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l. RESUMEN

Con el propésito de aislar levaduras capaces de usar cafeina como Gnica
fuente de nitrégeno, se prepararon medios de cultivo que contienen este
alcaloide como Onica fuente de nitrégeno. Dichos medios fueron luego
inoculados con una suspensién de pulpa de café e incubados en microaereo~
filia durante 48 horas a 25, 30 y 37°C. A través de tal técnica fue posi-
ble aislar dos cepas de levaduras identificodas como Saccharomyces sp. y
Schizosaccharomyces sp. las cuales por trespasos sucesivos, mostraron su ca-
pacidad de crecer a 25 6 30°C en el medio y condiciones citados, tanto
microaereofilica como aerébicamente. Posteriormente se prepard un lote ma~
yor, por cultivo, en un fermentador para obtener un inéculo de 31.7 gramos
(base seca) de cada una de las levaduras y ser inoculadas en 30 Kg. de
pulpa de café (82 % de humedad).

Cada porcién de pulpa inoculada fue luego dividida en lotes de 1 Kg., los
cuales fueron adicionados de 3% de melaza y ensilados en condiciones de
laboratorio. Otra porcién de pulpa (30 Kg.) no inoculada fue ensilada en
forma similar y tomada como control. Los silos se abrieron en triplicado al
0,1, 3,4, 7,15, 30, 45 y 60 dias de ensilaje. Los resultados sefialaron
que el nimero total de levaduras capaces de usar cafeina como Gnica fuen-
te de nitrégeno, fue siempre significativamente mayor (P£0.01) en aquellas
muestras inoculadas que en las no inoculadas. En el caso del grupo inocu~-
lado con Saccharomyces sp. y el grupo control, la fase de crecimiento lo-
garftmico termind después del cuarto dia de ensilaje, y en el grups inocula=
do con Schizosaccharomyces sp. después del quinto dia. Los tres grupos
terminaron la fase de aceleracidon negativa después del dia 15 y entraron en
la fase estacionaria. Cabe mencionar que el mismo patrén de curva de cre-
cimiento se enconird en el caso del recuento total de microorganismos por
gramo en todos los casos, en cada tiempo de conteo. Por los cambios en
composicién quimica observados en los diferentes tiempos evaluados correspon~
dientes a cada fase de crecimiento, se puede observar que el término de la
etapa de crecimiento logaritmico coincidié con una franca caida en azbcares
solubles totales, que resulté ser altamente significativa. Al final de la eta=
pa de crecimiento de aceleracién negativa se lograron concentraciones més
bajas de azdcares solubles totales y una franca caida del pH, acompafiada

de una elevacién altamente significativa (P4£0.01) en los valores de acido
lactico. Sin embargo, al final de esta etapa la concentracién de cafeina,




expresada porcentualmente, permanecié muy similar a la encontrada ol fi-
nal de la etopa de crecimiento logaritmico, sefialando posiblemente una
minima utilizacién por parte de los microorganismos.

Se encontré una correlacién significativa (P£0.05) entre el crecimiento de
levaduras capaces de usar cafefna como fuente de nftrégeno y la disminu-~
cién de la concentracién de cafeina en los silos inoculados con Saccharo-

myces sp.

La concentracién de proteina cruda (N x 6.25) aumenté significativamnente
(PL0.01) a través del tiempo de ensilaje en los tres grupos estudiados.



i. INTRODUCCION

En Guatemala existen grandes cantidades de pulpa de café, las cuales han
llegado a constituir un serio problema de contaminacién ambiental, por ser
descartadas en los rios y de esta manera contaminan el agua debido al abun-
donte crecimiento de hongos y bacterias que se lleva a cabo en la pulpa.

Se han estudiado varias altetnatives que permiten el aprovechamiento de es-
te desecho agricola. Una de é&tas la constituye el uso de pulpa de café
como alimento para omimales, ya que su contenido de protelnas es relativa=
mente alto. Para este propésito se han realizado numerosos estudios tendien—
tes a mejorar su calidad. Uno de los procesos que ha dado resultados pro-
misorios es el ensilaje de la pulpa, y se considera que existe la posibilidad
de que durante este proceso fermentativo se puedan degradar microbiolégica-
mente los compuestos hasta chora identificados como limitantes en la pulpa
de café, que son la cafeina y los polifenoles o taninos.

El presente trabajo se propone evaluar el efecto que puede tener el inbcu~
lo, al momento de ensilaje, de microorganismos capaces de usar cafefna como
fuente de nitrégeno, y asi poder reducir este agente amtifisiolégico presente
en la pulpa de café. También se pretenden evaluar otros cambios en su com=
posicién quimica que puedan contribuir a mejorar la calidad de la misma.



. ANTECEDENTES

A. Pulpa de café: generdlidades y caracteristicas quimicas

La pulpa de café es un desecho agricola que existe en grandes contidades
en los paises productores de café. Con base en la produccién total de
café, se estima que América Latina dispone anualmente de 1.5 x 106 to-
neladas métricas de pulpa (13). Esta provoca grandes problemas de conta-
minacién ambiental, por lo que se han realizado numerosos estudios que
tratan de aprovecharla. Previo a describir las diferentes formas en que ha
sido usada se hard un resumen sobre su potencial como fuente de nutrien-
tes y de otros compuestos que pueden ser utilizados para diferentes fines.

La pulpa de café, en relacién al café en cereza, representa alrededor del
20% y la pulpa seca, también en relacién al café en cereza, representa

un 10% (10). En la pulpa de café fresca, destaca su alto contenido de
agua. Bressani y col. (10) encontraron valores de humedad hasta de 76.7%,
lo cual ha representado un problema para el manejo y transporte de este
maerial. En base seca, la pul pa de café tiene un contenido relativemen=
te alto de fibra cruda y proteina. A este respecto, los valores informados
también por Bressani y col. (10), dlcarzan cifras de 21% y 11.2% respec-
tivamente (Cuadro 1 ). Es también de interés mencionar los niveles de
aminoécidos presentes en la pulpa de café (Cuadro 2 ), los cuales son com-
parables o superiores a los que poseen las harinas de algodén y de soya.
Asimismo, la pulpa de café contiene, en general, mayores concentraciones
de aminoécidos que el maiz. En cuanto a su contenido de minerales, como
puede observarse en el Cuadro 3, se hace evidente el alto contenido de
potasio cuyo valor estd cerca de 1,765 mg.%. En lo que se refiere a la
concentracidén de carbohidratos, Jaffé y Ortiz (33) encontraron valores de
43%, mientras que Aguirre y col. (2) informan variaciones desde 57.5% has~

ta 61.1%.

Otros compuestos orgénicos presentes en la pulpa de café que han sido des~
critos como limitantes para el uso de la pulpa como alimento de onimales,
por considerérseles responsables de la toxicidad de la misma, son la cafeina



y los taninos. Los valores encontrados en la literatura, son variables.
Jaffé y Ortiz (33) informaron concentraciones de cafefna de 0.51% en
base seca, mientras que Bressani y col. (10) han indicado valores de
1.3% también en base seca. Llos valores de taninos también son va-
riables. Molina y col. (41) informaron valores de 2.4%; Jaffé y Ortiz
(33) de 1.44% y Aguirre (2) de 4.5%. Estas dos sustancias se describi-
ran defalladamente méas adelante.

B. Usos que se le han dado a la pulpa de café

Se han propuesto distintas formas de utilizar la pulpa de café, enire las
que se pueden mencionar las siguientes:

1. Como abono: la pulpa de café posee un alto contenido de ma-
teria orgénica. Estudios redlizados sefialon que 100 libras de pul-

pa de café, seca, equivdlen a 10 libras de un fertilizante orgénico (57).

La pulpa también se compara ventajosamente con el abono de establo y con

el estiércol de gallina en cuanto a su contenido de nutrientes, especialmen-

te potasio (1).

2, Como medio de cultivo de microorganismos: un filtrado de pulpa

de café que contenga 0.5% de fosfato de amonio y 1.2% de az(~
car, permite el crecimiento de la levadura Torulopsis utilis (17). Otros re-
sultados sugieren que la pulpa puede servir tanbién como sustrato para Sac-
charomices cereviciae (18).

3. Como medio para producir gas combustible: la produccién de gas

metano se lleva o cabo a partir de pulpa de café y estiércol de
vaca (20), y se ha informado de la produccidn de 670 litros de metano o
partir de 30 kilogramos de pulpa de café (19).



4, En lo preparacién de raciones para enimales: un estudio redlizado
por Bressani y col. en 1972 (10), sugirié que dada la concentra~
cién de proteina de la pulpa de café, ésta bien podria reemplazar ol maiz
usado en la preparacién de raciones para animales, siempre que puedan su-
plirse los niveles de carbohidratos solubles del cereal. Estudios realizados
con pollos de carne, mostraron que niveles de 10% de pulpa en las dietas,
dieron buenos resultados en la alimentacién de é&stos (12). En el gonado bo-
vino, se observé que los animales debian consumir un nivel minimo de pulpa
de café para propiciar un proceso de adaptacién que gradualmente los capa~-
citara para ingerir y utilizar cantidades cada vez mayores (14), y se ha en-
contrado que niveles hasta de 29% de pulpa de café podian incorporarse en

las raciones (36).

C. Factores antinutricionales presentes en la pulpa de café

Se ha observado que cantidades mayores de 20% de pulpa de café en laos
raciones para anima'es rumiantes ocasionan efectos depresores en el desarro-
llo de &stos (36). Existe también cierta tendencia a una disminucidén del
consumo de alimento o medida que el porcentaje de pulpa se incrementa en
la racién (37). Esto se manifiesta con un aumento de peso en relacién in-
versa al contenido de pulpa en la dieta (37,35). Algunos autores atribuyen
esta baja ingesta de las dietas que contienen pulpa de café a la palatabili=-
dad de la misma, lo que puede corregirse, al menos parcialmente, con la
adicién de melaza de cafia de azlcar, mezclando la pulpa zon pasto o en-
silandola’ ). Estudios realizados por Cabezas y col. en 1974, y Vargas y
col., en 1977, (15,57), muestran que la presencia de pulpa de café a nive-
les de 40 y 60% en las raciones, ocasiona una disminucién en la absorcidn
de nitrégeno, aumento en la excrecién de nitrégeno urinario y fecal y au-
mento en la excrecién de orina y el consumo de agua por los temeros. Tan-
bién se ha observado que al consumir pulpa de café durante un perfodo de
tiempo prolongado, los terneros muestran mayor astividad fisica (45).

Estudios en cerdos musstran que la cafelna agregada a las dietas a niveles
de 1.5 gramos por kilogramo de la racién aumenta en un 7.9% la retencion
de nitrdgeno, asi como la adicién de 3 gramos de cafeina por kilogramo de
alimento provocd dermatitis y paraqueratosis en los anima'es (23). La czafei-
na también produce un aumento en la concentracién de acidos grasos libres
en el suero sanguineo de humanos y ganado lechero (6,31). Asimismo, se
han elaborado dietas que contienen cafeina y taninos quimicamente puros a



niveles que pueden ser encontrados en las raciones con més de 20% de pul-
pa de café, y se ha demostrado que la cafefna por sf sola puede constituir
un factor adverso, mientras que el acido tanico por sf solo no lo es (16).
Se cree que la interaccidn entre amnbos sl puede provocar una disminucién
en la tasa de crecimiento, como resultado de un menor consumo y eficien=
cia de la conversién del alimento (27, 33, 49, 55).

Con base en lo anterior, se considera que la presencia de cafeina y taninos
son los posibles causantes de los efectos adversos que la pulpa de café tiene
sobre los animales que la sonsumen.

D. Posibles sistemas de detoxificacién de la pulpa de café

Debido a la gran utilidad que puede tener la pulpa de café como alimento
para animales, se han realizado numerosos estudios tendientes a mejorar su
valor nutritivo, su palatabilidad y la consistencia de la misma, asf como a
disminuir su contenido de cafeina y taninos.

Se sabe que la pulpa de café contiene contidades relativamente altas de com-
puestos fenblicos y compuestos de bajo peso molecular, los cuales, después

de la oxidacién por las enzimas polifenoloxidasas, forman productos que con-
tienen grupos quinona que pueden combinarse con las protefnas modificando
sus propiedades biolégicas. De la misma manera, los compuestos fenblicos

de més alto peso molecular llamados taninos, pueden formar complejos inso-
lubles con las proteinas (44). Murillo y col. (43) realizaron un estudio en

el cual usaron pulpa de café fresca, la que fue tratada con 0.5, 1.0, 1.5

y 2.0% de metabisulfito de sodio previo a su deshidratacién. El objeto de
la adicién de este agente reductor fue, por una parte, detener la oxidacién
de los compuestos fenblicos libres, y, por otra, bloquear la formacién de com=
plejos tanino-proteina. Los resultados obtenidos muestran que el metabisulfito
si fue efectivo a este respecto, ya que la concentracién de taminos en la
pulpa *ratada fue mayor que en la que no recibié metabisulfito. Con respec-
to a la concentracién de cafefna, se observé una disminucién de ésta en la
pulpa tratada, independientemente del sistema de secado.



Moling y col. (40) usaron ratas como animal experimental, y encontraron
que cuando la pulpa de café se trataba zon percolacién a 94° C, los
niveles de cafeina, taninos, azlicares totales y los acidos cafeico y clo~
rogénico disminuian. Enla evaluacién biolégica, se observé una mejora
en la ganancia de peso, consumo y eficiencia de la alimentacién con el
tra*amiento de decafeinizacién. A pesar de esto, la ganancia de peso

fue siempre superior en las ratas que se alimentaron con las dietas sin pul-
pa de café.

Otros estudios realizados por Bendafia (7) y Gémez=Brenes (28) en los cua-
les aplicaron tratamientos alcalinos con hidréxido de calcio a la pulpa de
café por la técnica de remojo, demostraron una disminucién en la concen-
trazién de taninos en la pulpa de café, no siendo asi para el contenido de
cafeina y acidos clorogénico y cafeico. En tratamientos combinados como
deshidratacién de la pulpa y posterior remojo con hidréxido de sodio, se
observé una disminucién en su contenido de taninos. Otro proceso combina-
do es el evaluado por Jarquin y col. (34) en el cual ensilaron pulpa de
café adicionéndole metabisulfito de sodio. Los resultados obtenidos mostraron
una elevacién en la concentracién de taninos libres y cafeina, y se aprecié
un menor consume de alimento por los animales.

E. El proceso de ensilaje

El ensilaje, describe Barnet (5), es un proceso utilizado en la conservacién
de forrajes producidos estacionalmente en fincas ganaderas; consiste en la
preservacién de éstos en su estado suculento por medio de fermentaciones par-
ciales, y mantienen condiciones anaerdbicas que permiten la proliferacion de
lactobacilos que producen éacido lactico y otros acidos orgénicoscomo acé~
tico y propidnico que son los responsables del sabor y olor caracteristico de
un buen ensilaje.

La fermentacién en el ensilaje: el objetivo en el proceso de ensilaje, es
llegar a alcanzar una conceniracién suficiente de acido léactico, el cual es
producido por microorgonismos presentes en el material, pora inhibir otras
formas de actividad microbiana y asl preservar el material el tiempo requerido.
En un material bien ensilado, los cambios que ocurren son los siguientes:



Fase 1:

La respiracién continuada de las plantas, da por resultado la produccién
de diéxido de carbono., utilizacién de carbohidratos simples y flujo de
agua de la masa debido a los sucesos bioquimicos y a la comprensién me-
canica del material. Estos eventos estdn azompafiados por cambios de tem-

peratura (5).
Fase 2:

Produccién de pequefias cantidades de acido acético por organismos del
grupo coliforme y otros. Esta fase es de corta duracién ().

Fase 3:

Iniciacién de la fermentacidén lactica dependiente de orgonismos acido~
lacticos, lactobazilos y estreptococos (5).

Fase 4:

Este es un estado de reposo en el cudl la produccién de Gcido lactico lle-
ga a un méximo y permanece constante entre 1 y 1.5% del material fres-

co. El pH permanece por debajo de 4.2 (5).

Estas cuatro fases toman de 17 a 21 dias para completarse, pero las prime~
ras tres se completan en cerca de tres dias.

Fase 5:

Atague por organismos productores de acido butirico a los carbohidratos so-
lubles residuales y al acido lactico que ya ha sido formado (3). Esto es
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acompafiado, en el extremo de los casos, por desaminacién de aminoacidos
con la formazién de aminas y didéxido de carbono.

F. Cambios bioguimicos durante el proceso de ensilaje

Cuando un cultivo se ensila, la respiracién aerébica continGa un cierto tiem-
po en las células vivas, por cuya razén se producen agua y diéxido de car=~
bono y gron cantidad de calor. El aumento de la temperatura dependerd de
la cantidod de oxigeno disponible, es decir, del grado de compactacién de la
masa ensilada. La respiracién disminuird si la compactacidén impide la entrg~
da de aire, con lo cual se acumulara el diéxido de carbono. Esta respiracién
terminag al morir las células y continda la oxidazién parcial o respiracién ana-
erbbica. Cuando los carbohidratos experimentan los efectos de la respiracién
anaerdbica dan origen, entre otras sustancias, a acidos organicos. Los écidos
organicos cominmente encontrados en el ensilaje, son el ocético, propiénico,
butirico y lactico. El acido azético es el responsable del sabor y olor a vi-
nagre, y el acido propibnico tiene propiedades similares; el acido butirico
posee olor desagradable. El acido lactico se encuentra en la leche agria y
posee sabor acido pero agradable. Al hacer un ensilaje, es conveniente que
se produzca una cantidad considerable de écidos, pero también es desedble
que predomine el lactico, o cuando menos, que el bulirico esté agusente (58).

1. Acido lactico

Las bacterias que producen acido lactico a partir de los carbohidratos, son

los lactobacilos. Los especies aisladas de los ensilajes se desarrollon entre

20 y 45°C y lo hacen mejor a bajas concentraciones de oxigeno, o en su
ausencia. El acido lactico es producido g partir de la glucosa y otros azi-
cares. Lo caracteristica mas importante de los lactobacilos desde el punto de
vista de preservaciéon de una cosecha, es que pueden soportar una acidez ma-
yor que otros microorganismos, de modo que cuando un cultivo se ensila, las
bacterias del acido lactico comienzan a proliferar casi inmediatamente sobre
los azlcares fermentables de la savia vegstal, y produce tal cantidad de acido
que las bacterias indeseables no pueden desarrollarse (58).
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2, Acido butirico

Entre las bacterias perjudiciales se incluye el grupo de las que producen
acido butirico. Las enzimas proteoliticas de las bacterias formadoras de
gcido butirico, producen amonfaco y compuestos amoniacales a partir de
las proteinas. Tales sustancias, de caracter basico, son de dudeso valor
nutritivo pa~a los onimales e inclusive, algunas pueden ser dafiinas, y como
neutralizan los acidos producidos, favorecen el desarrollo de las bacterias
del écido butirico. También son responsables de los malos olores que re~
cuerdan a los de la ma*eric animal pufrefacta. De hecho, se verifica una
putrefaccién asociada a la formacién de acido butirico 48).

No es raro, entonces, que el ensilaje mal hecho tenga un olor parecido

a wna mezcla de mantequilla rancia y o pescado descompuesto, porque las
bacterios del écido butirico han tenido la oportunidad de fermentar los car-
bohidratos y atacar las proteinas (48).

La razén mas l6gica que explica la falta de acidez en un ensilaje es la
cantidad escasa de azlcares facilmente fermentables en la cosecha, ya que
de esta manera la formazién de &cido lactico se hace lenta lo que favo-
rece el crecimiento de las bacterias productoras de écido butirico. Esto
puede evitarse si se afiaden azlcares a una cosecha rica en proteinas (48).

3. Ac‘i do acético

Se produce durante la fermentacién, vy normalmente abunda en un ensilaje
bien hecho. En ciertos casos las contidades de acidos acético y lactico
son equivalentes (48).

4, Alcohol

Es una de las sustancias intermedias que se producen durante la fermenta-
cién de los carbohidratos, Esto sucede cuando el azicar es atacado por
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las enzimas de las levaduras. La contidad de alcohol no llega ol 1% por=-
que cosi siempre se combina con los acidos organicos formando &steres de
olor agradable (48).

G. Ensilaje de pulpa de café

Es un estudio realizado por Murillo y col. (44). Se ensilé pulpa de café
junto con melaza y forrajes. El ensilaje se llevé a cabo en silos de labo-
ratorio y con una duracién de 141 dias, y se evalud después de este perio-
do los cambios quimicos ocurridos. Los cambios observados, se muestran en
el Cuadro 4 . La comparacién de los valores iniciales con los finales, re-
vela disminuciones de materia seca, contenidos celulares y carbohidratos so-
fubles, asl como aumentos de los componentes estructurales y de proteina,
todo lo zual indica la actividad y el crecimiento de los microorganismos
anaerdbicos.

Al ensilar pulpa de café en silos de labora*orio sin aditivo, con 10% de me-
laza, con solucién al 10% de ‘acido clorhidrico y sulforico siguiendo lo me-
todologia de Virtanen y con la mezcla de a:ido mas 10% de melaza, Mu-
ritlo (45) encontré que el porcentaje de pérdida en el silo era de 26.8%
cuondo se le adiciond la mezcla de acidos a la pulpa de cofé. La proteina
cruda fue mayor para la pulpa sola y para la pulpa més acido. El contenido
de taninos del ensilaje no se alteré con 'los aditivos. El pH fue menor para
los ensilajes que incluyeron la mezcla de é&cidos.

Estudios realizados por Jaffé y Ortiz en 1952 y Bressani y col. en 1972
(33,10) para evaluar la composicién quimica de la pulpa de café fermen-
tada, muestran una disminucién en el contenido de cafeina producida por
la fermentacién azrébica.

H. Costos del ensilaje de pulpa de caofé

Se han hecho evaluaciones que contemplan los costos del ensilaje de pulpa
de café (42) las cuales se muestran en el Cuadro 5 . Como puede observarse,
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aun cuando no se incluye el costo de transporte, por ser una variable difi-
cil de calcular, es obvio que debido al alto contenido de agua de la pul =
pa, el transporie de este material de un beneficio a una finca, resultarfa
alto, y llegaria a ser prohibitivo cuando se trata de distancias muy largas.
Teniendo esto en cuenta, lo recomendado es ensilar la pulpa en lugares cer-
canos a los beneficios, en donde posteriormente el ensilaje puede ser emplea-
do directamente en alimentar al gonado, o bien ser deshidratado.

Con base en lo anterior, se tiene que el ensilaje de pulpa de café es un
método sencillo y barato que ha sido usado muy eficazmente para lograr una
deshidratacién parcial de la pulpa y mantener, e inclusive mejorar, el valor
nutritivo de ésta y facilitar, asimismo, su manejo y transporte.

l. Microorganismos capaces de usar cafefna como fuente de
nitrégeno

Hasta la fecha no existen muchos estudios acerca de decaofeinizacién por mé-
todos biolégicos, como tampoco se han encontrado microorganismos anaeré-
bicos o microgereofilicos capaces de usar cafefna zomo fuente de nitrégeno.

Schwimmer y col. (53) usaron el hongo Penicillum crustosum que es capaz

de usar cafeina como @nica fuente de nitrdgeno; informaron que, en presen-
cia de azlcar, esta especie de Penicillum puede remover la cafeina de in-
fusiones de café comercial tan efectivamente como de un medio sintético.

Otro hongo que ha sido estudiado y que es eficaz, es el Penicillun roquefor~
ti , el cual es capaz de remover completamente la cafeina en medios que con-
tienen hasta 0.01 M del alcaloide (52).
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OBJETIVOS

Aislar e identificar microorganismos presentes en la
pulpa de café y capazes de utilizar la cofeina co~
mo Unica fuente de nitrégeno.

Determinar la posibilidad de produzcién de los mi-
croorganismos presentes en la pulpa de café y capa-
ces de utilizar la cafeina como Onica fuente de ni-
trégeno.

Determinar los cambios quimicos y microbiolégicos que
puede sufrir la pulpa de café ol ser inoculada con
microorganismos capaces de usar cafeina como Onica
fuente de nitrbgeno, y ensilada en sistemas de bolsas
plasticas.



15

V. HIPOTESIS

Al ensilar la pulpa de café con un inbculo de microorganismos capaces
de usar cafefna como Onica fuente de nitrégeno, éstos usarédn el alca-

loide contenido en la pulpa y, de esta manera, al final del ensilaje

se observard una disminucién de este agente antifisiolégico en el mate-
rial original.
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VI. JUSTIFICACIONES

Debido a los problemas de contaminacién ambiental que ocasiona la
pulpa de café en los pafses productores y a la necesidad de protef-
nas, se hace necesario llevar a cabo estudios que disefien sistemas
para reducir los agentes ontifisiolégicos presentes en la pulpa de ca-
fé, y asi permitir el uso de niveles mayores de este subproducto en la

alimentacién animal.
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Vil. ASPECTOS METODOLOGICOS

A. Universo de trabaig

Para la realizacién del presente trabajo se obiuvo un lote de pulpa de
café proveniente de la finca y beneficio "La Azotea" que se encuen-
tra ubicada en la civdad de Antigua, Guatemala. De este lote de
pulpa se tomé una pequefia porcién, de la cual se aislaron, por méto-
dos auxanograficos, dos levaduras capaces de usar cafeina como Onica
fuente de nitrégeno, identificadas como de los géneros Saccharomyces
y Schizosaccharomyces.

B. Procedimiento

1. Aislamiento de micmog_qnismos capaces de usar cafeina como
Onica fuente de nitré_geno

La pulpa de café se homogenizé con agua destilada estéril en una licva-
dora corriente; se tomd una alicuota, la cual se cultivé por la técnica
de vaciado en placa (21) en medios para auxanograma (22) con cafeina
USP como GOnica fuente de nitrégeno. Estos medios se incubaron en con-
diciones microaereofilicas a 25,30 y 37° C por 48 y 72 horas.

2, ldentificacién de las cepas aislados

Las cepas aisladas se identificaron como levaduras pertenecientes a los gé-
neros Saccharomyces y Schizosaccharomyces. Se hicieron observasiones
microscopicas (5%5-35? como también pruebas de asimilacién y de fermen-
tazién de azlcares como los descritos por Davenport (25).
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3. Cultivo de las cepas capaces de utilizar cafelna
como Onica fuente de nitrégeno

Las levaduras aisladas se cultivaron y iraspararon sucesivamente en me-
dio con base de carbono y con cafeina como Gnica fuente de nitrbgeno.
Las levaduras se produjeron en un fermentador (Microferm Fermentor,
New Brunswick Scientific Co.) a una temperatura de 27° C, con una
agitacién a 400 rpm, a una presién de 6 libras y con una contidad de
aireazién de 2,000 a 3,000 cc¢/min. Para este cultivo se usé el medio
llamado "Sea Warer" (3) el cual es especial para la produccién de le-
vaduras. Las levaduras se separaron del medio de cultivo por centrifu=-
gacién, comprobandose luego su pureza usando medio con cafeina como
Onica fuente de nitrégeno.

4, Ensilaje de la pulpa de café

Previo ol ensiloje de la pulpa de café, ésta se homogenizé en una mez-
cladora horizonial (Crofts Engineers, Ltda. Bradford 3 England) con
melaza al 3% y el indculo de los microorganismos. La preparacién de
cada lote de pulpa se hizo de la forma siguiente: se prepararon tres
porciones de pulpa de café, una conteniendo 39 Kg. de pulpa fresca
con inbculo de levadura del género Saccharomyces y otra porcién de 21
Kg. de la misma »ulpa con inéculo de Sachizosazcharomyces. En am=-
bos casos el indculo fue a razén de 31.7 g. (base seca) de levadura por
30 Kg. de pulpa. Cada porcién de pulpa inoculada fue luego dividida
en 30 lotes para la pulpa inoculada con Saccharomyces y en 21 lotes
para la inoculada con Schizosaccharomyces, conteniendo 1 Kg. de pul-
pa de café, los cuales fueron ensilados en condiciones de ldboratorio (11)
conteniendo la melaza. Una porcién de 30 Kg. no inoculada, fue
ensilada en forma similar y tomada como control. Se dbrieron tres silos
al 0, lo., 20.,30.,40.,70.,150. ,300. ,450., y 60 dias de ensilaje

en el caso de los grupos inoculados con Saccharomyces y el control,

y al lo.,40.,70.,150., 300.,450., y &0o. en el grupo inoculado con
Schizosaccharomyces.
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Andlisis quimicos

a)

b)

d)

f)

g)

Determinacién de humedagd: la determinacién de hume-
dad en la pulpa se redlizdé de acverdo ol método

propuesto por la AOAC (3).

Determinacién de pH: se pesaron 50 gramos de pulpa
fresca, se agregaron 100 mi. de agua destilada, lue-
go se licud y filtré6 y dl filtrado se le determiné el pH
usando para ello un potenciémetro marca Griffin.

Determinacién de cafeina: este andlisis se realizd en
la pulpa secada a 40°C y molida a 40 mallas de acuer-

do ol método propuesto por ishler y col. (32).

Determinacién de proteina: este andlisis se hizo de
acuerdo ol método de Kjeldahl en la pulpa seca y
molida (3).

Determinacién de carbohidratos solubles: se realizé de
azverdo con el método propuesto por Johnson y col (38)
en la pulpa seca y molida.

Dosificacién del acido-iactico: se procedid de la si-
guiente forma: se pesaron 100 gramos de puipa frescs y
se licuaron con 300 ml. de agua destiloda; luego se
filtrd por gasa y papel filtro; se tomé una alicuota de
5 ml. del filtrado y se le adicionaron 5 ml. de solucién
de acido tricloroacético; luego la muestra se procesd
siguiendo el método propuesto por Barker y col {4).

Dosificacion de Gcido acético, etanol .y metanol: las
muestras se procesaron en la siguiente forma: se tomaron
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50 ml. de filtrado de pulpa de café; se agregaron 0.5 ml. de
HgCl al 7% y luego se centrifugd; del sobrenadonte se tomaron
5 ml. y se adicion6 1 ml, de &cido fosférico al 20%; se cen-
trifugd y el sobrenadante se utilizé en la dosificacién, la cudl
se hizo por cromatografia de gas usando un cromatégrafo Packard
Becher 420 equipado con detector de ionizacién de llama, utili-
zéndose una columna de vidrio en forma de U, empacada con
una mezcla de 10% SP-1200/1% H3PO4 en 80/100 Chromosorb
waw (FFAP). Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:
temperatura del inyector 225°C; temperatura del detector 235°C;
flujo de gas (Argén) 38 ml./min. La cantidad inyectada fue
de 3 Ml.

6. Analisis Microbiolégicos

Se hicieron recuentos de microorganismos por el método de vaciado en ca-
ja (21). Se usaron medios de cultivo que contenian cafeina como Onica
fuente de nitrégeno (YCB) y un medio nutritivo (Agar Nutritivo), para es-
tablecer comparaciones en el némero de microorganismos. Estos se cultiva-
ron en condiciones aerébicas.

7. Andlisis de datos

Los resultados del presente trabajo se evaluaron por un andlisis de cova-
rianza (54).
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Viil.  RESULTADOS

A. Microorganismos microaereofflicos aislados copaces
de utilizar cafeina como Gnica fuente de nitrégeno

Los microorganismos aislados de pulpa con capacidad de usar cafefna como
Onica fuente de nitrbgeno,fueron dos levaduras pertenecientes a los géne-
ros de Saccharomyces y Schizosaccharomyces, las cuales se identificaron de
acuerdo a las técnicas seguidas por Lodder y Davenport (39, 24, 25, 26).
Los resultados obtenidos de las pruebas de asimilacién y fermentacién de
azGcares, se sumarizan en los Cuadros 6y 7.

Los resultados de las observaciones microscépicos y de las pruebas de asi-
milacién y fermentacidén de azlcares, se confirmaron con las pruebas de
asimilacién de Nitra'o las que fueron negativas en ambos casos.

En adelante se llamarad Levadura 1 y Levadura 2 a los lotes de pulpa ino=
culados con los géneros Saccharomyces y Schizosaccharomyces respectiva-
mente, y control al lote de pulpa preparado sin inbéculo de levaduras.

B. Calidad del ensilaje de pulpa de café con y sin
indculo de levaduras

1. Acidez

Los cambios de pH observados en los silos se presentan en el Cuadro 8.
La acidez en los silos aumentd significativamente (P<£J.01) en los tres
grupos estudiados (Control, Levadura 1 y Levadura 2). En la Grafica 1
se aprecia que hubo una marcada caida del pH en el franscurso de los
primeros dias de ensilaje, para luego mantenerse relativamente constante
hasta el dia sesenta. No se encontré diferencia sstadisticamente signifi~
cativa al comparar la disminucién del pH de los grupos (P4 0.44).
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2. Acido lactico

Los resultados obtenidos para concentracién de &cido léctico en los silos
de los tres grupos, se presentan en el Cuadro 9 ; se observa que la con-
centracién de este acido aumentd significativamente (P& 0.01) durante

el perfodo de ensilaje.

En la Gréfica 2 se describen los canbios en concentracién de écido léc-
lico en los tres grupos estudiados. Al hacer comparasiones enire el con-
frol y los grupos inoculados con las levaduras 1 y 2, se encontré que no
hay diferencia estadisticamente significativa (P4 0.6) en el aymento del
acido lactico en ombos grupos. Tampoco se encontrd diferencia estadis-
ficamente significativa (P£0.7) entre el grupo inoculado con la levadu~
ra 1 y el tratado: con la levadura 2.

3. Acido acético

La concentracién de acido azético aumentd significativamente (P£0.01)

a través del tiempo de ensilaje en los tres grupos estudiados. Los cambios
en concentracién ocurridos se sumarizan en el Cuadro10, las lineas de re-

gresién en la Grafica 3. Al hacer comparaciones entre el grupo control

y los grupos tra*ados con las levaduras 1 y 2, se encontré que en el gru-

po conirol el aumento en la concentracién de &cido acético fue significa-

tivanente mayor (PL0.01). Al comparar las 2 levaduras entre sf, se en-

contrd que las diferencias entre el aumento de ambas no fueron estadistica~
mente significativas (P4 0.08).

4, Metanol

El Cuadroll y la Grafica 4 presentan los resultados obtenidos de los cam-
bios de concentracién de metanol a través del tiempo de ensilaje. Como
se observa, hubo cambios de concenirazién de este alcohol, los cudles fue-
ron en aumenio estadisticamente significativo (P<0.01) en los tres grupos
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estudiados. Se encontrd que en los grupos inoculados con la levadura

1 y la levadura 2 el aumento fue significativamente mayor (P40.01)
que en el grupo que no recibié indculo de levaduras. El aumento de
este alcohol fue significativamente mayor (P<0.05) en el grupo tratado
en la levadura 2 que en el tratado con la levadura 1,

5. Etanol

Los caombios en concentracidén de etanol se presentan en el Cuadro 12
y en la Grafica 5. Se observa que la concentrazién de este alcohol,
a través del tiempo aumentd significa*ivamente tanto en el grupo con-~
trol (P<0.01) como en el grupo inoculado con la levadura 1 (P 0.05)
y en el inoculado con la levadura 2 (P4 0.01). Al comparar el con-
trol contra los grupos tratados con levaduras, se encontrd que el aumen-
to en aquél fue significativamente mayor (P£ 0.01) que en los Oltimos.
En las comparaciones hechas entre los grupos inoculados con levaduras,

se encontré que e! aumento fue significativamente mayor (P£0.01) en
el grupo inoculado con la levadura 2.

C. Aspectos microbiolégicos del ensilaje de pulpa
de café con y sin indculo de levaduras

1. Poblacién microbiana total

Al hacer los recuentos microbioldgicos totales a diferentes tiempos de en-
silaje (Cuadro13), se encontré que éste aumentd significativamente (P<£0.01)
en los tres grupos de silos. En la Grafica 6 se presentan las lineas de
regresién que describen el crecimiento microbiolégico en los tres grupos.

Al comparar el grupo control con los grupos inozulados con levaduras se
encontrd que el crecimiento microbiolégice fue significativamente mayor
(P<0.01) en los grupos tratados o inoculados con las levaduras 1 y 2.

En las comparaciones hechas entre las levaduras 1 y 2, se encontrd que no
hubo diferencia estadisticamente significativa (P£0.12) en el contaje mi-
crobiolégico viable a diferentes tiempos para ambos grupos.
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2. Recuento de levaduras capaces de usar cafeina
como Onicg fuente de nitrégeno

En la Gréfica 7 y en el Cuadro 14 se presentan las lineas de regresién y
los resultados obtenidos de los recuentos de levaduras en los tres grupos
(Control, Levadura 1 y Levadura 2.") . Estos sefialon que el némero
de levaduras capaces de usar cafeina como fuente de nitrégeno aumenté
significativamente P£0.01) tonto en los grupos inoculados con las leva~-
duras 1 y 2 como en el grupo que no recibié inéculo. Sin embargo, en
los grupos inoculados, este aumento fue significativamente mayor (P <£0.01)
que en el grupo control. Al comparar las levaduras entre si, se encon-
tré que el aumento fue significativamente mayor (P4£0.05) en el grupo
inoculado con la levadura 2.

D. Cambios quimico-nutricionales en el ensilaje de pulpa
de café con y sin indculo de levaduras

1. Humedad

Los resultados indicaron que no hubo cambios significativos en el conteni=-
do de humedad del ensilaje de pulpa de café con y sin inéculo de leva-
duras (Cuadro 15). Sin embargo, como se observa en la Gréfica 8, la
humedad en el grupo control tendié a aumentar, mientras que en los gru-~
pos tratados con las levaduras la tendencia de ésta fue a disminuir. Al
comparar los grupos inoculados entre si, se encontrd que la disminucién
fue significativamente mayor (P£0.01) en el grupo tratado con la leva-
dura 1.

2. Proteina

Los cambios observados en concentracién de proteina o través del tiempo
de ensilaje de pulpa de café, se sumarizon en el Cuadro 16; las regresio-
nes que describen estos cambios se presentan en la Grafica 9. Como pue-
de observarse, la concentracién de proteina cruda (N x 6.25) aumentd
significativanente (P ¢0.01) en los tres grupos de silos. Este qumento fue
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significativamente mayor (P€0.01) en el grupo que no recibié inéculo

de levadura, lo cual se debié principalmente a que en el caso del gru=-

po control la concentracién de protefna disminuyé en los dfas lo., 20., 3o.
y 4o. de ensilaje, lo que dio origen a que, al aumentar la concentracién
de &sta, la pendiente fuera mayor a la observada en los grupos de silos que
sf recibieron indculo de levaduras, en los cuales la concentracién de protei-
na fue siempre mayor y el aumento fue constanta a través del tiempo de en=-
silaje. Al comparar los tratamientos entre si, se encontré que el aumento
en concentracién de proteina fue significativamente mayor (P 0.01) que en
el grupo tratado con la levadura 1,

3. Carbohidratos solubles

El Cuadro 17 y la Gréfica 10 presentan los resultados obtenidos en los cam=-
bios de concentracién de carbohidratos solubles a través del tiempo en el
ensilaje de la pulpa de café. Como puede observarse, su concentracién dis=-
minuyd significativamente (P<0.01) durante este periodo, observandose los
maximos descensos en los primeros cuatro dias de ensilaje. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa (P€0.16) ol comparar el grupo con-
trol con los grupos inoculados, pero al comparar la levadura 1 con la 2, se
encontré que la disminucién de los carbohidratos solubles fue significativamen-
te mayor (P( 0.05) en el grupo tratado con la levadura 1.

4, Cafeina

Al evaluar la concentracién de cafefna en los silos a través del tiempo de
ensilaje, no se encontraron cambios estadisticamente significatives (P<0.4)
(Cuadro 18, Gréfica 11). Sin embargo, el grupo sin inocular con levaduras,
mostré un ligero aumento en la concentracién de cafeina con respecto al
tiempo, mientras que los grupos inoculados mostraron una disminucién en la
concentracién de este alcaloide sin llegar a ser estadisticamente significativa
(P¢0.38). El aumento observado en el grupo control pudo deberse a la va=
riabilidad observada en la concentracién de cafeina al final del ensilaje que
hacen que la pendiente de la linea de regresién sea positiva y muy pequefia.
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Por lo tanto este aumento no puede considerarse representativo. Al com-
parar entre sf los grupos inoculados se encontré que la disminucién de la
concentracién de cafeina fue significativamente mayor (P¢0.05) en el gru-
po de silos tratados con la levadura 1, no siendo asi para los tratados con
la levadura 2 y para el control (Gréfica 12).
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IX. DISCUSION

A, Microorganismos capaces de usar cafeina
como Onica fuente de nifrégeno

Los microorganismos copaces de usar cafeina como Onica fuente de nitrd=
geno que se aislaron de la pulpa de café, muestran diferencias en cuan-
to a sus capacidades de asimilar y fermentar azlcares. La levadura iden-
tificada como del género Saccharomyces fue copaz de fermentar mayor
nimero de azicares mientras que oquélla identificada como Schizosaccha-
romyces fermenté menos. Las pruebas de asimilacién de nitrato (24) fue-
ron negativas en ambos casos, lo que indica que estos microorganismos no
pueden usar dicha fuente de nitrdgeno inorganico (22).

No existen en la literatura informes que indiquen que existan levaduras
capaces de usar cafeina como Unica fuente de nitrégeno, Gnicamente es-
tén sefialados los hongos Penicillum crustosum (53) y Penicillum roqueforti
(52), los cuales se han usado en procesos de decafeinizacién industrial.

Por otra parte, se ha encontrado (22) que las levaduras asimilon el nitré-
geno que se encuenira en forma de amonio y de &xidos de nitrdgeno. Al
observar la férmula estructural de la cafeing (29), puede notarse que ésta
corresponde a la 1, 3, 7 trimetil xankina y no posee nitrégeno en forma
de amonio, por lo que podria pensarse que las levaduras para poder usar
el nitrégeno proveniente de este dlcaloide serfa necesario que tuvieran el
sistema enzimdtico para una demetilacién del olcaloide y una subsiguienie
hidrogenacién del nitrégeno, para de esa manera poder hocerlo disponible
para su asimilacién.
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B. Calidad del ensilaje de pulpa de café con
y sin inbculo de levaduras

Los valores de pH observados en los tres grupos de silos estudiados coin-
ciden con los descritos por Watson y Smith (58) para un buen ensilaje,
ya que éstos no excedieron el valor Iimite de 4.2 al final de tal perio~
do. Dichos valores coinciden tanbién con los informados por Murillo

y col. (44) en el ensilaje de pulpa de café por 141 dias, en el cudl

el valor minimo de pH fue también de 4.2, Los tres grupos no mostra=
ron diferencia en cuanto a acidez, lo que haze pensar que el inéculo de
levaduras no afecta tal parémetro.

La disminucién del pH se debe principalmente al aumento en la concen-
tracion de acido lactico, el cual coincide con el crecimiento logaritmi~
co de los microorgmismos, ya jue se puede observar que en los primeros
dias de ensilaje el aumento de é&ste fue suficiente para llevar el pH a

sus valores minimos en los silos. Este aumento en la congentracién de
dcido lactico y, por ende, la disminucién del pH impiden el desarrollo
de microorganismos nocivos a los ensilajes como lo son los hongos y baci~-
los butiricos (42). El aqumento en concentracién de acido lactico se debe
principalmente a la presencia de bacterias productoras de este acido como
lo son las de los géneros Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc (47),
ya que &stos son capacses de producirlo por fermentacidén de azlcares como
glucosa, sucrosa y lactosa, asl como tembién pueden hidrolizar almidén
para luego usar sus productos como material fermentable (47).

El aumenfo en concentraczién de acido acético en los silos de los tres gru-
pos evaluados fue significativo (P£0.01), aunque es de interés sefinlar que
su concentracién fue relativamente baja ya que &ste es producido por al=
gunos Lactobacillus het erofermentativos como L. gayonii, L.lycopersicu asf
como por Leuconostoc mesenteroides , como productos adicionales de la
fermentacién lactica (47).

El aumento en la acidez, manifestada como una franca caida del pH, el
aunento en la concentracién de &cido lactico, asi como el aumento en la
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concenlracién de acido acético en los silos durante el tiempo de ensila-
je en los tres grupos evaluados, fue de beneficio ol ensilaje ya que és-
tos son los responsables del sabor, olor y apariencia de un ensilaje de
buena calidad (43), asf como tombién son muestra de una fermentacién

anaerdbica adecuada (45).

La concentracién de alcoholes como etanol y metanol aumentd también en
los tres grupos de silos, aunque su concentracién es muy baja. La pro-

duccibén de éstos pude deberse a otfro tipo de fermentacién llevado a zabo
principalmente por levaduras (22) en el cudl el producto final es bésica-
mente alcohol (22).

C. Cambios quimico-nutricionales en
ensilaje de pulpa de café

1. Proteina

La concentracién de proteina aumenié significa*ivanente (P£ 0.01) en los
tres grupos. Este aumento puede deberse principalmente al crecimiento de
la poblacién microbiona a través del tiempo de ensilaje, ya que como se
dijo anteriormente ésta aumenid significativamente, tanto en el caso de la
poblacién microbiana total, como en el de las levaduras capaces de usar
cafeina como fuente de nitrégeno. El aumento en la concentracién de pro-
teina puede ser beneficioso para el uso de la pulpa de café como dlimento
para cmimales, ya jue se ha demosirado que a mayor concentracién de
ésta se logra la disminucién de la toxicidad de la cafeina para los oni-

males (9).
2, Cafeina

Como pudo observarse en la Gréfica 12, ol relacionar la concentrazién de
cafeina con el crecimiento de la poblacién de levaduras caopaces de usar
est e alcaloide como fuente de nitrégeno, se enconird que al aumentar el
nimero de &stas, la zoncentracién de cofeina disminuye a través del tiem-
po. Esto sucedié en el caso del grupo de silos inoculados con levaduras
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identificadas como del género Saccharomyces, no siendo osf en el caso de
los silos fnoculados con las del género Schizosaccharomyces y en el gru-
po que no recibié indculo de levaduras. Lo anterior hace pensar que las
levaduras identificadas como del género Schizosaccharomyces ol ser inocu-
ladas en la pulpa de café ya no usaron la cafeina como fuente de nitrége=~
no, sino que posiblemente usaron otro compuesto que fuera mas facil de
asimilar por ellas.

En el caso del grupo inoculado con las del género Sazchromyces, podria
lograrse un mayor efecto sobre la concentracién de cafeina si se usaran
indculos mayores de éstas, ya que por el efecto Past eur observado en este
caso (47), el crecimiento de las levaduras se hace mucho menor en condi-
ciones de anaerobiosis como es el caso del ensilqje.

El beneficio obtenido con inéculos mayores de levaduras seria en dos sen-
tidos: 1) dl lograr uyna mayor disminucién de cafeina se podifan usar
porcentajes mayores de pulpa de café en las raciones preparadas para ali-
mento de onimales; y 2) al haber mayor cantidad de levaduras en los si-
los la concentracién de proteina seria mayor disminuyéndose asi la toxici-

dad de la cafeina ().

Parte del hecho de no encontrar una disminucién significativa en cafelna

puede deberse a que los datos se expresan porcentualmente; esto es debido
a que al bajar las cantidades en peso de ofros componentes como carbo-~
hidratos solubles y humedad es légico que se incrementen las de aquellos

compuestos utilizados a un menor grado.
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CONCLUSIONES

1.

4,

Se

Se aislaron de pulpa de café dos levaduras capaces de
usar cafeina como Onica fuente de nitrégeno, las cua-
les pertenecen a los géneros Saccharomyces y Schizosa-
ccharomyces, respectivamente.

Las levaduras pertenecientes al género Saccharomyces
mostraron un crecimiento que se relaciona inversa y
significativamente (P<£0.05) con la concentracién de
cafeina en el ensilaje de pulpa de café.

Las levaduras pertenecientes ol género Schizosaccharomy-
ces no mostraron dicha relacién, indicando que posible-
mente usan cafeina como Gnica fuente de nitrégeno con
menor eficiencia que la Saccharomyces sp.

Los ondlisis quimicos mostraron que el indculo de microor-
ganismos capaces de usar cafeina como Gnica fuente de
nitrogeno (en este caso de levaduras) no afecta la cali-
dad del ensilaje ya que éste se mantuvo en sus condicio-
nes Sptimas.

Los mayores cambios observados en el ensilaje de pulpa
de café se produjeron en los primeros veinte dias, con
lo que se puede inferir que si se acorta el tiempo de en-
silaje, los resultados serfon los mismos.
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RECOMENDACIONES

3.

Para obtener mejores resultados en el caso de la levadu-
ra del género Saccharomyces, el inéculo inicial de le-
vaduras deberd ser mayor que el usado en este trabajo.

Evaluar estas levaduras pera fermentaciones aerdbicas de
manera que el crecimiento de &stas se vea favorecido y
asi obtener un efecto mayor sobre la concentracién de
cafeina.

Lograr la identificacién completa de estas levaduras para
asi tener mas conocimientos aserca de sus requerimienfos
y condiciones éptimas de crecimiento.

Investigar, en estas levaduras, la utilizacién de carbohi-
dratos y otros nutrientes.

Hazer un balance de masa total para evaluar la efectivi-
dad del inéculo de estas levaduras sobre la concentracién
de cafeina en el ensilaje de pulpa de café.

Efectuar pruebas biolégicas para determinar la calidad nu-
tricional de la pulpa ensilada con tales microorganismos.
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X ANEXOS



CUADRO 1
COMPOSICION QUIMICA DE LA PULPA DE CAFE

Fresca Deshidratada

% %
Humedad 76.7 12.6
Materia seca 23.3 87.4
Extracto etéreo 0.48 2.5
Fibra cruda 3.4 21.0
Proteina cruda (Nxé.25) 2.1 11.2
Cenizas 1.5 8.3
Extracto libre de nitrégeno 15.8 44.4

Fuente: Bressani y col. Turrialba, 22:299, 1972



CUADRO 2

CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN LA PULPA DE CAFE

Aminodcido a/16gN
Lising 6.8
Histidina 3.9
Arginina 4.9
Treonina 4.6
Cistina 1.0
Metionina 1.3
Valina 7.4
Isoleucina 4.2
Leucina 7.7
Tirosina 3.6
Fenilalanina 4.9
Hidroxiprolina 0.5
Acido aspartico 8.7
Serina 6.3
Acido glutémico 10.3
Prolina 6.1
Glicina 6.7
Alanina 5.4

Fuente: Bressani y col. Turrialba 22:299, 1972



CUADRO 3

CONTENIDO DE CENIZAS Y DE ALGUNOS MINERALES
EN LA PULPA DE CAFE

Componente

Ceniza, g% 8.3
Calcio, mg% 554
Fésforo, mg% 116
Hierro, mg% 15
Sodio, mg% 100
Potasio, mg% 1765
Magnesio trazas
Zn, ppm 4
Cu, ppm S
Mn, ppm 6.25
B ppm 26

Fuente: Bressani y col. Turrialba 22:299, 1972



CUADRO

4

CAMBIOS EN LA COMPOSICION QUIMICA
DE LA PULPA DE CAFE ENSILADA EN SILOS DE FOSO

Pulpa original

Pulpa ensilada

"% de |la materia seca

Materia seca
Paredes celulares
Proteina cruda
Proteina lignificada
Cafeina

Taninos

pH

17.4
48.0
12.2
4.5
0.9
1.6

5.6

19.7
55.2
13.9
6.1
0.6
1.3

4,2




CUADRO 5

COSTO POR TONELADA DEL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE
SIN INCLUIR TRANSPORTE

-

Costo por tonelada

Materia prima 1.20

procesado 1.30
total 2.5




RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE

AzGcor

Sucrosa
Rafinosa
Maltosa
Galactosa
Trehalosa
Celobiosa
Melibiosa
Melizitosa
Lactosa

Almidén soluble

Glucosa

CUADRO 6

FERMENTACION DE AZUCARES

Levadura 1

Levadura 2



Azlcar

Sucrosa
Rafinosa
Maltosa
Galactosa
Lactosa

Glucosa

CUADRO 7

RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS
DE ASIMILACION DE AZUCARES

Levadura

]

Levadura 2



CUADRO 8

PROMEDIO DE LOS VALORES DE pH EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE
CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiembo de Ensilaje (dias)

Tratamiento 0 1 2 3 4 7 15 30 45 40

Control 5.4 * 5.3 4.7 4.4 4.2 4.0 4.4 3.9 4.0 4.0
$0.05 + 0.0 +0.05 0.0 + 0.0 + 0.11 +0.0 +0.05 +0.05 +0.06

Levadura 1 5.5 5.3 4.9 4:4, 4.2 4,0 4.5 3.9 3.9 4.0
+0.05 +00 +0.05 +0.06 +0.05 +0.05 + 0.0 +0.05 + 0.0 +0.06

Levadura 2 5.4 4.1 4.0 4.4 3.9 4.0 4,0
+0.05 + 0.0 +0.06 #0.05 +1.0 +0.0 + 0.0

*  Promedio *+ desviacién estandard



CUADRO 9

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE ACIDO LACTICO EN EL ENSILAJE

DE PULPA DE CAFE CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dias)

Tratamiento 0 1 2 3 4 7 15 30 45 60
Control 0.35* 0.85 0.33 0.43 0.8 1.37 1.32 2.25 2.30 1.83
+ 0.04 +0.04 + 0.2 + 0.05 + 0.06 + 0.14 +0.12 + 0.62 + 0.06 + 0.14

Levadura 1 0.37 0.98 0.62 1.68 0.52 2.49 2,02 2.12 3.07 2.39
+ 0.06 + 0.12 + 0.36 + 0.38 + 0.04 + 0.49 + 0.33 + 0.16 + 0.24 + 0.27
Levadura 2 0.38 0.79 1.81 1.43 2.15 2.32 1.95
+ 0.02 + 0.35 + 0.09 + 0.15 + 0.62 + 0. 51 + 0.33

*

Promedio + desviacién estandard




CUADRO 10

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ACETICO EN EL ENSILAJE
DE PULPA DE CAFE CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dfas)

Tratamiento 0 1] 2 3 4 7 15

Control 0.1 * 0.09 0.1 0.0? 0.1 0.0% 0.15
+ 0.02 + 0.01 + 0.01 + 0.0l + 0.01 + 0.01 + 0.02 +

Levadura ] 0.1 0.1 0.12 0.1 0.13 0.11 0.18 0.32
+ 0.02 + 0.04 + 0.007 + 0.01 + 0.02 + 0.02 + 0.007 + + 0.02

Levadura 2 0.09
+ 0.01

I+

oo
O W
N W

*  Promedio + desviacidon estandard



CUADRO 11

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE METANOL EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE

CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dfas)

Tratamiento 0 1 2 3 4 7 15 30 45 60
Control 0.0003* 0.0071 0.016 0.014 0.015 0.01 0.023 0.03 0.03 0.02
+0.0 +0.006 + 0.01 +0.0006 +0.007 + 0.001 + 0.001 +0.00 +0.0008 + 0.005
Levadura 1 0.0003 0.0021 0.015 0.006 0.008 0.007 0.014 0.02 0.02 0.02
+0.0001 + 0.003 + 0.01 + 0.004 + 0.001 + 0.001 +0.004 + 0.008 + 0.002 + 0.007
Levadura 2 0.0005 0.008 0.002 0.02 0.04 0.03 0.02
+ 0.0002 + 0.001 + 0.0001 + 0.001 + 0.00 + 0.001 + 0.001

*  Promedio + desviazién estandard



CUADRO 12

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE ETANOL EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE
CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dias)

Tratamiento 0 1 2 3 4 7 15 30 45 60
Control 0.067 * 0.1 0.13 0.9 0.21 0.17 0.27 0.28 0.28 0.26
+0.007 +0.03. +0.007 +0.007 +0,04 +0.09 +0.01 +0.006 +0.001 +0.01
Levadura 1 0.07 0.07 0.2 0.19 0.16 0.1 0.17 0.2 0.16 0.17
+0.001 _0.004 +0.04 +0.03 +0.07 +0.05 +0.02 +0.04 +0.0l +0.02
Levadura 2 0.06 0.15 0.1 0.23 0.28 0.27 0.16
+ 0.006 +0.02 +0.02 +0.2 + 0.007 +0.03  +0.05

* Promedio + desviaciéon estandard



CUADRO 13

PROMEDIOS DE LA POBLACION MICROBIANA TOTAL EN EL ENSILAJE
DE PULPA DE CAFE CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

(x 10°)

Tratamiento

TTempoLde ensilaje (dias)

0 1 2 3 4 7 15 30 45 60
Control 1,55 * 1,36 14 159  20.9  47.5  63.6 5.1  56.8 71
013  +0.11  +0.87 + 1.8 + 1.1 + 39 + 1.4 + 53 + 49 + 8.0
Levadura 1 1.35 3.45 27 22.4 502 71 77.1 78.1  87.2 100. 1
+0.16  +0.4 +3.0 + 0.5 + 1.2 +L2 + 28 + 38 + 3.0 + 1.2
Levodura 2 1.5 47.9 96 87.8 88.4  88.8 101
+ 0.2 + 35 +31 + 1.5 + 20 + 3.4 + 7.9

*  Promedio + desviacién est andard



CUADRO 14

PROMEDIOS DE LOS RECUENTOS DE LEVADURAS CAPACES DE USAR CAFEINA
COMO UNICA FUENTE DE NITROGENO EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE
CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

(x 108 )

Tiempo de ensilaje (dias)

Tratamiento 0 ] 2 3 2 7 15 30
Control 0.038 * 0.068 0. 51 0.82 0.89 1.01 0.87 0.72 0.72
+ 0.005 + 0.004 + 0.07 + 0.02 + 0.0l + 0.1 + 0.0? + 0.06 + 0.07
Levadura 1 0.09 0.126 0.64 0.89 1.0 1.39 0.9 0.72 0.7
+ 0.002 + 0.01 + 0.04 + 0.02 +0 03 + 0.1 +0 05 + 0.03 + 0.0
Levadura 2 0.054 1.07 1.04 0.93 0.79 .0.99
+ 0.04 + 0.04 -1-_0.04 + 0.06 + 0.1 + 0.05

*  Promedio + desviacidn estandard



CUADRO 15

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE HUMEDAD EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE
CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dfas)

Tratamiento 0 ] 2 3 4 7 15 30 45 60
Control g2 * 80 80 80 80 81 81 81 81 81
+ 0.5 + 0.0 -_i-_1.5 + 0.5 i0.5 + 0.0 +0.5 + 1.0 + 0.0 + 0.5
Levadurg 1 80 77 78 77 76 78 77 77 77 78
11.5 _1_:0.5 -_l-_0.5 i0.5 _-l_-_2 08 10.5 _-tO.S + 1.0 + 0.0 + 1.0
Levadura 2 81 80 80 80 81 81 79
+1.5 + 1.0 + 1.0 + 0.0 :1.1 + 1.5 + 0.5

* Promedio + desviacion estandard



CUADRO 16

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE PROTEINA CRUDA ({ N x 6.25 )
EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE
CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dfas)

Tratamiento 0 T 2 3 4 7 15 30 45 0
Control 11.64*  11.0 11.31  10.90 11.35 11.57  12.37 11.78  12.04 12.12
+ 0.04 + 0,28 + 0.43 + 0.18 + 0.17 + 0.15

+ 0.0 + 0.48 + 0.36 + 0.22

Levadura 1 11, 12.87 12,98 12.96 12.41

5
15 + 0.0 + 0.09 + 0.25 + 0.07

o o)
|+
e
o
O
I+
O -
B ©
(8]
[+
o N

Levadura 2 11.64 11.58 12,17 12,0 12,12 12,58 12.48
1

2
0.09 + 0.21 + 0.16 + 0.18 + 0.09 + 0.35

|+
O ==t
o
o
I+

*  Promedio + desviacién estandard



CUADRO 17

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES EN EL ENSILAJE
DE PULPA DE CAFE CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dias)

Tratamiento 0 1 2 3 4 7 15 30
Control 6.13 * 5.58 1.50 1.45 1.63 0.46 0.14 0.28 0.40 0.39
+ 0.65 _0.37 +0.47 +0.02 + 0.44 +0.02 + 0.01 + 0.01 +0.06 +0.06
Levadura 1 6.34 7.63 2.55 1.49 0.68 0.3% 0.27 0.22 0.29 0.28
+ 0.13 +2.33 + 0.061 + 0.15 +0.09 +0.07 + 0.02 +0.02 +0.00 +0.02
Levadura 2 6.33 0.90 0.88 0.25 0.20 0.32 38
+ 0. 51 + 0.11 +0.09 + 0.14 +0.01 0.04 .02

| +
I+

*  Promedio + desviacién estandard



CUADRO 18

PROMEDIOS DEL CONTENIDO DE CAFEINA EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE
CON Y SIN INOCULO DE DOS LEVADURAS

Tiempo de ensilaje (dias)

Tratamiento 0 1 2 3 4 7 15 30 45 60
Control 0.72* 0.71 0.64 0.66 0.67 0.68 0.68 0.65 0.70 0.69
+0 007 +0 023 + 0.015 + 0.023 + 0.007 + 0.032 + 0.032 + 0.017 + 0.025 + 0.036
Levadura 1 0.72 0.71 0.66 0.64 0.69 0.62 0.71 0.64 0.65 0.68
+ 0 007 + 0.015 0.035 + 0.012 + 0.032 + 0.015 + 0.017 + 0.015 + 0.034 + 0.015
Levadura 2 0.72 0.70 0.66 0.70 0.67 0.69 0.70
_-_P_0.0 + 0.036 0.021 + 0,029 + 0,07 + 0.034 + 0.015

*  Promedio + desviacidn estandard



de pH

Valores

GRAFICA 1

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS DE ACIDEZ
EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE

4
1 —
— - .
———
o control Y=4.8504-0.2449(InX) ==~ 0.89 N=27 (P<0. 01)
e Levadura 1 Y=4.90-0.2613(In X) r=«0.80 N=27 (P¢O0. 01)
a Llevadura 2 Y=4,9802-0.288(In X) r=~0.77 N=21 (P<£0.01)
3

o

5 10 15 2 25 30 35 40 45 50

dias de ensilaje



de acido lactico

%

GRAFICA 2

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS DE
CONCENTRACION DE ACIDO LACTICO

EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE

o conirol Y=0.3242+0.4474(InX) r=0.85N=27 (P < 0.01)
o Levadura 1 Y=0.7319+0.4668(InX) r=0.77N=27(P< 0.01)
o Levadura 2 Y=0.4372+0.4486(InX) r=0. 83N=21 (P4 0.01)

v v L4 — . - v —

10 15 20 25 30 35 40 45

3 4
a
)

dias de ensilaje



% de &cido acético

GRAFICA 3

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS EN CONCENTRACION
DE ACIDO ACETICO DURANTE EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE

o control Y=0.08427 + 0.0048% (X)

=0.98 N=30 (P<0.01)

o levadura 1 Y=0.10433+0.00457(X) r=0.97 N=30 (P<0.01)
a levadura 2 Y=0,1029+0.00422 (X) r=0.91 N=21 (P<0.01)

0.4
0.3 |
0.2 |
P
0.1
t L Y - e
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dfas de ensilaje

~ 40
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"5 35 &



de metanol

%

0.03

0.02

0.01 ‘

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS EN
CONCENTRACION DE METANOL EN EL ENSILAJE
DE PULPA DE CAFE

GRAFICA 4

e Levadurg

control Y=0,0071+0.0064 (InX)
1 Y=0.0033+0.0051 (InX)
a Levadura 2 Y=0.0035+0.0091 (InX)

ml

dias de ensilaje

r=0.73 N=27 (P£0.01)
r=0.68 N=27 (P<0.01)
r=0.78 N=21 (P£0.01)



GRAFICA 5

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS EN CONCENTRACION
DE ETANOL EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE

O.Qr

de etanol

0.2

%

o control InY=0.1396+0.00237 (X) r=0.69 N=30 (P<0.01)
o levadura 1 InY=0.119140.00099 (X) r=0.40 N=30 (P< 0.01)

0.1 o levadura 2 InY=0,1283+0.00158 X) r=0.49 N=27 (P<0.01)
? ’ v L) ] 4 ) | ™ —r . | n 3
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 35 &0

dias de ensilaje



GRAFICA 6

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN EL CRECIMIENTO MICROBIOLOGICO
EN EL ENSILAJE DE LA PULPA DE CAFE

Microorganismos por gramo de pulpa X109

8

3

o]
o

70

40 |
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25

30 35

dias de ensilaje

”

control: Y=3.0818 + 16.8487 (InX)

r=0.94N=27(P¢ 0.01)

Levadura 1: Y=13.2704+ 21.2803(InX) +=0.96N=27 (P¢ 0.01)

Levadura 2: Y=20.0128+21.4130(InX)

40

55

r=0.83N=21 (P<0.01)



x104

levaduras / g

120,

110 |

GRAFICA 7

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN EL CRECIMIENTO DE LEVADURAS
CAPACES DE USAR CAFEINA COMO UNICA FUENTE DE NITROGENO

DURANTE EL ENSILAJE DE LA PULPA DE CAFE

i

o control

2.1886 + 8.1043 (nX) r=0.41 N=27 (P< 0.05)

63.8311 + 8.1261 (InX) r=0.345N=27 NS
39.3431 + 20.3757(InX) r=0.71 N=21{P< 0.01)

Y
¢ Levadura 1: Y
a Llevadura 28 Y

L L : § ¥ .

10 15 2 25 30 35 40 45 50 55 60
dias de ensilaje



% de humedad

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS DE HUMEDAD

GRAFICA 8

OBSERVADOS EN EL ENSILAJE DE LA PULPA DE CAFE

1
8 {* o -
Qe M . aua
*
80 | i
“‘\.
79 o
©  Control inY = 4,3879 + 0,000111 (X) r=0.20 N=30
78 | e Llevadura 1l InY = 4,3521 - 0,000068 (X) r= 0.086 N=30
a Levadura 2 InY = 4,3931 - 0.00023 (X) r= 0.37 N=21
\
*
77 | ——
—-*___
ﬁ.___.
10 15 20 25 30 35 40 45 55 &0

dias de ensilaje
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% de proteina

11

GRAFICA 9

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS DE CONCENTRACION
DE PROTEINA EN EL ENSILAJE DE LA PULPA DE CAFE

e Llevadura ! : InY = 2,49140,00119(X)  r=0.36
a Levadura 2 : InY = 2,4645 + 0,00117(X) r=0.79

L 3 L Ll ¥ L I ] T ™ -

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

dias de ensilaje

© control: InY = 2,4285 + 0.00132 (X) r=0.60 N=30 (P<0.0l)

N=30 (P< 0.01)
N=21 (P<£0.01)



% carbohidratus solubles

GRAFICA 10

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS EN CONCENTRACION
DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES EN EL ENSILAJE DE LA PULPA DE CAFE

° control log] 0 Y=1.7387 - 0.8444 (long) r=-0.72 N=27 P<0.01)
e Levadura 1 |og.IO Y=1,5399-0.7601 (log] 0 X) r=-0.88 N=27 (P <0.01)
a Llevadura 2 logyy Y=1.5508-0.7214 (10g;q X) r=0.87 N-21(P<0.01)

L e

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0

dias de ensilaje



Porcentaje de cafelna

0.69

0.68

0.67

0.65

GRAFICA 11

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LOS CAMBIOS EN CONCENTRACION

DE CAFEINA EN EL ENSILAJE DE PULPA DE CAFE

N=30 InY = 0.516412+0.000073 X r=0.08 o Control
N=30 InY = 0.516634-0.000173 X r=-0.14 4 Levadura

N=21  InY = 0.52772 -0.000062 X r=-0.08 . Levadura
+
A
+
i
——
_+_

+
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dias de ensilaje
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% de cafeina

GRAFICA 12

LINEAS DE REGRESION QUE DESCRIBEN LA RELACIOMN QUE EXISTE ENTRE
EL CRECIMIENTO DE LEVADURAS CAPACES DE USAR CTAFEINA COMO
UNICA FUENTE DE NITROGENO Y LA CONCEMTRACION
DE CAFEINA EN LOS SILOS

0.8 |
o control Y = 0.71 - 0.0091 (InX) r==0,28 N=27 NS
e Levadura 1Y =0.77-0.024 (In X) r ==0.43 N=27 (p¢0.05)
A Levadura 2 Y =0.72 - 0.007 (InX) r=-0.35 N=21 NS
0.7 d
{ —— - .
hd -o—
———

4
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N levaduras/g de pulpa x 10%
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