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RESUMEN 

 
 
 
TITULO:  Estudio preliminar para la producción bacteriana de hidrógeno a partir de mucílago 

de café de la región los santos, Santander* 

 
 

AUTORES:  Carlos Esteban González Villalobos** 
   Yesenia Lizeth Piedrahita Vásquez  
 
 
PALABRAS CLAVE: Actinobacteria, Bioenergía, Hidrógeno, Mucílago, Café. 

 
 

En la industria cafetera de la región, el beneficio del café se hace por vía húmeda, generando una 
corriente líquida de mucílago como subproducto residual. Debido a su acidez y contenido de 
materia orgánica, el mucílago de café genera problemas ambientales cuando es vertido en fuentes 
hídricas. EI mucílago del café presenta un alto contenido de pectinas y azucares que lo convierten 
en un sustrato potencial para el crecimiento de microorganismos para la producción de 
biocombustibles como lo es el hidrógeno. El presente trabajo tiene como objetivo identificar cepas 
nativas productoras de hidrógeno a partir de mucílago de café, utilizando métodos de 
caracterización fisicoquímica de mucílago de café, obtenido de una planta de beneficio de café 
orgánico , determinándose el contenido de azúcares reductores (ART), contenido de sólidos 
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 µg/ml de nistatina. El 
crecimiento en medio sólido de estas cepas fue evaluado cualitativamente empleando diferentes 
formulaciones de 'medio mucílago' (mucílago de café y (NH4)2SO4), y se seleccionó la formulación 
mucílago en dilución al 50% el cual logró 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 mucílago, la producción de gas hidrógeno fue evaluada por medio del equipo de medición 
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 hidrógeno en condiciones anaerobias desplazando 1,7ml, 1,7ml, 1,5ml, 0,7ml, 0,7ml y 
4ml respectivamente.  Como conclusión se identificaron actinomycetos nativos capaces de generar 
hidrógeno a partir de mucílago de café. 

 

 

 

 

 

 

 

                                            
** Facultad de Ingenierías Fisicoquímica. Escuela de Ingeniería Química. Directora: 
VivianaSánchez Torres, Ingeniera Química, 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 Vásquez ** 

 

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 µg/ml of nystatin. The solid growing of these strains was evaluated 
qualitatively using different formulation of “mucilage-environment” (coffee mucilage and 
(NH4)2SO4), 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 Ingenierías Fisicoquímica. Escuela de Ingeniería Química. Directora: Viviana 
Sánchez Torres, Ingeniera Química, Ph.D. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Los requerimientos energéticos, generación de gases de efecto invernadero y 

residuos aumentan con la población mundial, exponiendo la preocupación 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 análisis 

de ciclo de vida, y como lo expone el presente trabajo: las fuentes de energía 

renovable, el aprovechamiento de los residuos. 

 

El empleo del hidrógeno como combustible es uno de los principales intereses 

debido a que puede quemarse directamente sin generar emisiones de gases 

contaminantes o usarse para la producción de electricidad en celdas de 

combustible. Además es el combustible con mayor poder calorífico 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 hidrógeno se encuentra limitado por razones como 

lo son: altos costos de producción, desafíos para su implementación a gran 

escala, impacto ambiental asociado a los procesos de producción, entre otros [2]. 

 

Una posible alternativa ambientalmente amigable es la producción de hidrógeno 

por organismos vivos a partir de sustratos residuales como los desechos 

orgánicos de procesos agroindustriales para el presente trabajo, el proceso del 

beneficio del café.  

 

 

Producción de café en Colombia: Colombia es el segundo exportador de café 

más grande del mundo. EI beneficio del café se hace tradicionalmente por vía 

húmeda, lo que genera que el café colombiano tenga muy buenas propiedades en 

cuanto a calidad. Según indica la Federación Nacional de Cafeteros la zona 
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cafetera en el país abarca 3’050.141 hectáreas, con un área de café de 874.000 

hectáreas, la producción 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 está una capa más gruesa y esponjosa llamada mucílago (5) y por 

último, 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. 

 

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

 

Solamente se utiliza el 9.5% del peso del fruto fresco en la preparación de la 

bebida, el 90.5% queda en forma de residuo [3]. Entre ellos se encuentra las 

aguas mieles, la pulpa y el mucílago, los cuales cuando son vertidos a las fuentes 

hídricas, ocasionan contaminación por cambios en el agua a nivel físico-químico y 

biológico [5]. 
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Mucílago del café: EI mucílago es una capa de aproximadamente 0,5 a 2 mm de 

espesor que está fuertemente adherida a la cáscara del grano de café, desde el 

punto de vista físico, el mucílago es un sistema coloidal líquido, estable en 

solución, siendo por lo tanto un hidrogel. Químicamente, posee 35,8% de 

sustancias pépticas, el 17% está representado por celulosa y ceniza y el 45,8% 

son azúcares. Se resalta la presencia de K, Ca, Mg y P [6] [7]. El mucílago se 

genera en la etapa del desmucilaginado, se remueve por fermentación natural o 

mecánicamente, y es necesario lavar el café para retirarlo, fluyendo de esta etapa 

lo que se denomina agua residual de lavado. La contaminación producida en la 

fermentación natural es de "30 g de demanda química de oxígeno (DQO) por kg 

de café cereza, la cual representa ¼ de la contaminación potencial generada por 

el beneficio húmedo del café”. Por cada millón de sacos de 60 kg de café que 

Colombia exporta se genera aproximadamente 55.500 toneladas de mucílago 

fresco, que de tener un manejo inadecuado, la contaminación se asemeja a 

excretas de orina de una población de 310.000 habitantes por año [8]. 

 

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

fundamenta en la fermentación oscura [9]. 

 

Fermentación oscura: Consiste en la degradación de sustratos ricos en 

carbohidratos obteniendo como producto principal hidrógeno y como subproductos 

etanol, acetato, lactato, succinato, entre otros [10]. Este tipo de fermentaciones se 

llevan a cabo a diferentes temperaturas, desde mesófilas (25- 40ºC), hasta 

termófilas (> 50ºC), produciéndose biogás que contiene H2, CO2, CO, H2S y, si las 

bacterias son metanogénicas CH4.  

 

La siguiente figura representa la ruta metabólica para la producción de hidrógeno 

por parte de microorganismos anaerobios facultativos. La formación de hidrógeno 

se lleva a cabo a partir de la hidrólisis de sustratos complejos en sustancias más  

simples, entre ellos la glucosa, por bacterias fermentativas hidrolíticas. En este 
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punto se desarrolla una serie de reacciones enzimáticas donde la glucosa es 

convertida a través de la vía metabólica de la glucólisis también conocida como 

vía Embden-Meyer-Parnas (EMP) al ácido pirúvico [11][12]. 

 

Figura 2. Generación de hidrógeno con producción simultánea de acetato, etanol, 

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

 

 

Fuente: BLANCO, Sergio y RODRÍGUEZ, Tatiana, 2012 

 

Se presenta mejor producción de hidrógeno con pH ácido (obedeciendo a las 

etapas de acidogénesis y acetogénesis de la fermentación) y presiones parciales 

de hidrógeno bajas [9]. 

 

En el presente trabajo se desarrolló un estudio preliminar para la producción de 

hidrógeno 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).  



20 

Tiene como objetivos: Formular un medio a base de mucílago de café, que 

funcione de manera adecuada como sustrato para bacterias nativas; Segundo: 

conocer cualitativamente la detección 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 fermentación oscura como una alternativa 

al tratamiento de residuos orgánicos agroindustriales, en este caso para la 

producción de biohidrógeno. 

 

Este trabajo de grado hace parte del proyecto VIE 1334 “Aislamiento y 

caracterización de cepas nativas de actinomycetos para la producción de 

hidrógeno a partir de mucílago de café”. El aislamiento y caracterización de las 

cepas nativas corresponden a trabajos de grado que están siendo desarrollados 

por estudiantes de biología. El presente trabajo de grado buscó definir las 

condiciones de cultivo para la producción de hidrógeno a partir de mucílago de 

café y realizar una evaluación inicial de la producción de hidrógeno de las cepas 

de actinomycetos aislados por los estudiantes de biología. 
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1. DESCRIPCIÓN METODOLÓGICA 

 

 

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

tuvieron en cuenta como metodología para la obtención de hidrógeno. 

 

Figura 3. Metodología experimental para el proceso obtención de hidrógeno 
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1.1 CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA  

 

El mucílago de café obtenido durante el proceso de beneficio de café de la en Los 

Santos – Santander, se utilizó como sustrato para la realización de las pruebas 

experimentales. Al mucílago de café recolectado se le realizó una caracterización 

fisicoquímica: determinación de pH, contenido de azúcares y sólidos totales. A la 

muestra de mucílago de café se le determinó el pH, esta medición se realizó por 

triplicado con el equipo Orion 3 Star previamente calibrado. 

 

1.1.1 Cuantificación de contenido de azúcares en el mucílago. Se determinó 

por el método colorimétrico del ácido 3,5 dinitro-salicílico (DNS) de Miller, que 

consiste en una reacción redox entre el reactivo DNS y los azúcares reductores 

contenidos en la muestra [14]. En la búsqueda de aplicabilidad y máximo 

aprovechamiento del mucílago como sustrato se usaron muestras de 

configuración: 

 

 Mucílago no licuado, tamizado y diluido en agua en proporción 1 a 1. 

 Mucílago licuado, tamizado y diluido en agua en proporción 1 a 1. 

 Muestras derivadas de los sólidos restantes durante el proceso de tamizado 

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

 

Donde se usaron mallas de 850, 450 y 150 micrómetros (No. 20, 40 y 100 

respectivamente) en serie para tamizar y una licuadora comercial Oster, licuando 

por 2 minutos las muestras. Para determinar la concentración de azucares 

reductores de las muestras, se realizó el siguiente proceso con al menos dos 

réplicas: 
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Se hizo una comparación del contenido de azúcares presentes en cada muestra y 

el gasto energético requerido en cada proceso, para así escoger el tratamiento 

ideal a utilizar durante la realización de la investigación y las siguientes 

caracterizaciones. 

 

1.1.2 Sólidos suspendidos. El mucílago una vez tamizado y diluido en agua 1:1, 

se realizó la medición de sólidos totales. Los sólidos totales son el total entre la 

suma entre los sólidos disueltos y los sólidos suspendidos. Para la medición de los 

sólidos suspendidos se pesaron 6 tubos Ependorff (capacidad de 1,5 ml), y se 

centrifugó 1 ml de la muestra de mucílago a 10.000 revoluciones por 5 minutos y 

finalmente un calentamiento de las muestras por 24 horas para completar el 

secado [20]. 

 

1.2 FORMULACIÓN DEL MEDIO 

 

Se hizo una evaluación 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 sólido a 

base de mucílago 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 mucílago. 

 

CONFIGURACIÓNES DE MEDIO ABREVIATURA 

Mucílago tamizado con malla de 150 
micrómetros 

M Puro 

Mucílago tamizado con malla de 150 
micrómetros + (0,3g/ml) sulfato de 
amonio[15] 

M Puro + Amonio 

Mucílago tamizado con malla de 150 
micrómetros y diluido al 50% + (0,3g/ml) 
sulfato de amonio[15] 

M 50% + Amonio 

Mucílago tamizado con malla de 150 
micrómetros y diluido al 50% 

M 50% 

 

Durante 10 días, se analizó el crecimiento de estas cepas a través de una 

inspección visual, donde se observó el tiempo que necesitaban para crecer y la 

proporción cualitativa de crecimiento de las cepas [15]. 

 

1.3 CONSERVACIÓN CEPAS NATIVAS 

 

En esta etapa se trabajó 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 mucílago, 

obtenidas del beneficio del café; estas cepas hacen parte del cepario estudiado 

por el Centro de Investigacion en Biotecnología Industrial y Biotecnología 

Molecular – CINBIN, localizado en el parque tecnológico de Guatiguará. La 

preservación de las cepas, se realizó en el medio agar CYC pH 7.0 (agar czapek-

dox- extracto de levadura- cas aminoácidos) [16]. Se inocularon las cepas en cajas 

Petri, posteriormente fueron envueltas en bolsas de ziploc y conservadas a 

temperatura ambiente (+/- 25°C), condición requerida por las cepas para su 

óptimo crecimiento [17].  
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1.4 DETECCIÓN DE HIDRÓGENO 

 

Con el fin de determinar la presencia de hidrógeno producido por las cepas 

bacterianas nativas (Anexo A), se llevó a cabo un precultivo de las cepas en medio 

líquido CYC pH 7.0. Las muestras se agitaron por un periodo de un día, 

posteriormente fueron inoculadas en viales de 10 ml sellados con agrafes de 

aluminio de 20 mm de diámetro y tapones de caucho butílico, rellenos con 5 ml de 

medio líquido mucílago al 50%, purgados con nitrógeno durante 4 minutos para 

garantizar la anaerobiosis [23].  Finalmente, después de transcurridos 6 días [26] 

se realizó la medición de presencia de hidrógeno en los viales con el equipo 

CROWCON T3 con un Rango de 0-4 % máx. En medición (LEL) [19]. Para esta y 

las siguientes pruebas se escogió como control positivo la bacteria Escherichia coli 

por ser conocida como una especie productora de hidrógeno [21] [22] y como 

control negativo el mucílago sin inocular. 

 

 

1.5 DESPLAZAMIENTO ALCALINO  

 

En esta etapa mediante el método desplazamiento de líquido de una solución 

alcalina se determinó el contenido de biogás producido en los viales; la solución 

alcalina (NaOH 0,1 N) se encargó de absorber el CO2 producido, permitiendo sólo 

la medición de biogás [27]. Se dispuso de viales que contenían el medio 

seleccionado, debidamente purgado, en el cual se inocularon las cepas a evaluar 

[23]. Finalmente después de 6 días de crecimiento [26] se realizó el 

desplazamiento para la medición de biogás 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 días de crecimiento [26] en 

los viales con sustrato mucílago tamizado al 50%, y luego de la medición de 

hidrógeno, desplazamiento alcalino y pH, se sacaron diluciones de 10-1 a 10-6 y se 

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

 

 

2.1 CUANTIFICACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES 

 

La curva de calibración con glucosa bajo el método de Miller se encuentra en el 

anexo B. Con los datos de la calibración se relacionan las muestras referentes a 

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

 

Tabla 2. Azúcares reductores en mucílago. 

 

MUESTRA 
PROMEDIO  

(gr AR / L MUCÍLAGO) 

Mucílago tamizado y diluido en agua en proporción 
1:1  

34 ± 1 

Mucílago licuado, tamizado y diluido en agua en 
proporción 1:1  

35 ± 1 

Muestras derivadas de los sólidos restantes 
durante el proceso de tamizado, licuados con el 

mismo volumen de agua y tamizados nuevamente 
1 ± 0,1 

 

 

Se encontró que las muestras de mucílago no licuado, tamizado y diluido en 

proporción 1:1 tienen 34 ± 1 g de AR/L ( gramo de azúcares reductores contenidos 

en un litro de muestra), siendo este un buen valor para el crecimiento de bacterias 

[25]. Por lo tanto se escogió este procesamiento del mucílago para el resto del 

trabajo. A pesar de que las muestras de mucílago licuado tienen un valor cercano, 

no es atractiva por el gasto energético. En cuanto a las muestras derivadas de los 

sólidos restantes durante el proceso de tamizado, se encuentra que no disuelven 

una cantidad significativa de azúcares reductores en la solución de muestra.  
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2.2 MEDICIÓN DE SÓLIDOS SUSPENDIDOS 

 

Mediante el uso de la siguiente ecuación, se hicieron los cálculos 

correspondientes a la medición de sólidos suspendidos en el mucílago: 

 

 

 
Dónde:     A = Peso del residuo seco más Ependorff en mg   

B = Peso del Ependorff en mg  
Vol. (ml) = Volumen de muestra (ml de la muestra) 

 

El mucílago tiene un contenido de sólidos suspendidos de 0,0121 mg de sólidos 

suspendidos / ml muestra de mucílago.  

 

2.3 MEDICIÓN DE pH 

 

Para la medición del pH, se tomaron 3 mediciones a la muestra mucílago al 50% y 

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

 

2.4 FORMULACIÓN DEL MEDIO 

 

Se propuso cuatro tipos de medios, con el fin de evaluar el comportamiento de 

algunas cepas conocidas y cepas provenientes del mucílago y generar el medio 

adecuado para el crecimiento de las mismas como se muestra a continuación.  

Se observó que el medio mucílago al 50% fue el más adecuado para las bacterias 

nativas, posteriormente se realizó una segunda evaluación cualitativa del 

crecimiento en mucílago diluido al 50 %, como sustrato sólido para las cepas 

nativas provenientes de la laguna de tratamiento de mucílago (Tabla 4). 
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Tabla 3. Formulación del medio. 

 

 

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

 

Codigo Día 1 Día 2 Día 4 Día 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 

Medio USO Mucílago 
(ml) 

Agua  
(ml) 

Agar 
(g) 

Sulfato de 
amonio (g) 

Resultado 

M Puro Bsub, Bcirc, Rmel, 
Bcep, Pput + 2 nativas 

30 0 0,45 0 Ninguna crece de forma 
satisfactoria, contaminación 

localizada 

M 50% Bsub, Bcirc, Rmel, 
Bcep, Pput + 2 nativas 

15 15 0,45 0 Crece de manera satisfactoria 
una de las bacterias nativas 
(MFSR11) 

M Puro + 
Amonio 

Bsub, Bcirc, Rmel, 
Bcep, Pput + 2 nativas 

30 0 0,45 0,03 Ninguna crece de forma 
satisfactoria 

M Puro + 
Amonio 

Bsub, Bcirc, Rmel, 
Bcep y Pput 

30 0 0,45 0,03 Se evidencia crecimiento leve de 
Pseudomonas putida 

M Puro Bsub, Bcirc, Rmel, 
Bcep y Pput 

30 0 0,45 0 Se evidencia crecimiento leve de 
Pseudomonas putida 

M 50% + 
Amonio 

Bsub, Bcirc, Rmel, 
Bcep y Pput 

15 15 0,45 0,03 Se evidencia crecimiento leve de 
Pseudomonas putida 

M 50% Bsub, Bcirc, Rmel, 
Bcep y Pput 

15 15 0,45 0 Se evidencia crecimiento leve de 
Pseudomonas putida 

M Puro 4 Nativas 30 0 0,45 0 Evidencia crecimiento de 
MFSR10 y MFSR11 

M Puro + 
Amonio 

4 Nativas 30 0 0,45 0,03 Crecimiento leve de MFSR10 y 
MFSR11 

M 50% 4 Nativas 15 15 0,45 0 Crecimiento satisfactorio de 
MFSR10 y MFSR11 
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Nota: Las mediciones indican: 0 (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% (Mucílago en 

dilución al 50%). 

 

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

 

 

 

Se evidenció que las bacterias MFSR1, MFSR4, MFSR8, MFSR14 y MFSR15 no 

crecieron de manera satisfactoria en la configuración de mucílago como medio 

sólido en solución al 50%, sin embargo el 70% de las cepas evaluadas (12 cepas), 

crecieron de manera satisfactoria.   
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2.5 FERMENTACIÓN DE MUCÍLAGO EN CULTIVOS ANAEROBIOS 

 

2.5.1 Crecimiento. Como evidencia de crecimiento, luego de 6 días de haber sido 

inoculadas y estar bajo agitación constante, se hicieron diluciones en forma 

seriada en factores de 10 desde 10-1 hasta 10-6, entre más concentrada la 

muestra, se da crecimiento en las muestras de mayor dilución, se sembró en 

medio CYC sólido 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 creció, “1” que la bacteria creció hasta 10-1, “2” que la 

bacteria creció hasta 10-2, “3” que la bacteria creció hasta 10-3, “4” que la bacteria 

creció hasta 10-4, “5” que la bacteria creció hasta 10-5 y “6” que la bacteria creció 

hasta 10-6. 

 

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

anaerobias 

 

Código 
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C
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G

2
0
 

Crecimie
nto 

3 0 0 3 0 2 4 6 6 4 3 5 4 3 0 0 0 0 1 0 3 4 5 0 6 2 5 6 

 

Se optó por este sistema de medición del crecimiento debido a dificultades en la 

medición de número 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 demás imágenes 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 desempeño en su crecimiento tuvieron fueron MFSR5, 

MFSR7, MFSR8, MFSR9, MFSR11, MFSR13 y ACPG12, ACPG15, ACPG17 y 

ACPG20. Esto se puede considerar principalmente debido a su capacidad de 

metabolizar los sustratos complejos del mucílago y la presencia de enzimas 

hidrolíticas para degradar a ácidos láctico, péptico y demás ácidos presentes. 

 

Figura 5. Crecimiento de cepas nativas en diluciones en gotas 

 

   
Control -      E. coli (Control +)    
    

   
MFSR7       MFSR8  
 

   
MFSR13       MFSR14  
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2.5.2 Producción de H2. Las mediciones de hidrógeno y oxígeno, se hicieron con 

el equipo TETRA 3 Detector multigas personal CROWCON, considerando como 

relevantes las mediciones de hidrógeno mayores a 1,5 %LEL (Lower Explosive 

Limit o límite inferior de explosividad que se refiere a la cantidad mínima de gas 

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

 

 

Figura 6. Producción de hidrógeno en mucílago al 50% 

 

 

Se encuentra que las bacterias nativas presentan un mejor comportamiento en la 

degradación del sustrato que el E.coli (Control +), esto debido a que las bacterias 

nativas al ser aisladas de sitios expuestos al mucílago están adaptadas a la 

utilización de este sustrato. Resaltan como posibles bacterias productoras de 

hidrógeno 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 medición de volumen, esta medición se da por duplicado inmediatamente 

con viales replica diferentes a los de medición de hidrógeno. Se toman como 

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

 

Figura 7. Desplazamiento alcalino 

 

 

 

Se encuentra que las bacterias que desplazaron la mayor cantidad de gas son 

MFSR5, MFSR9, MFSR10, MFSR11, y ACPG9, ACPG11, ACPG12, ACPG17 y 

ACPG20. Sin embargo se considera que el volumen desplazado puede contener, 

además de hidrógeno, metano. Se comparan las bacterias que mejor desempeño 

en desplazamiento de volumen y %LEL de hidrógeno presentaron, obteniendo 

como posibles mejores bacterias productoras de hidrógeno las MFSR5, MFSR9, 

MFSR10 y ACPG12. 
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2.5.4 pH. La medición de pH se da por duplicado inmediatamente después de la 

medición de hidrógeno y dilución para crecimiento. Se realiza con el equipo Orion 

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

 

Figura 8. pH 

 

 

 

En la Figura 8 se presenta como valor de pH inicial 5,4 (Línea roja) de forma que 

se evidencia que en promedio el medio mucílago tiende a la acidez después de la 

prueba, con lo que podemos inferir la producción de ácidos orgánicos por parte de 

las bacterias durante su proceso de fermentación [13], los cuales son otros 

productos de las rutas metabólicas de fermentación en las que se sintetiza el 

hidrógeno. 
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2.5.5 Azúcares reductores. Los azúcares 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 

 

 

 

Se tiene como valor inicial 34 gr AR/L (gramos de azúcares contenidos por litro de 

muestra) (Línea roja), los valores encontrados después del crecimiento de las 

cepas, oscilan en rangos superiores a los AR (azúcares reductores) iniciales, 

puede ser debido a que las cepas nativas produzcan enzimas hidrolíticas que 

aumenten la disponibilidad de azúcares reductores.  
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3. CONCLUSIONES 

 

 

 Se demostró que el medio mucílago diluido al 50%, se comporta de manera 

adecuada como sustrato de bacterias nativas, sin necesidad de la adición de 

otras sustancias como fuentes de nutrientes. 

 

 Se detectó hidrógeno y desplazamiento alcalino de manera significativa por 

parte de las bacterias nativas MFSR9, ACPG12, MFSR5 y MFSR10 (en 

orden de relevancia), encontrándolas como posibles productoras de 

hidrógeno. 

 

 Se encuentra que las bacterias nativas presentan un mejor comportamiento 

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

 

 Se determina que el proceso de fermentación oscura es una alternativa real 

para el tratamiento de residuos orgánicos agroindustriales, en este caso para 

la producción de biohidrógeno. 
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ANEXOS 

 

Anexo A. Cepas nativas de actinomycetos del cepario del CINBIN 

 

Fuente de aislamiento* Código Cepa 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR1 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR2 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR3 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR4 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR5 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR7 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR8 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR9 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR10 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR11 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR13 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR14 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR15 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR16 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR19 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago MFSR20 

Aguas de la laguna de tratamiento de mucílago 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. Medición de azucares reductores mediante prueba de Miller (DNS) 

 

Se hicieron diluciones escalonadas de glucosa con réplica para elaborar la curva 

de calibración con la cual se compararon las demás muestras para determinar su 

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

 

Muestra Abs. a 540nm 

Muestra 
GLUCOSA (A) 

0 mg/L 0 

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. Estándar 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 calibración    
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Anexo C. Montajes para la medición de pH y desplazamiento alcalino 

 

 
Medidor de pH:      

Orion 3 star (Thermo Scientific)    

 

 

 

 

Descripción gráfica del montaje método desplazamiento alcalino 

Fuente: Elaiyaraju and Partha, 2012 


