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Resumen y Abstract IX

Resumen

La pulpa de café, que representa alrededor del 40 % del peso del fruto, constituye un
subproducto abundante del beneficio que, al no ser tratado, genera problemas ambientales.
Su composicion lignocelulésica y el contenido de metabolitos bioactivos le confieren un alto
potencial de valorizacion. El objetivo de este trabajo fue evaluar procesos enzimaticos
hidroliticos y su integracion con tecnologias fisicas y verdes de extraccioén, orientados a la
recuperacion de cafeina a partir de residuos del café y al aprovechamiento de los residuos
resultantes. Se aplicaron tratamientos enzimaticos con Cellic CTeC y Viscozyme, asi como
la combinacién con ultrasonido y extraccion con CO, supercritico, complementados con
analisis de superficie de respuesta y caracterizacion composicional. Los resultados
mostraron que la hidrélisis enzimatica incremento la liberacion de azucares, mientras que
Cellic CTeC promovié mayor liberacion de cafeina. El pretratamiento de ultrasonido no
evidencio sinergia. La integracion del tratamiento enzimatico con CO, supercritico mejoro
la accesibilidad al alcaloide, con condiciones éptimas estimadas en 70,1 °C, 190 bary 12,5
U/g. La caracterizacién lignoceluldsica del residuo reveld un aumento en celulosa y
hemicelulosa y una reduccion de cenizas, favoreciendo su aprovechamiento en
bioconversion. En conclusién, los resultados confirman que la valorizacion de la pulpa de
café mediante estrategias integradas de hidrdlisis enzimatica y extraccion verde es
técnicamente viable y se alinea con un enfoque de biorefineria orientado a la recuperacién

de compuestos de interés y a la generacion de residuos con valor agregado.

Palabras clave: Pulpa de café, Hidrdlisis enzimatica, Cafeina, Extraccion con fluidos

supercriticos, Valorizacion de subproductos.
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Application of Enzymatic and Ultrasound
Pretreatments in Supercritical CO, Extraction of
Caffeine from Coffee Pulp

Abstract

Coffee pulp, which represents approximately 40% of the fruit's weight, is an abundant by-
product of wet processing that, if not properly treated, generates environmental problems.
Its lignocellulosic composition and the presence of bioactive metabolites confer high
potential for valorization. The aim of this study was to evaluate hydrolytic enzymatic
processes and their integration with physical and green extraction technologies, targeting
caffeine recovery from coffee residues and the utilization of the resulting by-products.
Enzymatic treatments with Cellic CTeC and Viscozyme were applied, along with
combinations of ultrasound and supercritical CO, extraction, complemented by response
surface methodology and compositional characterization. Results showed that enzymatic
hydrolysis enhanced the release of structural sugars, while Cellic CTeC promoted greater
caffeine liberation. Ultrasonic pretreatment did not exhibit a synergistic effect. The
integration of enzymatic treatment with supercritical CO, improved alkaloid accessibility,
with optimal conditions estimated at 70.1 °C, 190 bar, and 12.5 U/g. The lignocellulosic
characterization of the residue revealed an increase in cellulose and hemicellulose and a
reduction in ash content, favoring its use in bioconversion processes. In conclusion, the
findings confirm that the valorization of coffee pulp through integrated strategies of
enzymatic hydrolysis and green extraction is technically feasible and aligns with a biorefinery
approach aimed at recovering valuable compounds and generating residues with added

value.

Keywords: Coffee pulp, Enzymatic hydrolysis, Caffeine, Supercritical fluid extraction

extraction, By-product valorization.
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Introduccion

El café es una semilla proveniente del arbol o arbusto del cafeto y pertenece a la familia de
las rubiaceas. Originario de Etiopia, este grupo botanico abarca mas de 100 especies
dentro del amplio género Coffea. Entre estas especies, Coffea Arabica y Coffea Canephora
(también conocida como Robusta) destacan por su relevancia econémica donde abarcan
alrededor del 60% y 40% del mercado mundial, respectivamente [1], [2], [3], [4]. Es uno de
los commodities mas comercializados a nivel mundial, siendo superado solo por el petrdleo
[1]. En América Latina, Colombia se posiciona como el tercer pais con mayor produccion,
cerrando el periodo 2024 con 15 millones de sacos de 60 kilos de la variedad Coffea

arabica, lo que representa el 11,7 % de la produccion mundial [5].

La cafeina es un alcaloide metilxantinico presente en diversas especies vegetales,
particularmente en granos de café y hojas de té, reconocido por sus propiedades
estimulantes sobre el sistema nervioso central. Ademas de su rol fisiologico, la cafeina es
ampliamente utilizada en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética, lo que
mantiene una demanda creciente a nivel global. Tradicionalmente, su obtencién se ha
realizado a partir de granos de café mediante técnicas convencionales de extraccion sélido-
liquido utilizando disolventes organicos o acuosos, asi como mediante procesos industriales
de descafeinizacion. Sin embargo, estos métodos suelen implicar un elevado consumo de
solventes y energia, ademas de la generacién de efluentes contaminantes. En este
contexto, han surgido tecnologias mas sostenibles, como la extraccién con fluidos
supercriticos, que permiten una recuperacion selectiva de compuestos bioactivos con

menores impactos ambientales.

Aunque existe un numero significativo de estudios enfocados en la extraccion de cafeina a
partir de granos y subproductos como la cascara, la investigacion sobre la pulpa de café
sigue siendo limitada. Este residuo representa cerca del 40-50 % del peso fresco del fruto
y contiene cantidades detectables de cafeina, junto con otros compuestos de interés. Sin

embargo, la mayoria de los trabajos se concentran en su uso para compostaje, alimentacién
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animal o produccién de biogas, mientras que su potencial como fuente alternativa de

cafeina ha sido poco explorado.

El proceso de produccion de café genera grandes cantidades de residuos, principalmente
en forma de pulpa, que no reciben un tratamiento adecuado y pueden tener un impacto
negativo en el medio ambiente y la salud publica. A pesar de esto, estos residuos podrian
ser una fuente potencial de compuestos bioactivos valiosos, como la cafeina, que tienen
aplicaciones en diversas industrias. Aunque se han realizado investigaciones sobre la
extraccion de compuestos bioactivos de otros residuos agroindustriales, aun faltan estudios
exhaustivos sobre la extraccién y aprovechamiento de compuestos bioactivos de los

residuos de café.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el proceso de extraccion de cafeina en pulpa de café cereza mediante el uso de
CO, supercritico asistido con pretratamientos enzimaticos y de ultrasonido.

Objetivos especificos

e Evaluar la aplicacién de procesos enzimaticos hidroliticos y de ultrasonido en la
extraccién de cafeina.

e Evaluar la extraccion de cafeina con fluidos supercriticos asistido con
pretratamientos enzimaticos y ultrasonido mediante un disefio experimental.

e Proponer alternativas de aprovechamiento para los subproductos generados en la

extraccion de cafeina.
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1.Capitulo 1: Estado del arte

Este capitulo presenta el marco de referencia tedrico y contextual de la investigacion. Se
inicia con una descripcion de la caficultura en Colombia y del proceso de beneficio del
grano, para luego abordar los principales compuestos bioactivos presentes en el café, con
énfasis en la cafeina. Finalmente, se revisan los métodos reportados para su extraccion,

incluyendo el uso de solventes convencionales y las tecnologias de fluidos supercriticos.

1.1 El café en Colombia

El Centro Nacional de Investigacion del Café (Cenicafé) desarrollé una clasificacién de las
zonas cafeteras en el pais, conocida como "Ecotopos Cafeteros". Estos ecotopos son
regiones agroecologicas con limites geograficos definidos, establecidos en funcién de las
condiciones predominantes de clima, suelo y relieve donde se obtiene una respuesta
biolégica similar a la del cultivo del café. Como se observa en la Figura 1-1 la mayoria de
ecotopos (1, 2, 3) se concentran en la Region Andina y una pequefia area (4) en la Sierra
Nevada de Santa Marta. De estas areas delimitadas, el 33% esta distribuido en pastos, el
32% bosque y montafa, el 24% esta dedicado al cultivo de café, el 11% se reparte en
explotaciones de otros productos: 1% en platano, 1% en cacao, 1% en otros permanentes,

3% en cafia y 5% en usos pecuarios [6].
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Figura 1-1: Ecotopos cafeteros de Colombia

Ecotopo 3A

Ecotopo 3B

Ecotopos
1A Cordillera Occidental - Vertients

Occidente
1B Cordillera Occidental - Vertients Oriente
Ubicacion geografica de los 2A Cordillera Central - Vertiente Occidente
en las tres cordilleras y 28 Cordillera Central - Vertiente Oriente

3A Cordillera Oriental - Vertiente Occidente
38 Cordillera Oriental - Vertiente Oriente
4  Sierra Nevada de Santa Marta

Sierra Nevada de Santa Marta

Tomado de [6]

Asi mismo, la Federacién Nacional de Cafeteros reporta en el ultimo informe entregado por
el Sistema de Informacion Cafetera (SICA) que en Colombia existen actualmente 548 mil
familias dedicadas a la produccion de café, distribuidas en 23 departamentos y 603
municipios del pais. Se estima que estas abarcan mas de 658 mil fincas cafeteras en
Colombia, alcanzando un total de mas de 842 mil hectareas de café sembradas en todo el
territorio nacional [7].

Los residuos tratados en esta investigacion fueron recolectados en la zona norte del pais,
en los departamentos de Cesar y La Guajira donde el 17% de la tierra agricola esta
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destinada al cultivo de café. Para el afio cafetero 2024 se registraron 27 mil hectareas de
café distribuidas en unas 10.429 fincas, manejadas por 9.891 caficultores, lo que representa
el 3% de la produccion nacional. Los cafetales se ubican en las laderas de la Sierra Nevada
de Santa Marta y la Serrania del Perija, en pisos templados entre 800 y 2000 m, con areas
que alcanzan hasta 3000 m [8]. Estas condiciones generan cafés diferenciados bajo climas
variables, desde ambientes calidos y secos en las zonas bajas hasta temperaturas
moderadas en los relieves montanos La caficultura en estas regiones muestra un nivel
intermedio de tecnificacion, con un 68% de los cultivos tecnificados. Ademas, el 35% del
area esta sembrada con variedades resistentes y el 42% corresponde a cultivos jovenes
[9]. En la actualidad, 23 de los 40 municipios se dedican al cultivo y produccion de café,
concentrados en la zona norte del departamento del Cesar y Sur del departamento de la
Guaijira, especificamente en territorios como Pueblo Bello, Valledupar, La Paz, Agustin

Codazzi y la Jagua del Pilar, entre otros.

1.2 Beneficio del café en Colombia

Tradicionalmente existen 2 métodos para el proceso de beneficio de café, el proceso
hamedo y seco. Coémo se observa en la Figura 1-2, la principal diferencia radica en el uso
de agua para el proceso de extraccion de la almendra, producto final. El proceso de
beneficio seco es el mas sencillo y se utiliza principalmente para las variedades Robusta
[10]. Después de recibidos los granos, estos se dejan secar a la intemperie hasta que
alcancen un 10-12% de humedad y en un paso siguiente se retira la cascarilla de forma

mecanica. Finalmente se limpian y seleccionan los granos de mejor calidad.
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Figura 1-2: Métodos de beneficio del café

Cosecha

l

Proceso seco +—— Recepcion/Seleccion — FI:CICESD
humedo
Despulpado

Secado ¥

Remocion del mucilago
(Fermentacion natural o
remocién mecanica)

Descascarillado

Lavado

Limpiezal/Seleccion —— SELF A L Secado
seco
Trillado

Elaboracion propia

En Colombia, se utiliza en su mayoria el proceso humedo, pues a pesar de que requiere
equipos y una infraestructura definida, resulta en un producto de mejor calidad. El proceso
empieza cuando se reciben los granos cosechados y se separan por densidad los granos
verdes y en mal estado en un separador hidraulico [11]. El siguiente paso es el despulpado,
que consiste en retirar la pulpa de la cereza por medio de presidn que ejerce la camisa de

la despulpadora, con o sin agua. Después de despulpar los granos de café, se almacenan
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en tanques con agua y se someten a un proceso de fermentacién natural para remover el
mucilago. La calidad final del grano depende en gran medida del tiempo de fermentacion,
que se estima entre 12-18 horas, y varia segun la temperatura, la altura de la masa de café
en el tanque y si el despulpado se realizé con agua o sin ella. Otra de las técnicas para esta
etapa es El desmucilaginado, en la que se remueve el mucilago adherido al grano mediante
friccion en equipos especializados, sin necesidad de procesos fermentativos prolongados.
Este método reduce significativamente el consumo de agua en comparacion con el lavado
tradicional y acorta los tiempos de beneficio. Ademas, contribuye a una mayor uniformidad

en la calidad del café y a practicas de procesamiento mas sostenibles.

La siguiente etapa del proceso es el lavado, que permite retirar totalmente el mucilago
fermentado del grano. Se usa agua limpia para evitar defectos como el grano manchado,
sucio, el sabor a fermento (defectos de sabor y aroma a vinagre, pifa o vino, cebolla, rancio
o stinker) y la contaminacién. Los granos se secan en mallas al ambiente o por secadores
rotatorios, para obtener el café pergamino seco, que se empaca y finalmente se envia para

su trillado, obteniendo la almendra, que se exporta como producto final.

Una alternativa para mejorar la rentabilidad de la produccion de café en Colombia es
potenciar los "cafés especiales" en el mercado internacional, debido a su alta calidad y
beneficios para la salud, lo que permite obtener mejores precios. Estos cafés, con atributos
fisicos y sensoriales consistentes, se distinguen por ser sostenibles y verificables. Entre los
métodos de procesamiento que contribuyen a estos cafés especiales se encuentra el
beneficio semiseco o "Honey" que consiste en retirar parcial o totalmente la pulpa del fruto,
con el fin de dejar el grano cubierto de mucilago y lograr una fermentacion prolongada y un
secado natural del grano al sol o bajo cubierto, lo que le confiere sabores unicos como
chocolate, frutos rojos y tostados, particularmente bajo condiciones humedas como las de

la zona cafetera central de Colombia [12].

Dentro del proceso de beneficio del café se generan residuos que, de no ser tratados de la
manera correcta pueden terminar contaminando fuentes de agua y generar deterioro de los
ecosistemas. Para la preparacion de la bebida se usa aproximadamente el 9,6% del fruto,
como se muestra en la Tabla 1-1. Alrededor del 65% del fruto de café se convierte en

residuo en la etapa del beneficio (despulpado, desmucilaginado) y transformacién (trilla),
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mientras que en la etapa de preparacién de la bebida alrededor del 10% del fruto se genera

como residuo en forma de borra.

Tabla 1-1: Residuos del proceso de beneficio y transformacion de 1 kg de café cereza
[11].
Proceso Pérdida [g] Residuo obtenido
Despulpado 394 Pulpa fresca
Desmucilaginado 216 Mucilago
Trilla 35 Cascarilla/Pergamino
Secado 171 Agua
Torrefaccion 22 Volatiles
Preparacion de bebida 104 Borra
Pérdida acumulada 942

El principal de los residuos generado durante el beneficio del café cereza es la pulpa. Con
una produccién para el afo cafetero 2024 de aproximadamente 15 millones de sacos de 60
kg equivalentes, se generaron alrededor de 262 mil toneladas de pulpa. Los tipos de
residuos generados, asi como su cantidad total para el afio cafetero 2022 estan resumidos
en la Tabla 1-2.
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Tabla 1-2: Generacion anual de residuos afo cafetero 2024. [13]

Tipo de residuo Cantidad ano cafetero

2024 [ton]

Pulpa 331.000
Mucilago 181.000
Cascarilla 29.000

Borra 87.000

Total residuos 628.000
Produccion total de 840000

café ano 2024 [ton]

Los estudios de Cenicafé indican que la pulpa de café contribuye al 73,7% de la potencial
contaminacion hidrica de los subproductos del beneficio. Durante el despulpado y
transporte hidraulico, la pulpa pierde casi la mitad de su peso seco, generando graves
problemas de contaminacion hidrica. El 26,3% restante de la contaminacién proviene del
mucilago fermentado, siendo el 80% de esta fraccién soluble y con gran capacidad para
contaminar. Es fundamental gestionar adecuadamente o tratar este residuo con sistemas
bioldgicos. En un dia tipico, un recolector de café cosecha 100 kg de café en cereza,
liberando pulpa y mucilago durante el beneficio humedo, con un potencial contaminante
115 veces superior al de las excretas y orina humanas en el mismo periodo. Aunque las
aguas residuales del beneficio humedo son biodegradables, presentan altas acidez y
concentraciones de materia organica, con demandas de oxigeno biolégicas y quimicas
significativamente elevadas [14]. En este contexto, la Resolucién 0631 de 2015 del
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible fijé limites maximos permisibles para
vertimientos provenientes del beneficio de café, estableciendo valores de DBOs: 300 mgl/L,
DQO: 600 mg/L, sdlidos suspendidos totales: 200 mg/L, grasas y aceites: 50 mg/L y pH
entre 6 y 9, con el fin de mitigar el impacto ambiental de las descargas y obligar a la
implementacion de tecnologias de bajo consumo de agua y sistemas de tratamiento que

garanticen su cumplimiento.
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1.3 Compuestos bioactivos disponibles

El compuesto de mayor interés en el café es la cafeina. Sin embargo, en el fruto y en los
residuos de éste se encuentran una variedad de sustancias que tienen potenciales
aplicaciones y que despiertan el interés de la comunidad cientifica para su uso en multiples
areas, como la medicina, la industria alimenticia y la industria farmacéutica. Los granos de
café verde se componen principalmente, de polisacaridos como la celulosa y las
hemicelulosas, constituyendo aproximadamente el 50% de su peso. Asimismo, contienen
carbohidratos solubles, entre ellos los monosacaridos fructosa, glucosa, galactosa y
arabinosa, asi como oligosacaridos como la sacarosa, rafinosa y estaquiosa. Ademas, en
los granos verdes se han identificado acidos alifaticos no volatiles como los &cidos citrico,
malico y quinico, y acidos volatiles como los acidos acético, propanoico, butanoico,
isovalérico y hexanoico, que contribuyen al perfil sensorial final de la bebida [15]. Junto a
ellos, también se encuentran acidos grasos, principalmente palmitico, estearico y linoleico,
que forman parte de la fraccion lipidica del grano y juegan un papel relevante en el

desarrollo de sabor, la formacién de la crema y la estabilidad oxidativa del café [16].

En la borra del café se reportan grandes cantidades de compuestos organicos con
potenciales usos como compuestos nitrogenados y lipidos. Uno de los compuestos de
interés son las sustancias nitrogenadas de tono marron, que son el resultado de la reaccion
de Maillard, un proceso quimico que ocurre entre azucares y compuestos que contienen
aminoacidos libres. Los productos generados por esta reaccion tienen aplicaciones
potenciales en la industria alimentaria y como agentes conservantes, debido a sus
propiedades antioxidantes y su capacidad para prevenir la oxidacién de las grasas. Las
melanoidinas, que son el producto final de esta reaccion, son compuestos de alto peso
molecular que contienen nitrégeno y una pequefia proporcion de aminoacidos,
principalmente acido glutamico y glicina. También estan presentes en la pelicula plateada
y en conjunto con la cafeina y acidos clorogénicos presentan potencial uso en la industria
farmacéutica como inhibidores de actividad de la hialuronidasa, de la expresion de colageno
y de la actividad, la elastasa con propdsitos antienvejecimiento [17]. Durante el proceso de
elaboracion del café, solo se extrae aproximadamente un tercio de la proteina originalmente

presente en el grano de café verde [18]. Pacheco et al. [19] reportan la presencia de acido
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protocatéquico (AP), acido clorogénico (ACG) y cafeina en muestras de cascaras de café

obtenidas de diversas empresas productoras de café del Norte de La Paz, Bolivia.

El acido protocatéquico es un compuesto fendlico con propiedades farmacoldgicas diversas
y constituye el principal metabolito de los polifenoles antioxidantes presentes en el té verde.
Es conocido por tener actividad de eliminacién de radicales libres y antioxidantes al
disminuir la peroxidacion lipidica y aumentar la eliminacion de peréxido de hidrogeno (H20:)
y el difenilpicrilhidrazilo (DPPH). Se ha demostrado su relacion con el aumento de la
actividad antioxidante plasmatica en humanos posterior a la ingestion de alimentos ricos en
antocianinas, que son los pigmentos hidrosolubles responsables de los colores azul,
morado y rojo de muchas plantas. Asi mismo, reporta actividad antiinflamatoria al inhibir la
actividad de las citoquinas, (mediador dentro del proceso inflamatorio), actividad
antihiperglicémica, anticancerigena y antimicrobiana [20], [21]. También se ha demostrado
que aumenta la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa y la

catalasa, y reduce los niveles de malondialdehido [19].

Por otro lado, los ACG, ésteres del acido cafeico, son precursores de los compuestos
responsables del sabor y pigmentos del café tostado. Su contenido varia segun la madurez
de la especie y otros factores asociados con la calidad del café, como la altitud y la
exposicion a la sombra. Los ACG se utilizan en la prevencion de enfermedades dentales al
formar una pelicula protectora contra las bacterias. Ademas, se ha observado un efecto
preventivo en ciertas adicciones a las drogas [19]. Se ha demostrado in vitro que los acidos
clorogénicos son voraces eliminadores de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) como aniones superéxido o radicales hidroxilo. Estos son productos del
oxigeno que no contribuyen a la sintesis de ATP, denominados también como radicales
libres. Asi mismo, se ha postulado que los acidos clorogénicos ayudan a preservar la

integridad general del ADN y reducen la probabilidad de cancer [22].

1.4 Cafeina

La cafeina 1, 3, 7 trimetilxantina, observada en la Figura 1-3 es un alcaloide natural que se
encuentra en los granos de café, hojas de t€, en el cacao y en otras plantas y es considerada

la sustancia farmacolégica ingerida con mas frecuencia en el mundo. Junto con la teofilina
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y la teobromina son los compuestos de la familia de las metilxantinas de mayor interés. En
su estado puro, la cafeina es un polvo incoloro a temperatura ambiente, sin olor y con un
ligero sabor amargo. Tiene un punto de sublimacién a 180°C y un punto de fusion de 136°C,
bajo presidon. La cafeina es soluble en agua caliente, aunque a temperatura ambiente el

cloroformo es uno de los disolventes mas eficaces, como se observa en la Tabla 1-3 [23].

Figura 1-3:  Estructura quimica de la cafeina

.
., H
T

Tomado de [24]
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Tabla 1-3:  Solubilidad de la cafeina en funcién de solventes y temperatura.

o Solub.
Solvente Temp. [°C] [% wiw]
25 2,2
Agua
100 66,7
25 1,2
Alcohol
600 4,5
Eter 25 0,3
Acetato de etilo 25 2,5
Cloroformo 25 18,0
Acetona 25 2,0
Benceno 25 1,0

El 74% del uso mundial de la cafeina es en bebidas por sus propiedades energéticas y
estimulantes. Una taza de café (150 ml) tostado/molido contiene entre 30-170 mg de
cafeina. El té y las bebidas de cola normales contienen 8-91 mg y 15-24 mg de cafeina por
taza respectivamente. En general, el consumo medio de cafeina de un adulto es inferior a
300 mg/dia. El 25% de la cafeina mundial se utiliza en la industria farmacéutica, siendo un
compuesto de gran interés. En general, no se ha encontrado evidencia que lo asocie
directamente a la formaciéon de cancer y estudios demuestran su proteccion contra
carcinégenos, asi como actividad antioxidante y reduccion de algunas enfermedades como
la cirrosis, enfermedad hepatica y proteccion contra efectos de la radioterapia. Este
alcaloide pertenece al grupo de medicmentos denominados estimulantes del sistema
nervioso central y esta presente en combinacion con otros productos farmacéuticos usados
como estimulantes, analgésicos, diuréticos, remedios para el resfriado, productos de control
de peso, estimulantes bronquiales y cardiacos, asi como tratamientos para el acné y otros
trastornos de la piel [25], [26]. El restante 1% de la aplicacién mundial de la cafeina es la
industria quimica, donde se utilizada ampliamente para la sintesis de otros compuestos.

Debido a sus propiedades como no toxicidad, estabilidad a la humedad, naturaleza no



32  Aplicacién de pretratamientos enzimaticos y de ultrasonido para la extraccién de

cafeina con CO2 supercritico en pulpa de café

corrosiva y bio-disponibilidad en variedad de especies como café o té, la cafeina como

catalizador en sintesis organica toma relevancia en la investigacion [27].

En los ultimos afos la cafeina se ha integrado como reactivo a la sintesis de liquidos
idnicos, sales compuestas por un catiéon y un anién organicos o inorganicos que permanece
en estado liquido por debajo de 100 °C, caracterizados como solventes verdes, como
presion de vapor extremadamente baja, un amplio rango de liquidos, polaridad sintonizable,
no inflamabilidad, amplia solubilidad, gran estabilidad fisica y quimica, capacidad para
reutilizarse en los procesos y su facil manipulacion [28]. Se reportan multiples estudios
donde se demuestra la posibilidad de sintetizar liquidos idnicos a partir de cafeina, con
variedad de aplicaciones. Salami et al. [29], [30], [31] sintetizaron y caracterizaron un liquido
idnico como catalizador para la sintesis de xantenediones, una importante clase estructural
de heterociclos de oxigeno con amplia gama de propiedades bioldgicas y farmacéuticas,
como antiplasmaddicas, antibacterianas, analgésicas, antinflamatorias, antipaludicas vy
potenciadoras de la cloroquina, antimicrobianas y antioxidantes, entre otras. Asi mismo, se
ha desarrollado un catalizador en base sulfato de hidrégeno silica-cafeina de procedimiento
simple, facil montaje, reusable y con alta eficiencia para la sintesis de
tetrahidrobenzo[b]piranos, moléculas heterociclicas usadas ampliamente como
anticoagulantes, diuréticos, agentes espasmodliticos (relajantes  musculares),

anticancerigenos y antianafilacticos (antialérgicos) [31], [32].

Por otra parte, se ha sintetizado un liquido iénico tensioactivo (SAIL) biodegradable basado
en cafeina y sulfosuccinato de dioctilo (AOT) para desarrollar complejos coloidales
antimicrobianos [33] y liquidos idnicos complejos de cafeina, trietanolamina y ZnBr2 con
aplicacion como material de electrodo en supercondensadores y superconductores [34].
Ademas de las aplicaciones farmacéuticas, estas moléculas se han utilizado en tecnologias
laser, tintes estables, como fluoréforos de etiquetado de proteinas y sensores fluorescentes

debido a sus valiosas propiedades espectroscopicas.

1.5 Procesos de extraccion de cafeina

Los compuestos bioactivos que se encuentran en matrices de origen vegetal pueden ser

extraidos mediante una variedad de técnicas de extraccion convencionales. Estas técnicas
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en su mayoria se basan en la capacidad de los disolventes utilizados para extraer estos
compuestos, a menudo combinados con la aplicacion de calor y agitacion [35]. La
extraccion de cafeina tiene relevancia dentro del proceso de produccién de café
descafeinado. Este producto tuvo su inicio alrededor de 1900, cuando el aleman Ludwig
Roselius desarrollé el primer proceso de descafeinado, asi como la empresa con la que
comercializé el producto, Kaffee HAG en 1912 [36]. Los diferentes métodos de
descafeinado pueden ser clasificados en 2 grupos: Extraccion con solventes (organicos,

agua) y extraccién con fluidos supercriticos.

1.5.1 Extraccion con solventes

Este es el principal método para el descafeinado dado su facilidad en infraestructura y
costos de operacién, aunque se debe asegurar, dependiendo del solvente organico de
trabajo, que su concentracion final en el producto cumpla con los estandares de salud. En
el café verde, la cafeina esta en conjunto con el acido clorogénico, por lo que el primer paso
del proceso es humectar los granos usando vapor sobrecalentado o un paso de remojo
seguido por vapor. Existen 2 métodos basicos para el proceso de descafeinado usando
solventes: El primero es la extraccion con solventes directa en los granos donde se extrae
la mayor parte de la cafeina, seguida de un calentamiento para remover cualquier contenido
residual de solvente. El segundo método es una extraccién indirecta con solventes:
Consiste es una extraccion con agua caliente seguida de una extraccion de la cafeina de la
fase acuosa, sin que los solventes tengan contacto directo con los granos. Después la fase
acuosa se concentra para volver a remojar los granos en esta, recuperando los compuestos

aromaticos y de sabor [36].

El primer solvente utilizado para el proceso de extraccion de cafeina fue el cloruro de
metileno (diclorometano), un liquido incoloro, con un olor dulce, no explosivo en
combinacion con el aire, con vapores no inflamables y punto de ebullicion de 40°C [36],
[37]. Aunque la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) ha
promulgado regulaciones para que los niveles de este solvente sean inferiores a 10 ppm,
se ha identificado que este compuesto es carcindbgeno y ademas contamina la capa de
ozono, por lo que su uso ha ido en disminucion. El segundo solvente utilizado para la

extraccién de cafeina es el acetato de etilo, un éster en estado liquido de color claro, volatil,
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inflamable, con un caracteristico olor frutal y un punto de ebullicion de aproximadamente
77°C [38]. A diferencia del diclorometano, este compuesto se encuentra de forma natural

en frutas como el banano, la manzana o la pera y no se cuestiona su toxicidad.

Con respecto a la extraccion acuosa, este proceso es denominado el mas natural, pues con
la adicién de absorbentes como el carbdén activado los solventes organicos dejan de ser
necesarios. En general, durante los procesos de descafeinado se dan pérdidas de solidos
de café, que son los encargados de aportar sabor y aroma. Estas pérdidas tienden a ser
mayores en los métodos de adsorcion en comparacion con los procesos de disolventes, por
lo que se han desarrollado muchos procesos buscando tener un café lo mas parecido al

natural, sin usar solventes organicos [39], [40].

El proceso acuoso fue desarrollado por la compafia Coffex en 1938 en Suiza, por lo que
también se le denomina proceso del agua suiza. Originalmente, el procedimiento implicaba
el uso de agua potable para descafeinar los granos hinchados. Una vez eliminada la
cafeina, la solucion se concentra y reintroduce en los granos descafeinados previamente
secados, de los cuales se habia extraido la cafeina. De esta manera, se sustituian los
componentes no relacionados con la cafeina que, de lo contrario, se perderian. Estas
pérdidas pueden reducirse al cargar previamente el adsorbente con sustancias que
compartan la misma estructura molecular y tamafo. Este proceso ha sido mejorado al usar
la fase acuosa rica en sdlidos y sin cafeina (extraida con un filtro de carbén activado) como
agua de proceso en un primer paso, garantizando de esta manera que solo la cafeina se

extraiga, mejorando el producto final [36], [40].

Existen diversos materiales absorbentes utilizados en el proceso de extraccion de cafeina,
entre ellos carbdén activado, tamices moleculares, geles de silice, bentonitas y resinas de
intercambio idnico. Cada material presenta propiedades especificas para adsorber la
cafeina y separarla de otros componentes del café, lo que asegura una recuperacion
efectiva. La seleccion del absorbente depende del método de descafeinado y las
condiciones operativas. Estudios muestran que carbones activados granulares pueden
alcanzar capacidades maximas de adsorcion (Qmax) de hasta 1961 mg de cafeina por gramo
[41], mientras que bentonita (en suspensidn, en condiciones éptimas) logra eliminacion de

cafeina superior al 90 %, ajustandose bien al modelo de isoterma de Langmuir [42]. Esto
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demuestra que la eficiencia de extraccidon depende fuertemente de la eleccion del

absorbente, su area superficial y la forma de uso en el proceso.

1.5.2 Extraccion con fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una temperatura y presién por encima de su
punto critico termodinamico. Tiene la propiedad de difundirse a través de los solidos como
un gas, y de disolver los materiales como un liquido. El principal disolvente supercritico es
el didxido de carbono. Sus condiciones criticas son 31,06 °C y 73,8 bar, como puede
observarse en la Figura 1-4. Su amplio uso se debe a que es econémico, amigable con el
medio ambiente (el CO; disponible comercialmente se obtiene como producto secundario
de la fermentacion), las condiciones de temperatura y presion necesarias para el estado
supercritico no degradan los compuestos de interés y generalmente es reconocido como

seguro por la FDA y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) [43].

Figura 1-4: Diagrama de fase para el CO;
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Tomado de [44]

Las primeras nociones del proceso de extraccion con fluidos en estado supercritico fueron
descritas por Hannay y Hogarth [45], al descubrir que compuestos sélidos pueden ser
disueltos por sustancias bajo estas condiciones. El método de descafeinado utilizando
dioxido de carbono comprimido fue desarrollado por Kurt Zosel, quien propuso condiciones
de operacién en el rango de temperaturas de 70-90°C y presiones de 160-220 bar. A
principios de la década de los setenta, este proceso fue patentado y posteriormente
licenciado a empresas como Café HAG y General Foods. Esta técnica y sus condiciones
oOptimas se han utilizado ampliamente en diversas investigaciones relacionadas al
descafeinado de los granos de café, asi como para la extracciéon de cafeina de residuos del
proceso de beneficio y transformacién de éste. Peker, Srinivasan y otros [46], [47], [48]
estudiaron la extraccién de cafeina y evaluaron los efectos del tiempo de remojo de los
granos, flujo, presién y la temperatura. En su publicacion aseguran que, al humectar los
granos, agregar agua al proceso de extraccidon e incrementar las presiones y temperaturas
se mejoran los rendimientos por el aumento en el valor del coeficiente de particion entre

agua-COa.

También se ha estudiado la extraccion solamente con CO; supercritico, cuya mayor ventaja
es la alta pureza con la que es posible extraer cafeina gracias a la selectividad del solvente.
Para condiciones de 75°C, 250 bar y 1 hora de extraccién, se obtiene una cafeina con una
pureza del 83,2%, aunque un bajo porcentaje de extraccion del 8,86% [49]. Para aumentar
la eficiencia de extraccion del proceso, Azevedo et al. [50] exploran como la adicion de
cosolventes como etanol y alcohol isopropilico modifican la capacidad y selectividad del
proceso de extraccion de cafeina de granos verdes con CO. supercritico, en aras de
aumentar dichas variables de respuesta. Los experimentos fueron realizados a 60°C y
50°C, asi como presiones de 15,2, 24,8, y 35,2 MPa y flujo masico de 1,8 g/min de solvente.
Como resultados se reporta un rendimiento maximo del 17%, a condiciones éptimas. El
etanol mejord la extraccién de cafeina gracias a los puentes de hidrégeno que puede formar
con dicho alcaloide; por otra parte, el alcohol isopropilico presenta una selectividad menor
hacia la cafeina y arrastra acidos clorogénicos, dadas sus interacciones menos polares.

Estos resultados para el etanol concuerdan con los reportados por Icen et al. [51], quienes
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investigaron el efecto del etanol en la extraccion de cafeina con CO; supercritico a partir de
residuos de tallos y fibras de té. Para este tipo de residuos se encontré que las condiciones
optimas del proceso de extraccion fueron: temperatura de 65°C, relacién de flujo de 5,23 g
etanol/100 g CO2 y una presion de 250 bar, logrando disminuir el tiempo de extraccion de
7 horas a 3 horas, con una extraccién de 14,95 mg/g. De igual manera se ha estudiado la
posibilidad de valorizar los residuos del proceso de beneficio y transformacion del café.
Tello et al. [52] estudiaron la posibilidad de extraer cafeina a partir de cascarilla de la
variedad Robusta. En su estudio, el comportamiento de extraccién coincide con los
reportados anteriormente para la extraccion en granos verdes: Se encontré que las
condiciones optimas para el proceso son: 373 K, 300 bar y una relacion solvente-materia
de 197 g CO2/g, ademas de una relacion positiva entre la temperatura y la presion frente al
porcentaje de rendimiento, como se ha reportado anteriormente en la literatura. De igual

forma, se extrajo cafeina con un maximo de 77% de pureza.

Otro de los residuos de los cuales se ha estudiado su potencial uso es la borra del café.
Andrade et al. [53] estudiaron la posibilidad de usar este residuo, junto con la cascarilla para
la extraccion de compuestos y analizar su actividad antioxidante. Como en el resto de las
publicaciones reportadas en esta investigacion, se encontré que, al aumentar la presion a
temperatura constante, se puede mejorar el rendimiento gracias al aumento de densidad
del solvente. Por otro lado, mientras se tenga presion constante, el aumento de la
temperatura ocasiona dos efectos contrarios entre si: Se aumenta el rendimiento gracias al
aumento en la presion de vapor, al mismo tiempo que se disminuye la solubilidad por la
caida en la densidad del solvente. Para los extractos obtenidos en esta investigacion,
reportan concentraciones relevantes de acidos clorogénicos y cafeina, con valores entre

0,66 y 1,13 microg/mg y 23,4 y 684 microg/g, respectivamente.

La extraccion con fluidos supercriticos es una de las alternativas mas viable, ya que ofrece
ventajas como la no toxicidad, la ausencia de disolventes y la alta selectividad en la
extraccion de cafeina en comparacion con métodos como la extraccidon con solventes
organicos [54]. Ademas, en su estado supercritico presenta hasta tres veces mas capacidad
cuando esta saturado con agua [36], aumentos considerables con cosolventes polares
como el etanol y el isopropanol en proporciones de 90% CO2-10% cosolvente y en
condiciones cercanas al punto critico de éste. Estos incrementos en la solubilidad pueden

atribuirse al aumento de las interacciones como la formacion de puentes de hidrégeno, asi



38  Aplicacién de pretratamientos enzimaticos y de ultrasonido para la extraccién de

cafeina con CO2 supercritico en pulpa de café

como efectos estéricos [55]. Las bajas concentraciones de compuestos bioactivos en las

plantas obligan a la ciencia moderna a desarrollar métodos de extraccion eficaces.

1.5.3 Extracciodn con fluidos supercriticos asistida

En la actualidad existen técnicas no convencionales de extraccion como los pretratamientos
enzimaticos y de ultrasonido, que son ampliamente estudiados y pueden acoplarse a la
extraccién con fluidos supercriticos pues facilitan la ruptura de una compleja red de

polisacaridos compuesta principalmente por [56]:

e Celulosa: Es un polimero lineal formado por unidades repetitivas de celobiosa,
compuestas por 3-D-glucopiranosa unidas mediante enlaces R3-(1,4) glucosidicos.
Las cadenas, integradas por 500 a 1400 unidades de glucosa, se organizan en
microfibrillas cristalinas, que brindan rigidez a la estructura lignocelulésica.

o Hemicelulosa: Este componente incluye polimeros heterogéneos como xilanos,
xiloglucanos, mananos y glucomananos, que son amorfos y carecen de rigidez
estructural. Esta naturaleza facilita su hidrolisis mediante agentes quimicos (acidos
diluidos o bases) o enzimaticos (hemicelulasas).

e Lignina: Es un heteropolimero amorfo compuesto por unidades fendlicas (p-
cumaril, coniferil y sinapil alcohol), responsables de la hidrofobicidad y rigidez

estructural de la matriz.

Estas técnicas auxiliares pueden ayudar a liberar las moléculas bioactivas atrapadas en
ella, mejorando la permeabilidad de dichas estructuras al disolvente y haciendo que los
compuestos de interés estén mas disponibles en la matriz vegetal, lo que en ultima instancia

mejora el rendimiento de la extraccion y acorta los tiempos del ciclo del proceso [57].

Los tratamientos enzimaticos se basan en procesos de hidrdlisis con la aplicacion de
enzimas hidroliticas para modificar componentes lignocelulésicos, degradando las redes de
polisacaridos de la pared celular y membranas, liberando los biocompuestos y facilitando
de igual manera la penetracién del fluido supercritico por las estructuras celulares. La
hidrolisis de la pared celular se lleva a cabo a través de un mecanismo que involucra la

formacion de un complejo enzima-sustrato, en el que la primera presenta un cambio en su
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estructura, que facilita la interaccién con el sustrato. Estos cambios provocan tensiones y

estrés en este ultimo, lo que promueve las reacciones hidroliticas [58].

Los pretratamientos enzimaticos acoplados a la extraccién con fluidos supercriticos han
sido investigados durante los ultimos afos. Mushtaq et al. [59], [60] evaluaron la extracciéon
de polifenoles no extraibles por métodos convencionales a partir de residuos del té negro y
la compararon con una extraccién con solventes convencionales. Para su estudio utilizaron
CO;z en condiciones supercriticas, etanol como cosolvente y multiples formulaciones de
enzimas, de las cuales se encontré que la hidrélisis con kemzima condujo a una mayor
liberacion de polifenoles y aumentando el rendimiento en 5 veces, comparado con la
extraccién de control. Ademas de esto, los polifenoles extraidos mostraron actividad
antioxidante. Los mismos autores encontraron que la aplicacion de extracciéon con fluidos
supercriticos asistido por enzimas duplicaba la recuperacion de extractos crudos con alta

actividad antioxidante de residuos de la cascara de la granada.

Por otro lado, el ultrasonido es un tipo especial de onda sonora que va mas alla del oido
humano y suele oscilar entre 20 kHz y 100 MHz. Al igual que otras ondas, atraviesa un
medio, creando compresion y expansion. Estas fluctuaciones de presién de las ondas
ultrasénicas forman microburbujas que colapsan violentamente (cavitacién), formando
micro chorros que pueden danar las estructuras celulares, mejorando asi la accesibilidad
del disolvente y la cinética de transferencia de masa [61], [62], [63]. Esta técnica se ha
implementado exitosamente en la extraccion con fluidos supercriticos de cafeina. Menzio
et al. [64] reportaron que, en 1 hora de extraccion, el efecto de las ondas acusticas duplicd
el rendimiento de extraccion de cafeina y aument6 en aproximadamente 10% la pureza del
extracto, usando granos de café enteros. Se implementé el ultrasonido en una configuracién
simultanea a la extraccién con CO; supercritico y las condiciones de operacion que dieron
el maximo rendimiento fueron 75°C, 250 bar, 40kHz y operacion intermitente del ultrasonido
de 5 min encendido y 2 apagado. La integracion de pretratamientos de hidrdlisis enzimatica
y ultrasonido antes de la extraccién con CO. supercritico puede mejorar la transferencia de
masa, reducir el tamafo de las particulas, aumentar el area de contacto y mejorar la

distribucion del disolvente en la matriz vegetal.






2. Capitulo 2: Materiales y métodos

En este capitulo se detallan los procedimientos experimentales empleados en la
investigacion. Se describe la recoleccion y preparacion de las muestras de pulpa de café,
la caracterizacién quimica y lignoceluldsica, asi como las metodologias aplicadas para la
determinacion de azucares reductores y cafeina. Se explican los tratamientos enzimaticos
y ultrasénicos realizados, y se presenta el disefio experimental implementado para la

extraccién con fluidos supercriticos.

2.1 Recoleccién y preparacién de muestras

Las muestras de residuos del proceso de beneficio de café variedad Castillo fueron
proporcionadas por la Federacion Nacional de Cafeteros. El café fue cultivado en el
municipio de La Paz, Cesar, corregimiento San José de Oriente, vereda Filo Machete. La
recoleccién de café se hizo de forma manual, seleccionando granos maduros. El residuo se
tomé de la etapa de despulpado de dichos granos y se sometié a un proceso de secado al

sol por 2 dias, a temperaturas promedio de 40°C durante el dia.

El proyecto de investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Procesos Agricolas adscrito
al Departamento de Ingenieria Agricola y de Alimentos de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Medellin. El proceso incluy6 la reduccion del tamafo de particula mediante
un molino de cuchillas, seguida de un tamizado con mallas de 40 y 60, como se observa en
la Figura 2-1. Se selecciond la fraccion retenida entre estas mallas, con un tamafio de
particula comprendido entre 400 y 600 micras. Las muestras presentaron una humedad

promedio de 7,43% y una densidad aparente de 311,25 kg/m?®.
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Figura 2-1:  Proceso de preparacion de pulpa de café.
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2.2 Caracterizacion lignocelulésica

La pulpa de café se analizé en funciéon de su composiciéon lignocelulésica utilizando el
método estandar TAPPI 222 om-02. Todas las pruebas se realizaron por triplicado, y los
resultados se expresaron como promedios + desviacién estandar. Para la cuantificacién de
extractivos liposolubles, se utilizaron 10 g de pulpa de café que se mezclaron con 100 mL
de acetona, manteniendo una agitacion constante a 110 rpm y 50°C. Se realizaron cambios
de solvente cada hora hasta que la tonalidad del extracto se volvié tenue. Las muestras se
secaron posteriormente a 85°C durante 12 horas. A continuacion, se realizdé una extraccion
de compuestos hidrosolubles utilizando agua destilada a 80 °C con agitacién a 110 rpm,

cambiando el solvente cada hora.

Para determinar la cantidad de lignina insoluble, se realizé una hidrolisis acida sobre el
residuo generado luego de la extraccion lipo e hidrosoluble. En este procedimiento, se
afiadié acido sulfurico (H,SO,) al 72 % a una cantidad conocida de muestra, dejandola
reposar durante una hora a 30 °C. Posteriormente, la mezcla fue sometida a autoclave,
secada y pesada para calcular el contenido de lignina insoluble. La lignina soluble se evaluo
tomando el filtrado del hidrolizado y midiendo su absorbancia con un espectrofotometro a
una longitud de onda de 205 nm, utilizando H2SO4 al 4 % como blanco. Los contenidos de
celulosa y hemicelulosa se determinaron a partir de la hidrdlisis acida, midiendo la
concentracion de glucosa, xilosa y arabinosa presentes en el filtrado, mediante

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en inglés). Se utilizé un equipo
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Prominence LC-20AT equipado con un detector de indice de refaccion RID20A Columna
Aminex HPX-87H (5 micras, 300x7,8 mm) acoplada a una precolumna Biorad Cation H+ (5
micras, 30x4,6 mm). Las condiciones de operacion incluyeron 65°C de temperatura, 0.6
mL/min de flujo modo isocratico, 15 uL de inyeccion, 15 min de corrida, agua 5 mM H2SO4

como fase movil.

Figura 2-2: Proceso de caracterizacion lignoceluldsica

Pulpa de café — Liposolubles —_— Hidrosolubles
_

e \

Hidrolisis acida

Hidrolizado ] Sdlidos
Celulosa y Hemicelulosa Lignina soluble Lignina insoluble
(azlcares estructurales) (Espectrofotometria) (Gravimetria)

Elaboracion propia

El contenido de cenizas se midié transfiriendo 5 g de muestra a un crisol tarado, que se
incinerd en una mufla a 200 °C durante 60 minutos. Posteriormente, el crisol se enfrid en
un desecador y se pesoé. El contenido de cenizas se calculd a partir de la diferencia de peso,

reflejando los componentes inorganicos de la muestra.

2.3 Cafeina

La pulpa de café presenta una gran cantidad (alrededor del 40%) de compuestos

hidrosolubles, por lo que la cuantificacion de cafeina se realizé con una relacién 1:500 con
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agua destilada para garantizar la extraccién completa de la cafeina: 0.5 g de pulpa de café
se extrajeron a 80 °C durante una hora con agua destilada (2 x 250 mL).. Los analisis se
realizaron por HPLC, se utilizé un cromatografo Prominence LC-20AT, equipado con un
detector de arreglo de detectores de diodos (PDA, SPD 20AT) a una longitud de onda de
271 nm y una columna C18 (5 micras, 150x4,6 mm) Agilent Zorbax Eclipse Plus acoplada
a una pre-columna Zorbax NH2 4-Pack (5 micras, 12,5x4,6mm), 25°C de temperatura, 0,8
mL/min de flujo modo isocratico, 10 uL de inyeccién, 10 min de corrida, metanol/agua 50/50

como fase movil.

2.4 Tratamiento enzimatico de la pulpa de café

Se llevd a cabo un tratamiento enzimético para la despolimerizacién de la celulosa y
hemicelulosa presentes en la pared celular de la pulpa de café, con el objetivo de aumentar
la capacidad de extraccion de cafeina en una etapa posterior usando fluidos supercriticos.
La efectividad de la hidrdlisis enzimatica se evalud a través de la cuantificacion de azucares
reductores (glucosa, fructosa, manosa, liberados durante la degradacion de la matriz
lignocelulésica) y la cuantificacion de cafeina en solucidon. Estos analitos fueron

cuantificados a través de HPLC.

Se emplearon dos cocteles enzimaticos comerciales en la hidrdlisis de la pulpa de café. El
primero, Viscozyme®, es un producto de Novozymes que contiene una mezcla de
carbohidrasas como celulasas, hemicelulasas y pectinasa, disefiadas para descomponer
una amplia gama de polisacaridos presentes en la biomasa vegetal. Este coctel es
comunmente utilizado en la degradacion de materiales lignoceluldsicos por su capacidad
de actuar sobre diferentes componentes de la pared celular. Tiene una actividad enzimatica
de 100 FGBU/q.

El segundo coctel, Cellic® CTec2, también de Novozymes, estd optimizado para la
conversion eficiente de biomasa lignoceluldsica en azucares fermentables, ya que contiene
enzimas especificas como exoglucanasas y B-glucosidasas, que mejoran la conversion de
celulosa en glucosa. Tiene una actividad enzimatica de 125 FGBU/m.

Se contrastd la eficiencia de ambos cocteles en la hidrdlisis de la pulpa de café para

seleccionar el mas adecuado, el cual se utilizé en el resto de la fase experimental.



Capitulo 2 45

El proceso se llevé a cabo de la siguiente manera:

@

) T

5 3 :

Pre-ensayos: En esta primera etapa se evaluaron diferentes relaciones entre la
cantidad de pulpa [g] y enzima [U] (Relacion E/S). Se usaron proporciones de 11,
13, 16, 21 y 32 U/g, variando el peso de la muestra a una cantidad de enzima
equivalente a 16 FGBU. La hidrdlisis se llevé a cabo en una solucion acuosa con
buffer citrato en una relacion de 3:1 y un pH de 5,0. La mezcla fue sometida a
agitacién vigorosa a 50°C por 4 horas. Al finalizar la incubacion, se detuvo la
reaccion mediante un calentamiento a 90 °C durante 5 minutos para desactivar las
enzimas. El proceso se observa en la Figura 2.2.

Se tomo el sobrenadante y se realiza una dilucion 1:20 para todas las pruebas por
HPLC. Las muestras son ultracongeladas para futuros ensayos. Se evaluaron los
puntos optimos de dosificacidn de enzimas con la liberacion de cafeina en solucion.
Evaluacion de ultrasonido/enzimas: Se evalud la aplicacion de ultrasonido vy
tratamiento enzimatico de manera secuencial, cuantificando la concentracién de

cafeina posterior al tratamiento combinado.

Figura 2-2: Proceso de hidrodlisis enzimatica en pulpa de café.

2.5 Aplicacion de ultrasonido

Se empled un equipo de sonicacion tipo bafo de ultrasonido Branson modelo 1800, con

una capacidad de 1.91 L y una frecuencia de operacion de 40 kHz.

Se evaluo la adicién de ultrasonido y enzimas con el objetivo de determinar si su aplicacion

conjunta tenia un efecto positivo en la extraccion de cafeina de la matriz vegetal. Para ello

se llevo a cabo la sonicacion en el bafo ultrasonico a 40 kHz y 50°C durante 30 minutos

con agua y buffer de citrato en una relacion 3:1. Posterior al tratamiento ultrasénico se

afiadi6 el coctel enzimatico para realizar la hidrolisis, que se prolongé por 3 horas y media

a 50°C con agitacion a 150 rpm. El proceso puede observarse en la Figura 2.3.
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Figura 2-3: Proceso de sonicacion y posterior hidrélisis enzimatica de pulpa de café.

2.6 Extraccién con fluidos supercriticos: DoE

La pulpa de café hidrolizada fue secada a 60°C durante 24 horas posterior a la accion
enzimatica y reservada hasta su uso para la fase de extraccién. El equipo de extraccion con
fluidos supercriticos usado es un extractor MV-10 ASFE marca Waters, con capacidad para

5 corridas secuenciales.

Se construyd una curva cinética de extraccion con el fin de determinar el tiempo 6ptimo de
operacion. El analisis mostré que a los 90 minutos se alcanz6 aproximadamente el 75 % de
la cafeina total extraida en un periodo de 135 min, punto a partir del cual la pendiente de la
curva cafeina [mg] vs. tiempo de extraccidon [min] disminuye como se observa en la Figura
2-4, indicando la transicion hacia una fase de extraccion mas lenta. El fluido que se emplea
es CO; de grado alimenticio y el cosolvente es etanol al 99%. Se agregoé aproximadamente
2 gramos de pulpa de café tratada y se completd el volumen del recipiente (Vessel) con
perlas de silice.
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Figura 2-4:
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2.6.1 Diseino experimental

La Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas estadisticas

y matematicas que permiten modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de

interés depende de varias variables independientes cuantitativas, y el objetivo es optimizar

dicha respuesta. Se selecciond un disefio experimental basado en un Disefio Central

Compuesto (CCD) para evaluar la influencia de las variables independientes sobre la

extraccién de cafeina. Las variables respuesta fueron:

e Cafeina por gramo de muestra inicial [mg caf/g pulpa seca)]: Definida como la

cantidad de cafeina extraida [mg] por cantidad de pulpa seca inicial [g].

¢ Rendimiento extracto seco [%]: Definido como la cantidad de extracto seco [g] por

cantidad de muestra inicial seca [g].

Los datos experimentales se ajustaron a un modelo polindmico de segundo orden y se

analizaron mediante Analisis de Varianza (ANOVA) para verificar la significancia de los

efectos principales e interacciones. El ajuste del modelo, la construccién de superficies de

respuesta y la determinaciéon de las condiciones 6ptimas se realizaron con el software

Minitab19.
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Factores evaluados:
e Temperatura: Nivel minimo de 40°C y maximo de 70°C.
e Presién: Nivel minimo de 150 bar y maximo de 330 bar.

o Dosis enzimatica: Nivel minimo de 0 U/g y maximo de 21,33 U/g.

Variables fijas:
e Tamafio de particula: 400-600 um.
e Tiempo de extraccion: 90 min
e Humedad: maxima del 5%.
e Flujo de CO2: 10 mL/min.
e Solvente: Etanol.
e Flujo de EtOH: 1 mL/min (10% flujo CO2)

Se efectuaron ajustes en los niveles de las variables independientes debido a limitaciones
fisicas —como la imposibilidad de emplear dosis enzimaticas negativas— y a restricciones
operativas del equipo, que impidieron superar los valores establecidos de presion y
temperatura. Una vez ejecutada la matriz experimental, los datos fueron analizados
mediante un modelo polindmico de segundo orden ajustado por minimos cuadrados,
considerando términos lineales, cuadraticos e interacciones que superaran el nivel de
significancia. Esta se evalué mediante un ANOVA, empleando un nivel de confianza del 95
% (a=0,05). Adicionalmente, se calcularon los coeficientes de determinacion (R? R?2
ajustado y R? predicho) y se verificé la adecuacion del modelo a través de pruebas de falta
de ajuste y analisis de residuos. El procedimiento de optimizacién de las variables se realizé
con el modulo de superficie de respuesta del software Minitab, definiendo como criterio la
maximizacion de las variables respuesta. El disefio experimental se resume en la Tabla 2-
1.

Se realizé una validacion para el punto 6ptimo predicho por el modelo mediante una
extraccion a las condiciones encontradas. Se realizaron 4 réplicas de este punto para

eliminar la mayor variabilidad posible.
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OrdenEst | TipoPt | Temperatura Presion Dosis enzima
[*C] [atm] [U/g]
1 1 46 180 0
2 1 64 180 0
3 1 46 270 0
4 1 64 270 0
5 1 46 180 21
6 1 64 180 21
7 1 46 270 21
8 1 64 270 21
9 -1 40 225 11
10 -1 70 225 11
11 -1 55 150 11
12 -1 55 300 11
13 -1 55 225 -7
14 -1 55 225 29
15 0 55 225 11
16 0 55 225 11
17 0 55 225 11
18 0 55 225 11
19 0 55 225 11
20 0 55 225 11

2.6.2 Caracterizacion extractos post extraccion

Se efectué una nueva caracterizacion lignoceluldsica con el fin de evaluar los cambios
estructurales en la pulpa de café tras los pretratamientos y la extraccion.

Los extractos obtenidos por CO, supercritico se analizaron mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia para determinar la presencia de cafeina, acidos clorogénicos, teobromina
y otros compuestos. El analisis se realizé en un sistema Prominence LC-20AT equipado
con detector de arreglos de diodos (PDA, SPD-20AT) a 271 nm, utilizando una columna
C18 Agilent Zorbax Eclipse Plus (5 pm, 150 x 4,6 mm) acoplada a una precolumna Zorbax
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NH, (5 um, 12,5 x 4,6 mm), a 25 °C, con fase movil metanol/agua (50:50), flujo de 0,8
mL/min en modo isocratico, volumen de inyeccién de 10 uL y tiempo de corrida de 10 min.

La cuantificaciéon e identificacion de acidos grasos se realizé mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). El procedimiento comprendié
extraccion lipidica, derivatizacion a ésteres metilicos y andlisis instrumental. La fraccion
grasa se obtuvo siguiendo el método Folch modificado, empleando diclorometano/metanol,
sonicacion, centrifugacion, separacion de fases y evaporacion a 45 °C hasta sequedad. Los
lipidos secos se metilaron mediante una mezcla acido sulfurico/metanol a 60 °C durante 60
min y los FAME se recuperaron con hexano. El analisis se efectué en un GC-MS Shimadzu
QP2010 con columna DB-WAX, inyeccion en modo split, rampa de temperatura
programada, helio como gas portador y adquisicion en modo scan (35-800 m/z). La
identificacion se basé en tiempos de retencién y espectros de masas, empleando el
estandar FAME Mix Supelco 37 para construir curvas de calibracién y determinar linealidad,
LOD y LOQ de cada analito.



3. Capitulo 3: Analisis y discusion de
resultados

Este capitulo expone los resultados obtenidos en cada una de las etapas experimentales y
su interpretacion. Se presentan los hallazgos de la caracterizacion lignoceluldsica inicial,
los efectos de los tratamientos enzimaticos y ultrasénicos sobre la matriz de pulpa de café,
y la eficiencia de la extraccion con fluidos supercriticos. La discusion se orienta a contrastar

estos resultados con lo reportado en la literatura y a identificar tendencias relevantes.

3.1 Caracterizacion lignocelulésica

La caracterizaciéon quimica de la pulpa de café obtenida en este estudio revel6 una
composicién con algunas diferencias respecto a los valores reportados en la literatura. La
Tabla 3-1 resume los analisis lignocelulésicos reportados para la pulpa de café, asi como

los obtenidos en esta tesis.

Se observé un contenido de compuestos liposolubles del 7,12 £ 0,45 %, mientras que la
fraccion hidrosoluble alcanzé un 46,05 £ 1,12 %, un valor en linea al reportado por Arango-
Agudelo et al. [66], quienes encontraron un 48,46 %. La pulpa de café contiene una cantidad
significativa de carbohidratos hidrosolubles, principalmente monosacaridos y oligosacaridos
derivados de hemicelulosas y pectinas, como arabinosa, galactosa y xilosa [67], [68].
Ademas, la pulpa es rica en compuestos fendlicos, destacandose los acidos clorogénicos y
sus derivados, los cuales han sido ampliamente estudiados por sus propiedades
antioxidantes y su contribucion al perfil quimico del café [69]. Otro compuesto relevante en
la fraccion hidrosoluble es la cafeina, cuya concentracién varia segun el método de

procesamiento del café.
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Tabla 3-1: Caracterizacion lignoceluldsica de pulpa de café.

Murthy Arango- o Dias et
Parametro/Autor et. al Agudelo et, Cenicafe al. Este trabajo

(2012) al. (2023) (2023) (2015)
Liposolubles - - - - 7,12+£0,45
Hidrosolubles - 48,46 - - 46,05+ 1,12
Lignina soluble - 0,06 - - 0,16 £ 0,01
Lignina insoluble 17,5 21,22 16,85-17,5 14,3 24,45+1,67
Celulosa 63 58,93 17,7-29,51 20,7 18,6 £0,67
Hemicelulosa 2,3 5,29 2,39-5,78 3,6 22,54 + 1,35
Cenizas - 0,48 6,44-10,5 - 11,61 £ 0,02

En cuanto a la lignina, la fraccion insoluble representd el 24,45 + 1,67 %, superando los
valores reportados por Murthy & Madhava Naidu y otros estudios [66], [70], [71], [72] cuyas
estimaciones oscilaron entre 14,3y 21,22 %. La celulosa presenté un 18,6 + 0,67 %, lo que
contrasta con valores superiores descritos en la literatura, como los 63 % reportados por
Murthy & Madhava Naidu [71] y 58,93 % por Arango-Agudelo et al. [66]. La hemicelulosa
alcanzé un 22,54 + 1,35 %, un valor considerablemente mayor al encontrado en otros
estudios, los cuales oscilaron entre 2,3 % y 5,78 %. Finalmente, el contenido de cenizas en

este estudio fue del 11,61 £ 0,02 %, superando los valores reportados en la literatura, donde

los niveles fluctuaron entre 0,48 % y 10,5 %.

Estas diferencias podrian explicarse de acuerdo con los siguientes factores:

e Variedad del cultivo: Los perfiles genéticos de las diferentes variedades de café

influyen en la composicion lignocelulésica. Para este estudio se utilizé café variedad

Castillo.

e Condiciones ambientales: Variables como altitud, temperatura y tipo de suelo
impactan en la biosintesis de compuestos estructurales.
e Practicas postcosecha: Las técnicas de recoleccién, secado y almacenamiento

pueden propiciar la degradacion de estos compuestos lignocelulésicos por accion

de microorganismos.
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La caracterizacion inicial de la pulpa de café empleada en este estudio arrojé un contenido
de cafeina de 9,493 mg/g de materia seca, valor que se encuentra dentro del rango
reportado en la literatura para esta matriz. La caracterizacion del contenido de cafeina en
la pulpa de café muestra variaciones atribuibles a la variedad, el procesamiento y las
condiciones de analisis. Rojas-Ordufa et al. (2023) evaluaron pulpas de Coffea arabica var.
Caturra, reportando valores de 8.81 £ 0.18 mg/g y 9.06 £ 0.17 mg/g en muestras de pulpa
roja y amarilla, respectivamente, lo que confirma una concentracion apreciable de este
alcaloide en la biomasa seca [73]. De forma complementaria, Canas et al. (2022) analizaron
la digestién gastrointestinal simulada de la pulpa, registrando un contenido inicial de 5060
Mg/g (equivalente a 5.06 mg/g) de cafeina previo a la digestién, lo que aporta informacion

relevante sobre su biodisponibilidad y potencial uso en aplicaciones nutracéuticas [74].

Dentro de las estructuras lignoceluldsicas, la hemicelulosa y lignina actuan como barreras
fisicas que limitan la accesibilidad enzimatica y disminuyen la conversion de celulosa.
Ademas, la lignina tiene la capacidad de adsorber irreversiblemente celulasas debido a sus
caracteristicas hidrofobicas y aromaticas [56]. Esto no solo limita la conversion de celulosa

en azucares fermentables, sino que también afecta la extraccion de compuestos bioactivos.

Para superar estas limitaciones, se planted la combinacién de ultrasonido con procesos
enzimaticos. Estudios previos, como el realizado por Garcia et al. [75] en olote (parte de la
mazorca de maiz una vez que ha perdido los granos) de maiz, han demostrado que el
ultrasonido facilita la despolimerizacion de estructuras lignoceluldsicas al romper enlaces
hidrofébicos y aumentar la porosidad de la matriz. Este tratamiento induce cambios
estructurales que incrementan la accesibilidad enzimatica y favorecen procesos de
extraccion o degradacion posteriores. Este enfoque podria optimizar la extraccion de
compuestos de interés, como cafeina y azucares reductores, al tiempo que reduce la

necesidad de solventes.
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3.2 Aplicacion tratamientos enzimaticos y ultrasénicos

3.2.1 Aplicacién de enzimas

En estudios previos se ha demostrado que la pulpa de café constituye una fuente importante
de acidos hidroxicinamicos, principalmente acido clorogénico y cafeico, los cuales se
encuentran en su mayoria esterificados a la pared celular. Torres-Mancera et al. (2011)
reportaron un contenido total de 5 276 mg/kg de pulpa seca, con una fraccion ligada superior
al 70 % en todos los compuestos analizados. Mediante la aplicacion de extractos
enzimaticos producidos por Rhizomucor pusillus en fermentacion en estado sélido, en
combinacion con pectinasa comercial, se alcanzaron rendimientos de extraccion de hasta
54,4 % para acido clorogénico y 19,8 % para acido ferulico. Estos resultados evidencian
que la accion sinérgica de las enzimas permite una liberacion mas eficiente de compuestos
fendlicos, lo cual no solo incrementa la recuperacion de antioxidantes, sino que también
constituye una estrategia viable para la valorizacién de la pulpa de café como subproducto

agroindustrial.

En esta investigacion, se evalud el efecto de la dosis enzimatica en funcion de la pulpa de
café, utilizando una cantidad constante de 16 U de enzimas (384 ul de Viscozyme, 256 pl
Cellic CTeC) y variando la cantidad de sustrato. Se midieron azucares estructurales
(sacarosa, fructosa y glucosa) tanto en la pulpa (referida como control) como en cada punto
para determinar el 6ptimo de la hidrdlisis enzimatica. Como se observa en la Figura 3-1,
tanto con la enzima Cellic como la Viscozyme se nota un comportamiento ascendente en
la liberacidon de azucares a medida que se disminuye la relacion E/S.

El ANOVA de un solo factor permitié evaluar si existen diferencias significativas en la
liberacion de azucares entre las dos enzimas analizadas. Los resultados mostraron que no
se presentaron diferencias estadisticamente significativas (F = 0,83; p = 0,398), con un nivel

de significancia a = 0,05.
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Figura 3-1:  Curvas dosificacion enzimas Cellic CTeC y Viscozyme.
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Elaboracion propia

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que tanto Cellic como Viscozyme
promueven la despolimerizacion de la matriz lignoceluldsica de la pulpa de café, medida a
través de la liberacién de azucares en solucion. Se observa que la disminucion de la relacion
E/S favorece la liberacién de azucares para ambas enzimas. El andlisis de varianza de un
solo factor confirma que no existen diferencias significativas en el desempefio de las
enzimas, por lo que se decide avanzar hacia la siguiente etapa de experimentacién con los
puntos de la curva So7s, S1y S125 dado que estos representan los puntos maximos de

liberacidon de azlcares de manera ascendente.

3.2.2 Evaluacion de ultrasonido y enzimas

Con los puntos So7s, S1 y S1.25 seleccionados de la curva de dosificacion se evalua la
aplicacion de ultrasonido como pretratamiento a la hidrdlisis enzimatica de la pulpa de café,

de forma secuencial.

Estudios han demostrado que la aplicacion de pretratamientos acoplados a enzimas mejora
la conversion de azucares, lo que indica una mejor accién enzimatica para la

despolimerizacién de las cadenas lignoceluldsicas presentes en la matriz vegetal. Widjaja
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et al. [76] evaluaron un proceso de pretratamiento en dos etapas aplicado a pulpa de café
robusta para optimizar la produccion de azucares reductores mediante hidrélisis enzimatica.
El primer pretratamiento consistié en el uso de acido sulfurico diluido (0.2 M), seguido de
una etapa organosolv con etanol, catalizada por NaOH, cuyas condiciones éptimas fueron
127 °C, 44.88 minutos y 51.29% v/v de etanol. Bajo estas condiciones, se logré una
remocién de hemicelulosa del 86.45% y de lignina del 14.89%, lo cual permitié una mayor
exposicion de la celulosa amorfa, evidenciada por la reduccién del indice de cristalinidad
de 17.23% a 16.43%. La posterior hidrdlisis enzimatica con una mezcla de celulasa y
xilanasa, en presencia de Tween 80 como surfactante, generd la mayor concentracién de
azucares reductores (2.349 mg/mL), superando en 44.33% al control sin surfactante. Estos
resultados confirman que el uso combinado de pretratamientos y la incorporacién de
surfactantes puede mejorar significativamente la eficiencia en la conversion de residuos

lignocelulésicos como la pulpa de café.

Se realizé la medicién de cafeina para cada configuracion de pretratamiento, con enzima
(Enz) y con ultrasonido mas enzimas (Son + Enz). Para el punto de maxima liberacion de
cafeina (Ci125), la enzima Cellic CTeC mostré una mayor capacidad para favorecer la
liberacion de cafeina en comparacién con la enzima Viscozyme. EI ANOVA de un solo factor
confirmd que estas diferencias fueron estadisticamente significativas (F = 9,63; p = 0,036;
a = 0,05), lo que indica que el tipo de enzima influyé de manera determinante en los
rendimientos obtenidos, expresados como mg de cafeina por gramo de pulpa. La mayor
diferencia de concentracién entre los tratamientos se observé en el punto Cellic1 25, por lo
que se selecciona esta dosis como la indicada para el resto de la experimentacion. Los

resultados se pueden observar en la Figura 3-2.
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Figura 3-2: Comparacién sonicacién y enzimas vs enzimas.
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Elaboracion propia

La aplicacién de ultrasonido como acople de otras técnicas ha sido estudiada para la pulpa
y otros residuos del café. Serna-Jiménez et al. (2023) [77] evaluaron la extraccion de
cafeina y compuestos fendlicos totales a partir de pulpa de café (Coffea arabica var. Castillo
Naranjal), utilizando agua como solvente mediante dos métodos: extraccion sélido-liquido
convencional (CSLE por sus siglas en inglés) y extraccién asistida por ultrasonido (USAE
por sus siglas en inglés). A través de un disefio compuesto central, se optimizaron variables
como tiempo, temperatura y potencia ultrasénica, logrando con USAE una recuperacion
maxima de 15.6 g caf/kg de pulpa y 12.4 g de polifenoles/ kg pulpa en base seca, superando
ampliamente los valores alcanzados por el método convencional. Ademas, el consumo
energético del proceso con ultrasonido fue significativamente menor, con 116 kd/g para
cafeina y 93 kJ/g para polifenoles, en comparacién con los 396 kJ/g y 264 kJ/g registrados
en CSLE. La identificaciéon por Cromatografia liquida acoplada con espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS) revel6 la presencia de acido protocatecuico, acido galico,
acido 5-clorogénico y rutina en los extractos.
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En el presente estudio, la aplicacion de ultrasonido previa al tratamiento enzimatico no
generd un aumento en la liberacion de cafeina desde la pulpa de café en medio acuoso.
Este resultado indica que la combinacion secuencial entre cavitaciéon ultrasénica y accién
enzimatica no fue efectiva para este tipo de compuesto, lo que sugiere una posible limitacién
en la capacidad del tratamiento para promover una disrupcion estructural suficiente que
facilite su extraccion. Es probable que el ultrasonido haya liberado Unicamente la fraccion
mas accesible de cafeina durante su aplicacién, sin inducir cambios significativos que
mejoraran posteriormente la accion enzimatica. Asi mismo, la ineficacia del tratamiento
ultrasénico podria estar vinculada a las limitaciones técnicas del equipo utilizado. En este
trabajo se empled un bafio ultrasénico Branson 1800, con frecuencia fija de 40 kHz y sin
control de potencia, lo que impidié ajustar la intensidad acustica necesaria para generar
una cavitacion suficientemente disruptiva. La distribucion no homogénea de energia y la
falta de control de temperatura, inherentes a este tipo de equipos, también pudieron
restringir la transferencia de masa y la liberacién de metabolitos solubles. Estas condiciones
contrastan con las reportadas en estudios previos que han demostrado una mayor eficiencia
del ultrasonido cuando se dispone de control preciso sobre variables como la potencia,

temperatura y tiempo de exposicion.

Los resultados de este capitulo muestran que la hidrélisis enzimatica es una estrategia
efectiva para valorizar la pulpa de café. Cellic CTeC y Viscozyme favorecieron la
despolimerizacién de la matriz lignocelulésica, con una liberacion creciente de azucares, al
disminuir la relacién enzima/sustrato. Aunque no se hallaron diferencias significativas entre
enzimas para los azucares (F = 0,83; p = 0,398), si se evidenciaron diferencias en la
liberacion de cafeina, donde Cellic CTeC tuvo un mejor desempefio (F = 9,63; p = 0,036).
Asi mismo, bajo las condiciones evaluadas, el ultrasonido no constituye una estrategia
eficaz para incrementar la liberacion de cafeina en combinacion con el tratamiento

enzimatico.

En conclusién, bajo las condiciones evaluadas, la hidrélisis enzimatica se consolida como
un método viable para incrementar la disponibilidad de azlcares y cafeina en la pulpa de
café, mientras que el ultrasonido, en su configuracién actual, no constituye una estrategia
eficaz para potenciar dicho efecto. Este hecho resalta que la integracion de tecnologias

fisicas y biocataliticas no siempre produce efectos sinérgicos y que la efectividad del
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proceso depende tanto de la naturaleza quimica del metabolito como de la configuracion
del sistema. Por lo tanto, la aplicacién de ultrasonido en la valorizacion de la pulpa de café
requiere ajustes técnicos mas precisos y una evaluacion comparativa mas amplia para

determinar su verdadera contribucion en la liberacién de compuestos de interés.

3.2.3 Extraccién con fluidos supercriticos
Respuesta rendimiento [%]

La variable respuesta analizada es el rendimiento del extracto seco definido como la
relacién entre el peso del extracto seco y la cantidad de pulpa inicial, expresada en
porcentaje, proporciona una medida de la efectividad de la extraccién. En la Tabla 3-2 se
muestra la matriz de disefio junto con los resultados para la variable respuesta descrita. El
valor maximo alcanzado para el rendimiento fue de 4,87% y corresponde a un punto central
a 55°C, 225 bar y 11 U/g. Para la creacién de la matriz de disefio, asi como en los analisis

estadisticos se utilizé la herramienta Minitab 19.

Tabla 3-2: Matriz de disefio con variable respuesta Rendimiento

Dosis

Orden TipoPt Temr[aoec;'iatura PE':tsr:l(;n enzima Rend[io;niento

[U/g] !
1 1 46 180 0 1,28
2 1 64 180 0 4,82
3 1 46 270 0 0,92
4 1 64 270 0 4,80
5 1 46 180 21,33 1,37
6 1 64 180 21,33 3,02
7 1 46 270 21,33 2,52
8 1 64 270 21,33 2,04
9 -1 40 225 11 2,67
10 -1 70 225 11 4,87
11 -1 55 170 11 3,82
12 0 55 300 11 3,54
13 0 55 225 0 3,59
14 0 55 225 29 4,60
15 0 55 225 11 4,33
16 0 55 225 11 4,87
17 0 55 225 11 3,17
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18 -1 55 225 11 4,54
19 -1 55 225 11 4,74
20 -1 55 225 11 3,49

Se realiza un primer (ANOVA) para identificar datos atipicos e interacciones no
significativas para el modelo de regresion. Las observaciones 5 y 14 fueron eliminadas
debido a su impacto significativo en el ajuste del modelo. Al realizar un analisis de residuos,
se identificd que presentaban discrepancias considerables entre el valor observado y el
valor ajustado, lo que indicaba que no seguian el patrén general del resto de los datos y las
convierten en valores atipicos. Ni el factor Presién ni sus interacciones superaron el umbral
de significancia, por lo que fueron eliminados del modelo para esta respuesta, lo que
permite un mejor ajuste. Se realizé6 un segundo ANOVA con los datos e interacciones
descartados, cuyos resultados se muestran en las Tablas 3-3 y 3-4, respectivamente. El
modelo tiene un desemperio bastante bueno, con un alto R? (84,12%) que indica que explica
la mayor parte de la variabilidad de los datos. El valor del RZ,justado (78,01%) sugiere que el
modelo no esta sobreajustado y mantiene una buena capacidad explicativa. Sin embargo,
el R%,eq de 59,76% sugiere que el modelo podria mejorarse para predecir mejor a nuevos

conjuntos de datos. La ecuacion para el modelo obtenido se presenta en Ecuacion 1.

Tabla 3-3: Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 5 25,7619 5,1524 13,77 0,000
Lineal 2 12,5544 6,2772 16,78 0,000
Temperatura [°C] 1 11,0804 11,0804 29,61 0,000
Dosis enzima [U/g] 1 1,4741 1,4741 3,94 0,069
Cuadrado 2 8,7409 4,3705 11,68 0,001
Temperatura [°C]*Temperatura [°C] 1 0,2467 0,2467 0,66 0,431
Dosis enzima [U/g]*Dosis enzima [U/g] 1 7,6390 7,6390 20,42 0,001
Interaccion de 2 factores 1 4,8880 4,8880 13,06 0,003
Temperatura [°C]*Dosis enzima [U/g] 1 4,8880 4,8880 13,06 0,003
Error 13 4,8639 0,3741
Falta de ajuste 8 2,4343 0,3043 0,63 0,735
Error puro 5 2,4296 0,4859

Total 18 30,6259
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Tabla 3-4: Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,611678 84,12% 78,01% 59,76%

Ecuacion 1: Modelo de regresién: Rendimiento [%]

Rendimiento = -12,12 + 0,370 Temperatura [°C]

[%] + 0,653 Dosis enzima [U/g]
- 0,00166 Temperatura [°C]*Temperatura [°C]
- 0,01142 Dosis enzima [U/g]*Dosis enzima [U/g]
- 0,00814 Temperatura [°C]*Dosis enzima [U/q]

El modelo fue significativo, con un valor-p menor a 0,05. Los factores Temperatura, la
interaccion cuadrada de la Dosis y la interaccion de ambos presentan un valor-p < 0,05
indicando que tuvieron significancia estadistica con un nivel de confianza del 95% y por lo
tanto explican en su mayoria la variacién del rendimiento, como se observa en el Diagrama

de Pareto presentado en la Figura 3-3.
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Figura 3-3: Diagrama de Pareto efectos de estandarizados: Respuesta Rendimiento
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Elaboracion propia

Las graficas de contorno y superficie de respuesta revelan una curva concava hacia abajo
con una zona de maximo de rendimiento cerca de la temperatura maxima fijada, asi como
el intervalo entre 0-10 U/g de dosis enzimatica, como se observa en las Figuras 3-4a y 3-
4b.

Figura 3-4: a. Grafico de contornos para rendimiento. b. Superficie de respuesta.
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Como se puede observar en la Figura 3-5, la grafica factorial de la temperatura indica un
comportamiento asintético de maximo para 70°C, por lo que no se hace necesario un
aumento de la temperatura por fuera de los limites establecidos del modelo para alcanzar

el 6ptimo que aumente el rendimiento.

Figura 3-5: Graficas de efectos principales para Rendimiento
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Elaboracion propia

Respuesta cafeina en pulpa [mg cafeina/g pulpa]

La variable respuesta analizada es la cafeina en pulpa seca, definida como la relacion entre
el peso de la cafeina en el extracto y la cantidad de pulpa inicial, expresada como mg de
cafeina por gramo de pulpa seca inicial, proporciona una medida de la efectividad de la
extraccion de cafeina. En la Tabla 3-5 se muestra la matriz de disefio junto con los
resultados para la variable respuesta descrita. El valor maximo alcanzado para el porcentaje
de cafeina fue de 4,92 mg cafeina/g pulpa y corresponde a un punto a 70°C, 225 bary 11
U/g.
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Tabla 3-5: Matriz de disefio con variable respuesta Cafeina en pulpa

iy . Cafeinaen
Orden TipoPt Temp:aratura Presion !)05|s pulpa [mg/g
[°C] [atm] enzima [U/g] pulpa]
1 1 46 180 0 1,50
2 1 64 180 0 1,53
3 1 46 270 0 1,74
4 1 64 270 0 0,87
5 1 46 180 21,33 4,43
6 1 64 180 21,33 0,96
7 1 46 270 21,33 0,78
8 1 64 270 21,33 3,75
9 -1 40 225 11 4,60
10 -1 70 225 11 4,92
11 -1 55 170 11 3,82
12 0 55 300 11 3,92
13 0 55 225 0 2,17
14 0 55 225 29 3,59
15 0 55 225 11 2,89
16 0 55 225 11 3,93
17 0 55 225 11 2,33
18 -1 55 225 11 4,24
19 -1 55 225 11 4,52
20 -1 55 225 11 3,24

Del mismo modo realizado en la variable anterior, se ejecuta un primer ANOVA para
identificar datos atipicos e interacciones no significativas para el modelo de regresién. La
observacién 6 y 12 fueron eliminadas debido a su impacto significativo en el ajuste del
modelo. Al realizar un analisis de residuos, se identific6 que presentaban discrepancias
considerables entre el valor observado y el valor ajustado, por lo que se eliminan para
mejorar el modelo. Para este analisis, se elimind la interaccion Temperatura-Presion por su
baja significancia para el modelo lo que permite que ajuste mejor. Se realizé un segundo
ANOVA con los datos e interacciones descartados, cuyos resultados se muestran en la
Tabla 3-6 y Tabla 3-7 respectivamente. La ecuacién para el modelo obtenido se presenta

en Ecuacion 2.
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Tabla 3-6: Resumen del modelo
S R-cuad. (al}::tlzccil.o) R(;:rl;:lc)'.
0,734791 84,44% 70,61% 38,99%
Tabla 3-7: Andlisis de Varianza
Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 8 26,3710 3,2963 6,11 0,007
Lineal 3 16,3910 5,4637 10,12 0,003
Temperatura [°C] 1 1,4480 1,4477 2,68 0,136
Presion [atm] 1 5,7930 5,7933 10,73 0,010
Dosis enzima [U/g] 1 12,0610 12,0608 22,34 0,001
Cuadrado 3 9,8000 3,2666 6,05 0,015
Temperatura [°C]*Temperatura [°C] 1 2,1950 2,1946 4,06 0,075
Presion [atm]*Presion [atm] 1 1,8340 1,8336 3,40 0,098
Dosis enzima [U/g]*Dosis enzima [U/g] 1 3,3580 3,3580 6,22 0,034
Interaccion de 2 factores 2 5,6190 2,8093 5,20 0,032
Temperatura [°C]*Dosis enzima [U/g] 1 3,4050 3,4054 6,31 0,033
Presion [atm]*Dosis enzima [U/g] 1 3,5170 3,5172 6,51 0,031
Error 9 4,8590 0,5399
Falta de ajuste 4 1,2810 0,3202 0,45 0,772
Error puro 5 3,5780 0,7157
Total 17 31,2300
Ecuacion 2: Modelo de regresién cafeina en pulpa [mg/g]
Cafeina en pulpa = 3,6 - 0,593 Temperatura [°C]
[mg/g] + 0,1415 Presion [atm]

+ 0,162 Dosis enzima [U/g]

+ 0,00499 Temperatura [°C]*Temperatura [°C]

- 0,000321 Presion [atm]*Presion [atm]

- 0,00585 Dosis enzima [U/g]*Dosis enzima [U/g]
+ 0,00776 Temperatura [°C]*Dosis enzima [U/g]
- 0,001577 Presion [atm]*Dosis enzima [U/g]
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El modelo fue significativo, con un valor-p menor a 0,05. Los factores Dosis de enzima,
Presion, la interaccion entre estas, interaccién Temperatura-Dosis y el cuadrado de la Dosis
presentaron un valor-p < 0,05 indicando que tuvieron significancia estadistica con un nivel
de confianza del 95% y por lo tanto explican en su mayoria la variacion del rendimiento,
como se observa en el Diagrama de Pareto presentado en la Figura 3-6. Si bien las
interacciones cuadradas no superaron el nivel de significancia, tienen un valor cercano por

lo que no son descartadas, asi como el factor Temperatura.

Figura 3-6: Diagrama de Pareto efectos de estandarizados: Respuesta Cafeina en
pulpa
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T
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B C Diosis enzima [Ufg]

a 1 2 3 4 5

Efecto estandarizado

Elaboracion propia

Las graficas de contorno y superficie de respuesta revelan una curva concava hacia abajo
con una zona de maximo de rendimiento cerca de la dosis enzimatica maxima fijada, asi
como el intervalo minimo de presion trabajado, como se observa en la Figura 3-7a y Figura
3-8b.
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Figura 3-7: a. Grafico de contornos para rendimiento. b. Superficie de respuesta.
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Como se puede observar en la Figura 3-8, la graficas factoriales de la Presion y Dosis
enzimatica indican curvas céncavas hacia abajo y un comportamiento asintético, con un
maximo de alrededor de 200 bar para la Presion y de 16 U/g para la Dosis. Esto indica que,
para los factores significativos del modelo, los valores que maximizan la respuesta se

encuentran dentro de la zona de estudio planteada en el disefio experimental.

Figura 3-8: Graficas de efectos principales para Cafeina en pulpa
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El objetivo de aplicar la hidrdlisis enzimatica como pretratamiento a la pulpa de café fue
maximizar la liberacion de cafeina y el rendimiento de extraccion. Para ello se evaluaron
los modelos generados mediante la metodologia de superficie de respuesta, y a partir de
ellos se empled el médulo de optimizacién de Minitab como se observa en la Figura 3-9. El
modelo determiné que los valores 6ptimos corresponden a 70,1 °C 190 bar de presion y

12,5 U/g de enzima y estima que se alcanzara un rendimiento de 4,88% y 6,1 mg cafeina/g

pulpa seca.
Figura 3-9: Resultados optimizacion de respuestas.
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La comparacion con estudios previos evidencia que la combinacion de pretratamiento
enzimatico y CO, supercritico aplicada en este trabajo incrementé de manera notable la
eficiencia de extraccion, alcanzando un 62 % de descafeinado del residuo bajo condiciones
de temperatura y presion mas moderadas. Aunque los granos verdes contienen
naturalmente una mayor concentracién de cafeina en su matriz, investigaciones previas
realizadas sobre este material y sobre subproductos como borra y cascarilla reportan
rendimientos limitados incluso al operar a presiones mas elevadas y con el uso de co-
solventes [17], [18], [25]. En contraste, los resultados obtenidos para pulpa de café
demuestran que, pese a partir de una matriz con menor contenido inicial de cafeina, es
posible lograr una mayor extraccion empleando menores requerimientos energéticos y
tiempos de proceso reducidos. Este comportamiento confirma que la despolimerizacion
parcial de la matriz lignocelulésica inducida por el pretratamiento enzimatico mejora
sustancialmente la disponibilidad del alcaloide y la transferencia de masa, permitiendo que
un residuo agroindustrial responda de forma mas eficiente al proceso de extraccion
supercritica que matrices tradicionalmente estudiadas.

Tabla 3-8: Resultados y otros autores

Materia

Autor prima Condiciones Resultado
Azevedo et 50-60°C, 150-350 bar , .
al. Gracrjlos 1.8 g/min CO, + co- 2,06 mlg Cetlf/ g cgafe.- Etanol nlwejor
(2007) [18] verdes solventes solvente sobre ispropano
Andrade et Borra Cafeina: 0,684 mg/g
al. cascarilslla 300 bar, 60°C Acidos clorogénicos: 0,66—1,13
(2011) [25] Mg/mg

0,838 mg Caf/g café - 9 % de
descafeinado

Menzio et al. Granos o 2,97 mg Caf/g café - 31 % de
(2020)[17] verdes 75°C, 250 bar, 1h + US descafeinado

5,97 mg Caf/g café - 63 % de
descafeinado

6,73 mg Caf/g pulpa - 62%
descafeinado

75°C, 250 bar, 1 h

75°C, 250 bar, 4 h + US

Pulpa de

Este trabajo .
café

70°C, 190 bar, 90 min + E

3.2.4 Caracterizacion post extraccion

En la caracterizacion de los extractos se detecto la presencia de teobromina en bajas
concentraciones (0,065 mg/g de pulpa seca) lo que indica que su contribucién en esta matriz

es marginal frente a la cafeina u otros alcaloides. Estudios previos demuestran que, aunque
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en el cacao la teobromina puede alcanzar niveles cercanos al 1 %, en el café verde su

presencia es significativamente menor, en el orden de 0,02 mg/g [78].

Se identificaron fracciones minoritarias de acidos grasos, compuestas principalmente por
acidos palmitico (54 %), estearico (24 %) y linoleico (22 %). El acido palmitico es uno de
los acidos grasos saturados mas abundantes en matrices vegetales y animales,
ampliamente empleado en la industria cosmética y alimentaria como agente emulsionante
y surfactante. El acido estearico, también saturado, se caracteriza por sus propiedades
emolientes y espesantes, con aplicaciones que abarcan desde formulaciones cosméticas
hasta la fabricacion de plasticos y caucho [79]. Por su parte, El acido linoleico, identificado
en un 22 % del perfil de &cidos grasos de los extractos (base area relativa), posee funciones
biolégicas reconocidas en salud de la piel. Segun Wang et al., este acido graso esencial
contribuye a la reparacion de la barrera cutanea, presenta propiedades antiinflamatorias,
promueve la cicatrizacion y ofrece fotoproteccion, lo que lo convierte en un componente
valioso en aplicaciones cosméticas y terapéuticas [80]. Los resultados de este estudio
concuerdan con lo reportado en la literatura. Machado et. al [81] realizaron una
caracterizacion quimica integral de subproductos del café, incluyendo la pulpa, evaluando
parametros de composicion proximal, contenido de metabolitos secundarios y perfil de
acidos grasos. Los autores identificaron que los lipidos representan una fraccién minoritaria
de la pulpa de café (aproximadamente 1,7 g/100 g base seca), pero con un perfil dominado
por acidos grasos saturados y poliinsaturados. En particular, se destaco la presencia de
acido palmitico, estearico, oleico y linoleico como los componentes mas abundantes de la

fraccion lipidica.

La baja proporcion de lipidos detectada puede explicarse por la polaridad del proceso
extractivo aplicado, que no resulta afin a compuestos lipofilicos. En consecuencia, los
acidos grasos identificados no representan la totalidad de la fraccion lipidica presente en la
pulpa de café, sino unicamente aquella que logré solubilizarse bajo las condiciones de
extraccion empleadas. Para una caracterizacion mas completa del perfil lipidico, seria
necesario aplicar métodos de extracciéon con solventes no polares que favorezcan la

recuperacion de esta fraccion en mayor proporcion.
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4.Capitulo 4: Alternativas de aprovechamiento
para subproductos de extraccion

La pulpa de café es un residuo proveniente del beneficio del fruto y representa
aproximadamente el 40% en base humeda de éste. Con una produccion para el afo
cafetero 2024 de aproximadamente 15 millones de sacos de 60 kg equivalentes, se
generaron alrededor de 262 mil toneladas de pulpa. Generalmente, estos residuos son mal
dispuestos en las fincas cafeteras, donde son transportados y depositados a campo abierto,
bajo techo o a la intemperie [82]. En relacidn con la composicién quimica de la pulpa de
café se reporta que esta compuesta principalmente por carbohidratos (31 %), fibra (46 %),
proteina (9-10 %), lipidos (1-2 %), minerales (6—10 %), celulosa (25 %), hemicelulosa (3
%), lignina (20-31 %), cenizas (6—7 %), polifenoles (8 %) y cafeina (1 %) [83]. Esta
composicién y en particular por la presencia de compuestos fendlicos, como los taninos, se
generan lixiviados durante el proceso de descomposicion o compostaje. Los lixiviados
pueden actuar como agentes fitotoxicos causando alteracion en la microflora edafica e
inhibicién de artropodos benéficos, que son cruciales para mantener la salud del suelo y el
ciclo de nutrientes. Asi mismo, la acumulacién de pulpa de café en cuerpos de agua propicia
el incremento en la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), acidificacion del medio y
elevada concentracion de sélidos suspendidos, los cuales pueden generar un fenémeno de
eutrofizacién, reducen la penetracion de la luz solar y deterioran la calidad del recurso

hidrico, poniendo en peligro la fauna y flora que reside en estos ecosistemas [84], [85].

Tradicionalmente, la pulpa de café se ha destinado a compostaje o como fertilizante
organico debido a su alto contenido de azucares y una buena relacion carbono:nitrégeno
(25-30:1). Ademas, la facilidad de estos procesos de transformacién permite su

implementacion por los caficultores [82], [86]. Sin embargo, estos usos presentan
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limitaciones como la lenta degradacién de la lignina y la incapacidad de aprovechar el

potencial energético o quimico del material.

En este contexto, se menciona que la composicion quimica de la pulpa de café puede variar
significativamente acorde a factores intrinsecos al cultivo, practicas agronémicas, tipo y
calidad del suelo, a la variedad de café (Tipica, Borbén, Maragopipe, Caturra, Colombia,
entre otras), condiciones climaticas, estado de maduracion. Esta variabilidad inherente
adiciona complejidad al desarrollo de procesos estandarizados para el aprovechamiento del
residuo. La pulpa de café ha demostrado ser una fuente rica en compuestos bioactivos,
cafeina, celulosa, hemicelulosa, lignina y minerales. Sin embargo, su aprovechamiento
requiere de tecnologias de extraccion eficientes y rentables, y es un desafio los costos
asociados a procesos de transformacion y a la necesidad de acoplar y optimizar la
escalabilidad industrial de las propuestas. En adicion, son pocos los estudios que han
analizado sistematicamente las propiedades fisicoquimicas de la pulpa tras la extraccion de

compuestos bioactivos, lo que limita el disefio de aplicaciones especificas.

Asi, con el objetivo de abordar estos retos, en cumplimiento al objetivo 3: Proponer
alternativas de aprovechamiento para los subproductos generados en la extracciéon de
cafeina, se lleva a cabo una vigilancia tecnoldgica para identificar las tendencias y las
tecnologias emergentes que nos permitan proyectar una valorizacion efectiva y sostenible
del residuo de pulpa de café procesada por fluidos supercriticos. Estos vacios, junto con la
informacion recopilada, abren oportunidades para investigar usos innovadores, como la
produccién de materiales de alto valor agregado o su integracion en procesos industriales
sostenibles, o que podria convertir un residuo en un recurso valioso para investigar usos
innovadores, como la produccién de materiales de alto valor agregado o su integracion en

procesos industriales sostenibles.

4.1 Caracterizacion lignocelulésica post-extraccién

La caracterizacion lignoceluldsica de la pulpa de café mostré modificaciones notables tras
el proceso de extraccion. Como se observa en la Tabla 4-1, la fraccién liposoluble se
registré un incremento de 6,17 + 1,69 % a 12,43 + 0,67 %, lo que sugiere que el tratamiento
favorecié la liberacion de compuestos no polares, posiblemente acidos grasos, ceras y

metabolitos secundarios que tienden a concentrarse en la matriz residual. En contraste, los
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compuestos hidrosolubles pasaron de 47,55 + 2,25 % a 46,05 + 1,12 %, una variacién

pequena que, dada la desviacion estandar, puede considerarse no significativa.

Tabla 4-1: Efecto del proceso de fluidos supercriticos sobre la caracterizacién
lignoceluldsica de la pulpa de café

Muestra
Muestra

Parametro (%) o post
inicial .

extraccion
Liposolubles 6,17 12,43
Hidrosolubles 47,55 46,05
Lignina soluble 0,18 0,04
Lignina insoluble 24,87 26,52
Celulosa 19,53 24,21
Hemicelulosa 23,47 29,26
Cenizas 11,55 3,85

La lignina soluble se mantuvo en niveles cercanos a cero (0,00-0,03 %), sin variacion tras
el proceso. La lignina insoluble mostré un aumento de 24,87 £ 1,39 % a 26,52 + 0,14 %, lo
que refleja un enriquecimiento relativo de esta fraccién como consecuencia de la remocién
de compuestos mas facilimente extraibles. De forma similar, la celulosa y la hemicelulosa
aumentaron de 19,53 + 1,68 % a 24,21 + 2,65 % y de 23,47 + 1,87 % a 29,26 * 3,63 %,
respectivamente. Aunque los incrementos se acompanan de desviaciones notables, los
resultados sugieren que la matriz residual posterior a la extraccidbn se encuentra
relativamente mas enriquecida en carbohidratos estructurales posiblemente por la accién

enzimatica sobre ellas y la intensidad del proceso extractivo.

Finalmente, la fraccidon de cenizas presentd una reduccion marcada, de 11,55 £ 0,10 % a
3,85 £ 0,13 %, lo que indica una eliminacion significativa de minerales solubles durante el
proceso extractivo. En conjunto, estos resultados muestran que el proceso de extraccion
no solo permitid la recuperacion de compuestos de interés, sino que también modificé la
composicion del residuo, concentrando fracciones lignocelulésicas estructurales y

reduciendo de forma clara el contenido mineral.
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4.2 Analisis bibliométrico de aplicaciones de la pulpa de

cafeé

La pulpa de café ha sido objeto de multiples investigaciones que buscan su valorizacién en

codig@stion

diversos campos. Para identificar las principales tendencias de investigacion, se realizé un
analisis bibliométrico de la literatura disponible en la base de datos Scopus, utilizando la
siguiente ecuacion de busqueda ( coffee ) AND ( Pulp ) AND ( waste OR extraction OR
adsorbent OR energy OR biofuels OR fuels OR food OR catalyst OR composites OR
pyrolysis OR materials OR nano ). A partir de los términos mas frecuentes en los titulos y
resumenes de 450 articulos publicados entre 2010 y 2025, se generd un mapa de palabras
que sintetiza las areas de estudio predominantes, usando la herramienta VosViewer, como

se observa en la Figura 4-1.

Figura 4-1: Mapa de palabras generado para aplicaciones de la pulpa de café.
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El mapa de palabras se divide en tres zonas principales, identificadas por colores que

reflejan diferentes enfoques de investigacion:

e Zona azul y amarilla, Procesos Biotecnolégicos y Energia: agrupa términos
relacionados con la transformacion de la pulpa de café en fuentes de energia
renovable. Los tdpicos "biomass", "biodegradation", "biofuel" y "pyrolysis"
establecen a la pulpa como un recurso rico en carbohidratos y materia organica,
adecuado para ser procesado mediante métodos termoquimicos, generando
productos como carbon sdlido (biochar), combustible liduido (bio-oil) y gas de
sintesis (syngas) o procesos bioldégicos de degradaciéon de los componentes
lignoceluldsicos, como la hidrdlisis con enzimas o microorganismos para produccion
de azucares y finalmente biocombustibles.

e Zona verde, Compuestos Bioactivos y Extraccién: agrupa términos como
"caffeine", "phenolic compounds”, "antioxidant activities" y "solvent extraction",
relacionados con la identificacién, extraccion y caracterizacion de compuestos
bioactivos presentes en la pulpa de café, enfocado en las propiedades funcionales
como antioxidantes y estimulantes.

e Zonaroja, Procesamiento Alimentario y Residuos: contiene términos como "food
processing", "pectin", "coumaric acid", "chlorogenic acid" y "coffee waste", que
refleja el interés en aprovechar la pulpa de café en la industria alimentaria,
aprovechando su composicién nutricional y alto contenido en compuestos comunes
en los alimentos, como la pectina, un polisacéarido presente en la pulpa (5-15% en
peso seco) y componente clave por sus propiedades gelificantes y estabilizantes,

ampliamente utilizado en productos como mermeladas, yogures y confiteria.

4.3 Usos potenciales:

Una vez realizada la extraccion de compuestos de interés, la pulpa de café continta
representando una fuente rica en biomoléculas y estructuras lignocelulésicas con potencial
de aprovechamiento. A pesar de haber sido sometida a tratamientos intensivos, esta matriz
conserva propiedades fisicoquimicas que pueden ser aprovechadas. En esta seccion se
presentan las principales lineas de valorizacion propuestas para la pulpa de café tratada,

con énfasis en aplicaciones como:
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4.3.1 Adsorbentes:

El aprovechamiento de residuos lignocelulésicos como materiales adsorbentes ha sido un
tema de creciente interés debido a su bajo costo, disponibilidad y eficacia en la remocién
de contaminantes presentes en soluciones acuosas. En este contexto, la pulpa de café
post-extraccion incluso tras tratamientos con solventes, conserva una estructura porosarica
en celulosa, hemicelulosa y lignina, lo cual le confiere propiedades adsorbentes favorables,

especialmente para la retencion de metales pesados.

Diversos estudios han evaluado su desempefio sin necesidad de tratamientos
fisicoquimicos adicionales. Por ejemplo, en condiciones éptimas de tamano de particula de
180 um, concentracion de 20 g/L, agitacion a 100 RPM, temperatura ambiente y tiempos
de contacto de 90 a 105 minutos, se logré una eficiencia de remocién de 93,26 % para
Cr(lll) y de 74,80 % para Cr(VI) [87], [88]. De forma similar, para el caso del Mn(ll), bajo
condiciones de pH éptimo de 4, agitacion a 100 RPM y tiempo de contacto de 90 minutos,
la remocion alcanzo6 un 53,40 %, con una capacidad maxima de adsorcion de 8,01 mg-g™".
El proceso se ajustdé al modelo cinético de pseudo-segundo orden de Ho y McKay, y

presentd una isoterma de adsorcion de tipo Langmuir [89].

Ademas, la pulpa de café ha mostrado capacidad de regeneracion como adsorbente. En
particular, el uso de H,SO, 0,10 M permitié desorber 66,84 % de Cr(lll) y 45,75 % de Cr(VI),
en periodos de 9 y 5 dias, respectivamente, manteniendo condiciones de agitacién
constante (100 RPM) y temperatura ambiente. Estos resultados indican que la pulpa de
café post-extraccion puede cumplir con caracteristicas comparables a materiales
adsorbentes convencionales, posicionandola como una opcidn viable para tratamiento de
efluentes [88], [89]. EI Achaby et al. [90], reporta aumentos significativos en el area
superficial especifica de la pulpa después de tratamientos quimicos, desde 0,0186 m?/g en
la pulpa cruda (Raw -Coffee Pulp: R-CP), hasta 0,4973 m?qg en la muestra tratada con
alcalis (Alkali Treated -Coffee Pulp: AT-CP), alcanzando un maximo de 1,0181 m?g en
fibras puras de celulosa de escala micrométrica (CMFs en inglés). Este proceso inicia con
la molienda del R-CP hasta un tamano de particula de 2 mm, seguido por un lavado con
agua destilada a 60 °C durante una hora. Posteriormente, la muestra se trata tres veces
con una solucion de NaOH al 4 % a 80 °C durante dos horas, obteniendo AT-CP. Esta se

somete a un proceso de blanqueo con un tampon acetato (27 g de NaOH y 75 mL de acido
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acético glacial diluidos a 1 L) y clorito de sodio al 1,7 % durante dos horas a 80 °C. El

producto resultante es un gel blanco altamente hidratado compuesto por CMFs.

Este aumento en el area superficial esta asociado a la eliminacion de compuestos no
celulésicos, que expone una mayor superficie activa para interacciones moleculares. Como
aplicacion demostrativa, las CMFs obtenidas fueron utilizadas como adsorbente para la
remocion de azul de metileno (MB) en soluciones acuosas concentradas a pH neutro. Los
resultados mostraron una alta eficiencia de adsorcion, alcanzandose el equilibrio en 90
minutos. Los datos cinéticos se ajustaron al modelo de pseudo-segundo orden y las
isotermas fueron descritas adecuadamente por el modelo de Freundlich. La capacidad
maxima de adsorcién fue de 182,5 mg/g, valor superior al reportado para otros adsorbentes

basados en celulosa [90].

Otra via destacada de valorizacion de la pulpa de café consiste en su conversion en carbén
activado (AC). En un estudio reciente [91], se prepararon ACs a partir de pulpa de café
utilizando distintas proporciones de activante (Na,HPO,) y controlando la temperatura del
proceso. Las proporciones pulpa/Na,HPO, de 4:1, 2:1, 54 y 1:1 permitieron obtener
carbones activados con areas superficiales especificas de 140, 150, 450 y 440 m?g,
respectivamente. El material preparado con una proporcion 5:4 mostré un desempefio
superior en la remocién de colorantes organicos como azul de metileno (MB), rojo directo
(DR) y fenol, alcanzando capacidades maximas de adsorcion de aproximadamente 150,
120 y 120 mg/g, respectivamente, valores incluso superiores a los obtenidos con carbones
activados comerciales. Estos resultados evidencian que es posible obtener un AC con una
elevada cantidad de mesoporos, grupos oxigenados en superficie y buena afinidad por

moléculas polares y de gran tamano.

La pulpa tratada quimicamente también ha demostrado ser un material adsorbente eficaz
para la remocién de metales pesados en soluciones acuosas. Carvajal-Florez et al. [92]
reportan que, al someter la pulpa a un tratamiento quimico con acido fosférico seguido de
carbonizacion térmica a 600 °C, mejora significativamente su capacidad adsorbente. Este
material fue evaluado para la eliminacién de iones Cu?* y Pb?* en soluciones sintéticas que
simulan lixiviados de rellenos sanitarios. Los resultados indicaron una alta eficiencia de
remocion, alcanzando hasta un 74,17 % para Pb*" y 67,40 % para Cu** en soluciones

individuales. En mezclas binarias, el desempefio fue aun mayor, con tasas de eliminacion
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de hasta 97,91 % para Pb*" y 70,42 % para Cu®*. El proceso de adsorcion se ajusté a un
modelo cinético de segundo orden, lo que sugiere un mecanismo dominado por
quimisorcion, acompanado por una difusion intraparticular hacia los poros internos del

adsorbente.

4.3.2 Pellets

Dentro de las estrategias de produccion de combustibles sdlidos la pulpa de café ha sido
objeto de diversas investigaciones orientadas a su valorizacion energética. Cubero-Abarca
et al. [93] evaluaron la factibilidad de fabricar briquetas y pellets a partir de pulpa de café
(Coffea arabica), mediante procesos de secado, compactacion y caracterizacion
energética. Los resultados indicaron que, tras un secado adecuado, reduciendo el
contenido inicial de humedad del 90 % a un nivel del 12-15 %, los pellets alcanzaron un
poder calorifico de 12.501 kJ/kg, mientras que las briquetas lograron 11.591 kJ/kg. Aunque
estos valores se situan por debajo de los estandares europeos para biomasa comercial,
representan una opcidn viable para generacion de calor en contextos locales. Los pellets
mostraron mayor densidad aparente (1300 kg/m?3) y mejor resistencia mecanica horizontal,
mientras que las briquetas ofrecieron mayor resistencia a cargas verticales. Sin embargo,
se identificaron desafios como el elevado contenido de cenizas (6,74 % en pellets y 8,68 %
en briquetas) y la absorcion de humedad, factores que pueden afectar la durabilidad y el

rendimiento en combustion.

4.3.3 Produccién de biocombustibles (bioetanol, biogas,
hidrégeno)

Dentro de las rutas mas maduras y estudiadas, la produccién de bioetanol a partir de pulpa
de café ha sido ampliamente explorada como alternativa para valorizar este residuo
agroindustrial. Diversos estudios han destacado el potencial fermentativo de los extractos
y pretratamientos aplicados. Menezes et al. [94] demostraron que el extracto acuoso de
pulpa de café puede ser utilizado en fermentacion directa, logrando concentraciones de
etanol cercanas a 70 g/L cuando se combina con jugo de cafa o melaza, y 42 g/L cuando
se fermenta extracto de café puro, evidenciando que los polifenoles presentes no inhiben
significativamente la actividad de Saccharomyces cerevisiae. Widjaja et al. [95] emplearon
un pretratamiento Organosolv con etanol al 50 %, que permitié reducir la lignina residual a

0,2 % p/p y mejorar la accesibilidad de la celulosa y hemicelulosa, alcanzando un
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rendimiento de 0,065 g etanol/g de glucosa + xilosa tras la fermentacion con diversas cepas
de levaduras y bacterias. Gurram et al. [96] modelaron la produccién de bioetanol a escala
industrial a partir de pulpa de café pretratada con acido diluido y enzimas comerciales,
proyectando una produccion de 1050 toneladas/dia de etanol a partir de 10000
toneladas/dia de pulpa, con un balance energético neto positivo (32,2 MJ/L de etanol) y
beneficios ambientales asociados. Shenoy et al. [97] evaluaron diferentes residuos
lignocelulésicos, incluyendo pulpa de café seca y humeda, logrando rendimientos de hasta
0,46 g etanol/g de azucar reducida con fermentacion acida y posterior neutralizacién. El
estudio de Sadhukhan et al. [98], mediante un analisis comparativo econdémico-ambiental,
posiciona a la pulpa de café entre los sustratos mas favorables ambientalmente, aunque
con costos de produccion de etanol mas elevados (2,87 USD/gal) en comparacion con otras
biomasas. Finalmente, Orrego et al. [99] optimizaron y escalaron la fermentacion del
mucilago de café —fraccién rica en azucares simples— obteniendo un rendimiento del 94
% del tedrico (0,47 g etanol/g de azucares) en biorreactores de 5 L sin requerir
pretratamientos ni nutrientes adicionales, demostrando asi la viabilidad técnica y econdmica

de este proceso a escala industrial.

De manera complementaria, la valorizacion de la pulpa de café mediante digestion
anaerobia para la produccion de biogas ha sido objeto de multiples investigaciones
recientes, evidenciando su potencial como fuente renovable de energia. Chala et al. [100]
evaluaron el potencial metanogénico de residuos de procesamiento de café en Etiopia,
obteniendo rendimientos especificos de metano de hasta 294,5 L/kg de sdlidos volatiles
(VS por sus siglas en inglés) a partir de mucilago y 244,7 L/kg VS de pulpa, destacando la
necesidad de co-digestion y suplementacion de oligoelementos para mejorar la estabilidad
del proceso. En esta linea, Selvankumar et al. [101] optimizaron la produccion de biogas
mediante co-digestion de pulpa de café pretratada con alcalis (NaOH al 1%) y estiércol
bovino, alcanzando una produccién maxima de 144 mL CH,/kg en condiciones optimizadas
de temperatura (40 °C) e incubacion. De forma complementaria, Corro et al. [102]
demostraron que la co-digestion de pulpa de café y estiércol en condiciones mesofilicas
incrementa progresivamente la proporcion de metano en el biogas (de 50 % a 60 %),
aunque senalaron la necesidad de controlar emisiones postcombustién de compuestos
trazas potencialmente peligrosos. En otro articulo Corro et al. [103] propusieron un
pretratamiento fotocatalitico (10 % Cu/TiO, bajo radiacion solar) que mejora

significativamente la degradacion de lignocelulosa en la pulpa de café, lo que se traduce en
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una mayor conversion anaerobia y un incremento notable en la generacion de metano y

otros hidrocarburos combustibles.

Por otra parte, la produccion de hidrogeno a partir de residuos de café ha emergido como
una ruta prometedora para valorizar energéticamente este subproducto. Mifidn-Fuentes &
Aguilar-Juarez [104] evaluaron la fermentaciéon oscura de pulpa de café en reactores
discontinuos, alcanzando una produccién de 49,2 mL H,/g DQO y una densidad energética
de 0,045 MJ/kg de pulpa fresca. El proceso demostré una buena biodegradabilidad del
sustrato y un rendimiento comparable al de otros residuos complejos, aunque limitado por
la presencia de compuestos recalcitrantes como la lignina. En linea con estos hallazgos,
Villa Montoya et al. [105] optimizaron la produccion de hidrogeno mediante el uso de
pretratamientos hidrotermales y co-digestion de pulpa, cascara y aguas residuales de café.
Su estudio revelé que el pretratamiento moderado (factor de severidad ~3.5) y la
bioaumentacion con un consorcio microbiano autoctono incrementaron hasta 7 veces la
produccién de H, respecto a los residuos no tratados, alcanzando un maximo de 8 mL
H.,/batch reactor. Ademas, la combinacion de residuos solidos y liquidos permitié equilibrar

la relacion C/N y reducir los efectos inhibitorios de los polifenoles y furfurales.

La pulpa de café se confirma como un subproducto agroindustrial con alto potencial para la
produccién de biocombustibles. En el caso del biogas, los estudios sefialan rendimientos
de metano superiores a 240 L CH,/kg VS, lo que ubica a este proceso como la alternativa
mas madura y consolidada. La facilidad de integracién en sistemas ya existentes y la
posibilidad de mejorar la estabilidad del proceso mediante co-digestion lo convierten en una

opcion viable de aprovechamiento inmediato para la pulpa de café.

Por otro lado, la produccion de hidrégeno constituye una via emergente con gran proyeccion
como vector energético limpio. Aunque los rendimientos actuales (=49 mL H,/g DQO) son
todavia modestos, la aplicacibn de pretratamientos ha demostrado incrementar
significativamente la productividad, posicionando a la pulpa de café como un recurso
competitivo frente a otras biomasas. En este sentido, mientras el biogas ofrece la alternativa
mas inmediata, el hidrogeno representa una apuesta estratégica de largo plazo para la

transicion hacia sistemas energéticos mas sostenibles.
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4.3.4 Pirdlisis

Diversos estudios han explorado el aprovechamiento de los residuos de café mediante
procesos termoquimicos para la produccion de biocombustibles. En este contexto, la
pirdlisis ha emergido como una de las rutas mas estudiadas, especialmente en la
valorizacién de la pulpa de café. Este proceso consiste en la descomposicion térmica de la
biomasa en ausencia de oxigeno, generalmente en un rango de 300 a 600 °C, que provoca
la ruptura de enlaces en los componentes lignoceluldsicos (celulosa, hemicelulosa y lignina)
y genera tres fracciones principales: bio-oil, biochar y gases no condensables (CO, CO,,
H,, CH,). A nivel térmico, la degradaciéon de hemicelulosa y carbohidratos inicia entre 150
y 200 °C, mientras que la celulosa y proteinas se descomponen principalmente entre 200 y
350 °C, y la lignina presenta una degradacién mas amplia y progresiva a lo largo de todo el

proceso [106].

Un estudio sobre la valorizacién de biomasa mexicana, que incluye la pulpa de café, a
través de pirdlisis, indica que, aunque este residuo presenta un mayor impacto ambiental
debido a la liberacion de metano y didxido de carbono, sigue siendo una opcién viable desde
el punto de vista financiero, especialmente cuando se compara con otras biomasa como el
aserrin de pino. La pulpa de café tiene un alto contenido de celulosa (41-64%) y
hemicelulosa (27-35%), lo que la hace adecuada para procesos como la pirdlisis y la
gasificacion. Sin embargo, su alta humedad es un desafio para su manejo, ya que requiere

un pretratamiento de secado antes de su conversion [107].

Mendoza Martinez et al. [108] realizaron un analisis sobre diferentes rutas termoquimicas
para la valorizacion de residuos de café en Brasil, incluyo la evaluacion de procesos como
la pirdlisis, gasificacion, hidrotermal carbonizacion y torrefaccion. En este estudio, se
concluyo que la pulpa de café, rica en celulosa y hemicelulosa, es adecuada para procesos
como la pirdlisis y la gasificacion. Estos procesos permiten la produccién de biochar (alta
porosidad y superficie especifica le confieren utilidad como mejorador de suelos y como
sumidero de carbono, favoreciendo la retencion de agua y nutrientes) y bioaceite
(combustible en calderas y motores adaptados, o servir como materia prima para procesos
de refinacion orientados a la produccion de biocombustibles de segunda generacion). La
gasificacion, por ejemplo, mostré ser particularmente adecuada para residuos con alto

contenido de hemicelulosa, como la cascara de café, produciendo una alta cantidad de gas
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de sintesis (syngas), una mezcla compuesta principalmente por monéxido de carbono (CO),
hidrégeno (H,), diéxido de carbono (CO,) y metano (CH,), junto con trazas de hidrocarburos
ligeros. La pulpa de café, por su parte, mostré6 un gran potencial para la produccién de
bioetanol debido a su contenido en azucares fermentables como glucosa y xilosa. Ademas,
los granos defectuosos de café, que contienen un alto contenido de lipidos, han demostrado
ser adecuados para la produccion de biodiesel. En general, se considera que los residuos
de café tienen un alto potencial para la produccion de biocombustibles y bioproductos,
contribuyendo a la sostenibilidad del sector y reduciendo el impacto ambiental de estos

residuos.

4.3.5 Alimentacion animal

La pulpa de café ha demostrado un notable potencial como ingrediente en la alimentacion
animal, tanto para rumiantes como para aves de corral, gracias a su alto contenido de fibra,
proteinas y carbohidratos. Costa et al. [109] reportaron un contenido total de 63,5 mg/g de
aminodacidos en base seca y 0,96 mg/g de aminoacidos libres, siendo los mas abundantes
la hidroxiprolina, el acido glutdmico, el acido aspartico y la leucina. Ademas, se detecto la
presencia de todos los aminoacidos esenciales, que representaron alrededor del 37 % del

total.

Munguia-Ameca et al. [110] evaluaron la inclusion de pulpa de café ensilada en la dieta de
corderos, observando una mejora del 12 % en la eficiencia alimentaria y un aumento en la
ganancia diaria de peso (ADG por sus siglas en inglés). Este resultado sugiere que la pulpa
de café puede ser una alternativa viable a forrajes tradicionales, especialmente en regiones
con acceso limitado a fuentes de alimento de alta calidad. No obstante, cuando la inclusion
supero el 20 % de la dieta, la ingesta disminuyé en un 15 %, lo que se atribuye a la presencia
de compuestos bioactivos como la cafeina y los polifenoles, con posibles efectos

antinutricionales.

Asimismo, otro estudio [111] evalud el efecto de extractos de pulpa de cereza de café en
dietas para pollos de engorde (broilers) y reportaron un aumento del 20 % en la ganancia
diaria de peso, junto con una mejor conversion alimenticia (FCR pro sus siglas en inglés) y

una reduccionn en el uso de antibiéticos. También se documentd una mejora significativa
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en la morfofisiologia intestinal, incluyendo el aumento de la altura de las vellosidades. En la
misma linea, Huanhong et al. [112] reportaron mejoras en la digestibilidad y en la relacion
altura de vellosidades/profundidad de criptas intestinales en aves alimentadas con pulpa de

café, indicando un efecto positivo sobre la salud digestiva.

En adicion analizaron la co-digestion de pulpa de café extruida con otros ingredientes en
dietas para broilers [113]. Encontraron que la sustitucion de hasta un 25 % de harina de
trigo no afectd el rendimiento animal y, al contrario, mejoré la eficiencia digestiva y la
morfologia intestinal. Estos hallazgos refuerzan la viabilidad del uso de pulpa de café como
insumo alternativo para reducir costos en la produccion animal, sin comprometer el

crecimiento ni la salud de los animales.

4.3.6 Propiedades bioactivas y nutricionales

La pulpa de café se caracteriza por su alto contenido nutricional y sus propiedades
bioactivas, lo que la convierte en un ingrediente valioso para el desarrollo de productos
alimenticios funcionales. Segun Gil-Ramirez et al. [114], la pulpa de café contiene 10.63%
de proteinas, 45.67% de carbohidratos y 36.07% de fibra cruda, lo que la hace un excelente
recurso para enriquecer alimentos y mejorar su valor nutricional. Ademas, la pulpa de café
posee propiedades antioxidantes significativas debido a su contenido de ACG, que se ha
demostrado que aumenta en un 30% durante la fermentacion [115]. Este compuesto es
conocido por sus efectos antiinflamatorios y antioxidantes, lo que la convierte en una opcion

ideal para desarrollar productos funcionales que promuevan la salud digestiva y metabdlica.

La pulpa de café se caracteriza por un perfil rico en compuestos antioxidantes,
destacandose los acidos fendlicos (acido clorogénico, cafeico, ferulico, p-cumarico,
protocatecuico y galico), asi como diversos flavonoides como quercetina, rutina, catequina
y epicatequina. También se han identificado taninos condensados (proantocianidinas) y
melanoidinas generadas en procesos de secado, ademas de alcaloides como la cafeina y
la teobromina que aportan actividad antioxidante secundaria. Estos metabolitos contribuyen
de manera significativa a la capacidad de la pulpa para neutralizar radicales libres y a su
potencial aplicacion como fuente natural de compuestos bioactivos en la industria

alimentaria y farmacéutica [68], [71].
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Ademas de sus propiedades antioxidantes, un estudio reportado por Bashir y otros
colaboradores [116] demostrd que los extractos de pulpa de café tienen efectos positivos
en la regulacién del metabolismo, reduciendo los niveles de glucosa en sangre en un 20%
en ratones. Este hallazgo sugiere que la pulpa de café podria ser utilizada como un
ingrediente en suplementos alimenticios dirigidos a la prevenciéon y tratamiento de
enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2. Los ratones tratados también mostraron
mejoras en su resistencia a la insulina y en la funcion hepatica, lo que subraya los beneficios

potenciales de la pulpa de café para la salud humana.

En términos de seguridad alimentaria, la evaluacion realizada por Turck et al. [117] concluyé
que la pulpa de café es segura para el consumo humano cuando se controla el contenido
de cafeina. El estudio establece que las bebidas a base de pulpa de café pueden tener un
contenido de cafeina de hasta 0.3 mg/mL, lo que es seguro para la mayoria de los
consumidores, siempre que no se excedan los 300 mg de cafeina al dia. Esto respalda la
viabilidad de usar la pulpa de café en la formulacion de productos alimenticios como

mermeladas, bebidas o barras energéticas, con un riesgo minimo para la salud.

La pulpa de café esta siendo cada vez mas utilizada como ingrediente en productos
alimenticios funcionales, como barras energéticas, bebidas probidticas y té, gracias a su
capacidad para enriquecer los productos con fibra dietética y propiedades antioxidantes. En
este sentido, un estudio [118] desarrollé una barra energética que incorporé 20% de pulpa
de café junto con 50% de cereales y 30% de panela. Esta formulacién proporciond un
contenido energético de 365.21 kcal/100 g, lo que la hace ideal para el consumo de
personas que necesitan una fuente rapida de energia. Los analisis microbiolégicos de la
barra energética confirmaron que el producto es seguro para el consumo humano, sin

presentar crecimiento microbiano ni contaminacion por patégenos.

La pulpa de café también ha sido utilizada en la creaciéon de bebidas funcionales. Se utilizd
en la fermentacion de bebidas probioticas con kéfir [119], mejorando su perfil antioxidante
y creando un producto con propiedades probidticas que favorecen la salud digestiva. Hay
investigaciones [120] donde se mostré que las infusiones de cascara tienen un perfil
sensorial agradable, con un sabor suave y afrutado, y son bien aceptadas en mercados que

buscan bebidas funcionales y naturales.
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4.3.7 Materiales

El aprovechamiento de la pulpa de café también ha sido explorado en el campo de la
biotecnologia, especificamente como soporte de probidticos. En este contexto, la pulpa de
café liofilizada fue funcionalizada con teobromina y utilizada para inmovilizar Lactobacillus
rhamnosus en condiciones simuladas gastrointestinales [121]. El estudio mostrd que la
inmovilizacion en estos biomateriales mejoré la viabilidad celular tanto en almacenamiento
como en condiciones de pH acido, lo que abre nuevas posibilidades para la creacién de
biomateriales a partir de residuos de café para aplicaciones en alimentos funcionales. La
adicién de teobromina, en particular, parece haber favorecido la inmovilizacion de las
bacterias, incrementando la capacidad de adsorcion de las células en comparacion con

otros métodos tradicionales.

En relacion con la utilizacion de la pulpa de café en la creacion de peliculas biodegradables,
se han realizado investigaciones sobre la extraccion de pectina de la pulpa de café para la
produccién de peliculas combinadas con quitosano, un biopolimero con propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Estas peliculas mostraron propiedades mecanicas
mejoradas y una mayor resistencia al agua cuando se usé pectina de pulpa de café en
comparacion con pectina extraida de mucilago de café, lo que sugiere que la estructura de
la pulpa de café proporciona una matriz mas robusta y flexible para el desarrollo de
materiales de empaque activos [122]. Ademas, el uso de estos materiales biocompuestos
puede reducir la dependencia de plasticos derivados del petréleo y promover la economia

circular en la industria del café.

A nivel estructural, la pulpa de café ha sido utilizada para desarrollar nanocelulosa, la cual
es particularmente util como refuerzo en matrices poliméricas. En un estudio [123] sobre la
preparacion de nanocelulosa a partir de la pulpa de café, se demostré que, mediante
tratamientos alcalinos y de blanqueo seguidos de hidrolisis acida, se obtenia nanocelulosa
con un diametro promedio de 16 nm. Esta nanocelulosa se incorporé a una matriz de
polivinil alcohol (PVA), mejorando significativamente las propiedades mecanicas, térmicas
y Opticas del material compuesto, lo que hace de la nanocelulosa de pulpa de café un
candidato ideal para aplicaciones en empaques biodegradables y otros productos de alto

rendimiento.
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Ademas de su uso como refuerzo en polimeros, la pulpa de café ha sido aprovechada para
desarrollar hidrogeles, materiales con una alta capacidad de absorcion de agua y
propiedades biocompatibles. En un estudio [124] realizado sobre hidrogeles basados en
celulosa de pulpa de café, se observd que estos materiales presentaban una estructura
porosa que permitia una notable capacidad de hinchamiento, lo que los hacia aptos para
aplicaciones biomédicas como apésitos para heridas. Estos hidrogeles fueron fabricados
mediante la combinacion de celulosa de pulpa de café con alginato y pectina, y se
demostraron biocompatibles y no téxicos, lo que abre posibilidades para su uso en la

medicina regenerativa.

Finalmente, la pulpa de café también ha sido utilizada en el desarrollo de peliculas a base
de pectina, las cuales se combinaron con bacterias y extractos lipofilicos de los residuos de
café [125]. Las peliculas resultantes presentaron una mejor flexibilidad, resistencia
mecanica y menor solubilidad en agua en comparacion con las peliculas de pectina de
mucilago, lo que resalta la importancia de la pulpa de café en la mejora de las propiedades
de los materiales biocompuestos. Este enfoque no solo contribuye a la valorizacién de los
residuos de café, sino que también ofrece una solucion sostenible frente al uso de plasticos

convencionales, alineandose con los objetivos de la economia circular.

4.4 Biorefineria

La implementacion del concepto de biorefineria en el aprovechamiento de la pulpa de café
ha ganado interés como una estrategia integral para transformar este residuo
lignocelulésico en productos de valor agregado dentro de un marco de sostenibilidad y
economia circular. La pulpa representa cerca del 40 % del peso del fruto de café y posee
una composicion rica en carbohidratos, fibras solubles e insolubles, proteinas, minerales y
compuestos bioactivos como polifenoles y cafeina. Kral et. al [126] proponen la aplicacion
de un modelo de biorefineria que permita el fraccionamiento secuencial de la biomasa para
la obtencion de ingredientes funcionales aplicables en alimentos, cosméticos o
suplementos, evitando su disposicidon no controlada y mitigando sus impactos ambientales

adversos.
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En linea con este enfoque, Serna-Jiménez y colaboradores [127] presentan un analisis
técnico sobre diferentes estrategias de valorizacién de los residuos del procesamiento
primario del café, incluida la pulpa, subrayando que esta puede ser integrada en esquemas
de biorefineria mediante procesos como extraccion supercritica, produccion de
biocombustibles, bioadsorbentes y biopolimeros. El estudio reporta que es posible alcanzar
una eficiencia de extraccién de cafeina del 84 % utilizando CO, supercritico a 300 bar y
373 K, lo que resalta la viabilidad del uso de tecnologias limpias. Ademas, se identifican
extractos fendlicos con contenido de hasta 17,4 mg GAEI/L, lo que refuerza el potencial
antioxidante del residuo. Los autores consideran que el desarrollo de estos procesos a
escala piloto e industrial debe estar acompanado de evaluaciones econémicas y

ambientales para consolidar modelos circulares en territorios productores de café.

Desde una perspectiva mas enfocada en ingredientes bioactivos, Rebollo-Hernanz et al.
[128] proponen un esquema escalonado de biorefineria en el que se prioriza la obtencion
de nutracéuticos e ingredientes funcionales a partir de la pulpa. Su revision integra fases
de caracterizaciéon quimica, aplicaciéon de tecnologias de extraccién verde, validacion de
actividad bioldgica y formulacién de productos alimentarios. Aunque no presentan datos
experimentales, compilan evidencia suficiente para respaldar que este subproducto
contiene fibra dietaria, acidos fendlicos y cafeina, todos con potencial para integrarse en la
industria de alimentos funcionales, siempre que el proceso se disefie bajo principios de

sostenibilidad y eficiencia energética.

Finalmente, en la investigacion de Hughes y colaboradores [129]se aborda la valorizacion
de la pulpa de café dentro de un modelo de biorefineria multietapa, que combina rutas
bioguimicas y termoquimicas. En este sistema, los azlucares presentes en la biomasa son
fermentados con Kluyveromyces marxianus para producir etanol, mientras que el residuo
restante puede ser utilizado para la produccion de proteinas microbianas mediante Yarrowia
lipolytica. Posteriormente, los residuos residuales se destinan a pirdlisis catalitica para
obtener compuestos aromaticos. Aunque los rendimientos en esta etapa fueron
relativamente bajos (5-9 % en peso), el estudio demuestra la posibilidad de integrar
diferentes procesos en cascada para maximizar el aprovechamiento del residuo en todas

sus fracciones. Este enfoque posiciona a la biorefineria no solo como una alternativa
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tecnoldgica, sino como un marco operativo para transformar los pasivos ambientales del

café en recursos industriales multifuncionales.

En conclusion, la pulpa de café representa un recurso versatil con alto potencial para ser
transformado en productos de valor agregado mediante enfoques tecnologicos sostenibles.
Diversas investigaciones han demostrado su aplicabilidad en la obtencion de
biocompuestos, nanomateriales, hidrogeles, peliculas biodegradables, bioadsorbentes y
compuestos funcionales, con usos que abarcan desde el tratamiento de aguas hasta la
industria del empaque, la biotecnologia y los alimentos. Estos avances confirman que los
residuos de la cadena cafetera no solo pueden contribuir a la sostenibilidad ambiental, sino
que también abren nuevas posibilidades para el desarrollo de materiales innovadores y de

alto rendimiento.

El enfoque de biorefineria ofrece un marco técnico integral para consolidar esta
transformacion, al permitir el fraccionamiento y aprovechamiento secuencial de la biomasa
a través de rutas bioquimicas, fisicoquimicas y termoquimicas. Desde la extraccién de
compuestos bioactivos como cafeina y polifenoles, hasta la produccion de bioetanol,
biomasa proteica, biochar o energia térmica, las distintas estrategias permiten maximizar el
uso de cada fraccion del residuo, reduciendo la necesidad de disposicion final y cerrando

flujos de materia.

Este modelo multifuncional no solo permite una gestion mas eficiente de los residuos
solidos del café, sino que también impulsa la creacion de nuevas cadenas de valor,
especialmente en territorios rurales donde la descentralizacion de los procesos puede
favorecer economias locales. Ademas, posibilita el reemplazo progresivo de insumos
derivados del petréleo por soluciones basadas en biomasa, fortaleciendo la transiciéon hacia

una economia circular.

No obstante, para que la biorefineria aplicada a la pulpa de café tenga un impacto real, se
requiere una vision sistémica que articule investigacion, desarrollo tecnoldgico,
escalamiento industrial y criterios de sostenibilidad ambiental y economica. Mas alla de una

tecnologia especifica, la biorefineria debe entenderse como una plataforma estratégica
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para enfrentar los retos estructurales de la agroindustria cafetera, al transformar un residuo

abundante en un recurso clave para la innovacion y la resiliencia productiva.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La aplicacion de procesos enzimaticos hidroliticos demostrd ser una estrategia eficaz para
incrementar la liberacion de azucares solubles. Aunque el andlisis estadistico indicé que no
existieron diferencias significativas entre Cellic CTeC y Viscozyme en la produccion de
azucares (F = 0,83; p = 0,398), ambas mostraron un comportamiento ascendente a medida
que disminuyé la relacion enzima/sustrato, siendo S0,75, S1 y S1,25 los puntos mas
favorables. En cuanto a la cafeina, los resultados del ANOVA confirmaron diferencias
significativas entre las enzimas (F = 9,63; p = 0,036), con un mejor desempefio de Cellic
CTeC frente a Viscozyme. El punto Cellic1,25 se identific6 como la condicién éptima para

maximizar la liberacion de cafeina en medio acuoso.

Por el contrario, la aplicacion de ultrasonido previo al tratamiento enzimatico no produjo un
aumento adicional en la liberacion de cafeina. Bajo las condiciones evaluadas (bafio
ultrasénico Branson 1800, frecuencia fija de 40 kHz y sin control de potencia), no se alcanzé
un efecto sinérgico con la accion enzimatica. Este resultado contrasta con lo reportado en
la literatura y sugiere que la ausencia de control sobre variables criticas como potencia,

temperatura y distribucién de energia limité la eficiencia del proceso.

La evaluacion de la extraccion de cafeina con CO, supercritico asistida por pretratamientos
enzimaticos permitié establecer que la hidrdlisis enzimatica favorece significativamente la
accesibilidad y recuperacion del compuesto. El disefio experimental y la metodologia de

superficie de respuesta permitieron identificar condiciones 6ptimas tedéricas de operacion,
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bajo las cuales se alcanzd un 62 % de descafeinado de la pulpa de café empleando
temperaturas, presiones y tiempos de extraccion mas moderados que los reportados para
matrices convencionales. Aunque la extraccion no alcanzé rendimientos comparables a los
de técnicas convencionales aplicadas a granos verdes, incluso partiendo de una matriz con
menor contenido inicial de cafeina, este estudio resalta el valor del proceso como una
alternativa verde para la valorizacion de la pulpa de café. El uso de CO, supercritico aporta
ventajas clave: es un solvente inocuo, reutilizable y ambientalmente seguro, capaz de
obtener cafeina con alta pureza sin requerir etapas adicionales de purificacion. En este
sentido, mas que por el porcentaje de recuperacion, la relevancia de la técnica radica en su
selectividad, eficiencia operativa y sostenibilidad, posicionandola como una herramienta
viable para el desarrollo de procesos orientados a la obtencion de productos de valor

agregado bajo criterios ambientales.

La pulpa de café se confirmdé como una matriz con potencial para la recuperacion de
compuestos de interés, tanto carbohidratos estructurales como metabolitos bioactivos. La
caracterizacion lignocelulésica de la pulpa de café evidencidé que, tras el proceso de
extraccion con fluidos supercriticos, el residuo se enriquece en fracciones estructurales
como celulosa y hemicelulosa y presenta una reduccion significativa en el contenido de
cenizas. Estos cambios otorgan a la matriz condiciones mas favorables para su uso en
procesos de bioconversion y valorizacion. El incremento relativo de celulosa y hemicelulosa
respalda su potencial como sustrato en la produccion de bioetanol, biogas y otros
biocombustibles, mientras que la disminucién de cenizas mejora la eficiencia de rutas
termoquimicas y enzimaticas. De forma paralela, la duplicacion de la fraccién liposoluble
sugiere nuevas oportunidades para la recuperacion de compuestos de interés industrial,
como acidos grasos y ceras. La revision del estado del arte confirma que la pulpa post-
extraccion puede integrarse en multiples lineas de valorizacion, desde la produccion de
adsorbentes y carbones activados para tratamiento de aguas, hasta el desarrollo de
materiales biodegradables, alimentos funcionales y suplementos para alimentacién animal.
Bajo un enfoque de biorefineria, este subproducto se consolida como un recurso versatil
capaz de generar bioactivos, combustibles y materiales avanzados, contribuyendo a la
sostenibilidad ambiental y a la creacién de nuevas cadenas de valor en la agroindustria

cafetera.
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5.2

Recomendaciones

Optimizacion de pretratamientos enzimaticos: Profundizar en el estudio de
diferentes combinaciones enzimaticas, dosis y tiempos de reaccién para mejorar la
liberacion de cafeina y azucares estructurales, asi como evaluar la estabilidad
enzimatica en condiciones variables de pH y temperatura.

Uso de ultrasonido con control de parametros: Repetir los ensayos de
integracién de ultrasonido y enzimas empleando equipos con control de potencia,
temperatura y frecuencia, con el fin de evaluar de manera precisa el efecto de la
cavitacion acustica sobre la disrupcion de la matriz lignocelulésica y la liberacién de
metabolitos.

Escalado de la extraccion supercritica: Validar el pretratamiento enzimatico
acoplado a la extraccion con CO, supercritico en equipos piloto e industriales, con
un mayor control de variables de presion, temperatura y flujo de co-solventes, lo que
permitiria confirmar la viabilidad técnica y econémica del proceso.
Aprovechamiento integral del residuo post-extraccién: Avanzar en la
valorizacion de la pulpa tratada a través de rutas complementarias como la
produccién de bioetanol, biogas y biopolimeros, aprovechando su enriquecimiento
en celulosa y hemicelulosa y la reduccién de cenizas.

Evaluacion de impacto ambiental y econémico: Incorporar andlisis de ciclo de
vida (ACV) y estudios de costo-beneficio en escenarios de escalamiento industrial,
con el fin de determinar la sostenibilidad integral del proceso y su potencial de
implementacion en territorios cafeteros.

Perspectiva de biorrefineria: Integrar los resultados en un modelo de biorrefineria
que contemple la extraccion de compuestos bioactivos, la conversién energética y
la produccion de biomateriales, priorizando siempre tecnologias limpias y principios

de economia circular.
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A. Anexo 1: Datos experimentales
completos

Se presentan los valores crudos y procesados de cada réplica experimental, incluyendo la

liberacion de azucares y cafeina, asi como los promedios y desviaciones estandar

empleados en el andlisis estadistico.

Tabla A1 - 1: Caracterizacion lignocelulésica

Promedio Muestra

Muestra post

Parametro (%) L Desviacion g Desviacion
inicial extraccion

Liposolubles 6,17 1,69 12,43 0,67
Hidrosolubles 47,55 2,25 46,05 1,12
Lignina soluble 0,18 0,03 0,04 0,00
ir';;%m‘fe 24,87 1,39 26,52 0,14
Celulosa 19,53 1,68 24,21 2,65
Hemicelulosa 23,47 1,87 29,26 3,63
Cenizas 11,55 0,10 3,85 0,13
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Tabla A1 - 2: Medida de azUcares totales a diferentes dosis enzimaticas

Cellic Viscozyme
Relacion Promedio . Promedio L
.. Desviacion .. Desviacion
E/S concentracion concentracion
10,667 6,882 0,947 8,089 0,939
12,800 8,923 0,823 8,212 0,230
16,000 10,782 1,328 10,763 0,723
21,333 9,978 2,946 11,322 1,413
32,000 9,817 0,821 10,977 1,234

Tabla A1 - 3: Azucares totales en pulpa de café

Control pulpa

Peso AzUcares

Contrel bulpa[g]  pulpa [g/L]
Control P1 0,5 4,584
Control P2 0,75 5,719
Control P3 1 6,855
Control P4 1,25 7,990
Control P5 1,5 9,126

Tabla A1 - 4: Cuantificacién cafeina en pulpa de café

Cafeina
Promedio
[mg/g Desviacién
pulpa]
9,493 0,703

Tabla A1 - 5: Cuantificacion cafeina en solucion: Enzimas vs Enzimas + Ultrasonido

Caf ext. por gramo de
Trat pulpa
[mg caf/ g pulpa seca]
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Tabla A1 - 6: Curva extraccién con CO2 supercritico preeliminar

C0,75
C1
C1,25
V0,75
VA1
V1,25

E
4,150
2,571
4,055
2,951
3,538
3,220

E+S
3,510
3,611
2,457
2,962
3,701
3,464

. Cafeina

T'[ﬁ/lr?nﬁo Ext[ra]cto Rendimiento extraida
J [mg]
15 0,141 2,82% 0,013
30 0,005 0,10% 0,750
45 0,002 0,04% 0,482
60 0,002 0,03% 0,426
75 0,001 0,03% 0,364
90 0,001 0,02% 0,347
105 0,001 0,02% 0,226
120 0,001 0,01% 0,256
135 0,001 0,01% 0,287

Tabla A1 - 7: Cuantificacién Teobromina en pulpa de café

L . Teobromina
Concentracion Teobromina Peso pulpa
Muestra (mg/L] (el (ar] [mg/gr
g g g pulpal
PO1 38,977 0,117 1,861 0,063
PO2 39,876 0,120 1,898 0,063
PO3 43,688 0,131 1,879 0,070
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Figura A1 -1:

Cuantificacion acidos grasos
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300 31.0 32.0
LTime ETime
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37.830 38.365

TIC
3
g Z
i - S
23
2
33.0 34.0 5 36.0 37.0 380 39.0 40.0 41.0
min
Peak Report TIC
Area Area% Height Height% Name
4304116 47.67 386924 50.23 Acido palmitico/hexadecanoico - C16:0
1890846 2094 139895 18.16 Acido estedrico - C18:0
1123126 12.44 82456 10.70 Acido elaidico - C18:1 Trans-9
1710258 18.94 161001 20.90 Acido linoleico - C18:2 Cis-9, 12
9028346 100.00 770276 100.00



B. Anexo: Resultados estadisticos

Recoge las tablas completas de analisis de varianza (ANOVA) y los graficos de superficie
de respuesta obtenidos a partir de los disefios experimentales, asi como los diagnésticos

de ajuste de los modelos.

PRUEBA P AZUCARES
ANOVA de un solo factor: Viscozyme; Cellic
Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis alterna  No todas las medias son
iguales
Nivel de a=0,05
significancia

Filas no utilizadas 28

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 4,662 4,662 0,83 0,398
Error 6 33,736 5,623
Total 7 38,397
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Viscozyme 4 10,701 1,696 (7,800;
13,602)

Cellic 4 917 2,89 (6,27
12,08)

Desv.Est. agrupada = 2,37120

Comparaciones en parejas de Tukey
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Factor N Media Agrupacion

Viscozyme 410,701 A
Cellic 4 917 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Grafica de intervalos de Viscozyme; Cellic

14

13

12

10

Datos

Viscozyme

La desviacidn estdndar agrupada se utilizo para calcular los intervalos,

95% IC para la media

Cellic
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Grafica de caja de Viscozyme; Cellic
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PRUEBA P CAFEINA
ANOVA de un solo factor: Viscozyme; Cellic

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis alterna  No todas las medias son
iguales
Nivel de a=0,05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 0,14597 0,14597 9,63 0,036
Error 4 0,06063 0,01516
Total 5 0,20660
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

Viscozyme 3 3,2080 0,0471  (3,0107;
3,4054)

Cellic 33,5200 0,1676 (3,3226;
3,7173)

Desv.Est. agrupada = 0,123119
Comparaciones en parejas de Tukey
Factor N Media Agrupacién

Cellic 33,5200 A
Viscozyme 3 3,2080 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Datos

Grafica de intervalos de Viscozyme; Cellic

95% IC para la media

EE-N

3.7

3.6

357
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337
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3.1

3.0

Viscozyme

Cellic

La desvigcidn estdndar agrupada se utilizd para calcwlar los intervalos.,

Datos

Grafica de caja de Viscozyme; Cellic
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Graficas de residuos para Viscozyme; Cellic

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Regresion de superficie de respuesta: Rendimiento [%] vs. Temperatura [°C];
Dosis enzima [U/g]

Método
Filas no 1
utilizadas
Coeficientes codificados
EE
del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 4,080 0,215 18,98 0,000
Temperatura [°C] 0,901 0,166 5,44 0,000 1,00
Dosis enzima [U/g] - 0,206 -1,98 0,069 1,01
0,409
Temperatura [°C]*Temperatura - 0,166 -0,81 0,4311,04
[°C] 0,135
Dosis enzima [U/g]*Dosis - 0,287 -452 0,0011,05
enzima [U/g] 1,298
Temperatura [°C]*Dosis enzima - 0,216 -3,61 0,003 1,00

[U/g] 0,782
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Resumen del modelo

R-
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)

0,611678 84,12%  78,01% 59,76%

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Modelo 5 25,7619 5,1524 13,77 0,000
Lineal 2 12,5544 6,2772 16,78 0,000
Temperatura [°C] 1 11,0804 11,0804 29,61 0,000
Dosis enzima [U/g] 1 1,4741 1,4741 3,94 0,069
Cuadrado 2 8,7409 43705 11,68 0,001
Temperatura [°C]*Temperatura 10,2467 0,2467 0,66 0,431
[°C]
Dosis enzima [U/g]*Dosis 1 7,6390 7,6390 20,42 0,001
enzima [U/g]
Interaccion de 2 factores 1 4,8880 48880 13,06 0,003
Temperatura [°C]*Dosis enzima 1 4,8880 48880 13,06 0,003
[U/g]
Error 13  4,8639 0,3741
Falta de ajuste 8 24343 0,3043 0,63 0,735
Error puro 5 2,4296 0,4859
Total 18 30,6259

Ecuacion de regresiéon en unidades no codificadas

Rendimiento = -12,12 + 0,370 Temperatura [°C]

[%] + 0,653 Dosis enzima [U/g]
- 0,00166 Temperatura [°C]*Temperatura [°C]
- 0,01142 Dosis enzima [U/g]*Dosis enzima [U/g]
- 0,00814 Temperatura [°C]*Dosis enzima [U/g]
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Grafica normal de efectos estandarizados
{la respuesta es Rendimiento [%]; o = 0,05)
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento [%]; o = 0,05)
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Regresion de superficie de respuesta: Cafeina en pulpa [mg/g] vs. Temperatura
[°C]; Presién [atm]; Dosis enzima [U/g]

Método
Filas no 2
utilizadas
Coeficientes codificados
EE
del
Término Coef coef. Valor T Valor p FIV
Constante 3,583 0,287 12,49 0,000
Temperatura [°C] 0,353 0,216 1,64 0,136 1,09
Presién [atm] - 0,269 -3,28 0,0101,14
0,882
Dosis enzima [U/g] 1,169 0,247 4,73 0,001 1,23

Temperatura [°C]*Temperatura 0,404 0,201 2,02 0,0751,05
[°C]

Presién [atm]*Presion [atm] - 0,352 -1,84 0,098 1,20
0,649

Dosis enzima [U/g]*Dosis -
enzima [U/g] 0,665
Temperatura [°C]*Dosis enzima 0,745 0,296 2,51 0,0331,13
[U/g]

Presion [atm]*Dosis enzima -
[U/g] 0,757

0,267 -2,49 0,0341,25

0,296 -2,55 0,0311,13

Resumen del modelo

R-
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0,734791 84,44%  70,61% 38,99%

Analisis de Varianza

SC MC

Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 26,371 3,2963 6,11 0,007
Lineal 3 16,391 5,4637 10,12 0,003
Temperatura [°C] 1 1,448 1,4477 2,68 0,136
Presion [atm] 1 5,793 5,7933 10,73 0,010
Dosis enzima [U/g] 1 12,061 12,0608 22,34 0,001
Cuadrado 3 9,800 3,2666 6,05 0,015
Temperatura [°C]*Temperatura 1 2,195 2,1946 406 0,075

[*C]
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Presion [atm]*Presion [atm] 1 1,834 1,8336 3,40 0,098
Dosis enzima [U/g]*Dosis 1 3,358 3,3580 6,22 0,034
enzima [U/g]
Interaccion de 2 factores 2 5,619 2,8093 5,20 0,032
Temperatura [°C]*Dosis enzima 1 3,405 3,4054 6,31 0,033
[U/g]
Presion [atm]*Dosis enzima 1 3,517 3,5172 6,51 0,031
[U/g]
Error 9 4,859  0,5399
Falta de ajuste 4 1,281 0,3202 045 0,772
Error puro 5 3,578 0,7157
Total 17 31,230

Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

Cafeina en pulpa
[mg/g]

Porcentaje

23

a5
a0

&0

a0
L0

30
20

10

= 3,6 - 0,593 Temperatura [°C]
+ 0,1415 Presion [atm]
+ 0,162 Dosis enzima [U/g]
+ 0,00499 Temperatura [°C]*Temperatura [°C]
- 0,000321 Presién [atm]*Presion [atm]
- 0,00585 Dosis enzima [U/g]*Dosis enzima [U/g]
+ 0,00776 Temperatura [°C]*Dosis enzima [U/g]
- 0,001577 Presion [atm]*Dosis enzima [U/g]

Grafica normal de efectos estandarizados
{la respuesta es Cafeina en pulpa [mg/g]; o = 0.05)

Tipo de efecto
Vi ® Mo significativo
B significativo
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Grafica de efectos normales (absolutos) estandarizados
{la respuesta es Cafeina en pulpa [mg/gl; a = 0,05)
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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Porcentaje

Frecuencia

Graficas de residuos para Cafeina en pulpa [mg/g]
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