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I. RESUMEN

El cultivo de café representa la principal fuente de
divisas del sector agropecuario en México, siendo los estados
de Chiapas, Veracruz, Oaxaca y Puebla los principales produc-
tores, en cantidades que constituyen aproximadamente el 5% de
la produccién mundial.

En el proceso de beneficiado himedo del café, se generan
grandes cantidades de subproductos, de los que la pulpa de
café es el mAs abundante. La apremiante necesidad de alimen-
tos para una poblacién en constante aumento, ademids de los
problemas de contaminacién ambiental que se agudizan a medida
que se producen y procesan mayores cantidades de café, han
conducido a la biisqueda constante de alternativas para su
mejor utilizacidn.

La pulpa de café, es un sustrato de calidad nutricional
adecuada para alimentacidén de animales, sin embargo su uso es
limitado debido a la presencia de factores antifisiolégicos
como son: la cafeina, fenoles libres y taninos. En este traba
jo se estudid una alternativa de eliminacién biolégica de la
cafeina de la pulpa de café por medio de la actividad de
hongos filamentosos obtenidos en un ecosistema natural y
cultivados en medios de cultivo especificos.

La composicidén de los medios de aislamiento y la tempe-
ratura de incubacién de los cultivos influyeron en la
seleccién de 1los microorganismos. Los medios de cultivo a
base de extracto de café (A) y extracto de café con sacarosa
(B) fueron los mejores para el aislamiento de cepas que degra
dan caFnlpa (cafeinnclAisticas). En cuanto a la temperatura, a
35 °C se aislaron hongos del género Aspergillus p*edomlnante—
mente, constituyendo mds del 70% de los alslamlentos, mien-
tras que a 25 °C se obtuvo una mayor proporcién de otros géne
ros tales como: Penicillium, Fusarium, Geotrichum y Humicola.

Se obtuvo una coleccidén de siete cepas de hongos filamento-
sos muy activas en la degradacidén de la cafeina, de las
cuales dos pertenecen al género Penicillium y cinco al de
Aspergillus.

Por las caracteristicas fisioldégicas y bioquimicas de las
cepas seleccionadas, se concluye que pueden ser utilizadas en
procesos de fermentacidén en medio sé6lido (FMS) de pulpa de
café, para que ésta pueda ser consumida por animales sin
problemas de toxicidad asociados a la cafeina y de paso, deje
de ser una fuente de contaminacién de 1los ecosistemas
cafetaleros.



II. INTRODUCCION

En las dGltimas décadas, el cultivo y procesamiento del café
ha constituido la base de la economia de muchos paises
preductores; sin embargo, en esta agroindustria se generan
también una gran cantidad de desechos, que causan graves
problemas ambientales, a los que en general no se les ha dado
la atencidén adecuada.

Los materiales solubles que constituyen la bebida del café
representan una fraceién muy pequefia del fruto o cereza
siendo dudnicamente 5.8% de su peso, el 94.2% restante lo
constituyen los desechos de procesamiento a que se somete la
cereza desde el despulpe hasta su transformacidén en café
soluble (2Z2uluaga, 1989).

El principal subproducto de la industrializacidén del café
ez la pulpa, que constituye el 40% del peso total del fruto,
y dado su alto contenido de proteina (12-15% de peso en base
seca) se han realizado algunas investigaciones, con el fin de
utilizarla en alimentacién animal (Bressani, 1979). Se ha
demostrado que inicamente puede utilizarse en raciones alimen
ticias (Cabezas et al., 1979) en porcentajes menores de 20%,
debido a la presencia de factores antifisiolégicos, como son:
cafeina, fenoles libres y taninos que limitan su uso en mayor
escala (Adams y Dougan, 1981; Bressani, 1979).

Se han evaluado diversas tecnologias para eliminar estos
factores -antifisiolégicos del café que pudieran aplicarse a
la pulpa, tales como: la descafeinizacién y eliminacidén de
polifenoles mediante extraccién con solventes (Molina et al.,
1974), ensilado (Murillo, 1979) y tratamientos con hidréxido
de calcio o bisulfito de potasio, asi como la combinacién de
éstos con procedimientos fisicos como extrusién, calentamien-—
to y secado entre otros (Gémez, 1978). Los resultados han
demostrado que casi todos los métodos son poco efectivos o de
costo elevado, por lo que no se consideran adecuados para su
utilizacién industrial.

Una alternativa de destoxificacién de la pulpa de café, es
la degradacién bioldgica de la cafeina, posibilidad que se
basa en el hecho de que en la naturaleza existen una gran
diversidad de microorganismos, con capacidad para descomponer
casi toda clase de compuestos orgdnicos complejos, como son:
residuos lignoceluldsicos (Roussos, 1985), hidrocarburos, peg
ticidas (Botton et al., 1985) y polifenoles (Black et al.,
1976; Mishustin y EBrofewv, 1966; Shoda et al., 1980; Itoh et
. al., 1980; Takahashi et al., 1981) entre otros.



La cafeina es el componente téxico mis importante en la
pulpa de café, se encuentra en concentraciones de 1~3% en
base seca y se ha reportado como susceptible de ser
metabolizada por algunos microorganismos. Asi por ejemplo,
Bergmann et al., (1962) y Woolfolk (1875) reportaron que
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida respectivamente
tienen sistemas enzimidticos especificos como los de la xanti-
na oxidasa y uricasa para la utilizacidén de metil purinas.

Kurtzman y Schwimmer, en 1971 consideraron el uso de
microorganismos como una alternativa de eliminacién de la
cafeina del café, debido a que encontraron cepas de Bacillus
coagulans, Penicillium roquefortii y algunas especies de
Stemphylium sp. con capacidad para degradar la cafeina en
medios de cultivo especificos a base de infusiones de café,
donde ésta fue utilizada como tnica fuente de nitrégeno, en

" presencia de sacarosa.

En 1972, Schwimmer y Kurtzman reportaron un proceso de
descafeinizacidén con Penicillium crustosum (cepa NRRL 5452)
en infusiones de café con cantldades promedio de cafeina de
0.45-0.59 g/l.

Pefialoza et al., (1985); Guzmén, (1983) y Aguilar, (1983)
realizaron estudios de fermentacién sdélida de la pulpa de
café con una cepa de Aspergillus niger, a fin de evaluar el
posible mejoramiento de su valor nutritivo, en los que se.
reportd el enriquecimiento proteinico del sustrato, pero sin
eliminacién importante de la cafeina.

Guzman y Martinez-Carrera (1985), reportaron estudios sobre
el uso de la pulpa de café para la produccién de hongos
comestibles (Pleurotus ostreatus), en los que al final del
proceso observaron una disminucién en el contenido de cafeina
de la pulpa. Sin embargo, ésto se atribuyé a la solubiliza-
cién y lavado de sustancias del sustrato durante el proceso
de pasteurizacidn, previo a la inoculacién del hongo mas que
a la degradacidén bioldgica de la cafeina.

Por otro lado, Calzada et al., (1987), reportaron el
cultivo de 26 cepas de basidiomicetos sobre paja de trigo,
pulpa de café prensada y mezclas de ambos sustratos, observan
do .que algunas llegaban a producir abundantes fructifica-
ciones asociadas con wuna disminucién importante en el
contenido de cafeina, fenoles y taninos de la pulpa del café.



Por lo antes expuestoc se propone como objetivo de este
trabajo experimental, el obtener una coleccién de hongos
filamentosos, aislados de regiones cafetaleras mexicanas que
tengan la capacidad de degradar la cafeina, susceptibles de
utilizarse en procesos de fermentacién sélida (FMS) como una
alternativa de descafeinizacién de la pulpa de café y de
aumentar sus posibilidades de utilizacidén en alimentacién
animal.

Para alcanzar este objetivo, se proponen una serie de
metodologias de aislamiento, purificacidn, seleccidén e identi
ficacién de cepas de hongos filamentosos con esta actividad
especifica.

Una vez chtenida la coleccidén de cepas, finalmente se haran
algunos de los estudios fisiolégicos y bioguimicos necesarios
para seleccionar las cepas itiles en los procesos de FMS.



IIXI. GENERALIDADES

En este trabajo se hizo una revisidén general acerca de los
aspectos de producc10n del café en México y en el mundo para
conocer la importancia de este cultivo, el impacto ambiental
de los desechos que se producen durante su procesamiento y
las perspectivas de utilizacidén de los mismos.

3.1. EL CAFE

El café es el fruto del cafeto, con el que se prepara una
infusién aromatica, estimulante para el organismo, cuyo
consumo se encuentra muy ligado en nuestra sociedad a habitos
alimenticios, por lo gue es un producto de primera necesidad
sin tener cualidades nutritivas. Asi, el café es un preducto
gque proporciona importantes divisas a los paises exportadores
como es el caso de México, en donde desde hace afios esta
actividad ocupa el primer lugar como generadora de divisas
dentro de la exportaCLOnes no petroleras (Marchal y Palma,
1984).

La planta del cafeto, pertenece al género Coffea de 1la
familia Rubiaceae y del orden Rubiales con varios subgeneros,
siendo los mds importantes en términos comerciales:

Coffea arabica, ampliamente cultivada en América Latina,
Africa y BAsia. En nuestro continente se produce en zonas
altas de México, Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua,
Costa Rica, Panamid, Colombia, Venezuela, Ecuador, Paragquay,
Perii, zonas de altitud media de Brasil e islas del Caribe.
Esta especie se caracteriza por ser un &rbol peqgueiio, de
hojas lustrosas no muy grandes, ovaladas y de color verde o
café, T.as flores son blancas o cremosas; las cerezas tienen
forma ovalada que al principic son de color verde, Iluego se
tornan rojas y finalmente negras.

Coffea canephora, también conocida como robusta, se encuen-
tra muy extendida en Africa, Asia, Madagascar y Brasil. Se
trata de un &rbol grande o arbusto con hojas anchas, de
flores blancas o ligeramente rosadas; sus cerezas tienen
forma ovalada y cuando’ se secan se vuelven estriadas.

3.2, DISTRIBUCION GEOGRAFICA ¥ CONDICIONRES BIOCLIMATICAS PARA
EL CULTIVO DEL CAFE

Las dreas de cultivo del café en el mundo, se limitan prima
riamente por temperatura dado que este cultivo es sumamente
sensible al frio y por otro lado no tolera temperaturas mayo-
res de 30 °C, sobre todo en regiones de baja humedad. El café
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Figura 1. Sitios de produccién de café en el mundo.

es un cultiveo que prospera en regiones tropicales con tempera
turas ideales entre 15 y 26 °C, necesita una pluviosidad
elevada de alrededor de 1750 mm/afio y altitudes entre los
1000 y 2000 m.s.n.m.

En general se considera que los suelos 6ptimos para el cul-
tivo del cafeto deben ser profundos, francos, de estructura
granular, bien aireados, con permeabilidad y fertilidad mode-
radas; aunque la especie robusta requiere especialmente
suelos ricos en humus (Clarke y Macrae, 1985).

La localizacién de los principales sitios de produccién a
nivel mundial se presentan en la fig. 1, donde se observa que
este cultivo se encuentra ampliamente distribuido en casi to-
dos los continentes en los sitios que presentan las caracte-
risticas ambientales que requiere, siendo Africa y BAmerica
del Sur, las principales zonas productoras de café en donde
se obtienen mas de las dos terceras partes del café que se
consume en el mundo (tabla I).




A finales del siglo XVII, el café proveniente de las
Antillas fue introducido a México, estableciéndose su cultivo
en diversas regiones del pais, siendo eil la actualidad los
estados' de Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Puebla, San Luis
Potosi, Hidalgo y Nayarit 1los principales productores, tal
como se observa en la fig. 2.

Como se menciond anteriormente, la produccién de café ha
tenido una gran importancia en la economia nacional, asi por
ejemplo en los afios 70 hubo un aumento importante en 1la
produccidén del café debido a los apoyos en la distribucién de
fertilizantes, crédito y asistencia técnica del INMECAFE lo
que se reflejé en un aumento de las exportaciones e ingreso
de divisas al pais (93.1 millones de délares). Sin embargo
con el programa de mejoramiento de los sistemas de cultivo
posteriores hubo aumentos atn mayores en la produccidén, de
3,200, 000 sacos durante el ciclo 1970/71 a 5,100,000 durante
el ciclo 1986/87 que representaron ingresos aproximados de
400 millones de délares (INMECAFE, 1988). En las tablas IT y
III, se presentan los datos de produccién nacional durante
los ciclos de 1979 a 1987.

Golfo de
Mexico

500 Km

€scaLa

Figura 2. Sitios de produccién de café en México.




3.3. PRODUCCION MUNDIAL Y NACIONAL DE CAFE

En los datos presentados en la tabla I,

se puede observar

gque tan sélo para el ciclo 1986-87 se logrd una produccidn
962, 000 sacos (quintales) de
60 Kg, equivalentes a 4, 857, 720 ton de café verde.

mundial de café en total de 80,

Tabla I. Datos de

produccién mundial de café en miles de

sacos de 60 Kg (INMECAFE, 1988)

CICLO AMERICA AFRICA ASIA OCEANIA TOTAL
1975-76 48 278 18 739 5 447 0.645 73 109
1976-77 34 787 19 440 6 029 0.651 60 907
1977-78 46 595 16 542 6 941 0.772 70 850
1978-79 52 504 17 990 7 696 0.751 78 941
1979-80 54 468 18 026 8 517 0.850 81 861
1980~81 55 314 21 427 8 753 0.863 86 354
1981-~-82 67 226 20 110 9 868 0.925 98 189
1982-83 53 241 20 374 8 449 0.654 82 778
1983-84 62-921 17 640 8 485 0.943 90 049
1984-85 59 156 20 578 9 807 0.756 90 357
1985-86 66 266 21 765 9 750 0.806 98 647
1986-87 48 137 21 331 10 588 0.906 80 962

Tabla II. Datos de produccién de café en México por estados
durante los ciclos 1979-1983 (miles de sacos de 60 Kg)
(INMECAFE, 1988).
ESTADO 1979-80 1980-81 1981-82 1982-83
CHIAPAS 1 710 1l 695 1 737 1 464.4
VERACRUZ 1 045 1 100 1 040 1 291.5
OAXACA 4390 415 338 568.0
PUEBLA 380 385 510 528.0
GUERRERO 170 155 173 199.0
HIDALGO 170 170 212 274.0
S.LUIS POTOSI 117 115 118 158.7
NAYARIT 48 40 35 57.6
JALISCO 15 17 18 6.0
TABASCO 8 Q 12 8.6
- COLIMA 4 5 4 3.6
MICHOACAN 2 3 2 0
QUERETARO 1 1 1 0.6
TOTAL 4 100 4 100 4 200 4 560.0




Tabla III. Datos de produccién de café en México por estados
durante los ciclos 1983 a 1987 (sacos de 60 Kg) (INMECAFE,
1988). :

ESTADO 1983-84 1984-85 1985-86 1986-87

CHIAPAS 1 882 880 1 634 000 1 847 500 1 688 583
VERACRUZ 1 410 900 1 384 300 1 374 700 1 516 083
OAXACA 589 915 630 000 623 500 600 300
PUEBLA 573 625 391 800 570 500 716 452
GUERRERO 149 200 187 400 200 900 222 333
HIDALGO 200 800 30 100 48 000 122 283
S.LUIS POTOSI 83 214 4 800 11 300 82 033
NAYARIT 82 040 98 700 94 500 123 133
JALISCO 18 480 20 500 14 500 8 817
TABASCO 19 700 20 300 14 000 12 650
COLIMA 4 970 8 GO0 5 600 8 050
MICHOACAN 0 0 0 0
QUERETARO 1 276 100 0 1 150
TOTAL 4 970 000 4 410 000 4 805 000 5 100 000

Tabla IV. Cantidades (miles de sacos de 60 Kg) y porcentaje
que México aporta a la produccién de café a nivel mundial

Ciclo Produccidn Produccién %
Mundial Nacional

1979-80 81 861 4 100 5.008
1980-81 86 354 4 100 4.748
1981-82 98 189 4 200 4.277
1982-83 82 778 4 560 5.508
1983-84 90 049 4 970 5.519
1984~85 90 357 4 410 4.880
1985-86 98 647 4 805 4.870
1986-87 80 962 5 100 6.299

Segin la direccién de Produccién y Mejoramiento del café
del INMECAFE, México se encuentra en el cuarto o quinto lugar
con una produccién premedio del 5.14% (tabla IV), sélo
superado por Brasil, Colombia, Costa de Marfil e Indonesia;
sin embargo se duda del lugar exacto que ocupa por el hecho
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de que la produccidén de los dos dltimos paises mencionados y
México son del mismo orden de magnitud y dependiendo de los
ciclos hay variaciém de un paJ.s a otro (Cassaigne, 1989;
Crail y Grande, 1990). :

3.4. INDUSTRIALIZACION DEL CAFE

El proceso de industrializacidén del café cereza se conoce
como beneficiado y consiste en aplicar dos tipos de
procedimientos que permiten obtener los granos de café con
caracteristicas de mejor conservacién y almacenamiento, que
son: por via seca y por via hdmeda.

La eleccién de uno u otro estd determinada por factores
tales como: el clima, la especie cultivada, la extensién e
importancia de las plantaciones, recursos econdémicos, la dis-
ponibilidad de agua y calidad de café entre otros, sin embar-
go un método no excluye el otro y en determinadas ocasiones
se emplean los dos en forma simulténea tal como se muestra en
la fig. 3.

El procesamiento del café por via himeda, se practica sobre
todo en Colombia, Centroamérica, México, Venezuela, Kenya y
paises del sureste asidtico, en tanto que en Brasil y el
resto de paises africanos emplean la via seca.

Plantacién de cafetos

Cosecha

Granos de café cereza

b DeSpulpado =emcmm.p Pulpa de café
Proceso Fermentacidn —mm— Hucilago
himedo

LavAgQo seresm— Agua de desecho
Granos hiumedos
Secad> Caté perganmino

Proceso
seco

Descascarillado em—p Cascarilla

Café Oro

Figura 3. Esquema general del procesamiento del café,
productos y subproductos que se obtienen.
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3.4.1. Beneficio hiimedo

En este proceso se obtiene café pergamino conocido como
lavado o suave y consiste de varias etapas como son:

1) Recepcidn y pesado: se hace con el fin de controlar las
entradas del café a beneficiarse.

2) Separacidn: con el uso de pilas de flotacién, se elimi-
nan los frutos vanos y verdes mezclados con el fruto maduro.

3) Despulpado: es la primea operac10n mecanizada y consis-
te en separar la pulpa (exocarpio y parte del mesocarplo) del
grano (fig. 4), esto se realiza por medio de mi&quinas despul-
padoras de disco o cilindro, que operan con grandes cantida-
des de agqgua para facilitar el proceso. La pulpa desprendida
se desaloja a través de ductos por arrastre con agua y se
deposita en un lugar aparte.

4) Permentacidén: el café sin pulpa se deposita en tanques
con agua, donde se realiza un proceso bioguimico natural que
permite el desprendimiento del mucilago, constituido princi-
palmente de pectina, polisacdridos, carbohidratos y A&cidos
orgénicos. .

La fermentacién se realiza dejando en remojo los granos
durante 24-30 horas, para que se lleve a cabo la degradacidn
de la pectina por enzimas pectinoliticas del mismo fruto y/o
de origen microbiano (Rolz et al., 1971), aungue tamhién se
pueden agregar pectinasas especificas para acelerar este pro-
ceso mejorédndose al mismo tiempo la calidad de café que se
obtiene (Favela et al., 1989). De este proceso depende la
clave o sello del producto final y su posterior aceptacidén y
precio en el mercado.

Pergamino
Endocarpio.

Epidernis
Exocarpio

Pelicula plateada
Tegumento seminal

Pulpa
Mesocarpio

Figura 4. Corte longitudinal del fruto de café.
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5) Lavado: se lleva a cabo para eliminar el mucilago
desprendido y los productos de la fermentacidén, colocando el
grano en lavadoras a contracorriente, pasado a través de
centrifugas y/o canales de flotacidn.

6) Secado: se realiza con el fin de dejar los granos con
11-12% de humedad para su adecuado almacenamiento y posterior
torrefaccién y/o beneficiado seco. Esto se lleva a cabo en
tolvas metdlicas o formando monticulos en las partes més
bajas de los patios gque posteriormente se extienden y se
secan al sol.

3.4.2. Beneficio seco

El beneficio seco tiene como cbjetivo preparar el grano de
café para su torrefaccién y consumo, obteniéndose café oro a
partir de café cereza o pergamino e incluye varias etapas que
son:

1) Recepcidn y pesado: con el mismo £in gue en el benefi-
cio himedo.

2) Secado: el café previamente lavado se tiende en patios
para secarse al sol o puede secarse en magquinas rotatorias o
de tipo tidnel.

3) Descascarillado: se lleva a cabo en miguinas morteadoc-
ras con cdncavos de malla en la parte baja para facilitar la
eliminacién de cascarilla cuando se trata de café cereza.

Posteriormente, sigue el pulido de café&, con la finalidad
de emparejar el color del grano y asi pasar a su clasifica-
cién en lotes de granos de caracteristicas semejantes en
tamafic v forma. Finalmente el café oro o verde se pesa y se
envasa sin tostar, en sacos de 60 Kg (quintall).

2.5. SUBPRODUCTOS DE I.A INDUSTRIALIZACION DEL CAFE

De la misma manera que otras actividades agroindustriales,
- el procesamiento de café genera una gran cantidad de desechos
(fig. 3). Estos desechos, tanto sélidos como liquidos son de
dificil disposicidén y manejc; se estima que de 100 g de fru-
tos de café que se procesan, se producen 28.7 g de pulpa en
base seca (b.s.), ademds de 11.9 g de cascarilla y 4.9 g de
mucilago como subproductos, por lo que para producir un Kg de
café pergamino con 12% de humedad es necesario procesar 4.5
Kg de café cereza (Bressani et al., 1972)

. Segin Vernet (1986), el café verde representa el 22% (b.s.j

v la pulpa de café el 26%, por lo que de acuerdo a los datos
de la tabla IV se estima que para la obtencién de 4, 857, 720
ton de café verde se procesaron 22, 080, 545 ton de café cere
za, que generaron 5, 740, 941.8 ton de pulpa.
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3.6. COMPOSICION QUIMICA DE LA PULPA DE CAFE

La composicién quimica de . la pulpa de café ha sido
determinada por algunos autores (tabla V); sin embargo, los
datos reportados muestran algunas diferencias importantes que
probablemente se deben a la heterogeneidad de las muestras
analizadas, por el consumo variable de agua durante el
beneficiado y a la eficiencia del mismo, que pueden ocasionar
la solubilizacién de algunas sustancias presentes en la
pulpa.

‘TPabla V. Composicién quimica de la pulpa de café deshidratada
(%) segtn andlisis de Zuluaga, (1981) (A) comparados con los
de Elias, (1978) (B).

(RA) (B)
Humedad ' 6.93 12.60
Materia seca 93.07 87.40
Extracto etéreo 2.50 2.50
Fibra cruda 15.10 21.00
Proteina cruda N x 6.25 8.25 11.20
Cenizas 8.12 8.30
Extracto libre de nitrégeno 59.10 44.40
Carbohidratos solubles 22.60 14.47
Taninos 3.70 1.8-8.50
Sustancias pécticas totales - 6.50
Azidcares reductores - 12.40
Azlicares no reductores —— 2.00
Cafeina 0.75 1.80
Acido clorogénico - 1.80
Acido caféico - 5.20

En esta tabla, se observa que la pulpa de café tiene un
contenido importante de carbohidratos, fibra cruda, cenizas y
proteina asi como también cantidades apreciables de cafeina,
taninos y 4cidos clorogénico y caféico.

Por otro lado, en la tabla VI se presentan resultados de
anilisis de aminodcidos en este sustrato reportados poxr
Bressani et al., (1972), y se observa que el contenido de
aminodcidos de la pulpa es muy similar a los de harina de so-
ya.y de algoddn, pero contiene mayores cantidades de valina y
lisina que el maiz, aunque con respecto a este Gltimo su
contenido de leucina, tirosina y fenilalanina es menor.
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Tabla VI. Contenido de aminodcidos en la proteina de pulpa de
café (g/ng de N) en c0mparac3.on con otros sustratos
(Bressani et al., 1972).

Sustrato

Amincdcidos Pulpa de Maiz Harina de Harina de
café soya algodén
Lisina 6.8 1.7 6.3 4.3
Histidina 3.9 2.8 2.4 2.6
Arginina 4.9 3.1 7.2 11.2
Treonina 4.6 3.3 3.9 3.5
Cistina 1.0 1.0 1.8 1.6
Metionina 1.3 1.6 1.3 1.4
Valina 7.4 5.0 5.2 4.9
Isoleucina 4,2 4.3 5.4 3.8
Leucina 7.7 16.7 7.7 7.9
Tirosina 3.6 5.0 3.2 2.7
‘Fenilalanina 4.9 5.7 4.9 5.2
Hidroxiprolina 0.5 - - -—
Acido aspértico 8.7 - - -
Serina 6.3 - - -
Acido glutémico 10.8 - - -
Prolina 6.1 - - ——
Glicina 6.7 - - —_—
Alanina 5.4 —_— - -

Tabla VII. Constituyentes de paredes celulares y polisaca-
ridos estructurales de la pulpa de café determinados por el
método de Van Soest (Elias, 1978).

Compuesto (%)
Contenido celular 63.2
Fibra detergente neutra 36.8
Fibra Acida detergente 34.5
Hemicelulosa 2.3
Celulosa 17.7
Lignina i7.5
Proteina lignificada 3.0
Proteina cruda 10.1

Cenizas insolubles 0.4
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Con respecto al tipo de aminodcidos que contiene la pulpa
de café, los mas abundantes son: lisina, treonina, tirosina,
fenilalanina y valina, sin embargo de acuerdo a los reportes
de Jarquin et al., (1973) es deficiente en metionina e
isoleucina, lo cual debe considerarse para su utilizacidén en
la formulacién de alimentos concentrados para animales
domésticos.

Los andlisis de paredes celulares y polisacdridos por el
método de Van Soest realizados por Elias et al., (1972) indi~
can que la pulpa de café tiene un lmportante contenido de fi-
bra, que puede ser una limitante mds para su uso en alimenta-—
cidén de animales monogdstricos, siendo los carbohidratos més
importantes: la celulosa (17.7%), sustancias pécticas (6.5%),
azldcares reductores (12.4%) y no reductores (2.0%), como se
muestra en la tabla VII.

3.6.1. Compuestos téxicos

Aunque afin no se ha determinado el nimero total de
sustancias con posible efecto antifisiolégico que contiene la
pulpa de café, de acuerdo a los andlisis quimicos reportados
por diversos investigadores (Aguirre, 1966; Elias, 1978;
Zuluaga, 1989), en general se han propuesto los siguientes:

a) la cafeina,

b) fenoles libres (&cidos clorogénico y caféico),
c¢) acido téanico,

d) niveles elevados de pota510 v

e) acido salicilico

3.7. VALORIZACION DE LA PULPA DE CAFE

A pesar del uso limitado que en la actualidad ha tenido 1la
pulpa de café, debido a su toxicidad, su elevado contenido de
agqua que dificulta el transporte o deshidratacidén y el bajo
precio de los productos que se han obtenido, diversos autores
han coincidido en sefialar gque la pulpa de café tiene una gran
potencialidad de empleo tanto por sus caracteristicas fisicas
Y gquimicas como por sus niveles de produccidn tal como se
muestra en la fig. 5 (Zuluaga, 1989), ¥ que a continuacién se
explicaran brevemente.

3.7.1. Abono organico

En algunos estudios realizados en El Salvador (Larde, 1984)
se propone emplear directamente la pulpa de café fregsca como
abono, la que se entierra en proporcién de 11.3 kg/m*, forman
do un anillo alrededor del cafeto; asimismo se sefala la con-—
veniencia de efectuar esta practica cada tres o cuatro afios
como complemento a la fertilizacidén quimica (Sudrez, 1974).
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Figura 5. Alternativas de uso para la pulpa de café.

"En la mayoria de fincas cafetaleras de Colombia, la pulpa
es acumulada en fosas y se deja durante 5-6 meses para que se
lleve a cabo la degradacién biolégica natural, sin embargo,
debido a la lentitud del proceso y a la gran cantidad de pul-
pa que se produce, se requiere de un gran espacio lo que hace
gue el proceso sea costoso y poco practico para su manejo y
distribucién en el cafetal (Arcila, 1979).

Tauk, en 1986 realizéd un estudio de descomposicidn de la
pulpa fresca o prensada con microorganismos que se encuentran
normalmente en ésta, por medio de un composteo a 45 “C, en-
contrando que la degradacién de este sustrato fresco se
acelera al adicionar Hansenula polymorpha, sin embargo la de-
gradacién de la pulpa prensada fue mis lenta y sélo mejorada
por la adicién de una mezcla de microorganismos. Este tipo de
proceso didé como resultade la obtencién de un abono organico
de mejor calidad que la pulpa sin tratamiento.

3.7.2. Combustible

La pulpa seca también puede utilizarse como combustible,

" mezclandolo con cascarilla de café en relacién 1:1. La
energia de combustién se puede emplear para calentar el aire
en secadores mecanizados para el secado del grano de café,

16
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sin embargo la quema de este material también produce gases y
vapores corrosivos que dafian las calderas y contaminan el pro
ducto, por lo que tdnicamente se ha utilizado en secado indi-
recto, pero con resultados poco eficientes y costosos (Larde,
1984}).

3.7.3. Produccién de biogas (metano)

Cuando se introducen desperdicios agricolas mezclados con
estiércol de animales en tanques cerrados, sin aireacién y a
temperaturas mayores de 20 °C, en un medio ligeramente alca-
lino, los sustratos se fermentan y producen gas metano mez-
clado con CO3 y a veces un poco de Hz. El metano se produce
por la actividad de diversas poblaciones microbianas que
fermentan la celulosa, &cidos orgénicos y alcoholes. El gas
que se produce tiene la ventaja de no ser téxico, ni
explosivo, con elevado poder calorifico de tal manera que se
puede utilizar en el cocinado de alimentos, para alumbrado e
incluso puede reemplazar hasta un 90% del combustible utili-
zado normalmente en los beneficios de café (Calle, 1977).

3.7.4. Medio de cultivo para microorganismos

La conversidén de desechos agricolas en alimentos y otros
productos mediante el cultivo de microorganismos, ha sido una
pridctica muy importante, pues éstos proveen de nuevas fuentes
de alimentos y metabolitos de interés (Roussos, 1985).

El jugo que se obtiene al prensar la pulpa de café, contie-
ne un alto contenido de azidcares, por lo que ha sido empleado
en fermentaciones para la propagacién de levaduras como
Torula utilis como fuente de proteinas. El rendimiento prome-
dio durante tres meses de funcionamiento continuo de una plan
ta establecida en Colombia a nivel piloto fue de 750 g de 1le-
vadura seca por cada 100 Kg de pulpa de café cereza (Calle,
1956). En 1977, Calle realizdéd el cultive de Sacharomyces
cerevisiae para la produccién de etanol, obteniendo el
producto con bajos rendimientos (1.2 1 de alcohol de 85°/100
Kg de café cereza).

N Espinoza et al.(1974) y De Ledén et al.(1980) reportaron la

produccién de biomasa fungal (Aspergillus oryzae) en aguas de
desecho del beneficiado de café a nivel de laboratorio en
fermentadores de 7 y 14 litros.

Por otro lado, dado que la pulpa de café contiene 6.5% de
sustancias pécticas y nutrimentos necesarios para el creci-
miento de hongos filamentosos del género Aspergillus, se ha
estudiado su utilizacidén como sustrato inductor en la produc-
cién de enzimas de tipo pectinasas en condiciones de FMS, las

‘cuales posteriormente pueden mejorar considerablemente el pro
ceso de desmucilaginacién en el beneficio hidmedo, como se
explicé anteriormente (Favela et al., 1989).
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En la actualidad, la biotecnologia estudia la ampliacidn de
perspectivas para el aprovechamiento de este tipo de subpro-
ductos mediante la utilizacién de hongos filamentosos, de tal
manera que sea rentable la obtencién de productos finales de
alto valor agregado como diferentes tipos de enzimas vy
metabolitos secundarios (antibidticos vy factores de
crecimiento) con posibilidades de produccién a nivel indus-
trial en un futuro ne muy lejano (Roussos, 1989).

3.7.5. Alimento para animales

En la actualidad, otro gran interés es el de poder utilizar
los subproductos agricolas como alimento para animales a fin
de liberar productos de consumo humano <y aumentar la
produccidén de carne o leche, sobretodo en regiones tropica-
les. La pulpa de café, por su composicidén quimica y contenido

‘"de nutrimentos, se ha sugerido como un alimento adecuado para
alimentacién animal sobre todo para rumiantes, dado su conte-—
nido de fibra (Cabezas et al., 1977). Sin embargo también se
han reportado efectos adversos en animales alimentados con ra
ciones que contienen pulpa de café, debido a la presencia de
sustancias con actividad antifisiolégica como son: cafeina,
fenoles libres y taninos entre otros.

Se ha comprobado que estas sustancias producen efectos
negativos en el metabolismo de diversas especies de animales
monogdstricos de tal manera que la alimentacién de porcinos-
(Jarquin, 1974), de aves (Bressani et al., 1973) y peces
(Christensen, 198l1) se ha limitado a dosis de pulpa de café
menores de 16%, 10% y 30% respectivamente para obtener buenos
resultados.

Los estudios realizados por Cabezas et al. (1977), demos-—
traron los efectos del Zcide ténico v la cafeina en el consu-
mo y rendimiento de terneros alimentados con raciones conte-
niendo esta sustancias en cantidades equivalentes a las sumi-
nistradas por la pulpa de café en dosis mayores de 20%. Estos
autores encontraron que el &cido tanico por si solo en concen
traciones de 0.75-1.25%, no afectaron el rendimiento de los
animales, mientras que la cafeina en niveles mayores de 0.12%
si produjo una disminucidn significativa en su crecimiento,
como respuesta a un menor consumo del alimento.

La ingestién combinada de ambos compuestos ocasioné efectos
mis severos en los animales, los que se incrementaron a medi-
da gque se aumentaron 1las dosis de cafeina. Estos estudios
demostraron la importancia de estas sustancias como factores
condicionantes del valor nutritivo de la pulpa de café,
determindndose gque los rumiantes s&6lo pueden tolerar hasta
0.28 g/Kg de taninos y 4.5 g/Kg de cafeina por dia,
equivalente a una dosis de 27.9% de pulpa de café en la
racién.
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Por otro lado Cabezas et al. (1974), reportaron gque la
accién negativa de la cafeina y taninos se encuentra
relacionada con una alteracidén de la disponibilidad y utili-
zacidén de los nutrimentos de la pulpa de.café, especifica-
mente de las proteinas, dado que observaron desceneus signifi
cativos en el porcentaje de nitrdgeno retenido y un aumento
considerable de orina excretada en los animales alimentados
con la pulpa, lo cual aumentaba las pérdidas de nitrégeno por
esta via.

Bellet et al. (1965) y Hawkins y Davis (1970), demostraron
una accién Llipolitica debido al consumo de niveles elevados
de cafeina, lo cual explicd los incrementos en acidos grasos
libres que Braham et al. (1973) observaron en terneros ali-
mentados con pulpa de café.

3.7.6. Preduccién de hongos comestibles

Los hongos comestibles, son macromicetos que desempefian un
papel muy importante en los procesos de degradacidén de resi-
duos vegetales en 1la naturaleza por su dgran capacidad
lignocelulésica y existe una gran variedad de especies que
pueden crecer sobre diversos residuos agricolas, lo cual ha
sido aprovechado para la produccién comercial de algunas
especies, siendo los del género Pleurotus, uno de los méas
‘ampliamente estudiados en diversas partes del mundo.

En México, Martinez-Carrera et al., (1985) han realizado
trabajos sobre el cultivo de P. ostreatus en pulpa de café y
mezclas de ésta con paja de cebada (2:1) probando diferentes
periodos de fermentacidén. Estos autores encontraron que cinco
dias de fermentacidén son suficientes para obtener una buena
cocleonizacién del sustrato y posterior produccidén de cuerpos
fructiferos con eficiencias bioldgicas de 102,.68%.

Con esta tecnologia, se construyd en Xalapa, Ver. una plan-
ta para cultivo masivo de P.ostreatus a nivel semiindustrial
con capacidad de trabajar una tonelada/dia de pulpa de café
con una produccién aproximada de 150 Kg de hongos frescos,
equivalentes a 4.5 ton/mes (Guzman y Martinez-Carrera, 1985).

Finalmente, De Leén-Chocooj et al. (1987}, han trabajado en
el cultivo de Volvariella bakeri (Murr.) en pulpa de café,
pero aidn no han logrado obtener cuerpos fructiferos.
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Iv. ANTECEDENTES

Como se ha mencionado anteriormente, la limitante principal
del uso de la pulpa de café en la alimentacidén de animales
rumiantes radica en el efecto téxico asociado principalmente
a la presencia de cafeina, taninos y fenoles libres, asi como
también a elevados niveles de potasio (Bressani, 1979). Por
este motivo, diversos autores han tratado de encontrar un
método practico y de bajo costo que reduzca los efectos
adversos mediante la eliminacién de algunos de los factores
antifisiolégicos antes mencionados. En la presente revisién
se considerd principalmente la cafeina, reportado como uno de
los principales factores condicionantes del wvalor nutritivo
de la pulpa de caf& (Cabezas et al., 1977).

4.1. LA CAFEINA: QUIMICA Y DISTRIBUCICN

La cafeina, conocida también como teina (1,3,7 trimetil-
xantina, CgHjgN40Op, P.M. 194.2) es un alcaloide, sustancia
cristalina, sin aroma, de sabor ligeramente amargo, que junto
con otras xantinas metiladas, como la teofilina y teobromina
(fig. 6), se encuentran ampliamente distribuidas en la natu~
raleza, en cantidades importantes en tejidos de un gran nd-
mero y variedad de plantas que se utilizan en la preparacién
de bebidas ademds del café, tales como la cocoa y el té
(Suzuki y Waller, 1988).

TEOBROMINA TEOFILINA
(1,7 dimetil xantina) ) (1,3 dimetil xantina)
(0] (o]
~ ; GH, TN
1 o, CH, l CH,_ I
H ] N N N N
B I »
)\ | N/> N N o N N
o : ! &H
CH, CH, !
CAFEINA

(1,3,7 trimetil xantina)

Figura 6. Estructura quimica de metil xantinas distribuidas
en la naturaleza.
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4.2. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA CAFEINA

En humanos, la cafeina actda como estimulante, disminuye la
somnolencia y sensacidén de fatiga, aumenta la sensacién de
bienestar y euforia, produciendo vasodilatacién que facilita
el trabajo mental y muscular. Sin embargo cuando se ingiere
en grandes cantidades puede causar ansiedad, insomnio, cefa-
lea, arritmias, vémitos y confusidén mental (IFT, 1983).

Estudios realizados por Flores (1973), demostraron que el
consumo por rumiantes de grandes cantidades de pulpa de café,
provoca una serie de trastornos fisiolégicos como son:
timpanismo, inflamacién de las extremidades, caida del pelo y
aparicidén de llagas o illceras en la piel ademds de baja en su
rendimiento.

4.3. EFECTOS DE LA CAFEINA R NIVEL MOLECULAR

Putrament et al. (1972), reportaron que la cafeina en
concentraciones mayores de 0.1% inhibe reversiblemente el
crecimiento de Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae
blogqueando la sintesis de RNA y proteinas en pocos minutos.
Otros investigadores (Harm, '1967; Xuhlmann et al., 1968;
Domon et al., 1970) indican que la cafeina tiene un efecto
mutagénico y un efecto sinérgico con otros mutdgenos para los
microorganismos y células humanas.

La explicacién de tales efectos, aunque con ciertas contra-
dicciones se relaciona con la facilidad con gue la cafeina se
une a purinas libres y se acopla con acidos nucléicos de ca-
dena sencilla por insercidén o intercalacidn, io cual causa
inhibicién de la sintesis de proteinas y de los procesos de
reparacién del DNA irradiado con luz ultravioleta.

Blum, 1971 relaciona la toxicidad de la cafeina en animales
con la inhibicién de enzimas de tipo fosfodiesterasas del AMP
ciclico. A este mismo efecto se atribuye la sensibilidad a la
cafeina en bacterias, dado que estas enzimas también
intervienen en 1la regulacidén de su metabolismo (Aboud ¥y
Burguer, 1971}. :

4.4. ELIMINACION DE CAFEINA DE LA PULPA DE CAFE

En los dltimos afios, se han llevado a cabo diversos estu-
dios con el fin de disminuir o eliminar los compuestos toéxi-~
cos de la pulpa de café, para poder utilizarla eficientemente
en la alimentacidén animal. Entre estos se proponen algunos
métodos fisicos, quimicos y biolégicos.



22

4.4.1. Métodos fisicos y quimicos

Entre los tratamientos f£fisicos o quimicos gque se han
propuesto estdn los siguientes: deshidratacién, extraccién
con diversos solventes, maceracién o coccién con &acidos o
dlcalis y por tratamientos quimicos con hidréxido de calcio y
metabisulfito de sodio, (Bressani et al., 1972). Sin embargo,
se ha encontrado que la aplicacién de estos métodos para la
descafeinizacidén de la pulpa de café, resultaron ser de costo
elevado o poco eficientes, lo que hace necesario mayores
investigaciones (Gdémez, 1978; Molina et al., 1974).

4.4.2, Métodos biolégicos

Recientemente los métodos bioldgicos de eliminacién de sus-—
tancias de naturaleza compleja o tdéxicas por degradacién mi-
crobiana han atraido el interés de diversos investigadores
come una alternativa interesante desde el punto de vista eco-
1l8gico, lo cual ha dado lugar a la proposicién de diversas
opciones que se exponen enseguida.

4.4.2.1. Ensilado de la pulpa de café

Murillo (1979), reportdé que el ensilaje de pulpa de café da
como resultado una disminucién importante en el contenido de
taninos y cafeina, tal como se muestra en la tabla VIII. Sin
embargo, se propuso gue es debido a su solubilizacién y pér-
dida en los liquidos de drenado mids que a una actividad
microbiana sobre ellas.

Tabla VIII. Efecto del ensilado en foso sobre la composicién
gquimica de la pulpa de café (g % en materia seca) (Murillo,
1979).

Pulpa original Pulpa ensilada

Materia seca 17.4 19.7

Paredes celulares 48.0
Proteina cruda 12.2
Proteina lignificada 4.5
Cafeina 0.9
Taninos 1.6

7.8

Digestibilidad in vitro 67. 61.7

pH 5.6 4.2
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Con la utilizacién de pulpa de café ensilada en la
alimentacién de terneros se ha encontrado que hay una mejor
respuesta en cuanto a aumento de peso y eficien cia
alimentaria con respecto al uso de la pulpa Gnicamente
deshidratada (Cabezas et al., 1976).

4.4.2.2. Degradacidn microbiana de la cafeina

Bergmann et al. (1962), reportaron gque Pseudomonas
aeruginosa, involucra en su metabolismo un sistema enzimdtico
para la oxidacién de metil purinas, constituido por una metil
xantina deshidrogenasa y una uricasa, enzimas con alta espe-
cificidad para degradar metil xantinas a metil alantoinas.

Kurtzmann y Schwimmer (1971), reportaron que la cafeina y
la teobromina pueden ser utilizadas como Gnicas fuentes de
‘nitrégeno para el cultivo de Bacillus coagqulans, Penicillium
roquefortii y Stemphylium sp., metabolizidndolas répidamente
(13.3 micromoles/hora) por lo que propusieron el uso de estos
microorganismos en la descafeinizacidn del café.

Schwimmer y Xurtzmann (1971), Trealizaron investigaciones
con metil xantinas marcadas radiocactivamente para determinar
la via metabdlica de degradacién en P. roquefortii, observan-
do que después de 6 horas de incubacidn, aparecia teofilina
radicactiva, por lo gue sugirieron que la primera etapa de
degradacién de las metil xantinas probadas es una desmeti- .
lacién en la posicién 7 a diferencia de la via metabdlica que
siguen en el hombre, donde los grupos metilo de posiciones 1
¥y 3 son primeramente hidrolizados.

En 1972, Schwimmer y Kurtzmann reportaron el crecimiento de
Stemphylium sp. y P.roquefortii en medios de cultivo con saca
rosa 0.08 M, sales minerales vy cantidades variables de
cafeina (0.01-0.1 M) como idnica fuente de nitrégeno, a 20 °C
durante 10 dias de cultivo. Encontraron gque ambos hongos
pudieron crecer hasta concentraciones de cafeina 0.04 M; sin
embargo, los mejores resultados se obtuvieron en niveles 0.01
M, con rendimientos equivalentes a los obtenidos con nitratos
0.03 M, demostradndose asi la utilizacidén efectiva de 1la
cafeina como fuente de nitrégemno.

Woolfolk (1975), reportdé el metabolismo de diversas n-metil
purinas en Pseudomonas putida aislada sobre cafeina 0.025 M,
como dnica fuente de nitrdgeno; observé que este microorganig
mo es capaz de metabolizar cualquier n-metil derivado de
xantinas con grupos metilo en las posiciones 1, 3 &6 7,
iniciandose su degradacién por la accién de enzimas
hidroliticas en les grupos metilo, dando lugar a la formacidn
de metanol y =xantina libre. Posteriormente, el metanol es
metabolizado hasta COp; por las formaldehido y formato
deshidrogenasas y sobre la xantina libre actdan la xantina
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deshidrogenasa que libera &cido irico el cual por la accidn
de la uricasa produce &cido alantoico que finalmente se
descompone en urea y COp, proponiendo el mecanismo de
degradacién de la cafeina que se-muestra en-la fig. 7.

En 1976, Hass y Stieglitz reportaron pruebas positivas de
eliminacién de la cafeina con el uso de un extracto enzimd-
tico inmovilizado de P. putida cultivada en medios con ca-
feina como dnica fuente de nitrdgeno.

Middelhoven y Bakker (1982), propusieron el uso de células
completas de P. putida inmovilizadas y cultivadas previamente
en medios de cultivo con cafeina (0.01 M) para eliminar esta
sustancia en extractos de café.
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1) Cafeina 5) Acido drico
2) Teofilina 6) Acido alantoico
3) 1 Metil xantina 7) Urea y diéxido de carbono

4) Xantina

Figura 7. Mecanismo bioquimico de la degradacién de cafeina
(Woolfolk, 1975).
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En los estudios realizados por Blecher y Lingens (1977),
demostraron que las bacterias que metabolizan la cafeina, lo
hacen preferentemente via +teobromina a diferencia de los
hongos, que lo hacen por via teofilina tal como lo habian
reportado Kurtzmann y Schwimmer, (1971). Esto implica que
existen diferentes tipos de enzimas en los microorganismos
que poseen la capacidad de degradar la cafeina, 1lo c¢ual
también coincide con el reporte de Gluck y Lingens (1988).

Finalmente, Pefialoza et al. (1985), Guzmdn (1983) y Aguilar
(1983) reportaron estudios de fermentacidén sélida de la pulpa
de café con Aspergillus niger, realizados con el fin de eva-
luar el posible mejoramiento de su valor nutritivo como ali-
mento para animales. En estos trabajos se determinaron incre-
mentos en el contenido de cafeina y aminoadcidos totales del
sustrato fermentado, esto se relaciona con la pérdida de ma-
teria. seca y a la complementacién nitrogenada con urea y sul-
fato de amonio por lo que el microorganismo tuvo suficiente
cantidad de nutrimentos disponibles e hizo innecesaria la de-
gradacién de cafeina.

Rolz et al. (1988), reportaron el cultivo de 26 cepas de
hongos superiores sobre pulpa de café ensilada previamente y
pulpa de café dnicamente prensada, observando que la mayoria
de las cepas redujeron significativamente el contenido de ca-
feina y polifenoles del sustrato. Los mejores resultados de
eliminacién de cafeina se obtuvieron con Dichomitus squalens,
Phanerochaete chrysosporium y Stropharia rugosocannulata con
valores de 74.3%, 61.5% y 58.8% respectivamente.

En 1988, Rolz reportd trabajos de fermentacidn sdélida de
pulpa de café sin complementacidn nitrogenada con Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae y Sporotrichum pulverulentum
demostrando gue habia una eliminacién efectiva de la cafeina
del sustrato al final de la fermentacién en niveles de 13.2%
a 46% , con aumentos en el contenido de proteinas de 19.7% a
23%. Por lo anterior este autor indicé que este proceso
también podria ser una alternativa de eliminacidén bioldgica
de la cafeina de la pulpa de café.

4.5. LOS HONGOS

Los hongos, son organismos eucariotes que crecen como célu-
las individuales en el caso de levaduras o como filamentos
conocidos como hifas, las que presentan crecimiento apical,
con paredes tubulares rigidas constituidas por celulosa o
quitina. Son hetexétrofos, absorben sus nutrimentos a través
de su pared celular y secretan una gran variedad de enzimas
extracelulares para degradar sustancias complejas que pueden
asi metabolizar; presentan ciclos de vida tGnicos ya que el
holomorfo u organismo completo consta de un estado teleomér-
fico de reproduccidén sexual y un estado anamérfico de repro-
duccidén asexual.
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4.5.1. Clasificacién general

La p031010n taxonémica de los hongos con respecto a otros
organismos es un tema de gran controvers1a, tradicionalmente
se les habia considerado como un sub-reino del Reino Vegetal,
sin embargo actualmente ya existen suficientes bases firmes
para incluirlos en un reino aparte, el Reino Fungi (Arx,
1974).

Para su clasificacién, se considera universalmente aceptado
el sistema propuesto por Ainsworth (1973) que es uno de los
mas ampliamente utilizados (Anexo I.), a partir del cual se
han propuesto otros esquemas como el de Ulloca y Hanlin
(1978) . Estos autores incluyen la clase Protosteliomycetes en
la divisidén Myxomycota, y la separacidén de liquenes en una
divisién propia, los que se ubicaban anteriormente en la
subdivisidén Ascomycotina.

4.5.2. Criterios de identificacién

La identificacién de hongos se realiza principalmente por
la determinacién de caracteres microscépicos del cultivo y
morfolégicos de las colonias, raramente se determinan sus
propledades bioquimicas, por lo que generalmente se preparan
cultivos en medios estandar incubados en condiciones que fa-
vorezcan tanto su crecimiento como la expresién correcta de
sus caracteristicas morfoldgicas tipicas sobre todo en las
estructuras de reproduccidn.

4.5.2.1, Caracteristicas macroscépicas

La determinacidén de estas caracteristicas se lleva a cabo
en cultivos frescos obtenidos en cajas Petri con medios de
cultivo de uso comin para este objetivo tales como Agar ex-
tracto de malta, Agar de papa y dextrosa y Czapek-Dox entre
otros. Se considera que entre las caracteristicas mas impor-
tantes que pueden determinarse para lograr la identificacién
adecuada de estos microorganismos son:

- textura del talo (aterciopelado, lanoso, polvoso, etc.)

- coloxr del talo (pigmentacidén del micelio y conidios)

- color al reverso de las colonias y presencia de pigmentos
difusibles

- olor

- presencia de exudados en la superficie de las colonias

- velocidad de crecimiento

4.5.2.2. Caracteristicas microscdpicas

La observacidn de estas caracteristicas se lleva a cabo en
preparaciones en portaobjetos, obtenidas directamente de
muestras de micelio de las colonias con liquidos de montaje
como lactofenol o solucién de KOH.
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También se pueden hacer preparaciones con colorantes espe-
ciales como azul de algodén (cotton blue) que facilitan la
localizacién y reconocimiento de estructuras. Las observacio-
nes al microscopio se llevan a cabo utilizando por lo general
los objetivos 10X y 40X, las principales caracteristicas que
se deben determinar son entre otras las que a continuacién se
mencionan.

- Caracterizacidén del micelio, para esto se examina la
presencia o ausencia de divisiones o septos, color, ornamenta
cién de paredes, tamafio y modo de ramificacién.

~ Localizacién de estructuras diferenciadas tales como: ci-
gosporas, apotecios, cleistotecios, peritecios, esporocistos,
acérvulos, picnidios, esporodoquios, coremios, conidios y es-
clerocios entre otros.

-~ Caracterizacién de estructuras diferenciadas en cuanto a
la forma, color, dimensiones, textura de las paredes y orna-
mentacién.

- Estudio biométrico, en particular de valores extremos y
medios de micelio y estructuras diferenciadas.

Una vez que se recopilan todos los datos, se comparan con
la literatura especializada para lograr la identificacién y
de ser posible se comparan con microorganismos de referencia
provenientes de colecciones internacionales (Arx, 1974).

4.5.3. Fisiologia y bioquimica

Debido a la naturaleza saprobia de la mayoria de hongos,
muchos de éstos presentan una dgran versatilidad fisiolégica
gue les permite sokrevivir atn en condiciones extremas y li-
mitadas para otro tipo de microorganismos. Por ejemplo, tie-
nen la capacidad de producir gran cantidad de esporas que se
liberan y dispersan con gran eficiencia, las cuales germina-
ran cuando las condiciones se tornen favorables de tal manera
que practicamente cualquier habitat es susceptible de ser co-
lonizado por estos organismos.

Desde la antigiliedad, el hombre ha obtenido grandes
beneficios mediante la utilizacién de estos microorganismos,
sobre todo en el Oriente, donde la produccién de alimentos
fermentados es una practica ancestral. Su gran habilidad para
utilizar diversos sustratos y su amplias capacidades
enzimdticas a nivel extracelular han atraido el interés de un
gran nlimero de investigadores (Hesseltine, 1965) ya que se
han reportado importantes logros en el enriquecimiento

_proteico de residuos de naturaleza amildcea (Raimbault, 1980)
v en la produccién de amilasas (Naharara et al., 1982), beta
glucosidasas (Deschamps y Huet, 1984), celulasas (Roussos,
1985), pectinasas (Trejo, 1986) y metabolitos primarios
(Botton et al., 1985) y secundarios (Barrios et al., 1988).
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V. MATERIAL Y METODOS

En este trabajo, se proponen una serie de metodologias que
pueden aplicarse para la blisqueda de hongos filamentosos con
capacidades especificas para transformar sustratos o eliminar
compuestos téxicos a partir de muestras obtenidas en un eco-
sistema natural. En este caso, se establecieron para la ob-
tencién de una coleccidn de hongos filamentosos gque puedan
degradar la cafeina (cafeinoclasticos) de la pulpa de café,
con el fin de utilizarlos posteriormente en procesos de fer-
mentacién sélida y de esta manera, resolver los problemas de
toxicidad en animales alimentados con este residuo.

5.1. COLECTA DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE HONGOS FILAMENTOSOS

La colecta de muestras se llevd a cabo directamente de los
sitios de produccién de café, es decir de zonas cafetaleras
basdndose en el hecho de que los microorganismos responden o
se adaptan especificamente a los factores ambientales que les
rodean, es decir si éstos se encuentran en presencia de
sustancias de composicién guimica compleja, entonces produci-
rdn los sistemas enzimidticos necesarios para degradarlas a
formas simples, que posteriormente puedan asimilar vy
metabolizar.

5.1.1. Origen de las muestras

El muestreo se hizo en algunos de los beneficios ubicados
en las zonas cafetaleras de Xico y Coatepec en Xalapa, Estado
de Veracruz y en las de Soconusco, Chiapas. Las muestras se-
leccionadas fueron de naturaleza diversa y de diferentes si-
tios del beneficio, principalmente muestras de pulpa de café
en descomposicidén evidente o con crecimiento micelial.

Las muestras se guardaron en bolsas de plastico limpias,
que se sellaron, etiquetaron y posteriormente se trasladaron
al laboratorio en donde se conservaron en refrigeracidén hasta
el momento de andlisis, tal como se muestra en la fig. 8.

5.1.2. Composicién de los medios de cultivo

Con el fin de hacer un mejor aislamiento, los medios de cul
tivo se diseflaron a partir de un medio basal de sales minera-
les en donde se incluyen fosfatos, calcio y magnesio princi-
palmente, Este medio se complementd con extractos de café gra
nulado comercial de Coatepec o de pulpa seca y molida (malla
30-50) con el fin de que los microorganismos puedan utilizar
la cafeina presente en estos sustratos para obtener el nitrd-
geno y carbono necesarios para su crecimiento. La forma de
preparacién y composicién quimica de los medios de cultivo,
se muestran en la tabla IX.
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Figura 8. Esquema de la estrategia de muestreo, aisla-
miento, purificacién y conservacién de hongos filamentosos
con capacidad de degradar la cafeina.

5.1.3. Método de siembra y condiciones de cultivo

Se prepararon cajas de Petri con medios de cultivo (A, B y
C), en las que se depositaron 2-3 fragmentos de las muestras
colectadas. Una serie de cajas se incubaron a 259C y otra a
35°C durante 48-72 horas, después de este periodo se observa-
ron las cajas para localizar los diferentes tipos de colonias
a las que se les asignd el namero y nomenclatura de acuerdo a
criterios preestablecidos.
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5.1.4. Nomenclatura y enumeracién de los aislamientos

Para localizar y manipular en forma rédpida y préctica los
aislamientos obtenidos, se establecieron los siguientes cri-
terios:

a) Letra C (Chiapas) o V (Veracruz), que indican el sitio
del cual se obtuvieron.

b} Ndimeroc de muestra, que les corresponde segin el orden
de colecta.

c) Letras A, B o C, que indican el medio de cultivo en que
se cbtuvo el aislamiento.

d) Ndmero 25 o 35, correspondiente a la temperatura de in-
cubacidén en que se obtuvieron los cultivos.

Tabla IX. Composicién quimica de medios de cultivo para ais—
lamiento, purificacién y seleccién de cepas de hongos fila-
mentosos con capacidad para degradar cafeina

Compuestos Medios
(g/1)
A B Cc D

KHoPOy 1.30 1.30 1.30 1.30
NaoHPO, 0.12 0.12 0.12  0.12
MgS0g 0,30 0.30 0.30 0.30
CaCl, 0.30 0.30 0.30 0.30
Sacarosa — 5.00 - 5.00
Cafeina - - — 1.20
café? 40.00 40.00 - —
Pulpa de café! -- - 40.00 --
Estreptomicina3 0.03 0.03 0.03 -
Agar 15.00 15.00 15.00 15.00

1. Se prepara primero el medio mineral y posteriormente se
agrega el café o la pulpa, se ajusta el pH y se hierve
durante 5 min, enseguida se filtra y se ajusta el volidmen
para finalmente agregar el agar.

2. Bsterilizar en autoclave durante 30 min a 121 °c.

3. Dejar enfriar a 40 °C y agregarla como solucién estéril
obtenida por filtracidn en Millipore 0.25 micras.



31

5.2. PURIFICACION ¥ CONSERVACION DE CULTIVOS

La obtencién de cultivos puros de hongos filamentosos, se
hizo por resiembras suscesivas en los mismos medios de aisla
miento segidn fue necesario; para esto se tomaron con el asa
de siembra pequefios fragmentos de micelio, de preferencia de
la periferia de las colonias. Los cultivos se incubaron a la
temperatura de aislamiento correspondiente durante 48-72
horas.

Posteriormente, se hicieron observaciones directas de las
colonias para determinar sus caracteristicas morfoldgicas
(forma, color, aspecto, produccidén de exudados y pigmentos).
También se procedié a realizar observaciones microscépicas de
los cultivos para lo cual se prepararon muestras de micelio
en portaobjetos con una gota de solucidén de lactefenol de
Amman, cuya composicién se muestra en la tabla X. En las
preparaciones se localizaron micelio, esporas y estructuras
de reproduccidn, utilizando los objetivos de 10X y 40X.

Para la conservacién de cepas, se hicieron siembras en
frascos inclinados con medio de aislamiento. Se prepararon
frascos de tapén de rosca (20 ml) con 7 ml de medio (A, B o
C), sin estreptomicina. Una vez inoculados con fragmentos de
micelio o esporas, los frascos se incubaron a la temperatura
correspondiente de aislamiento durante 72-96 horas para final
mente mantenerse en refrigeracién (4 °C) durante 4-6 meses.

Tabla X. Composicién quimica de lactofenol de Amman, para la
cbservacién de hongos (Botton et al., 1985)

(g9)
Fenol 20.00
Acido lactico 20.00
Glicerol 40.00
Agua 20.00
Azul de anilina o
Azul de algeddén 0.05

5.3 DESCRIPCION E IDENTIFICACION DE LAS CEPAS

Para efectuar la descripcién e identificacién de las cepas,
se hicieron cultivos de cada una de los aislamientos en un
medio de cultivo estandar, para obtener la expresiémn tipica
de sus caracteristicas morfoldgicas. Posteriormente, los
datos obtenidos se compararon con los de la literatura espe-
cializada (Raper y Fennell, 1965; Barnett y Hunter, 1972;
Ainsworth, 1973; Arx, 1974; Alexopoulos y Mims, 1979).
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5.3.1. Medio de cultivo esténdar

El medio de cultivo estédndar para la descripcién e identi-
ficacién fue Agar de papa y dextrosa (PDA) marca DIFCO, due
se preparé siguiendo el instructivo del producto.

5.3.2. Métodos y condiciones de cultivo

Para observar las caracteristicas macroscdépicas de los cul-
tivos, se hicieron siembras superficiales en cajas de Petri,
en tres puntos de la misma, en el caso de hongos de crecimien
to lento (Aspergillus, Penicillium, Fusarium) o en el centro
cuando se traté de hongos de crecimiento rapido (Trichoderma,
Rhizopus, Mucor).

Como en los procedimientos de purificacidén y conservacién,
los cultivos se incubaron a las temperaturas de aislamiento
durante 48-72 horas para hongos de crecimiento rédpido o 5
dias para los de crecimiento lento.

La caracterizacién del micelio y observacidén de las estruc-—
turas de reproduccién de los cultivos, se hizo en preparacio-
nes obtenidas por la técnica de microcultivo (Riddell, 1950)
que se realizé como sigue:

Se esterilizaron cajas de Petri, con una varilla de vidrio
doblada en "V", un portaobjetos y un cubreobjetos limpios a
121 °Cc durante 15 min. Enseguida se colocaron sobre los porta
objetos un pequefio cubo (1xl cm) de PDA en condiciones esté-
riles. La inoculacidén de las cepas se hizo en cada uno de los
cubitos colocando un fragmento de micelio o esporas en cada
una de sus caras laterales, después se cubrieron con los
cubreobjetos y se agregaron 15-20 ml de agua glicerinada al
5% estéril. Las cajas se incubaron a temperatura de aisla-
miente durante 48-72 horas.

Después del periodo de incubacidn se elimind el bloque de
agar y las preparaciones obtenidas tanto del portaobjeto como
del cubreobjeto se fijaron agregando gotas de alcohol meti-
lico absoluto que se dejaron secar al aire para finalmente
montarse con una gota de lactofenol de Amman. Las observacio-
nes se hicieron en el microscopio éptico con objetivos de 10X
¥y 40X y sdlo en caso nécesario con el 100X.

5.4. SELECCION DE CEPAS CON CAPACIDAD DE DEGRADAR LA CAFEINA

La seleccién de las cepas cafeinoclasticas de mayor efi-
ciencia, se realizé en dos etapas; para la primera se prepard
un medio de cultivo sélido a base de sales minerales con ca-
feina pura (SIGMA) como iinica fuente de nitrégeno, en concen-
tracién equivalente a la que se obtiene al hacer una infusién
de 40 g/l de café de grano, que se utilizé en la preparacién
de los medios de aislamiento (Medio D, tabla IX).
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La seleccidén primaria tuvo como objetivo el de proporcionar
a los microorganismos las condiciones para poner de manifies-
to en forma rapida a los que pudiesen degradar la cafeina. De
esta manera lnicamente las cepas que presentaron la actividad
cafeinoclédstica en estas condiciones se probaron para la se-
leccidn secundaria. En la fig. 9 se resumen la metodologia de
seleccidén de cepas y evaluacidn de parametros.

5.4.1. Medios y condiciones de cultivo para la selecciédn
primaria

Se prepararon cajas de Petri con 20-30 ml de medio de cul-
tivo D, en donde se inocularon superficialmente fragmentos de
micelio o esporas de las cepas puras por duplicado, las que
se incubaron durante 72-96 horas a la temperatura de aisla-
miento correspondiente.

La evaluacidn de esta prueba sélo se hizo cualitativamente,
observando directamente si habia crecimiento o no, por el he-

cho de que se trabajaron un gran nimero de cepas, situacidn
gue hacia poco practico otro tipo de evaluacién.

BELECCION SELECCION
PRIMARIA SECUNDARIA

/ MEDIO DE \ CHECIMIENTO
a Q AISLAMIENTO

~\\\\\\\\\\\A ””/’/,w CAFEINA
SACAROSA-CAFEINA-AGAR &

MEDIO DE
SACAROSA-CAFEINA

Figura 9. Esquema de la seleccién de hongos filamentosos
con capacidad de degradar la cafeina (cafeinocléasticos).
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5.4.2. Medios y condiciones de cultivo para la seleccién
secundaria

En esta seleccidén, se prepararon matraces Erlenmeyer de 125
ml con 50 ml de los medios de cultive de la tabla IX, pero
sin agar ni esptretomicina, los que se esterilizaron a 121 °C
durante 30 min. Cada una de las cepas seleccionadas en la an-
terior prueba se inocularon por duplicado en el medio D y en
el medio de aislamiento correspondiente. Los cultivos se incu
baron en bafic Maria con agitacidn constante (150 rpm) durante
72 horas a la temperatura de aislamiento.

5.4.2.1. Evaluacién de parametros y andlisis

En base a la investigacién bibliografica realizada, se en-
contré que los pardmetros mds indicativos de la actividad de
~degradacidén de la cafeina propuestos son: el crecimiento, el
% de degradacidén de la cafeina y el pH final del cultivo.

El crecimiento fungal se evalud cualitativamente, por el
hecho de que se observd en un gran nimero de cultivos liqui-
dos en medios de aislamiento la formacién de aglomerados de
micelio que incluian gran cantidad de precipitados o fragmen-—
tos de pulpa de café por lo que las evaluaciones especificas
del crecimiento mediante peso seco o proteinas fueron poco
reproducibles y confiables.

Se hicieron finicamente observaciones de la forma y abundan--
cia del crecimiento micelial determinidndose si se trataba de
micelio difuso o en forma de aglomerados (pellets) asignin-
doseles valores (+ a +++) de acuerdo a la cantidad de aglome-
rados o a la densidad del cultivo.

Posteriormente, los culltlvos se centrifugaron a 3000 rpm
separdndose el sobrenadante en donde se determinaron el pH en
un potenciémetro (Titriskop Metrhom Herisau) y el contenido
de cafeina por el método de Ishler et al. (1948), por su
absorcién caracteristica a 272 nm.

5.5. ESTUDIO FISIOLOGICO ¥ BIOQUIMICO DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS

Los estudios realizados, fueron los que de acuerdo a la
literatura, son necesarios para conocer las posibilidades de
utilizacién de hongos filamentosos en procesos de fermenta-—
cién en medio sélido, siguiendo el esquema propuesto en la
fig 10.

Cada una de las pruebas se hicieron por duplicado, con las
cepas seleccionadas por su habilidad para degradar la cafeina
en las condiciones establecidas, utilizéndose inéculos homogé
neos de cada una de las cepas en forma de suspensidn de espo-
ras de concentracidén conocida.
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5.5.1. Preparacién de inéculos

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 ml con 25 ml de
medio PDA, que se esterilizaron a 121 °C_ durante 30 min.
Cuando la temperatura del medio llega a 40 °Cc aproximadamente
se inocularon con fragmentos de micelio o esporas de cada una
de las cepas a estudiar, enseguida se homogeneizaron cuidado-
samente por movimientos rotatorios. Una vez que se solidificé
el medio se incubaron durante 7 dias a 25 °C o a 35 °C segiin
su temperatura de aislamiento.

La recuperacién de esporas se hizo agregando 100 ml de agua
con 0.1 ml de tween 80 estéril a los matraces, los que se co-
locaron en un agitador magnético durante 10 min. De esta sus-
pensidén, se tomé un ml para preparar las diluciones necesa-
rias para obtener de 30-60 esporas por unidad de cuenta en
una camara hemocitométrica o de tipo Malassez (Roussos,

1985).

—emedio de cafeina DEGRADACION DE

y sacarosa CAFEINA
l—»medio PDA CRECIMIENTO
a APICAL
Cultivo , &
puro
: Suspensién |—»medio PDA INDICE DE
de esporas ESPORULACION
l—»caldo SABOURAUD EFECTO DEL pH
L »caldo SABOURAUD EFECTO DE LA
TEMPERATURA

Figura 10. Esquema de caracterizacidén fisioldgica y bioqui-
mica de hongos cafeinoclasticos
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Los cédlculos del nimero de esporas por ml se obtuvieron
mediante la aplicacién de la siguiente férmula:

N = (n) (F) (10%)

en donde:

N = nimero de esporas/ml en la suspensién
n = nimero promedio de esporas/celda
F = factor de dilucién (1/dilucién)

5.5.2. Tasa de degradacidén de la cafeina

Para esta determinacidén se prepararon matraces Erlenmeyer
de 125 ml con 50 ml de medio de cultivo liquido D, se esteri
lizaron e inocularon con 3x10‘ esporas/g de sustrato carbo-
‘nado de cada una de las cepas de acuerdo a los estudios de
FMS de Rousgos y Raimbault (1982). Los matraces se incubaron
en agitacidén constante a 150 rpm durante 72 horas a 25 9C o
35 9C segiin su temperatura de aislamiento.

Después del periodo de incubacidn, los cultivos se centri-
fugaron a 3000 rpm y en el sobrenadante se cuantificé la ca-
feina en un equipo de cromatografia de liquidos de alta reso-—
lucién (HPLC) utilizando columnas BONDAPAK Cl1l8 de 30 cm y una
mezcla de metanol-agua (1:1) con 1% de &cido acético como
fase mévil tal como se indica en el método de Smyly et al.,
1976. Como estdndar se prepard una solucidn de cafeina SIGMA
(0.1 mg/ml); los resultados se expresaron en mg/ml/dia de
cafeina.

5.5.3. Crecimiento apical

Dado que se considera que una de las caracteristicas esta-
bles de los hongos es el crecimiento apical, que se define
como su capacidad para colonizar una superficie sélida (Smith
Y Berry, 1975) es de gran importancia su determinacidn.

Se utilizaron tubos’' especiales (Ryan et al., 1943) con 20
ml de medio de cultivo PDA esterilizados a 121 °C por 30 min
que se dejaron solidificar en forma inclinada. La inoculacién
se :?alizé colocando 0.1 ml de una suspensién conteniendo
1x10/ esporas/ml en la entrada del tubo, después se incubaron
durante 7 dias a la temperatura de aislamiento; se midid dia-
riamente el crecimiento miceliar en mm/h.
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5.5.4. Indice de esporulacién

Segin Roussos (1985), el indice de esporulacidén se define
como la cantidad de esporas producidas por- gramo de sustrato
carbonado y su determinacidén se llevé a cabo en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 20 ml de medio PDA, los que después
de esterilizar a 121 °C durante 30 min se inocularon con
3x10’ esporas _de la cepa de estudio cuando la temperatura al-
canzé los 40 ©°C. La metodologia seguida fue la descrita en la
preparacién de los inéculos.

5.5.5. Efecto del pH del medio

El estudio que se hizo fue tdnicamente con el fin de obser-
var el efecto cualitativo de cuatro valores dentro del rango
fisiolégico de actividad microbiana, dado que la FMS general-
mente se trabaja en el intervalo de 4-6, condiciones en las
que el desarrollo bacteriano se ve reducido, lo cual permi-
tird un adecuado establecimiento y predominio del hongo
inoculado.

Se ha determinado que el comportamiento de los hongos en
medios liquidos no siempre coincide con el que presentan en
condiciones de FMS, por lo que el estudic mas fino y preciso
del efecto de este factor se hizo al mismo tiempo, en otro
trabajo de investigacién (Nava, 1990).

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml de
medio liquido de dextrosa Sabouraud comercial (DIFCO) dque se
prepardé de acuerdo a las indicaciones del producto y después
se ajustaron a valores de pH de 2, 4, 6 y 8. Posteriormente
se esterilizaron e inocularon con 3x107 esporas de la cepa de
estudio por gramo de sustrato carbonado inig¢ial . La incuba-
cién se hizo en las condiciones va explicadas anteriormente.

La evaluacidn de este experimento fue sélo cualitativo por
las razones antes aclaradas, el crecimiento se evalué de {(+ a
+++) segin la densidad de cultivo observada.

5.5.6. Efecto de la temperatura de incubacidén

Este estudio se 1llevé a cabo basandose en la misma
justificacién, en iguales condiciones y criterios de
evaluacidn semejantes que en el experimento anterior, para lo
cual se prepararon matraces Erlenmeyer con medio liquido de
Sabourad ajustado a pH 5.6.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La biotecnologia contempla la posibilidad de aprovechar las
capacidades de los microorganismos que se encuentran en la na
turaleza, con el fin de producir compuestos especificos o de
. obtener transformaciones de sustratos como son el enriqueci-
miento proteico y/o eliminacién de factores téxicos que limi-
ten su utilizacidn. Este trabajo experimental consiste en la
obtencién de una coleccién de hongos filamentosos con capaci-
dad de eliminar la cafeina en medios de cultivo preparados a
base de esta sustancia, mediante una estrategia de aislamien-
to, purificacidn, conservacidn, identificacidén y seleccidén de
cepas, con los resultados que se presentan ensequida.

6.1. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CONSERVACION DE CULTIVOS

Se colectaron un total de 30 muestras de naturaleza
diversa, 16 del Estado de Veracruz y 14 de Chiapas. El origen
preciso de las muestras obtenidas de Veracruz se presenta en
la tabla XI, sin embargo para las de Chiapas no se dispuso de
esta informacidén por extravio de la misma.

De cada muestra, se trabajaron por lo menos 4 submuestras,
dependiendo de la abundancia de microbiota nativa aparente o
del grado de descomposicidn que presentaban, obteniendose en
total 500 cultivos. Durante el proceso de aislamiento se
observé un abundante desarrollo de hongos filamentosos sobre
todo en las cajas con medio de pulpa de café (C), situacién
que dificulté un poco su separacién, probablemente debido a
la mayor disponibilidad de nutrimentos facilmente asimilables
gque contiene la pulpa de café, tal como se explicdé anterior-
mente (3.6.), a diferencia de los medios con extracto de café
(AR ¥y B), en los que se obtuvieron desde el primer aislamiento
cultivos casi puros (80% de cepas obtenidas en medio A y 60%
de las de B).

La dosis de estreptomicina que se empled en los medios de
aislamiento fue suficiente para inhibir la poblacién bacteria
na contaminante de las muestras, idnicamente aparecieron algu~
nas levaduras, las que por el método de resiembras suscesivas
se eliminaron facilmente.

Después de 6 meses de trabajo se obtuvo una coleccién de
272 cultivos puros que se etiquetaron con la clave de identi-
ficacién correspondiente siguiendo los criterios expuestos en
la metodologia (5.1.4.). Este método de etiquetar los culti-
vos resulté muy sencillo y de facil manejo para el trabajo
.realizado.

" El método de conservacién de los aislados fue adecuado para
la mayoria de ellos, ya dque presentaron un buen crecimiento
después de las resiembras periddicas a las que se sometieron;
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Tabla XI. Resultados de muestreo, origen y nimero de aislados
de hongos filamentosos obtenidos de Veracruz en medios de
cultivo especificos (A, By C}) -

Muestra origen nimero de
aislados

1-25 Pulpa fresca (PF) 25
26-29 Suelo (S) 4
30-39 Madera (M) 10
40-44 Pared del beneficio (P) 5
45-49 Piso del beneficio (PB) 5
50-58 Grano de café reciente (GR) 9
59-68 Fruto de café fresco (FF) 10
69-75 Grano de café seco (GS) 7
76~79 Grano de café limpio (GL) 4
80-84 Grano de café del suelo (CS) 5
85-89 Fruto de café del Arbol (FA) 5
90-93 Naranija al pie del cafeto (NC) 4
94-98 Grano de café en descomposicidn (GD) 5
99-103 Zona profunda en pila de pulpa (PP) 5
104-113 Superficie de pila de pulpa (SP) io0
114-125 Pulpa de café degradada y seca (PD) 12

sin embargo, se noté una paulatina pérdida en el vigor de
crecimiento de las cepas del género Humicola y algunas
especies de Fusarium, lo cual hizo necesario su resiembra en
medios estadndar, como PDA y extracto de malta agar para su
recuperacién y mejor conservacidn.

6.2. DESCRIPCION E IDENTIFICACION DE CEPAS

La identificacidén de cepas se realizé por medio de observa-
ciones macroscépicas de las colonias y microscépicas del mi~
celio, en la mayor parte de los aislados estudiados se deter-
miné el género y en el caso de las cepas que mostraron mayor
actividad de degradacién de la cafeina se tratd de identifi-
carlos a nivel de especie.

Con la aplicacidén de las claves de identificacién de hongos
filamentosos propuestas en la literatura (Rinsworth, 1973);
Arx, 1974; Alexopoulos y Mims, 1979; Raper y Fennell, 1965},
se obtuvieron los resultados de identificacidn de los 272
aislamientos, que se presentan en el Anexo II.
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En la tabla XII, se resumen los resultados de identifica-
cidén con respecto a los medios y condiciones de cultivo que
se probaron, en donde se observa que los aislados se distribu
yeron en diversos géneros de hongos en proporciones varia-
bles, pudiéndose establecer dos grupos principales, los que
se encontraron en porcentajes bajos, entre ellos Acremonium,
Drechslera, Mucor, Rhizopus y Trichoderma y los que se encon-
traron en forma predominante, que se agruparon a su vez en 5
géneros, descritos a continuacidén:

Tabla XII. Porcentaje total de géneros de hongos filamentosos
aislados de Veracruz y Chiapas en medios de cultivo especifi-
cos (A, By C) e incubados a 25 °C y 35 °C

CHIAPAS VERACRUZ
GENERO
25 °C 35 °C 25 °C 35 °C
Acremonium 1.23 % - - - - - - - - -
Aspergillus 20.99 % 68.17 % 27.64 % 75.00 %
Drechslera - - - 1.52 % - - - -
Fusarium 27.16 % 9.09 % 9.43 % 4.17 %
Geotrichum 9.88 % 7.57 % 13.21 % 6.94 %
Humicola 23.46 % 10.60 % 37.73 % 9.72 %
Mucor 2.47 % - - - - - 1.39 %
Penicillium 8.64 % - - - 3.21 % - -
Rhizopus 2.47 % 1.52 % 1.89 % 1.39 %
Trichoderma 3.70 % 1.52 % 1.89 & . 1.39 %
Total de
cepas 81 66 53 72

Aspergillus. Los cultivos que se agruparon en este género
se caracterizaron por ‘presentar micelio con septos y numero-~
sos conidiéforos no ramificados formados por vesiculas unise~
riadas con fidlides formadas directamente sobre éstas, con
cadenas de conidios o presentando métulas con cadenas de coni
" dios (vesiculas biseriadas); las colonias fueron de color
negro, azul-verde y amarillo.

Fusarium. Estos hongos presentaron micelio de color blanco
o crema y crecimiento rdpido, con abundantes microconidios
ovoides y escasos macroconidios fusiformes; algunos presenta-
ron pigmentacién anaranjada.
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Geotrichum. Los hongos de este género presentaron micelio
blanco, liso, formando numerosas artrosporas por fragmenta-
cién del micelio. Las colonias fueron blancas, de aspecto
polvoso y muy planas. ° ’

Humicola. Los microorganismos pertenecientes a este género
presentaron micelio hialino al principio, que cambia a gris o
moreno, de crecimiento filamentoso que presenta conidios uni-
celulares mds o menos globosos de color moreno obscurc y ter-
minales. También presentaron abundantes clamidosporas en
cadena.

Penicillium. Los miembrecs de este género presentaron colo-
nias de color verde o azul-verde, observandose abundantes co-
nidiéforos en forma de penicilio con conidios en cadenas.

Los géneros identificados son de distribucién cosmopolita,
que intervienen en la descomposicién de materia orgénica con
actividades celuloliticas, 1ligninoliticas y pectinoliticas
importantes, sobre todo los pertenecientes a Aspergillus, que
en este caso fueron los mads abundantes.

En las tablas XII XIII y XIV y figs. 11 y 12, se observa el
efecto que la temperatura de incubacién ejercié a nivel de 1la
seleccidn de los microorganismos. El género Aspergillus pre-
dominé entre los aislados de Veracruz y Chiapas cultfivados a
35 °C, mientras que a 25 °C se aislaron en proporciones simi-
lares a los otros géneros, es decir que en las muestras de
ambos ecosistemas naturales se presenté el mismo patrdén de
distribucién de este género con respecto a la temperatura.

Tabla XIII. Efecto de la temperatura de incubacién sobre 1la
distribucién de géneros de hongos filamentosos aislados de
Veracruz en medios de cultivo especificos (% géneros)

MEDIOC A MEDIO B MEDIO C
GENERQ 25°C, 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C
Aspergillus 29.6 87.5 15.3 73.9 ND - -
Fusarium 11.1 4.1 7.6 - - ND 8.0
Geotrichum 11.1 4.1 15.3 13.0 ND 4.0
Humicola 22.2 4.1 53.8 4.3 ND 20.0
Penicillium 22.2 - - 3.8 - - ND - -

ND = No determinado, por falta de muestras.
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Figura 11. Grafica del efecto de la temperatura de incuba-
cién sobre la distribucién de géneros de hongos filamentosos
(A=Aspergillus, F=Fusarium, G=Geotrichum, B=Humicocla,
P=Penicillium) aislados de Veracruz en medios de cultivo a
base de sales y extracto de café (a), sales, extracto de café
y sacarosa (b), sales y extracto de pulpa de café (c).

Por otro lado, en la tabla XIV se observa que los cultivos
de Penicillium, tunicamente se obtuvieron a 25 °C lo cual
coincide con los reportes de la literatura gque indican que
estos hongos, se desarrollan preferentemente en temperaturas
medias y bajas (Arx, 1974). La falta de datos en el medio C a
esta temperatura en las muestras de Veracruz fue por pérdida
de los cultivos a causa de fallas técnicas del equipo, y no
por las condiciones de cultivo.

Con respecto a los otros géneros, se cbservd una distribu-
cién variable sin notarse un efecto importante de la tempera-
tura de incubacién sobre su distribucién; ademds a excepcién
del género Humicola, los demds no alcanzaron proporciones
mayores del 15%.
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Efecto de la temperatura de incubacién sobre la

distribucién de géneros de hongos filamentosos aislados de
Chiapas sobre medios de cultivo especificos (% géneros)

MEDIO A MEDIO B MEDIO C
GENERO 25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C
Aspergillus 13.0 91.6 44.0 75.0 8.8 50.0
Fusarium 21.7 8.3 40.0 4.1 23.5 15.6
Geotrichum 4.3 - - - - - 20.5 15.6
Humicola 30.4 - 12.0 12.5 29.4 12.5
Penicillium 17.0 - - - - - 5.8 - -
%
100
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Figura 12. Grafica del efecto de la temperatura de incuba-
cidén sobre la distribucién de géneros de hongos filamentosos
F=Fusarium, G=Geotrichum, H=Humicola,

. (A=Aspergillus,
P=Penicillium)

aislados de Chiapas en medios de cultivo a

base de sales y extracto de café (a), sales, extracto de café
y sacarosa (b), sales y extracto de pulpa de café (c).
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En la tabla XV y fig. 13 puede observarse el efecto de la
composicién quimica de los medios de aislamiento, sobre la
distribucién de géneros obtenidos.

El género Aspergillus es el que predominantemente se obtuvo
en todos los medios de cultivo, con un promedio aproximado
del 40-50% tanto de las muestras de Veracruz como de las de
Chiapas, es decir son hongos que desarrollaron favorablemente
en los medios de cultivo, independientemente de su composi-
cién quimica diferencial, siquiéndole en abundancia el género
Humicola, el cual también se distribuyé en cantidades impor-
tantes sin observarse su predominancia en algin medio especi-
fico.

Con respecto al género Penicillium, se aislé un mayor nid-
mero de cepas en medio de cultivo a base de extracto de café
(A}, y un menor porcentaje en los medios B o C, probablemente
debido a la predominancia de cepas de Aspergillus y/o a la
presencia de otros hongos de crecimiento mads réapido como
Rhizopus y Humicola. No se observdé ningin patrén de distribu-
cidén de los géneros Fusarium y Geotrichum con respecto a los
diferentes medios de cultivo.

Tabla XV. Efecto de la composicién guimica de los medios de
aislamiento en la proporcidn de géneros de hongos filamento-
sos identificados de Veracruz y Chiapas, obtenidos a 25 y
35°C (% de géneros) :

Veracruz . Chiapas
A B Cc A B C
Aspergillus 56.8 42.8 64.0 40.0 59.1 28.8
Fusarium 7.8 14.2 8.0 17.1 22.4 19.6
Geotrichum 7.8 ° 4.0 4.0 2.8 - - 18.2
Humicola 13.7 36.5 20.0 20.0 12.2 21.2
Penicillium 11.7 2.0 - - 11.4 - = 3.0

Otros 2.2 6.4 4.0 8.7 6.3 9.2
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Figura 13. Graficas de distribucién comparativa de géneros
de hongos filamentosos aislados de Veracruz y Chiapas en
medios de cultivo A, B y C e incubados a 25 °C y 35 °C.
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6.3. SELECCION DE CEPAS

En la seleccidén primaria en cajas de petri se descartaron
en forma rédpida 50 cepas del género Humicola y 34 de
Fusarium, cepas que no mostraron habilidad para utilizar
medios con cafeina como dnica fuente de nitrdégeno. Los estu-
dios posteriores se realizaron en las cepas que crecieron en
el medio probado, considerando que esta caracteristica es
indicativa de la utilizacidn de la cafeina.

En la seleccidn secundaria con medios ligquidos de aisla-
miento (A, B o C), no se observdé relacién entre el creci-
miento de los hongos con la disminucién en el contenido de
cafeina tal como se ovbserva en la tabla XVI por lo que este
procedimiento no resulté adecuado para tales fines. Estos re-
sultados probablemente se deben a que en los extractos de
café y de pulpa de café, los microorganismos pudieron utili-
zar otras fuentes de nitrégenoc presentes en los extractos,
tales como proteinas solubles, aminodcidos (tablas V y VI),
trigonelina o n-metil derivados (Clarke y Macrae, 1985), sin
tener que degradar la cafeina; un efecto similar fue observa-
do anterjiormente por Schwimmer y Kurtzman (1972).

En el medio de cultivo D, a base de cafeina pura y saca-
rosa, se observd que si existe una relacidn directa entre el
crecimiento y la disminucidén de la cafeina tal como se mues- -
tra en la tabla XVII en donde se presentan algunos de los re-
sultados mds representativos del proceso de seleccidén efec~
tuado en estas condiciones.

En las tablas XVI y XVII, se observa que las cepas de los
géneros Aspergillus y Penicilliwi, presentaron crecimiento
micelial en forma de aglomerados a diferencia del resto de
cepas probadas, en las cuales fue filamentoso es decir con
hifas dispersas en el medio. Los cultivos con crecimiento
filamentoso presentaron una mayor viscosidad y dificultad de
separacién del micelio para hacer los andlisis. Esta caracte-
ristica adquiere gran importancia en numerosos procesos in-
dustriales con cultivos sumergidos, debido a que en muchos de
éstos, se utilizan principalmente hongos que se desarrollan
de esta manera (Mitard y Riba, 1986). En las mismas tablas,
también se observa gue en alqunos casos, hay un aumento del
pH en relacién directa con la actividad de degradacién de
cafeina.

Para evaluar mejor este efecto se procedidé a hacer un
andlisis estadistico de varianza y comparacién de medias
primero y posteriormente una prueba de rangos miltiples de
Duncan (Steel y Torrie, 1960); encontrdndose gue si existen
diferencias significativas entre medias (<= r..5), obtenidas
entre las cepas con respecto al pH y % de degradacidén de la
cafeina.
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Tabla XVI. Seleccién de cepas de hongos filamentosos aislados
de Veracruz en medio liquido (Medio A) durante 72 horas de
incubacién a 25 °C con agitacién” (150 rpm)

No. especie pPH creci- % degrad. aglome-
final miento cafeina rados

01 Aspergillus sp. 5.1 ++ 38.00 +
02 Aspergillus sp. 6.1 ++ 26.79 +
03 Geotrichum sp. 7.1 +tt 62.75 -
04 Aspergillus sp. 6.5 + 12.48 +
05 Aspergillus sp. 6.5 ++ 24.39 +
08 Humicola sp. 5.3 ++ 28.25 -
09 Humicola sp. 6.1 + 26.69 -
10 Aspergillus sp. 5.6 ++ 92.76 +
12 A. oryzae 6.6 +44+ 61.93 +
13 A. niger 6.9 +4 42,87 +
14 Humicola sp. 6.9 + 25.25 -
16 Penicillium sp. 6.2 + 26.25 +
19 Fusarium sp. 5.8 + 26.20 -
20 Humicola sp. 5.9 + 7.44 +
22 Penicillium sp. 6.3 + 23.69 +
23 Penicillium sp. 6.1 ++ 6.23 +
24 Humicola sp. 5.5 + 17.80 -
25 Humicola sp. 5.8 4+ 8.55 -
26 Penicillium sp. 5.5 +4 15.20 +
27 Rhizopus sp. 5.6 ++ 20.02 -
28 Geotrichum sp. 6.7 A 33.19 . -
29 Geotrichum sp. 6.9 ++ 24.15 -
31 Fusarium sp. 5.7 +4+ 26.96 . -
33 P. roguefortii §.5 +4++ 82.00 +

(=) no hay crecimiento

(+ poco crecimiento

(++) crecimiento medio
(+++) crecimiento abundante

En el Anexo III. se presentan los resultados de la prueba
de rangos miltiples de Duncan realizado, donde se determind
"que 71% de las cepas, presentan aumento de pH significativo,
ademds que 16.6% de las cepas probadas mostraron una relacidn
directa entre el aumento de pH y el % de degradacién de la
cafeina y en 25% de éstas, los valores de pH menores de 5.6
coinciden en forma significativa con bajos niveles de degra-
dacién de la misma.
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Tabla XVIX. Seleccién en medio ligquido a base de sacarosa y
cafeina (1.2 mg/ml) de cepas de hongos filamentosos aislados
de Veracruz a 35°C después de 72 horas de incubacién con
agitacién (150 rpm) - :

No. medio especie PH creci- % degrad. aglome-
final miento cafeina rados
02 A Aspergillus sp. 6.3 + 6.66 +
03 A Aspergillus sp. 6.2 +++ 10.83 +
12 A A. niger 3.6 + 4.58 +
20 A Aspergillus sp. 6.5 ++4 18.25 +
25 a Aspergillus sp. 6.6 +++ 17.08 +
12 B A. niger 3.0 + 4.16 +
20 B Aspergillus sp. 6.3 ++ 14.30 +
29 B A. niger 6.2 b 18.66 +
31 B Aspergillus sp. 6.3 ++4+ 16.25 +
33 B Trichoderma sp. 6.3 + 2.50 -
29 [+ Aspergillus sp. 6.4 +++ 26.50 +
25 c Aspergillus sp. 6.3 +++ 25.10 +
26 Cc Aspergillus sp. 6.1 +4++ 21.00 +
13 C Aspergillus sp. 6.1 4+ 19.83 +
10 c Aspergillus sp. 6.3 L 14.83 +
15 c Aspergillus sp. 6.2 ++ 12.50 +
16 o] Aspergillus sp-. 6.3 ++ 11.64 +
23 C Fusarium sp. 6.1 + 4.41 +
(=) no hay crecimiento
{(+) poco crecimiento
(++) crecimiento medio

(+++) crecimiento abundante

Con estos resultados, pudiera pensarse que se apoya el me-
canismo bioquimico de degradacién de la cafeina (fig. 7),
propuesto por algunos autores, (Bergmann et al., 1962;
Schwimmer y Kurtzman, 1971; Woolfolk, 1975) los gque proponen
la liberacién de urea como producto final. Sin embargo, es ne
cesario hacer més estudios, para conocer mejor la relacidén
que existe entre la degradacién de cafeina y la variacién de
pH. del medio de cultivo, sobre todo en el caso de las cepas
que se encontraron con alguna actividad de degradacién de
ésta y no manifestaron aumento del pH al final del cultivo, o
las que manifestaron elevacién del pH sin actividad
importante de degradacién.

En la tabla XVIII, se presentan los resultados de los cul-
tivos con mayor tasa de degradacién de la cafeina cuantifi-
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cada por los métodos de Ishler et. al. (1948) y el de Smyly
et. al. (1976); durante las etapas de seleccidén primaria y
secundaria. En ésta, se observan diferencias cuantitativas
entre los valores obtenidos en ambos métodos, lo que puede
deberse al hecho de que en el primero, los andlisis se reali-
zan en muestras que deben someterse a procedimientos de
extraceién dcida de la cafeina y clarificacién para remover
sustancias que interfieran en la prueba y diluciones, lo que
implica menor precisidén, reproducibilidad y tiempos més
largos en las determinaciones.

En el segundo método se obtuvieron resultados mids precisos,
reproducibles y de mayores valores, dado dgue las muestras
filtradas y convenientemente diluidas se inyectan directamen-
te al cromatégrafo dentro de los limites de 0.001 a 0.08
mg/ml con un tiempo de retencién de 7.5 min; sin embargo, a
diferencia del primer método éste es de costo elevado y poco
pridctico para aplicarlo a un gran nimero de muestras.

En el grupo de cepas seleccionadas por su elevada capacidad
de degradar la cafeina, encontramos que éstas corresponden a
los géneros Penicillium y Aspergillus. En la revisién biblio-
grafica realizada encontramos que ya se han reportado algunas
especies del primer género, con capacidad de degradar la ca-
feina, sobre todo P. crustosum y P. roquefortii (Schwimmer y
Kurtzman, 1971) en medios de cultivo sintéticos.

Tabla XVIIXI. Cepas seleccionadas por su capacidad de degrada-
cién de la cafeina cuantificada por los métodos de Ishler et.
al., 1978 (1) y de Smyly et. al., 1976 (2), en medio de culti
vo D (1.2 mg/ml de cafeina) después de 72 horas de incuba-
cidén, en agitacidén 150 (rpm)

% disminucién

clave especie de cafeina
(1) (2)

V12A25 A. oryzae 77.75 100.0
V26425 Penicillium sp. 62.13 98.0
V33Aa25 P. roquefortii 95.25 100.0
CleA25 A. niger 61.66 95.0
C11B25 A. fumigatus 70.66 100.0
C17B25 A. niger 60.50 100.0

C28B25 A. niger 69.60 98.0
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Con respecto al género Aspergillus, estos se han utilizado
en un gran nimero de procesos de fermentacién en medio sélido
de pulpa de café, para su enriquecimiento proteico y usé como
alimento para animales (Pefialoza, 1981; Guzman, 1983;
Aguilar, 1983), pero no se reportan con actividad de degrada-
cién de la cafeina debido a que durante estos procesos enri-

_ quecen el sustrato con nitrégeno mineral, por lo tanto, pro-

bablemente el hongo no necesitdé utilizar este compuesto para
su crecimiento.

Sin embargo, De Leén, 1989 reporta la reduccién de compues-—
tos téxicos como cafeina y polifenoles de la pulpa de café
suplementada con sulfato de amonio por fermentacidn sélida
con A. niger, A. oryzae y Sporotrichum pulverulentum con
niveles de reduccidn de cafeina de 13.2% a 46%, por ello es
necesario continuar los estudios que demuestren el efecto del
nitrégeno mineral y la eficiencia de degradacién de cafeina
con cepas que presenten esta capacidad, considerando que no
se trata de las mismas cepas, sobre todo en su origen. Las
cepas utilizadas por este autor fueron aisladas de sustratos
diferentes a la pulpa de café, como se hizo en este trabajo.
Ademids esto explica las tasas mayores de degradacién de
cafeina obtenidas en los estudios realizados y que posterior-
mente se comprobaron en cultivo en medic sdélido con pulpa de
café en los experimentos hechos por Nava (1990).

En este trabajo, se encontrarcn diversas esgpecies del gé-
nero Aspergillus que presentaron actividad de degradacién de
la cafeina en forma importante, que incluso superan en ndmero
y actividad a las del género Penicillium.

En la misma tabla XVIII, se observa que todas las cepas
seleccionadas por su actividad de degradacién de cafeina se
aislaron en medios de cultive selectivos a base de extracto
de café (A y B), los que son nutricionalmente menos completos
que el de pulpa de café, lo cual confirma la importancia de
la composicién de los mismos para el aislamiento o seleccidn
primaria de microorganismos con actividades especificas de
interés a partir de sustratos naturales, que se caracterizan
por presentar una abundante microbiota con gran diversidad de
actividades.

Con respecto a la temperatura de cultive de las cepas se-
leccionadas se puede observar que todas corresponden a 25 °C,
que en el caso de las cepas de Penicillium, coincide con la
temperatura de aislamiento encontrada y de crecimiento repor-
tada en la literatura. En el caso de Aspergillus, en los re~
sultados de aislamiento se encontrd que la mayor proporcién
de cepas se obtuvo a 35 °C (tabla XIV y figs. 11 y 12) sin

.embargo, en los resultados de seleccidén final ninguna de es-

tas presentaron capacidad de degradar la cafeina, lo que hace
presuponer dque el sistema biogquimico de metabolismo de esta
sustancia, sea dependiente de la temperatura; aspecto que no
ha sido reportado con anterioridad.
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6.4 ESTUDIO FISIOLOGICO ¥ BIOQUIMICO DE CEPAS SELECCIONADAS

Los estudios fisioldégicos y bioguimicos realizados, permi-
tieron conocer algunas caracteristicas de las cepas seleccio-
nadas para los procesos de degradacién de la cafeina de 1la
pulpa de café por FMS.

6.4.1. Tasa de degradacidn de la cafeina.

En la tabla XIX, se observa variabilidad de resultados
entre las especies de Aspergillus, donde A. oryzae presentd
los mejores resultados (0.157 mg/ml/dia), mientras que las
cepas de Penicillium seleccionadas presentaron aproximada-
mente la misma tasa de degradacién de cafeina (0.126 mg/ml/
dia) en un medio con 1.2 g/l de cafeina pura. Estos resulta-
dos, son bajos en comparacién con los obtenidos por Kurtzman
y Schwimmer, en 1972, con Penicillium crustosum, gquienes
reportaron una tasa de degradacién de cafeina de 0.24 mg/ml/
dia en un medio de extracto de café& conteniendo 0.4 g/l de
cafeina y de 0.28 mg/ml/ dia en un medio sintético con 2 g/l
de cafeina pura.

Tabla XIX. Resultados de la tasa de degradacidn de la cafeina
(cuantificada por HPLC), crecimiento apical (tubos de Ryan) e
indice de esporulacién, (PDA) de cepas seleccionadas

clave especie tasa de crecimiento Ie x 107

degradacién apical

mg/ml/dia . mm/h esp/g sust.
V12A25 A. oryzae 0.157 0.24 1.30
V26425 Penicillium sp. 0.126 0.15 5.40
V33A25 P. roguefortii 0.126 0.14 9.26
C1l6A25 A. niger 0.123 0.23 3.40
C11B25 A. Fumigatus 0.120 0.16 18.60
C17B25 A. niger 0.103 0.22 15.20
C28B25 A. niger . 0.119 0.19 8.83

Por otro lado, es explicable la variabilidad de resultados
antes explicada entre especies del mismo género ya que cada
una de las cepas posee una habilidad caracteristica para de-
gradar la cafeina tal como sucede con otras actividades meta-
bdlicas de los microorganismos como son: produccidén de enzi-
mas hidroliticas de diversos tipos, produccidén de metabolitos
primarios y secundarios entre otras, las cuales también son
susceptibles de modificarse dependiendo de las condiciones de
cultivo.
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A fin de hacer comparables los resultados, seria necesario
determinar los niveles téxicos o inhibitorios del crecimiento
de cafeina para cada una de las cepas, y asi conocer la con-
centracién Sptima de determinacidén de la tasa de degradacién
en niveles adecuados para todas. De la misma manera es
necesario estandarizar las condiciones de cultivo, ya que en
los trabajos de Kurtzman y Schwimmer (1972), éstos se
agitaron a 460 rpm, que implican mayor aireacién, lo que pudo
influir en el crecimiento fingico y en la obtencién de
mayores tasas de degradacidn de la cafeina.

6.4.2. Crecimiento apical

El crecimiento apical determinado por este método indica la
capacidad de un hongo filamentoso, para colonizar la superfi-
cie de un medio sélido, que varia de acuerdo a su composicién .
y condiciones de cultivo. Este tipo de pruebas proporciona in
formacién acerca de la cinética de produccidén de biomasa de
interés para los fisidlogos y biotecndlogos, asi como para
entender las estrategias de crecimiento de los hongos en sus
hiabitats naturales (Trinci, 1979; Prosser, 1990).

En la tabla XIX, se observa que las cepas seleccionadas
presentan valores de crecimiento apical medio con respecto a
los reportados para Trichoderma reesei (1.33 mm/h) y a los de
crecimiento apical lento como Aspergillus wentii (0.04 mm/h),
en medio de extracto de malta agar (Roussos, 1985). Estos
resultados permiten garantizar su eficiencia de colonizacidn
de sustratos, utilizados en los procesos de FMS.

6.4.3. 1Indice de esporulacién.

La conidicgéncsisc es una etapa fisioldgica muy importante
de los hongos filamentosos y corresponde a la formacidén y li-
beracién de conidiosporas que son sus formas de reproduccidén
asexual, cuyo nilmero variard dependiendo del tipo de hongo y
del tamafio relativo de los conidios. Ademds también el ndmero
es funcién de la concentracién de las fuentes de carbono y de
nitrégeno presentes en el medio de cultivo. Asi, se han defi-
nido conceptos como el 1indice de esporulacién que es la
cantidad de esporas producidas por gramo de sustrato carbona-
do inicial y se le considera como un indicador de la eficien-
cia de esporulacién (Roussos, 1985).

Los indices de esporulacién de las cepas probadas, en las
condiciones especificadas en la metodologia, tal como se
" muestran en la tabla XX, son suficientemente altos, para
poder utilizarse como inéculos en los procesos de FMS, debido
a que la cantidad minjima necesaria para inocular los sustra-
tos es de 2.0 X 10’ esporas/g de sustrato. (Raimbault y
Alazard, 1980). La posibilidad de obtener un nimero elevado
de esporas es un factor muy importante para la seleccidn de
microorganismos en este tipo de procesos.
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Tabla XX. Indices de esporulacién (Ie) obtenidos en matraces
Erlenmeyer con medio de cultivo PDA después de 7 dias de
incubacién a 25 °c

clave género especie Ie (x 109)
V12A25 Aspergillus oryzae 1.30
V26A25 Penicillium sp-. 5.40
V33A25 Penicillium roquefortii 9.26
C16A25 Aspergillus niger 3.40
C11B25 Aspergillus fumigatus 18.60
C17B25 Aspergillus niger 15.20
C28B25 Aspergillus niger 8.83

6.4.4, Efecto del pH del medio

Los resultados, se muestran en la tabla XXI, se observa que
todas las cepas seleccionadas crecen preferentemente a pH de
4 y 6, no hay crecimiento a pH 2 ¥ 8 lo cual coincide con el
comportamiento general de los hongos, sin embargo no se llegéd
a la determinacidén del pH Sptimo de crecimiento ya que no se
probaron mas valores de pH, debido a que dnicamente se
pretendia tener un perfil del comportamiento de las cepas con
respecto al pH en medio liquido considerandose importante
evaluar con mayor detalle este aspecto, pero en medio sélido,
con pulpa de café como sustrato en el cual se pretende
posteriormente aplicar la capacidad de degradacidén de 1la
cafeina que presentan las cepas seleccionadas.

Tabla ¥XI. Efecto del pH inicial del medio sobre el creci-
miento de hongos filamentosos seleccionados por su capacidad
de degradar la cafeina.

pH inicial

clave especie

2 4 6 8
V12a25 A. oryzae - + ++ -
V26A25 P sp. - + + -
V33Aa25 P. roquefortii - + + -
C16A25 A. niger - + ++ -
C11B25 A. fumigatus - + 4 -
C17B25 A. niger - + +4 -
C28B25 A. niger - + ++ -
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6.4.5. Efecto de la temperatura

Basdndose en el mismo criterio de determinacién del efecto
de pH anteriormente explicado, en el caso de la temperatura
tampoco se determinaron temperaturas OJSptimas de crecimiento
de las cepas, sino que tnicamente se establecié un perfil de
crecimiento de las mismas en medio liquido con respecto a la
temperatura.

En la tabla XXII se observa que a 4 °C no hubo crecimiento
de las cepas durante el periodo de prueba, siendo a 25 °C
donde todas presentaron crecimiento notable. Sin embargo
existen diferencias en cuanto a la magnitud de crecimiento en
35 °C, temperatura en la cual se cultivan mejor las cepas de
Aspergillus, mientras gue las de Penicillium crecieron en
menor cantidad. En este experimento se confirma nuevamente la
necesidad de realizar mayores estudios con respecto a la de-
gradacién de la cafeina y la temperatura optima de crecimien
to de los hongos que llevan a cabo esta actividad.

Tabla XXII. Efecto de la temperatura de incubacién sobre el
crecimiento de hongos filamentosos seleccionados por su capa-
cidad de degradar la cafeina .

Temperatura
clave especie

4°C 25°C 35°C
v12a25 A. oryzae - +ebet +++
*V26A25 P. Sp. - 44 +
V33A25 P. roquefortii - +4 +
C16A25 A. niger - -+ S
C11B25 A. fumigatus - + L
C17B25 A. niger - ++ +++

C28B25 A. niger ) - 4 4+
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VII. CONCLUSIONES

1) Considerando la importancia econdémica de la cafeticul-
tura en México, los grandes volimenes de produccién de pulpa
de café y los problemas asociados a su manejo y utilizacién
se propone una alternativa de eliminacién biolégica de 1la
cafeina de la pulpa de café, para lo cual se obtuvo una
coleccidén de hongos filamentosos susceptibles de utilizarse
en procesos de fermentacidén en medio sélido, con el fin de
mejorar su aprovechamiento.

2) En este estudio se logrd el aislamiento y seleccién de
siete cepas de hongos degradadores de la cafeina
(cafeinocldasticos), las que se identificaron como miembros
del género Penicillium y Aspergillus.

3) La composicién quimica de los medios y la temperatura de
incubacién de los cultives, fueron determinantes para el
aislamiento y la seleccién de los hongos filamentosos obteni-
dos; lo que confirma la importancia de estos factores para
encontrar microorganismos con actividades especificas de
interés a partir de sustratos naturales, que se caracterizan
por presentar una abundante microbiota con gran diversidad
metabdlica.

4) Es necesario hacer mas estudios, para conocer la rela-
cidén que existe entre la degradacidén de cafeina y la varia-
2idén del pH en los medios de cultivo.

5) El estudio de las caracteristicas fisioldégicas y biogqui-
micas estudiadas, para las cepas seleccionadas, sienta las
bases para estudios posteriores en condiciones de fermenta-
cidn en medio sélido, con el fin de descafeinizar la pulpa de
café.

6) Los taninos y fenoles libres de la pulpa de café,
(reportados como factores antifisiolégicos para los
animales), probablemente puedan ser eliminados aplicando los
mismos principios metodolégicos aqui expuestos.
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ANEXO I. Clasificacién general de los hongos (Ainsworth,
1973)

" MYXOMYCOTA (Organismos sin pared celular)

A. ACRASIOMYCETES {(mohos mucilaginosos celulares).
Organismos amoeboides que se agrupan para formar un
cuerpo fructifero parecido a un hongo.

B. HYDROMYXOMYCETES (mohos mucilaginosos reticulares).
Células fusiformes que se mueven dentro de una red
tubular de polisacaridos extracelulares.

C. MYXOMYCETES (mohos mucilaginosos veraderos). Masa
protoplasmica multinucleada (plasmodio) que fagocita
particulas alimenticias.

D. PLASMODIOPHOROMYCETES (mohos mucilaginosos
endoparédsitos). Pequefios plasmodios pardsitos de
algas, hongos y plantas superiores.

EUMYCOTA (hongos verdaderos con pared celular)

A. MASTIGOMYCOTINA Producen esporas asexuales flageladas
(zoosporas).

i) Chytridiomycetes Cadenas celulares primitivas. a
veces adheridas al subsltrato por medio de rizoides
que terminan en punta. Las zoosporas tienen un
solo flagelo posterior de tipo latigo.

ii) Oomycetes Miceliales, cenociticos. Las zoosporas
tienen dos flagelos, uno mastigonemado o barbulado
dirigido hacia el frente y otro de tipo latigo
hacia atrias.

B. ZYGOMYCOTINA Por lo general miceliales, cenociticos;
las esporas asexuales no méviles se forman en un
esporangio.

i) Zygomycetes Por lo general saprobios.

ii) Trichomycetes Por lo general comensales del
intestino de los artrépodos.
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ANEXO I. Clasificacién general de los hongos (continuacidn)

C. ASCOMYCOTINA Micelio septado o levaduras. Las esporas
asexuales no se forman en esporangios, las esporas
sexuales se forman en un asca.

i) Hemiascomycetes Levaduras o miceliales; el asca no
estd encerrada en un cuerpo fructifero (ascocarpo).

ii) Euascomycetes Miceliales; las ascas estén
encerradas en un ascocarpo.

D. DEUTEROMYCOTINA Micelio septado o levaduras; esporas
asexuales como en los Ascomycotina; no hay reproduc-
cidén sexual, es rara o se desconoce, aungue puede
haber reproduccién parasexual.

i) Blastomycetes Levaduras tipicas.
ii) Hyphomycetes Miceliales; las esporas asexuales o

conidios se forman en una hifa simple o en ramas
de hifas (conodidéforos).

e
e
B

Coelomycetes Miceliales; las esporas asexuales se
forman en conididéforos dentro de una estructura en
forma de botella (picnidio) o sobre una estroma
(acérvulo).

E. BASIDIOMYCOTINA Micelio septado o levaduras; esporas
asexuales ausentes o como en los Ascowycotina; las
esporas sexuales se forman en un basidio.

i} Teliomycetes Sin un cuerpo fructifero
(basidiocarpo) que contenga a los basidios; son
pardsitos de plantas superiores (royas y
carbones).

ii) Hymenomycetes El basidiocarpo es una seta o una
repisa con los basidios descubiertos.

iii) Gasteromycetes Diversos basidiocarpos que
encierran a los basidios.
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ANEXO II. Coleccidén de hongos filamentosos aislados en medios

de cultivo especificos e identificados.

NUMERO CLAVE ESPECIE

001 V01A25 Aspergillus sp.
002 V01A35 Aspergillus sp.
003 V01B25 Aspergillus sp.
004 V01B35 Aspergillus sp.
005 V01C35 Aspergillus sp.
006 V02235 Aspergillus sp.
007 V02B25 Geotrichum sp.
008 V02B35 Aspergillus sp.
009 -V02C35 Aspergillus sp.
010 VO3A25 Geotrichum sp.
011 V03235 Aspergillus sp.
012 V03B25 Humicola Sp.
013 V03B35 Aspergillus sp.
014 V03C35 Aspergillus sp.
015 V04A25 Aspergillus sp.
016 V04B25 Aspergillus sp.
017 V05225 Aspergillus sp.
018 V0O5A35 Aspergillus sp.
019 V05B35 Aspergillus sp.
020 V05C35 Aspergillus sp.
021 VO08A25 Humicola Sp.
022 V08A35 Aspergillus sp.
023 VO08B25 Humicola sp.
024 V08B35 Mucor sSp.
025 V08C35 Aspergillus sp.
026 VO9A25 Humicola sp.
027 V09A35 Aspergillus niger
028 V09B25 Humicola sp.
029 V09C35 Fusarium sp.
030 V10A25 Aspergillus sp.
031  V10A35 Aspergillus sp.
032 V10B25 Aspergillus sp.

NUMERO CLAVE

ESPECIE
033 V10B35 Aspergillus sp.
034 V10C35 Aspergillus sp.
035 V12A25 Aspergillus oryzae
036 V12A35 Aspergillus niger
037 V12B25 Fusarium sp.
038 V12B35 Aspergillus niger
039 V12C35 Aspergillus niger
040 V13A25 Aspergillus niger
041 V13A35 Aspergillus sp.
042 V13B25 Geotrichum sp.
043 V13B35 Aspergillus sp.
044 V1i3C35 Aspergillus sp.
045  V14A25 Humicola sp.
046 V14A3S Aspergillus sp.
047 V14B25 Humicola sp.
048 V14B35 Aspergillus sp.
049 V14C35 Aspergillus sp.
050 V15A35 Aspexgillus sp.
051 V15B25 Geotrichum sp.
052 V1i5B35 Aspergillus sp.
053 V15C35 Aspergillus sp.
054  V16A25 Penicillium sp.
055 V16A35 Aspergillus sp.
056 V16B25 Humicola sp.
057 V16835 Aspergillus sp.
058 V16C35 Aspergillus sp.
059 V19A25 Fusarium sp.
060 V18A25 Aspergillus sp.
061 V19B25 Geotrichum sp.
062 V19B35 Aspergillus sp.
063 V19C35 Geotrichum sp.
064 V204225 Humicola sp.
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ANEXO II. Coleccidn de hongos filamentosos aislados en medios
de cultivo especificos e identificados (continuacidn).

NUMERO CLAVE

NUMERO CLAVE ESPECIE ESPECIE

065 V20A35 Aspergillus sp. 097 V27B35 Geotrichum sp.
066 V20B25 Humicola sp. 098 V27C35 Humicola SP.
067 V20B35 Aspergillus sp. 099 V28A25 Geotrichum sp.
068 V20C35 Humicola sp. 100 V28A35 Aspergillus sp.
069 V21A35 Aspergillus sp. 101 V28B25 Fusarium Spe.
070 V21B35 Aspergillus sp. 102 V28B35 Humicola Sp.
071 V21C35 Aspergillus sp. 103 V28C35 Aspergillus sp.
072 V22A25 Penicillium sp. 104 V29A25 Geotrichum sp.
073 'V22R25 Penicillium sp. 105 V29B25 Humicola sp.
074 V22B35 Aspergillus sp. 106 V29B35 Aspergillus niger
075 V22C35 Humicola sSp. 107 V29C35 Aspergillus sp.
076 V23A25 Penicillium sp. 108 V30A35 Humicola sp.
077 V23A35 Aspergillus sp. 109 V30B25 Humicola SPe.
078 V23B25 Humicola Sp. 110 V31A25 Fusarium sp.
079 V23C35 Fusarium sSp. 111 V31A35 Aspergillus sp.
080 V24725 Humicola sp. 112 V31B25 Humicola sp-.
081 V24A35 Aspergillus sp. 113 V31iB35 Aspergillus sp.
082 V24B25 Humicola sp. 114 V32A35 Aspergillus sp.
083 V24B35 Aspergillus sp.- 115 V32B25 Aspergillus niger
084 V24C35 Bumicola Sp. ile V33R25 Penicillium roquefortii
085 V2525 Humicola sp. 117 V33B25 Trichoderma sp.
086 V25A35 Aspergillus sp. 118 V33B35 Trichoderma sp.
087 V25825 Humicola sp. 119 V33C35 Aspergillus niger
088 V25B35 Geotrichum sp. 120 V34A25 Aspergillus niger
089 V25C35 Aspergillus sp. 121 V34C35 Humicola sp.
090 V26A25 Penicillium sp. izz V2ELA25 Penicillium sp.
091 V26A35 Fusarium sp. 123 Vv35C35 Rhizopus Sp.
092 V26B25 Humicola Spe. 124 V36A25 Aspergillus niger
093 V26B35 Geotrichum sp. 125 V37825 Fusarium Sp.
094 V27R25 Rhizopus sp.

095 V27A35 Geotrichum sp.

096 V27B25 Humicola sp.



ANEXO II. Coleccién de hongos filamentosos aislados en

de cultivo especificos e identificados (continuacién).

NUMERO CLAVE

001
002
003
004
005
006
007
008
009
010
011
012
013
014
als
0le
017
018
019
020
021
022
023
024
025
026
027
028
029
030
031
032
033
034
035
036
037
038

ESPECIE

C01B25
C01B35
C01C35
c02A25
C02B35
co02C2s5
Cc02¢35
CO3A25
C03B25
C03B35
€03C25
C03C35
C04A25
C04B25
C04B35
co4c2s
€04C35
CO5A25
C05B35
C05C25
C05C35
CO6A25
C06B25
C06B35
co6C25
C06C35
Co7A25
C07B25
C07B35
Cc07C25
Cc07C35
CO08A25
CO8A35
c08B25
C08B35
cos8c2s
c08C35
C09A25

Fusarium
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Humicola
Humicola
Rhizopus
Aspergillus
Aspergillus
Humicola
Aspergillus
Fusarium
Fusarium
Trichoderma
Trichoderma
Aspergillus
Humicola .
Aspergillus
Humicola
Fusarium
Fusarium
Aspergillus
Humicola
Mucox
Rhizopus
Humicola
Humicola
Aspergillus
Humicola
Aspergillus
Acremonium
Aspergillus
Fusarium
Aspergillus
Fusarium
Aspergillus
Humicola

sp.
niger
niger
niger
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
niger
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
niger
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
oryzae
sp.

NUMERO CLAVE

039
040
041
042
043
044
045
046
047
048
049
050
051
052
053
054
055
056
057
058
059
060
061
062
063
064
065
G666
067
oes8
069
070
071
072
073
074
075
076

C09B25
coacas
C09C35
ClOA25
c10B25
C1l0C25
C10C35
C11A25
C11B25
Cl11B35
cl1licz2s
C11C35
Cl2Rn25
C12B25
C12B35
cl2C25
c12C35
C13A24
C13B25
C13B35
Cc13C2s
C13C35
Cl4A25
C14B25
C14B35
C14C25
Ccl14C35

c1en
C135A25

C15B25
Cl1l5B35
C15C25
C15C35
C1l6A25
C1l6B25
C16B35
C16C25
Cle6C35
Cl7A25

69

medios

ESPECIE
Humicola sp.
Humicola Sp.
Humicola sp.
Humicola sp.
Rhizopus Sp.
Humicola sSp.
Geotrichum sp.
Humicola sp.
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Geotrichum sp.
Humicola sp.
Mucor sSp.
Fusarium sp.
Humicola sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus niger
Penicillium sp.
Fusarium sp.
Fusarium Sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Humicola sp.
Aspergillus oryzae
Aopergillus sp,
Fusarium sp
Aspergillus sp.
Penicillium rogquefortii
Drechslera dematioidea
Aspergillus niger
Fusarium sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus niger
Aspergillus sp.
Penicillium sp.
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ANEXO II. Colecciédn de hongos filamentosos aislados en medios
de cultivo especificos e identificados (continuacién).

NUMERO CLAVE

ESPECIE

077 C17B25 Aspergillus niger
078 C17B35 Aspergillus niger
079 C17C25 Fusarium sp.
o8e C17C35 Aspergillus niger.
o8l C18A35 Fusarium sp.
082 C18B25 Fusarium sp.
083 C18C25 Trichoderma harzianum
084 C19A35 Aspergillus sp.
085 C19B25 Aspergillus sp.
086 C19C25 Trichoderma sp.
087 C20A25 Penicillium sp.
088 C20B25 Fusarium Spe.
089 C20C25 Fusarium sp.
090 C20C35 Aspergillus sp.
091 C21A25 Fusarium sp.
092 C21B25 Aspergillus sp.
093 C21C25 Fusarium sp.
094 C22A25 Fusarium sp.
095 C22B35 Humicola sp.
096 C22C25 Fusarium Sp.
097 C22C35 Aspergillus sp.
098 C23A25 Geotrichum sp.
099 C23B25 Aspergillus sp.
100 C23C25 Fusarium Sp.
101 C23C35 Fusarium sp.
102 C24A25 Humicola sp.
103 C24A35 Aspergillus sp.
i04 C24825 rusarium sp.
105 C24C25 Geotrichum sp.
106 C24C35 Geotrichum sp.
107 C25A25 Humicola SP.
108 C25A35 Aspergillus sp.

- 109 C25B25 Humicola sSp.
110 C25B35 Aspergillus sp.
111 C25C25 Geotrichum sp.
112 C26A25 Aspergillus sp.
113 C26B25 Fusarium sp.
114 C26B35 Geotrichum sp.

NUMERO CLAVE

ESPECIE

115 c26C25
116 C26C35
117 C27A25
118 C27A35
119 C27B2S
120 C27B35
121 C27C35
122 C28A35
123 C28B25
124 c28C25
125 C28C35
126 C29C35
127 C30C25
128 C31B35
129 C31C35
130 c32c2s
131 C32C35
132 C33B35
133 C33C25
134 C33C35
135 C34B35
136 c34C25
137 C35B35
138 C35C25
139 C36A35
140 C37C25
141 C38B35
142 c38C25
143 C39C35
144 C40A35
145 C40C35
l4e C41A35
147 C42A35

Fusarium
Geotxrichum
Penicillium
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Fusarium
Aspergillus
Aspergillus
Geotrichum
Aspergillus
Aspergillus
Geotrichum
Aspergillus
Geotrichum
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Humicola
Humicola
Aspergillus
Humicola
Aspergillus
Geotrichum
Aspergillus
Aspergillus
Fusarium
Geotrichum
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus

sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sSp.
sSp.
niger
SP.
sSp.
sp.
sp.
sp.
sp.
sp.
niger
niger
sp.
sp.
sSp.
sp.
niger
sSp.
sSp.
niger
sp.
sp.
oryzae
niger
nigexr
sp.
sp.
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ANEXO III. Analisis de varianza y prueba de rangos miltiples
de Duncan (Steel y Torrie, 1960), de los resultados de pH
final y % de degradacién de cafeina en cultivos de hongos
filamentosos aislados de Veracruz en medio (A) a 25°C.

A) Analisis de varianza del pH

Fuente df Suma de Media de F
variacién cuadrados cuadrados
Tratamientos 23 14.2 0.617 24.68
Error 24 0.62 0.025

Total 47 14.82

vValor de F en tablas F23, 24=2.0

B) Bnalisis de varianza de la degradacién de cafeina

Fuente df Suma de Media de F
variacién cuadrados cuadrados
Tratamientos 23 17 240.38 749.92 2906
Error 24 6.21 0.258
Total 47 - 17 246.59

Valor de F en tablas ¥F23, 24=2.0



C) Prueba de rangos miltiples

No. especie pH . (*) % degrad. (*)
final cafeina

01 Aspergillus sp. 5.1 a 38.00

02 Aspergillus sp. 6.1 e,d 26.79 3j

03 Geotrichum sp. 7.1 i 62.75 o
04 Aspergillus sp. 6.5 h 12.48 .

05 Aspergillus sp. 6.5 g 24.39 m
08 Humicola sp. 5.3 a 28.25

09 Humicola sp. 6.1 e,f 26.69 3

10 Aspergillus sp. 5.6 c 9.76

12 A. oryzae 6.6 h 61.93 o
13 . A. niger 6.9 i 42.87

14 Humicola sp. 6.9 i 25.25 k,1,m
16 Penicillium sp. 6.2 £ 26.25 j.k
19 Fusarium sp. 5.8 c 26.20 j.k,1
20 Humicola sp. 5.9 g 7.44

22 Penicillium sp. 6.3 e,f 23.69 n
23 Penicillium sp. 6.1 b,c 6.23

24 Humicola sp. 5.5 a,b 17.80

25 Humicola sp. 5.8 b,c 8.55

26 Penicillium sp. 5.5 b,c 15.20

27 Rhizopus sp. 5.6 b,c 20.02

28 Geotrichum sp. 6.7 h 33.19

29 Geotrichum sp. 6.9 i 24.15 n
31 Fusarium sp. 5.7 c 26.96 3

33 P. roquefortii 6.5 g, h 82.00

(*) En las cepas que comparten la misma letra, nc hay
diferencia significativa en sus respuestas con un nivel de
significancia de 5%.
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