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OETOXIFICACION DE LA PULPA DE CAFE POR FERMENTACION SOLIDA 

RESUMEN 

La lnciustrla agro-alimentarla es una de las Industrias Que 
generan gran cantidad de desechos. generalmente org~nlcos, Que 
pueden ser utl !Izados para la al lmentacl6n antmat como fuente 
de protelnas y f lbras. La pulpa de café constituye un desecho 
agro-Industrial muy abundante, es rica en protelna y f Jbra, sin 
embargo, posee un bajo valor nutrlclonal debido a la presencia de 
sustancias tóxicas como son la cafeína, los taninos y los 
fenoles l lbres. 

Ex 1 sten cepas de hongos f 1 1 amen tosas capaces de ut 111 zar 1 a 
cafeína como fuente de nltrOgeno para su crecimiento, por lo 
cual, al emplear dichas cepas en una fermentaclon en medio 
sOl Ido (FMS) se puede el lmlnar la cafeína presente en la 
pulpa de café y as! mejorar su cal ldad nutrlclonal. 

El proceso de FMS se desarrol 10 utl 1 Izando dos cepas de 
hongos fl lamentosos: La cepa V3 3A2 5 Identificada como 
Pen J c 11 /um roquefort JI y 1 a cepa CH4 1dent1f1 cada como 
Asperg/llus n/ger. La pulpa de café seca molida y tamizada 
(mal ta 35/45), se empleo como sustrato, adlclon~ndole para 
fines de comparaclon, una soluclOn mlneral con nltrogeno, y 
otra soluclOn mineral en donde el sustrato fué la ~nlca 

fuente de nitrógeno. Se esterilizó a 121·c por 15 mln se 
Inoculo con una suspensión de 2x107 esporas/g de sustrato 
peso seco (SPS) obten 1 éndose una hümedad 1n1c1a1 de 1 70% y un 
pH de 4.3 El medio Inoculado se coloco en columnas de FMS y se 
Incubo a 25 y 35"C con una alreaclOn de 4 l/h/columna. 

Durante el proceso se real IZO una cinética en donde se 
evaluaron la concentración de cafelna asl como el pH y la 
humedad del producto fermentado. Se observo Que al adicionar 
fuente de nitrógeno mineral al medio de cultivo, ésta es 
utl 1 Izada de preferencia por ambos microorganismos para su 
crecimiento. Por otra parte Penlcllllum roquefort// utl liza el 
99.85% de cafelna cuando al medio de cultivo no se le adiciona•· 
fuente de nitrógeno mineral, mientras que Asperglllus nlger 
no crece facl !mente en el medio por lo que su degradación de 
cafelna es nüla. Ademas se observo que la evoluclón del 
pH en el medio de cultivo es un parametro Indirecto para seguir 
la dlsmlnuclOn de cafelna durante et proceso de FMS. 

En la FMS Penlcllllum roQuefortll degrada la cafelna 
presente en la pulpa de café en casi un 100% siempre y cuando no 
se te adicione al medio de cultivo una fuente de nltrogeno 
mineral. 



CAP! TULO 1 

INTRODUCCION 

1.1. EL CAFE EN EL MUNOO 

En el Amblto mundlal se reporta QUe en el clero de 1986-87 
se obtuvo una producclOn mundial de 4 857 720 Ton de café 
(Tabla 1). 

1. 2. EL CAFE EN MEX 1 CO 

A nivel nacional para el ciclo de 1966-67 Mexlco produJo 
306.000 Ton de café {Tablal) 

TABLA 1. PROMEDIO DE PRODUCCION MUNDIAL Yilll!CIONAL DE CAFE VEROE 

Ciclo ProduccJon Mundial 

{Ton) 

1979-80 4 911 660 

1960-81 5 180 640 

1981-82 5 891 340 

1982-83 4 966 680 

1983-84 5 402 940 

1964-55 5 421 420 

1985-66 5 916 620 

1986-67 4 857 720 

Produccton Nacional 

{Ton) 

246 000 

246 000 

252 000 

273 000 

289 200 

264 600 

268 300 

306 000 

% Que 
Representa 
México 

5.006 

4.748 

4.277 

5.508 

5.519 

4.660 

4.870 

6.299 

El promedio total de la produccJOn en México en el periodo de 
1979-60 a 1986-87 fue del 5.14% {37). 



En Mexlco, co:no en otros paises de Amerlca Latina, uno de 
los principales desechos agrolndustrlales es la PUipa de café, la 
cual, en su mayor parte, se el lmlna de los beneficios 
arroJandola a los rlos. Esto constituye un contaminante 
importante en las reglones cafetaleras, considerando que en el 
periodo comprendido de 1986 a 1987 tan solo en los cuatro 
principales estados productores de café Chiapas, Veracruz, Oaxaca 
y Puebla, se obtuvo una oroducclOnaproxlmadamente de 135,641 
Ton de pulpa de café, 10 que equlvale al 90% del total nacional 
(26). 

Uno de los usos que se le ha dado a la pulpa de café, ha sido 
como acondicionador y abono del suelo en la misma plantaclon de 
café, sin embargo, esta alternatlva se 1 leva a cabo en pequena 
escala (6). 

1.3. LA TOXICIDAD DE LA PULPA DE CAFE 

En nutrlciOn anlmal se Informa que uno de los primeros 
Inconvenientes es la renuencia de los anlmales al consumo de este 
materia!, cuando es parte prlnclpal de la raclOn (10), ademas 
de obseryarse efectos adversos que se asocian a sustancias con 
poslble actividad antlflslOloglca como son: cafelna, taninos 
y fenoles l lbres CB). 

La fermentación en medio sol Ido (FMS), mediante el uso de 
microorganismos que presentan la capacidad de metabol Izar los 
compuestos tOxlcos presentes en la pulpa de café, representa 
una opclOn muy lnteresente en la reutl l lzaclOn de estos 
desechos, asl como en ta el lmlnaclOn de su toxicidad. 

Existen microorganismos que presentan habl l ldad para 
descomponer compuestos organlcos complejos, algunos tOxlcos y 
que tienen Importancia practica, ya que pueden ser utl l Izados 
como un método blolOglco de degradaclOn. 

La problematlca actual de contaminación por desperdicios 
agro-Industriales ha provocado el desarrollo de una gran cantidad 
de estudios sobre el aprovechamiento de éstos (37). 

1.4. PRESENTACION OEL PLAN DE TESIS 

De los compuestos toxlcos de la pulpa de café el que 
destaca por su toxicidad para la allmentaciOn animal es la 
cafelna (8). Por el lo esta lnvestlgac!On esta dlrlgloa a 
el !minar la cafelna presente en ta pulpa de café por medio de 
un proceso blotecnologtco empleando la FMS, como una 
alternativa en el meJoramlento de su cal ldad nutrlclonal; 
utl 1 Izando cepas de hongos fl lamentosos previamente seleccionadas 
por su alta capacidad de degradar cafelna. 

10 



ANALISIS BIBLIOGRAFICO 

2.1. INDUSTRIALIZACION DEL CAFE 

A érlca central y varias reglones del mundo como México, 
el café es uno de los prlnclpales productos agrlcolas de 
exportaclOn que contribuye de manera significativa en la 
economla naclonal. 

El proceso mediante el cual es Industrial l:zado el café se 
1 lama beneficio, y por medio de éste el café cere2a es preparado 
para su conservaclOn, torrefacción y almacenamlento (10). 

2 . 1 • 1 CUL T 1 ve 

El cafeto requlre para su cultlvo un terreno profundo, elgo 
arenoso, cllma cal lente y h~medo con temperatura media de 23 a 
30"C por lo que es un cultlvo tlplcamente tropical: la siembra 
se real Iza generalmente en los meses de enero a febrero (44). 

2.1.2 COSECHA 

La época de cosecha depende de 1 a reg l 6n, a 1t1 tud y 
lat/tud: en América Central se cosecha desde f lnAles de agosto 
hasta el mes de marzo, dependiendo esenclalmente de la altitud 
sobre el nlvel del mar, de la plantaclon del café, 

El café de tierra cal Ida madura mas temprano Que el de 
tierra fria; los frutos se cosechan al 1 legar a su madurez. 

La cosecha se efectua mediante dos métodos. 

1. - Cosecha se 1ect1 va: en donde e 1 rece 1 ector d 1 spone de dos 
recipientes, uno de ellos recibe la hcerezah madura y sana y el 
segundo los frutos Que deben ser el lmlnados. 

2.- Cosecha homogénea: en donde todos los frutos maduros.verdes o 
secos son recogidos y / levados conjuntamente al beneficio (43), 

2.1.3 PROCESAMIENTO DEL CAFE 

El tratamiento del café Involucra diferentes operaciones que 
tienen como objetivo liberar el grano de café de los diferentes 
tejidos Que lo recubren: pulpa de café, mue! lago y cascar! 1 Ja, 
este proceso 1 !amado hbeneflcloh ouede ser real Izado mediante dos 
vi.as, húmeda o seca (13). 

11 



a) Yla Húmeda 

Es utl 11:.::ada principalmente en México, América Central. 
Colombia y Kenla. Los granos son ! levados a los benef lelos y 
sumergidos en tanques con agua, con el doble propOslto de 
remover los granos dariados y ellmlnar las materias extranas; 
la vla hümeda comprende las etapas siguientes: 

El despulpado: En esta etapa se separan la cascara y la 
pulpa de café desprendiéndola de los granos por medio de 
mé.qu 1 nas des pu 1 padoras de d 1 seo o c 1 11 ndro que operan con agua 
para facll ltar el desprendimiento de la pulpa del grano y arrojar 
ésta por un conducto hacia otro lugar. 

La remoclOn del mucl lago: Una vez separados los granos de 
la pulpa son transportados por agua a tanques de fermentaclOn 
en donde se lleva a cabo una fermentaclOn natural, no 
centro 1 ada, con e 1 f l n de remover e 1 mue 1 1 ago (capa de 1 gada 
altamente viscosa que se adhiere fuertemente al grano y es rica 
en pectina ademas de muy higroscOplca lo aue constituye un 
obstAculo para el secado del grano) (7). 

El lavado: Una vez realizada la fermentaclOn los granos son 
lavados Intensamente con grandes cant ldades de agua para el lmlnar 
los restos del mucl lago y los productos de fermentaclon, éste 
lavado se 1 leva a cabo en lavadoras a contracorriente. 

El secado: Después del lavado, los granos contienen de 50 a 
60 % de humedad, por lo que son colocados en tolvas metal leas o 
en montlcutos en las partes mas bajas de tos patios para que se 
escurran y se el !mine al aire el exceso de agua; posteriormente 
se colocan en secadores rotatorios logrando en el grano un 
contenido de 11 a 12% de humedad. 

b)~ 

Es utl ! Izada prlnclpalmente en Brasl 1 y Afrlca Occidental: 
comprende las siguientes etapas: 

El secado: Una vez real Izada la cosecha, las cerezas son 
lavadas y extendidas en los patios de los plantlos para su 
secado al aire 1 lbre y al sol durante 2 a 3 semanas removléndol~s 
constantemente. El sece.do también puede real Izarse en rnaquln?.s 
secadoras rotatorias: en este caso, la operaclOn no necesita 
mAs de 2 a 3 dlas. 

El descascar! 1 lado o tri! lado: Se lleva a cabo en maquinas 
morteadoras que desprenden la pulpa y cascar 11 la juntas para 
obtener el llamado café verde o café oro. 

12 



Pul Ido, tostado y granulado: En ambos procesos, la operación 
siguiente es el pul Ido del cafe oro, que tiene como fin mejorar 
la presentación del cafe de export:aclOn: consiste en dar 
brl 110 al grano, se procede a la torrefacclOn en donde se 
tuesta el grano para conferirle al cafe sus cualidades 
aromatlcas y gusto placentero; finalmente et café tos:ado es 
mol Ido hasta e 1 grado deseado y es empaquetado para su 
dlstrlbuclOn (1,7), 

2.2 LA PULPA DE CAFE 

La pulpa de cafe es el prlnc\Pal subproducto de ta Industria 
cafetalera: se origina en el proceso de ta vla h¡:¡meda, en el 
paso del despulpado, éste subproducto representa aproximadamente 
29% en b.s. del fruto del cafe (1). 

2.2.1 COMPOSICION QUIMICA 

En la tabla 11. se reportan los valores representativos de 
los componentes de la pulpa de cafe, en la cual destaca el alto 
contenido de agua 79.4%, que representa una de las prlnclpales 
desventajas para su manejo y utl 1 lzaclon (17). 

l'llDla 111 CCJr.IPOSICION OUIMICA CE \..A PULPA CE CAFE l'lli) -----------------------------------------------------·-------------------

H~1.:dad 
1.•ate.rl• seca 
E-..tracto etereo. 
FllHa cruda 
Prot.elnas N . a.~5 
Cenizas 
t-.tr acto l lbre .. 
11tt1 ei;c110 

Fre~c· Ceshldrat11011 Fermentada 

76. 7 \2.6 
23.0 '87,4 
o.< ... 
3.4 . 21.0 

2, 1 ~ 1. 2 ,,. 
'" 15.IS ,. ~-·.4 

natura !mente y 
ucshldratada, 

7.9 
92 .1 

2 •• 
20.e 

10.7 . ·' "9.2 

La mater 1 a seca cont 1 ene 11. 2% de pro te 1 na cruda, se 
reporta que la protelna de la pulpa de café aunciue deficiente 
en amlnoAcldos azufrados, presenta una composlclOn slml lar a 
las protelnas de la harina de soya y a la harina de algodOn 
(tabla 111). Particularmente el alto contenido de 1 lslna puede 
ser de lnter~s en comparaclOn con la protelna de malz. 



Tl-BL.A. 111. CCNTENIOO CE .WINOAClOC::S EN \..A PAOTElf\IA. DE l.A. PULPA DE c:..rE. 
t;/ 115g N) 

-----------------"'---------------------:.. ............ .:. .. ..: .. .;. ........................................ ~ .. ;. .. 
.:...~tnoactdo oulga de cate Mal: Har.~.na de soya Harina oe semllla 

de a 1godon 

\..lsl!"a ... 1,7 'L3 .. 3 
l"':lstldlna 3.0 ... . .. 2 .• 
.i.r;1n1na ... 3.1 , 1_.2 ".2 
Tre::inlria ... 3,3 _,, 51 3 •• 
Cls~ lna 1.0 1.0 ,, t.e ... e ... 
Met lcnlna 1.3 ... t .3·- ... 
val In.a 7 .• •.o ... ... 
1soleuclna ... ... 5 ... ' ... 
Levcll"IO 7 .7 16. 7 7 .7 ... 
T lros1na 3 •• o.o ·_3. 2 :~ ·~ 2.1 
Fen1 lahnlT'la ... 0.7 . .. 0.2 
Hldroalorol lna o.o ... A.soart leo 8.7 
ser !na 6.3 - .. ... Glutamlco 10.e " Pre\ lna ... 
G\lc:lna .. , 
Alanlna o.• 
Bressant y col, Turrtatba 2212519, 1!il72. 

Sin embargo et nltrogéno no proteico QUe Incluye 
cafelna, nlaclna, nltrOgeno lnorgAnlco, representa el 40% 
de la protelna cruda. Por consiguiente la menor concentraclon 
de amlnoacldos puede deberse a aue solamente alrededor del 60% 
del nltrOgeno proviene de la protelna (9, 14). 

2.3 APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LA PULPA DE CAFE 

Algunas alternativas reportadas para la utl l lzacl6nde la 
pulpa de café son: 

2. 3. 1. PRODUCC ION DE ENZIMAS 

La pulpa de café contiene aproximadamente un 75% en b.s. de 
carbotildratos, un l7.7% b.s. de celulosa, un 10% de pectina 
ademas de un 2.3% en b.s. de hemlcelulosa (17), por lo QUe puede 
ser utilizada como substrato en la produccl6n de enzimas 
lnduclbles como son las pectlnasas y celulasas (37). 

14 



2.3.2. ?AODUCCION DE 910GAS 

Por ferment.ac1on e.naerobla ce la pu!ca de cafe, puec:e 
producirse gas 0101oglco usandose el resicwo de la 
fermentaclOn como fer ti 1 lzante organice. Se reoor:a Que 30 Kg 
de pulpa mezcle.da con estiércol oe \taca, oroducen 670 t ce 
metano en 72 dlas (\1). 

2. 3. 3, MEO JOS OE CULTIVO FARA M ICRCO?.GAN 1 SMOS 

cuando se somete la pulpa de cate a un prensado, se obtiene 
un Jugo Que posee un alto porcentaje de azúcares, el cual, ha 
sido empleado en fermentaciones con Torulopsls y 
s~ccharomyces cerevlslae, obteniéndose etanol (35). 

2.3.4. RECUPERACION DE CAFEINA 

Los estudios de Mol lna y col (32} demuestran la factlbl l ldad 
de extracclOn y recuperaclOn de la cafelna, alcalolde de 
alto precio en el mercado, el cual tiene varias aplicaciones en 
las lndOstrlas alimentar ra y farmaceUtlca. L.a extre.ccl6n de 
la cafelna de Ja pulpa de café se efectOa por percolaclones 
sucesivas con agua, Que remueve el 99% de la cafelna La 
apllcaclOn de este proceso en la Industria esta limitado por 
el costo de energla y el gran volumen de agua requerido (14, 
32), Ademas de que en la actual tdad, con los procesos de cafés 
solubles descafelnlzados, se obtiene tamblen cafelna. 

2.3.5. ALIMENTACION ANIMAL 

En nutrlclon animal se han efectuado varios experimentos 
QUe tienden a la lncorporaclon de la pulpa de café en raciones 
para diferentes tipos de animales como: peces. poi tos, rumiantes. 
cerdos y otros. Se Informa oue uno de los principales 
Inconvenientes es el rechazo de los animales al consumo de la 
pulpa cuando ésta es parte prlnc\pal de la rac\On ; debido 
posiblemente a la baja palatallzaclon asl como a factores 
adversos en la dfgestl6n y metabolismo en los animales. 

Una de ras especies en las aue se ha estudiado el desarollo 
logrado en base a una ración con 30% de pulpa de café es el 
pez Tllapla aurea; en este pez se encontró un aumento 
ponderal, sin observarse toxicidad alguna, haciendo notar que la 
pulpa de café fué totalmente digerida (5). 

Sin embargo en cuanto a bovinos al !mentados a base de pulpa, 
se ha reportado aue raciones aue contienen mas del 20% de ésta, 
se caracterizan por rendimientos baJos. Ademas de que los 
animales presentaron slntomas como: tlmpanlsmo, lnflamael6n 
de las extr-emldades, a.par lc!On de llagas y Ulceras en la 
plel. 

15 



Como poslbles sustancias responsables de estos efectos se 
senala a la cafelna y los taninos; por lo Que se recomiendan 
niveles maxlmos del 20% de pulpa de café en remplazo de otros 
nutrientes para la al lmentacJOn de bovinos (10). 

El alto contenido de fibra condiciona el uso de la pulpa en 
la allmentaclOn de cerdos (28); se observo en estos una 
relación Inversa entre ganancia de peso, conversJOn 
al lmentlcla y consumo de al lmento con respecto al nlvel de la 
pu 1 pa de ca fe en ta f ormu 1ac1 ón: con 24% de pu 1 pa, 1 os an 1ma1 es 
presentan dermatitis entre las piernas y la parte ventral asl 
como aumento en el contenido de glucosa y acldos grasos 1 lbres 
en el suero sangulneo , siendo estos etectos atr lbudos a 1a 
cafelna. Mientras aue en cerdos al !mentados con una ración 
Que contiene un 16% de pulpa en remplazo de malz-soya no se 
observan efectos adversos (28). 

Con respecto a poi los se demostro aue la cafelna 
Incorporada en niveles de 0.05 a 0.1% en raciones para gal 1 lnas 
ponedoras y gal los tiene un efecto nocivo sobre la función de 
reproducción (5). 

2.4. FACTORES ANTIFISIOLOGICOS DE LA PULPA DE CAFE 

Los principales factores considerados como antlflslológlcos 
en la pulpa de café son la cafelna y los poi lfenoles. 

2.4.1. CAFEINA 

Se encuentra presente en la pul lpa de café en concentraciones 
QUe varlan de o.s a 1.3% b.s. es el componente toxico mas 
Importante de la pulpa de café. Es una purlna metl lada 
estructuralmente conocida como l,3,7 Trlmetl lxantlna 
(C5H10N402) PM 194.20 g/mol (23) su estructura se 
representa en 1 a f 1 g. 1 

o 

C::QJ•·O<> 
1 1 

CH3 
CAFEJtlA. 
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La cafelna actUa como estimulante del sistema nervioso 
central y del musculo cardiaco, estlmu:a la secreción 
gé.str lea de acldo y eleva el nivel Ce glucosa y acJoos 
grasos libres en el plasma (23). Siendo !amblen notoria la 
presencia de dlurésls con una mayor excreslc~ de nltrOgeno 
un aumento de la act lvldad flslca con u:i mayor gasto de 
energla en ratas y rumiantes alimentados con ~utpa de cafe (6), 
Estos efectos son la prlnclpal causa de perCJOa de peso por parte 
de los animales alimentados con pulpa de cafe. 

El metabol lsmo de las metl lxantlnas, co:-no la cafelna. en 
los microorganismos parece Involucrar alguna oxldaclOn directa 
a met 1 1 a 1anto1 nas ( i 9) o una d lmet 1 1 ac J on seg u 1 da de una 
deshldrogenaclOn a acldo úrico, el cual, es metabol Izado a 
alantolnas, por lo Que de acldo úrico pasa a acldo 
alantOlco y finalmente a urea y bióxido de carbono (10,19). 

Las reacciones bloQulmlcas lnvolucraoas y tos poslbles 
compuestos Intermediarios en la degradación ce la cafelna se 
representan en la flg 2. 

CH3o'r1:):)
9 

N• CH3 

o'-~ 
1 • 

CH3 
CATE IN A 

XAtlTINA 

::(~:1: 
1 1 

H H 
AClOO Ul'llCO 

o 
11 

NH2- C - tlH2 

C:üvN·H 
1 

H 
Mt':';:. XAJlTlllA 

o NHl> 'r"· H 
o~ .A)''o 

1 
H 

1 
H 

J.c?:: AUt>;CIJCO 

+ CQ2 llJOXlPO DE CARBONC 
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2.4.2. FOLlFENOLES 

Los pe 1 1feno1 es se d 1v1 den en: 

Fenoles 1 lbres, siendo los principales el é.cldo cafélco 
(0.28 a 2.56% b.s) y el acldo clorogenlco {0.18 a 3.1% b.s) 

Taninos: pueden ser hldro11zables y condensables se 
encuentran en ta pulpa de café en concentraciones que varlan de 
1 . 8 a 8. 5% b. s. { 14, 17) . 

El papel de éstos no esta todavla bien definido, aunque 
existe una ccslble acclon de los fenoles libres en la 
Interferencia con la dlgestlbl 1 ldad de la protelna, 
probablemente debido a reacciones de éstos con amlno~cldos y 
los grupos 1 ibres de las protelnas, disminuyendo su 
utlllzaclOn (6). 

2.5 TRATAMIENTOS PARA 11.EJORAR LA PULPA DE CAFE 

Los métodos Investigados para mejorar las caracterlstlcas y 
las poslbl 1 ldades para la utl l lzaclOn de la pulpa de café en 
nutrlclOn animal pueden agruparse en: Flslcos Qu\mlcos y 
BlolOglcos. 

2. 5. 1 • METODOS F 1s1 ces 

El secado de la pulpa puede ser necesario para reducir los 
costos de transporte, siendo aon el sistema mas comün el 
secado al sol; éste en condiciones normales no afecta el valor 
nutritivo de la pulpa (14). La percolaclon de la pulpa para ta 
extracclOnde cafelna aumenta en un 100% la ganancia en peso 
de las ratas asl como la ef lclencla del al lmento: sin embargo, 
los resultados son menores a los del grupo control (14,32). 

2.5.2. METODOS OUIMICOS 

Se 1 nforma 
hldroxldo de sodio, 
para et tratamiento 
antlflslolOglca de 
positivos ( 14). 

sobre 1nvest1gac1 enes en 1 as que se uso 
hldrOXldo de calcio y blsulflto de sodio 
de la pulpa Intentando disminuir la actividad 
la pulpa de café sin ootener resultados 

Los tratamientos flslcos y oulmlcos no han arrojado 
resultados satisfactorios, de ahl aue los esfuerzos en los 
Oltlmos anos estén enfocados a utl ! Izar tratamientos 
otoJOglcos como alteróatlva para mejorar la pulpa de café (33). 
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2.5.3. METODOS SIOLOGICOS 

En estudios anteriores se han reportado microorganismos que 
presen'tan hab 1 1 1 daCl para descomponer compuestos organ 1 cos 
complejos como los 11gnocelul6sicos, éstos microorganismos 
fueron aislados del suelo, madera, frutos, etc. y utl ! Izados en 
FMS de salvado de trigo y virutas de madera (33). 

En relac!On a la degradacJOn de cafelna y taninos por 
microorganismos, se ha reportado QUe Fusarlum oxysporum 
aparentemente reslst~ la toxicidad y crece en bajas 
concentraciones de cafelna (~5). Por otra parte Pseudomonas 
aeruglnosa Involucra en su metabol lsmo un sistema enzlmAtlco 
para la oxldaclOn ce metl 1 purlnas; parece tener xantlna 
deshldrogenasa y urlcasa, enzimas con alta especificidad para 
degradar metll-xantlnas a metll-alantolnas (19,45). 

Se han considerado los métodos blolOglcos como 
alternativas para la el lmlnaclOn de la cafelna presente en la 
pulpa de café encontrando que cepas de SacltJus coegulans, 
Penlcllllum roquefort!/ y especies de Stemphy//um, presentan 
capacidad para degradar Ja cafelna utl l lzá.ndola como L:Jnlca 
fuente de nltrogeno en presencia de sacarosa (39). 

Por otra parte, en relaclon con los fenoles 1 lbres y los 
taninos se ha encontrado que pueden ser degradados por 
microorganismos presentes en la mlcrof lora del suelo, ya que 
ut 11 Izan los compuestos fenOl lcos como fuente de carbono. Entre 
los géneros mas interesantes se reportan Fusarlum, 
Stemphyllum, Trlchoaerm~. Trlchosporum y Penlclllum entre 
otros. {31 1 40,27). 

Pena loza real lzO una lnvestlgaclOn dirigida a la 
evaluaclOn del poslble mejoramiento del valor nutritivo de la 
pulpa de café mediante la FMS, para Incrementar las poslbl 1 Id.e.des 
de apl lcz=.clOn en la al lmentaclOn de anima les monogá.strlcos; 
encentro que A. nlger provoca un enrlQueclmlento protélco en 
fa pulpa de café y que ta FMS mejora la cal ldad nutritiva de ésta 
( 29). 

En el Departamento de Blotecnologla de la UAM-1, se real Izo: 
un trabajo previo al presente, el cual conslstlO en la 
obtenc 1 On de cepas con a 1 ta capac 1 dad de metabo 1 1 zar 1 a 
cafelna. Dicho trabajo Involucro las siguientes etapas: 
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- Aislamiento, purlf lcacl6n e ldentlf lcaclon de las cepas Que 
degradan la cafelna. 

- Selecclon de Ja cepas en medio 1 IQuldo. 

La primera etapa conslstlO en la recolecclon, en 
cafetales, de muestras suceptlbles de contener una mlcrof lora 
natural capaz de desarrollarse sobre la pulpa de café. Las 
muestras se tomaron de granos de café, de hoJas, asl como de la 
pulpa de cafe, de las reglones de Xalapa Ver. y de soconusco 
Chis. El aislamiento de los microorganismos presentes se 1 levo 
a cabo en medios selectivos con diferente composlc!On (Tabla 
IV). 

TABLA IV. MEDIOS DE SELECCION DE CEPAS QUE DEGRADAN LA CAFEillA 

~-------~-------------·-----, 

CI~ = 10 ! MEDIOS (g/l) A B 

EXTRACTO DE CAFE 40 40 

EXTRACTO DE PULPA 
40 

DE CAFE 1---------+--------···· 

SACAROSA 

CAFEillA 

LAS SALES MINERALES ADICIONADAS FUERON LAS SIGUIENTES ?ARA TODOS LOS MEDIOS 

KH
2
Po4 :l.3 g/\ 

tla
2

HP0
4 

:0.12 g/l 

Mgso4 :0.30 g/1 

CaC1
2 

:0.30 g/l 

Con egua de la llave a pHS.6 y esterilizado a 12PC por 15 min en autoclave 

20 



La pur 1f1cae1 on de 1 os a 1s1 a dos obten 1 dos se rea 1 1 :o 
mediante 2 a 3 r.eslembras en forma sucesiva. en los mls~os 
medios, siendo las condiciones de lncubacton de 2 a 5 dlas 
25 y 35'C, Para la conservación de las cepes, se sembraron en 
frascos lncl \nades con 5 mi de medio selectivo y se mantuvieron 
en refrlgeraclOn (2). 

La selecclon de las cepas oue degredan la cafelna en 
médlo 1 louldo se llevo a cabo en un medio oue contenla 1.2 
g/\ de cafelna como ~mica fuente de nltrOgeno, ademas de 
sacarosa y una soluclOn mlneral, siendo tas condiciones de 
lncubacl6n de 3 dlas a 25 y 35·c en bano maria con 
temperatura controlada y agltaclon de 200 rpm, en la f lgura 
se muestra el es~uema del tratam,ento de los aislados (2), 

AICCl~~~~'¡ºfi-.-.. ---~ olalo1t1\•11IC1 

1 
cautr.-a 

¡ 

1 
~ purificación 

¡............_1nocu1oclÓn 
1111cdón 1n m•tSlo 

.. t'c .. 
con11lclon111 pH S.I' YoL !IOm\ 

a~ltoc\Ón ''º rpm 
tl•mpo TI MlfH 

1 
~ ' 

thuoclan . . 
"'"'"'ºªº" 

1 ' 
f\'1111110 Clb'l-l{VQClOft 

mlCJOICOJ'O 

paptl flltlD 
+ mlctllo 

clor\llcacl&n l 
111omo10 

prcrt11no t~ltlllhall 1 
!>H 

~ic. Tr~t~mi~n~n de los aislados 
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El anallsls blbl logrAflco y el trabajo exoerlrnental 
previo, han confirmado la poslbl l ldad de encontrar las 
condiciones óptimas en las Que cepas de hongos filamentosos 
eon capacidad de degradar la cafelna, ouedan el lmlnarla de Ja 
pulpa de caté por medio de una FMS. 

2.6. FERMENTACION EN MEDIO SOi.iDO 

2.6.1. GENERALIDADES 

La fermentación en medio s61 Ido (FMS) es aciuella 
fermentaclOn en la que el crecimiento microbiano y la 
formación de metabolltos ocurre sobre la superficie de un 
sustrato sol Ido . Difiere ampl lamente de tas fermentaciones 
llQUldas, ya oue no existe agua libre Que se escurre y el agua 
requerida para et crecimiento de los microorganismos se encuentra 
absorbida en la matr 1: sOl Ida del sustrato o del soporte (33). 

La F"MS ocurre espontaneamente en la natur'aleza; la 
evidencia mas comOn es el enmohecimiento del pan. frutas, 
vegetales y parte del blodeterloro de al tmentcs sOI Idos; por lo 
tanto, es un proceso natural cuyo origen esta vinculado con el 
proceso .mts común c:ue es el composteo o la descomposlelon 
de la materia organlca en la naturaleza. 

2.6.2. PROCESOS DE FERMENTACION SOLIDA 

La 11 ter atura 1 nforma numerosos procesos de FMS desde los 
mas simples, donde el material Inoculado se envuelve en hoJas 
de plata.no para fermentar estat lcamente, hasta compt lcados 
sistemas con agitación y ambiente gaseoso controlado 
(12,18,34,39); algunos de los equipos de FMS son: 

1.- Fermentador de tambor rotatorio: Esta constituido por un 
envase o recipiente en forma de tambor montado sobre un sistema 
de rodillos tos cuales actUan como soporte y como aoaratos de 
rotaclon; estos estan usuatmente equipados con entradas y 
sal Idas oe aire. 

La preparaclon del medio de cultivo sol Ido se efectua 
mediante cocimiento del sustrato con vapor. La lnoculaclOn se 
real Iza con una suspensión de esporas de hongos filamentosos y 
en seguida el sustrato Inoculado se Introduce a los fermentadores 
en donde se Inicia ta fermentacl6n. Durante Ja fermentaclon 
los cultivos reciben una aireación controlada y se mantienen a 
temperatura constante. El crecimiento microbiano en fermentadores 
de este tipo es rapldo y uniforme (33). 

2.- Fermentadores de columna: Este tipo de fermentadores consiste 
en una columna de vidrio o plastlco provista de dos entradas; 
una in fer lor y otra super lor la pr" lmera perml te la en'tr"ada de 
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aire, mientras la otra permite ta salida de los gases efluentes 
de la fermen~aclOn, siendo la temperatura controlada en cuartos 
de lncubacton o por el paso de agua frta a traves de una 
chaQueta o serpentln. 

La humedad de la columna puede ser controlada mediante el uso 
de aire hUmedo aue proviene de un humld!flcador Integrado a la 
columna, el cual entra a razon de 4 l/h/cotumna (42). Una 
unldad de fermentaclOn consiste en 24 fermentadores de columna 
para ntvel laborator lo (33}. 

2.6.3. PARAMETROS DE LA FERMENTACION SOLIDA 

Los parametros mas importantes son: microorganismo, 
tamano del Inoculo, porclento de hómedad, temperatura, form~ 
y tamano de partlcula, agltac1on, alreaclon y pH. 

- Microorganismo 

En FMS, el relativamente bajo contenido de agua esta 
calculado para favorecer Unlcamente et desarrollo de mohos. 
Dentro de los tos hongos f ! lamentosos, los géneros Aspergf f tus 
y Rhlzopus se han usado extensamente por su capacidad de crecer 
en medios de cultivo caracterizados por una baJa actividad de 
agua para la stntesls de ami lasas y proteasas, en la 
produce Ion de KoJt, Tempen y otros productos fermentados por 
FMS (A.oryzee, A.soyee, R.offgosporus y R.oryzae). 

El P.crustosum. utl 1 Iza eficientemente la cafelna como 
Onlca fuente de nltrogeno (25), ademAs puede consumir la 
mayor la de los componentes del Jugo de pulpa de café (38), entre 
et los el Acldo c\orogenlco y la cafetna por 10 cual puede 
ser de gran Interés para la detoxtftcaclOn de la pulpa de café. 

- Tama~o de Inoculo 

La concentraclOn del Inoculo es tamblen un factor 
Importante; usualmente se reQu\ere una alta concentraclOn de 
esporas para 1 a 1nocu1 ac ton , tanto para asegurar una 
lnoculac\On homogénea y un rapldo crecimiento como para 
anular la competencia de otros microorganismos propios del 
sustrato. Ralmbault y Alazard {34) Informaron Que en 
fermentaciones con Inoculas excesivos, muchas esporas no 
germinaban por lo que para cada proceso debera de determinarse 
el nivel Optimo de lnoculaclon, el cual varia de io6 a 
io7esporas/g de sustrato (34). 
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- Humedad 

El contenido ce agua del medio de cultivo se ajusta según 
\os reauerlmlentos de el o los microorganismos (12). Cuando et 
porclento de agua es muy bajo, los microorganismos no puecen 
crecer adecuadamente. al centrar lo cu~ndo el porclento ce agua es 
muy alto los espacios vaclos entre las partlculas se llenan 
de agua, desalojando el aire y provocando dlsmlnuclon del 
oxigeno en la masa, lo cual favorece la contamlnaclOn 
bacteriana (36). 

- Temperatura 

E 1 rango de temperatura comónmente usado en FMS es de 20 
45'C (45) y este rango depende del microorganismo utl !Izado. se 
ha Informado Que las altas temperaturas Inhiben la germlnac\On 
de esporas, pero no afectan significativamente el desarrollo del 
mlcel lo si no alcanzan valores extremos (34,36). 

- Forma y tama~o de las partlculas del sustrato 

Durante el proceso de FMS el oxigeno es esencial, y para 
el lo debe de difundirse en las capas acuosas que rcdean a· l~s 
partlculas sol Idas o penetrar en los poros del sustrato. Por 
10 Que el tamano y la forma de las partlculas determinan el 
grado de porosidad (33); se sugiere aue la fracclOn porosa o 
los espacios 1 lbres deben llegar por lo menos al 30% del volumen 
total en lo FMS (12). 

- Alreac!On y agltaclon 

El volumen de alreac\On del cultlvo depende de la 
naturaleza del sustrato oue se emplea, asl como del 
requerimiento de oxigeno para la s\ntes\s del producto (29). La 
transferencia de oxigeno entre las partlculas depende de los 
espacios l lbres. la alreac\On y la a.gltaclOn o me:!.clado, 
cuando los espacios vaclos son menores: sin embargo, estas 
operaciones son Indispensables para el !minar et calor metabOl lco 
y el C02 producidos en el crecimiento y reabastecer con aire 
fresco los espacios libres (12). 

- pH 

Otro factor Importante en los procesos de FMS es usar med los 
de cultivo con un pH acldo. Normalmente se trabaja en un rango 
de 3 a 4.5 por ser el mas adecuado para el crecimiento de los 
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hongos filamentosos, ademas 
bacteriana. 

de i im 1 tar 1 a contam 1nac1 On 

Al Inicio de la fermentacton y con el crecimiento 
exponenclal del micelio se observa una rapioa dlsmlnlclon del 
PH del medio de cultlvo, dependiendo de las cantidades de urea y 
sales de amonio que Intervengan en la fermentaclon. Se na 
Informado que la urea estlmula el desarrollo füngtco cuando 
representa e 1 40 o 50% de 1 n 1 trOgeno to ta 1 ( 34). Las sa 1 es de 
amoniaco permiten acidificar rApldamente el medio de cultlvo y 
de esta manera se el lmlna la necesidad de controlar el PH (29). 

25 



MATERIALES Y METODOS 

3.1. FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO (FMS) 

3.1.1 MICROORGANISMOS 

Se emplearon dos cepas de hongos f I lamentosos a f In de 
comparar resultados, éstas fueron: La cepa CH4 Identificada 
como Asperg/ //us nlger, proporcionada por el Dr. Carlos 
Huitrón del Oepto. de Blotecnologla del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas de la UNAM (42); fué empleada como 
cepa control de crecimiento, ya oue creció bien en la pulpa de 
café sin ser probada previamente en el medio selectivo 

La cepa V:33A25 Identificada como Penlcllllum 
roquefort/! proporclonada por el Oepto. de Blotecnotogla de la 
UAM-1.; fué seleccionada de una serle de alslados de la flora 
natural presente en granos, flores, frutos y pulpa del café, de 
la reglón de Xtco, Ver. (37). Esta cepas fué seleccionada por 
su alta· capacidad para meta.bol Izar la cafelna en un medio 
1 1QU1 do, en donde 1 a On 1 ca fuente de n 1 trOgeno fué 1 a 
cafelna, asl como por su alta esporulac!On. Fué el 
microorganismo alslado No.33 purlf lca.do y conservado en un medio 
A con extracto de café (40 g/J) a 25'C (2). 

ó.1.2. MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS 

Ambas cepas fueron conservadas en un medio de agar-extracto 
de café (40 g/I) Y sales minerales (KH2P04 1.3g/I: 
Na2HP04 0.129/I; MgS04 0.30g; CaCIS12 0.30g/\) con agua 
corriente pH 5.6 Incubadas a 25ºC y almacenadas a 4'C 
3.1.3. PREPARACION DEL INOCULO 

La suspensJOn de esporas para la lnoculaclOn se obtuvo en 
matraces de 250 mi con 17 g de masa sol Ida. El medio estA 
const 1tu1 do por 20g de har 1 na de yuca, 1 g de KH2Po4 o. 5g de 
urea; 2g de (NH4)2S04; 0.5g de CaCl2; 7.5g de agar en 
500 mi de agua a pH 5.6. El medio se esterlllzO en autoclave, 
se Inoculo con las esporas de un tubo lncl lnado del 
microorganismo, y se Incubo por una semana a temperatura 
ambiente. 

3.1.4. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE ESPORAS 

Al matraz con desarrollo de esporas se le adicionaron 100 mi, 
de agua destl lada y estérl 1 y de 2 a 3 gotas de Tween 80; se 
agito mecAnlcamente por 25 mln y la suspenslOn obtenida se 
fl ltrO a través de una gasa para el !minar el mlcello. La 
concentración de esporas se estimo por cuenta microscópica 
directa, usando una camara de Neubauer. 
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3.1.5 CUANTIFICACION DE ESPORAS Y CANTIDAD DE INOCULO 

De la .suspenslon de esporas anterior, se hl::o una di luclOn 
1:25 con agua destilada, y se homogenlzo perfecta~ente. Se 
procedió a llenar la cá.mara de Neubauer con esta suspensión 
usando una p 1 peta Pasteur; e 1 conteo se rea 1 1 zo tomando l O 
cuadros al azar y observa~do al microscopio con el objetivo de 
40x; se obtuvo un promedio de esporas por cuadro, este promedio 
se multlpllc6 por el factor de convers1on 2sx1025 y por la 
di luclon hecha Inicialmente, obteniéndose una concentraclOn 
conocida de esporas por mi de.suspensión. 

Usualmente un solo matraz proporciona aproximadamente 
4x1010 esporas que es suficiente para Inocular 2Kg de sustrato 
sOl Ido (34), 

La concentrac\On de esporas necesaria para la fermentación 
se calcula considerando la cantidad de gramos de sustrato en 
peso seco en el medio. La concentraclOn óPtlma de esporas por 
gramo de substrato es de 2x107 (34). 

3.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 

3.2.1. FERMENTACION EN MEDIO LIQUIDO 

El primer paso fué la selección de ta cepa Que presentó 
mayor degradación de la cafelna en medio 1 touldo sintético 
compuesto por cafelna pura como ~nlca fuente de nitrógeno 1 

sacarosa como fuente de carbono y una soluclon mlneral. 

Se empleó el método espectofotométrlco para la 
determlnaclon en la degradación de cafelna as! como la 
selectlvldad de las cepas por dicha fuente de nltrogeno. 

3.2.2. FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO (FMS) 

En el proceso de fermentaclOn sOllda se emplearon dos 
medios de cultivo a fin Ce comparar el comportamiento de los 
microorganismos uno de el los conteniendo fuente de nitrógeno 
mlneral y otro sin contener fuente de nltrOgeno mlneral. 

ComposlclOn del medio A sin fuente de nltrogeno mlneral 

Por cada 100 g de pulpa de café seca. mol Ida y tamizada 
(mal la 35/-45) se anadleroo 

KH2P04 
MgS02 
Na2HP04 

1.95 gr. 
0.45 gr, 
o. 18 gr, 

Siendo en este caso el sustrato quien proporciono al medio la 
única fuente nltrOgeno. 
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Composlc!On del medios con fuente de nltrOgeno mineral 

Por cada 100 g de pulpa de café seca, molida y tamizada 
(mal la 35/45} se añadleroo 

KH2P04 
(NH2J2CO 
NH2S04 

5.0 gr. 
3.5 gr. 
7.5 gr. 

En este caso la urea y el sulfato de amonio fueron la fuente 
de nttrOgeno en Igual proporclOn Que la cafelna (38). 

En ambos casos las sales minerales se disolvieron en 
cantidades aprooladas de agua corriente para tener el contenido 
de humedad requerido para la fermentacton . Tomando en cuenta 
que la pulpa de café secada al sol posee una hómedad del 10% y 
considerando los constituyentes sol Idos del medio mineral asl 
como de la pulpa de café necesaria, se calculo la cantidad de 
agua requerida para que el sustrato tuviera una humedad Inicial 
del 70%. 

Con la mitad de esta cantidad de agua se prepara la soluclOn 
mineral y la otra mitad se añadlo a la pulpa de café para 
formar una pasta. Se esterl 1 izo en autoclave a 121'C por 15 mln 
para evitar toda contamlnaclOn posterior por la mlcrof lora 
presente en la pulpa de café, 

La pulpa de café Impregnada y ester! 1 Izada se enfrlO y se 
le anadlo la so\uclOn minera!, se Inoculo con las esporas 
en suspenslOn a una concentrac!On de 2.7x107 esporas/g de 
SPS, se homogenl:O perfectamente y se procedlo a preparar las 
columnas 

3.3. METODO DE CULTIVO 

El medio sol Ido Inoculado se repartlO en los lncubadores 
(columnas} a razon de 20 g/columna, colocandose en banas 
maria con termostatos a 25 y 35·c. Los lncubadores fueron 
aireados con aire saturado de agua a un flujo de 4 l/h/columna 
real l:Andose una cinética de fermentación a las O, 24, 30, 
35, 40.45,48 y 50 horas. con determinaciones de humedad, pH y 
cafelna por el método de HPLC. 

3.3.1. DESCRIPCION DEL EQUIPO 

El sistema de lncubaclon consta de un humldlf lcador Que 
tiene una entrada de aire y una columna de vidrio con 3.6 cm de 
dlametro y 16.5 cm de altura, la cual contenla el medio sol Ido 
. En la parte Inferior y superior se colocó algodon y papel 
fl ltro para evitar contaminación y condensac\On durante la 
fermentaclon 
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Las columnas se mantuvieron a temperatura controlada en un 
bano de agua de convexlon forzada. La f Jg. 4 muetra el 
eQulpo de lncubaclon. 

3.4. CONOICIONES DE FERMENTACION 

La concentraclOn de esporas empleada fué de 2.7x107 
esporas/g de sustrato, las columnas se empacaron con 20 g de 
sustrato Inoculado, el tamano de partlcula uti ! Izado fué la 
fracclOn obtenida en la mal la 35/45, las columnas fueron 
aireadas a razón de 4 l/h/columna e lncubad.?.s en un bal'lo 
mar 1 a a 25 y 35 ·e rea 1 1 :Ando se una e 1net1 ca de fermentac 1 On 
de O, 24, 30 1 35, 40, 45, 48 y 50 horas. 

E 
E 
o 
o .. 

., 

tt 

:• 

algodón 

---------------- papel filtro 

----------- sustrato inoculado 

---------- agua 

Fig. 4 • Equipo de incubacion 
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3. 5. TRAT AM 1 ENTO DE MUES TRAS 

En los tiempos determinados se 1 levo a cabo el muestreo. 
tomando una muestra de cada columna de fermentaclOn . El 
producto fermentado se homogenlzo y se sometlo al tratamiento 
Indicado en el esquema de la flg 5 

l::_C:~':7º~~-u~~-~~~J---> 

i ,,, .. T ,=,, ... , 1 

~e :::m::'.u_:e:_:s~t_:_r_:ªJ"-------'> 

1 
Estufa a 105'C/24hj 
Peso seco 

íültra--turrax ----

e 
1 mln a 20 000 rpm 

> 

con 50ml de agua destilada. 
l Med 1 da de pH 

Calentar a ebul llc\On por 10mln 
adicionando 25 mi de agua destl lada 
para extraer cafelna. 

Fl ltrar en cal lente con papel f l ltro 
No. 41 lavar con agua cal lente y 
aforar a 100 mi. 

Inyectar al HPLC 5~1 del estandar de 
cafelna as\ como de las muestras. 

flg.5 Diagrama de tratamiento de las muestras de productos 
fermentados para su anallsls. 
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3.6. ANALISIS DE LAS MUESTRAS 

3.6.1. DETERMINACIDN DE HUMEDAD 

El contenido de humedad se determino por el método 
gavlmétrlco en 5 g de muestra perfectamente homogénea. 

3.6.2. OETERMINACION DE pH 

Para la determlnac!On del pH. se tomaron 5 g de muestra 
homogenea, se colocaron en un vaso de pp. al cual se le 
adicionaron 50 mi de agua destl lada, se homogenlzo en 
Ultra-Turrax durante 1 mln aproximadamente a 20 coa rpm quedando 
una suspenslOn acuosa a la cual se le determino el pH en un 
potenclOmetro previamente cal lbrado, con soluciones estandar de 
buffer de pH 4 y pH 7; se empleo un electrodo de calomel marca 
CORNING obtenlendose la medición directa del pH. 

3.6.3. DETERMINACION DE CAFEINA 

La determlnaclon de cafelna se real IZO por et metodo 
del HPLC (16). se preparo una soluclOn estandar de cafelna 
(SIGMA) con una concentraclOn de 1 mg/ml (la cafelna se 
disuelve en cal lente). 

PreparaclOn de las muestras: se tomaron 5 g de la muestra 
fermentada y homogenea, se coloco en un matraz de 125 mi 
conteniendo 50 mi de agua destl lada se mezclo en un 
Ultra-Turrax durante 1 mln a 20 ooo rpm, posteriormente se 
ca lento a ebu l l lclO por 10 mln para extraer lacafelna 
presente en la muestra. Finalmente la soluc!On obtenida se 
fl ltro en papel Watman No 41, se lavo el fl ltrado y se aforo 
a 100 mi con agua destl lada. 

Para su cuantlflcaclOn se utl 1 Izo un cromatografo de 
1 IQuldos marca Waters modelo 740, eQulpado con un Inyector 
automAtlco de muestras y un sistema de deteccton de luz uv a 
254 nm. la columna empleada fué BONDAPAK e de sil lea de, 30 cm. 

La fase movl 1 estuvo constituida por 80% de una soluclon 
de Acldo acético al 1% utl 1 Izando agua des-Ionizada y 20% de 
Metanol marca MERCK para HPLC. El 6cldo acético al 1% y el 
metano! fueron filtrados por filtros Mllllpore antes de ser 
colocados en el cromatografo 

La cromatografla fué corrida a 25·c a una veloclda de f luJo 
de 1.5 mi/ mln y un volumen de JnyecclOn de muestra y estAndar 
de 5 ,1'1 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. SELECCION DE CEPAS 

De los 350 microorganismos alslados de muestras procedentes 
de Xa 1 apa Ver 1 y de Soconusco Ch 1 s. pr 1ne1pa1 es reg 1 enes 
cafetaleras de México, se preselecclonarOn a cepas con alta 
capacidad de degradar la cafelna (en un 60 a 100%); dicha 
pres e 1ecc1 On se rea 1 1 zo en un med 1 o 1 1qu1 do en e 1 cua 1 1 a 
cafelna fué la ~nlca fuente de nitrógeno a fin de encontrar 
las cepas que presentaran mayor capacidad de degrad~r la cafelna 
en un medio sintético. Con respecto a la cuantlflcaclOn de 
cafelna ésta se determinó por un método espectrofotométrlco, 
siendo el espectro de absorclOn de la cafelna de 272 a 276 nm 
cuando se encuentra en un rango de 10 a 25 mg/I por lo que puede 
decirse que el método empleado es especifico conflable y 
sencl 1 lo, pero sin olvidar QUe el método de anal lsls en HPLC es 
aün m~s facl 1 de manejar y mucho mas preciso cuantificando 
rangos de concentraciones micrométricas de cafelna. 

Los resultados de esta selecclón se reportan en la tabla v. 
en donde podemos observar Que de estas a cepas seleccionadas, 3 
son provenientes de muestras de Veracruz y 5 de Chiapas. Todas 
las cepas degradaron la cafelna en mas de un 60%. En cuanto a 
la evolucl6n del pH, se nota QUe a excepción de las cepas de 
Penlcl 11/um sp.; A.'fumlgetus y A.nlger las cuales poseen un 
pH f 1na1 muy ba Jo, todas 1 as demas tuv 1 e ron un pH f 1na1 super 1 or 
a s. 

Las 8 cepas probadas en medio sintético toler~ron una 
concentración de cafelna de 1.2g/I. De este anal lsls se 
destaca que una sola cepa la V33A25 Identificada como 
Pen/cl 11/um roque'fortll consumió el 95.25% de la cafelna en 
médlo 1 lquldo sintético en 5 dlas de fermentación a 2s·c, 
presentando una velocidad de degradación de 0.126 mg de 
cafetna/ml al dla. Por lo que fué la cepa seleccionada para 
emplearla como referencia en el proceso de FMS. Ademas de ser una 
cepa reportada en la blbl lografla como degradadora de cafelna 
(38). 
En esta etapa del trabajo partlclparon:TreJo. M-R; Aqulahuatl 
M-L: Salas J y Nava G. 
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CEPA 

V 12A25 

V 26A25 

V33~5 

c16A25 

cw625 

Cll B25 

C23B25 

Cl7B25 

TABLA v. LISTA DE HONGOS FILAMErnosos COfl ALTA CAPACIDAD PARA DEGRADAR 

CAFEIHA rn Utl MEDIO LIQUIDO. CONDICIONES DE CULTIVO a 25ºC, 

pH 5.6, 150 rpm y 1.2 g/l de cafeína como única fuente de nitrógeno. 

NOMBRE % CONSUMO DE CAFE HIA pH FltlAL VELOCIDAD DE DEGRADACION 

---·-·------·-·--· mgf_.m]/_dí.a 

As~w:Yza.e... 77. 75 6. 7 0.157 

.Ee nki1Ll.!!rn l PJ 62 .13 7 .2 0.126 

Penicill iu111 rl!JlY.~foxJti _9~ 6.5 0.126 

Pentc~m ~P .... 61.66 2.5 0.123 

.{fülJ!L!lillJ¡S. fJJnli!Htt~ 69.60 6.1 0.119 

fil.PCL!li 11 us ~P~ 70.66 6.3 0.120 

B~w1!illu~ nJge.r.. 63.58 3.4 O.JOB 

l\s.JlWli.llici {lJJD.i!la_tJls. 60.50 2.4 0.103 

N 
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4,2, CINETICA DE LA OEGRADACION DE CAFEINA POR FMS 

Como ya se menciono ademas de la cepa V33A25 
Identificada como P. roquefortll se trabaJO tamblCn, como 
control de crecimiento, con una cepa Que tuviera un buen 
crecimiento en un medio 1 ÍQUldo conteniendo pulpa de café, pero 
Que no hubiera sido probada en el medio selectivo por 10 que se 
ellJIO la cepa cH4 Identificada como Asperglllus nl9er 
comunmente utl 1 Izada en el laboratorio de blotecnologla de la 
UAM-1 para la producclOn de pectlnasas, a fin de comparar las 
cinéticas de crecimiento de ambas cepas sobre pulpa de café en el 
proceso de FMS. 

4.2.1. DEGRADACION DE CAFEINA POR P.roquerortl EN FMS 

Para este estudio se utilizo un medio A en el cual la pulpa 
de café mol Ida y tamizada fué la Onlca fuente de carbono y de 
nltrOgeno adlclonandole solo sales minerales sin nltrogeno. 
Los resultados de esta fermentaclon se reportan en la tabla VI. 

En donde se observo que el pH lnlclal es de 4.3. Oespues de Ja 
germlnaclOn de las esporas (12h) y a la primera muestra se noto 
~ue el pH se acldlf lca 1 lgeramente bajando hasta 4.0. A las 40 
horas de fermentación el pH aumento drastlcamente y alcanzo 
valores de 7 al flnal de la fermentaclOn. 

Por el contrario la humedad del sustrato fué aumentando 
gradualmente y paso de 70 a 75% proporclonAndole un 5 % de 
humedad al producto fermentado. 

Durante la FMS el hongo se desarrollo bien sobre la pulpa de 
cafe, determlnandose por HPLC Que Ja degradac!On de cafelna 
se Inicio a partir de las primeras 24h, (considerando que la 
concentraclOn de cafelna presente en la muestra de tiempo cero 
es de 6.56 mg de cafelna/g de pulpa p.s. y ésta fue considerada 
como el 100% de cafelna presente en la pulpa de café), la mayor 
cantidad de cafelna fue hldrol Izada a las 35h de fermentaclOn 
presentandose el 96% de cafelna hidro/ Izada despues de las 40h 
de fermentaclOn de tal manera Que la fermentaclOn podrla 
detenerse entre las 40 y 50 horas. 

SI se compara la degradaclon de cafelna con los valores 
del pH ambas en función del tiempo flg.7 podemos notar que 
cuando el pH alcanza el punto m6s bajo de acidez éste 
corresponde a la mayor degradaclon efectiva de cafelna 
presente en la pulpa de café y en los tiempos siguientes esté va 
elevandose gradualmente comforme se el/mina la cafelna 
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TABLA VI. CINETJCA OE LA OEGRAOACJON DE CAFEINA POR Pcnicilllum roquefort! i. 
"Medio A" a 25°C sin nitrógeno mineral. 

Tiempo Concentración pH Humedad Cafeína 
(h) (mg de cafe{na/g de pulpa p.s) (%) (%) 

o 6.56• 4.30• 70.G2• 100.00 
0.02•• o.oo•• 0.18 .. 

24 5.81 4.30 71.18 BB,57 
0.01 0.03 0.24 

30 3.72 4.31 71.99 56,71 
0,06 0.03 1.03 

35 1.05 4.00 73.00 16.00 
0.00 0.01 0.31 

40 0.25 6.03 74.50 3.19 
0.01 0.06 0.71 

45 o.os 6.80 74.98 0,76 
0.02 o.is 0.26 

48 0.03 6.93 75,04 0,45 
0.00 o.os l.34 

so 0.01 7.08 75,35 0.15 
o.os Q,03 0.09 

•Media 

0 Desviec16n Estándar 
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De esta observación se puede decir que la evaluaclOn del 
pH podrla ser un Indicador Indirecto en la degradación de la 
cafelna durante el proceso de FMS. 

En la flg.6 en donde se reportan los cromatogramas obtenidos 
de Jos anal lsls en HPLC de las muestras fermentadas, se observa 
muy evidentemente la dlsmlnuclOn de la cafelna, a partir de 
las 24h, desapareciendo completamente del cromatograma a las 48h. 

4.2.2. DEGRADACION DE LA CAFEINA POR A.n/ger EN FMS 

Para real Izar un control de crecimiento sobre pulpa de café 
de P. roquefort 11 se emp 1 eo una cepa no probada en e 1 med 1 o 
se 1ect1 vo en este caso A. n I ger, ut 1 1 1 zando 1 as m 1 smas 
condiciones de FMS Que para el experimento anterior. El único 
parAmetro Que cambió en este caso fué la temperatura de 
lncubaclOn, para A. nlger la cual fué de 35'C. 

Los resultados obtenidos de la cinética de fermentación se 
reportan en la tabla VI 1. Se observo c:iue el pH se mantuvo en un 
rango de 4.0 a 4.5, obtenlendose un desarol lo pobre de la cepa 
sobre la pulpa de café sin presentar el lmlnaclOn de la 
cafelna, Jo cual se esperaba, ya Que la cepa se usounlcamente 
como control de crecimiento en la pulpa de café. La humedad del 
sustrato aumento de una manera slml lar al experimento anterior. 

4.3. FMS DE LA PULPA DE CAFE ADICIONANDOLE NITROGEND MINERAL 

En ros dos exper !mentes anter lores se observó que 
Penlcllllum roquefortll degrado la cafelna presente en la 
pulpa de café cuando en el medio de cultlvo no exlstla fuente de 
nitrógeno mineral y aue Asperglllus nlger no degrada la 
cafelna presente en la pulpa de café ya Que su desarrollo sobre 
la pulpa de caf~ en la FMS fué muy pobre. Por lo aue se QulzO 
saber s l 1 a ausenc 1 a de fuente de n 1 trOgeno en e 1 med lo provoca 
la falta de crecimiento de A. nlger y saber de QUe manera estas 
condiciones en el medio lnflulan en P. roauefortll. En dicho 
caso el medio de cultlvo de ambas cepas fué 1 Imitado por la 
ausencia de nutrientes nitrogenados. 

Por ro c:iue se determinaron los efectos de crecimiento y 
degradación de cafelna en ambas cepas, al adicionar una 
fuente de nitrógeno minera! en el medio de cultlvo ademas de el 
proporcionado por la pulpa de café. 
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TABLA VII. CINETICA DE LA OEORADACION DE Cf\l<~EINA POR Aspergillus niger. 

"Medio A" a 3SºC sin nitrógeno mineral 

~-----------···-· ,._ ·-···----------------------------
Tiempo Concentración pll lh1müdnd Cnfeínn 

(h) (mg de cufeinn/g de pulpo p.s) (%) (%) 

o 5.83 • 4.20* 70,02 100 
0.01 •• 0.03•• º·ºº .. 

24 5.82 4,61 74.7'7 100 
0.13 0.01 O.OG 

30 5.83 4,50 74.77 100 
0.21 o.oo 0.21 

40 5.87 4.30 75.00 100 
0.15 0.06 0,13 

45 5.80 4.10 75.49 100 
0.18 0.03 0.05 

48 5.69 4.00 79.05 100 
0.32 0.01 0.02 

50 5.69 4.00 79.65 100 
o.og 0.02 0.14 

'--------------------.------·- ........ _, _____ ._ ....... ----------· 

•Media 

.. Desviación estándar 



Se emplearon las mismas cepas y ur1 medio de cultivo 6, el 
cual contenla una fuente de nltrOgeno mineral a base de urea y 
sulfato de amonio. La pulpa de café con la solucton mineral, fué 
sometida a un pretratamlento t~rmlco a 121·c en autoclave por 15 
mln y después se Inoculo con una suspensión de 2x107 
esporas/g SPS. 

4.3.1. DEGRADACION DE CAFEINA EN PULPA Dó CAFE CON NITROGENO 
MINERAL POR Pan/el 11 /um roquefort I 

Una vez llevada a acabo la cinética 
este nuevo medio de cultivo y bajo las 
fermentaclOn empleadas en el medio A 
resultados reportados en la tabla VIII. 

de fermentac\On con 
mismas condiciones de 

se obtuvieron los 

Se puede observar que el pH sublb de Inmediato una vez de 
QUe las esporas germinaron, es dectr despues de 12 horas, para 
alcanzar valores desde 4.7 a 7.2 en las primeras horas de 
fermentaclOn manteniéndose asl durante toda la cinética. 
Con respecto al desarrollo del hongo sobre la pulpa de café, por 
observaciones mlcroscOp\cas 1 se puede decirse oue P. 
roQuefortll creclo bien Invadiendo toda la superficie libre de 
la pulpa de café, sin presentar ninguna dlsmlnucuón de la 
cafe1na. 

Lo Que significa Que el hongo prefirió emplear et 
nitrógeno minera! para su metabol lsmo y no la cafelna de la 
pulpa de cafe, Por lo Que podemos decir Que para la degradacJOn 
de la cafelna presente en la pulpa de café no debe adicionarse 
fuente de nitrógeno mineral al medio de cultlvo, obligando asl 
al microorganismo a utilizar los carbohldratos y pectinas como 
fuente de carbono y a la cafelna como fuente de nitrógeno 
para su crecimiento. 

4.3.2. OEGRADACION DE CAFEINA EN PULPA DE CAFE CON NITROGENO 
fAINEAAL POR Asperg/llus nlger 

Los resultados obtenidos en la cinética de A. nlger en el 
medio B con fuente de nltrogeno mlneral son reportados en la 
tabla IX. 

Se comprobo que el crecimiento de A. nlger si depende de la 
presencia de una fuente de nltrogeno en ef medio, los valores del 
pH presentaron un cambio radical en las primeras 24h de 
fermentacton manteniéndose constante posteriormente. La humedad 
aumento durante la fermentaclOn, proporclonandole una gran 
humedad al producto final. Empleandose esta cepa unlcamente como 
una cepa comparativa negativa, en la degradación de la cafelna 
presente en la pulpa de café. 
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TAOl.A VIII. CitlETICA OE LA DF.GRAOACION OF. CAFF.INA POR Pcnicillium roqucfortii. 

"Medio B" a 25°C con fuente de notrógeno min~rnl 

'l'icmpo Concentroción pH Humedad Cafeínn 
(h) (mn de cnfcfnn/r. de pulpn p.s) cr.i ('X.) 

o 6.sa• 4.61• 71.21• 100 
0.21 .. o.oG•• 0.19 .. 

24 6,05 7.22 74.04 100 
O.ll 0.12 o.os 

30 6. 59 7.10 75.48 100 
0.02 0.07 0.21 

40 6.12 7.20 76.02 100 
0.07 0.01 0.06 

45 6.52 7.32 76.19 100 
0.03 º·ºº 0.15 

48 6.33 7.00 76.29 100 
0.12 0.27 0.15 

50 5.96 7.31 76.51 100 
0.06 0.13 0.20 

• Media .. Desviación Estánd;:ir 



TABLA IX. CINETICA DE LA DEGRADACION DE CAF'F.JN/\ POR Aspcrr,l l l11s ntger. 

"Mt:dioOº a 35ºC con fuente de nilrógeno mineral. 

1-·--Tlcmpo Concent.rnc l tm pll llumc1ln1l Curufrm 
(lo) (mg du cufciuo/g de ¡1ulpu p.s.) (%) (%) 

o 4.66* 4.60• 70.19* 100 
0.31*• o.oG•• 0.01•• 

24~ 4.97 7.10 72.2G 100 
0.13 0.12 0.06 

30 4.62 7.13 72.61 100 
0.21 0.04 o.:u 

40 4.26 6.73 76.49 100 
0.19 0.07 0,91 

45 5.96 6.80 79.92 100 
0.18 0.23 0.41 

48 s.00 6,92 77 .GO 100 
0.10 0.09 1.06 

50 5.70 7.00 78.23 100 
0.13 0.03 0.26 

*Media 

•• Desviación Estándar 



4.4. COMPARACIONES DE CRECIMIENTO 

Analizando los cuatro experimentos anteriores podemos 
establecer dos tipos de comparaciones en donde se confronten los 
resultados obtenidos para ambas cepas con cada medio de cultivo. 

4.4.1. P. roquefort/ y A. nlgor SIN 
FUENTE DE NITROGENO MINERAL 

En la flg,7 se reportan las cinéticas de la degradaclOn de 
la cafetna asl como los cambios presentados en el pH durante 
la cinética de la FMS sobre pulpa de café por las dos cepas de 
hongos fl lamentosos A.nlger y P.roquefortll 

En esta grAflca se puede apreciar que la cepa V33A25 
Identificada como P.roquefortll logró una completa 
degradaclOn de la cafelna presente en la pulpa de café 
cuando crece sobre un medio de cultlvo A sin fuente de nltrogeno 
minera!; dicha degradación fué acompanada por un cambio muy 
marcado en el pH. Mientras Que la cepa CH4 Identificada como 
A.nlger y baJo las mismas condiciones de cultlvo en FMS sobre 
pulpa de café no logro un buen desarrollo por lo que no presento 
ninguna degradación de la cafelna en la pulpa de café 
CFlg, 7). 

En 1 a m 1 sma f 1 g. 7 se puede aprec lar 1 a d 1 fer ene 1 a que 
exlstlO en las dos cinéticas obtenidas de A.nlger y de 
P.roquefortll. En el primer caso no hubo crecimiento ni 
degradaclOn de la cafelna: por consecuencia los valores de pH 
y de la concentraclOn de la cafelna se mantuvieron 
constantes. Al contrario en el segundo caso et hongo creclO y 
las cinéticas de pH y del consumo de la cafelna cambiaron de 
una manera muy drAstlca. Por lo anterior y debido al 
crecimiento del hongo sobre un medio sin fuente de nltrOgeno 
mineral, se conf lrmO que P.roquefortll posee un compleJo 
enzlmAtlco con poslble capacidad de transformar la cafelna de 
ta pulpa de café en urea y meta.bol Izarla durante el proceso de 
FMS, por lo Que se puede considerar a el pH puede ser un 
parAmetro Indirecto para seguir la degradaclOn de la cafelna 
por FMS sobre pulpa de café . 
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4.5. CONDICIONES UNICAS DE LA DECAFEINIZACION 
DE LA PULPA DE CAFE POR FMS 

En la tabla X. se reportan las condiciones únicas QUe deben 
emplearse oara la el lmlnaclón blológlca de la cafelna 
presente en la oulpa de café. 

Para el proceso de FMS se utl 1 Izó pulpa de c"'fé seca y 
mol Ida, Se reoort"' en la misma tablo lo comooslclOn de lo 
solución minero! Que se ano.dio; esta soluclOn no debe de 
tener sales mlnerales nitrogenadas. 

de 2~~ 0~u !~~o~=s~~ f~P~:et~~~a~: ~~º~~~~~: ~n co~e u~~us:~sp~~s l ón 
humedad Inicial del sustrato a 70"· Oespues de Inoculado el 
sustrato, se Introdujo en reactores de tipo columna en las 
condiciones de:.crltas en la tabla>'. 

TAOLA x. COllOlClOUES U/11CA5 rAllA LA OECAf"Ell/lZAClOll fJE LA f'ULrA DE CAFE 

Sustrato Pulpa de cfa6, occn molldn y lamizndn (mnlln35/11S) 

V,ll;,1'0<1 l,'l'i r./JOO¡~ ol,. p11lp11 11 0 t1, 

M¡~i04 O,•lt> 1•./llMltt •I•• pulp11 lloll. 

llall
2

Po4 0.10 ~/lOOg de pulpa p.a. 

~11croorc~nlsmo ~ rnqucíorlll. 

r.onc. de Inoculo 2xtu
7 

cn11orn:i/r. •In mml.rnl.r, p.1:. 

Humedad inlclol 70% empleando ar.un corrlenlc. 

pll tuichl 41.3 

Tempero tura 25°C 

Trotmnie11lo <lo Muestra: Se adlclono al suotroto el n1eUlo mineral, prcv1a

mcnle difluel to en cantldodco npropi:idoR de sgun rJtJro 

proporclo11ur n éillr? u11n humcd:ul o1~1 110X, 

Se cslcrlllzo el medio a l21"C por 15 min se enfrln y se 

1ln1tlrlr.n J:i r1111l l1l111l •I•! 1•n¡ir.1·1111 1•r1rn uhl1.•11"r 11n.·1 r-<1nr.. ,¡., 
2x10.,esporoa/g <l!! ausl.rolo p.n. y se ojuslo Ja humetJod ol 

70% 

Condiciones Je Cultivo: Lo mucstr·n lrnLutJa se coloco en columnnll de fcrmm1locl6n 

a razón de 20 al cotumnn y ae Jneuba en bailo marJn de 25 11 C 

cnn un11 ntr~itcirin 1ln '1 l/h/r.0Jum11ri, rl11rnnlr> '11) h 



CAPITULO V 

CONCLUSION::s 

En la FMS Penlc/11/um roquefort/! A25v33 degrada la 
cafelna presente en la pulpa de café en casi un 99.95% siempre 
y cuando no se le adicione al medio de cultlvo fuente de 
nitrógeno mineral. 

La cepa de Penlcll/lum roquefort// presento una alta 
selectlvldad para consumir el nitrógeno presente en la cafelna 
y no el nitrógeno protélco de la pulpa de café. Por lo que la 
FMS es un proceso exelente para el aprovechamiento de la pulpa de 
ca fe. 

La evaluaclOn del pH en el medio de cultivo durante la FMS 
de la pulpa de café es un Indicador Indirecto de la degradación 
de la cafelna 

se confirma Que la degradación de la cafelna se debe a 
P. roquefort// y no a procesos enzimatJcos y/o qulmlcos: 
esto se concluye por el control con A. nlger Incubado en 
condiciones ldentlcas. 

El método de anollsls empleado en la FMS CHPLC) 
proporciono datos precisos y evidentes de la degradación de 
cafelna 

La metodologla empleada para la selecclOn de las cepas 
permitió la obtención de una buena cepa degradadora de 
cafelna en FMS. 

La pulpa de café es un excelente sustrato Que presenta 
caracterlstlcas Idóneas para trabaJar en FMS; ya oue es un 
subproducto abundante con una alta retención de agua Que le 
permite mantener fécl lmente del 70 al 75% de hümedad sin 
problemas en la transferencia de oxigeno 

Al el lmlnar la cafelna presente en la pulpa de café 
mediante el proceso de FMS con P. roauefortll a 2s·c ésta se 
transforma en un compuesto con actividad probl6tlca. 

~6 
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