en la solucién de muestra.
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2.2 MEDICION DE SOLIDOS SUSPENDIDOS

Mediante el uso de la siguiente ecuacion, se hicieron los calculos

correspondientes a la medicion de soélidos suspendidos en el mucilago:

(A—B) x 1000
Vol (ml)

Concentracion de sélidos suspendidos (mg/ml) =

Donde: A = Peso del residuo seco méas Ependorff en mg
B = Peso del Ependorff en mg
Vol. (ml) = Volumen de muestra (ml de la muestra)

El mucilago tiene un contenido de sélidos suspendidos de 0,0121 mg de soélidos

suspendidos / ml muestra de mucilago.

2.3 MEDICION DE pH

Para la medicion del pH, se tomaron 3 mediciones a la muestra mucilago al 50% y

se promediaron estos valores, obteniendo un pH de 5,4 + 0.01.

2.4 FORMULACION DEL MEDIO

Se propuso cuatro tipos de medios, con el fin de evaluar el comportamiento de
algunas cepas conocidas y cepas provenientes del mucilago y generar el medio
adecuado para el crecimiento de las mismas como se muestra a continuacion.

Se observé que el medio mucilago al 50% fue el mas adecuado para las bacterias
nativas, posteriormente se realizO una segunda evaluacion cualitativa del
crecimiento en mucilago diluido al 50 %, como sustrato sélido para las cepas

nativas provenientes de la laguna de tratamiento de mucilago (Tabla 4).
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Tabla 3. Formulacién del medio.

Medio Uso Mucilago Agua Agar Sulfato de Resultado
(ml) (ml) (9) amonio (g)
M Puro Bsub, Bcirc, Rmel, 30 0 0,45 0 Ninguna crece de forma
Bcep, Pput + 2 nativas satisfactoria, contaminacion
localizada
M 50% Bsub, Bcirc, Rmel, 15 15 0,45 0 Crece de manera satisfactoria
Bcep, Pput + 2 nativas una de las bacterias nativas
(MFSR11)
M Puro + Bsub, Bcirc, Rmel, 30 0 0,45 0,03 Ninguna crece de forma
Amonio Bcep, Pput + 2 nativas satisfactoria
M Puro + Bsub, Bcirc, Rmel, 30 0 0,45 0,03 Se evidencia crecimiento leve de
Amonio Bcep y Pput Pseudomonas putida
M Puro Bsub, Bcirc, Rmel, 30 0 0,45 0 Se evidencia crecimiento leve de
Bcep y Pput Pseudomonas putida
M 50% + Bsub, Bcirc, Rmel, 15 15 0,45 0,03 Se evidencia crecimiento leve de
Amonio Bcep y Pput Pseudomonas putida
M 50% Bsub, Bcirc, Rmel, 15 15 0,45 0 Se evidencia crecimiento leve de
Bcep y Pput Pseudomonas putida
M Puro 4 Nativas 30 0 0,45 0 Evidencia crecimiento de
MESR10 y MFSR11
M Puro + 4 Nativas 30 0 0,45 0,03 Crecimiento leve de MFSR10 y
Amonio MFSR11
M 50% 4 Nativas 15 15 0,45 0 Crecimiento satisfactorio de
MFSR10 y MFSR11

Tabla 4. Crecimiento de bacterias nativas en medio mucilago diluido al 50%.

Codigo Dia1l Dia 2 Dia4 Dia 6

MFSR1 0 0 0 0 0 0 0 0
MFSR2 2 2 3 3 3 3 3 3
MFSR3 1 0 2 1 2 1 3 1
MFSR4 0 0 1 1 1 1 1 1
MFSR5 1 1 1 1 2 2 3 3
MFSR7 0 1 1 1 2 1 2 2
MFSR8 0 0 0 0 0 0 0 0
MFSR9 1 1 3 3 3 3 3 3
MFSR10 2 2 3 3 3 3 3 3
MFSR11 2 2 2 2 3 3 3 3
MFSR13 1 1 2 2 3 3 3 3
MFSR14 1 1 1 1 0 0 0 0
MFSR15 0 0 0 0 0 0 0 0
MFSR18 2 2 3 3 3 3 3 3
MFSR19 0 0 1 1 2 2 3 3
MFSR20 2 2 3 3 3 3 3 3
MFSR21 0 0 1 1 1 1 2 2
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Nota: Las mediciones indican: 0O (no crece), 1 (Crecimiento leve), 2 (Crecimiento
medio), y 3 (Crecimiento satisfactorio) .Las dos medidas por fecha indican el
original y duplicado. Esta fue una escala cualitativa que se decide usar como

referencia.

La figura 4 muestra bacterias nativas creciendo en el medio M 50% (Mucilago en
dilucién al 50%).

Figura 4. Crecimiento de algunas cepas nativas en el medio M 50%.

i3 — \_, . 4;__

Se evidencié que las bacterias MFSR1, MFSR4, MFSR8, MFSR14 y MFSR15 no
crecieron de manera satisfactoria en la configuracién de mucilago como medio
sélido en solucion al 50%, sin embargo el 70% de las cepas evaluadas (12 cepas),

crecieron de manera satisfactoria.
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2.5 FERMENTACION DE MUCILAGO EN CULTIVOS ANAEROBIOS

2.5.1 Crecimiento. Como evidencia de crecimiento, luego de 6 dias de haber sido
inoculadas y estar bajo agitacion constante, se hicieron diluciones en forma
seriada en factores de 10 desde 101! hasta 10°, entre mas concentrada la
muestra, se da crecimiento en las muestras de mayor dilucién, se sembré en
medio CYC sélido en forma de gotas cada una de las muestras como se indica en
la (Figura 5), los resultados de crecimiento se muestran en la Tabla 5, donde “0”
indica que la bacteria no crecié, “1” que la bacteria crecié hasta 10, “2” que la
bacteria crecié hasta 102, “3” que la bacteria crecié hasta 103, “4” que la bacteria
crecié hasta 104, “5” que la bacteria crecié hasta 10° y “6” que la bacteria crecié
hasta 10,

Tabla 5. Resultados de crecimiento de las cepas en mucilago 50% en condiciones

anaerobias
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Se optd por este sistema de medicidn del crecimiento debido a dificultades en la
medicion de nimero de colonias por a la naturaleza de las mismas cepas, ya que
algunas crecen en formas de masas diferentes, o generan capas de humedad
alrededor que no permiten el conteo. La Figura 5 nos muestra la forma en como
crecieron las bacterias con duplicado en el mismo plato de medio CYC, mediante
las diluciones, encontrando como en el control negativo no hay presencia de

bacterias y en las demas imagenes si lo hay.

En la etapa de crecimiento se encuentra que las bacterias MFSR1, MFSR3, MFSR
16, MFSR17, MFSR18, MFSR19 y ACPG5 y ACPG14 no crecieron, y que las
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bacterias que mejor desempefio en su crecimiento tuvieron fueron MFSRS5,
MFSR7, MFSR8, MFSR9, MFSR11, MFSR13 y ACPG12, ACPG15, ACPG17 vy
ACPG20. Esto se puede considerar principalmente debido a su capacidad de
metabolizar los sustratos complejos del mucilago y la presencia de enzimas

hidroliticas para degradar a acidos lactico, péptico y demas acidos presentes.

Figura 5. Crecimiento de cepas nativas en diluciones en gotas

Control - E. coli (Control +)

MFSR7 MFSR8

MFSR13 MFSR14



2.5.2 Produccion de Hz. Las mediciones de hidrogeno y oxigeno, se hicieron con
el equipo TETRA 3 Detector multigas personal CROWCON, considerando como
relevantes las mediciones de hidrégeno mayores a 1,5 %LEL (Lower Explosive
Limit o limite inferior de explosividad que se refiere a la cantidad minima de gas

requerida para combustion). Los resultados se ilustran en la Figura 6.

Figura 6. Produccién de hidrogeno en mucilago al 50%
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Se encuentra que las bacterias nativas presentan un mejor comportamiento en la
degradacion del sustrato que el E.coli (Control +), esto debido a que las bacterias
nativas al ser aisladas de sitios expuestos al mucilago estan adaptadas a la
utilizaciébn de este sustrato. Resaltan como posibles bacterias productoras de
hidrogeno las cepas MFSR5, MFSR8, MFSR9, MFSR10, MFSR13, MFSR14 y
ACPG12.
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2.5.3 Volumen desplazado. El desplazamiento alcalino es el método utilizado
para la medicion de volumen, esta medicion se da por duplicado inmediatamente
con viales replica diferentes a los de medicion de hidrégeno. Se toman como

valores relevantes los superiores a 1,5 ml. Los resultados se ilustran en la figura 7.

Figura 7. Desplazamiento alcalino
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Se encuentra que las bacterias que desplazaron la mayor cantidad de gas son
MFSR5, MFSR9, MFSR10, MFSR11, y ACPGY9, ACPG11, ACPG12, ACPG17 y
ACPG20. Sin embargo se considera que el volumen desplazado puede contener,
ademas de hidrégeno, metano. Se comparan las bacterias que mejor desempefio
en desplazamiento de volumen y %LEL de hidrogeno presentaron, obteniendo
como posibles mejores bacterias productoras de hidrogeno las MFSR5, MFSR9,
MFSR10 y ACPG12.
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2.5.4 pH. La medicion de pH se da por duplicado inmediatamente después de la
medicion de hidrégeno y dilucion para crecimiento. Se realiza con el equipo Orion

3 Star (Anexo C). Los resultados se ilustran en la siguiente Figura 8.

Figura 8. pH
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En la Figura 8 se presenta como valor de pH inicial 5,4 (Linea roja) de forma que
se evidencia que en promedio el medio mucilago tiende a la acidez después de la
prueba, con lo que podemos inferir la produccion de acidos organicos por parte de
las bacterias durante su proceso de fermentacién [13], los cuales son otros
productos de las rutas metabdlicas de fermentacién en las que se sintetiza el
hidrégeno.
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2.5.5 Azucares reductores. Los azlcares reductores fueron medidos mediante el
método de Miller [14] para cada una de las cepas por duplicado. Los resultados

encontrados se ilustran mediante la Figura 9.

Figura 9. Azucares reductores
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Se tiene como valor inicial 34 gr AR/L (gramos de azUcares contenidos por litro de
muestra) (Linea roja), los valores encontrados después del crecimiento de las
cepas, oscilan en rangos superiores a los AR (azUcares reductores) iniciales,
puede ser debido a que las cepas nativas produzcan enzimas hidroliticas que

aumenten la disponibilidad de azlcares reductores.
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3. CONCLUSIONES

Se demostré que el medio mucilago diluido al 50%, se comporta de manera
adecuada como sustrato de bacterias nativas, sin necesidad de la adicion de

otras sustancias como fuentes de nutrientes.

Se detect6 hidrogeno y desplazamiento alcalino de manera significativa por
parte de las bacterias nativas MFSR9, ACPG12, MFSR5 y MFSR10 (en
orden de relevancia), encontrandolas como posibles productoras de
hidrégeno.

Se encuentra que las bacterias nativas presentan un mejor comportamiento

en la degradacion del sustrato que el E.coli (Control +).

Se determina que el proceso de fermentacion oscura es una alternativa real
para el tratamiento de residuos organicos agroindustriales, en este caso para
la produccién de biohidrégeno.
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ANEXOS

Anexo A. Cepas nativas de actinomycetos del cepario del CINBIN

Fuente de aislamiento* Cédigo Cepa
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR1
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR2
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR3
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR4
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR5
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR7
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR8
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR9
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR10
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR11
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR13
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR14
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR15
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR16
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR19
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR20
Aguas de la laguna de tratamiento de mucilago MFSR21
Compostaje ACPG5
Compostaje ACPG9
Compostaje ACPG11
Compostaje ACPG12
Compostaje ACPG14
Compostaje ACPG15
Compostaje ACPG16
Compostaje ACPG17
Compostaje ACPG20

* Planta de beneficio de café, Los Santos — Santander.
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Anexo B. Medicion de azucares reductores mediante prueba de Miller (DNS)

Se hicieron diluciones escalonadas de glucosa con réplica para elaborar la curva
de calibracion con la cual se compararon las demas muestras para determinar su

contenido de azucares. Los datos de las diluciones son los siguientes:

Muestra Abs. a 540nm

Muestra 0 mg/L 0

GLUCOSA (A) 200 mg/L 0,196

400 mg/L 0,399

600 mg/L 0,605

800 mg/L 0,809

1000 mg/L 1,032

Pendiente Intercepto Desv. Estandar Coef. Corr

0,00104 -0,0164 0,00679 1

Se encuentran curvas con una muy buena tendencia lineal de valores sin

diferencias significativas entre replica y original.

Muestras con glucosa para calibraciéon

48



Anexo C. Montajes para la medicién de pH y desplazamiento alcalino

Medidor de pH:
Orion 3 star (Thermo Scientific)

Tapdn plastico

Aguja
hipodérmica

Reactor | Reactor 2

Manguera

Mangoers flexible
Tapon plastico
Aguja
hipodérmica
Probeta |

Descripcion grafica del montaje método desplazamiento alcalino

Fuente: Elaiyaraju and Partha, 2012
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