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Resumen

Se estudi6é la hidrolisis de pulpa de café con 4cido sulfarico diluido
manteniendo temperatura de ebullicion a reflujo, una relacién liquido: sé6lido de
10:1 y el tamano de particula < 1.00 mm. La pulpa de café fue tratada variando
las concentraciones (C) de 4cido, de 0.5 al 2.0 % (p/v) y los tiempos de reaccion (T)
de 30 a 240 min. Los hidrolizados se analizaron para determinar azacares totales
por el método fenol 4cido y por HPLC (ATFA y ATHPLC), azacares reductores
(AR) por DNSy azicares neutras por HPLC. Los contenidos de pentosas estuvieron
representados por la xilosa y la arabinosa ; la composicién de hexosas por fructosa
y glucosa y los disacdridos fueron sacarosa y maltosa. El andlisis de los resultados
se realizé mediante el paquete estadistico “Statistical Analysis System” (SAS).
Los contenidos de azdacares, mostraron diferencias significativas (P <.01) respecto
a las concentraciones de 4cido, excepto la sacarosa. Los tiempos de reaccion
afectarcn significativamente a todas las variables (P £.05) a excepcitén de sacarosa,
xilosa y ATFA. La interaccion C*T afect6 las variables estudiadas excepto al
contenido de xilosa, fructosa y maltosa. Los rendimientos fueron: ATHPLC entre
12.87-20.31 % y 14.02-19.01 %; ATFA entre 23.41-19.07 % y 25.74-30.58 %; AR
entre 10.24-19.07 % y 9.66-17.85 % para C y T respectivamente, todos expresados
en g/100 g de pulpa seca original Elrango general de variaciones para las azticares
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neutras fue: xilosa de 0.08 a 3.26 g/L.; arabinosa de 0.23 a 11,26 g/L; fructosa de
0.90a3.00 g/L v glucosa de 1.30 a 6.31 g/L. La sacarosa vario entre 0.08 y 3.96
y la maltosa entre 0.01 y 3.50; igualmente expresadas en g/l de hidrolizado, La
eficiencia global de la hidro6lisis fue 64 % para ATFA y 67 % para AR.
Palabras claves: Pulpa de café, hidrélisis, carbohidratos, HPLC.

Abstract

Hydrolysis of coffee pulp with diluted sulphuric acid was studied keeping
boiling temperature with reflux, a liquid to solid ratio of 10:1 and a particle size
< 1.00 mm. Coffee pulp was treated using several acid concentration {C) and
reaction times (T) of 0.5-2.0 % (p/v) and 30-240 min, respectively. The hydroly-
sates were analyzed for total sugars by phenol-acid method and HPLC (TSPA
and TSHPLC), reducing sugars (RS) by DNS and neutral sugars by HPLC. The
pentose contents consisted of arabinose and xilose; the hexoses composition was
fructose and glucose and the disaccharides were sucrose and maltose. Data were
analysed using the Statistical Analysis System (SAS). All sugars contents showed
significative differences (P < .01) with acid concentrations, except sucrose. The
analysis for reaction times also showed significative differences for all variables
(P < .05), except for sucrose; xilose and TSPA. Studied variables were significa-
tively affected (P < .01) for the C*T interaction, except xilose, fructose and mal-
tose. The average sugar yields were: TSHPLC between 12.87-20.31 % and 14.02-
19.01 %; TSPA between 23.41-19.07 % and 25.74-30.58 %; RS between 10.24-
19.07 % and 9.66-17.80 % for C and T, respectively, expressed as g/100g of dry
coffee pulp. The general range of variations for neutral sugars was: xilose from
0.08 to 3.26 g/L; arabinose from 0.23 to 11.26 g/L; fructose from 0.90 to 3.00 g/l
and giucose from 1.30 to 6.31 g/L. The sucrose varied between 0.08 and 3.96 and
maltose between 0.01 and 3.50, also expressed in g/L of hydrolysate. The overall
efficiency of hydrolysis was 64 % for TSPA and 67 % for RS.

Key words: Coffee pulp, hydrolysis, carbohydrates, HPLC.

Introduccion

La utilizaci6n de materiales sub-utilizados causando serios proble-
lignocelulosicos ha sido investigada mas de contaminacién ambiental, a
intensamente, debido a que éstos pesar que son potencialmente buenos
representan el mayor componente de para ser usados como materia prima
los residuos agricolas y desechos en la produccion de: combustible,

agroindustriales y una fuente abun- azacar, alimento para animales,

dante y segura de recursos renovables biomasa microbiana, etc. (1).

a través de la fotosintesis. La pulpa de café representa el
Sin embargo actualmente en Ve- mas abundante desecho producido du-

nezuela, estos desechos estdn siendo rante el despulpado del fruto de café,
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proceso que separa el grano del
epicarpio (pulpa) y parte del meso-
carpio {mucilago). Se estima que la
pulpa de café representa un 40 % de
varios millones de toneladas de café
cereza procesados “por via htmeda” en
México, Centroamérica y Colombia (3).
En Venezuela se ha estimado una
disponibilidad de 1.07-1.5 x 105 ¢
obtenidos en centrales de beneficio
hamedo en los cuales se procesa un 77%
de la produccién nacional de café (13,7).

El aprovechamiento de la pulpa
y otros sub-productos resulta una
prioridad para pafses productores de
café por razones econémicas, ecologicas
y sociales.

Estudios recientes reportan la
utilizacion de procesos de fermentacion
en sustrato sélido, como via para
mejorar el valor nutritivo de la pulpa

(12) y para obtener pectinasa para
cubrir la demanda industrial de ese
producto (3).

Durante afos se ha dedicado
atenci6n al uso de procesos de hidrélisis
Acida y enzimatica, para convertir los
residuos lignocelul6sicos en azacares
fermentables para obtencion de etanol,
proteina unicelular y diversos produc-
tos quimicos. Hasta el presente, la
hidrélisis 4cida es la que ha sido
implementada con éxito a nivel
comercial.

El objetivo de este trabajo fue
estudiar la hidrélisis 4cida de la pulpa
de café, determinando la influencia de
la concentracién del 4cido y del tiempo
de reaccién, caracterizando y cuantifi-
cando los carbohidratos presentes en
los hidrolizados utilizando HPLC,
fenol-acidoy DNS.

Materiales y métodos

Fuentes de pulpa de cafeé. El
café variedad caturra rojo, fue cose-
chado en una plantacién en las
cercanias del complejo de beneficio y
torrefactoria, perteneciente a la
PACCA-Escuque, en el Municipio
Escuque del Estado Trujillo, Venezue-
1a.

La pulpa seca fue molida y
tamizada (W. S Tyler Incorporate
USA), seleccionando una fraccién
homogénea con tamaiio de particula <
1.00 mm. Las muestras asf preparadas
fueron conservadas en bolsas plasticas
con cierre hermético a temperatura
ambiente, hasta ser utilizadas en los
diferentes tratamientos.
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Hidrolisis acida

Hidrolisis con acido diluido.
La hidrolisis se llevo a cabo en fiolas
de 125 mL., mezclando Ia pulpa de café
con las soluciones de HoSO 4 calentadas
previamente. Se utilizaron concentra-
ciones de 4cido de 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 (p/
v), en una relacién 1/10 (peso de pulpa
seca/volumen de 4cido diluido); operan-
do a presion atmosférica con ebullicién
areflujo, durante un tiempo prefijado
(30, 60, 120, 180y 240 min.).

Hidrélisis total. Se llev6 a cabo
el procedimiento descrito por Hoeber
et al. (9), mezclando tres muestras de
pulpa decafé de 0.1 g c/u, en 1.25 mL
de HaSO4 72 % (p/p) con agitador de
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vidrio a temperatura ambiente, du-
rante 30 min. La hidrélisis secundaria
se desarrollé diluyendo 1a mezcla an-
terior con 13.5 mL de agua, some-
tiéndola durante 240 min a ebullicién
por reflujo.

Meétodos de analisis

Analisis por HPLC (ATHPLC).
Los extractos liquidos de los hidroliza-
dos de pulpa de café se analizaron, para
determinar la concentracion de azGca-
res simples utilizando un cromat6grafo
liquido de alta presiéon (HPLC),
Shimadzu Corporation, modelo LC-
10AD, acoplado a un refractémetro
diferencial modelo RID-6A. El equipo
incluye a) una unidad degasificadora
modelo DGU-ZA; b) un distribuidor de
solvente modelo FCV-10Al; ¢) un hormo
para columna modelo CTO-10A; d) un
inyector tipo valvula de Reodine con
un “loop” de 20 pL y €) un integrador
computarizado modelo C-R7A. Se
empleé una columna de acero inoxi-
dable, 2560 mm x 4.0 mm, Lichrospher
100 NHg 5 pm (Chomatography
Merck), para analizar cualitativa y
cuantitativamente los azacares pre-
sentes. lLa separacion isocratica de los
azhcares se desarrollé a una tempe-
ratura de 30 °C, con una fase mévil
compuesta por 75 % acetonitrilo grado
HPLC (Mallinckrodt ChormAR HPLC)
y 25 % de agua bidestilada, previamen-
te filtrada a través de un filtro de mem-
brana de 0.45 pm y desgasificada, a
una velocidad de flujo de 1 ml/min.

La caracterizacién y cuantifi-
caci6n de azaceares simples y totales
en cada hidrolizado de pulpa de café,
se efectus mediante la comparacion de
los tiempos de retencitn vy las dreas de
los picos de las muestras, con los de
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soluciones patrones de xilosa, arabi-
nosa, fructosa, glucosa, sacarosa y
maltosa (Carbohydrates Standards,
Sigma Chemical Co.), siguiendo la
metodologia optimizada por Arenas de
M.etal (4).

Azucares totales (ATFA). La
concentracion total de azicares se
determiné mediante el método Fenol-
Acido Sulfarico (6) con glucosa como
estandar, utilizando un espectro-
fotémetro UV-Vis Shimadzu UV-
2101PC, a 490 nm.

Azucares Reductores (AR). El
contenido de azacares reductores
presentes en los hidrolizados se estim6
usando el método de 4cido 3,5-Dinitro-
Salicilico (DINS) (11), con glucosa como
estandar. La absorbancia se midi6 en
el espectrofotometro UV-Vis, a 584 nm.

Determinacion de Sélidos
Solubles. El residuo en el papel de
filtro se coloca en una estufa a 105 °C
durante la noche, 0 hasta obtener peso
constante; y por diferencia con el peso
seco en el material inicial, se deter-
minan los s6lidos solubilizados durante
la hidrolisis.

Analisis estadistico. Todas las
técnicas de analisis estadistico fueron
realizadas haciendo uso del paquete
estadistico “Statistical Analysis Sys-
tem” (SAS)(14).

Para facilitar la interpretaciéon
de los resultados obtenidos para las
variables estudiadas, tanto para la
concentracién de dcido (C) como para
los tiempos de tratamiento (T) asf como
para la interaccién concentracion-
tiempo (C x T); se procedi6 a realizar
el Analisis de Varianza (ANDEVA) y
las pruebas de medias. El Rango
Estudentizado de Tukey se aplicé para
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un efecto principal s6lo (C o T), sobre
cada variable que presenté uniforme
el namero de observaciones (n) por
cada tratamiento. en tanto que le

método de los cuadrados medios
minimos se tom6 para estudiar un
efecto principal en aquellas variables
que presentaron desbalances (N < 60)

Resultados y discusion

El cuadro 1 muestra lavariacion
general de las concentraciones (g/L) de
los azacares para la totalidad de las
observaciones realizadas. Laarabinosa
aparece con la mayor concentracion;
con una media de 3.54 g/L,, seguida de
la glucosa y la fructosacon 2.40 g/l y
1.78 g/L., respectivamente. La xilosa
es el monosacérido con més bajo valor
promedio (0.99 g/1). Esta tendencia se
mantuvo a lo largo de todos los
ensayos, tal como se refleja en los
cuadros 4 y 5 donde se muestran las
variaciones generales para las distin-
tas concentraciones de HoSO4 v
tiempos seleccionados.

Estos resultados difieren de la
mayoria de estudios sobre hidrolisis de
residuos lignocelul6sicos, donde se

muestra a la xilosa como la pentosa
predominante en la hemicelulosa y por
tanto se libera con mayor facilidad. En
euanto a la glucosa se coincide con los
reportes que la sefialan como la hexosa
presente mAs comunmente y en mayor
proporcion entre los azGeares de seis
carbonos extraidas durante las hidré-
lisis (B, 10).

Los disacaridos identificados en
los hidrolizados fueron sacarosa y
maltosa; con el primero de estos
carbohidratos presente en mayor
concentracion en la casi totalidad de
las observaciones, tal como se reporta
en loscuadros 1,4y 5.

En el cuadro 1, se muestran los
rangos generales de variacién para
(ATHPLC, ATFA y AR); observandose

Cuadro 1. Rangos de variacion de los contenidos de azucares (g/L) en
hidrolizados de pulpa de café.

Azdcares n Minimo Maximo Media ]

Xilosa 55  0.08 3.23 0.99 0.79
Arabinosa 54  0.23 11.26 3.54 2.16
Fructosa 60 090 3.00 1.78 0.47
Glucosa 60 1.30 6.31 2.40 1.01
Sacarosa 59  0.08 3.96 1.14 0.91
Maltosa 58  0.01 3.50 0.74 0.75
ATHPLC 60 423 16.84 9.51 3.29
ATFA 60 718 31.96 17.07 5.82
AR 60 065 21.81 9.21 3.97

ATHPLC: AzGeares totales por HPLC. ATFA: AztGceares totales por Fenol Acido. AR: Azfcares

Reductores, N: NGamero de observaciones.
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valores promedios muy similares para
ATHPLC y AR de 951 y 9.21 g/l
respectivamente. Los valores de ATFA
casi doblan a los anteriores (17.07 g/
L) Las diferencias observadas entre
los diferentes métodos aplicados
(HPLC y espectrofotométrico), la
explica la posibilidad de absorcion de
otros compuestos diferentes a los
carbohidratos presentes en los hidro-
lizados, a las longitudes de onda
utilizadas para la determinacién de
ATFAy AR.

Las cuadros 2 y 3 muestran las
concentraciones en g/L de los azacares
totales y reductores presentes en los
hidrolizados de pulpa de café para todo
el rango de concentraciones y tiempos.

La prueba de medias para las
variables que presentaron interac-
ciones C x T significativas (P < .01),
estdn basadas en los cuadrados medios
minimos; s6lo sacarosa mostro signifi-
cancia divergente (P < .05) para el
efecto C. En cuanto a la maltosa, el
andlisis de varianza indic6 un coefi-
ciente de variacion muy alto (C.V =
51.62 %) por lo que se omitio laprueba
de medias para esta variable.

En el caso de la glucosa, los

resultados presentan un promedio ge-
neral de 2.40 g/L. con variaciones en-
tre 1.86-3.46 g/L para el efecto concen-
tracion de HeSO4 y 1.79-3.12 g/Li para
el efecto tiempo (cuadros 1,4 y 5).

Los rendimientos generales en
glucosa obtenidos en g/100 g de pulpa
seca, aumentando la concentracion del
azucar a mayor concentracion de dcido
v a mayores tiempos, permite estable-
cer que la glucosa, para las condiciones
de operacién utilizadas, no se ve
afectada por procesos de descomposi-
ci6én ya que el mayor rendimiento
alcanzado de 9.43 % se produce a 2.0
% HS04 y 240 min.

El andlisis de varianza para la
glucosa muestra significancia (P < .01)
para las concentraciones de 4cido, para
el tiempo y para la interaccion de éstos
{cuadro 6). En el cuadro 7 aparecen dos
grupos, el primero muestra variaciones
significativas con el segundo (P < .05),
con rango de 1.86 g/L.-3/46 g/L. para
las concentraciones de HoS80 4.

En el cuadro 8 podemos separar
las medias en tres grupos diferentes
(P < .05) entre st; el primero para el
rango de concentraciones de glucosa de
1.793-2.317 g/L., diferente al valor de

Cuadro 2. Contenidos de azuicares2 (g/L) en hidrolizados de pulpa de
café para diferentes concentraciones de HaSOy.

Azucares HyS0 4 % (p/iv)

0.5 1.5 2.0
ATHPLC 7.72+4.18 951+233 863+£2056 1219+259
ATFA 18.51£8.03 14.05+3.35 17.38£4.02 1832-6.10
AR 6.15+2.59 7.80x2.31 11.43+3.51 11.45+4.41

a: Valores promedios de tres determinaciones por c/u de las tres réplicas + desviacion estandar.
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Cuadro 3. Contenidos de azacares® (g/L) en hidrolizados de pulpa de
café para diferentes tiempos de hidrolisis.

AzGeares Tiempo de hidrélisis

30 6O 120 180 240
ATHPLC 841+£273 888+213 1141x£391 931£321 956+£3.85
ATFA 15.45+4.50 16.84+7.19 17.29+£362 17.40+5.89 18.35+7.55
AR 580+284 9544365 10.68+4.87 981x277 10.21+£3.90

a: Valores promedios de tres determinaciones por c/u de las tres réplicas £ desviacién estandar.

2.526 g/L.y éste asuvez difiere de 3.123 rarlos con los de estudios que senialan
g/L. concentraciones entre 5.2-8.6 g/L, pero
La interaccién C x T arroj6 trabajando a temperaturas mayores
diferencias significativas (P < .05) (180-190 °C) hidrolizando maderas (5);
observandose la variacién mas acen- o los senalados por Gonzalez et al., (8)
tuada al pasar del rango 0.5-1.5% a 2 en la hidrélisis de paja de trigo con
% Ho504, donde se muestran los HoS04al 2 % y a 90 °C, para obtener
mayores valores obtenidos para las una importante solubilizacién de
concentraciones de glucosa en cada uno pentosa y una concentracion de ghucosa
de los tiempos (cuadro 9). menor (2 g/L) para un tiempo de 10
El rango de variaci6n mayor horas.
correspondi6 a la interaccion de 2.0 % Estudios anteriores para hidroli-
H2S0, con todos los tiempos (1.84 g/ sis de pulpa de café son escasos y no
L-5.66 g/L). reportan en forma individual valores
Estos resultados podrian inter- para concentraciones de este azGcar.
pretarse como aceptables al compa- Sélo el trabajo de Andren el al. (2) sobre

Cuadro 4. Contenidos de azacares2 (g/L) en hidrolizados de pulpa de
café para diferentes concentraciones de HzS04.

AztGcares HoS0 4 % (P/V)
0.5 1.0 1.5 2.0

Xilosa 0.40+0.23 0.71+0.53 0.85+£0.66 1.96+£0.61
Arabinosa 4.11+4.14 3.01+£0.49 3.03+1.75 426+ 1.45
Fructosa 1.98+0.46 1.91+£0.37 1.60+0.58 1.66+0.37
Glucosa 1.86+0.63 2.21+0.46 2.07+0.31 3.46+ 1.37
Sacarosa 0.67+£042 1.42+1.19 1.16+£0.75 1.32+0.99
Maltosa 0.47+£0.68 0.95+0.85 0.64+0.88 0.86+£0.50
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Cuadro 5. Contenidos de azGcares? (g/L) en hidrolizados de pulpa de
café para diferentes tiempos de hidrélisis.

Aztcares Tiempo de hidrélisis
30 60 120 180 240

Xilosa 0.87+x0.73 1.06x0.79 1.20£095 080075 1.05+0.79
Arabinosa 3.47+2.14 3.51+£0.59 510£3.31 2512066 3.11+£1.85
Fructosa 217054 2.04+0.39 161£040 1712024 140+0.33
Glucosa 1.79+0.27 224+0.38 2.32+078 253+0.83 3.12+x1.70
Sacarosa 1.62+1.09 087+£054 0862064 147£1.32 0.90£0.55
Maltosa 0.556+040 063+040 1.28+1.20 066035 057+0.83

a. Valores promedios de tres determinaciones por c/u de las tres réplicas & desviacion estandar.

Cuadro 6. Analisis de varianzal para el contenido de glucosa (g/L) en
hidrolizados de pulpa de cafe.

Fuente de variacion GL Suma de cuadrados F
Concentracién2 3 67.59796071 28.45%*
Tiempo3 4 30.14355431 9.52%*
Conc. x Tiempo 12 36.88840999 3.88**
Error experimental 40 31.67754891

Total 59 166.30747393

Rz = 0.809524 C.V.=10.16%

**: significativo P < .01. 1. Analisis basado en 60 observaciones y usando la transformacién
Arcoseno (Vx/100). 2: Concentraciones de acido sulfarico % (p/v). 3: Tiempo medido en minutos.

Cuadro 7. Prueba de medias! para la concentracion? de glucosa en
hidrolizados de pulpa de café.

HoSOy % (o) Concentracion de glucosa
0.5 1.862b
1.0 2.209b
1.5 2.087b
2.0 3.4652

1. Prueba de medidas por Rango Estudentizado de Tukey. 2. Expresadaen g/L.. a, b: Medias con
letras iguales no son significativamente diferentes (P < .05).
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Cuadro 8. Pruebas de mediasl para la concentracion? de glucosa en
hidrolizados de pulpa de cafe.

Tiempo (min)

Concentraci6n de glucosa

30
60
120
180
240

1.793¢
2.243bc
2.317bc
2.526b
3.123a

1: Prueba de rango estudentizado de Tukey. 2: Expresada en g/L.. a, b, c: Medias con letras
iguales no son significativamente diferentes (P < .05).

Cuadro 9. Pruebas de mediasl para la concentracion2 de glucosa en
hidrolizados de pulpa de café.

Tiempo (min) H,S0, % (p/v)
0.5 1.0 1.5 2.0
30 1.67e 1.88efg 1.78fg 1.84efg
60 1.83efg 2.05defg 2.39defg 2.70cd
120 1.7718 1.99defg 2.09defg 3.43bc
180 1.79% 2.59de 2.03defe 3.70b
240 2.26defg 2.53def 2.04defg 5.66a

1. Por el método de los cuadrados medios minimos. 2. Expresada en g/L.. Medias cuadraticas con
letras iguales no son significativamente diferentes (P <.05). Error estandar de la media= +

0.28.

sacarificacién enzimatica de diversos
sustatos lignocelul6sicos presenta
resultados entre 2.6 y 4.0 g/LL de
glucosa para pulpa de café fresca en
un tiempo de 48 horas.

En cuanto a otros residuos
lignocelul6sicos, Wilke et al. (15)
trabajando con hidro6lisis acida de
desechos de mafz, reporta 1.9y 3.2 %
de glucosa y hexosas, respectivamente.

Conclusiones

La hidrolisis de la pulpa de café
utilizando HgSO4 diluido a tempera-
tura de ebullicién, con reflujo, es un
método eficaz para solubilizar los
carbohidratos presentes en este residuo
lignocelulésico.

La técnica de HPLC, result6 ser
rapida y confiable, identificindose seis
azucares, cuatro monosacaridos:
xilosa, arabinosa, fructosa y glucosa y
dos disacaridos: sacarosa y maltosa.
La separacién de las distintas fraccio-
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nes se produjo en orden creciente del
peso molecular,

Los azacares ATHPLC, ATFAy
AR muestran variacién en sus concen-
traciones (P < .01}, con los efectos de
concentracién de dcido, tiempo y la
interaccién de ellos (C. Ty C x T);
excepto para ATFA que no present6
variaciones significativaspara T. Los
rangos de variacién promedio para los
rendimientos fueron: 12.87-20.31 %y
14.20-19.1 % para ATHPLC; 23.41-
19.07 % y 25.74-30.58 % para ATFAy
10.24-19.07% y 9.66-17.80% para AR.

La glucosa fue el aziicar que tuvo
las respuestas mas seguras y confiables
para todas las observaciones. La
variacion de su concentraciéon en los
hidrolizados mostré diferencias signi-
ficativag para C, Ty C x T (P < .01).

Sus rangos de variacién creciente
estuvieron entre 3.10-5.77 % y 2.9-5.2
% para sus rendimientos, en funcién
de Cy T. Su concentracion oscilé en-
tre 1.67 g/L para 0.5 % HaSO4 v 30
min. y 5.65 g/l para 2.0 % HaS0, ¥
240 min,

Se estima que no hubo alta
produccién de compuestos derivados de
la descomposicién, pues los azGcares
precursores mas importantes incre-
mentaron sus concentraciones a través
de todos los ensayos. Sin embargo,
deberia medirse los niveles de produc-
cion de esos compuestos en futuros
estudios.

La eficiencia del proceso de
hidrélisis en términos de ATFA vy AR
fue 64 % para ATFA y un 67 % para
AR
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