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I. INTRODUCC ION

Diversos organismos internacionales han resaltado constantemente la
falta de fuentes de protefnas y los problemas de desnutricidon que enfren-
tan los pafses del tercer mundo, en donde las comunidades rurales son los
sectores mas afectados. Paraddjicamente, en este grupo de pafses las pér
didas post-cosecha son altas y el grado de aprovechamiento de los sub-pro
ductos es préacticamente nulo, por falta de tecnologia vy de infraestructu-
ra basica.

Los residuos de la agricultura y de la agro-industria son, en gene-
ral, muy pobres en protefna, pero muy ricos en materiales celuldsicos y
en carbohidratos menores, que en condiciones apropiadas para el crecimien
to de microorganismos pueden convertirse en biomasa o en fuentes protei-
cas.

La Industria de la proteina unicelular es una gran contribucidon a la
lucha contra el hambre, sin embargo, su implementacidn exige fuerte inver
sion, tecnologfa avanzada, manejo de grandes volimenes de materfales y al
ta capacidad de comercializacion, condiciones de las que no disponen los
pafses subdesarrollados y menos aiin los sectores rurales marginados.

Actualmente se insiste en la blasqueda de tecnologias apropiadas para
reducir las pérdidas posteriores a la cosecha, para generar biogas y para
producir alimentos con mejor valor nutritivo.

En opinidn del "Joint World Hunger-National Resources Programme'', el
aumento en la disponibilidad de fuentes proteicas y de alimentos a nivel
rural mejorarfa la produccion animal y el desarrollo de los sectores agrf
colas, obteniéndose mejores condiciones de vida para los campesinos.

La fermentacidn de sustrato sOlido ha sido considerada en los dGlitimos
afilos como una alternativa favorable para la produccion de nuevas fuentes
de proteina en los pafses menos desarrollados.

La presente investigacion estd dirigida a evaluar el posible mejora-
miento del valor nutritivo de la pulpa de café, elevando su contenido pro-
teico y disminuyendo el de carbohidratos complejos mediante fermentacidn
s6lida, incrementando asf las posibilidades de su uso en altas proporcio-

nes en la alimentacion de animales monogastricos.



I1. REVISION DE LITERATURA

A. Pulpa de Café

I. Generalidades

En Centro América, como en varias regiones del mundo, el café
es el principal producto agricola que contribuye a la economfa nacional.
El beneficio del fruto de café se efectiia por el método himedo o por el
método seco. En Guatemala y América Central es usual el método himedo,
mientras que en Brasil prevalece el método seco; en Ecuador se practica el
método seco, aunque existe la tendencia a adoptar el método himedo (39).

La pulpa de café es uno de los subproductos del fruto de café. En
el beneficio por el método himedo, Aguirre y col. (1) y Bressani (10) des~-
criben que la pulpa de café se origina por la separacion de la pulpa de
las semillas de café durante el despulpado comercial.

La pulpa de café representa aproximadamente el 29% en base seca del
fruto de café, o el 43% en base hiimeda (10). En el Cuadro 1 se muestra
la produccidn de café y las estimaciones correspondientes de pulpa de ca-
fé, que demuestran la gran disponibilidad de este residuo de muy limitado
uso en la actualidad y que normalmente se descarga en el agua de los rfos

provocando serios problemas de contaminacidon ambiental.

2. Composicion quimica y valor nutritivo

La creciente competencia entre el hombre y los animales por los
alimentos, y la alta disponibilidad de la pulpa de café que plantea pro-
blemas de contaminacidn, han estimulado el estudio de la pulpa de café co-
mo fuente potencial de nutrientes. En este sentido, Elfas (1978) presenta
una amplia revisidn de las investigaciones efectuadas sobre la composicidn
quimica proximal de 1a pulpa de café. Es bien conocido que la variedad,
el suelo, la regidn, las condiciones de cultivo, el estado de madurez y o~
tros factores influyen sobre la composicidon quimica. En el Cuadro 2 se in
forman los valores representativos de los componentes de la pulpa; se des-
taca el alto contenido de agua, 79.4%, que representa una de las desventa-
jas en el manejo y utilizacidon de este subproducto. El material seco con-

tiene 11.2% de protefna cruda, 20.0% de fibra cruda, 7.8% de ceniza y 3.0%

de extracto etéreo.
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Bressani y col. (1972) informan que la protefna de la pulpa, aunque
deficiente en aminoacidos azufrados, presenta una composicidén similar a
las proteinas de la harina de soya y la harina de algoddn; particularmen-
te el alto contenido de lisina puede ser de interés en comparacidn con la
protefna de mafz. Sin embargo, ¢l nitrdgeno no proteico (cafefna, trigo-
nelina, niacina, purinas, pirimidinas y nitrégeno inorganico) representa
el 40% de la protefna cruda (21), por consiguiente, podrfa ser un factor

negativo en la disponibilidad bioldgica de &sta, de la cual se conoce muy
poco.

3. Posibles usos de la pulpa de café

La pulpa de café puede ser objeto de innumerables usos:
a. Fertilizante organico
Aunque en pequefia escala, la pulpa de café se usa como acon

dicionador del suelo en las plantaciones de café. Bressani (9) informa
que este material por su contenido de materia organica, nitrogeno y pota-
sfo puede ser un fertilizante orgdnico de mucho valor, especialmente en
los cafetales. Existen dos métodos de aplicacidn, el seco cuando se dis-
pone de pulpa seca, y el himedo cuando la pulpa fresca se incorpora direc
tamente a los cafetos. El alto contenido de agua en la pulpa y el costo

de mano de obra son los principales obstdculos que Timitan su uso como
fertilizante organico.

b. Fuente de pectinas, biogas y otros productos
La pulpa de café contiene aproximadamente 6.5% (b.s.) de
sustancias pécticas totales (23) y bien podrfa ser fuente de pectinas,
aunque con desventaja frente a 1a concentracidon de pectinds en el mucfla-
go de café de 35.8% (b.s.). Estas posiblidades requieren de mayor inves-
tigacion (41, 49).

Por fermentacidon anaerdbica de la pulpa de café se puede producir gas
biolégico, v el residuo se usarfa como fertilizante organico. Calle {1955)
informd que 30 kg de pulpa mezclada con estiércol de vaca, producen 670
litros de metano en 72 dfas.

También se estudid la extraccion de proteinas de la pulpa debido a su
atractivo patrén de aminodcidos (9, 12); no obstante, las cantidades de

protefna recuperadas fueron muy bajas alin con tratamientos enzim3aticos.
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Se cree que los taninos recubren la proteina impidiendo su extraccion y

precipitacion. Por otra parte, los fenoles libres se oxidan a quinonas,
las que reaccionan con los grupos esenciales de la protefna. Los bajos
rendimientos podrian explicarse también si se tiene presente que la frac-
cién proteica representa solo el 60% del nitrogeno total y que, ademids,
una buena parte de protefna (30%) se encuentra en forma lignificada (23);
por consiguiente, es de esperarse que la disponiblidad bioldgica de pro-
téina en la pulpa sea muy baja.

Los estudios de Molina y col. (43) y Cuevas (21) demuestran la fac-
tibilidad de extraccion y recuperacion de cafeina. Este alcaloide de al-
to precio en el mercado tiene variadas aplicaciones en las Industrias de
alimentos y farmaceiitica. La decafeinizacidon de la pulpa de café se efec-
tia por percolaciones sucesivas con agua que remueven el 99% de la cafef-
nay el 29% de los sdlidos solubles. Los sdlidos residuales contienen me-
nos factores toxicos y la cafeina puede recuperarse a partir de la solu~
cidon extractante. La aplicacidén de este proceso en la industria estd li-
mitado por el costo de la energfa y el gran volumen de agua requerido.

La hidrdlisis de la pulpa para producir melaza y la fermentacidn pa-
ra obtener alcohol (9), son ejemplos de posibles productos derivados de la
Pulpa de café.

c. Alimentacidn animal

En nutricion animal se han efectuado varios experimentos
tendientes a la incorporacidn de pulpa de café en raciones para diferen-
tes tipos de animales: rumiantes, cerdos, pollos y otros. Cabezas y
col. (1978) resumen ios avances sobre el potencial y las limitaciones de
la pulpa de café en la alimentacion de rumiantes. Se informa que uno de
los primeros inconvenientes es la renuencia de los animales al consumo de
este material cuando es parte principal de la racidn, posiblemente debido
a la baja palatabilidad de 1a pulpa y a factores adversos a la digestion
y metabolismo en los animales. Por ejemplo, se informa una digestibili-
dad de 27% de la proteina, pero ademds de la digestibilidad, la absor-
cidon y retencidon de nitrogeno disminuyen en las raciones que contienen
mas de 20% de pulpa. La sintomatologia encontrada en bovinos alimentados
a base de pulpa, se caracteriza por rendimientos pobres, timpanismo, in-

flamacion de las extremidades, aparicidén de 1lagas y filceras en la piel (15).
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Como posibles sustancias responsables de estos efectos que se analizaran
mids adelante se sefialaa lacafefna, taninos, polifenoles y potasio. En
conclusion, se recomiendan niveles maximos de 20 ~ 30% de pulpa de café
en reemplazo de otros nutrientes para la alimentacion de bovinos.

El alto contenido de fibra condiciona el uso de la pulpa en la alimen
tacion de cerdos. Jarquin (1978) analiza los resultados de investigaciones
efectuadas en cerdos criollos, Yorkshire y Landrace y, en general, se obser
vé una relacion inversa entre ganancia de peso, conversidon alimenticia y
consumo de alimento con respecto al nivel de pulpa en la formulacidn. Con
24% de pulpa los animales presentaron dermatitis entre las piernas y en la
parte ventral, y aumento del contenido de glucosa y acidos grasos libres en
el suero sangufneo; estos efectos se atribuyen a la cafefna. En cambio,
en cerdos con 16% de pulpa en reemplazo de maiz-soya no se observaron efec-
tos detrimentales, por consiguiente, se supone que a este nivel (16%) la
proteina de la pulpa es usada eficientemente, y también que la cafefna, ta-
ninos y demds sustancias adversas no interfieren con la utilizacidon de nu-
trientes en los cerdos.

Las perspectivas de usar pulpa de café, aln a bajos niveles, en la a-
limentacién de pollos y animales monog3stricos menores no parecen ser pro-
misorias, segin informaciones presentadas por Braham (1978), y Bressani y
Gonzdlez (1978). En efecto, la mortalidad de los polluelos aumenta con
el nivel de la pulpa en la dieta, y aln con 10% de pulpa el crecimiento
fue menor.

En sintesis, las recomendaciones de uso de pulpa de café en nutricidn
animal se restringen a niveles de 20-30% en dietas para bovinos, 16% en ra
ciones para cerdos, y con precaucidn, 10% para pollos de carne. En gene-
ral, niveles mayores a los recomendados provocan renuencia de los animales
al consumo de tales raciones, bajos rendimientos, sTntomas de toxicidad y

a veces la muerte del animal.

h.  Factores antifisiolégicos de la pulpa de café

Los efectos adversos observados en los animales alimentados con
pulpa de café se asocian con la presencia de sustancias con posible acti-
vidad antifisioldgica: cafeina, taninos, acido clorogénico, &cido cafeico,

potasio, fibra y otros ain desconocidos (8). Sin embargo, hasta el presen-
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te no se cuenta con evidencia definitiva sobre 1a naturaleza, actividad y
mecanismo de las sustancias tdoxicas de la pulpa, simplemente se ha trata-
do de establecer alguna relacion entre tales sustancias con la patologfa

encontrada en varias especies animales.

Cafefna: Es un alcaloide, estructuralmente conocido como 1,3,7-trime
til xantina, actla como estimulante del sistema nervioso central y misculo
cardfaco, estimula la secrecidn gidstrica de icido y eleva el nivel de glu-
cosa y dcidos grasos libres en el plasma (Graham, 1978). También ha sido
notorio la presencia de diuresis y el aumento de actividad fisica en ra-
tas y rumiantes alimentados con pulpa de café. En las especies experimen-
tadas, Bressani (8) asocia el aumento de la actividad motora con un mayor
gasto de energfa, y el estado de diuresis con una mayor excreci6n de nitrd
geno, que fécilimente conducirfan a un estado de deplecidon; estas situacio-
nes serfan, al menos en parte, las responsables de los bajos rendimientos
en los animales alimentados con pulpa de café.

En ratas se ha observado que dosis mayores al nivel maximo tolerado
de cafeina resultan en bajas ganancias de peso, osificacidn retardada y
bajas ingestas de alimentos y lfquidos en comparacidn con el grupo control.
En este caso la cafefna se suministrd en el agua de bebida a una concentra
cion de 2 g/1. En ratas los niveles maximos tolerados son 100 mg/kg/dfa
para machos y 140 mg/kg/dTa para ratas hembras (54). El1 exceso de cafefna
en ratas provoca convulsiones y vomito; con ingestas de 35-60 mg cafeina
kg/dfa durante 26 semanas las ratas no mostraron sfntomas de toxicidad, ni
retardo en el crecimiento (29). En cambio, en experimentos con dietas que
contenfan 10-30% de pulpa, la ingesta de cafeina fue aproximadamente 45 mg/
kg/dfa y, sin embargo, hubo retardo en el crecimiento, evidencidndose que

la cafefna no es el {inico compuesto tdéxico en la pulpa de café.

Fenoles libres y taninos: Los principales fenoles libres en la pul~

pa de café son los dcidos cafeico (0.28, - 2.58%), clorogénico (0.18, -
3.16%) y tanico.(2.30, - 5.56%) segin informacién de Elfas (1978). Los
taninos pueden ser hidrolizables y condensables, su contenido en la pulpa
varfa de 1.8 a 8.56%. Bressani (8) resume 1a posible accién de los feno-
les libres como una interferencia con la digestibilidad de protefna, pro-

bablemente debido a reacciones de fenoles libres con aminodcidos y grupos
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libres de la protefna, ligidndola y disminuyendo su utilizacion, o a tra-
vés de combinaciones con los enzimas digestivos. También se especula que
los compuestos fendlicos interfieren con la utilizacion de tiamina y otros
nutrientes.

Los polTmeros fenSlicos o taninos tambjén pueden disminuir la disponi
bilidad bioldgica de las protefnas a través de un proceso de inactivaclon
enzimidtica y por su caracterfstica de ligar protefnas (8). Hagerman y
Butler (32) informan la existencia de fuertes interacciones entre taninos
y proteinas, que dependen especialmente de la composicién de las protefnas;
as?, las protefnas ricas en prolina tienen especial afinidad (hidrofébica)
por los grupos fendlicos de los taninos. Se ha comprobado que la adicidn
de 1.5% de taninos a harina de soya disminuye la disponibilidad de proli-
na, glicina y dcldo glutdmico en ratas. Molina y col. (1974) informan al-
tos valores de correlacidén (0.92 a 0.97) entre la mortalidad en ratas con
el contenido de taninos, acido clorogénico y dcido cafeico en dietas con
50% de pulpa de café. No hubo, en cambio, correlacién alguna entre morta-

lidad y contenido de cafeina en el mismo experimento.

5. Alternativas exploradas para mejorar la utilizacion de la Pulpa

de Café en Nutricidn Animal

Los métodos investigados para mejorar el uso de la pulpa de café

en nutricién animal, pueden agruparse en fisicos, qufmicos y biolbgicos.

Métodos fisicos: El secado de la pulpa de café puede ser un proceso

necesario para reducir los costos de transporte, para evitar el desarrollo
de gérmenes indeseables y para asegurar una constante disponibilidad de
pulpa de buena calidad. La evidencia presentada por Molina (1978) indica
que el secado al sol es todavfa el sistema mas comiin y mas viable, aunque
también podrfan usarse otros sistemas como el secado rotatorio. El secado
en condiciones normales no afecta el valor nutritivo de 1a pulpa.

La percolacidén de la pulpa de café para la extraccion de cafeina au-
mentd en 100% la ganancia en peso de las ratas y también aumentd el consu-

mo y la eficiencia del alimento (21, 43); sin embargo, los resultados fue-
ron menores a los del grupo control.

Métodos quimicos: Gomez-Brenes (1978) informa sobre investigaciones

en las que se usd hidroxido de sodio, hidroxido de calcio y bisulfito de
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sodio para el tratamiento de la pulpa con la finalidad de disminuir la ac-
tividad de los factores antifisioldgicos y, hasta donde se conoce, los re-

sultados de estos tratamientos qufmicos no son promisorfos.

Métodos bioldgicos: Puesto que la cosecha y el beneficio de café es

estacional, el ensilaje, segiin Murillo (1978) presenta buenas perspecti-
vas para el aprovechamiento de la pulpa. Los silos de fosa permiten obte
ner productos con menor cantidad de cafeina y taninos, ya que parte de es
tos compuestos solubles se pierden en el 1fquido de drenado. Los estudios
sobre el valor nutritivo de la pulpa ensilada muestran algunas discrepan-
cias; sin embargo, se afirma que la pulpa ensilada no es nutricionalmente
peor que la pulpa fresca deshidratada (45), por consiguiente, el ensilaje
puede ser un método apropiado para la conservacion de la pulpa de café
destinada a la alimentacion de animales.

Como sefiala Edwards (1979) la idea de producir protefna a partir de
un desecho es muy intrigante, especialmente para los procesadores de café,
pues seria una via para eliminar desechos y, al mismo tiempo, evitaria la
contaminacidn de rios y lagos cercanos a los beneficios de café.

La pulpa de café es una fuente rica en azlcares pudiendo ser utiliza-
da como medio de cultivo para microorganismos. En este sentido, Bressani
(9) informa sobre trabajos de varios investigadores. Por ejemplo, en cul

tivos de Candida utilis a nivel de planta piloto en infusiones de pulpa se

obtuvieron rendimientos proximos a 750 g de levadura seca por 100 kg de
fruto de café.

La produccion de biomasa fiingica usando las aguas de desecho del be-
neficio de café presenta algunas ventajas tanto para la fermentacion misma
como para la recuperacidon de la biomasa. Segin informan Aguirre y col.

(1976), los cultivos de Trichoderma harzianum dieron un mejor rendimiento

de 0.3 g de masa celular seca por gramo de COD consumido.

El Instituto Centro Americano de Investigacidon y Tecnologia Industrial
(1CAITI) en forma conjunta con el "Denver Research Institute'" (DRI) inves-
tigaron la obtencidn de subproductos iitiles a partir de desechos de benefi-
cios de café y de las industrias licoreras. Cuando se trabajo con aquas

de desecho en fermentadores de 5,000 |, la produccién de biomasa (T, harzia-

num) fue muy baja, y por estar diluida, su recuperacion fue mas dificil.
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Con estos antecedentes, el grupo de investigacion decidid usar como sustra
to el jugo de pulpa de café, en vez de las aguas de desecho. Durante la
fermentacién los carbohidratos se consumieron en un 80% y el resultado fue
una biomasa rica en carbohidratos (38). Las limitantes de esta alternati-
va son el costo de la energfa requerida para concentrar, filtrar y secar
la biomasa, y por otra parte se cuestiona la factibilidad econdmica del
proceso puesto que la operacion de la planta se limitarfa a la temporada

de cosecha de café (septiembre a marzo).

B. Fermentaciones en Estado Sdlido

I. General idades
La fermentacion en estado sélido consiste en el crecimiento de

microorganismos sobre materiales s6lidos (18, 34). Difiere ampliamente
de las fermentaciones de materiales sélidos en medios liquidos ya que el
agua requerida para la fermentacidon en sustrato sdlido se halla absorbida
en la matriz sdlida.

Las fermentaciones solidas ocurren espontédneamente en la naturaleza;
la evidencia mads comin es el enmohecimiento del pan, frutas, vegetales y
parte del biodeterforo de alimentos sdlidos; por tanto, es un proceso na-
tural cuyo origen est3d vinculado con la historia del hombre y de la vida.

Cannel y Meo-Young (18) informan que en la cultura china se conside-~
raba un arte la preparacion de salsa de soya y productos fermentados de
arroz., lLas creencias religiosas, que prohiben el consumo de carne, dieron
auge a las fermentaciones filingicas para mejorar el sabor, olor y textura
de alimentos vegetales (soya). Entre los productos mds consumidos, el
Tempeh es popular en Indonesia (40) y el Miso, salsa de soya, Sufu y otros
en China y Japon (69), pero la mayor produccidn en Oriente corresponde al
Koji, cuyo uso es andlogo al de la malta en Occidente.

Las fermentaciones sdlidas también han sido usadas tradicionalmente
en Europa, en especial en la fabricacidon de quesos Roquefort y Camembert
(18, 69). Finalmente, en América, Europa y en pafses como la India se
aplican en la descomposicién de desechos s6lidos (Compost), sea para la

obtencidon de fertilizante organico o como base para camas en la produc-

cién de hongos comestibles (6, 58, 59).



lo.

2. Tipos de fermentacidn en estado sélido

La literatura informa numerosos sistemas de fermentacidon en sus-
trato sOlido desde los mas simples, donde el material inoculado se envuel-
ve en hojas de banano para fermentar estiticamente, hasta complicados sis-
temas con agitacidn y ambiente gaseoso controlado. En términos practicos,

las fermentaciones sélidas se clasifican en dos tipos:

a. Fermentacidon so0lida estatica
Los materiales inoculados permanecen en reposo durante la
fermentacion, tradicionalmente se ha aplicado en la maduracion de quesos,
en el proceso Koji (18), en la elaboracién de Tempeh (40), en el mejora-
miento de la calidad nutritiva de 1a yuca (14, 48) y, Gltimamente, como
método de estudio de fermentaciones solidas para el enriquecimiento protei

co de materiales con alto contenido de almidén (52).

b. Fermentacion sdlida con agitacidn

En este grupo se incluye cualquier sistema con remocidn
o movimiento de los materiales durante la fermentacion, usualmente con el
fin de mejorar el intercambio gaseoso y el control de la temperatura. Se
han usado frascos con agitacién (60) con mucho éxito y también agitados
controlando los niveles de 02 Yy 002 para la produccion de varias enzimas
(4, 5, 44); frascos agitados para la produccidn de aflatoxina, ocratoxina
y otros metabolitos fidngicos (38, 34, 51); tambores rotatorios para la
produccién de Koji y de mezclas enzimdticas por el proceso Koji (18); mez-
cladoras de cemento para la conversion de excrementos de ganado mezclado
con mafz en alimentos para nutricién animal (35); mezcladora (de panifica-
cién) para el enriquecimiento proteico a través del crecimiento del mice-
lio en varios materiales (51, 55) y, finalmente, en la degradacién de de-
sechos municipales y agricolas s6lidos se suele amontonar el material y
removerlo periddicamente, o se usan sistemas de fermentacidon sélida o

digestores cilfndricos, de torre o una combinacidén de ambos (19).

3. Aplicaciones de la fermentacion en estado sdlido

Las aplicaciones mas importantes de las fermentaciones sdlidas

se podrian resumir en las siguientes:

- Degradacidn de, desechos sdlidos para la obtencién de compost (6,18);



- Preparacidn de alimentos mis apetecibles (30, 40, 69);

- Produccién de enzimas (4, 5, 44, 56);
- Produccién de micotoxinas y otros metabolitos (33, 34, 57); y
- Enriquecimiento proteico de alimentos de bajo valor nutritivo

(14, 35, 51, 55).

A continuacion se revisan las aplicaciones vinculadas directamente

con alimentos, excluyendo el proceso para compost.

Preparacion de alimentos mids apetecibles: lLos alimentos de mayor

produccidn en Oriente y que dependen de las fermentaciones sdlidas son:
Koji, Miso, Salsa de soya, Sake, Sufu, Tempeh y otros.

El Koji se prepara con arroz cocido, arroz con soya, o soya con sal-
vado de trigo, los materiales se esterilizan, se distribuyen en bandejas,
se inoculan con A. orizae o R. oligosporus, se mezclan y se deja fermen-
tar por 3 dfas a 25 - 30°C en condiciones aerdbicas (50). El Koji obteni

do se usa como iniciador o intermediario en la fabricacion de varios pro-

ductos:
- Salsa de Soya. La mezcla de soya con trigo tostado se fermenta

como en el proceso anterior hasta obtener Koji, luego se afiade
salmuera y se incuba anaerdbicamente a3 35 - 38°C por | a 3 me-
ses; el lfquido se separa y finalmente se refina. Sin embargo,
para obtener salsa de soya de excelente calidad (50), se sugie

re inocular la mezcla soya-trigo tostado con cultivos de A.ori

zae, Zigosaccharomyces soyae y Lactobacillus delbruekii para

la fermentacion en los materiales sélidos.
- Miso. Se obtiene por fermentacidon sdlida anaerdbica de soya
mezclada.con arroz, como iniciador se usa Koji o esporas de

A. orizae (69).
- Sake. Es el vino.de arroz obtenido por fermentacion anaerdbica

de arroz mezclado con Koji.

El Tempeh (40, 69) y el Gari (14, 48) se preparan con soya y yuca
respectivamente. Después de la coccion, estos materiales se inoculan con

esporas de R. oligosporus, A. orizae, u otros géneros como Mucor y Neuros-

pora, se mezcla, se distribuye en pequefias porciones que se envuelven en

hnjas de banano y se fermentan durante 20 a 24 horas. El Tempeh es una
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pasta blanca de sabor fresco y agradable que se consume ampliamente en In-
donesia, mientras que el Gari es la masa de yuca fermentada con mayor con-

tenido de proteina {incremento de 3%), y con ausencia de glicdsidos ciano-

génicos causantes del sabor amargo.
El Sufu es el queso de soya madurado por fermentacidon sdlida con Acti-

nomucor elegans y Mucor sp. durante 3 a 7 dias a 20°C, seguido de un perfo

do de maduracidén lenta de 40 a 60 dfas (69).

El Ontjom o pastel de mani, el Idli preparado a base de arroz y fri-
jol, vy los productos anteriormente descritos son de vital importancia en
la dieta de muchos pafses orientales, en donde la fermentacidon en estado

s6lido contribuye enormemente a la mejor utilizacion de los productos agrfi

colas.

Produccion de enzimas: Actualmente se produce una gran variedad de en

zimas, celulasas, amilasas y proteasas, usando la fermentacion sdlida y

particularmente el proceso Koji (18). Los sustratos, normalmente materia-

les fibrosos tales como salvados de trigo y arroz, se esterilizan, se inoc-
culan con Trichoderma viride (celulasas), A. orizae, R. oligosporus u

otro moho seleccionado, y se fermenta a 25 & 30°C en bandejas o en tambor

rotatorio durante 3 dias al cdbo de los cuales las enzimas se extraen con

agua o buffer.
Silman (1980 ) estudid la produccién de galactosidasa e invertasa en

salvado de trigo usando A. awamori. La fermentacion sdlida de alfalfa con

cepas fiingicas productoras de celulasas y pectinasas (4) mostré efectos fa

vorables sobre la recuperacion de proteinas y digestibilidad de la torta
residual. Mudgett y Bajracharya (1980) al estudiar la influencia de la
concentracion de gases (02 Y COZ) sobre la sintesis de enzimas en fermenta
ciones sOlidas de. alfalfa, observaron que la recuperacion de proteinas de-
pendfa del aumento de la actividad enzimdtica a altas presiones de oxfgeno.
Estos autores suponen que el metabolismo microbiano es una funcidn del am-

biente gaseoso, el cual estarfa relacionado con la sintesis de biomasa y

produccién de enzimas. Se demostrd en otro estudio (5) que el enriqueci-

miento con oxigeno mejora la produccidn de amilasas y de biomasa, en cam-

bio%umentar la concentracidn de CO2 disminuye la productividad de ambos

productos.
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Produccidon de Micotoxinas: El descubrimiento de la aflatoxina en 1961

despertd el interés sobre los problemas que causan las micotoxinas (25).
Para emprender estudios de nivel subletal, nivel tdoxico y los efectos de
estos compuestos fue necesario producir toxinas en cantidades relativamen-
te grandes. Se ensayd con cultivos en medio lTquido a diferentes condicio
nes pero los resultados fueron insatisfactorios. Hesseltine (34) observd
gran produccién de aflatoxinas (1.5 g/kg de sustrato) en la fermentacidn

s6lida de arroz con A. parasiticus (A. flavus), en un perfodo de 5 a 6 dfas.

La agitacion estimuld la produccion de aflatoxina. En cambio Silman y col,
(1979) obtuvieron un incremento de 1.3 ppm en el contenido de aflatoxina en
fermentaciones sdlidas de mafz sin inoculacion. Esto significa que la flo-
ra natural, aln a las mejores condiciones de humedad, aireacion y tempera-
tura sintetizan cantidades muy bajas de aflatoxina en comparacidén con las
cepas productoras de este metabolito.

Otra micotoxina de importancia es la Ocratoxina. Los rendimientos mas
altos de esta toxina corresponden a fermentaciones solidas de arroz, avena,

trigo y maiz, con A. ochraceus y P. viridicatum. En periodo de 10 a 12 dfas

se acumuld de 1.2 a 1.5 g de ocratoxina por kg de material en cultivos agi-
tados a baja velocidad (1 - 16 rpm) pero en cultivos estacionarios el rendi
miento fue de 0.1 a 0.2 g/kg. La Zearalenona también ha sido sintetizada

en fermentaciones sdélidas {33) con Fusarium moniliforme, sin embargo, es

una posibilidad poco conocida.

Enriquecimiento proteico de alimentos: La tecnologfa de obtencidn de

proteina microbiana se basa en la utilizacion de fuentes de carbono para
la cohversidon de nitrogeno inorgidnico y/o organico a protefna mediante el
desarrollo de microorganismos.

Hesseltine (35) investigd la potencialidad de conversidn del nitrége-
no soluble de estiércol de ganado a proteina. La fraccién liquida de ex~
crementos dilufdos se agregd a mafz quebrantado, hasta alcanzar 35 a 42%
de humedad. La fermentacidon sdlida de esta mezcla sin inocular se efec-
tud en un mezclador estdndar de cemento dotado de una entrada de aire. Du
rante los 3 dias de fermentacion, la flora natural siquid el siguiente pa-
trén: los coliformes desaparecieron a las 48 hrs. debido al descenso de

pH; los estreptococos fecales también disminuyeron; en cambio la poblacion
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de levaduras y lactobacilos crecid con el tiempo de fermentacidon. Al fi-

nal se observd un incremento relativo de 18% en el contenido de aminoaci-

dos y 12% de nitrégeno orgdnico, y aunque no se informan datos de la cali-
dad biolégica del producto, se afirma que fue facilmente aceptado por ra-

tas y pollos.

Senez (1978) y Raimbault (1981) informan sobre el enriquecimiento pro
teico de varios productos aplicando el principio de la fermentacion en esta
do sélido. El método consiste en afadir minerales y suficiente nitrdgeno
inorganico a materiales tales como yuca, papas y banano, inocular con espo-
ras de A. niger u otro moho amilolitico y de adecuada composicidn de ami-
nodcidos, y fermentar por 24 a 30 horas. Estos autores, usando una mezcla
dora comercial de 10 kg de capacidad y dotada de entrada de aire saturado
de agua, informan un aumento de 300 a 750% en el contenido de protefna ver

dadera, que supera ampliamente a las fermentaciones sélidas tradicionales,

con las que se togra aumentos proteicos de 3% Gnicamente (14).

Cabe resaltar que hasta el momento esta tecnologia ha sido ensayada
sdlo en materiales ricos en almidon y en azicares ficilmente utilizahles,
mas no en materiales con alto contenido de carbohidratos estructurales (qg
lulosa, lignina, lignocelulosa y otros); de alli que con este trabajo se
investiga por primera vez la posible utilizacion de sustratos celuldsicos
en un proceso de fermentacion sdlida, con el fin de obtener un alimento ri
co en proteinas. Al no haber literatura pertinente se hard uso de los
principios fundamentales que se aplican en este proceso para el tratamien-
to de sustratos amildceos. Parte de los fundamentos actuales también es-
tan dados por otros procedimientos relativamente semejantes, aunque menos
controlados que la fermentacion s6lida tanto fisica como microbiologicamen
te como son el ensilaje, el compost y la produccidon de setas comestibles
(champifiones), los cuales utilizan materiales celul8sicos y gozan de una

amplia documentacién cientifica (6, 46, 58, 59).

4. Perspectivas de la fermentacién en sustrato sdiido

Las fermentaciones solidas presentan algunas ventajas sobre las
fermentaciones 1Tquidas tradicionales (18, 35, 51), la mayorfa de estas ven

tajas estadn asociadas con el bajo contenido de agua requerido en este tipo
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de fermentaciones:

Ocupan menor espacio, equipos menos complejos y el tamaifio de las
instalaciones también es menor;

Utilizan medios relativamente simples: granos, tubérculos y fru
tas, ademds la preparacion en algunos casos abarca sélo quebranta
do y/o molienda;

Se minimizan los riesgos de contaminacidn bacteriana;

En general los rendimientos son mas altos que en las fermentacio-
nes liquidas;

Los productos se hallan mds concentrados, lo que facilita su recu
peracion, puesto que se debe tratar menos material y usar menos
solvente para la extraccion de enzimas y otros metabolitos;

El producto final se incorpora directamente a la alimentacion de
animales, o por 1o menos el costo de secado disminuye considera-
blemente;

La circulacion de aire es rapida por los espacios libres entre
las particulas del sustrato, el mezclado constante es a veces su
ficiente;

Se evita el tratamiento de los efluentes residuales de las fermen
taciones lfquidas;

Los sistemas operan eficientemente en condiciones no asépticas; vy

Los procesos pueden funcionar en forma continua.

Entre las principales desventajas de la fermentacion sélida se cuen-

tan (33, 35):

La baja disponibilidad de agua Gnicamente permite el desarrollo
de mohos, excluyendo el uso potencial de bacterias y levaduras;
La fermentacidn de materfales a gran escala plantea aln serios
problemas para el control de temperatura, pH, humedad y concen-
tracion de gases;

La agitacidon o mezclado del sustrato puede requerir de alta po-
tencia o consumo de energfa;

La produccion y manejo de esporas para la inoculacién es laborio
sa en algunos hongos;

El uso de sustratos se limita a los materiales sdlidos y;
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- Siendo un campo relativamente nuevo, la informacién cientffica

€S muy escasa.

5. Parametros de la fermentacion. sdolida

Los parametros de importancia son: microorganismos, humedad,
cantidad de iniciador, temperatura, forma y tamafio de particulas, agitaciodn

aireacion y pH.

Microorganismos: En las fermentaciones sdlidas, el relativamente ba-

jo contenido de agua estd calculado para favorecer Gnicamente el desarro-

110 de mohos. Dentro de este grupo, los géneros Aspergillus y Rhizopus

se han usado extensamente por su capacidad de sintesis de amilasas y pro-

teasas para la produccidon de Koji, Tempeh y otros productos (A. oryzae,

A. soyae, R. oligosporus y R. oryzae). Se conoce que algunas especies de

Aspergillus producen micotoxinas; A. flavus y A. parasiticus producen afla

toxinas (25, 30, 33, 34), pero esto no significa que todas las cepas de

A. flavus sean productores de aflatoxinas, pues se ha demostrado (30) que

solamente el 38% de las 93 cepas conocidas de A. flavus produce aflatoxi-

nas. l|dénticamente el A. ochraceus y el Penicillium viridicatum producen

ocratoxina. En resumen, existen pocas especies que en tondiciones especi-

ficas producen micotoxinas (62). El A. niger no produce micotoxinas (30),

y se ha empleado con éxito en fermentaciones sbélidas de yuca, banano y pa-
pas, debido a su alta actividad amilolitica y a la composicion de aminoa-

cidos del micelio (51, 52, 55).

El P. crustosum utiliza eficientemente la cafeina comp Gnica fuente

de nitrégeno (53) y ademds puede consumir la mayorfa de los componentes
del jugo de pulpa de café (38) entre ellos &cido clorogémico y cafeina,
por lo cual puede ser de gran utilidad para la detoxificacion de la pulpa

de café.

El Trichoderma harzianum muestra un alto poder celulolftico y abun-

dante crecimiento en cultivos 1Tquidos de jugo de pulpa de café (1, 38),

y bien podrfa contribuir a 1a reduccidn de fibra en la pulpa de café.

Humedad: Cuando el contenido de agua es muy alto los espacios vacios
entre las particulas se llenan de agua desalojando al aire y provocando

disminucién del oxfgeno en la masa, y ademds podria estimular la contami-
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nacion bacteriana (55). Por otro lado, si el contenido de agua es muy ba
jo el crecimiento de los hongos se inhibe. El nivel de agua se ajusta
seglin los requerimientos del o los microorganismos (19). Por ejemplo, en
el proceso Koji varia de 31 a 40%, mientras que el Sptimo para obtener
compost es 45 a 60% de humedad, en cambio valores de 18 a 28% favorecen

la formacién de aflatoxinas (35, 57). La sintesis de protefna en materia-
les amildceos es mayor a niveles de 50 a 60% de agua en los sustratos, pero
en materiales celuldsicos se desconoce la influencia del nivel de la hume-

dad inicial sobre la sintesis de protefna.

In6culo: Usualmente se requiere una alta concentracién de esporas pa
ra la inoculacidn, tanto para asegurar un rapido crecimiento como para anu
lar la competencia de otros microorganismos propios del sustrato. Silman
y col. (1979) observaron rendimientos muy bajos de aflatoxina cuando fer-
mentaron mafz sin inocular. Raimbault y Alazard (1980) informaron que en
fermentaciones con in6culo excesivo muchas esporas no germinaban. La can

7

tidad Optima de inoculacidon varia de 106 a 10’ esporas/g de material seco.

Temperatura: Los mohos pueden crecer en un amplio rango de temperatu

ra (20° a 45°C), cuya influencia tiene efectos complejos. Finger y col.
(1976) informan que el requerimiento de oxigeno aumenta con la temperatura.
Segiin Raimbault y Alazard (1980) altas temperaturas inhiben la germinacidn
de esporas pero no afectan significativamente el desarrollo del micelio.
Para la produccidon de enzimas y micotoxinas la temperatura ideal varfa

entre 28 y 35°C. El micelio de A. niger se desarrolla de 30 a 45°C pero

su rendimiento mdximo se consigue a 35 - 40°C (51, 55).

Forma y tamafio de las particulas: En las reacciones bioquimicas de
2 debe

difundirse en la capa acuosa que rodea a la partfcula sdlida, o penetrar

las fermentaciones s6lidas el oxigeno es esencial, y para ello el 0

en los poros del sustrato. En consecuencia, el tamafio y 1a forma de las
partfculas determinan el grado de porosidad (24); Cannel.y Moo-Young (19)
sugieren que la fraccidon porosa o los espacios libres deben llegar por lo
menos al 30% del voliumen total en las fermentaciones sdlidas. Obviamente,
la naturaleza del material también influye; en materiales como papas, yuca
y banano la molienda a través de malla de 2 mm es suficiente para garanti-

zar la aireacién (52, 55).



18.

Aireacion y agitacidon: Son parametros claves en la transferencia de masa.

dentro de las partfculas o entre ellas. La transferencia de oxigeno entre
las particulas depende de los espacios libres, la aireacidon y la agitacidn

o mezclado (19). Cuando los espacios vacfos son grandes, los requerimien=~
tos de agitacidn y aireacion son menores; sin embargo, estas operaciones
son indispensables para eliminar el CO2 y reabastecer con aire fresco a
los espacios libres.

Hesseltine (34) informa que la agitacidon favorece la distribucidn de
las esporas del indculo, mantiene la homogeneidad durante la fermentacidn
y facilita el intercambio de gases y de calor. Pero la agitacion excesiva
es perjudicial a la fermentacidon. La agitacidon 6ptima varia de | a 16 rpm
para 1a produccidon de Koji, enzimas y micotoxinas.

En las fermentaciones estaticas la aireacion desempefia las funciones
antes anotadas; el aumento en el flujo de aire mejora la produccién enzimd
tica, el desarrollo del micelio y el consumo de sustrato (56).

Seglin Senez (55) la aireacidén y la agitacidn ocasional de los materia-
les durante la fermentacién conducen a buenos rendimientos y costos de pro-
duccidon bajos. Flujos de aire de 3.5 a 10 1/min/kg son muy recomendables

(51, 52).

pH: Los mohos crecen a pH &cidos, 3.0 a k.5, que también limitan la
contaminacion bacteriana; el efecto del pH inicial en las fermentaciones
solidas no estd bien establecido. Durante la fermentacidon el pH tiende a
disminuir (55) dependiendo de la cantidad de urea y sales de amonio que
intervengan en la fermentacion. Raimbault ¥y Alazard (1980) informan que
la urea estimula el desarrollo fingico cuando representa el 40 a 50% del
nitrégeno total.

En 1a fermentacidn fiingica del jugo de pulpa de café, de Ledn y col.
(1980) usaron un pH inicial de 3.5; en cambio Schiwimmer y Kurtzman (53)
informan como pH Sptimo 4.8 para la decafeinizacidon de infusiones de café

tostado.

C. Potencialidad de la Fermentacidn S6lida en la Utilizacion de la Pulpa

de Café y Desechos Agroindustriales

Se ha demostrado ampliamente que los microorganismos exhiben la mas
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alta eficiencia de conversion de carbohidratos y sintesis de proteina en
comparacidn con las especies animales (30).

La discusidén presentada anteriormente demuestra la potencialidad tec-
noldgica para la elaboracion de nuevos productos, obtencidon de enzimas, y
actualmente para el enriquecimiento proteico de productos con bajo conteni
do de proteina. La fermentacidn s6lida presenta perspectivas mds halaga-
doras que la fermentacidn Ifquida para la produccidén de protefna unicelu-
lar en los paises en vias de desarrollo, en donde la baja disponibilidad
de capital, tecnologfa y capacidad de comercializacidn aunado a la alta
disponibilidad de materiales celuldsicos y feculentos, crean el ambiente
propicio para que estos paises desarrollen sus propias fuentes de protef-
na a través de procesos de bajo costo como las fermentaciones en sustrato
sGlido. Seglin Senez (1978) la yuca enriquecida por fermentacidn supera
ampliamente la productividad de cultivos de mafz, trigo y soya en términos
de valor de proteina.

Las posibilidades de uso de pulpa de café en fermentaciones sdlidas
se basa en las evidencias de mohos capaces de consumir cafeina, acido clo-
rogénico y otros componentes de la pulpa en fermentaciones 1fquidas. Los
carbohidratos y el relativamente alto contenido de nitrdgeno no proteico
en la pulpa podrfan ser buenas fuentes de carbono y nitrogeno respectiva-
mente, pard el crecimiento de mohos que permita el enriquecimiento de la

pulpa con proteina fingica.
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111, OBJETIVOS

Con la presente investigacion se pretende explorar, mediante la fermen-

tacién en sustrato sdlido, el enriquecimiento proteico de pulpa de café, su

posible uso en animales monogdstricos y ademds establecer los lineamientos

generales para la futura implementacion de esta tecnologfa.

En forma especifica se pretende:

Determinar la capacidad de sintesis proteica de tres microorganis-

mos (ASpe(gjllus niger, Penicillium crustosum y Trichoderma har-

zianum) en pulpa de café.

Determinar las condiciones 6ptimas de fermentacidn sélida para lo-
grar el mdximo contenido de proteina, y en lo posiblie, el menor con-
tenido de los factores con actividad antifisiolSgica (fibra, cafef-

na, taninos) en el material fermentado.

Determinar la calidad nutritiva del producto seleccionado en funcion

de la eficiencia de fermentacion.
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V. SIGNIFICADO DEL ESTUDIO

El presente estudio contribuira, por una parte, a evitar la contamina-
cion ambiental con desechos agroindustriales como la pulpa de café, y por o-
tra parte, a la obtencion de nuevas fuentes de protefna a partir de estos

desechos.

Académi camente, brindara parte de los conocimientos fundamentales ne-
cesarios para determinar la posible aplicacion de la fermentacién en estado
solido a sub-productos lingno~celuldsicos como la pulpa de café. Asf tam-
bién, proporcionara las primeras evidencias de los efectos que tal proceso
puede tener sobre las caracteristicas quimicas y nutricionales de la pulpa
de café, y se espera colabore a elucidar las implicaciones nutricionales de
compuestos antifisiolégicos como la cafefna, los taninos y la fibra, normal-
mente presentes en dicho sub-producto. Todo lo anterior puede dar bases pa-

ra futuras investigaciones en este campo.

Las perspectivas practicas y econdmicas del proceso son obvias, puesto
que esta alternativa brindarfa otra posible fuente de ingreso para los pro-~
ductores de café, banano, papas, yuca y otros, y ademids proveerfa a la in-

dustria animal alternativas de fuentes proteicas a bajo costo.

El probable incremento en la proporcidn de pulpa de café a incluirse en
raciones para monogastricos mediante el uso de esta tecnologfa, también con-
tribuirfa a evitar la competencia por granos basicos entre el hombre y los

animales.



22,

V.  MATERIALES Y METODOS

A. Generalidades

La investigacidn se desarrolld en tres etapas. En la primera se se-
leccionaron las condiciones de fermentacidon en estado sdlido para la pulpa
de café, en la sequndase estudid la cinética de fermentacion, y en la ter-
cera etapa se produjo material suficiente para determinar la calidad quimi

ca y biolégica del producto final obtenido.

En las etapas indicadas se usd pulpa de café y los mohos que se descri
ben mas adelante.

El andlisis de los datos se efectud siquiendo los métodos de analisis

de varianza, covarianza, cortelacién y regresion (20, 31, 47, 60).

1. Pulpa de café

Como desecho agroindustrial se usd pulpa de café de la cosecha

1980-1981, procedente del beneficio de café "“Michatoya'" de Amatitlan, Gua-
temal a.

2. Microorganismos

Se ensayd con tres cepas de mohos seleccionados en base a los re
sul tados informados por varios investigadores:

Aspergillus niger, cepa n. 10 del Laboratorio ORSTOM (0ffice de

Recherche Scientifique d'Outre Mer), por su contenido de protefna

y su alto poder amilolitico informado por Senez (1978) y Raimbault
(1981).

Penicillium crustosum, NRRL 5452 usado en la decafeinizacidon fin-
gica de café (Schwimmer y Kurtzman, 1974), y ademds por su capaci
dad de utilizar la mayor parte de los componentes del jugo de pul

pa de café (38). Esta cepa se adquiridé de la American Type
Culture Collection, U. S. A.

Trichoderma harzianum, cepa aislada en el ICAITI, por su poder
celulolftico y rapido crecimiento en aguas de desecho de los be-

neficios de café, informado por Aguirre y col. (1976).

Las cepas de A. niger y de T. harzianum fueron donadas por las colec-

ciones del ORSTOM de Francia y del ICAITI de Guatemala respectivamente.
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Mantenimiento de las cepas y produccion de esporas: Para el manteni-

miento de las cepas y para la produccién de esporas se usé agar papa (PDA).
La incubacién efectuada a 28°C por una a dos semanas fue satisfactoria pa-
ra alcanzar una abundante esporulacion.

Las suspensiones de esporas para la inoculacidn se prepararon segiin la
metodologfa de Mudgett y Bajracharya (1980), y se almacenaron a 4°C hasta su
uso en las pruebas experimentales, en vista de que Silman (1980) demostréd
que la viabilidad de las esporas en suspensidén no disminufa aln después de
dos meses de almacenamiento.

La densidad o la concentracidn de esporas se controld por recuento de
esporas viables en placas de Petri con agar papa e incubando a 28°C por

dos dfas.

ETAPA |
Objetivo

Seleccionar las condiciones mis adecuadas para la fermentacion sélida

de pulpa de café en base a la sintesis o incremento de protefna.

Tratamiento de los materiales

La pulpa fresca fue congelada, liofilizada, molida a través de malla
de 2 mm y almacenada.

VARTABLES

i. Humedad inicial del sustrato

En ensayos preliminares de crecimiento de los tres mohos en cajas
de Petri, usando pulpa de café a varias humedades iniciales, se
observd que con 50% de agua inicial, encontrado como 6ptimo para
sustratos amilaceos (51, 52, 55), la pulpa se mostrd muy seca y
no hubo crecimiento; en cambio el crecimiento de los mohos fue
mayor conforme aumentaba el contenido de aqua inicial a partir
de 60%. Por esta razdn se considerd a la humedad inicial como

una importante variable de estudio y se ensayaron tres niveles de
humedad inicial: 60%, 70% y 80%.

2. Microorganismos: Se evaluaron A. niger, P. crustosum y T. harzia-

num, por considerarse entre los mohos con mayores posibilidades

de crecimiento en pulpa de cafeé.
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3. - Temperatura: Se usd 30° y 35°C como temperaturas de fermentacidn,

dado que se han encontrado como las mds favorables para los mohos

antes mencionados (38, 51, 52).

COMPOSICION DEL MEDIO SOLiIDO

Por cada 100 g de pulpa seca se afiadié fosfato di-adido de potasio
(KHZPOQ; 5 g); urea (3,5 g) y sulfato de amonio (7.5 g) estas dos Gltimas
como fuentes que provean igual proporcién de nitrégeno (52).

Las sales se disolvieron en cantidades apropiadas de agua, luego se
dosificd la suspensidon de esporas a razdn de 2 x 107 esporas/ g de mate-
rial seco a inocular, se acidificé la suspension minerales-esporas con
HCY diluido hasta un pH cercano a 2.3, se mezcld con la pulpa seca hasta

homogenizar completamente el conjunto y finalmente, se ajustd el pH del

material a 3.5,

METODO DE CULTIVO

Usando columnas con entrada de aire, similares al arreglo de Raimbault
y Alazard (1980) para estudio de fermentaciones sélidas, se ensayé con car-
gas equivalentes a 10 g de material seco por columna. A cada unidad se su
ministré constantemente aire saturado de agua a un flujo de 8 L/min/kg seco.
Las columnas se mantuvieron a temperatura en un bafo de agua de conveccidn

forzada (Grafica 1).

GRAFICA 1. Equipo de fermentaciédn sélida
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Previamente, al explorar el crecimiento de los tres mohos en las co-
lumnas de fermentacidn y a las condiciones informadas como dptimas en otros
sistemas de cultivo, se observd que el maximo crecimiento de 1os mohos se
alcanzaba en un rango de 50 - 70 horas de fermentacidn, tiempo que es mayor
al informado como ideal (24 horas) en fermentaciones sdlidas de papas, yu-
ca y banano (51, 52, 55). Por este motivo se selecciond evaluar el enrique
cimiento proteico (crecimiento) en los dos puntos o tiempos mis representa-
tivos de 1a cin3tica de fermentacidén: 24 y 67 horas de fermentacién. Los

ensayos se realizaron en triplicado en diferentes dfas.

ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS

Al finalizar la fermentacidon se midio el pH, y luego se determind el
peso y la humedad de los materiales antes y después de la fermentacién pa-
ra establecer el balance de masa. El material fermentado restante se se-

cd a 75°C, se molid y se analizd en duplicado por:

- Contenido de amino3cidos basicos, el cual se usé como pardmetro

de control de la sintesis proteica o crecimiento del micelio, des
pués de explorar varlos métodos para determinar proteina verdade-
ra, los que sufrian fuertes interferencias (28) por el color y/o
los polifenoles de la pulpa y las sales de nitrogeno residuales
después de la fermentacion. En la cuantificacidn de la fraccidn
de amino3cidos basicos se aplicd los principios descritos por Gé-
mez Brenes y col. (27, 28); fundamentalmente la técnica consistid
en una hidrélisis acida de las muestras usando 25 ml de HCI 6 N
por 2.0 - 2.5 g de muestra y efectuando la hidrélisis a 121°C du~
rante dos horas, seguida de la separacion de la fraccidn de amino
dcidos basicos por electroforesis a pH 5.3. Luego se reveld con
ninhidrina, la misma fraccion se eluyd en alcohol y se tomaron
las lecturas de absorbancia a 570 nm. Como patrdn se usé una
mezcla de amino8cidos basicos en la misma proporcidn en que se
encuentran en la pulpa de café (12): lisina, 43.4%; histidina,
24.2% y arginina, 32.4%, y que es muy similar a 1a observada en
la proteina de mohos (64).

- Cafefna, se determind en la pulpa original y en las muestras en
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que se obtuvo el maximo crecimiento y/o incremento del contenido
de aminodcidos basicos. Para tal determinacidon se siquid el mé-
todo de Ishler y col. (1948).

ETAPA 11

Los resultados obtenidos en la Etapa |, permitieron seleccionar al
moho y sus condiciones de fermentacion mas favorables para alcanzar el ma-
yor contenido de protefna en la pulpa fermentada, y con las mismas se tra-
bajo en esta etapa. Concretamente se estudid la cinética de fermentacion

solida de A. niger a 35°C y coh una humedad inicial del sustrato de 80%.

OBJETIVO

Determinar el tiempo de cosecha, mediante el conocimiento de la velo-

cidad especifica de sintesis proteicade A. niger en la fermentacion séli-

da de pulpa de café, y determinar si la proporcion de aminoacidos varia

con el tiempo de fermentacion.

VARIABLES

El tiempo de fermentacion fue la {inica variable, tomindose muestras

a intervalos regulares.

METODO DE CULTIVO

El tratamiento de los materiales, la composicion del medio y el méto-
do de cultivo esencialmente son los mismos que se describieron para la eta
pa |, y que se resumen a continuacion:

Moho: A. niger; humedad inicial del sustrato: 80%; temperatura:

35°C; pH inicial: 3.5; flujo de aire: 8 L/min/kg.

ANALISTIS FISICOS Y QUIMICOS

Ademas de realizar los andlisis mencionados en la etapa |, se deter-
minG:

- Relacidon de aminoadcidos totales/aminodcidos basicos, siguiendo

una técnica similar a la descrita para los aminodcidos basicos
(28): hidrélisis &cida, separacidn por electroforesis a pH 5.3
de las tres fracciones de amino3cidos (AA dcidos, AA neutros y
AA basicos), reaccidn con la ninhidrina y lectura de la absor-
bancia a 570 nm, con el objeto de establecer la relacion de Ab-

sorbancia de aminodcidos totales/Absorbancia de aminoicidos ba-
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sicos. Dicha relacion puede ser de utilidad para establecer el
factor para transformar el contenido de aminoacidos basicos a
aminodcidos totales o proteina verdadera. Para comprobar tal va
lor se analizdé la composicidn de aminodcidos en muestras de pun-
tos representativos de la cinética de sintesis proteica, siguien-
do el método general de Spackman (1958), por cromatograffa en co-
lumnas con resinas de intercambio idnico utilizando para este pro
pdsito un autoanalizador marca Technicon (63). Las muestras se
hidrolizaron con 5ml de HCl 6 N por 0.02 g de nitrogeno (kjeldahl),

en atmosfera de nitrdgeno, durante dos horas a 140°C.

ETAPA (11

PRODUCCION DE PULPA FERMENTADA Y EVALUAC!IONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS

Basado en los datos obtenidos en las etapas anteriores, se selecciond
el tiempo de fermentacidon minimo para méxima produccion de proteina y/o
maximo crecimiento. En cultivos masivos y usando las columnas mencionadas
en la etapa |, se obtuvo el material necesario para las evaluaciones quimi-
cas y bioldgicas, usando el moho y las condiciones seleccionadas en las e~
tapas anteriores.

En la pulpa de café y en el producto final fermentado se efectuaron
anilisis para establecer la composicidon quimica proximal de acurrdo a la
metodologfa de la ADAC (1975), cafeina segiin Ishler y col. (1948) y tani-
nos expresados como 3cido tdnico seglin AOAC (1975). EI! contenido de pare
des celulares, hemicelulosa, celulosa, lignina y fibra acida detergente
se determiné segiin los métodos de Van Soest (65, 66, 67). También se de-
termind nitrdgeno proteico soluble en agua a pH 7.0, segiin el método de la
AOCS (1972). La fraccion soluble se dializd por 12 horas y en el residuo
no dializado se determind nitrdégeno.

Finalmente, se efectudron estudios de crecimiento en dos especies de
animales: 1) pollos de engorde "abados'' y 2) ratas recién destetadas de la
raza Wistar. Las condiciones experimentales fueron similares a las usadas
en varios estudios (11, 13). Se usd la dieta basal descrita en el Cuadro
3; la pulpa de café deshidratada y el producto fermentado reemplazaron
a la harina de mafz en un 10%. En vista de que el propdsito fue el de en-

sayar la eficiencia de reempiazo de matz con producto fermentado y el efec-
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to de la fermentacién sdlida sobre el valor nutritivo de la pulpa de ca-

fé, en el caso de emplearla en ta alimentacidn de animales monogastricos.

Los pollos usados fueron de 3 dias de edad y se distribuyeron asegu-
rando el mismo peso inicial promedio (44.78 g) para cada dieta. Dentro
de una misma dieta se formaron 3 grupos de seis pollos cada uno distribuf-
dos al azar. Las ratas se distribuyeron en grupos de 8 ratas por dieta,
asegurando igual peso promedio entre los grupos (44.5 g). Las dietas y
el agua se ofrecieron ad libitum. Se registraron los datos de aumento de

peso y consumo de alimento cada semana.
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Vi.  RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos én cada etapa

experimental.

A. ETAPA |
Contenido de aminodcidos basicos. Los cambios observados en el con-

tenido de aminodcidos bisicos a las 24 y 67 horas de fermentacion sélida

se expresan como porcentaje del producto fermentado (base seca) en el Cua-
dro 4 y como porcentaje del sustrato inicial (base seca), en el Cuadro 5.
El contenido de aminodcidos basicos expresado en base al producto co-
mo en base al sustrato aumentd significativamente (p< 0.0l ) con el tiem-
po de fermentacidn, en los tres mohos estudiados. Este aumento fue signi-
ficativamente m3s alto (p< 0.01) en las fermentaciones con mayor humedad
inicial del sustrato, segiin se puede apreciar en la Grafica Z, donde se
presenta el contenido de aminodcidos bisicos obtenido a las 67 horas de
fermentacion a varias humedades para los tres mohos. Por otra parte, el
efecto de 1la temperatura de fermentacidn sobre el contenido de aminoacidos
bisicos no fue significativo (p<0.37), en cambio si se encontraron dife-
rencias significativas (p < 0.01) entre mohos, en donde A. niger dio ren-

dimientos significativamente mas altos (p<0.01) que los otros dos mohos,

evaluados a un mismo nivel de humedad inicial del sustrato.

Analizando los resultados obtenidos con A. niger, en los Cuadros 4 y

5y en la Grafica 3 se observa que el mayor crecimiento se obtuvo a 80%

de humedad inicial del sustrato en las fermentaciones, tanto a 30°C como

a 35°C; también se puede apreciar que las diferencias entre los rendimien
tos de fermentacién a 30°C con 70-80% de humedad inicial y a 35°C con 80%
de humedad inicial, no es de mayor magnitud aiin cuando probd ser estadfs-
ticamente significativa (p<0.05). Este hecho es de importancia desde el
punto de vista practico, ya que se alcanzarfan buenos resultados aun sin
un estricto control de la temperatura de fermentacion y de la humedad ini-

cial del sustrato. El rendimiento maximo, como se observa en las Graficas

2 y 3, sin embargo, corresponde a las fermentaciones con A. niger a 35°C
sobre pulpa de café con 80% de humedad inicial condiciones que se consi-
deraron 6ptimas en base a estas evaluaciones, y con las cuales se trabajé

la segunda etapa experimental.
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Pérdida de materia seca. A través de balances de masa en las fermen-

taciones s6lidas se observé que las pérdidas de materia seca (considerando
al sustrato inicial como 100%) aumentaron significativamente con el tiempo
de fermentacidn y con la humedad inicial del sustrato, en cambio ta influen
cia de la temperatura no fue significativa (p<0.78), segin se puede obser-
var en el Cuadro 6. Entre mohos, hubo diferencias significativas (p<0.01),

y nuevamente con A. niger las pérdidas fueron m3ds altas que con P. crustosum

y T. harzianum, lo cual demuestra la existencia de una relacidn entre consu-

mo de nutrientes (pérdida de materia seca) con el grado de crecimiento del

moho.

Variaciones de pH y de humedad final. En el Cuadro 7 se muestran las

variaciones de pH a 24 y 67 horas de fermentacidn, y de iqual forma en ¢l
Cuadro 8 se informan las humedades del material fermentado. Como se puede
apreciar, el pH y la humedad final aumentaron significativamente {p< 0.01)
con el tiempo de fermentacion y con la humedad del sustrato, mas no con la
temperatura (p<0.11). Como en el caso anterior de pérdida de materia se-
ca, el mayor incremento de humedad final correspondié a A. niger. Esto

concuerda con el hecho de que evidentemente a mayor crecimiento sc¢ espera-

ria mayor actividad metabdlica 'a que conlleva a la formacidon de CO, y aqua,

2
la cual contribuye al aumento en la humedad final.

También las variaciones de pH parecen ser dependientes del crecimiento
y en forma particular de las caracteristicas fisioldgicas de cada moho. En

los Cuadros 4 y 7 se observa que si bien el crecimiento de P, crustosum

fue menor que el de A. niger, el pH final de las fermentaciones con el

Penicillium citado tiende a ser mas b3sico.

Cafeina. El contenido de.cafefna expresado por 100 g de sustrato ini-
cial se muestra en el Cuadro 9. No se encontraron diferencias significati-
vas (p<0.48) entre mohos, ni entre los grupos con diferente temperatura
{(p <0.55), es decir que no hubo consumo o degradacidn significativa de ca-
feina durante la fermentacidn, pues al expresarla en base al producto fer-
mentado, la concentracion relativa de cafeina aumentd por efecto del consu
mo de carbohidratos y otros nutrientes. Anteriormente se considerdo a la
cafefna como posible fuente natural de nitrdgeno para algunos mohos, pero

al no haber habido consumo de la misma se supone que el sustrato fue lo
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suficientemente rico en nitrogeno por la urea y (NHA)ZSOh afadidos, por

tanto, los mohos no fueron forzados a metabolizar cafefna.

B. ETAPA |1
Los resultados de la cinética de crecimiento de A. niger sobre pulpa
de café en estado sdlido se resumenen el Cuadro 10. Al igual que en la eta

pa anterior, el contenido de aminodcidos basicos se expresa en base al pro-

ducto final y al sustrato inicial.

Contenido de aminodcidos bdsicos en el producto fermentado. Como se

observa en la Grafica 4 hubo variaciones significativas (p<0.01) al aumen-
tar el tiempo de fermentacion hasta por un perfodo de 43 horas, donde el
contenido de aminodcidos tiende a estabilizarse, y a partir de las 67 ho-

ras no hubo cambios significativos.
Se encontrd que el crecimiento de A. niger puede ser descrito por la

siguiente funcidén cibica (r2 = 98.12%):

Y = -0.799364 + 0.139231 T - 0.001746 T> + 0.000007 T°

donde:
Y = contenido de aminodcidos basicos (% b.s. producto), vy

T = tiempo de fermentacién (horas).

Contenido dg_aminoécidos b3sicos en base al sustrato inicial. Este

pardmetro varié significativamente con el tiempo de fermentacién (p<0.01),
sin embargo, los cambios no fueron significativos (p<0.36) a partir de
las 36 horas de fermentacidon. Segiin se observa en la Grifica 4 aparece un
maximo entre las 43 y 48 horas para luego disminuir conforme avanza la fer-
mentacion. Nuevamente, la funcidn cibica siguiente se ajustd a este tipo
de crecimiento ( 2 = 91.32%):

Y = -0.26034h + 0.106012 T -0.001486 T + 0.000006 T

en este caso,
Y = Aminodcidos basicos (%, b.s. sustrato inicial).

En base a esta funcidn se encontrd que el punto mdximo ocurre a las
52.13 horas de fermentacidn, sin embargo, esto es de interés relativo por-
que como se anotd anteriormente después de las 36 horas de fermentacidn
el contenido de aminodcidos basicos no varfa significativamente. En con-

secuencia, el tiempo de cosecha o de finalizacidon de la fermentacidon bien
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puede ser 36 horas. Sin embargo, es de interés practico Ja concentracidn
de proteina en el producto final y como puede apreciarse en el Cuadro 10
la concentracidon de amino&cidos en base al producto no varfa significati-
vamente (p<0.56) entre las 43 y 48 horas, pero si es mds alto que el gru-
po de 36 horas, razones antes sefialadas por las que se considera que la
fermentacion debe finalizar entre las 43 y 48 horas en base al criterio
fundamental de lograr el maximo crecimiento y en el menor tiempo posible.
Cabe sefialar también que en el caso particular de la pulpa de café, se ha
indicado que con una concentracidn elevada de protefna en la racion, los
efectos antifisiologicos de la pulpa en ratas se ven disminuidas signifi-
cativamente (11). Lo anterior refuerza la seleccién de un tiempo de fer-
mentacion mayor al limite de 36 horas. Después de haber seleccionado co-

mo tiempo de fermentacidn 43-48 horas, se siguid con la tercera etapa ex-
perimental

Pérdida de materia seca. En el Cuadro 10 y en la Grafica 5 se des-

criben las pérdidas de materia seca durante la fermentacidn. Se encontrd
que las pérdidas o el consumo de materia seca aumentaron significativa-
mente {(p<0.01) a partir de las 20 horas de fermentacion, siqguiendo la si~

guiente funcion:

Y = -0.653405 + 0.3864817 T (r = 0.968),
donde
Y = pérdida de materia seca (%), y

T = tiempo de fermentacidén (horas).
Ademds se observd una asociacidn altamente significativa (p<0.001)

entre el contenido de aminodcidos basicos del material fermentado y la

pérdida de materia seca (r2 = 88.17%), (ver Grafica 6).

Variaciones de pH. Se observaron grandes variaciones de pH en la e-

tapa de crecimiento logaritmico y luego una tendencia a estabilizarse des-
pués de las 43 horas. Los datos se presentan en el Cuadro 10 y en la Gra-

fica 5, y los mismos varfan significativamente (p<0.01) en funcidn del

tiempo de fermentacidn:

pH = 3.067768 + 0.082407 T - 0.000465 T2 (r2 = 93.50%).
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Las varfaciones de pH tienden a estabilizarse entre las 43 y 48 horas
de fermentacion. Esto refuerza el haber escogido como tiempo de fermenta-
cion 43 a 48 horas, dado que la estabilizacidn del. pH es sugerente que ya
no se desarrolla mayor actividad bioldgica en el proceso a estos tiempos.

Lo anterior se ve reforzado por el hecho de que también se encontré
una relacion altamente significativa (p<0.001) entre la variacién en pH

y el incremento en los aminoacidos basicos del producto fermentado, segiin

se observa en la Grafica 7.

Humedad final. Las comparaciones del contenido de humedad del produc

to fermentado a los distintos tiempos evaluados mostraron diferentes sig-
nificativas (p<0Q.01), segin se informa en el Cuadro 10. El contenido de
humedad tendid a incrementarse con el tiempo de fermentacidn, vale decir
con el crecimiento del moho. La asociacion entre humedad final y creci-
miento probd ser significativa (p<0.001 y r2 = 77.25%). Como se aprecia,
esta asociacidn, sin embargo, probo tener un valor de r2 menor a las aso-
ciaciones encontradas entre crecimiento y pH, y crecimiento y pérdida de
materia seca. Esto significa que las Gltimas variables explican en mayor

grado el incremento en protefna que las variaciones en contenido de hume-
dad.

Relacion de aminodcidos. La razon entre las lecturas de absorbancia

de aminodcidos totales y las lecturas de absorbancia de amino8cidos basi-
cos obtenidas por el método de ninhidrina, para los materiales obtenidos
a los diferentes tiempos de fermentacidn evaluados se presentan en el Cua-
dro 10. No se encontraron diferencias significativas (p<0.36) entre di-
chas razones a los varios tiempos de fermentacidn; sin embargo aunque no
haya significancia esta relacion muestra una ligera tendencia a disminuir
entre las 31 y 55 horas de fermentacién, o sea en las fases de crecimien-
to tanto logarTtmica como estacionaria. Por otra parte no se observaron
asociaciones significativas (rz = 26.18%) entre los cambios en la razén
de aminoacidos y el tiempo de fermentacidon, asi como con otras variables
anteriormente analizadas (contenido de amino3cidos b3sicos: r2 = 13.98%;
pH: rz = 11.65%; humedad final: r2 = 6.81%; pérdida de materia seca: r2 =

6.30%).
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En el Cuadro 11 se puede apreciar que la concentracidn total de amino-

acidos aumenta en las muestras fermentadas, sin embargo, la concentracidn

relativa de los mismos permanece muy similar tanto en la pulpa fresca como

en las muestras fermentadas (Cuadro 11 A). La protefna verdadera estarfa

dada por la suma de todos los aminoacidos recuperados; de otra manera, a-
plicando la razon de aminodcidos determinada experimentalmente, el conteni-
do de protefna verdadera se podria obtener multiplicando el total de AA b3sli-
cos por la relacidén promedio de AA totales a AA b3sicos (3.9145 i_0.227).
Como puede apreciarse, los dos métodos no concuerdan en los resultados de

proteina verdadera, aunque si en el de AA ba3sicos (ver Cuadro 10 y 11).

ETAPA 111

EVALUACION QUIMICA Y BIOLOGICA DEL PRODUCTO FERMENTADO

Composicidn quimica

Usando el moho seleccionado (A. niger) y las condiciones de fermenta-
cidn consideradas como Optimas a partir de los datos obtenidos en las eta-
pas anteriores (temperatura, 35°C; humedad inicial del sustrato, 80%) se

procedid a efectuar varias corridas y se logré acumular material fermentado,

cuya caracterizacidon quimico-nutricional aparece en el Cuadro 12, en donde

se incluyen los datos obtenidos para el material original.
En la pulpa fermentada los contenidos de fibra cruda, paredes celula-

res, hemicelulosa, fibra dcida detergente y celulosa son considerablemente

menores que en la pulpa de café. Estos contenidos disminuyen muy posible-

mente debido al consumo de hemicelulosa y parte de celulosa por el A.niger

durante la fermentacidn. Los contenidos de cenizas, nitrdgeno, sodio y po

tasio se incrementan en la pulpa fermentada por la adicidon de sales duran-

te la preparacion del medio sélido y por el agotamiento de otros nutrientes
solidos durante la fermentacidon, en particular el contenido de carbohidra-

tos. Cabe resaltar el alto incremento obtenido en la concentracion de po-

tasio, dado que puede tener una implicacién nutricional (8).
El contenido porcentual de taninos y de cafeina es ligeramente mas
alto en la pulpa férmentada, posiblemente debido a una baja utilizacion de

estos componentes por el A. niger asT como al efecto antes mencionado de

decrecimiento en la concentracion de otros nutrientes.

También se observa que la fermentacion sdlida incrementa el nitrdge-

no proteico soluble en agua y también el contenido de proteina verdadera
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en 180 - 200% de su valor original, pese a que los resultados difieren

grandemente entre los métodos usados para efectuar tal determinacion.

Ensayo bioldgico en pollos

Llos datos semanales de ganancia en peso de los pollos, consumo de a-
Se ob-

limento y la eficiencia alimenticia se presentan en el Cuadro 13.

serva que la ganancia en peso a la primera semana fue significativamente
menor (p<<0.05) para el grupo con pulpa de café sin fermentar comparado

tanto con el grupo con dieta control como con el grupo con pulpa fermen=-
En la Grafica 8 se observa que en las siguientes semanas la ganan-

tada.
cia en peso de los tres grupos fue significativamente diferente (p<0.05).

Los pollitos con pulpa fermentada crecieron mejor que el grupo con pulpa

de café, mientras que los alimentados con dieta control a base de mafz y

soya crecieron mas que los dos grupos anteriores. El efecto de las die~

tas fue altamente significativo (p<0.05). También se observa en el Cua-

dro 13 que en el grupo con dieta que incluye 10% de pulpa de café sin fer
mentar hubo menor consumo de alimento y mayor Tndice de eficiencia alimen
ticia, que el grupo control y aquél con una dieta con 10% de pulpa fermen
tada. Dado que tales diferencias alcanzaron significancia (p<0.05, Cua-
dro 13), este hecho enfatiza la conveniencia de someter a la pulpa de ca-

fé a un proceso de fermentacidon como el aquf evaluado previo a incluirla

en dietas para pollos.

Ensayo bioldgico en ratas
Los resultados de crecimiento de ratas recién destetadas se resumen en

En la primera semana se observd que la

el Cuadro 14 y en la Grafica 9.
ganancia en peso del grupo con pulpa fermentada fue significativamente ma-
yor (p<0.05) que los grupos con dieta control y con pulpa de café. Sin
embargo, en las siguientes semanas las diferencias de ganancia en peso no
fueron significativas (p<0.82) comparando los tres grupos, aunque se ob-
serva una tendencia mas favorable en las ratas alimentadas con la dieta
que incluye 10% de pulpa fermentada.

Las comparaciones de consumo de alimento por semana y de eficiencia
alimenticia en una misma semana no mostraron diferencias significativas

(p<0.30) entre dietas. Una de las razones posibles por las que en este

caso no se encontraron las diferencias mencionadas para el caso de los

pollos, es que la rata es menos susceptible que el pollo tanto a la fibra

como a los otros factores antifisiolégicos de 1a pulpa de café (7, 8, 73).
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VII. DISCUSION

A. SELECCION DE MOHO Y DE LAS CONDICIONES DE FERMENTACION

Existen mohos y levaduras que pueden usar algunos de los nutrientes
que contiene la pulpa de café en cultivos lfquidos (1, 38), a través del
ensilaje (68) o en fermentacion oxidativa tipo compost (16). Los mohos

usados en este estudio A. niger, P. crustosum y T. harzianum probaron que

pueden usar parte de los componentes de Ta pulpa mediante la fermentacidn
en estado s6lido. El moho A. niger mostré mejor crecimiento que P. crus-
tosum y T. harzianum (Cuadros 4 y 5). Es de interés notar que Senez (1978),
Raimbault y Alazard (1980) y Raimbault (1981) informan que la misma cepa de

A. niger fue la mas eficiente comparada con otros mohos para la fermenta-

cion solida de materiales amildceos como yuca y desechos de papas y de ba-
nano.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que, aparte
del moho, la variable que influye en mayor grado en el crecimiento del mi-
croorganismo durante la fermentacidon sGlida de pulpa de café es la humedad
inicial del sustrato (Cuadros b y 5). La pulpa por ser un material celulé
sico rico en pectinas y mucilago (23, 41, 49), absorbe mayor cantidad de
agua por capilaridad y por absorcidn (51), disminuyendo asf .la presidn de
vapor del material y/o la disponibilidad de agua para el crecimiento del
moho. Lo anterior explica en parte por qué con una humedad inicial del
sustrato de 80% se obtuvieron los mas altos rendimientos de protefna en
el producto (Cuadro.4). En cambio, en sustratos amil3ceos se ha informa-
do que una humedad inicial de 50% es la mas adecuada (51, 52, 55). La
temperatura de fermentacién no influyé significativamente (p<0.37) en los

resultados, pero se obtuvieron tendencias de mayor crecimiento de A. niger

a 35°C y de P, crustosum y T. harzianum a 30°C (Cuadro 4).
Se ha informado que los mohos P. crustosum y T. harzianum pueden usar

cafefna como fuente de nitrogeno (38, 53). En el presente estudio no se

tal habilidad (Cuadro 9). Este hecho posiblemente se deba a que

detectd
las sales de nitrogeno afiadidas al medio limitaron el metabolismo de este

alcaloide, el que se ha indicado como un posible responsable de la activi-
dad antifisioldgica de la pulpa de café observada en diversas especies de

animales (8, 29, 34). Considerando que el aumento en concentracidon de
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protefna (Cuadro 4 y Grafica 3) no da cuenta de todo el nitrdogeno agregado,
se considera que hubo exceso de sales de nitrdogeno agregadas o que parte

de ellas no fue utilizada por los mohos. En consecuencia, seria convenien
te efectuar otros estudios disminuyendo la concentracidon de sales de nitré
geno agregadas con vista a favorecer el metabolismo de cafeina por los mo-

hos, asi como 1la economia de esta alternativa tecnoldgica.

B. CINETICA DE LA FERMENTACION SOLIDA CON A. niger

El contenido de aminodcidos basicos en la pulpa fermentada a diferen-

tes tiempos aumentd significativamente (p<0.01) al prolongar el tiempo de
fermentacidon. Como se observa en la Grafica 4, la cinética de sintesis
proteica corresponde a la curva tfipica de crecimiento observada en los mi-
croorganismos, especialmente en mohos (51). En la misma se distinguen las
siguientes fases: adaptacion de 12 horas para que se inicie el proceso; de
sintesis proteica logaritmica, de 12 a 43 horas; y la fase estacionaria que
se inicia entre las 43 y 48 horas de fermentacion.

La cinética de fermentacion sélida de la pulpa de café con A. niger

en el presente estudio queda definida por la velocidad especifica de sinte-
sis proteica ( p = 0.052 h-]) y el tiempo de duplicacion de la concentracion
proteica (td = 6.6 h); este Gltimo es similar a los tiempos de duplicacion
reportados para mohos en diversos sistemas de cultivo (51).

Se observo que el crecimiento de A. niger estd asociado significativa-

mente (p<0.01) a otras variables dependientes como pH, pérdida de materia
seca o consumo de nutrientes y con el aumento de humedad en la pulpa fermen
tada. Particularmente el pH y la pérdida de materia seca muestran la mias
alta asociacion con el crecimiento segin se observa en las Graficas 6 y 7.
La importancia de estas asociaciones estriba en que se podria controlar el
proceso de fermentacidn s6lida dnicamente con mediciones de pH, o a través
de un balance de masa, o conociendo la humedad final del producto, siempre
y cuando se use la misma composicion del medio descrita anteriormente. En
el caso de variar la composicion del medio por la naturaleza o la cantidad
de sales minerales convendria verificar o establecer de nuevo este tipo de
asociacion, especialmente con cambios de pH.

Los resultados de la cinética obtenidos aqut permiten establecer el
tiempo de fermentacidn entre 43 y 48 horas, a partir del cual los incremen~

tos de proteina no son significativos.
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C. EVALUACION QUIMICA Y BIOLOGICA DEL PRODUCTO FERMENTADO

1. Composicion quimica

La composicidn quimica del producto fermentado fue muy diferente
a la de pulpa de café, especialmente por los altos contenidos de protefna
verdadera, de nitrogeno y de potasio, y por la disminucion en hemicelulosa
y celulosa (Cuadro 12). Es decir que el crecimiento del moho o incremento
en biomasa filingica se efectud a expensas de los carbohidratos solubles, de
la hemicelulosa y parte de la celulosa como fuentes de carbono y de las sa
les de nitrégeno afadidas (1, 38). Aparentemente los taninos y la cafefna,
referidos entre los posibles compuestos con actividad antifisioldgica (8),
permanecieron invariables durante la fermentacion, no asf la fibra cruda
que disminuyd debido al consumo de hemicelulosa y celulosa ya informado.
Aunque el A. niger no es un moho celulolitico (51) parece que al agotarse

los carbohidratos solubles es capaz de cambiar su sistema metabolico hacia

la utilizacion de celulosa y de otros carbohidratos complejos.

Aspectos metodoldgicos. El contenido de proteina verdadera en la pul-

pa de café y en el producto fermentado fue menor cuando se evalud mediante
el método de ninhidrina, que cuando se estimé por la sumatoria de aminodci
dos, Cuadro 11. E! primero, sin embargo, concuerda con valores obtenidos
en otras investigaciones (26, 27) donde se informa que la proteina verdade
ra representa sdlo el 60% del nitrogeno total de la pulpa de café. El mé-
todo de recuperacion de aminodcidos en el autoanalizador (Technicon I1),
cons iderado como método de referencia en este estudio estimé que el nitrd-
geno proteico correspondiente representa el 70 ~ 80% del nitrdgeno total
de la pulpa de café. Con este método se obtuvo valores de proteina verda-
dera en la pulpa fermentada muy semejantes a los informados para papa y yu
ca fermentadas en estado sélido (51, 62, 55). EIl Cuadro 12 incluye el con
tenido de proteina verdadera determinado por el método de ninhidrina en
muestras de desechos de ‘papas y de desechos de papa fermentados en estado
sélido en los laboratorios del ORSTOM (55). El resultado fue mas bajo
(7.28%) que el jinformado (18-20%) en la literatura (51, 55), sin embargo,
el primer valor se acerca al obtenido en la pulpa de café fermentada en

este estudio (10.95%).
Debe enfatizarse, sin embargo, que a través de los métodos utilizados
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para estimar proteina verdadera se demuestra que la fermentacion en estado

s6lido con A. niger eleva en aproximadamente dos veces su valor original el

contenido de ese nutriente en la pulpa de café. Finalmente, en base a que
los resultados para el contenido de aminoadcidos basicos son similares entre
los dos métodos (Cuadros 10 y 11), es de suponer que la razdn de aminodci-
dos ensayada o el factor de conversidon a proteina verdadera subestima este
valor. La causa posiblemente se deba a que no todos los aminodcidos reac-
cionan de la misma manera con la ninhidrina, de allf que pueda ser necesa-

rio determinar y aplicar un mayor factor de conversion al encontrado en es

te estudio.

2. Ensayo bioldgico en pollos y ratas
La utilizacion de pulpa de café en nutricion animal y especial-

mente en animales monogastricos presenta algunos problemas sobre los cua-
les se ha insistido en los Gl1timos afos (8, 9, 11, 13).

Los pollos y las ratas parecen ser las especies mas sensibles a la
accidén adversa inherente al consumo de pulpa de café (11). De acuerdo al
presente estudio los pollos parecen ser mds sensibles, dado que en ellos
se pudo constatar que la pulpa fermentada fue significativamente mas efi-
ciente (p< 0.01) que la pulpa de café sin fermentar en cuanto a ganancia
en peso, consumo de alimento y eficiencia alimenticia, aunque no alcanzd
los niveles correspondientes a la dieta control (Cuadro 14).

Aparentemente los taninos, cafeina y potasio de los cuales se ha in-
dicado una posible accidn antifisiolégica (8), no afectaron el crecimiento
de los pollos, dado que estos factores se encuentran en mayor concentra-
cién en la pulpa de café fermentada que en la pulpa sin fermentar (Cuadro
12). Posiblemente 1a disminucién en el contenido de celulosa y fibra cru
da durante la fermentacidn (Cuadro 12) contrarreste en parte el efecto ne
gativo de la pulpa, aunque también es probable que el mayor contenido de
proteina encontrado en la pulpa fermentada sea un factor de proteccion
como se ha observado en otxos estudios (11).

Se sabe que e] organismo-de la rata puede adaptarse mejor que el del
pollo a las sustancias presentes en la pulpa (11). En este estudio se ob
servd que los taninos, la fibra y la cafefna a los niveles presentes en

los materiales no afectaron significativamente (p< 0.82) el crecimiento de
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las ratas (Cuadro 14). La tendencia favorable en el comportamiento de las
ratas que consumieron la dieta con pulpa fermentada comparada con aquella
presentada por los otros grupos, como se di jo anteriormente, podria expli
carse por la disminucion de fibra y/o el incremento de proteina verdadera
en el material fermentado. Es posible que las diferencias obtenidas en
las ratas con pulpa de café y con pulpa fermentada no 1leguen a eviden-
ciarse porque la rata es menos sensible a la fibra que el pollo y porque
en el presente estudio sdélo se evaluaron dietas conteniendo 10% de pulpa
(fermentada o sin fermentar). Debe anotarse también que la tendencia mis
favorable en el comportamiento de las ratas consumiendo la dieta con pul-
pa fermentada que el de aquellas con la dieta control (sin pulpa) es suge
rente de una posible complementacion proteica de esta Gltima por el mate-

rial fermentado. Este aspecto debiera ser sujeto de futuras investigacio

nes.
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VIii. CONCLUSIONES

El moho A. niger mostré un mejor comportamiento que los mohos P.

crustosum y T. harzianum en la fermentacion s6lida de pulpa de ca-

fé, en términos de enriquecimiento proteinico de la misma.

La humedad inicial del sustrato solido es una variable decisiva en
las fermentaciones sOlidas de materiales celuldsicos como pulpa de
café, que requieren mayor tiempo de fermentacidn que los sustratos

ami 1aceos.

El desarrollo de la fermentacion puede ser controlado con una simple

medicion de pH, si se usa la misma formulacion de! medio sdlido.

La fermentacion solida mejora grandemente la calidad nutritiva de la
pulpa de café, siendo de especial interés el aumento en el contenido
de protefna verdadera y 1a disminucidn de los contenidos de celulosa

y hemicelulosa.

La pulpa fermentada puede reemplazar un 102 de mafz con mayor efi-
ciencia que la pulpa sin tratar, en la formulacidon de dietas para
pollos de engorde, aunque no llega a alcanzar la misma eficiencia

que la dieta control con mafz.
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i X. RECOMENDAC | ONES

Efectuar estudios de fermentacidn en estado sdlido de pulpa de ca-
fé variando y disminuyendo progresivamente las fuentes externas de
nitrdgeno para facilitar el consumo de cafeina y de otros compuestos

nitrogenados no proteicos presentes en la pulpa de café.

Investigar el comportamiento de los carbohidratos presentes en la

pulpa durante la fermentacidon, con especial énfasis en los carbohi-

dratos estructurales.

Estudiar a fondo el efecto de la fermentacion s6lida sobre las sus-

tancias de la pulpa de café, a las cuales se atribuye actividad an-

tifisiologica, como contribucion a la identificacion de los compues-

tos toxicos de la misma.

Ensayar el sistema de fermentacion en estado sélido, usando las le-

vaduras aisladas de la pulpa de café (16, 68) y que son capaces de

metabolizar la cafefna.

Realizar estudios experimentales de escalamiento a nivel de benefi-

cios de café o de fincas cafetaleras.

Efectuar estudios de digestibilidad in vivo con la pulpa fermentada,

y continuar con ensayos biologicos en pollos y en otras especies ani

males.
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X. RESUMEN

Se estudio el sistema de fermentacidon de pulpa de café como sustrato
solido con el propdsito de mejorar su valor nutritivo a través del creci-
miento de hongos filamentosos. Con este propdsito se usaron tres mohos

diferentes: P. crustosum, T. harzianum y A. niger. Sobre el primero se

ha informado que utiliza preferentemente el nitrégeno de 1a cafeina, el se
gundo debido a su alta actividad celulolftica, y el A. niger se ha usado
exitosamente en la fermentacion sdlida de materiales amilaceos. Durante
la fermentacion se estudid la influencia de las variables mas importantes

como son el nivel de humedad inicial del sustrato (evaluado a 60, 70 y 80%)

y la temperatura de fermentacién (evaluada a 30 y 35°C). Como pardmetros
evaluativos del proceso se usaron la variacioén en el contenido de aminoaci-
dos bdsicos comp Tndice de la sintesis de proteina verdadera, las variacio
nes de pH y de humedad final y la pérdida de materia seca.

Se observd que los tres mohos pueden crecer en la pulpa de café en es
tado sélido, dando cada uno rendimientos de proteina verdadera significati
vamente diferentes (p<0.01). Con el moho A. niger se obtuvieron los ren-
dimientos mds altos (p<0.01) en cuanto a sintesis proteica. Por otra par

te, la humedad inicial influyd significativamente (p<0.01) sobre el creql

miento de los mohos y se observé que a mayor humedad inicial del sustrato
(70 ~ 80%) hubo mayor crecimiento y sintesis proteica. La influencia de la
temperatura de fermentacién en cambio no fue significativa (p<0.37) sobre
los resultados de sintesis proteica. También se observé en los tres mohos
que el crecimiento est3d relacionado directamente con la disminucién de ma-
teria seca, aumento de humedad del sustrato, y con el aumento de pH duran-

te la fermentacion.
Habiendo seleccionado como temperatura de fermentacion 35°C para e!

moho que brindé el mayor rendimiento en sintesis proteica (A. niger), se
estudid su cinética de fermentacion sGlida en pulpa de café con 80% de hu

medad inicial. El contenido de aminodcidos basicos aumentd significativa

mente con el tiempo de fermentacién {(p<0.01), hasta las 43 - 48 horas,
luego se estabilizd y las diferencias no fueron significativas al 1. |-
qual comportamiento se observd con las variaciones de pH. Por lo tanto se

selecciond un tiempo de fermentacidén de 43 - 48 horas.
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El producto final obtenido bajo estas condiciones se sometio a anall-

sis quimicos y a ensayos bioldgicos en pollos y en ratas. Se observd que

el contenido de proteina verdadera en la pulpa fermentada aumentd en un
200% de su valor original; por otra parte es interesante notar la disminu-
cidon en el contenido de fibra cruda, celulosa, hemicelulosa y fibra acida
detergente. El contenido de taninos y de cafefna, compuestos de los que
se ha informado una posible actividad antifisiologica (8), no fue afectado
por la fermentacion, pues su concentracidn porcentual en el producto final
fue mayor que en la pulpa inicial debido al consumo o desaparicion de otros
nutrientes utilizados por el moho durante la fermentacion.

Los resultados del estudio de crecimiento en ratas revelaron que la
dieta conteniendo 10% de pulpa fermentada es de mejor calidad que la dieta

control y que la dieta con 10% de pulpa sin fermentar, aunque las diferen-

cias no fueron significativas. Lo anterior es indicativo de que en otras

especies de animales fisiolégicamente similares a la rata (como el cerdo)
que pueden soportar contenidos de fibra relativamente altos (5 - 10%), la
pulpa fermentada podrfa reemplazar con alguna ventaja al mafz o a otros nu

trientes similares.
La ganancia en peso de los pollos en crecimiento alimentados con dfieta

control y con dietas que incluyen 10% de pulpa fermentada y sin fermentar

fueron significativamente diferentes (p<0.01). Se notd un efecto amplia-

mente favorable de la fermentacidon sélida sobre el valor nutritivo de la
pulpa de café, pues el grupo que consumié la racidén con pulpa fermentada
crecid en mejor forma que el grupo con pulpa sin fermentar, aunque no 1le-
go a tener la misma eficiencia que la dieta control a base de m3iz y soya.

En conclusion, la fermentacidon en estado s6lido usando A. niger bajo

las condiciones establecidas en este trabajo mejora ampliamente el valor
nutritivo de la pulpa de café, como se demuestra tanto por la composicidn
quimica, como por los resultados observados en los ensayos bioldgicos en

pollos y ratas. Por lo mismo, la fermentacidon en estado sblido puede ser

una alternativa practica y econdmica para mejorar la calidad de la pulpa

de café y la posibilidad de su posterior utilizacion para la produccién de

animales monogastricos como pollos o cerdos.
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CUADRO 1

PRODUCCION DE CAFE Y DE PULPA DE CAFE
Café verde (1000 TM)* Pulpa de café fresca (1000 TM) **

{fio 1975 1976 1977 1978 1975 1976 1977 1978

Pafs

Brasil 1263 354 958 1200 2598 728 1970 2368
Colombia 540 520 571 669 1110 1069 1174 1376
Ecuador 78 85 83 89 160 175 n 183
Guatemala | 129 143 149 139 265 294 306 286

Mundial 460 3645 4303 4383 9175 7498 8852 9016

Fuente: Anuario FAO de Produccion.

** | kg de café en cereza rinde 210 g de café verde y 432 g de pulpa
fresca (1, 10)



CUADRO 2
COMPOSICION DE LA PULPA DE CAFE*

Fresca Secada al Deshidratada
sol

Humedad (%) 79.4 L 6.5 12.4 T 1.5 10.4 ¥ 3.6
Protefna cruda (N x + + +

628y (3) 2.3 ¥ 0.4 1.6 1.7 1.2 Y 1.5
Fibra cruda (%) 5.9 Yo.9 23.4 % 4.6 20.0 < 4.4
Cenizas (%) 1.5 £ 0.3 7.8 % 1.8 7.8 ¥ 1.9
Extracto etéreo (%) 0.6 £ 0.1 3.0 0.4 3.0 ¥ 0.9
Extracto libre de N 4, 3 % ;5 5 52.0 ¥ 7.1 48.0 ¥ 6.5

(%)

* Valores representativos de varias investigaciones desarrolladas én
el INCAP.



CUADRO 3

FORMULACION PORCENTUAL DE DIETAS BASALES
USADAS EN EXPERIMENTOS CON POLLOS Y RATAS

L _

INGREDIENTES POLLOS RATAS
Harina de soya 35.00 20.00
Harina de maiz amarillo 55.35% 69.70*
Aceite de algodon 5.00 5.00
Fosfato de calcio (H. hueso) 2.10 -
Carbonato de calcio 1.50 -
Sal 0.45 -
Pulpa de café * *
Pulpa fermentada *
Di-metionina 0.30 0.30
Premix Pfizer - 100 0.30 -
Minerales Hegsted¥# - 4.0
Aceite de bacalao - 1.00

100.00 100.00

Solucion de vitaminas del
complejo B (ml)*#x - 5.00
PROTEINA EN DIETAS (%) 21.00 15.30

* La pulpa de café y el producto fermentado reem
plazaron a la harina de mafz en 10% de las die-
tas N. 2 y N, 3, respectivamente, dieta N.1:

dieta basal o control (10, 73).

** Mezcla de sales de Hegsted {Nutritional Bioque-

micals Co., Cleveland, Ohio, USA).

%%% Manna, L., y 5. M. Hauge. 'A possible relation-

ship of vitamin B,. to orotic acid''.

Chem., 202:91-96,'31963.

J. Biol.




CUADRO 4

EFECTO DE MOHO, HUMEDAD INICIAL Y TEMPERATURA DE FERMENTACION
SOBRE EL CONTENIDO DE AMINOACIDOS BASICOS EN PULPA DE CAFE FERMENTADA

CONTENIDO DE AA BASICOS (% base seca del producto final)

MOHO A. niger P. crustosum T. harzianum
Tiempo de
Fermentacién
(horas) 24 67 24 67 24 67
HUMEDAD INICIAL
(%) TEMPERATURA DE FERMENTACION: 35°C
60 1.1123% 1.2217 1.0393 1.0717 0.9783 1.0117
.0636%% 1217 .0290 .0537 .0634 .0505
70 1.1083 1.5783 1.0683 1.0797 1.0547 1.1047
.0235 .2719 .0384 .0418 0950 .1293
80 1.7823 2.8247 1.1310 1.7780 1.0790 1.4440

. 1481 . 4998 .0835 .1788 0440 .0776

TEMPERATURA DE FERMENTACION: 30°C

60 0.9845 1.1330 1.0202 1.1800 0.9795 1.0985
.0247 .1838 .0049 .0127 .0205 .1690

70 1.0100 2.4425 1.1245 1.1800 1.0005 1.1175
.0311 .1761 .0445 0651 0134  ,0049

80 1.2425 2.4700 1.2200 1.9350 1.3110 1.5205
.0099 .0721 .0651  .1167

.0389 .2135

* Media

** Desviacién EBstandar



CUADRO 5

EFECTO DE MOHO, HUMEDAD INICIAL Y TEMPERATURA DE FERMENTACION
SOBRE EL CONTENIDO DE AMINOACIDOS BASICOS EN PULPA DE CAFE FERMENTADA

CONTENIDO DE AA BASICOS (% base seca de sustrato inicial)
e}

MOHO A. niger P. crustosum T. harzianum
Tiempo de
Fermentac idn
(horas) 24 67 24 67 24 67
HUMEDAD INICIAL
(%) TEMPERATURA DE FERMENTACION: 35°C
60 1.1090* 1.1927 1.0393 1.0513 0.9783 1.0080
0722%*%  ,1237 .0290 .0820 0634 .0529
70 1.0560 1.3967 1.0683 1.0647 1.0547 1.0930
.1039 .2012 .0384  .0207 .0950 .1136
80 1,6747 2.1320 1.1310 1.5650 1.0790 1.2403
. 1750 .3481 .0835 .1044 0440 .0276

TEMPERATURA DE FERMENTACION: 30°C

60 0.9845 1.1140 1.0205 1.1500 0.9795 1.0985
.0247 .2107 .0049  .0297 .0205 .1690
70 1.0100 1.9330 1.1245 1.1685 0.9910 1.1060
.0311 .1994 .0hh5 0643 .0269  .00h2
80 1.2415 2.0375 1.1675 1.6555 1.3110 1.3090

.0389 L2143 .0247  .0573 .0651  .0509
M

* Media
**% Desviacion Estandar



CUADRO 6
EFECTO DE MOHO, HUMEDAD INICIAL Y TEMPERATURA DE FERMENTACION
SOBRE LA PERDIDA DE MATER{A SECA EN LA FERMENTACION SOLIDA DE PULPA DE CAFE

PERDIDA DE MATERIA SECA (%)

T. harzianum

MOHO A. niger P. crustosum
Tiempo de
Fermentacidn
(horas) 24 67 24 67 24 67
HUMEDAD INICIAL
(%) TEMPERATURA DE FERMENTACION: 35°C
60 0.9353% 2.3100 0.0 1.9600 0.0 0.6400
1.6512%% 44,0010 3.3948 1.1085
70 4.8200 11.2300 0.0 1.3467 0.0 0.9533
7.5324 2.6670 2.3325 1.6512
80 6.1233 24,4000 0.0 11.5900 0.0 13.9967
1.9891 9642 7.6165 3.3898
TEMPERATURA DE FERMENTACION: 30°C
60 0.0 1.9050 0.0 2.5000 0.0 0.0
2.6941 3.5355
70 0.0 20.9350 0.0 5.7400 0.9600 1.100
2.4678 6.7034 1.3676 . 0000
80 0.0 17.5800 h,3250 14.4300 0.1450 13.7750

* Media

** Desviacion Estandar

1.2233

2121

.2051

3.

2739




CUADRO 7

EFECTO DE MOHO, HUMEDAD IN{CIAL Y TEMPERATURA DE FERMENTACION
SOBRE EL pH FINAL DE LA PULPA DE CAFE

MOHO A. niger P. crustosum T. harzianum
Tiempo de
Fermentacion
(horas) 24 67 24 67 24 67
HUMEDAD INICIAL
(%) TEMPERATURA DE FERMENTACION: 35°C
60 3.63* 3.60 3.70 3.63 3.73 3.73
.Q6%* .10 .00 .06 .06 .06
70 3.63 3.70 3.60 3.50 3.63 3.70
.06 17 .06 .00 .06 .00
80 4.96 6.30 3.60 L.53 3.63 h.33
.06 .26 .10 .31 .06 .93

TEMPERATURA DE FERMENTACION: 30°C

60 3.45 3.60 3.60 3.70 3.60 3.80
.07 A4 .00 14 .00 1h
70 3.50 5.60 3.50 3.75 3.60 3.80
.00 .28 .00 .35 .00 14
80 3.80 6.20 .70 7.00 3.60 h.95

.00 .56 b .28 .00 1.34

* Media

** Desviacion Estandar



CUADRO 8

EFECTO DE MOHO, HUMEDAD INICIAL Y TEMPERATURA DE FERMENTACION
SOBRE LA HUMEDAD FINAL DE LA PULTA FERMENTADA

HUMEDAD DE PULPA FERMENTADA (%)

MOHO A. niger P. crustosum T. harzianum
Tiempo de
Fermentacion
(horas) 24 67 24 67 y1 67
HUMEDAD INICIAL
(%) TEMPERATURA DE FERMENTACION: 35°C
60 62.400* 63.730 60.853 61.163 60.327 61.183
1.490*%* 3.607 520 5.800 1.147 1.497
70 72.133 74.387 70.767 72.300 71.013 71.870
.968 1.251 1.456 2.016 1.752 .629
80 81.157 83.493 79.297 81.547 79.263 82.980
.64h .753 .838 1.4h2 .720 .463
TEMPERATURA DE FERMENTACION: 30°C
60 59.605 59.445 60.150 60.970 60.740 60.855
.643 . 361 1.372 3.521 .239 .501
70 70.595 76.940 69.735 72.035 70.275 70.540
.585 .028 .30 1.549 .219 -393
80 79.700 83.140 80.840 81.425 80.445 81.605
.665 .269 311 .926 812 1.180

—  —  ——— —/— _ _— — — ——— — — — —  — ——_ — — — — — — —— —— —— —  — —

* Media

** Desviacidon Estandar



CUADRO 9

EFECTO DE MOHO Y TEMPERATURA DE FERMENTACION
SOBRE EL CONTENIDO DE CAFEINA EN PULPA FERMENTADA

CAFEINA (% base seca del sustrato inicial)

MOHO Pulpa Café A. niger P. crustosum T. harzianum

TEMPERATURA DE
FERMENTAC ION

(°c)
35 0.637% 0.637 0.717 0.650
.032%% .047 .040 .036
30 0.625 0.615 0.610 0.710
.007 .106 .000 .14
TOTAL 0.632 0.628 0.67% 0.674

+ Pulpa de café fermendata con 80% de humedad inicial por 67 h.

* Media

*% Desviacion Estandar



CUADRO 10
CINETICA DE FERMENTACION SOLIDA DE A. NIGER EN PULPA DE CAFE

Y —————— ——— ——— — R

TIEMPO DE  AMINOACIDOS BASICOS PERDIDA HUMEDAD RELAC | ON
FERMENTAC | ON % Base Seca MAT . SECA FINAL  Abs. AA Totales
(Horas) PRODUCTO  SUSTRATO % pH 3 Abs. AA Basicos
. ¥
00 1.1233 +  1.123®  0.00° 3.50° 78.51° 5.2317
004 *% .0Oh .00 1.74 .5638
12 1.1272 1.127%  0.00® 3.562  77.96° h.0020
.050 .050 .06 1.75 .0435
20 1.293° 1.251°  3.230P 4.10°  78.607 4.0317
.030 .022 61 .26 2.37 .0652
24 1.675C 1.5711°  6.12°>  4.96°  81.16° 3.9557
.130 .088 1.99 .06 .64 .0564
d d ¢ d b
31 2.027 1.79719  12.61 5.269  81.99 3.8753
.007 019 1.24 .06 1.19 1169
36 2.350° 1.984% 15.61° 5.67°  81.71° 3.8293
.027 143 5.27 .29 .27 1465
43 2.542° 2.071®  18.529 s5.90f  82.70P’¢ 3.7257
045 .062 1.03 .00 .78 .0823
48 265079  2.101® 20.719  6.13F9 82.07"C 3.6930
1018 070  2.39 .06 .75 .1686
55 2.7209°"  2.083% 23.409 6.309  83.34P°C 3.7697
.082 0b0 1.6 17 1.56 4373
67 2.784" 2.0175  27.509°¢ 6.50"  83.49°:C 3.9480
117 015 2.k6 10° .75 .0774
73 2.790" 1.981°  29.01°  6.63"  84.550:¢ 3.9757
.052 054 .63 .06 .30 .2685
84 2.820" 1.921°  31.89%  6.57"  84.60°°C 3.9567
.05k 099  2.29 .21 64 .0750
91 2.830" 1.897° 32.977  6.53"  su.54PeC 3.9320
.058 .065  1.89 12 .78 .0543
108 2.800" 1.7657  36.96F  6.67"  85.58° 3.8760
.042 060 . 1.38 .15 .89 .1070

+ Letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa al 5%

* Media

*% Desviacidon Estandar



CUADRO 11

COMPOSICION DE AMINOACIDOS EN PULPA DE CAFE
SIN FERMENTAR Y FERMENTADA-A VARIOS TIEMPOS

PULPA
TIEMPO DE FERMENTACION (hrs)
AMINOAC 1DOS DE CAFE 36 LB 33 85
Lisina 462 0.642 0.819 1.056 t.141
Histidina .260 0.377 0.456 0.584 0.640
Arginina .377 0.628 0.687 0.905 0.975

.845 1.275 1.380 0.874 1.116
319 0.549 0.673 0.619 0.614
.332 0.418 0.569 0.449 0.472
.695 1.061 1.213 0.882 1.313

Ac. Aspartico
Treonina
Serina

Ac. Glutdmico

Prolina 0.784 0.901 0.687 0.852
Glicina b21 0.594 0.697 0.424 0.662
Alanina 486 0.778 0.898  1.159  0.764
Valina .156 1.687 1.896 2.613 2.102
Metionina .321 0.526 0.582 0.459 0.408
Isoleucina .507 0.793 0.885 0.840 1.063
Leucina .564 0.868 0.959 1.031 1.071
Tirosina .205 0.393 0.443 0.508 0.684

O O O 0O O = 0 O 0O O O © © 0o O O©
Uy
w
w

.285 0.453 0.474 0.469 0.860

Fenilalalina

Proteina verdadera%* 7.767 11.853 13.520 13.559 14.737
Protefna verdadera** 5.150 7.590 8.870 8.390 9.060

—_
* Total de aminoacidos recuperados en el autoanalizados de amino-
acidos.

%% Por el método de ninhidrina y aplicando la razon Abs. AA totales/
Abs. AA bisicos y luego multiplicando por el contenido de AA b&-
sicos respectivo.



CUADRO 11A

COMPOSICION PORCENTUAL DE AMINOACIDOS EN LA PROTEINA DE
PULPA DE CAFE SIN FERMENTAR Y FERMENTADA A VARIOS TIEMPOS

AMINOACIDOS (g/100 g de protefna verdadera)

PULPA DE CAFE FERMENTADA

AMINOAC 1D0S D CAFE Lo D SEREATLI e,
Lisina 5.9 5.4 6.1 7.8 7.7
Histidina 3.3 3.2 3.4 4.3 h.3
Arginina h.9 5.3 5.1 6.7 6.6
Ac. Aspartico 10.9 10.8 10.2 6.4 6.6
Treonina h,1 h.6 5.0 h.6 4.2
Serina 4.3 3.5 h,2 3.3 3.2
Ac. Glutadmico 8.9 8.9 9.0 6.5 8.9
Prolina 6.9 6.6 6.7 5.1 5.8
Glicina 5.4 5.0 5.2 3.1 4.5
Alanina 6.3 6.7 6.6 8.5 5.2
Valina 14.9 14.3 14.0 19.3. 14.3
Metionina h.1 h.h 4,3 3.4 2.8
Isoleucina 6.5 6.7 6.5 6.2 7.2
Leucina 7.3 7.3 7.1 7.6 7.3
Tirosina 2.6 3.3 3.3 3.7 h.6
Fenilalalina 3.7 3.8 3.5 3.5 5.8

K



CUADRO 12

COMPOSICION DE PULPA DE CAFE FERMENTADA
EN ESTADO SOLIDO Y SIN FERMENTAR (%)

PULPA PULPA
COMPONENTES DE CAFE FERMENT.
Humedad 7.76 3.13
Extracto etéreo 2.02 2.32
Fibra cruda 21.85 12.73
Ni trégeno 1.61 5.58
Cenizas 4.60 12.25
Sodio 0.29 0.39
Potasio 1.28 3.54
PAREDES CELULARES 29.00 22.75
Hemicelulosa 0.90 0.05
Fibra dcida detergente 28.10 22.70
Celulosa 17.20 11.60
Lignina 11.25 11.35
OTROS COMPONENTES
Taninos 2.15 2.72
Cafefna 0.63 0.74
Nitrégeno proteico soluble 0.25 0.49
PULPA DES. PULPA D. PAPA
PROTEINA VERDADERA DE CAFE PAPA' FERMENT. FERM.'
Protefna verdadera* 8.98 16.32
Proteina verdadera*#* 4.50 2.432 10.94 7.283
Aminodcidos basicos#** 1.123  0.466 2.735 1.369

—_
* Método de recuperacion de AA en autoanalizador Techcon I1.

** Método de ninhidrina (28).

' Muestras de deshechos de papas y de deshechos de papas fermenta
dos procedentes de los laboratorios de ORSTOM de Francia, y ana-
lizados junto con las muestras de pulpa de café fermentada.



CUADRO 13

GANANCIA EN PESO, CONSUMO DE ALIMENTO Y EFICIENCIA ALIMENTICIA
EN POLLOS DE ENGORDE, ALIMENTADOS CON RACIONES CONTENIENDO 10%
DE PULPA DE CAFE FERMENTADA Y SIN FERMENTAR

13.1 GANANCIA ACUMULADA DE PESO (g)* _
DIETA No.1 DIETA No.2 DIETA No.3
SEMANA (Control) (Pulpa café,10%) (P. fermentada,10%)
b ) b
1 35.17 + 9.17 22.00 + 7.71° 35.78 + 6.86
2 114.50 + 18.45°  69.06 + 23.73° 98.39 + 14.45°
3 222.72 + 28.97°  147.94 + 41.62° 201.00 + 22.00°
b 368.83 + 42.23° 260.88 + 54.80° 324.83 + 30.75°
13.2 CONSUMO DE ALIMENTO POR POLLO POR SEMANA (g)
DIETA No.1 DIETA No.2 DIETA No.3
SEMANA (Control) (Pulpa café,10%) (P. fermentada,10%)
1 67.37 + 1.60°  51.83 + 5,52° 67.27 + 6.14°
2 150.57 + 7.58° 122.83 + 6.71° 145.80 + 9.50°
3 238.83 + 10.11°  197.33 + 15.64° 184.00 + 18,19°
Y 345,53 + 2.74°  291.77 + 17.35° 298.40 + 14.75°
TOTAL 802.37 + 12.34°  663.73 + 37.84° 695.47 + 32.98°
13.3 EFICIENCIA ALIMENTICIA POR GRUPQ POR SEMANA
DIETA No.1 DIETA No.2 DIETA No.3
SEMANA (Control) (Pulpa café,10%) (P. fermentada,10%)
i 1.95 + 0.24®  2.54 + 0.17° 1.88 + 0.14°
2 1.88 + 0.18%  2.59 + 0.19 2.06 + 0,182
3 2.22 + 0.27°  2.50 + 0.18° 1.80 + 0.19
4 2.37 + 0.18° 2.57 + 0.07° 2.41 + 0.18°
GLOBAL 2.19 + 0.21°  2.53 + 0.06° 2.14 + 0.11°

* Peso inicial medio: 44.78 g; grupo de 18 pollos por dieta, ex-
cepto grupo con dieta No.2: 16 pollos; 2 murieron en la la. semana.

*% Media + D.E.; letras diferentes en una fila indican significan. 5%.



CUADRO 14

GANANCIA EN PESO, CONSUMO DE ALIMENTO Y EFICIENCIA ALIMENTICIA
EN RATAS, ALIMENTADAS CON RACIONES CONTENIENDO 10% DE PULPA DE
CAFE FERMENTADA Y SIN FERMENTAR

4.1 GANANC}A ACUMULADA DE PESO (g)*
DIETA No.1 DIETA No.2 DIETA No.3
SEMANA (Control) (Pulpa café,10%) (P. fermentada,10%)
a¥¥ a b
1 32.63 + 2,07 32.13 + 5.06 36.88 + 3.40
2 67.63 + 6.95%  68.25 + 10.05° 73.13 + 9.31°
3 104.75 + 16.98°  101.13 + 19.55° 106.75 + 18.01°
FINAL 5
(24 dfas) 113.87 + 21.54°  111.00 + 23.60 118.13 + 22.38°
14.2 CONSUMO MEDIO DE ALIMENTO POR SEMANA (g)
DIETA No.1 DIETA No.2  DIETA No.3
SEMANA (Control) (Pulpa café,10%) (P. fermentada,10%)
1 78.5 + 6.48"°  77.63 + 7.07 81.12 + 7.45
2 102.5 + 7.19  107.75 + 10.69 109.38 + 9.77
3 130.8 +17.07  130.50 + 17.56 126.87 + 13.62
FINAL
(24 dTas) 349.8 + 35.40  355.63 + 37.46 345.00 + 34.90
14.3 EFICIENCIA ALIMENTICIA MEDIA
DIETA No.1 DIETA No.2 DIETA No.3
SEMANA (Control) (Pulpa café,10%) (P. fermentada,10%)
1 2.41 + 0.177°  2.45 + 0.31 2.31 + 0.33
2 2.98 + 0.39 3.01 + 0.31 2.95 + 0.32
3 3.76 + 0.83 4.20 + 0.91 3.98 + 0.81
FINAL

(24 d7as) 3.13 + 0.37

3.28 + 0.45 2.97 + 0.33

* Peso inicial medio 44.5 g; grupo de 8 ratas (40"y 4Q) para cada
dieta.

** Media + Desviacion estdndar; letras diferentes en una fila in-
dican significancia al 5%.
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