
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 

Unidad lztapalapa 

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 

Unidad lztapalapa 

Casa abierta al tiempo 

AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y SELECCION DE BACTERIAS LACTICAS 

PARA LA CONSERVACION DE PULPA DE CAFE POR ENSILAJE 

rn 
ICI 
111 
111 
a 

Tesis para obtener el grado de 

MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA 

Presenta: 

ARACELI SUZUKI LOPEZ 

a Sustentada el 10 de diciembre de 1999 ante el jurado formado por: 

a 
a Dra. Amelia Farrés González Sarabia, Profesora de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. 

31 Dra. Isabelle Gaime-Penaud. Investigadora del Instituto de Investigación para el Desarrollo 

a Dr. Christopher Augur, Investigador del lnstituto de Investigación para el Desarrollo (IRD). 

(IRD), Francia. 

Dr. Gerard0 Saucedo Castañeda, Profesor de la Universidad Autónoma Metropolitana. 



m 
Casa sbieriatl liemao 

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD 
Posgrado en Biotecnologia 

Diciembre IO,  1999. 

DR. GERARDO SAUCEDO CASTAÑE 
P R E S E N T E  
L 

Por medio de este conducto, la Comisión del Posgrado en Biotecnología, le 
agradece su participacion como Presidente en el examen de grado de Maestría de la 
alumna ARACELI SUZUKI LÓPEZ, quien defendió y expuso la tesis "Aislamiento y 
selección de bacterias lácticas para la conservación de pulpa de café por 
ensilaje" a los 10 dias del mes de diciembre de mil novecientos noventa y nueve. 

Así mismo, le agradece su participación como Tutor durante el desarrollo de la misma 

Sin más por el momento, aprovecho la ocasión para enviarle un cordial saludo. 

A T E N T A M E N T E .  
"CASA ABIERfA / ,  AL TIEMPO" 

I 

GONZÁLEZ 

UNIDAD IZTAPALAPA 
Av. Michoacán y La Purisima, Coi. Vicentina. México, D.F. 09340, Tels: (5) 723-6361 (5) 724-49-99, Fax: (5) 724-47-12, 
e-mail.psgbt@xanum.uam.rnx internet: http://v.ww.iztapalapa.uam.mxliztapala.www/division.cbs/biotecnolo/inici~.htm 



AGRADECIMIENTOS 

Agradezco a mis padres y a German por demostrarme siempre su amor, comprensión y 

paciencia. 

A mis directores de tesis, Dra. Isabelle Gaime y Dr. Gerard0 Saucedo, por la confianza y el 

apoyo brindado todo el tiempo. 

A CONACyT, porque gracias a la beca que recibí, logré obtener el grado de Maestro 

Biotecnologia. 

en 

AI proyecto Biopulca de la., omunidad Económica Europea (ICIS*CT970185) y al Instituto 

de investigación para el ksarrollo (IRD), por el apoyo económico brindado para hacer 

posible mi estandla en Montpellier, Francia. 

AI Dr. Maurice Raimbault por su dirección y apoyo durante mi estancia en Montpellier. 

AI Ing. Miguel Cervantes por su amabilidad y cooperación al proporcionarnos la materia 

prima para los experimentos. 

Mi gratitud a los Dres. Sergio Huerta, Mariano Gutierrez, Ernesto Favela, Arely Prado, asi 

como a todos mis compañetos de la PP4, Cristobal, Gerardito, Alex Tellez, Rosario, Tania, 

Romano, Oscar, Lupita, Fátima, Nachito, Erika, Ildefonso, a la Sra. Ma. Elenay al resto de los 

integrantes de la Planta. 



INDICE 

.. INDICL ........................................................................................................................................ I 

.. INDICL DE TABLAS ................................................................................................................... V 

INDICE DE E'IGURAS ................................................................................................................. V I  

1. INTRODUCCION ............................................................................................................... 1 

2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS ............................................................................ 4 

................ ......................... ..................................................... 2.1 El café 4 

.7 

2. I .2 Localización y producción del café mundial y nacional ........................................ 9 

2. I .3 Industnalizacion del café .... ....................................................................... 12 

................................................... ........................................... 

. . . .  

2.1.3. I Proceso húmedo ... ................ .............................................. 13 

........ 16 

..................................... 17 

2. I .3.2 Proceso seco 

2.1.4 Residuos del tratamiento del 
,, 2.2 Pulpa de cate ........................................................................................................ 

2.2.1 Composición químicade la pulpa de café ........................................................... 18 

2.2.2 Factores antifisiológicosy antinutricionales presentes en la pulpa de café ........ 21 

............................................ 22 2.2.2. I Cafeína .......................... 

2.2.2.2 Compuestos fenólicos ................. .............................. 

2.2.3 Aprovechamiento de la pulpa de café por vla biotecnológica .............. 
2.2.4 Alternativas para laconservación de pulpa de café ......... ............................. 24 

2.3 E1 ensibe 25 

2.3.1 Proceso de ensilaje y los factores que en él intervienen ...................................... 26 

.................................................. 29 

. .  
........................................................................................................................... 

2.3.2 Utilización deaditivos ........ 

i 

I 



.... ..-,.-.... ^>_.__._, ...... 

2.3.3 Silos ..................... 32 

2.3.4 Conservación de residuos fnitales y vegetales por ensilaje ........................... 

................................................. 

2.3.5 Ensilaje de pulpa de café ........... .................... 33 

2.3.5.1 Cambios químicos y biológicosque ocurren en la pulpa de café 

34 durante el proceso de ensilaje ............................................................... 

2.3.5.2 Valoralimenticiodel ensilajede pulpa de café ...................................... 35 

2.4 Bacterias Iácticas ............ ....... ................................................... 35 

............................ 39 

. .  

2.4.1 Caracteres principales y métodos de estudio 

A) Caracteres cito-morfológicos ... 

B) Caracteres fisiológicos.. ................... 40 

C) Caracteres bioquímicos .... 

................... 39 

2.4.2 Cultivo de bacterias Iácticas ....... 

2.4.3 Papel de las bacterias lácticas en el proceso de ensilaje 

2.4.4 Bacterias lácticascomo inoculantes y sus efectos en la fermentación ......... 

2.4.5 Efecto de inoculantes de bacterias Iácticasen la nutrición animal ....................... 44 

2.4.6 Metodos modernos usados para la identificación y clasificación de 

bacterias Iácticas ....... ............................ 45 

3. OBJETIVOS ...................................................................................................................... 46 

3.1 Objetivo general 

3.2 Objetivos particulares 

4. MATERlALY METODOS ............................................................................................... 47 

4.1 Sustrato sólido utilizado para el ensilaje ............................................................................ 47 

4.2 Origen de las bacterias Iácticas ........................................................................................... 47 

4.3 Medios de cultivo. ............................................................................................................. 47 

íi 



4.3.1 Medio usado para el aislamiento y propagación de cepas de bacterias lácticas.. 47 

4.3.2 Medios usados para la caracterización fenotipica de cepas de bacterias lácticas 48 

4.3.3 Conservación de cepas de bacterias lácticas ... ....................... . 4 8  

4.4 Condiciones de cultivo ...................... 48 

4.4.1 Preparación del inóculo de bacterias lácticas para pruebas bioquímicas ............. 48 

.................................... 

4.4.2 Propagación del inóculo para ensilaje de pulpa de café fresca .... 

.................................... 4.4.2.1 Microsilos. ..... 

4.5 Tratamiento de muestras de pulpa de café ensila da... ................................... 

4.6 Tecnicas analíticas ................................................................................... I .  

4.6.1 Aislamiento de cepas de bacterias Iácticas .............................................. 

4.6.2 TincionGram ................................................................................. : ....... ., 

4.6.3 Prueba de ia catakwa.. .......................................................................................... 52 

................................................................................. 4.6.4 Prueba de motilidad 53 

4.6.5 Fermentación de glucosa(Acidificación). ............................................................ 53 

4.6.6 Gas de glucosa ..... ......... ......................................... 53 

4.6.7 Determinación de la biomasa de cepas de bacterias lacticas. ............ .. 54 

4.6.8 Crecimiento de cepas de bacterias lácticas en medios MRS pectina y MRS 

ácido tánico usados como fuente de carbono.. ..... ...................................... 54 

4.6.9 Feryentación de carbohidratos por el sistema API 50 CH ............ 

4.6. IO Análisis de enzimas por el sistema APIZYM .................... ........................... 55 

4.6.1 1 Restricción del DNA (RFLP) de cepas de bacterias Iácticas ............................. 55 

4.6.12 Determinación de productos por HPLC y por ensayos enzimáticos (YSI) ...... 56 

4.6.13 Evaluaciónde la microflo ni ................................................................................ 58 

4.6.14 Materia seca, humedad ...................................... ........................................... 59 

4.6.15 pH ............................................................. .................................................... 59 
., 4.6.16 Expresion de resultados ..................................................................................... 59 



t 
I -. 

5. RESULTADOS Y DISCUSION .................................................................. 

provenientes de ensilajes de pulpa de café ........................ 

5.1 Aislamiento, caracterización e identificación de cepas de bacterias lácticas 

.................................................. 61 

5.1.1 Crecimientode bacterias Iácticas en pectina y &do tánico ................................ 64 

5.1.2 Perfil fermentativo y crecimiento de bacterias lácticas ............ 

5.1.3 Análisis enzimáticode ácido L-láctico y glucosaresidual ........ 

5. I .4 Pruebas enzimáticas por el sistema APlZYM .............................................. 

5. I .5 Perfíles de la fermentación de carbohidratos por el sistema API 50 CH.. ........... 72 

5.1.6 Análisis de los perfiles de restricción (RFLP) de cepas de bacterias Iácticas ...... 75 

5.2 Aplicación de inoculantes de bacterias lácticas en la conservación de pulpa de cafe 
< .  por el proceso de ensilaje ......................................................................................................... 78 

5.2.1 Parámetros fisico-químicos de los ensilajes naturales e inoculados ..................... 78 

5.2.1. I Evolución de los azúcares totales ..................................................... 78 

5.2.1.2 Evoluci6n del pH. ........................................................... 

5.2.1.3 Producción de ácidoláctico ... ......................................................... 82 

5.2.1.4 Producción de etanol ................................. ....................................... 87 

5.2. I .5 Evolución de la humedad ...................................................................... 89 

5.2.1.6 La pérdida de materia seca. ................................................................... 9 I 

5.2.1.7 Evoluciónde lamicroflorade los ensilajesnaturaiese inocul ados ........ 94 

6. CONCLUSIONES ............................................................................................................. 99 

7. BLBLIOC RAFfA ............................................................................................................... io2 

8. ANEXOS ........................................................................................................................... 132 

! 

iv 



. 6- ............ ... . v -.,. ..... ..,. ... ,__-_._., ..,. . 7 , 

LNDlCE DE TABLAS 

Capítulo 2 . 

Tabla 2.1 Producción mundial de café del perlodo 1975-76 a 1995-96 ................................... 10 

Tabla 2.2 Composición química de pulpa de café fresca y deshidratada ................................. 18 

Tabla 2.3 Composición qulmicade pulpa de café C . urdhrcu variedad Mundo Novo 

y variedad Bourbon ...................................................................................................... 19 

Tabla2.4 Contenido de azii 'res presentes en pulpa de café .................................................. 20 

Tabla 2.5 Contenido de cenizas y minerales en pulpa de café ................................................. 20 

Tabla 2.6 Composición quíiiiicade pulpa de café sometida a diferentes procesos .................. 21 

Tabla 2.7 Cambios en la cmposición químicade un ensilajede pulpa de café sin aditivos .... 34 

Tabla 2.8 Principales productos de metabolismo de los azucares por bacterias Iácticas ......... 38 

Capítulo 5 . 

Tabla 5.1 Descripción morfológicade las colonias en medio MRS en cajade Petri ................ 61 

Tabla 5.2 Pruebas bioquímicas realizadas a cepas aisladas de ensilados de pulpa de café ....... 63 

Tabla 5.3 Forma, tamaño y crecimiento de las cepas en el medio MRS pectina y MRS 

ácido tánico como fuentes de carbono .......................................................................... 64 

Tabla 5.4 Resultados obtenidos en las pruebas por el sistema AP1ZYM.- ............................. 71 

Tabla 5.5 Perfiles de la femniaciónde carbohidratos por el sistema API 50 CH ................. 74 

Tabla 5.6 Tasa de producciófi de ácido DL láctico de los ensilajes naturales e 

inoculados ..................................................................................................................... 85 

Tabla 5.7 Recuperación de carbono de los ensilajes naturales e inoculados ............................. 93 

Tabla 5.8 Velocidadde crecimientode bacterias y levaduras en los medios MRS 

y PCA ........................................................................................................................... 97 

V 

....... 



e INDICE DE FIGURAS 

Capitulo 2. 

Figura 2. I Cerezas de café de C. orcibica ................................................................................... 4 

Figura 2.2 Planta adulta de C. arribica ....................................................................................... 5 

Figura2.3 Flores de C. urribica ................................................................................................. 6 

Figura 2.4 Corte longitudinal de una cereza de café ................................................................... 8 

Figura 2.5 México dentro de la producción mundial de café .................................................... 1 I 

Figura2.6 Principales superficies cafetalerasde México ......................................................... I I 

Figura 2.7 Estructura químicade la cafeína( 1,3,7-trimetilxantina) .......................................... 22 

Capítulo 4. 

Figura4.1 Tratamientos aplicados a las diferentes muestras de pulpa de caféensil ada .......... 50 

Figura 4.2 Representación de la tknica de inoculación por punto para determinar las 

diluciones óptimas ........................................................................................................ 58 

Capítulo 5. 

Figura 5.1 Producción de ácido DL láctico de cepas de bacterias Iácticas ................................ 66 

Figura 5.2 Rendimientode biomasacontra susttato consumido .............................................. 67 

Figura 5.3 Indice de hornofermentación de bacterias Iácticas ................................................... 69 

Figura 5.4 Producción de ácido L-láctico y glucosaresidual .................................................... 70 

Figura 5.5 Perfiles de restricción del DNA de cepas de bacterias lácticas ............................... 76 

Figura 5.6 Cambios en el contenido de azúcares totales de los ensilajes de pulpa de café ....... 79 

Figura5.7CambiosenelpH .................................................................................................... 81 

Figura5.8 Producción de ácido DL láctico de los ensilajes naturales e inoculados .................. 83 

: '  

:i 
I 

vi 

' I  



Figura 5.9 Rendimiento de ácido DL láctico contra sustrato consumido a las 240 h 

de fermentaciónde los ensilajes .................................................................................... 85 

Figura 5.10 Producción de etanol en el transcurso de los ensilajes de pulpa de café ............... 87 

Figura 5. I 1 Rendimiento de etanol contra sustrato consumido a las 240 h de 

fermentación en los ensilajes naturales e inoculados .................................................... 88 

Figura 5.12 Evolución del contenido de humedad de los ensilajes de pulpa de café ................ 90 

Figura 5.13 Pérdida de materia seca de los ensilajes naturales e inoculados ............................ 91 

Figura 5.14 Evolución de bacterias y levaduras anaerobias de los ensilajes naturales e 

inoculados ..................................................................................................................... 94 

Figura 5.15 Evolución de bacterias y levaduras anaerobias de los ensilados naturales e 

inoculados ..................................................................................................................... 98 

... ....... .... . ~~~~ ~~ 



1. INTRODUCCION 

La producción de café alrededor del mundo es un factor económicamente importante para 

más de cincuenta países en desarrollo de América, Asia y Africa, localizados en el área entre 

los Trópicos de Cancer y Capricornio, (Bressani, 1979). Su cosecha y procesamiento rinden 

una cantidad importante de subproductos tradicionalmente considerados como desperdicios; 

solo en América Tropical siete millones de toneladas son producidas cada año, (Rolz y col., 

1980 Regalado, 1996) incluyendo materiales tales como pulpa de d é ,  mucilagoy jugode La 

pulpa. Estos subproductos son ricos en hidratos de carbono y proteínas por lo cual pueden 

y deben ser considerados como importantes fuentes de materia prima para el desarrollo de 

nuevas agroindustrias. 

Por ejemplo, la pulpa de café puede ser usada directamente para producir composta, biogas, 

etanol, como alimento para animales, como fertilizante orgánico, como substrato para la 

producción de enzimas, como substrato para cultivo de lombrices, y también puede ser 

empleado como sustrato para la producción de hongos comestibles (Plewoh), así como 

para la producción de biomasa de microorganismos tales como levaduras, y para la posible 

exiracción de pectina y otros compuestos químicos como cafeina, (De León y col., 1980; 

Martinez-Carrera, 1989; Antier y col., 1993). 

La producción estacionaria, la composición química, la microflora end6gena y la elevada 

humedad de la pulpa de café implican senos problemas de disponibilidad de éste 

subproducto. Para el mejor aprovechamiento de la pulpa de café es necesario emplear 

métodos de procesamiento que puedan ser aplicados independientemente del beneficiado del 

café y que, a la vez, mantengan o mejoren el valor nutritivo de la pulpa para alimentación 

animal, sin aumentar excesivamente el costo del producto final. 
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El proceso de ensilaje con bacterias Iácticas, es una alternativa sencilla y comercialmente 

disponible que ofrece grandes perspectivas de poder ser aplicado con éxito, para conservar 

la pulpa y después aprovecharla. 

Este proceso es ampliamente conocido y utilizado para la conservación de forrajes 

estacionales en fincas ganaderas. Consiste en la preservación de los forrajes, en su estado 

suculento, por medio de fermentaciones (Weinberg y col., 1993). La fermentación es 

producida por bacterias lácticas en ausencia de aire, que actúan principalmente sobre los 

carbohidratos solubles que contienen las células vegetales. Durante el proceso de 

fermentación se producen ácidos, principalmente ácido láctico, que disminuyen el pH del 

material ensilado a niveles que impiden el desarrollo de nuevas bacterias. En años pasados se 

ha renovado el interés en la inoculación de forrajes cosechados para ensilaje con cepas 

seleccionadas de bacterias Iácticas que predominan en la microflora indígena, la cual es 

menos eficiente para fermentar los azúcares a ácido láctico, (McDonald, 1981; Woolford 

1984). De esta forma se previene la descomposición adicional del material, el cual puede 

preservarse así por periodos largos de tiempo, (Barnett, 1954; Watson y Smith, 1984; 

Weinbergy Muck, 1996; Rutherford, 1998). 

El aumento en la práctica de conservar forrajes por ensilaje como alimento para ganado 

vacuno en el invierno ha sido uno de los grandes desarrollos en la agricultura en las décadas 

pasadas. Bajo condiciones naturales, el ensilaje es un proceso sujeto a muchas variables las 

cuales inevitablemente conducen a un producto de calidad fluctuante (Seale, 1986). 

La conservación de la pulpa de café por ensilaje ha sido utilizada por Murillo (1978). que ha 

estudiado el efecto de diferentes aditivos sobre la conservación y la calidadnutricional de los 

productos obtenidos para alimentar rumiantes. Gaime-Perraud (1995) estudió el ensilaje de 

pulpa de café desde un punto de vista bioquimico y microbiológico. 
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La aparición al mercado de grandes volúmenes de subproductos de origen agroindustrial, 

durante períodos de tiempo muy cortos, provocan serios problemas de contaminación 

ambiental por la inadecuada disposición de los mismos. Tal es el caso de la pulpa de café 

fresca, siendo el primer subproducto que resulta del beneficio del café, la cual representa un 

40 % del peso, en ba% fresca de la cereza café. 

Actualmente México ocupa el 510 lugar a nivel mundial como productor de café, con una 

producción de 4 9 m i l l o m  de sacos de 60 kg Debido a la gran cantidad obtenida de este 

subproducto y a su COI  wsición química, rica en carbohidratos y otros compuestos de 

interés nutricional, exig- por tanto, un proceso de conservación que permita su 

almacerteniiento, coma I > es el ensilaje inoculado con bacterias lacticas, y la utilización 

durante períodos más extensos, ya que los subproductos de origen agroindustrial, van 

tomaftdo dia a día mnyor ¡niportancia en ialilimentaciónanimal. 

Por lo anterior, en este trabajo se aislaron cepas de bacterias Iktim de pulpa de café 

ensilada naturalmente, de las cuales se estudiaron los perfiks fermentativos de las cepas y se 

sometieron a diversas pruebas bioquimicas para su posterior canicterkción e identificación 

mediante el uso de sistemas comerciales, asi como por electroforesis del DNA Se llevó a 

cabo la selección de cepás para probarlas como inoculantes en el emilsje de pulpa de café 

fresca en los que se siguió la evolución de diferentes paramentros fisico-químicos enVUeltOS 

en el proceso 
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFXCOS 

2.1 El café 

El cafeto es originario de Africa Oriental, de las montañas de Etiopía; su comercialización 

comenzó en Europa entre los siglos XV y XVI; alrededor de I720 se trajo a América, donde 

se establecieron las primeras plantaciones en las Guayanas Francesa y Holandesa. 

El café se introdujo a México por tres regiones diferentes: en el año de 1796 de la Isla de 

Cuba a la tegión de Córdoba, Veracruz; en 1823 proveniente de Mokka, Arabia, se introdujo 

a Uruapan, Michoacán; y en 1847 de Guatemala a Tuxtla Chico, Chiapas (Villweñor, 1982). 

La cereza de café (Figura 2. I )  es el fruto 

del cafetal que pertenece a la familia 

Rubiaceae y al ghero C’.sf.a (Coste, 

1989). La planta es un arbusto que puede 

medir de 7 hasta 10 m de altura en estado 

silvestre, aunque en las plantaciones de 

café se poda alrededor de los 3 m para 

facilitar lacosecha (Smith, 1985). su forma 

es cónica o irregular y en condiciones 

normales de crecimiento, se desarrolla con 

un solo eje(CATIE, 1984). 
Figura 2.1 Cerezas de caféde C. nrúbica 

El sistema radiculares superficial estando el 60 % en los primeros 30 cm de profundidad, y 

la raíz pivotante puede llegara más de I m (Regalado, 1996). 

A 



Figura 2.2 Planta adulta de C arúbica 

En la Figura 2.2 se pueden observar las caractensticas de una planta de café, que presenta 

dos tipes de crecimiento: Vertical u ortotrópico, es un tallo central con pocas ramificaciones 

verticales, a menos que recibaaigítn tipo de poda de formación, para estimular la producción 

de un mayor número de ejes (Castillo y col., 1996). El otro crecimiento es el lateral o 

plagiotrópico, representado por las llamadas bandas o ramas primarias, las cuales pueden 

originar ramas secundarias y éstas a su vez terciarias. Estas poseen nudos y son el asiento 
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único de fructificación del cafeto; las primarias son opuestas, largas, flexibles y forman 

ángulos de 45"a 60", con respecto al tallo central (Sánchez, 1991 ). 

Las hojas son opuestas y alternas en el tallo ortotrópico y en ramas plagiotrópicas son 

opuestas. Son de color verde oscuro y brillante en la parte superior y verde claro en el 

interior, son ovales, terminan en punta y sus bordes son ondulados. 

Las flores se localizan en 

las axilasde las hojas de las 

ramas plagiotrópicas. En la 

Figura 2.3 se pueden 

apreciar las flores de una 

planta de la variedad C. 

arábicu, la corola es blanca 

y formada por cinco 

pétalos fusionados en su 

Figura 2.3 Flores de C. nrúbica base, dando origen al tubo 

de la corola; el cual se encuentra inserto en la parte superior del ovario. El ovario, 

normalmente con dos Ióculos, contiene un Ovulo por Ióculo. Tiene cinco estambres con 

anteras lineales que se abren longitudinalmentc El estilo es largo, de color blanco y bifurcado 

en el estigma (Regalado, 1996) 

El gnero ( ~ J / [ w  incluye por lo menos 70 especies, de las que sólo resaltan por su valor 

comercial: í '. urd~icu Linneo y í ; cu~zcp/toru Pierre (Coste, 1986). 

- ('c?lf¿u uruhrcu Linneo, originario de las montañas del sur de Etiopía, contiene poca 

cafeína representa las tres cuartas partes de la producción mundial y se desarrolla más 

particularmente sobre las altas mesetas. 



í 'i!/f¿,u cuiiep/?oru Pierre, descubierta en el Congo, donde la variedad mas difundida es 

í'(I//¿,u rohir.c.iu, que representa el 25 de la producción mundial. Esta variedad se 

aclimata bien a altitudes menores, tolera temperaturas más altas, resiste más a 

enfermedades y contiene 2 veces inás cafeíiia que la variedad í '. ( ~ r u h k u  

Los requerimientos ecológicos óptimos para el cafeto son: temperaturas promedio anuales 

de 18" a 22°C. sin riesgo de heladas; altitudes entre Y00 y 1200 m sobre el nivel del mar; 

precipitación entre 1400 a 2300 mm, bien distribuidas en el año; suelos con inás de 1 m de 

profundidad, de textura franca a migrtjón-arcilbw, contenido de materia orgánica arriba del 

7 46; y un pH de 4.5 a 5.5. En Méxicose eultiva primordialmente (: urúhicu L., que es la de 

mayor importancia comerciaiy en muy pequeña escala(:. cunrp/iora (Castillo y col., 1996). 

2.1.1 El fruto 

El fruto es una drupa de supertkie lisa y brillante, de pulpa del fácilmente dwendible 

del pergamino. El color del fruto maduro varia de rojo a amarilto según la variedad y la 

exposición al sol. En ocasiones sólo uno de los ovulos se fecunda y se desarrolla originando 

una semilla de forma redonda que se le conoce coino café caracol La época de la floración 

\aria segun la xgión, la latitud y la especie 

El fruto del cafetal tiene el mismo aspecto exterior que el de una cereza, es por esto que se 

denomina igualmente "cereza café". La talla varía poco según las variedades, en promedio: 

IO mm de longitud, 6-7 mm de ancho y 3-4 mm de espesor (Wilbaw, 1956; CATIE, 1984). 

7 



Epicarpio 

Pulpa 

Grano 
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Figura 2.4 Corte longitudinal de una cereza de café. 

El corte longitudinal de este fruto (Figura 2.4) muestra las diferentes capas i.Aares. La 

pulpa está formada por el epicarpio (epidermis o cáscara o pellejo correspondiendo al 46 % 

del fruto), el cual está constituido de una capa de células poligonales gigantes, su 

consistencia varía con la especie, y el mesocarpio o mucílago miel, capa gruesa de tejido 

esponjoso de cinco milímetros de espesor, rica en azúcares y en pectinas (pulpa), carnoso 

blanco-amarillento, corresponde al 17- I8  ?h, se encuentra rodeando dos granos unidos por 

su lado plano. El color de la epidermis varía de verde (clorofílas) a rojo (antocianinas), 

incluso a rojo oscuro, a veces hasta violeta o negro cuando las cerezas están muy maduras. 

Los frutos rojos son comercialmente más apreciados por considerarse de mejor calidad. 

Los granos están revestidos de una doble membrana, la primera comunmente llamada café 

pergamino. Es un endocarpio delgado0 mucílago, de color amarillo pálido y de consistencia 

dura y frágil que representa el 18-20 %. La segunda mucho más fina que la precedente y 

adherida al grano (albumen), es llamada película plateada o espermodermo, representa el 

0.2 % y el cafe verde representa el 17-18 % del fruto. Los granos están compuestos de un 

endospermo, de un cotiledon y de un embrión situado en la base del grano sobre el lado 

interno (Castillo y col., 1996; Regalado, 1996). 
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2.1.2 1,ocalizaciÓn y producción del café mundial y nacional 

Las areas del mundo en las cuales el café puede crecer están limitadas, principalmente por 

la  temperatura, va que la planta puede ser dañada seriamente por las heladas así como por 

temperaturas cercanasa los 30°C y en condiciones de baja humedad, razones por las que el 

cultivo del café (principalmente las dos especies inis cultivadas: ( '. orúhico y í '. c.ump/ioro) 

se extiende entre el Trópico de Cancer y cl 'Trópico de Capricornio (Jobin, 1982; 

Marshall, 1983; Coste, 1989), por lo que la altitud, precipitaciones, tipo de suelo y la 

cercanía al ecuador, son factores preponderantes en el cultivo de este fruto. La población 

natural de laespecie c'. urúhicil se sitúa sobre un clima tropical templado por la altitud. En 

las regiones interíropicales, esta especie no puede prosperar ya que la conjugación del 

relieve y la latitud son factores desfavorables. Mientras que la especie C. cunrp/i«ru se 

desarrolla sobre un clima húmedo tropical (Smith, 1985). 

Del periodo 1975- I976 a 1994- I995 4a producción mundial de café pasó de 73 109 O00 de 

sacos de 60 Kg, a 91 500 000. Resalta la producción de la cosecha 1987-1988 con 103 336, 

poco más de 6.2 millones de toneladas (Tabla 2. l) ,  mientras que en 1989-1990, la 

producción fue del orden de 5.5 millones de toneladas, 70 a 75 YO de cafe arábica y el resto 

, . ~  de café robusta (anónimo, 1991). La cantidad de pulpa producida fue de cerca de 2.8 

millones de toneladas. El café verde representa el 52 % en peso seco del fruto y la pulpa 29 

"/ó peso de materiaseca (Aguirre, 1966; Bressani y col., 1972; Zuluaga, 1989). Dicho de otro 

modo, la producción de una tonelada de café verde v e r a  500 Kg de residuos de café 

(Roussos y col., 1989). En los últimos 20 años el promedio de la producción ha sido 88 O00 

O00 en ese período, México ha participado en promedio anualmentecon 4 487 O00 sacos de 

60 Kg. lo que representa el 5. I % de la producción mundial, ocupando el Sto lugm entre los 

paises productores de café. 
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Tabla 2.1 Producción mundial de café del período 1975-76 a 1995-96 (Regalado, 1996). 
, ,,., , ,. . , .. ..,. , . ., . .., . . 

.~ Ciclo . 

1975-76 
1976-77 
1977-78 
1978-79 
1979-80 
1980-8 1 
I98 1-82 
1982-83 
1983-84 
1984-85 
1985-96 
198t 
1987-' 
198%: - .  
1989 ';U 
I99ü:O 1 
1991-92 
1992-93 
1993-94 
1994-95 
1995-96 ,. . , ., ,.,. ,.. ,,,.,.., . " 

. . . . . . , . . . .. .. .. - .. . . . , . . . , , . 

Miles de sacos de 60 iig. 
73,109 
60,907 
70,850 
78.94 I 
81,861 
86,354 
98, I89 
82,778 
90,049 
90,357 
95,829 
79, I64 
103,336 
92,080 
97,300 
98,400 
102,700 
93,100 
93,100 
9 I.500 
9 1.200 

< "  , , .,, ,., 

Los principales países productores y exportadores de café se presentan en la Figura 2.5. 

Actualmente Méxicoocupa el quinto lugara nivel mundial como productor de café, después 

de Brasil, Colombia, Indonesia y Vietnam. La variedad que produce es la "arábica", y dentro 

de ésta, se clasificaen el grupo de "otros suaves". 
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25 
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j 

Otros 35 pakes menos de  1 

m illón de sacos cada p0is 
i i 

Figura 2.5 México dentro de la producción mundial de café (SAGAR, 1999) 

El café se produce sobre una superficie de 690 mil hectáreas, en doce estados de la 

República Mexicana, situados en la parte centro-sur del país Estos estados son Colima, 

Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosí, 

l'abasco y Veracruz (Figura 2.6) 

Figura 2.6 Principales superficies cafeideras de México (SAGAR, 1999) 



México produce café de excelentecalidad, ya que en su topografia, altura, climas y suelos, le 

permiten cultivar y producir variedades clasificadas como las mejores del mundo. Ejemplo 

de esto son las variedades Coatepec, Pluma Hidalgo, Jaltenango, Marago y Natural de 

Atoyac, sólo por citar algunos A este respecto, México es el primer productor mundial de 

caféorganico, y uno de los primeros en cafés "Gourmets" 

La producción total de la cosecha 1996-1997 fue de 6,652,173 quintales, que equivalen a 

5,100,000 sacos de 60 kilos, en lo que se refiere a la exportación, éstas ascendieron en el 

ciclo 1996-1997 a4,384,363 sacos de 60 kilos y se exportó a 58 paises del mundo. Para la 

cosecha 97-98 las cifras finales al mes de septiembre registran una producción de 4,800,900 

sacos de 60 Kilos y se han exportado 3,881,902 sacos de 60 kilos a 52 países 

(Consejo Mexicano del Café, SAGAR, 1999). 

2.1.3 Industrialización del café 

En México la recolección de la cosecha se hace a mano y en forma selectiva, es decir 

recogiendode las ramas una a una las cerezas maduras. La cereza está lista para cosecharse 

cuando tiene una coloración rojo brillante. La maduración no se realiza uniformemente por 

eso es necesario hacer vanas recolecciones (de 3 a 4) durante la época de cosecha, a tin de 

cortar sólo los granos en plena madurez. el exceso de frutos verdes o amarillos hace 

deficiente el beneficiado, lo que trae como consecuencia pérdidas en el rendimiento y baja 

calidaddel grano(Casti1lo y col., 1996; Regalado, 1996). 

En ciertos paises de Africa y en Brasil, las cerezas de café son cosechadas rama por m a  

("strip picking"). El porcentaje de inmaduras es por lo tanto elevado, y se perjudica la 

calidad de la bebida (Wilbaux, 1956; Bressani, 1978a; Sivetz y Desrosier, 1979; 

Coste, 1989). Los frutos maduros de los cafetales son tratados en el lugar de producción. 

Ciertas operaciones se llevan a cabo con el objeto de sacar los granos de sus envolturas 
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(pulpa, mucílago, pergamino, película), de secarlos para conservarlos así como de mejorar su 

presentación. 1.0s métodos o sistemas para el beneficiode cale son dos: el beneficio húmedo 

y el beneficio seco. 131 benetkio húmedo es para el café arabica "suaves finos" de América 

C'eiitral, de Colombia y de Kenia. Este método conliere a los granos un aspecto agradable 

que valoriza los lotes y mejorala ealidada la taza. El cafe tratado por el proceso húmedo es 

llamado "lavado". El café tratado por el beneficio seco, calificado de "natural" está 

constituido por 80 YO de café arábicade Brasil y casi todo el cafe robusta. 

2.1.3.1 Proceso húmedo 

El beneficio del café comprende el proceso industnal que transforma en producto comial 

de la cereza o café "capulin" o "bola" El tratamiento por vía húmeda consiste en transformar 

la cereza en café pergamino con 12 % de humedad, la cual se efectúa en el centro de 

despulpado Las cerezas recolectadas son llevadas al centro de tratamiento, en donde se 

llevan a cabo las siguientes operaciones tecnológicas 

Recepción de cereza: La entrega de la cereza al beneficio se hace, por lo general, en las 

últimas horas de la tarde; de ahí que convenga tener un lugar apropiado para recibir la 

recolección de la cosecha diaria de manera que pueda conservarse sin fermentar hasta el 

inomento de ser despulpada. Las cerezas son vertidas en las tolvas de recibo a las que se 

conoce con el nombre de sifones. Las cerezas flotantes, que representan aproximadamente el 

15 " o  del lote, se recuperan y son tratadas separadamente por vía seca. Las cerezas más 

pesadas, pasan por el sifón, son transferidas a un gusano despulpador en una corriente de 

agIE1 

Despuipe: esta operación se lleva a cabo con el fin de remover el epicarpio y la mayor parte 

de la sustancia azucarada de los gram de café comunmente llamada pubpa. Las cerezas 

frescas y limpias (separadas de residuos vegetales y de material extiaño colectado en el 
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momento de la cosecha), se pasan al despulpador que puede ser de discos o cilindros, 

provisto de asperezas, que despedazan la pulpa y separan los granos. Una corriente de agua 

facilita la evacuación de la pulpa. Se estima en 40 m'/t de café comercial, la cantidad de agua 

necesaria para la recepción, el transporte hidraúlico de las cerezas al despulpador, el 

despulpado, la evacuación de la pulpa, la selección y el repaso de las cerezas no 

despulpadas (Bressani, 1978a). Aunque en la actualidad los nuevos equipos necesitan 

cantidades de agua entre 0.2 a 0.8 m'/t (SAGAR, 1999). Las aguas procedentes de este 

tratamiento arrastran cerca de 30 % de la materia orgánica de la pulpa y su carga 

contaminante corresponde a una demanda químicaen oxígeno comprendida entre 9 y 15 gl. 

Remoción del mucílago: Para separar el mucilagoque se encuentra adherido al pergamino del 

café, se utilizan procedimientos que tienen como base acciones bioquímicas o de 

fermentación, acciones quimicas, acciones mecánicas y acciones químico-mecánicas. 

Feriiieniacióii: Es el procediiiiienlo iiiiluriil dc soluliilidiid o dc digcsliiiii de dicliii siisluiicici y 

es el más empleado desde que se inicia el beneficiado. El tiempo en este proceso es muy 

variable y depende de varios factores como la temperatura ambiente, la ubicación, 

profundidad e higienede las pilas o tanques, el estado de madurez de la cereza, la calidad del 

agua que se utiliza en su despulpe, el tiempo transcurrido entre el corte y la operación de 

despulpe entre otros. 

Para algunas regiones cafetaleras de México puede tomarse como promedio el siguiente 

horario para la fermentación: a) Rápida o excelente con un tiempo de 18 a 20 horas; 

b) Normal de 20 a 24 horas; c) Lenta o muy lenta de 24 a 48 horas; d) Anormal y perjudicial 

con un tiempo mayor de 48 horas. Para este efecto son usadas distintas acciones para llevar 

a cabo esta fermentación como son: la acción bioquímica, que consiste en hidrolizar la 

pectina, acelerando la fermentación a través del uso de enzimas pectinolfticas, endógenas del 

fruto y de la microflora, en ácido pectínico, que conduce a la eliminación de las propiedades 

i 
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gelificantes de la pectina. L.a acción química comprende el uso de productos químicos que 

debidamente dosificados se aplican en las pilas de fermentación. 1.a acción mecánica, por 

máquinas demucilaginadoras que necesitan de grandes cantidades de agua y energía. La 

acción química-mecánica, consiste en la remoción del mucílago usando la asociación de un 

agitador mecánico y compuesto químico o base de ácidos débiles y agua. 

La vía de la acción bioquímica es el método mas ampliamente utilizado. Esta operación se 

conduce generalmente en una cuba de cemento donde el cafe es traído por transporte 

hidráulico ó mecánico. La duración del tratamiento varia según las condiciones locales. La 

hidrólisis del mucílagoes provocada por las pectinasas presentes en el fruto, y acelerada por 

la presencia de microorganisinos. En el transcurso de la fermentación, el pti disminuye de 

6.5-6.8 a 4.5-4.8. La extmcción de los compuestos fenólicos, en particular de diterpenos, 

permite una disminución de ladureza y de la amargura. La fermentación aporta al producto 

final más acidez, esto es. hasta cierto umbral, un criterio de calidad. 

Lavado del d é  Para el lavado se necesita llenar dos requisitos. primero q w  se cwnte con el 

agua necesana, aproximadamente 400 I por quintal(60 Kg) y segundo que el agua sea litnpta 

para no dar al café ningun olor extraño y desagradable, que redundaría en su perjuicio. En 

esta parte se eliminan los productos formados en el transcurso de la fermentación, los restos 

de mucílago, una parte de compuestos fenólicos, etc El café es impulsado y mezclado a 

contracorriente en los lavadores, o tratado en grandes centrífugas Las aguas residuales de 

este lavado representan los volumenes mes importantes y contienen una demanda q u i d  

de ouigenq)e 5 a 6 g/i .  

El secado del café Esta práctica consiste en quitrule aproximadameate del 43 al 48 % de 

aguacon relaciónal peso total del cafktaqdoy wiknescumdo. Elsecado se putlde hacer de 

manera natural por exposición al sol en patio, o con sombra en patio cubierto, O 

artificialmente empleando aire &ente en rnwinas secadoras herizoniales o verticales. El 
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método más generalizado para secar café es el patio, conocido también como asoleadero o 

planilla. La práctica consiste en exponer el café a los rayos directos del sol por capas 

delgadas de 5 cm. A medida que progresa el secado se remueven dichas capas con rastrillo de 

madera, se cubren durante la noche y en periodo de lluvia (Coste, 1989). El encargado de 

vigilar el secado, debe conocer cuando el café pergamino se encuentra en los dos estados 

principales de secado, que son el punto de t ~ d c g a  y el punto de trilla, que corresponden 

respectivamente, al I4 y 12 % en contenido de humedad que aun conserva el grano. Las 

técnicas de secado solar o artificial son igualmente utilizadas en el tratamiento por vía seca. 

Sin embargo, en el caso de secado artificial, es indispensable secar el café pergamino en las 

condiciones bastantes .;s: la temperatura del aire secante debe ser cercana a 60°C y la 

velocidad del aire inferi(!i il I m/s. Así se limita la formación de productos indeseables 

(Gaime-Perraud, 1995); 

. 

2.1.3.2 Proceso seco 

Se utiliza en la obtención de cafés no lavados como café “capulin” o “bola” y la parte 

complementaria de los cafés lavados en su fase de pergamino a café oro o verde. Tiene la 

finalidad de preparar el grano de café para su tostado y consumo. El procedimiento de 

beneficioseco pasa por las fases de: maduración del café pergamino, limpieza del pergamino, 

morteado o trillado, clasificación del grano, catadoras, desmanche, pesado y envasado. 

La maduración del café pergamino consiste en amontonar o almacenarlo en silos o tolvas 

hasta UM humedadentre 11 y 13 YO. Después se pasa a la limpieza, que tiene la finalidad de 

eliminar impurezas como clavos, basura, piedras, tucrcas, pedazos de metal, trozos de 

ramas, hojas, etc. El morteado o trillado del grano se refiere a quitar el pergamino o 

endocarpio. La clasificación se hacer por forma y tamaño, en donde se toma como base el 

grosor, ancho y largo según se trate del tipo de café. Las catadoras eliminan granos 

defectuosos, limpian el café y complementan el trabajo de las clasificadoras. El desmanche 
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2.1.4 Residuos del tratamiento del café 

1.0s subproductos o desperdicios del café están considerados como un gran problema dentro 

del sector cafetalero, por el gran volumen de materia dispuesta y por la dificultad de su 

manejo para controlar la contaminación que causa en el medio ambiente (Calle, 1977; 

Bressani, 1978b; Brahamy Bressani, 1978; Claude, 1979; Adams y Dougan, 1981; Rolz v 

col., 1982; Vernet, 1987; Zuluaga, 1989). La vía húmeda produce grandes volúmenes de 

desechos, donde los más importantes son: la pulpa, 39 % de peso fresco de la cereza y el 

mucílago, 22 % (Zuluaga, 1981). Estos subproductos pueden ser transformados y 

aprovechados como productos agrícolas, pecuarios e industriales. 

2.2 Pulpa de café 

Entre el epicarpio o cáscara y los granos, se encuentra la pulpa de café que es la parte 

carnosa llamadatambién mesocarpio, está formada por una capa de células esppnjosas y 

tiene un espesor aproximado de 5 mm (Zuluaga, 1989) La pulpa proviene de la primera 

operación mxánicadel beneficio, que consiste en despojar la pulpa de la parte restante del 

fruto, mediante miquinas desgarradoras conocidas como despulpedores, siendo el primer 

producto que resulta del procesamiento del eafe COR una humedad de 80 a 85 % (Bressani y 

col., 1972), la cual en época de cosecha es frecwnbemetite arrojada en los ríos localizados 

cercadel lugar de procesamiento, constituyendo residuos que contaminan el medio ambiente 

(Zuluaga, I98 I ,  Gaime-Perraud, 1995). La pulpa de café representa aproximadamente un 

40% del peso en base fresca de laceren del café (Tauk, 1986) y un 26% en base seca 
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2.2.1 Composición química de la pulpa de café 

La composición química de la pulpa de cafe ha sido estudiada por Zuluaga (1981). Es 

importante resaltar que en la pulpa de café se encuentran substancias químicas de interés en 

la alimentación animal (azúcares libres, proteínas, hemicelulosa, celulosa, minerales); dichas 

substancias están ligadas a varios factores antifisiológicos (potasio, cafeina) y 

antinutricionales (taninos y fenoles ) que limitan el uso de la pulpa de cafe en la alimentación 

inonogástrica (puercos y pollos) y de rumiantes (ganado). Entre estas, las características de 

su fracción lignocelulósica son importantes, (üraham y Bressani, 1979; 

Adams y Dougan, 1981; Rolz y col., 1988). 

La composición químicade pulpa de café en forma fresca y deshidratada está representada 

en la Tabla 2.2, donde es notable el gran porcentaje de humedad de la pulpa fresca, seguida 

por la materia seca y los hidratos de carbono, así como el contenido de fibra cruda, proteína, 

cenizas y extracto etéreo, los valores de la composición de la pulpa también ditieren de 

acuerdo a la variedad. En la pulpa deshidratada es apreciable la diferencia en las 

determinaciones debido a la deshidratación, probablemente provocada por el aumento en la 

cantidad de materia seca. 

Tabla 2.2 Composición química de pulpa de café fresca y deshidratada (Elías, 1978) 
. .  ,, . ..,. . .  ., ...,........---..,,..,........ I.< ...., ..... , .......... ., . ., ... ,. 

Determinación . . . . . . .  Pulpa fresca %I 
Humedad 76.7 
Materia seca 23.3 
Extracto etéreo 0.48 
Fibra cruda 3.4 
Proteína cruda (N x6.25) 2. I 
Cenizas I .5 
€lidratos de carbono 15.8 

. . . . . . . . . . . . . . . . .  

.I . . . . . . . . . .  ,,,. ,. , . .....,.*..,.......<...I.. . - . . . . . . . . . . . . .  

......... " ............ ~ I---.. .. .....I.I... " .... - 
Pulpa . . . . . . .  deshidratada YO 

12.6 
87.4 
2.5 

21.0 
11.2 
8.3 

44.4 ........................ --_..,_.. ._- 

I 

Otros compuestos presentes en pulpa de café, como son: taninos, cafeína,ácido clorogénico, 

sustancias pécticas y ácido cafeico, se muestran en la Tabla 2.3, donde se observa que las 
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concentraciones a las que se encuentran los compuestos antes mencionados no son 

despreciables y son responsables de la toxicidadde la pulpa de café(Bressani,l978c), 

Tabla 2.3 Composición química de pulpa de café í'. urúhrcu variedad Mundo Novo 

(Braham y Bressani, 1979) y variedad Bourbon (Zuluaga y Tabacchi,l980) 
..., ~ ,~ .<.... , " .  ., . , ,,. ., . . 
Determinación 
Humedad 
Extracto etéreo 
Fibra bruta 
Proteínas brutas 
Cenizas 
Extracto libre de nitrógeno 
Taninos 
Sustancias pécticas totales 
Azúcares reductores 
Azúcares no reductores 
Cafeina 

.,... . ., ,...,,., . , ..,. . " ,,...,, .I "_." __ 
Mundo Novo (YO PMS) Bourbon (% PMS) 

12.6 6.9 
2.9 2.7 

24.0 16.2 
12.8 8.9 
9.5 8.7 

50.8 63.5 
8.6 3.7 
6.5 - 
12.4 
2.0 
1.3 

- 
- 

0.75 
Acidos clorogénicos 2.6 

I .6 - -- Acido caféico total 

Zuluaga (1981) determinó los azúcares de pulpa de café secada al sol y por liofilización, 

usando cromatograíla líquida. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 2.4, donde 

se muestra que el 22.65 76 corresponde a los azúcares libres. Ladiferenciade un 4 % más de 

azúcares en la pulpa secada ai sol y la pulpa liofilizaáa, se puede explicar por el efecto de la 

hidrólisis de glucosides y polisncáridos durante el secado al sol. El 50 % de azh r e s  libres 

corresponde a la D-fructosa, la cual aumenta cuando es secada al sol, el 30 % del total de 

pulpa liofilizada, lo constituye la D-glucosa que es el segundo azúcar más importante. El 

20 % restante son sacarosa y galactosa, en donde la concentración de la sacarosa disminuye 

a la mitad por. el secado al sol. El inositol es praeticamente despreciable. 
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Tabla 2.4 Contenido de azúcares presentes en pulpa de café (Zuluaga, 1981). 

Azúcares Pulpa lioíilizada Pulpa secada al  sol 
.--.I_.-.. ~ . ~ . "  . .......-. "-..~." ..... ..--. ...................... ...-.,, " ...... ....--..-........--...-. 

-~ mgí100mg 'YO total . -  mgí100mg ........... ............... 'YO total . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a + f3-D-Fructosa 9.92 43.8 15.20 57.1 
D-Galactosa 2.40 10.6 I .58 7.0 
u-ü-ülucosa 3.42 15. I 4.52 17.0 
p-D-Glucosa 3.42 15.1 3.1 I 11.7 
Inositol 0.28 I .2 0.10 0.4 
Sacarosa 3.2 I 14.2 1.83 6.8 
TOTAL ~, 22.65 I O0 26.64 " I O0 .......I . , .., , . .................... ............................... ......... . . . . . . . . . . .  . 

En la Tabla 2.5 está representado el porcentaje en materia seca de las cenizas y minerales 

que se encuentran en pulpa de café, en donde se aprecia notablemente que el elemento que 

presenta una concentración elevada es el potasio, al cual se considera como un factor 

antinutncional en alimentación animal (Jarquin y col., 1973; Campabadal, 1987). 

Tabla 2.5 Contenido de cenizas y minerales en pulpa.de café (Blanes, 1982) 
..--. <-........ .._ -.l_<"._. ......-,..-... .. . ..l.l_-.- .-.- 
Determinación .. ,.... ........ Contenido 
Cenizas %MS 9.0 
P %MS 0.2 1 
K %MS 3.07 
Ca %MS 0.39 
Mg %MS 0.11 
Na %MS 0.04 
Fe PPm 135 

. . . .  

Zn PPm 34 
cu PPm 74 
Mn PPm 160 

PPm 27 B 
I .-- -- ... 

Delgado-Vidal ( I  999) también estudio la composición química de pulpa de café sometida a 

diferentes procesos: fresca, secada al sol, secada al vacío, ensilada y ensilada y fermentada 

(Tabla 2.6). Se aprecia que los resultados obtenidos para las pulpas frescas y ensilada son 

muy similares con excepción de los azúcares totales se ven disminuidos en la pulpa ensilada 

por el efecto de las bacterias lácticas. Así mismo se observan resultados similares para las 

c 
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pulpas secadas al sol y al vacío, en donde las diferencias son insigniíicantesen casi todas las 

determinaciones. Mientras que la pulpa ensilada y fermentada fue la que presenta grandes 

diferencias con respecto a las otras. Se observa que el contenido de materia seca se ve 

disminuido, así como también los azúcares totales, probablemente debido al consumo de las 

bacterias Iácticas, pero en comparación con la pulpa ensilada estos se encuentran en mayor 

proporción. Es interesante que en este sustrato se encontró un 19.6 9'0 de proteína y una 

degradaciónde la cafeína por el efecto causado en la fermentación por el hongo Pcriicr//im 

T a w  2.6 Compsiciói . micade pulpa de cafe sometida a diferentes procesos (Detgado- 

Vidal, 1999). 

Detcrrlnreión Pulp:) fresca Pulpa seca Pulp. seen al Pwwens. Pulpa em. y 
. . . . . . .  .................. % M S  a lJa l%MS vacío%MS %MS ferm.%MS .......... 

Humedad 81.4 12.9 12.3 83.1 87.2 
Materia seca 18.6 87. I 87.7 16.9 12.8 
Cenizas 8.3 6.7 7.4 7.9 10.4 
Azúcares totales 38.4 33.2 33.5 9.3 13.6 
Proteína N*6.25 12.7 15.1 13.2 i 8.4 19.6 

0.62 0.68 0.06 Cenizas 

..,.....*..._-.__ ,..- .̂lll<"",.,"l-"---- .-,_ .. .....,....-.-...,, ....... ,,, , . .. ,. , ,I.  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ... 

, , ,,. , , 
0.68 0.65 

, ,  ~. , ,., , ..I . ..... ,. ,111. ...... ......--- ..<I, . "_... .,., ...... ........................... . 

2.2.2 Factores retifieiobgicw y sittirutrieitmeles presentes en la pulpa de café 

La pulpa de cafe presenta ciertas desventajas para usarla en alimentación animal, tales como 

la presencia de factores antifisiológicos y aniinutricionales, a los que se les ha 

responsabiiizado de causar un efecto adverso en los animales que la consumen. Entre estos 

compuestos se encuentran: k cafeína (0.6 a O.  1.3 96 MS) los fenoles libres (ácido 

clorogénico: O. 18 a 3.16 % MS; el ácido caféico: 0.28 a 2.58 % MS; el ácido tánico: 2.30 a 

5.5 % MS) y otros compuestos fenólicos. Ello da como resultado un bajo consumo de 

alimento y baja gananciade peso a medida que se incrementa el porcentaje de pulpa en la 

ración. (Bressani, 1978c; Gómez-Brenes y col., 1985). 
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2.2.2.1 Cafeína 

1,3,7-trimetilxantina, mejor conocida como cafeína, es una purina que se encuentra en el té 

( I  a 4 YO en hojas), café (0.6 a 2,7 % MS en granos y hojas) y el cacao, entre otras 50 

especies vegetales(Coste, 1989). La cafeínaes una sustancia cristalina, sin aroma, con sabor 

ligeramenteamargo Cuando es obtenida por cristalización de una solución acuosa, la cafeína 

es obtenida como un hidrato, del cual recienlemente se pensaba que contenía una molécula 

de aguaa cadamoléculade cafeína. Es la Única xantinaalcaloidepresente en el café (Clarke y 

Macrae, 1985), la fórmula química es: CBH ,«N402 y su peso molecular es de 194.2 g/mol 

(Windholz y col., 1983) 

Figura 2.7 Estructura químicade la cxfeína ( I ,3.7-írimetilxantina). Los átomos de color rojo 

representan al oxígeno, los blancos al hidrógeno, los azúles al nitrógeno y los grises ai 

carbono. 

La concentración de cafeína en la pulpa de café varía de 0.6 a 1.3 % en materia seca 

(Bressani y col., 1972). Los efectos de la cafeina en la nutrición animal han sido estudiados 

por numerosos autores (Brahamy co1.,1973; Jarquin y col., 1973; Vargas, 1974; Cabezas y 

col., 1974; Flores Recinos, 1976). El consumo de grandes cantidades de pulpa de café por 



rumiantes provoca disfunciones fisiológicas tales como: tirnpanisrno, inflamación de las 

extremidades, caída de pelo, problemas de piel, así como un aumento en la secreción urinaria. 

2.2.2.2 Compuestos fenólicos 

Los potifemles, son constituyentes naturales de muchas plantas, los cuales en presencia de 

oxígeno,son oxidados a quinonas. Esto puede ocurrir en un medio alkalino, o a través de la 

acción de polifenoloxidasa a pH cercano a la neutralidad. Estas quinonas pueden polimerizar 

en pigmentos color café de gran tamaño o pueden reaccionar con residuos de ciertos 

aminoácidos. En el último caso puede haber condensación entre quinonas, residuos de lisina 

y cisteína, y/o pueden ocurrir reacciones de oxidación con residuos de metionina o 

posiblemente con residuos de cisteína y triptófano (Fenema, 1985). La digestión de los 

rumiantes puede estar limitada debido a is asociación de compuestos aromáticos, como los 

compuestos fenólicos, con las paredes celulares (Hartley, 1972). Muchos estudios se han 

investigado para conocer el potencial inhibitorio de los compuestos fenólicos en la digestión 

de fibras de los forrajes. Jung (1988) reportó que los compuestos fenóiicos liberados durante 

la fermentación de ensiiajes de alfalfa (Medicugo surivu L), heno, hierba suave (Hrornus 

imrrnus) y maíz (Zea mais), inhibe la fermentación de azúcares estructurales. Theodorou y 

col., ( 1987) observaron inhibición de la desaparición de materia seca con extractos fenólicos 

de células de tallo de maiz. Los compuestos fenólicos extraídos de sorgo 

(Sorxlturn h i c f h r  I,. Moench) y alfalfa también inhibieron la digestión de la fibra in v i m  

(Chemey y col., 1993). 

2.2.3 Aprovecbueiento de la p w a  de café por Via biotecnológica 

Casi toda la pulpa producida en el proceso del beneficiado del café por vía húmeda, es 

comunmente desechada en las calles, terrenos de cuitivo y ríos localizados cercade los sitios 

de procesamiento del café, y es considerada el maienal contaminante mas abundante de 
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aguas, suelos y aire (Zuluaga y col., 1975; Elias, 1978), para evitar esto se han hecho 

grandes esfuerzos en investigación sobre la utilización de la pulpa de café dirigidos 

principalmente en nutrición animal. Esto se debe a que dicho material posee ciertas 

características nutricionales deseables, tales como su contenido de carbohidratos, proteínas, 

patron de aminoácidos, fibra cruda y digestibilidad, propiedades que la hacen 

potencialmente aceptable en nutrición animal. Se han propuesto diversos usos para la pulpa 

de café entre otros para: abono orgánico (Gómez, 1978a, 1978b; Arcila, 1979; 

Peñaloza, 1981; Tauk, 1986). biogas (Calle, 1957; Hutchinson, 1958; Calle, 1974a; Morales 

y Chacón, 1981; Blanes, 1982), cultivo de hongos comestibles (Guzmán y Martinez- 

Carrera, 1985; Rolz y col., 1988b; Martinez-Carrera, 1989; Martinez-Carrera y col., 1999), 

cultivo de lombrices (Dávila y Arango, 1991; Salazar y Mestre, 1991; Aranda y Barois, 

1999). También se han propuesto diversas alternativas como posibilidades de uso en la 

producción de microorganismos (Calle, 1977; Peñaloza, 1.98 I ), producción de enzimas 

(Roussos, 1985; Favela y col., 1989; Boccas y col., 1994) y para alimentación animal 

(Bressani y col., 1973; Garcia y Baynes, 1974; Cabezas y col., 1976; Jarquin y Bressani, 

1977; Cabezas y col., 1978; Gómez-Brenes, 1978; Christensen, 1981). 

2.2.4 Alternativas para la conservación de pulpa de café 

En muchas áreas productivas de los trópicos, la producción estaciona1 de pulpa de café es 

uno de los mayores desperdicios agroindustriales producidos durante las operaciones de 

pulpeo de lacerezadecafé para obtener los granos (Zuluaga, 1981). La pulpa tiene una alta 

humedad y una importante presencia de microflora endógena lo que implica problemas para 

evitar su descomposición y por lo tanto la contaminación ambiental (Gaime- 

Perraudy col.,l993; Roussos y col., 1993a). Ya que es un subproducto fácilmente 

putrescible, la pulpa necesita un tratamiento rápido (Bressani, 1978) por los grandes 

volúmenes a tratar por día (Zuluaga, 1989). Hasta el momento se carece de procesos 

mecánicos para deshidratar eficientemente las grandes cantidades de pulpa que se producen 
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en los beneficios, por otra parte, no es posible durante esa época utilizar los patios de 

secado de café para deshidratar la pulpa por acción de la radiación solar. ya que ai 

benetíciador le interesa mucho más secar el grano de café (Murillo, 1978). Con el f in de 

poder utilizar todo el afío pulpa de café de buena calidad y en cantidades comercialmente 

interesantes, es necesario emplear métodos que se apliquen independientemente del 

tratamiento del grano de café, manteniendo y mejorando la calidad nutricional de la pulpa 

para alimentación animal sin aumentar excesivamente el costo del producto final. Los 

procesos de secado artificial en tambores horizontales o verticales, así como la liofilización, 

serían 2 alternativas posibles, pero económicamente no viables por el alto costo que 

implicaría el poder tratar toneladas de pulpa de café fresca, independiente del costo del 

transporte y mano de obra. Para esto se necesita un proceso comercial simple y 

económicamente rentable, y la técnica de conservación que ofrece las mejores perspectivas, 

de acuerdo a las exigenciasdescritas con anterioridad, es el ensilaje. Esta técnica es simple, 

ya que puede ser aplicada con relativa facilidad por los industriales del café y los ganaderos. 

Este procedimiento permite almacenar la pulpa durante el periodo de tratamiento del café 

(Gaime-Perraud, 1995). 

2.3 El ensilaje 

El ensilaje es un mdtodo de preservación de forrajes humedos (Weinberg y col., 1993), el 

cual es ampliamente usado en todo el murido, anualmente se almacenan más de 200 millones 

de toneladas de materia seca en el oeste de Europa y los Estados Unidos (Murillo,1978: 

Wilkinson, 1988; USDA,l99l). El m&do se basa en una fermentación natural producida 

por bacterias en ausewiade aire, que uctúan sobre los carbohidratos dubles que contienen 

las células vegetales. Durante el pnrceso de fenmnteción se producen dcidos orgánicos, 

principalmente ácidotactico. Como resuu#rtdo, hay un decremento en et pH, inhibición de los 

anaerobios que descomponen el fmje y a d  e* es preservado con pérdidas m i n i m  

(Weinbergy Muck, 19%; Rubherfwd y cd . ,  1998) 
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2.3.1 Proceso de ensilaje y los factores que en él intervienen 

Un ensilaje de alta calidad requiere de un manejo sensato y de practicas implementadas 

antes, durante y después del periodo de ensilaje. La atención a los detalles tales como 

velocidad del cosechamiento, contenido de humedad, trituración, distribución y 

compactación, tienen una gran influencia en el proceso de fermentación y las pérdidas 

durante el almacenamiento. Una eficiente fermentación generalmente asegura un material más 

digenbley una buena palatabilidad. Esto promueve un máximoconsumo de materia seca por 

el ganado que usualmente resulta en un mejoramiento en la ganancia en peso y/o en la 

producción de leche (Mahanna.1996). 

En un ensilajeideal todos los nutrientes presentes en lacosecha son preservados, pero en la 

práctica esto no es posible y algunas pérdidas son inevitables. La composición química del 

material afecta el éxito de la fermentación, por lo que el contenido de los carbohidratos 

solubles y de materia seca son particularmente importantes, así como la anaerobiosis y la 

predominancia de las bacterias lácticas homofermentativas, son factores esenciales para un 

ensilaje exitoso (Whittenbury, 1961; McCullough, 1977; Pitt y col., 1985; Berth, 1986; 

. Brookes y Buckle, 1992). 

El ensilaje comprende muchos procesos bioquimicos y inicrobiológicos desde el momento de 

la cosecha hasta eventualmente alimentar al ganado. Una visión superficial de la 

fermentación principia con la respiración aerohia inmediatamente después de la cosecha del 

cultivo. Durante esta fase, los carbohidratos soluhlec son convertidos a C 0 2 ,  calor y 

tiiirncdad p r  las cklulas vegetalcs y por los niicroorganismos acróbicos. Este proceso puede 

continuar hasta que el oxígeno se agota o los carbohidratos solubles de las células vegetales 

se consumen. Bajo condiciones ideales de humedad, troceado y compactación, la fase 

respiratoria puede durar solo unas pocas horas (Woolford, 1984). 
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La anaerobiosis es un Factor muy importante en la evolución y éxito del ensilaje, ya que si 

esta condición no es alcanzada rápidamente, ocurre una oxidación de los azúcares por lo que 

estos no estarían disponibles para una fermentación Iáctica (Ruxton y McDonald, 1974). 

Una vez que las condiciones de anaerobiosis se han establecido, las bacterias anaeróbicas 

proliferan en la masa ensilada. Dentro de estos microorganisinos se encuentran las bacterias 

productoras de ácido láctico (lo cual se detalla en la sección 2.4.3 de este capítulo) y solo se 

esperaría que en las capas superficiales del ensilado se encontrasen hongos y levaduras 

debido a que estos se desarrollan mejor en presencia de oxígeno (Watson y Smith, 1984). 

Estas bacterias fermentan los carbohidratos a productos hales  como ácido láctico, ácido 

acético, etanol y COZ. :iroducción de ácido causa un descenso en el pH alrededor de 4 

(Tomes y Cummings, l ' ! ) l ;  Mahanna, 1996: Rutherford y col., 1998), lo que haceque se 

preserve la cosecha. El dcseenso del pH empieza cuando hay aproximadamente 100 millones 

(10') de bacterias lácticas por gramo de forraje. Muchos nutrientes son conservados en el 

ensilagecuando la fermentación es rápidamente completada. El ácido láctico es el más fuerte 

y efectivo ácido orgánico del ensilaje por la rápida reducción de pH debido a su valor de 

pK (3.85). Por lo tanto, un ensilaje de calidad generalmente tiene láctico como el ácido 

dominante, a niveles arriba de 6-8 % de la materia seca del ensilaje. La velocidad y el nivel 

del pH final en el forrajeensilado, depende en gran parte del tipo y humedad del forraje que 

ha sido ensilado, así como del contenido en azúcares. llna concentración de azúcares de I2 a 

13 ?,ó MS es necesario para obtener un ensilaje dc huena calidad (Demarquilly, 1985; 

Gouet 1994). Laapiitud del vegetal a ensilar, está ligadapor consecuencia, a su contenido en 

azúcares fermentables, ya que influyen directamente en la fermentación (Pettersson y 

Lindgren, 1990) y se transforman en ácido láctico que permite alcanzar valores de pH de 4 

(Berth y col., 1994). Las legumbres con un halo contenido en carbohidratos solubles (4- 

6 04) y una alta capacidad amortiguadora, generalmente pueden llegar a un p H  terminal 

cercano a 4.5. Los ensilajesde miz con alto contenido de carbohidratos solubles (6-8 %) y 

baja capacidad amortiguadora, pueden terminar en valores de pH cercanos a 4.0. Los 

ensilajes húmedos fermentan más que los ensilajes de forrajes marchitos, ya que se requiere 
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de altos niveles de carbohidratos solubles y un bajo pH para laestabilidad. El pH del forraje 

unicamente no es un buen indicador de la velocidad ni de la calidad de la fermentación que 

está ocurriendo (Mahanna, 1996). 

Cuando se ha alcanzado un pH final de alrededor de 4, para inhibir completamente la 

fermentación de clostridios (Muck, 1988). el forraje se encuentra en un “estado preservado”. 

No son promovidos procesos destructivos, ya que el oxígeno está ausente de la masa 

ensilada y los microorganismos endógenos que causan descomposición (levaduras) no elevan 

el pH porque metabolizan los ácidos de la fermentación. En este punto, el ensilaje puede 

permanecer relativamente estable durante todo el periodo de almacenamiento 

(McDonald y col., 1991; Mahanna, 1996). 

El ensilaje siempre está en un estado dinámico dependiendo de: la extensión de las 

condiciones anaerobias (por ejemplo la extensión de la penetración del aire); del nivel 

residual del sustrato fermentable; de la cantidad y tipo de microorganismos (aerobios, 

levaduras y hongos) presentes en el forraje a ensilar; del nivel y tipos de ácidos de 

fermentación presentes en el ensilaje y de la apariencia del ensilaje durante el manejo de la 

descargavertical de los silos subterráneos. 

Una fase de post-fermentación, es la fase de salida, cuando el ensilaje es sacado de la 

estructura de almacenamiento. La microflora del ensilaje o los contaminantes aerobios, entre 

los i n k  comunes que causan descomposición se encuentran las Enterobacterias y también 

los Clostridios, comienzan a oxidar los ácidos presentes (Bruyneel y Verstraete, 1986; 

Brookes y Buckle, 1992). Esta oxidacióncausa una pérdida en la materia seca del pienso de 

hasta cercadel 50 % y esto a su vez causa pérdidas en la alimentación. En resumen, el pH 

resultante y la temperatura se incrementan, resultando en un alimento insatisfactorio en 

términos de valor nutricional, palabbilidad, o ambos, lo que es un inconveniente para los 

animales ya que rechazan el alimento antes de empezar a comerlo. La materia seca se 



considera como uno de los elementos determinantes del ensilaje (McDonald y col., I99 I ), 

Un contenido de 30 a 40 % de materia seca del forraje a cnsilar es considerado como 

excelente, ya que los ensilados ricos en materia seca son riutricionalmente mas interesantes 

(Nicholson y col., 1991 y 1992), dando lugar a que el apetito de los animales se vea 

estimulado (Gouet, 1994). 

La incidenciade la inestabilidad aeróbica observada, depende en la práctica, de la velocidad 

con la cual es removido el material del silo y la extensión del tiempo que haya estado 

ensiladoantes de abrirlo. Si el ensilaje es descargado lentamente, entonces más tiempo esta 

expuesta la superficie del ensilaje abierto para que ocurra la deterioración del mismo. 

Tiempos más largos de ensilaje generalmente producen ensilados más estables por las altas 

concentraciones de ácidos y así toda la poblaciOn microbiana tiende a decrecer. Así el 

ensilajedebe ser estable al menos 5 días después de abierto, tiempo adecuado para permitir 

que el ensilado searemovido(Tomes y Cummings, 1991; Rutherford y col., 1998). 

2.3.2 Utüjzación de ditivos 

Con el propósito de mejorar loa procesos de ensilaje se han desarrollado muchos aditivos 

químicos y biológicos para promover adecuados modelos de fermentación 

(,McCullough, 1984; Soderlund, 1988; Harrison, 1989; Pitt, 1990; Rust y Mader, 1991; 

Muck y Bolsen, i99i), ya que este proceso ofrece grandes perspectivas de d e r  ser 

aplicado exitosamente. 

Existe un ampiio rango de ácidos que puadcn ser usados para reducir rápidnmente el pH, 

más su efectividad no se basa en la reducción de esta variable, pero si en la inhibición 

selectiva de ciertos microorganismos iridoseables. Los ácidos fórmico y sulfúrico son usados 

con frecuencia; los ácidos acético y propi4nko son menos populares y más caros. Una 

mezcla de ácido fórmb Riás fonnaldehidrt tambkin es efectivo y particularmente populares 
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en Europa (Brown y Valentine, 1972; Thomas, 1988; Muck y Bolsen, 1991). Sin embargo, 

el uso de ácidos es limitante por lo peligroso del manejo y porque son corrosivos, lo cual 

puede acortar la vida del equipo para ensilar. 

En el presente son preferidos los aditivos biológicosa los quimicos, porque la forma de uso 

es conveniente, no son tóxicos, no son corrosivos de la maquinaria agricola, no presentan 

riesgos ambientales y son considerados como productos naturales, (Weinberg y col., 1993). 

Dentro de los aditivos enzimáticos, los más usados son las celulasas y hemicelulasas o una 

mezcla de las dos. Muchas son subproductos de actividad enzimática microbiana de 

I~~~ci i lus  strhriius, Aspergilliis niger o Aspergillits otyiw. Estos microorganismos producen 

varias enzimas que además de la celulasa incluyen amilasa,glucoamilasay proteasa. En otros 

preparados de enzimas para ensilajes también se encuentran glucanohidrolasas, glucano 

maltohidrolasas, beta-glucanasas y beta-glucosidasa (Soderlund, 1988). Hay agregados que 

rompen las células vegetales y liberan los carbohidratos solubles y fomenta el incremento en 

las velocidades de la fermentación natural. Muchos trabajos se han llevado a cabo para 

mejorar la eficiencia y fiabilidad de estos productos, los cuales se usan comunmente 

combinados con carbohidratos e inoculantes (Brookes y Buckle, 1992). 

Los productores de ensilajes están conscientes que es conveniente incrementar la probalidad 

de producir un ensilaje apetitoso y de buen valor nutricional, razones por las que están 

considerando el uso de aditivos efectivos. Se han observado efectos positivos de los aditivos 

para ensilaje en la industria y en estudios de universidades que presentan las siguientes 

caracteristicas: bajo pH, gran contenido de ácido láctico, contenidos menores de ácido 

acético y butírico, gran recuperación de materia seca, mejoramiento en la digestibilidad y 

gananciade peso en animal es,^ mejoramiento en la estabilidad del material ensilado cuando 

éste es apuesto al aire (Harrison, 1989). 
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Existen muchos factores clue necesitan ser considerados en la selección de un inoculante 

bacteriano. La cantidad de bacterias Iácticas es de 10’ celulas por gramo de vegetal fresco 

(Bertin y Hellings, 1985; Rauramaa y col.. 1987). Muchos de los primeros productos 

comerciales agregaban solo 102-10’ ufúg (Henderson, 1988) lo cual era insuficiente para 

competir con la microflora natural. La selección de un microorganismo conveniente no solo 

requiere el entendimiento del rol de las bacterias Iácticas sino también el conocimiento de las 

propiedades de supervivencia del microorganismo en una formulación en polvo. En las 

secciones 2.4.4 y 2.4.5 de este capítulo, se describe con más detalle los efectos de las 

bacterias Iácticas en la fermentación, así como los efectos en la nutrición animal. 

Los criterios de un microorganismopara usarse como aditivo para ensilaje han sido definidos 

en muchas ocasiones (McDonald, 1981; Seale, 1986, Henderson, 1988) y son descritos 

como sigue: deben mostrar rápido crecimiento y competencia eritosa con la microflora 

natural; deben ser capces de hornohmentar los azúcares y producir rápidamente ácido 

láctico, deben ser tolerantes a condiciones ácidas generadas durante el ensilaje (pH 4.0 

aproximadamente), deberán fermentar un amplio rango de hexosas y pentosas, no deberia 

producirse dextran0 de sacarosa ya que representa una fuente de carbono indisponible para 

fermentación ácida; no deben producir manitol a partir de fnictosa dado que este azúcar se 

transforma a un compuesto neutro y no ácido; no deben utilizar los ácidos orgánicos; las 

temperaturas del silo son muy variables especialmente durante el inicio del proceso de 

ensitaje, por lo tanto el microorganismodebe ser capaz de crecer y sobrevivir arriba de 50°C; 

deben ser capaces de crecerbien en pastos marchitos que pueden tener un bajo contenido de 

humedad; debe ser posible prepararse en forma de polvdgranutados y el producto debe 

permanecer estable durante el almacenamiento. 
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2.3.3 Silos 

El silo es el lugar donde se lleva a cabo el ensilaje, y es el que determina en gran medida la 

naturaleza y calidaddel producto final. Esto es comprensible, puesto que la cantidad de aire 

que tiene libre acceso hasta el material durante el proceso de ensilaje, es el primer factor de 

importancia que gobierna los cambios que se realizan. 

El silo-pozo o silo-trinchera fué el primer depósito usado para obtener ensilaje, actualmente 

es el más popular. El silo se va llenandoy apisonando gradualmente en capas, para asegurar 

una adecuadacompactación y exclusióndel aire (Gonzalez, 1973). Como la mayor parte del 

material conservado se sedimentará en la fosa por debajo del nivel del suelo, la oportunidad 

de que penetre el aire por los lados se reduce al mínimo. 

La diferenciaentre el silo-pozo y el silo-trinchera consiste únicamente en el tamaño, siendo 

lo usual que el segundo sea más largo que ancho. Para simplificar su caracterización a ambos 

se les conoce con el nombre de silos-fosa. La fosa se excava en cualquier suelo sano y la 

profundidad sobrepasa casi siempre los 90 cm. Existen también otros silos entre los que se 

. encuentran: los silos almiar, silo-depósito o cuba, pozo revestido, trincheras o silos sobre 

tierra, silos-torre, silos temporales y silos portátiles (Watson y Smith, 1984). 

2.3.4 Conservación de residuos frutales y vegetales por ensilaje 

Una gran variedad de subproductos del procesamiento industrial de frutas y vegetales son 

preservados por ensilajecon el propósito de usarlo para alimentación animal. La utilización 

de estos subproductos en la alimentación animal, va tomando día a día mayor importancia, 

tanto por su cuantía como por sus características nutritivas, al resultar aptos para su empleo 

en ladietadenimiantes(Martínez y Medina, 1982). Los residuos de fibras que resultan de 

la exbacción de azúcar de remolacha, de la caña de azúcar y de las papas cnidas y cocidas, 
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son los mayores productos para este tipo de fennentación ( WoolIord, 1984; Celanie, 1982; 

Roussos. 1985; McDonald. 1991 ). 1.a fermentacidn por ensilaje íambién se reporta para 

preservación de desperdicios vegetales como chicharos de punto negro, ejotes, cáscaras de 

naranja,plálanos (Le Dividish y col., 1976; Moon, 1981 a'h; Ashell y Lisker, 1987: Megías 

y col., 1992, 19Y3b), de yuca (Saucedo, 1987), de sorgo (Dickerson, 1986; Meeske y col., 

1993). de alcachofa (Megías y col.. 1993a) de cubproductoc de jardinería como el clavel 

(Cerón y col, 1996) y de pulpa de café (Murillo, 1978). 

2.3.5 Ensiiaje de pulpa de café 

Los factores que hacen de ! , I  pulpa de café fresca un subproducto atractivo para conservarla 

por ensilaje, son por ,FI parte su composición química y la posibilidad de usarla en 

alimentaciónanimal (Gómez-Brenes y col., IY85). 

El principal problema es su aparición al mercado en volúmenes muy abundantes durante 

períodos de tiempo muy cortos, exigiendo, por tanto. un proceso de conservación que 

permita su almacenamiento y la utilización durante períodos más extensos. Esto con el f in  

de evitar la contaminación ambiental generada por las grandes cantidades de este residuo, lo 

cual se ve afectado aún más por laelevada humedad y la producción estacional. 

1.0s estudios sobre el ensilaje de pulpa de cale han sido enfocados principalmente en la 

construcción de silos, los cambios químicos y los cfcctos nuíricionales (Rubio y Pineda, 

1973; Bohkenfor y Fonseca, 1974; Cabezas y col., 1976; Murillo y col., 1976; Calle, 1977; 

Carrizales y Ferrer, 1974.; Buitrago, 1987; Pomes v col., 1993) y más recientemente desde el 

punto de vista microbiológicoy bioquímico por Gaiine-Perraud (1995). 



2.3.5.1 Cambios químicos y biológicos que ocurren en la pulpa de café durante e l  

proccso de ensilaje 

La conservación de una cosecha por medio del ensilaje comienza con el hacinamiento del 

producto en un depósito de cierta forma, pero es de importancia manifiesta que el 

procedimiento deberá ser de tal naturaleza que los cambios químicos y biológicos 

(producidos por: la respiración, las enzimas, los microorganismos, y la materia mineral, 

entre otros) puedan ser regulados(Watson y Smith, 1984). 

Carrizales y Gonzalez (1984) estudiaron los cambios químicos en un ensilaje de 5 Kg de 

pulpa de café realizados en bolsas de plástico durante 99 días, los resultados se muestran en 

la Tabla 2.7. 

Tabla 2.7 Cambios en la composición química de un ensilaje de pulpa de café sin aditivos 

(Carrizales y Gonzalez, 1984). 

Determinación 

P H  4.30 3.60 
Proteínas (N x 6.25) 11.57 13.55 
Fibras 15.24 17.16 
Lípidos 5.00 2.17 
Cenizas 6.67 8.08 
Carbohidratos 61.21 58.50 

0.83 Cafeina 

.- .. <ll._*_.l-.-..."l--.l" "1-111-, -11.--1-_ -"..---.- ,. ." ,, ., , . 
. .  Pulpa fresca . . .  . (% ~~ MS) . . .  Pulpa ~. ensilada . .  (%U MS) 

-" " ---..._. "_ 
0.95 ---.-._. . . ,.-.. " .... .-... 

Se observa un incremento en las proteínas, las fibras y las cenizas en el transcurso del 

ensilaje. Este incremento en las proteínas es debido al crecimiento microbiano a partir de 

carbohidratos y nitrógeno mineral contenido en la pulpa 
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2.3.5.2 Valor alimenticio del ensilaje de pulpa de café 

En la pulpa de café se encuentran substancias químicas de interés en la alimentación animal, 

tales como: azúcares libres, proteínas, hemicelulosa, celulosa, minerales 

(Braham y Bressani, 1979; Adams y Dougan, 198 I ; Kolz y col., 1988). 

Cabezas y col. (1976) encontraron que el valor nutritivo de la pulpa de café ensilada induce 

mejor comportamiento en terneros, tanto en aumento de peso como en eficiencia alimenticia, 

que cuando son alimentados con pulpa de café deshidratada al sol. Estudios realizados en 

ratas por Bendaiia (1977), demostraron que la pulpa ensilada es superior a la pulpa 

deshidratada, con base en mortalidad, aumento en peso, consumo de alimento y eficiencia 

alimenticia. Gómez-Brenes y colaboradores (1 985) determinaron los efectos que la pulpa de 

café fresca o ensilada y deshidratada ejerceen los animales monogastricos, la pulpa ensilada 

acusó -. mejor valor nutritivo, menor toxicidady mayor digestibilidadque la pulpa fresca, y un 

mejor comportamiento en los animales que consumieron pulpa ensilada que en los que 

recibieron pulpa fresca. La utilización de pulpa de café ensilada es aceptable en una 

proporción de 20 % de la ración de alimentos para rumiantes y puercos 

(Bressani y col.,l974; Cabezas y col., 1978; Jarquin, 1978). 

2.4 Bacterias lácticas 

Estas bacterias se caracterizan como Gram-positivas, comunmente no móviles, no 

esporuladas, catalasa negativa, que producen ácido láctico como un producto principal o 

único del metabolismo fermentativo. Los miembros de este grupo carecen de porfirinas y 

citocromos, no realizan fosforilación por transporte de electrones y de ahí que reciban su 

energíasólo por fmfodación a nivel de sustrato. Todas las bacterias ácido Iácticas crecen de 

manera ameróbica. Sin embargo, a diferencia de muchos, la mayor parte de ellas no son 

sensibles a O2 y pueden crecer en su presencia o ausencia; por tanto, son anaerobios 
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I,ucio'wvu.v. I.~'~icot~osioc. I'eciiococc:iis, Strepiococcus, ref rugmococcus y b'u~ococc~~.~. Las 

clasificaciones fundadas en esta propiedad derivan de los trabajos fundamentales de Orla- 

Jensen ( 1919). El Bergey's Manual se ha inspirado en ellos y ha aumentado el cuadro para 

hacer entrar las especies parásitas que Orla-Jensen no había estudiado; el conjunto 

constituye la familiade las I,uciohucteriuceue (Axelsson, 1990). 

En la clasificación de Prévot, que tiene mucho más en cuenta los caracteres morfológicos, 

esta familiase haya disociada. Las bacterias Iácticas esféricas se encuentran en la familia de 

las Micrococaceae, y las bacterias Iácticas en forma de bacilos, en la de las Bacteriaceae; se 

relacionan así con las bacterias que producen poco ácido láctico o que no fermentan los 

azúcares. La clasificación de las bacterias Iácticas dentro de diferentes generos está basada en 

gran parte en su morfología (cocos o bacilos, formación de tetradas), forma de fermentar la 

glucosa (homofermentativo o heterofermentativo), crecimiento a diferentes temperaturas 

(10°C y 45"C), configuración del ácido láctico producido (D, L, o ambos) habilidad para 

crecer en altas concentraciones de sal y tolerancia a ácidos o alkalis. 

Una diferencia importante entre los subgrupos de las bacterias Iácticas se basa en la 

naturaleza de los productos que se forman en la fermentación de los azúcares. Existen 2 

tipos de fermentación Iáctica: homofermentativa y heterofermentativa, en la primera las 

bacterias lácticas degradan la glucosa por medio del ciclo de Embden-Meyerhof-Parnas 

(EMP), casi exclusivamente en el producto final, 1.8 moles de ácido láctico por mol de 

glucosa consumida, con trazas de otros productos finales. La mayor ruta de oxidación y 

fermentación de azúcares por bacterias ácido Iácticas se presenta en la Tabla 2.8. Las 

femientadoras heterolácticas, a las que en ocasiones se denomina fermentadoras del ácido 

láctico mixtas, pueden catabolizar la glucosa por medio de uno a tres ciclos de degradación 

(Embden-Meyerhof, derivación pentosa, o proceso de Entner-Doudorofn para dar 

productos finalescaracterísticos: I mol ácido láctico, I mol de alcohol etílico, I mol de COZ 

y a veces glicerol, por mol de glucosa fermentada (Doelle, 1975; McCullough, 1977; 
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MacFaddin, 1993). La ruta heterofermentativa para fructoca produce 1 mol de cada ácido 

láctico y ácetico. I mol de COZ y 2 moles de manitol de 3 moles de fructosa. IJna ruta 

heterofermentativa adicional por miembros del complejo /.trc/ohoci/lus hrcvis-htrclineri que 

involucra la fermentación de 2 moles de Fructosa y 1 mol de glucosa a 1 mol de cada ácido 

(iácticoy xEético) y COI y 2 moles de manitol. La ruta hornofermentativa para fermentación 

de azúcar es más deseable en algunos procesos como el ensilaje, que la ruta 

heterofermentativa porque es más eficiente para producir ácido láctico. McDonald ( 1981) ha 

listado algunasde las especies de bacterias ácido Iácticas. De los géneros de bacterias ácido 

Iácticas, S~rep~ococcus y I'c.Jiocc~ccu.~ son homofermentativos, I,errcono.~/r>c es 

heterofenentativo y I,uc/ohuciilus, dependiendo de las especies es homo o 

heterofermentativo. 

Tabia 2.8 Principales productos de metabolismo de los azúcares por bacterias tácticas 

(Alais, 1991). 
.,~.<,.<.""I_.,~..-,I..,..,," ,.., ~ ....,... ~ .... . I ..... ,,<.. ..,. -,_...-,. ",.,.".'...",...,.,_..I ..., " .. ,. 

A. Rutas aerobias 
1. tíomofermentativa 
1 Glucosa (o fructosa) -t. 0: - I ácido láctico + I ácido pirúvico + 1 H20 

(El ácido pintvico es más oxidativo que la -, ácido acético, kid0 f h i c o  y COZ). 

11. Heterofermentativa 
ülucosa (o fructosa) + 02-I acido láctico + I ácido scéttco + COZ + 2H20 

B. R U ~ S  fernmrktivas siirerabias 
I .  tlomofermentativa 
a 1 Glucosa (o  fructosa) -> 2 acido láctico 
b I Perrtosa -> I ácido láctico + I ácido acético 

11. tieterofermentativa 
a. I Glucosa - 1 ácidoIáctico+ 1 etanol + I C02 
b. 3 Fructosa -> I ácido liictico + 2 manitol + I ácidoacéiico + 1 C02 
c. 2 Fructosa t I glucosa 3 I ácido lbctico -t I ácido acético + 1 C02 + 2 manitol 

(I.aciobacillus brewi.p) 
,, ..,..,..",-.,.,,-..--I_ d. 1 Pentosa __-_ -1 -...-- ácido W i c o  ----," + i --... W a c k t i c o  I-.̂ ._.-- ..,....-.- "_-.-.--. . 
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1.a iiiiportancia prácticade las bacteriiis pertecicntcs a esta Iaiiiiliaes considerable por varias 

razones: producción de icido y descenso del pit (es la principal razón); protección de las 

sustaiicias aliineniicias debida a la  iiiliihición de Ins bacterias de la putrefacciíhi en medio 

icido: estableciinieiito de las condiciones nsico-químicas favorables a diversas 

transli>riiiiicioiicc: propiedades Iiigiénicas resultantes de la acciOn antis¿.ptica del &cid« 

lictico en el intestino. 

Otras actividades que pueden tener erectos útiles o perjudiciales: producciOn de eiizimas que 

intervienen en la degradación de Ins proteliias: producciih de sustancias inhibidoras 

responsables de la selección de especies; poder patógeno desarrollado por determinadas 

especies; valoración niicrobioli)gica de Iiis vitaminas y aminoicidos, aprovechando las 

cxigenciasnuiritivas de Ins bacterias tácticas. 

2.4.1 Caraclerw 1wiiiciiiaic.q y niktndos de estudio 

I .(IS dos gr:ititles griipos de Ixiclciias 1;ictic:is (“ti ¡his”, según el Ilcrgcy‘s M:iiiii:il) se 

tlistiiigiieii ~~riii~i~iíiliiieiitc por Iii liwnia de 1:i célulii; la dc los estrcptococos es eslerica y la 

de los lactohacilos es alargada. i’iicdeii oliscnwsc algunos aspectos caractcristicos de las 

ce1’:is. sin eiiihnrgo, e l  aspecto iiiicroscópico por si solo no permite la identificación. Los 

I:ictol>:icilos iiciicn rornias diversas. desde el cocolxicilo (lmtoncito muy corto, casi ovalado) 

1i:istii el íil:iiiieii~o largo; la presencia eventmil de graiiulacioties en el citopliisma, tras 

coloi-aciiiii por el iiziil de iiictilciio. :iyiid;i ii la dilkrcnciacii)n de algunas especies. Ikisten dos 

c:ins:is principales de erroi: a) Modilicación de Iii íimiia de Ins cdulas como consecuencia de 

titi canibio imporíaiite en tus condiciones del medio; por ejeinplo, pose de un medio sdido a 

uti iiiedio líquido. b) Efectos de coloración; algunas bacterias alargadas, especialmenie de los 

( ’rJr:)‘~ieh<#./c.ritrni y de los bastoncitos encapsulados, pueden parecer estreptococos. 



B) Caracteres fisiológicos 

a )  Los electos de la influencia de la temperatura pcrniiten obtener datos precisos para la 

clasificación De interés especial es la posibilidad de cultivo a temperaturas relativamente 

bajas ( 10”- 15”) o relativainentealtas (45”) 

b) L a  inhibición por el cloruro de sodio a concentraciones de hasta 6.5Oh, es un caracter 

importante, sobre todo para los estreptococos. El Teepol (a 10.4%) es otro agente de 

inhibición que se utiliza para la diferenciación de los lactobacilos. Las cepas pertenecientes a 

ciertas especies se desarrollan abundantemente en presencia de estos inhibidores, mientras 

que las otras no se multiplican. 

c) Las exigenciasnutricionales no son las mismas para todos los lactobacilos. Las relativas a 

los Factores de crecimiento (vitaminas del grupo B), determinadas en condiciones óptimas 

estandarizadas, constituyen caracteres auxiliares que permiten precisar la clasificacibn 

(Alais, 1991). 

C) Caracteres bioqliímicos 

a) L a  producción de gascarbónico (fermentación gaseosa de los azúcares) permite distinguir 

las especies heterofermentaiivas Se pone de manifiesto mediante cultivo de un medio 

artilícial gelificado con gelatina, encima del cual se c ierte un “tapón” de gelosa: el gas se 

acumula entre las dos capas 

b) La  actividad proteolítica suele ser limitada en las bacterias Iácticas. Una reacción de 

degradaciónde los aminoácidos resulta uti1 para ladeterminación de las especies; se trata de 

la hidrólisis de la argiha con prodtpccih de amoníaco (desamirtación), que se pone de 

manifesto con el reactivo de Messler 
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c) La fermentación de los hidratos de carbono es una de las propiedades más importantes 

para la clasificación. Es preciso realizar la prueba en condiciones bien definidas, ya que es 

una de las más sensibles a las condiciones experimentales; la composición del medio de 

cultivo y el pFI, en especial, tienen una gran influencia. Un pi1 cercano a 6, en un medio 

tamponado, es Iavorable a la fermentación de los azúcares. La Iermentación se indica por el 

viraje de un indicador como el rojo de clorofenol. 

d) Reacciones diversas: 

La producción de acetoína (o acetilmetilcarbinol) está limitada a algunas cepas de 

estreptococos: en gener. ' . lenta; este cuerpo se pone de manifiesto(baj0 su forma oxidada, 

el diacetilo) gracias a rea(%ones coloreadas muy simples, especialmente la de Voges-Proc- 

kauer, (producción de I V I : I  coloración roja debida a la reacción del diacetilo sobre un grupo 

pnidinico, en medio alcalino). La hidrólisis de la esculina (heteroxido vegetal) permite 

distinguir a los lactobacilos; se pone de manifiesto por la formación de un precipitado negro 

en un medioque contengacitrato de hierro amoniacal (Alais, 1991). 

2.4.2 Cultivo de las bacterias Iácticas 

Dado que se trata de especies muy exigentes nutricionalmente, los medios utilizados para su 

cultivo deben ser ricos en vitaminas, amino;7cid«s y sales minerales. Se han empleado 

diversos medios, concebidos especialmente para los lactobacilos: caldo con jugo de tomate 

(de Driggs, medio APTG .(autolisado de levadura, peptona. triptona y glucosa de Raibaud), 

caldo MRS (Man y col., 1960). La fuente glucosídica es, en general, la glucosa (20 di), la 

fuente nitrogenada está asegurada por el extracto de carne, peptona, etc.; los factores de 

crecimiento se aportan principalmente con el extracto de levadura. Los trabajos más 

recientes sobre la clasificación de los lactobacilos se han realizado con el caldo MRS. Que se 

caracteriza por la presencia de sales en cantidades relativamente importantes, especialmente 

41 



sulfato de magnesio; se ha comprobado que este metal estimula considerablemente el 

crecimientode las estreptobacterias y de las betabacterias. 

Cuando el medio de cultivo se utiliza para el aislamiento de bacterias Iáccticas a partir de 

cepas Iuertemente contaminadas, es bueno añadir una sustancia que inhiba a las bacterias 

Gram-negativas, especialmente a Ihzherichiu coli y otras especies cercanas, así como 

diversas especies de I’seudomonu.~, AchromobucferIuceue, HaciIIm, etc. Existen sustancias 

con una acción selectiva acusada; el acetato de talio (al O .  I%) parece ser el de resultados más 

satisfactorios. En el medio MRS reseñado, el acetato de sodio en proporción bastante 

elevaday la sustancie tensioactiva “tween-SO, tienen una acción selectiva; el ajuste del pH 

a un valor interiors 7 refuena esta acción. Es preciso hacer notar que las bacterias Iácticas 

dan colonias peqclekw en bs medios getifi&. Las de estreptococos son corrientemente 

dificiles de observar, aparecen como cabezas de alfiler o de pequeñas lentejuelas 

(Alais, 1991 ). Las colonias se forman COR frecuencia& cómodamente en la parte profunda 

que en la superfcie. En los lactobacilos, pueden observame colonias de dos tipos: 

- Tipo S (“smooth’): pequeñas colonias lenticulares; 

- Tipo R (“rough); grandes colonias arborescentes. 

Los microorganismos más importantes del proceso de ensilaje, son las bacterias, y dentro de 

éstas los lactobocilos. Estas bacterias dwttmpe8an un papel principal en la conservación de 

una cosecha por la Carecteristica de que pueden tolerar una acidez mucho mayor que otros 

microorganismos. De esta f m a  cuando se ensila un cultivo, las bacterias lbticas fermentan 

los azúcares presentes en el material ve@, y producen tal cantidad de Bcido láctico que los 

microorganismos que causan descomposición no pueden crecer (Watson y Smith, 1984; 

Wood, 1992)debidoa wimporiante diswinuciOn del pH (Carpintero y col., 1979; Flores 
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y col., 1985; Rooke y col., 1985; Lindgren y col., 1988; Weinberg y col., 1988; Saucedo- 

Castañeda y col., 1990a; Meeske y col., 1993; Selmer-Olsen, 1993) y a la forma no 

disociada del ácido, la cual puede penetrar la pared celular microbiana e interferir con 

funciones metabólicas esenciales como las translocaciónes de sustrato y la fosforilación 

oxidativa, reduciendo el pH intracelular(i3aird-Parker, 1980; Smulders y col., 1986). 

2.4.4 Bacterias lácticas como inoculantes y sus efectos en la fermentación 

Muchos inoculantes de bacterias para ensilaje consisten en cultivos viables de bacterias 

homofennetativas que producen ácido láctico y que no producen gas. Los géneros a que 

pertenecen estas bacterias son: I.aciohacrIius, Sireptococcm o t’edimoccus. Estas bacterias 

fermentan eficientemente los azúcares (principalmente glucosa y fnctosa) en su mayor 

parte a ácido láctico. El ácido láctico es el producto más eficientede la ruta de fermentación, 

resultando mínimas pérdidas en cantidad de materia seca. Existen inoculantes selectivos para 

ensilajeque se han presentado para apresurar el proceso de fermentación, reducir la pérdida 

de nutrientes, mejorar la digestibilidad de la fibra y reducir la degradación de la proteína, lo 

cual produce un ensilaje con alto valor nutricional. Muchos estudios de fermentaciones a 

escala de laboratorio y en granjas, se han conducido para evaluar los efectos de inoculantes 

en la fermentación de varios forrajes (Woolford y Sawezye, 1984b; Henderson y 

McDonald, 1984, Silley y Damoglou, 1985; Bruyneel y Verstraete, 1986; Done, 1986; 

Bolsen y col., 1987; Heron y col., 1988; Rooke y col ,  1988). En general, se han notado 

mejoramientos favorables en la velocidad de disminución del ptf, así como incrementos en 

los niveles de ácido láctico con ensilajes de legumbres, pastos y cereales(Soder1und. 1988). 

La efectividad de los inoculantes para ensilaje depende de: la existencia de poblaciones 

microbianas epificas en el forraje, del contenido de carbohidratos solubles del forraje, de la 

capacidad amortiguadora del forraje y de lacalidad(ve1ocidad de crecímiento y adaptabilidad 
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al ambiente) y cantidad (unidades formadoras de colonias viables/g de forraje) de los 

microorganismos inoculantes. 

Bruyneel y Verstraete ( I  986), encontraron que para obtener una fermentación exitosa, en un 

medio simulando condiciones adversas de ensilaje, se necesitaba una densidad inicial de 

l~uc~ohacrllusplunturicm de al menos dos veces que la de Enterohacter cloucue En 1988, la 

aplicación recomendada para velocidad y aseguramiento de las bacterias, era de un mínimo 

de IO’ ufdg (Desarrollo agricota y servicios consultivos, 1988), mientras que datos del 

Centro de Investigación de Forrajes lecheros en Wisconsin, indican que para ser 

económicamente efectivos, los inoculantes de bacterias Iácticas deben ser agregados a niveles 

de al menos IO  veces del conteo epitltico (Muck y Bolsen, 1991 ). 

2.4.5 EFsltt, de imeculiates de bacterims Metieas en la uutrkión animal 

La inoculscih ha tenido un efecto sorprendente en el desarrollo de animales La causa del 

mejoramiento en el desarrollo animal es confusa. En 1993 Muck reportó un alto grado de 

correlaciónentre efectos de digestibilidadde materia seca y desarrollo animal También notó 

que la dtgestibilidad de la fibra fue mejorada un 30 % Spoelstra (l99l), encontró en una 

revisión de literatura, en iaque el promedio de respuesta de crecimiento a inoculantes en 22 

pruebas con crecimiento del ganado, fue del 7 YO, mientras que aprovechamiento sólo se 

incrementó 2 % Heron y Owen (1991) notaron en experimentos con un inoculante 

patentado, que la digestibilidad de la materia orgánica se incrementó 3 % Resultados 

similares se han obsetvado con otros inoculantes (Fisher y col., 1984, Froetschel y col., 

1991). Charmley y col ,  (I%), encontraron que la aplicación de hoculantes mejora la 

ingesta en un régimen de ensilage de hierbas y su aplicación en ensilajes de tngo, mejora la 

eficienciide utilización como alimento. 

44 



2.4.6 Métodos modernos usados para identificaci0n y clasificación de bacterias 

Iácticas 

La aplicación de metodos bioquímicos y moleculares modernos, han mostrado que los 

esquemas de identificación tradicionales para las bacterias Iácticas no están de acuerdo con 

sus relaciones filogenéticas. Hoy en día estas técnicas muestran una creciente fiabilidad en 

los esquemas de clasificación. 

Algunas de estas técnicas se mencionan a continuación: morfologia (Schleifer y col., 1985). 

fisiología (Hammes y col., 199l), modelos de fermentación de carbohidratos (Kandler y 

Weiss, 1986: Hammes y col., 1991; Willemsy col., 1991, 1992) composición de la pared 

celular (Fischer y col., 1983; Kandler y Weiss, 1986). movilidad electroforética de ácido 

lácticodeshidrogenasas(Dicks y van Vuuren, 1990; Le Bras y GarelJ991; Fujisawa y col., 

1992), serología (Sharpe, 1955, 1970, 1981; Kandler y Weiss, 1986), marcadores 

quimiotaxonómicos (O’Leary y Wilkinson, 1988; Pompei y col., 1992), relaciones 

inmunológicas y estructurales de ácido láctico deshidrogenasas y otras enzimas (London y 

.Chace, 1983; Schleifery col., 1985), composición de bases DNA y estudios de hibridización 

DNA:DNA (Lauer y col., 1980; Dellaglio y l’orriani, 1986), hibridización L1NA:rRNA 

(Garvie. 1981: Schillingery col., 1989). cataloguing 16s rRNA (Stackebrandt y col., 1983: 

Ludwig y col., 1985). análisis comparativo de secuencias de 16Y23S rRNA (Wallbanks y 

col., 1990: Williamsy col., 1990; Bentley y col., 1991;Collinsy col., 1991). 

De entre varias técnicas moleculares desarrolladas. el análisis de restricción por endonucleasa 

del genoma bacteriano ó RFLP, ha mostrado ser una herramienta Úti l  para la diferenciación 

de bacterias. Por este método simple y rsipido, es posible observar diferencias reproducibles 

entre cepas (Le Bourgeois y col., 1993). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Evaluar la conservación de pulpa de café fresca. por el proceso de ensilaje controlado usando 

bacterias lácticas seleccionadas. 

3.2 Objetivos particulares 

I .  Aislar, caracterizar, ¡de! .at y sekccisnrrbktrias lacticas de ensilajesde pu4pa de d é  

2 Conservar la pulpa de c : ~ '  3 fresca por el prweso de ensilajecon inoculaciOn de bacterias lácticas 

previamente seieccionadrrs. 

t 

4 h 



4. MATERIALY METODOS 

4.1 Sustrato sólido utilizado para el ensilaje 

Como sustrato para el ensilaje se usó pulpa de café (<'@u uruhrcu) fresca, en donde las 

cerezas de café fueron despulpadas por la vía húmeda, en la cual se utiliza un despulpador 

tnecanico tipo Penagos, en el que se necesita poca agua. El lote de pulpa fue traído del 

beneficio propiedad del Sr. Miguel Cervantes localizado en Coatepec (Veracruz), la pulpa 

presentó una humedad inicial de alrededor del 80% y un pH de 4.80. Se utilizó un solo lote 

de pulpa de aproximadamente 20 Kg, el cual se conservó por congelación (-20" C) en bolsas 

de polietileno. 

4.2 Origen de las bacterias Iácticas 

Las bacterias Iácticas se aislaron de muestras de ensilados de pulpa de café de 2 Kg por 

ensilaje natural y de pulpa de café inoculada (% P:P) con un pie de cuba de un ensilado 

natural de pulpa de café de 2 meses, de donde se tomaron muestras del centro del ensilado, 

ambos con un tiempo de ensilaje de 3 meses los cuales provienen de un beneficio de café 

arábica que se localiza en Coatepec (Veracruz). 

4.3 Medios de cultivo 

4.3.1 Medio usado para el aislamiento y propagación de cepas de bacterias lacticas. 

El medio de cultivo usado para el aislamiento y propagación, así como para la conservación 

fue el L.actobacilli MRS (Difco @) a una concentración de 55 g/l (Many col., 1960) la 

composición se indica en el Anexo I .  La preparación del medio se llevó a cabo según las 

indicaciones descritas en el envase del medio. 
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4.3.2 Medios usados para la caracterización fenotípica de cepas de bacterias Iácticas. 

Se usaron distintos medios para la caracterización Ienotípica de las bacterias Iácticas (Anexo 

I ), estos se prepararon pesando los componentes en una balanza analítica (Ohaus modelo 

Galaxy 200), vaciándolos a un matraz erlenmeyer con agua destilada, agitándolos 

magnéticamentecon calor (Thermolyne Cimarec 2 )  hasta quedar bien mezclado. El medio se 

esterilizó a 121.C durante 15 minutos. Una vez que el medio quedó a una temperatura 

soportable para las manos, este se vació en cajas de Petri estériles de YO mm de diámetro a 

razón de 20 mi por cajaen una campana de fhijo laminar(Ho1ten modelo "48). 

4.3.3 Conservación de cepas de bacterias Iácticas 

Las cepas se conservaron en rehgemción ( 4 T )  en medio MRS sólido y liquido, haciendo 

resieinbras de las cokwiias de las cepas cada 30 días aproximadamente. En la etapa de la 

identihción, las cepm de 24 h incubadas a 3OT, se conservaron en medio MRS líquido 

con g k r d  a una concentración de 30 % a una  temperatura de -8c)"c, reactivándose en 

medio MRS líquido En estas condiciones las cepas pueden conservarse durante mucho 

tiempo. ya que el gliceroles cnoprotector 

4.4 Condiciones de cultivo 

El t n d o  de bactenas usado para el aislamiento f i  tomado de cultivos sólfdos de medio 

MKS comervado en mili ón, del se imdaron por cajas con 20 ml del 

mismo medw, inahindose a 30°C durante 24 a 48 h 
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Para la caracterización e identificación de las cepas se usaron cajas de Petri con 20 ml de 

medio MRS sólido inoculados por asada y tubos con 9 ml de medio MRS líquido a los 

cuales se inoculó I ml de cultivo líquido de bacterias lácticas conservado en refiigeración. 

Los cultivos se incubaron 24 h a 30°C. Posteriormente los cultivos líquidos se centrifugaron 

(Hettich Universal) a 5000 rpm durante 20 minutos, el sobrenadante se filtró (Millipore 

O45pm) para despues realizar los análisis de productos y azúcares por cromatograíia 

líquida de alta resolución (HPLC) así como en un analizador enzimatico YSI, mientras que a 

los cultivos en sólido se les sometió a diferentes pruebas bioquimicas 

4.4.2 Propagación del inóculo para ensilaje de pulpa de café fresca 

Cuatro dias antes de empezar el ensilaje se inocularon 0.5 ml de cultivo de las bacterias 

Iácticas de interes en tubos con 4.5 ml de medio MRS Ilquido, se incubaron a 30'C durante 

24 h. Estos se inocularon en frascos con 45 ml del mismo medio, se incubaron los frascos en 

las mismas condiciones y finalmente estos cultivos se inocularon en fiascos con 450 ml de 

medio MRS liquido los cuales se incubaron a 30°C durante 48 h. 

Con 20 Kg de pulpa de café fresca (aproximadamente) se prepararon dos tipos de ensilados, 

dos naturales y tres que se inocularon con cultivos de bacterias lácticas de 48 h, dos a una 

concentración del 3%, uno con la cepa B29 y otro con la B 18, y uno al IO % (V:P) con la 

cepa B 18. 

4.4.2.1 Microsilos 

La pulpa de café natural e inoculada se ensilo en recipientes de plástico de 7 cm de diámetro 

por 10.50 cm de altura, los cuales fueron sellados con cinta teflón (Dupont @) para evitar la 

entrada de aire así como el derramamiento del liquido. El microsilo también se selló por fuera 

con parafilm. Posteriormente estos se introdujeron boca abajo en envases de 1 I de capacidad 
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y se taparon para despues incubarlos en un cuarto a temperatura controlada a 3ü‘C 1.a 

humedad inicialde la pulpa de cafe fue de 8056, a un pl I de 4 80 y se incubaron hasta 336 v 

360 h tomando iiiuestras regularmente 

4.5 Tratamiento de muestras de pulpa de café ensilada 

Las muestras incubadas se trataron de acuerdo al diagramade flujo de la Figura4 I 

k\<> d o  Jugo ~ w d o  y iiicúidc, 

c 
f 

Muesira ensilada 

Mezclado i n  charola 

1 1 

Figura 4.1 Tratamientos aplicados a las diferentes muestras de pulpa de caféensilada 
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4.6 Técnicas analíticas 

4.6.1 Aislamiento de cepas de bacterias Iricticas 

Se tomaron de 20 a 30 gde muestra de pulpa de café ensilada 3 meses, la cual se suspendió 

en 90 ml de agua destilada estéril con un tensoactivo (Tween 80, I mlll) en frascos de 500 

ml, y se hornogeneizó en una licuadora (Sunbeam). A partir de esta suspensión se hicieron 

diluciones decimales en tubos de vidrio con 9 ml de agua destilada estéril con Tween 80 

(Gaime-Permud, 1995) posteriormente se inocularon por triplicado O.? ml de las 

suspensiones diluidas y . Jispcrsaron con una varilla dc vidrio triangular en cajas dc Pctri 

con 20 in1 medio MRS. '- ;tas se incubaron s 30°C durante 48 h en atmósfera anaerobia 

mediante un sistema An:. i-ocult A (Merck O). 

' Se aislaron las bacterias que de acuerdo a la morfología en caja, correspondían a las 

características de bacterias I5cticas, por lo que se hicieron resiembras en medio MRS sólido 

(caiade Petri) y líquido (tubo) para verificar la pureza. 

La distinción cntrc bacterias y levaduras sc rcali70 observando al microscopio frotis cn 

estado fresco, lo que permitió apreciar la forma y la disposición de las bacterias. 

Con el fin de caracterizar fenotípicamente 3 las cepas aisladas. se rcalizaron los siguientes 

procediinientos: 

4.6.2 Tineión Gram 

Esta coloración diferencial permite demostrar las propicdadcs tintorialcs dc todos los tipos 

de bacterias, en donde las bacterias gram+ retienen el cristal violeta tras la decoloración y se 



contracolorean de rojo cm la cafiariina (Koneiiian j.  col., 1992). La preparación de Ius 

solucioncs para la tinción sc cncucntran cn cl Ancxo 3. 

La tinción se realizó con cultivo en placa de cepas de bacterias licticas de 24 h. Se coloco 

sobre un portaobjetos una gota de agua estéril, con la que se preparó un extendido fino dcl 

cultivo de interes y se dejó secar al aire. Ya scco, se tijó el material al portabojetos 

pasándolo 3 a 4 veces por la llamade un mechero. Se colocó el preparado sobre un soporte 

dc tinción y sc cubrió la supcrficie con solución dc cristal violeta, lucgo dc I minuto dc 

exposición al cristal violeta, se lavó bien con aguadestilada. Después se cubrió el preparado 

con iodo de gram durante I minuto y se lavó nuevamente con agua destilada. Luego se bañó 

la supcrficic con unas gotas dc dccolorantc hasta no arrastrar más colorante violcta, sc lavó 

con agua corriente y se cubrió la superficie con contracolor safranina durante I minuto. Se 

lavó con agua corriente y se dejó escurrir el exceso de agua, se secó. La determinación se 

llevó a cabo bajo microscopio (Zeiss) en objetivo 100 X utilizando aceitede inmersión, en el 

que las bacterias gram positivas fueron aquellas que retuvieron el cristal violeta y quedaron 

tcñidas dc un color azul oscuro. 

4.6.3 Prueba de la catalasa 

La catalasa es una enzima que descompone el peróxido de hidrógeno ( H 2 0 2 )  en oxígeno y 

agua. El peróxido de hidrógeno se forma como uno de los productos finales del metabolismo 

oxidativo o aeróbico de los hidratos de carbono (Koneman y col., 1992). La  prueba se 

realizó a partir de cultivos en placa de cepas de bacterias lkticas de 24 h ,  que se llevó a cabo 

tomando cl asa con la cual sc rccopió cl ccntro dc una colonia pura y sc colocó sobrc un 

portaobjetos de vidrio limpio, posteriormente con la ayuda de una pipeta Pasteur se agregó 

una gota de HlOl al 3%. La prueba fue negativa para las cepas de bacterias Iócticoc, es decir 

no sc formaron burbujas (no sc forma O2 mokcular) pues la cnzima catalasa no está 

presente. 



4.6.4 Prueba de motilidad 

La  movilidad bacteriana es otra característica importante en la identificación de las bacterias, 

ya que éstas se mueven por medio de flagelos, cuyo número y ubicación varía en las 

diferentes especies (MacFaddin, 1993). Se realizó a partir de cultivo en placa de cepas de 

bacterias Iácticas para verificar la inmovilidad de estos cultivos, recogiendo con un asa el 

centro de una colonia pura de 24 h ,  posteriormente se colocó el tubo con el medio 

solidificado en posición vertical y se inoculó por punción (dejando sin inocular 1 cm 

aproximadamente del fondo del tubo). Se incubó a 30°C durante 24 h. La prueba se 

interpreta realizando un exámen macroscópico del medio para observar si se presenta una 

zona de desarrollo difuso que parte de la línea de inoculación. 

4.6.5 Fermentación de glucosa (Acidificación) 

Las bacterias utilizan hidratos de carbono mediante lo que se llamauna "fermentación ácida", 

en la cual se producen ácidos orgánicos que derivan del ácido pirúvico. Las bacterias difieren 

en los hidratos de carbono que pueden utilizar y en los tipos y cantidades de ácidos 

producidos (Koneman y col., 1992; MacFaddin, 1993). La prueba se realizó con cultivos en 

medio líquido de cepas de bacterias Iácticas de 24 h, en tubos vacios previamente 

esterilizados se agregaron 10 pl de un cultivo líquido de 24 h posteriormente se agregaron 5 

in1 del medio basal más glucosa(Anexo I ) ,  se agitaron y se dejó solidificar el medio en el 

tubo en posición vertical. Cuando el medio con el inoculó solidifícó se incubó a 30°C durante 

24 - 48 h Con el vire del color del medio de púrpura a amarillose comprobó la acidificación 

4.6.6 Gas de glucosa 

El gas formado por bacterias es principalmente una mezcla de hidrógeno y dióxido de 

carbono que proviene de la degradación de ácido fórmico Una reglaempírica aceptada es que 
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cualquier bacteria que Iorma gas produce primero ácido. Para comprobar la existencia o no 

de gas, se realizó la prueba a partir de cultivos en medio líquido de cepas de bacterias 

licticas de 24 h,  se agregó I mi de agarbacteriológicoal tubo con el medio basal y glucosa ya 

solidilicado(prueba de la fermentación de glucosa). Se colocó en posición vertical hasta que 

el tapón de agar quedara solidificado y se incubó a 30°C durante 24 - 48 h, la prueba se 

considera negativa cuando el tapón de agar se encuentra intacto una vez transcurrido el 

tiempo de incubación (Meraz Rodriguez, 199 I ) .  

4.6.7 Determinación de la biomasa de cepas de bacterias lácticas 

En tubos con 9 ml de medio MRS líquido (Difco OD) se inoculó 1 ml de cultivos de cepas de 

bacterias Iácticas y se incubaron a 30°C durante 24 I i .  Transcurrido el tiempo de incubación 

los cultivos se agitaron y se vació el contenido a tubos para centrífuga previamente lavados 

y secados hasta peso constante en una estufa a 6OoC (Felisa) y tarados (Ohaus modelo 

Galaxy 200). Se centrifugó (Hettich Universal) durante 20 minutos a 5000 rpm, se desechó 

el sobrenodonte y la pastilla de bacterias se resuspendió en 5 ml de agua destilada por cada 

tubo, se centrifugó nuevamente durante 20 minutos a 5000 rpm, se desechó el sobrenadante 

y se resuspendit5 nuevamente en 5 ml de aguadestilada. Se leyó la densidad óptica (DO) en 

un espectrofotórnetro(Shimadzu modelo UV-i60A) a una longitud de onda de 660 nm. Se 

centrifugó la muestra, se desechó el sobrenadante y los tubos se secaron hasta peso 

constante. La biomasase determinó por diferenciade peso (üutiérrez-Sanchez. 1997). 

4.6.8 Creaieienta de cspas de b-rb lLeticu en medios MRS pectins y MRS ácido 

tánico usados como fuente de carbono 

Las cepas de bacterias lácticas se inocuiamn por punción en cajas de Petri de 90 mm de 

diámetro con 20 mi de medio MRS sólido al cual se le cambió la fuente de carbono O n g d  

(giucosa)por pectina y por ácido tanico a una concentración de 5 1Ji 
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4.6.9 Fermentación de carbohidratos por el sistema APISO CH 

El uso del Sistema API 50 CH (BioMérieux @) permite realizar el estudio del metabolismo 

de los carbohidratos de los microorganismos, está compuesto por 50 microtubos, cada uno 

con una zona de anaerobiosis (el tubo), para los estudios de fermentación y una zona de 

aerobiosis (la cúpula), para los estudios de oxidación y asimilación, que junto con el medio 

API 50 CHL (BioMérieux @) permite el estudio de fermentación de los 49 azúcares del 

sistema API 50 CH. El microorganismo es puesto en suspensión en el medio, después se 

inocula cada tubo del sistema. Durante la incubación el catabolismo de los glúcidos conduce 

a ácidos orgánicos que provocan el viraje del indicador de pH. Los resultados obtenidos 

constituyen el perfil bioqulmico de la cepa y sirven para su identificación o su tipaje, 

mismos que se analizan con el programa APILAU-PLUS V 3.2.2 de BioMéneux @, para 

determinar la identificación de las cepas (Chede Ykhinou, 1996; Agati y col., 1998). El 

procedimiento es explicado en el Anexo 2. 

4.6.10 Análisis de enzimas por el sistema API ZYM 

El uso del sistema comercial API ZYM (BioMérieux @) permite la detección de varias 

enzimas constitutivas de las diferentes cepas ensayadas Este sistema es una herramienta de 

investigaciónpara ladiferenciaciónde grupos de bacterias Consta de 20 cúpulas en los que 

se encuentran sustratos deshidratados, que al ser inoculados con el microorganismo en 

suspensión, se lleva a cabo una reacción enzirnitica sólo unas pocas horas después de la 

inoculación. El procedimiento es descrito en el Anexo 2 

4.6.1 1 Restricción del DNA (RFLP)de cepas de bacterias lacticas 



El períil de restricción del DNA de las cepas, permite conocer la pertenencia de 2 colonias 

de bacterias Ikticas a una mismacepa. Si este es el caso, los fragmentos de DNA obtenidos 

migranal mismo lugar. Esta se realizó en un equipo Uio Rad de acuerdo con la técnica usada 

por Agati y col., (1998), en el cual se llevó a cabo la electroforesis del DNA de cepas de 

bacterias iácticas bajo las siguientes condiciones, 

Voltaje: I20 V; Intensidad: 560 A; Tiempo: I7 h 

El procedimiento es detalladoen el Anexo 2, y las soluciones usadas para la electroforesis en 

el Anexo 3. 

4.6.12 Determinación productos por HPLC y por ensayos enziméticos (YSI) 

En tubos con 9 ml de rn . Iio MRS se inoculó 1 ml de cultivo de cepas de bacterias lácticas, 

los cuales se incubaron durante 24 h a una temperatura de 30°C. Transcumdo este tiempo 

los tubos se centrifugaron (Hettich Universal) durante 20 minutos a 5000 rpm, 

posteriormente se tomó con una jeringa 1 5 ml del sobrenaáante y se filtró (membrana O 45 

pm) y se congelaron a -2093 Las muestras de los ensilados de pulpa de café, se 

descongelaron a temperatura ambiente y se centnfugó (Beckman 52 MI) a 4 T  durante 20 

minutos a 5000 rpm. Del sobrenadante se tomó con unajennga 1 5 mi y se filtró (membrana 

O 45 pm). Los análisis de los productos de fermentacdn de los cultivos de bacterias Iácticas, 

así como de los emiiaJes de pub de café, se efectuaron por cromatogmfia líquida de alta 

resolución o tambien comida como HPLC, segun la técnica empleada por Gainie-Perraud 

en 1995 Lacromatqyaf¡akptidaded&Wwión, permite sepanir y CuaRtilícar productos 

de fermeniación como los ácidos grasos. etanol, así como tambien glucosa y fructosa 

residuales El volumen inyectado fue de 20 pi de muestra previamente centrifugada y 

filtrada, usando como estandares ácidos láctico, acético, propiónico, butírico, etanol, 

fmctosa y glucosa (J.T. Brk«. e), en mwmtmeiones de 2 y 5 di. El HPLC s& us6 en las 

siguientes condiciones de operación: 



Fase movil: H2SO.t 30 mM 

Flujo: 0.6 mVmin 

Volumen inyectado: 20 P I  

Temperatura del horno: 509J 

Presión: 390-400 Psi 

Características del HPLC: 

Bomba: Binary LC pump 250 Perkin Elmer 

Columna: Rezek Organic Acid de Phenomenex 

Detector de lndice de RefmcciÓn: LC-30 Perkin Elmer 

Horno: Eppendorf CH-30 column heater 

Un volumen de 30 pl de muestras previamente centtifugadas y filtradas de los cultivos de 

bacterias Iácticas, así como de las muestras de los ensilajes de pulpa de café, se analizaron en 

un equipo enzimático YSI modelo 2700 Select, para determinar L-láctico y glucosa residual, 

usando como solución amortiguadorael YSI 2357 Buffer concentrate (el contenido del sobre 

diluídoen 450 ml de aguadesionizada) y el estándar YSI 2776 Standard D-Glucose 2.50 gil, 

1,-Lactate 0.5 di, con las membranas YSJ 2329 L-Lactate Oxidase e YSI 2365 Glucose 

Oxidase (YSI Incorporated a). Este equipo tiene una tecnologia que emplea una o más 

enzimas catalizadoras de reacciones produciendo finalmente H202. El peróxido de hidrógeno 

í 11202) es electroquimicamenteoxidadoen el ánodo de platino del electrodo. En enzimologia, 

los términos sustrato y producto son comunmente usados para describir una reacción. Una 

enzima es una moléculade proteína con gran especificidad, que cataliza la conversión de uno 

o más sustratos, en uno o más productos. En esta tecnología, una enzima oxidasa siempre se 

ve envuelta desde que el producto de una reacción oxidasa es el peróxido de hidrógeno. Ei 

sustrato, como la glucosa, entra en la m a r a  de muestra, es agitada y diluida. El sustrato 

entonces se difunde a través de una membrana de policarbonato. La velocidad de la reacción 

química mostrada más abajo es limitada principalmente por difusión. Una vez que pasa la 
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membrana de policarbonato, el sustrato encuentra una tina capa de la enzima oxidasa 

apropiada y ocurre la siguiente reacción 

Sustrato + O2 ’ 11@2 1 Subporducto 

Aunque el oxigenoes consumido en esta reacción, en la solucion amortiguadora no se agota 

el oxígeno, ni la velocidadde la reacción enziniatica es muy sensible a pequeños cambios en 

la concentración de oxígeno. Por lo tanto, no es necesario medir o controlar el contenido de 

oxígenoen la camarade muestra. 

4.6.13 Evaluación de la microflora 

Se tomaron y pesaron por duplicado 10 g de muestra de pulpa de café la cual se suspendió 

en 90 ml de sgua destilada est&¡¡ con un tensoactivo (Tween 80, I mlll) y se hornogeneizó 

en una licuadora (Sunbeam) durante 3 mirndos a temperatura ambiente. A partir de esta 

s u s p e ~ ó n ,  se hicieron diluciones kinzaies  en tubos de vidrio con 9 ml de agua destilada 

estéril con Tween 80. Con el fin de limitarel número de cajas inoculadas, se usó una técnica 

que consiste en depositar 20 PI de cada dilución por triplicado en cajas de Petri de me& 

MRS y PCA (Gaime-Perraud, 1995) como se indica en la Figura 5 2 

I O R  
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Las cajas de Petri con medio MRS se incubaron a 30oC durante 48 h en atmósfera anaerobia 

mediante un sistema Anaerocult A (Merck @). 

La distinción entre bacterias y levaduras se realizó observando al microscopio frotis en 

estado fresco. 

5.6.14 Materia seca, humedad 

Para ladeterminaciónde la humedad se muestreó por duplicado (A y B) pesando alrededor 

de IO g por cadamuestra (Gaime-Perraud. 1995), se secaron en una estufa a IOOT (Felisa) 

hasta peso constante. Una vez seco se dejó enfriar en un desecador y se pesó en una balanza 

analítica (Ohaus modelo Galaxy 200). 

4.6. I5 pH 

Se tomaron aproximadamente 5 g de pulpa de café ensilada, a los cuales se les hizo una 

dilución en peso con aguadestilada hasta 50 g (dilución 1: lO  píp). se agitó en una pamlla 

durante 3 a 4 minutos se midió el pH en un potenciometro marca Conductronic modelo pH 

20, después las muestras se congelaron a -20'13 para análisis posteriores de ácidos grasas 

volátiles, glucosay fructosa (Gaime-Perraud, 1995). 

La calibración del aparato se realizó con soluciones amortiguadoras de referencia de Ftalato 

ácido de potasio a pH 4.01 I 0.01 y solución de fosfatos de sodio y potasio (Sigma@) a pH 

7.00 0.01 a temperatura ambiente. 

4.6.16 Expresión de resultados 

Los resultados de los analisis de ácidos y azúcares fueron expresados en gíi y convertidos a 

porciento de materia seca por la siguiente fórmula: 
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x x I00 

D x P x ?/o MS 

donde: 

X es la concentración de ácido o azúcar obtenido (dl), 
D es el factor de dilución, 

P es lacantidadde muestra hiunedaanalizada(g), 

% MS es el contenido de materia seca de la muestra (%) 

Los resultados obtendos en le eveltrricton de la microflora están expresados como el log de 

las unidades formadoras de colonias por gramo de pulpa de café seca, calculado con la 

siguiente fórmula 

Número de colonias 

D x P x ''A MS 

. donde: 

D es el factor de dilución, 

P es la cantidad de muestra tomada (g), 

% M S  es el contenido de materia seca de la muestra (Oh) 
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5. RESULTADOS Y DISCUSION 

En el presente capítulo se encuentran los resultados obtenidos en las pruebas realizadas a las 

cepas de bacterias, las cuales fueron aisladas de ensilados de pulpa de café, con el fin de 

caracterizarlas fenotipicamente, para después llegar a la posible identificación de las mismas. En 

una segunda parte (sección 5.2) se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de ensilajes 

realizados en pulpa de café, para conocer el efecto de éste método de conservación en la pulpa de 

café fresca 

5.1 Aislamiento, carac . :zaciÓn e identificación de cepas de bacterias iácticas 

provenientes de ensilajes A* pulpa de café. 

Un total de 50 cepas de bac’terias fueron aisladas de 4 ensilajes de 3 meses, los naturales I y 5 ,  y 

los pie de cuba 3 y 4, mediante el proceso descrito en la sección 4.6.1 del capitulo 4. Las cepas 

aisladas fueron agrupadas de acuerdo a la descripción macroscópica de las colonias en caja de Petri 

con medio MRS. En la Tabla 5.1, se encuentran representados los IO grupos de bacterias, en 

donde se describe la forma, la elevación, el margen, cl color, la superficie, la densidad y la 

consistencia de las colonias de cadagrupo 

I’rbla 5.1 Descripci,ón morfológica de las colonias en medio MRS en caja de Petri. 
.......I.-_..II^..,_ I-.-. .... ”._.”_ ................. .,._..-- -._.l .... ,.__.. ... ..-.__.<. ..... - 

.. . . . . . .  Color Superficie Densidad Congiste,neia 
I Circular Convexa Entero Crcinn I.isa Opaca viscosa 

IV Circular Convexa Entero Blanco Lisa Opaca viscosa 

VI1 Irregular llmbonada Ondulado I.lueso Lisa Translucida viscosa 

IX Circular Pulvinada Entero Blanco Lisa Opaca viscosa 
~----,..”-,--- bar ........... I.__ Lisa ..... ”. . .-ll“......_...”l----”.-“I Translúcida V i m  .,. 

I I  Irregular Pulvinada Ondulado Hueso Rugosa *Lig Trans Quebradiza 
1 1 1  Circular Plana Entero Crema Lisa *I& Trans Viscosa 

V Irregular Convexa Ondulado Blanco Lisa *Lig Trans Viscosa 
VI Irregular Urnbonada Ondulado Blanco Lisa *Lig Trans Viscosa 

Vlll Circular Convexa Entero Hueso Lisa Translucida Viscosa 

Circular Convexa Entero 
11.. 

X 
+Lig trans = Ligeramente translúcida 

I 
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Estas cepas fueron sometidas a pruebas de tinción de Gram, catalasa, motilidad, acidificación y 

gas de glucosa. En la Tabla 5.2, se encuentran agrupadas las hacterias aisladas de acuerdo a la 

descripción de la morfología de las colonias en caja de Petri en medio MRS, así como los 

resultados obtenidos en las pruebas bioquímicas realizadas a dichas cepas. 

Sólo 31 cepas, pertenecientes a los grupos I ,  111,  iV, V, VI y IX, Iueron las que presentaron el 

mayor número de características de las bacterias Iácticas gram positivas, catalasa negativa, 

inmóviles, con forma de bacilos, dispuestas en cadenas y por pares, que fermentan carbohidratos, 

no productoras de gas, anaeróbicas, pero aerotolerantes, acidotolerantes entre otras (Seppo y 

Wright, 1993; De Vuyst y Vandemme, 1994), razón por lacual se consideró que correspondían a 

bacterias Iácticas, y fueron usadas para continuar los estudios sobre la caracterización. 
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'Tabla 5.2 Pruebas bioquírnicas realizadas a cepas aisladas de ensilados de pulpa de café 

. _ .  
I A S ' 1 3  

AS' I I 
AS'9 

SL '  I8MC 
A S 6  

SLIBMC 
S L 1 9  
A S 2  

SL18GC 
I1 A S S  

S L 2  
SL' I 6 M B  

A S 3  
S L 1 4  
AS'6 
SL '5  

111 ASIOGC 
ASIOMA 

AS"3 
SLI6MC 

SL '20  
AS'14 

IV AS4 
AS'15 
AS'7 
SL'2  I 

SL'16#  
V SL'7 

S L 9  
SL'2 

SI,' I 4  
AS'2 

VI S L ' 6  
SI.20 

s I. 16<" 
VI1 S L 5  

A S ' I O  
\ I 1 1  Sl.12 

A S 5  
S L ' 3  
SL4 
S1.6 
A S 1  

* S L 5  
* S L I  

I X  S L S  
SL'19  

x S L 1 7  

s L t i n u c  

nueva 
B I  
8 2  
u 3  
8 4  
8 5  
8 6  
8 7  
8 8  
8 9  
810 
B I  1 
8 1 2  
813 
8 1 4  
815 
816 
817 
818 
8 1 9  
820 
821 
8 2 2  
823 
8 2 4  
8 2 5  
8 2 6  
8 2 7  
828 
8 2 9  
830 
831 
8.32 
833 
8 3 4  
835 
8 3 6  
8 3 7  
8311 
I339 
8 4 0  
114 I 
8 4 2  
8 4 3  
8 4 4  
8 4 5  
8 4 6  
8 4 7  
8 4 8  
8 4 9  

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ - 
- + 

.. . . ... + 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Nd 
Nd 
Nd 
+ 
+ 
+ 
+ 

.. glucosa . - 



AS: Aislada del ensilajenatural I ;  AS': Aislada del ensilaje natural 5; SL': Aislada del pie de cuba 

3; SL: Aislada del pie de cuba 4; Nd: No determinado; B: Nueva nomenclatura. 

5.1.1 Crecimiento de bacterias lácticas en pectina y ácido tánico 

De las 3 1 cepas que presentaron características de bacterias Iácticas, se trabajó con un grupo de 19 

cepas. por razones prácticas de manipulación no se trabajó con el resto de las cepas. En la 

Tabla 5.3 se encuentra descrita la forma, tamaño y el crecimiento de las cepas en ácido tánico y 

pectina usados como fuentes de carbono diferentes a la glucosa, con el propósito de saber si son 

capaces de crecer en presencia de estos compuestos 

_ _  .. 
Bl 
B4 
B5 
(36 
B8 
B9 
B I O  
O18 
B19 
B2 I 
B22 
B24 
B25 
8 2 6  
1328 
r m  
t33n 

Tabla 5.3 Forma, tamaño y crecimiento de las cepas en el medio h4RS pectina y h4RS ácido 

tánico como fuentes de carbono 

Cepas Origen Dilucién Forma Tamitio Pectin. Acido 
ánico ... &F!L _-..I.__..._...___._ t . .~ 

1.25  + + . __.. .. . . _._ 
N 5  
PC 3 
PC 3 
N I  
PC 4 
N I  
PC 4 
N I  
N I  
PC 4 
PC 4 
N I  
N 5  
N 5  
Pc' 3 
P(' 3 
PC 4 

. . . -_ .-- 
SM 
1 o-I 
I o '  
I 0-2 

1 o' 
SM 

SM 
SM 
SM 
SM 
SM 

SM 
I o *  

1 o-* 
I o-2 
1 o-' 
I o' 

.-.~.- _._ 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 
Bacilo 

1.25  
I . 25  
1 .25  
1.75 
1.62 
1.25 
I .25 
1.25 
1.25 
I .75 
1.25 

2 
1.5 
2 

2 . 5  
2 .5  

I . 25  
7 

131 5 PC' 3 I o-' Bacilo 
ü48 PC 3 1 o-I üacilo L -- -... ~ . - - - - . -  1 

Bi: Nueva ncrrnanclatura; N: Aislada del naturnl lote I ó 5; PC: Aislada del pie de cilba lote 3 Ó 4; 

SM: Proveniente de la solución madre; 1Q': Preveniente de ladilución 1,2 Ó 3. 
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Se aprecia que las 19 cepas son bacilos, y el tamaño de éstos varía entre I 25 y 2 5 Cim 

aproximadamente, lo cual mostró homogeneidaden algunos grupos, con excepciones como el caso 

de las cepas B8 y B9 del grupo I ,  la cepa B22 del grupo Ill, éstas tienen un tamaño mayor a las 

del resto del grupo Mientras que para el grupo IV, las cepas B25 y B28 presentan el mismo 

tamaño y el resto son menores. Las cepas del grupo V son del mismo tamaño. La dilución ayudó a 

conocer la permanenciade las cepas dentro de la masa ensilada, donde se puede observar que las 

cepas que se encontraron en diluciones más pequeñas, son la B9  que pertenece al grupo I ,  así 

como B29 y B30, ambas del grupo V 

El origendetenninó la procedencia de un ensilaje natural o por pie de cuba, lo que indica en este 

caso que al provenir una cepa Iáctica de un ensilaje natural, las bacterias Iácticas de la microflora 

epifítica dominaron la fermentación. En este caso se observa que poco más de las bacterias 

aisladas provienen de pies de cuba. Tambien se observa que 1 O de las 19 cepas fueron capaces de 

creceren el medio MRS sólido con pectina y MRS sólico con ácido tánico, lo cual indicaque estas 

cepas pueden crecer en pectina, la cual es un polímero de dificil asimilación, y que son resistentes 

al ácido tánico, que es un compuesto tóxico. 

Di Menezez (1 993) demostró que en medio líquido las bacterias lácticas son capaces de degradar 

los taninos, que de acuerdo a trabajos realizados por Braham y Bressani (1979), Zuluaga y 

Tahacchi (1980) los taninos de la pulpa de café (C'. wrihic<i) de las variedades Mundo Novo y 

Bourbon, se encuentran en 8.6 y 3.7 YO MS, respectivamente. Mientras que las sustancias 

pécticas se encuentranen 6.50 YO MS (Bressani y col., 1972). 

5.1.2 Perfil fermentativo y crecimiento de bacterias Iácticas 

El grupo de 19 bacterias, se hicieron crecer en medio MRS líquido para análisis en HPLC y así 

conocer el perfil fermentativo de cadacepa. Los resultados de la producción de ácido DL láctico se 

observan en la Figura 5.1, donde las bacterias del grupo I se encuentran representadas en color 
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til mayor rnetaboliio de Ins bacterias Iácticas es cI ,íci<lo Iictico' el cual es reslioiisal>le de los 

cambios de pII en su amhietile de creciniiento, sulkiente para inhibir muchos inicrooiganisrrios, 

,.\<leinás del efecto del p11, co~no cor1 otros ácidos gmos (le ca<lcti;i corta, la l h r i a  no dist>ciada de 

la mo1éciil;i inteiviaie en el electo ntiliriiicrohi;iiio col;ips;iii~lo el gi.;idiciitc clectroquímico 

(Iiklund. 19x9) caiisaiido Iiactetiostasis y <:~etiiiialnictite la miictle (le las Iiacterias siisceptihlcs. 

Irsto es del)ido n que, las li>nn:is tio disoci;iclas del kido piie<Ieri peneiral 1:i irieirihrann ccliilnr 

triicrol>iana e interíenr con funciones rnetaliolicas esenciales como trarislocncii>tie.,~ciOiies del sustrnto y 

losii~iilaci~m oxidativa. rediicieiiclo el 1111 iiiiraceliilnr (Ilaird-l'arhw. 1<)80). 



El crecimiento y la formación de productos por microorganismos, son procesos de bioconversióii 

en los cuales los nutnentes químicos son asimilados en la fermentación y son convertidos en masa 

celular y inetabolitos. Estas conversiones pueden ser cuantificadas por un coeficiente de 

rendimiento expresado como la masa de células formadas por unidad de masa de nutriente 

consumido Yxis (Wang, 1979). En la fermentación homoláctica se reportan como buenos 

rendimientos los que se encuentran en O.  I g de bioniasd g de glucosa0 bien 18 g de bacterias/ mol 

de glucosa fermentada, lo cual coincidecon los resultados obtenidos en este estudio. 
I 

Con la bacteria Iáctica Streplococcus jueculis, Bauchop y Elsden ( 1960) determinaron un 

rendimiento de 22 g de S. fueculisi mol de glucosa (0. I 2  g de biomasaí g de glucosa). Cuando las 

bacterias Iácticas aerotolerantes crecen en aire, el rendimiento es usualmente más alto que bajo 

condiciones de anaerobiosis. Para S. fueculis los rendimientos se incrementan de 22 a 52 g de S. 

,fUeculisl mol de glucosa, o bien 0.28 g de biomasd g de glucosa (Gottschalk, 1979). Hayashi y 

Kozaki (1980), encontraron un rendimiento para S. hovis de 36 g/ mol de glucosa fermentada (0.2 

g de biomasaí g de glucosa). 

El metabolismo de tipo homofermentativo y heterofermentativo de cepas de bacterias aisladas 

puede ser fácilmentedistinguible por análisis en HPLC (Figura 5 3) Las cepas que sólo producen 

ácido láctico por medio del ciclo de Embden-Meyerhof-Parnas (MacFaddin, 1993), 1 8 moles a 

partir de 1 mol glucosa, se calificancomo homofermcntativas obligadas 
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Cepas 

Vigiira 5.3 Indice de hotrioíenrierilaciiin de I);icleti.zi Iiclicns. Grupo I, azul liicrlc: griipo 111. 

amaiillo: griipn IV. rosa: griipo 1:. aziil clai-o: gnipo i:I, ver<le: gtiipo IS. rnjo. 



Cepas  

0 Ac. I. Iactico 0 Gluc Pes 



5.1.4 Pruebas enzimáticas por el sistema APIZYM 

Para llevar a cabo esta prueba, as¡ como la de API SO Ctl y la restricción del DNA, se 

seleccionaron las I O  cepas que crecieron en medio MRS sólido usando como fuente de c a h n o  

ácido tánico, que es un compuesto tóxico y MRS con pectina, que es un polimero de dilicil 

asimilación (Tabla 5.3). Los resultados obtenidos en las pruebas de APIZYM, de la Tabla 5.4, 

muestran que las cepas de bacterias Iácticas presentan varias enzimas constitutivas. Las lecturas 

de la galeriase tomaron con referencia a una tabla colorimétrica incluida en la misma. Se tomó en 

cuenta la intensidad del color de acuerdo a los números descritos a continuación: O = Negativo: 

I = 5 nmol; 2 = IO nmol: 3 = 20 nmol; 4 = 30 nmol; 5 = Positivo 2 40 nmol. 

Tabla 5.4 Resultados obtenidos en las pruebas por el sistema APIZYM. 
....... .,... .. ,. ,,, ..... ...... " -,._.... . .-----.." .--. ...... ,,._)_ ......... , ...... . I ..-..-......---....-.---..---.. I, , .......... .-.... . - 
Apizym €31 B8 ~ .. B9, B18 B1 B25a B25b 826 ..... ,B29,,,BJO B48 
Control O O O O O Q O O O O O 
Fosfatasa 0.5 I 0.5 0 . 5  0 . 5  0.5 0 .5  0 .5  0.5 0.5 0.5 
alcalina 
Esterasa (C4) 2 I 2 I I 2 3 3 3 4 3 
Esterasa lipasa (C8) 2 I I 1 0.5 1 3 3 4 4 4 
Lipasa (C14) 0.5 0.5 O 0 .5  O O O O I 0.5 0.5 
Leucina arilamidasa 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4 5 
Valina arilamidasa 4 5 4 3 4 3 5 5 5 5 5 
Cisteiiia arilamidasa 0.5 0.5 I 0.5 I 0.5 I I I 1 I 
liipsina O O O O o o O O O O O 
a-cli yinotripsina O O O O o o 0 . 5  0.5 I 0.5 0.5 
Fosfatasa ácida 2 2 2 I 2 2 2 2 2 2 2 
N~Itol-AS-Rl-f~sfo 3 2 2 0.5 2 2 2 2 2 4 I 

2 0.5 0.5 I 1 o 
5 3 

a-<;alactosidasa 5 2 I o I 
I<-(;alactosidasa 5 5 5 5 5 5 3 2 .Y 

I\-Glucuroiiidaia o O O O o o o o O o O 
a-(iliicnsitlasa 'I 4 3 0.5 1.5 1 3 2 5 5 5 
tLGliicosidnsa 5 5 4 4 5 5 2 1.5 3 2 2 
N-aceiil-(l- 5 5 5 4 5 5 O o O o o 
gliicoaini<lasa 
a - i i i i i t i o ~ i d ~ ~ ~ n  O O O o o o o O O o o 

. . , .  O O O 1 O O O 0.5 0.5 0.5 a-íiicosidasa 

- 

. . . . . . . . . . . .  ...,.- ............ ., .. . . . .  - ...................... ._.. ...... , . . . . . . .  , . . . .  

Estas cepas fueron incapaces de producir tripsina, P-Glucuronidasa y a-manosidasa, aunque se 

aprecia que para enzimas como leucina adamidma, valina arilamidasa, P-galactosidasa, a y f3 
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glucosidasa. las cepas mostraron muy buena actividad catalitica. Idas bacterias Iácticas son 

exigentes y para su desarrollo necesitan de varios aminoácidos y vitaminas, va que su presencia 

permite activar la multiplicación celular de las bacterias. Para su creciiiiiento son indispensables 

aminoácidos como la leucina. la valiiia, el ácido glutámico, la arginina, la tirosina y el triptolano: 

vitaminas como el pantotenato y la niacina, así como cantidades no despreciables de M n” y de 

Fe’’ (Ledezma y col., 1977). Esto comprueba porque las cepas fueron capaces de mostrar una 

actividad enzimática para las enzimas antes inencionadas. 

También es importante señ’ que en el metabolismo iiomoferrnentativo, la fi-galactosidasa tiene 

un papel preponderante cui; ;o la lactosa es usada como fuente de carbono, esta es tomada del 

medio por una permeasa A7 dependiente (muchos lactobacilos y Sircpiococcus ilterrnophilirs). 

es primero convertida en gl;.cosay gabtosapor la P-galactosidasa, o cuando es tomada del medio 

por la acción del sistema fosfoen<>lpirwatoíiei>endiente fosfohansferasa (PEP-PTS), es 

hidrolizada en g4ucosa y galactosa 6-fosfato por la fosfo-p-galactosidasa. La galactosa libre es 

primero fosforilada y después’ metabolizada a glucosa 6-fosfato por la ruta Leloir y finalmente a 

lactato por la nits glucolítica, la galactosa 6-fosfato es utilizada a través de la ruta tagatosa 6- 

fosfato resultando en la producción adicional de ácido láctico (.Kandler, 198?). El uso de este 

sistema permitió conocer la actividad enzimática de las hacterias licticas, lo que sumado al resto 

de las pruebas realizadas completó la caracterkacibn de estas cepas. 

5.1.5 Perfiles de la fermentación de carbohitlrntos porel Sistema ,\Pi50 CH 

En la tabla 5.5 se muestran los perfiles de la fermentación de carbohidratos por el sistema 

API 50 CH. üe acuerdocon estos perfiles, las cepas 139, 1319. l325a, B48, BI y 138 corresponderi 

a la especie /,uc/ohucillusplanrurum. De estas cepas, 1348 inostri, un perfil dudoso y B I mostró 

un perfil bueno, mientras que el resto mostraron perfiles de identificación muy buenos. Cabe 

señalar que en las pruebas realizadas en HPLC, la cepa U9 reunió todas las características de una 

bacteria lhctica heterofermentativa (formación adicional de ácido acético, ácido propiónico y 
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etanol), lo cual no concuerdacon los resultados del perfil de identificacióngenerado por el sistema 

API 50 C1-l 

Estudios previos han mostrado que las pruebas fenotípicas analizadas por este sistema, pueden 

dar relativamente amplias variaciones en los perfiles de fermentación entre las mismas especies 

(Molin y col., 1992, 1993), lo cual puede conducir a confusiones en los resultados de la 

identificación. Las cepas B 18 y B26 corresponden a I.uc/ohucilliisplun/ururn I ,  la primera mostró 

un perfil con una excelente identilícación y la segunda con un perfil dudoso. L a  cepa B29 

corresponde a I.uc/ohrici//uspuructr.~ei I ,  la  cual mostró una excelente identificación, mientras que 

la cepa B3O corresponde a I,uc/ohuci/lus prrtrccisei purucusri, que mostró un perfil de 

identificación dudoso. La cepa B25b mostró un perfil inaceptable probablemente porque la cepa 

provenía de una colonia impura. 

Cabe señalar que ninguna de estas cepas fue capaz de fermentar carbohidratos tales como: 

Glicerol, Eritntol, D-arabinosa, L-xilosa, a-metil-D-glucosido, Almidón, Glucógeno, Xilitol, D- 

lixosa, D y 1, fucosa. i> y L arabitol, 2 y 5 celo-gluconato. ES importante señalar que autores 

como Agati y col. ( 1998) usaron el sistema /\PI 50 CI I para determinar el perfil fermentativo de 

carbohidratos de 12 aislados de maíz fermentado (ogi y mawe) para confirmar los resultados 

obtenidos por la técnicade restriccihn de DNA (RFLP) y la posterior identificación de las cepas, 

encontrando con ello 2 nuevas cepas de bacterias ainiloliticas. 

Joliansson y col. ( 1995) aislaroncepas de ogi, junto con otras cepas de referenc.ia y las clasificaron 

fenotipicamente de acuerdo a la  habilidad para fermentar los 49 carbohidratos del sistema. 

encontrando 7 grandes grupos con un nivel de similitud de 82 %. Fibweroa y col. (1995) tambien 

usaron el sistema para la caracterización de 3 colecciones de cepas aisladas de la fermentación de 

yuca agria, encontrando que muchas pertenecen a diferentes especies de /AtC/ohUci//UT. 
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Bi: Bacteria; Lbpal : Lactobacillus paracasei I : Lbpp: Lactobacillus paracaseiparncasei; Lbpl: 

Lactobacillus plantarum; Lbplí: Lactobacllfus plantarum I ; Ex Id: Excelente Identificación; 

MBI: Muy Buena Identificación; BI: Buena Identificación; Du Id: Dudosa Identificación; hac: 

Inaceptable; ?: Resultado confuso. 

J.1.6 Analisis de los perfiles de restricción (RFLP)de cepas de bacterias lieticas 

Entre los procedimientos clásicos para la clasificación de cepas, las pruebas bioquimicas o las 

características nutricionales, no son suficientes para distinguir cepas de las mismas especies. De 

entre varias técnicas moleculares desarrolladas, el análisis de restricción por endonucleasa del 

genoma bacteriano ha mostrado ser una herramienta útil para la diferenciación de bacterias. Por 

éste método simple y rápido, es posible observar diferencias reproducibles entre cepas 

(Le Bourgeoisy col., 1993). 

Se presentaron claras diferenciasen los perfiles de las cepas de bacterias Iácticas. En la Figura 5.5 

se observan los perfiles de 9 de las I O  cepas sometidas a esta prueba, el carril 1 corresponde al 

marcador Se aprecia que, las cepas B29,B48 y B26 son similares, lo que da indicios de pertenecer 

a la misma cepa. En los resultados arrojados con el sistema API 50 CH, el perfil de la 

fermentación de carbohidratos es diferente para cada una de ellas, aunque el perfil de las cepas 

848  (I,uc/ohucrllusplun/urum) y B26 (Lactobucrllm plantarum I )  fueron dudosos, mientras que 

el perfil de la cepa B29 (I,uctobucrllurparacusei 1 ) mostró una excelenteidentificación 

El otro grupo con características similaresentre si, son las cepas BI 8 y €319, así como el grupo de 

las cepas B9 y BI (por el sistema API 50 CH, ambas resultaron ser Iucrohucillzcs planlorurn, con 

perfiles de identificación muy bueno y bueno, respectivamente). La cepa B30 (fmtohucilllrs 

puwcusei purucusei) resultó ser diferente a los tres grupos anteriores, mientras que la cepa 8 8  

(por API 50 CH mostró un perfíl de identificación muy bueno para ~,aciobacilluspluntarum) fue 

diferente a los tres grupos anteriores, así como tambien resultó ser diferente de la cepa B30. Esta 
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ticnica ha sido empleada por autores tales como Agati y col., (1998), que aislaron 12 cek’as de 

bacterias Iácticas amiloliticas heterofermentativas dc procesos ferrnentativos de masa agriade rnaiz 

(conocida corno ogi y iiia\c6). Estas cepas fueron sornetidas a perfiles de restricción de DNA t 

comparadas con perfiles de fermentación de carlwhidratos. Con la  técnica de restricción fue 

posible la discrirninacii,ndt: cepas entre los 12 aislados presentados v con la ayuda de los perfiles 

de fenncntación se encontraron 2 nuevas cepas de bacterias Iácticas amiloliticas, Ogi E I y Mw?. 

Villani y col. ( 1997 j encontraron diferenciasen los perfiles de restricción de cepas de /,eitcwio.uoc 

nttsetueddes aisladas de pasto del campo, suero de leche y leche de bufalo, mientras que ilíaz 

(, 1999) encontró 13 perfiles de restricción diferentes en cepas aisladas del pozol. 

Figura 5.5 Pertiles de restncción del DNA de cepas de bacterias Iácticas. En el carril I se 

encuentraelmcircador,enel2 lacepaB29,enel3 laBP,enel4 laB18 ,ene lS  la30 ,ene l6 laB19 ,  

en el 7 la B48, en el 8 la B26, en el 9 la B1 y en el 10 la B8 



i Ai.! '  
La selección de las bacterias usadas como inócuio en el ptoceso de ensilaje para la conservación de 

pulpa de café fue como se menciona a continuación: se aislaron 50 cepas de bacterias, las cuales se 

sometieron a distintas pruebas bioquímicas, de las que 31 cepas mostraron todas las 

características de las bacterias lácticas. 

Por razones prácticas, se trabajó sólo con 19 cepas, a las que se les realizaron perfiles de 

fermentación, rendimiento, así como también se hicieron crecer en medios con MRS pectina y 

MRS tánico, de las cuales IO cepas pudieron crecer en presencia de estos compuestos, razón por 

la cual se seleccionaron para realizarles análisis de enzimas por el sistema APIZYM, el perfil de 

carbohidratos por el sisten. . 'I 50 CH y el perfil restricción del DNA. 

De acuerdo con estos resul' dos, y al resto que se había obtenido con anterioridad, se decidió 

aplicar como inóculo a la pulpa de café, a las cepas B 18 y B29 por la excelente identi ticación que 

se obtuvo por el sistema API 50 CH, así como por los resultados del índicede homofennentación, 

rendimiento, por su crecimientoen presencia de pectina y en ácido tánico. asi como por el resto de 

los rewltados de las otras pruebas. 

77 



5.2 Alilicación de inncutantes de bacterias tácticas en la conservaci6n de pulpa de café por 

el proceso de ensilaje 

Coino se inencionóen la sección 4.4.2 del capítulo 4,  se utilizaron como inóculo para el ensilaje, 

dos cepas de bacterias Iácticas, la 829 y U 18, con el fin de acelerar la fermentación y por lo tanto 

conservar la pulpa. Estas cepas fueron aisladas de ensilajes de pulpa de café, y fueron 

seleccionadas para usarse como inóculo, por haber obtenido una excelente identificación en los 

pertiles de fermentación de carbohidratos, así como por los buenos resultados obtenidos en la 

caracterización fenotipica a las que fueron sometidas dichas cepas. Se utilizó como sustrato pulpa 

de café fresca, el proceso se describe en la sección 5.1 del capítulo 4 de Material y Métodos. 

5.2.1 Par&nstms frsico-químicos de los epsilajes n%urdes e inoculiúes 

Diferentes parámetros tales como: el pH, la producción de ácido láctico y de ácidos grasos 

volátiles, la humedad, los azúcares totales, el etanoi y la perdida de materia seca, se siguieron en el 

transcurso de la fermentación. En cada una de las cinéticas se encuentran representados los 

perfiles de los parámetros de los 5 diferentes ensilajes llevados a cabo; natural I (NA I ) y natural 2 

(NA2), que fueron los Controles, inoculado al 3 % con la cepa 8 2 9  (B293), inoculados al 3 y I O ?a 

con lacepa B18 (BIS3 y B1810, respectivamente). 

5.2.1.1 Evolución de loci azúcares totales 

I A K  principales azúcares presenies cn la pulpa de café son la fructosa, quc constiíuvc 

aprouiiiiaduiiiente el 50 "ro de los azúcares libres, In glucosa que representa el 30 041. y el 20 ?ó 

restante son sacarosa y galactosa(Zuluag8, 1981). En la Figura 5.6, se observan los perfiles de los 

azúcares en el transcurso del ensilaje. Se aprecia que los azúcares libres se encuentran entre un 25 

y 40 o/'o MS, y son consumidos casi en su totalidad al final de la fermentación, la glucosa se agota 

primero por ser la que se encuentra en menor cantidad. 
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gran tlisminución a las 120 h donde Ilegtia una cantidad de 4 "'O MS. de los que I 4 ? ó  crari glucosa. 

la cual sc agotó a las 144 h para quedar al final dc In lermcntación una concentracitin de fructosa de 

3.3 '4 MS.  

tln los ensilajes inoculados al 3 y I O '?,ó con lacepa 1.3 18, los azucares presentaron el mismo pertil 

que el natural 2 durante las primeras 72 h, los que se ven consumidos lentamente, cl del 3 "0 

presentó unacantidadde azúcares inicialde 29.3 ?,'O MS ( 16.8 ?'O liuctosa y 12.5 O h  glucosa). A las 

240 h la glucosa fue consumida por conipleto quedando al final I .9 0/ó MS de fructosa, mientras 

que el del I O  %, presentó una concentración inicial ilc azúcares totales de 24.5 '?/O MS ( 15 0'0 

fructosa y 9.5 % glucosa), donde los azucares no se agotaron en su totalidad, ya que finalizaron en 

7.  I YO MS (3.3 30 fructosa y 3.8 30 glucosa), probablemente debido al retardo en la aparición de 

las levaduras por el efecto de la inoculación. El hecho de que menos carboliidratos fueran 

consumidos en el ensilaje inoculado al IO YO con la cepa B18, comparado con los ensilajes 

naturales e incluso con los otros inoculados, puede indicar una fermentación más eficiente (Rooke 

y col.. 1985; Weinbergy col., 1988). 

El gran contenido en azúcares influye directamente en la evolución de la fermentación Iáctica 

(Pettersson y Lindgren, 1990). De acuerdo con lo mencionadoen bibliografía una concentración de 

azúcares entre 12 y 13 % MS es necesario para obtener un ensilajede buena calidad (,Demarquilly, 

1985; Gouet, 1994). En estos resultados, se aprecia que la cantidad inicial de azúcares presentes 

en los ensilajes de pulpa de café fresca es elevada (de 25 a 40 O/O MS) sobrepasando en algunos 

caws lacantidad reportada por Zuluaga (1981). Chime-Perraud (1995) encontró que en pulpa de 

café secada al sol, las concentraciones iniciales de glucosa mis fnictosa estaban alrededor del 

5 n,ó MS, mientras que Delgado-Vidal( 1999) encontró en pulpa secadaal sol una concentración de 

aziicares de 33.7 MS y en pulpa fresca 38.4 ?h MS, este último valor coincide con los 

rcsiilt:idos obtenidos para ensilajes de pulpa de café fresca en el presente trabajo. 
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En los casos naturales I y 2 ,  se observti una dikrericiaentre ellos, ya que el natural I presentó u n  

pll inicial menor (4.49) que el del natural 2 ,  que presentó un pll inicial de 5. 10s cuales en el 

transcurso de la fermentación disminuyeron presentando pll  finales de 3.35 v 3.71 

respectivamente. En los ensilajes inoculados al 3 y IO YO con la cepa 818, identificada como u11 

/ . < ~ ~ / ~ ~ I > < i ~ ~ ~ I / / ~ , ~ ~ ~ l ~ i ~ i i ~ r r i r i n ,  no se presentaron diferencias a pesar de que el segundo fue inoculado a 

un mayor porcentaje. Al inicio de l a  fermentación el inoculado al 3 o/, presentó un pH de 4.81, 

mientras que el pl-1 del inocualdo al I O  Oh fue ligeramente inenor (4.69). En el transcurso del 

ensilajeel pH de ambos disminuyó presentando un perfil niuy parecido, excepto que a las 240 h el 

inoculado al I O YO presentó un ligero incremento para terminar a las 360 h en un p H  de 3.56 que es 

mayor al  que presentó el inoculado al 3 % que terminó con un pl I de 3.47. 

Los valores de p€i se sitúan dentro de lo reportado en bibhogratla (Brookes y Buckle, 1992; 

Weinbergy col.. 1995; Mahanna, 1996; Rutherford, IYYX), donde se Ilegóinclusoa valores de pH 

menores que los presentados por Game-Perraud ( 1995) con ensilajes de pulpa de café secada ai 

sol (pH alrededor de 3.9), así como en los obtenidos por Delgado-Vidal en pulpa ensilada (ptl de 

3.9) 

52.1.3 Producción de ácido láctico 

La formación de ácido láctico es un indicador de la fermentación táctica y por lo tanto del éxito del 

ensilaje(Megias y col , 1993b). La producción de icido láctico fue m i s  evidente en los casos en 

los que l i tho inoculacitin, ya que ésta aumentó clcsde el inicio de la fermentación (Figura 5 8) 
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incrementándose hacia el linal de la fermentación hasta niveles de 15. I y IS ?ó MS, a las 240 y 

360 h respectivamente, mientras que la producción de IAictico finalizó en 5.5 Of, MS. 

Idos ensilajes naturales I y 2, presentaron perfilcs muy parecidos, con excepciónde que al final de 

la fermentación del natural I se presentó un incremento en la producción de láctico linalizando en 

13.8 % MS, siendo 5.6 % de L-láctico. El natural 2 finalizó con un nivel dc IN, láctico de 

10.9 96 MS (L-láctico de 4 % MS). Cabe mencionar que en el natural I ,  tambikn se detectó la 

presencia de ácido acético a las 168 h en una cantidad de I .  I ?/o MS finalizando en I .6  ?ó MS. Sin 

embargo, no se encontró ningunaparente efecto inhibitorio en las levaduras presentes, a partir de 

que el ácido acético fue detectado, por lo que no concuerda con lo mencionado por Moon ( I983 j y 

Weinbergy Muck (1996). No se detectó la presencia de ácido propiónico, así como tampoco de 

ácido butírico en ninguno de los ensilados, lo cual indica que, a excepcióndel ensilaje natural I ,  los 

demás ensilados presentaron fermentaciones homolácticas. 

En IaTabla 5.6 se observan las tasas de aciditicación de los diferentes ensilajes, donde se aprecia 

que el que obtuvo una acidificación más rápida es el ensilaje inoculado al IO % con la cepa BIS. 

seguido por el inoculado con la cepa B29 al 3 96. Entre los ensilajes natural 2 e inoculado al 3 % 

con la cepa Bi8  no hay diferencias en la tasa de aciditicación, más si las hay en la cantidad de 

láctico producido, ya que en el inoculado la cantidad de ácido láctico producido es mayor que en el 

natural 2. También se aprecia que cl ensilaje que acidificó más lento fué el natural I .  Esto indica 

que el efecto de la inoculación en la taca de aciditícación IuL: positivo, sobre todo en el ensilaje 

inoculado con la ccpa I3 18 al 1 O ?/o, cn el que la I;isii de irioculaciitn fuc un factor prcpondcrante en 

la acidificación. 
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Para el ensilaje inoculado al 3 ?6 con la cepa B 18, el I-endimiento fue de 0.5 I g de ácido i>i. iicticoi 

g de sustrato. Mientras que para el inoculado con la cepa 1329 al 3 O';,, el rendimiento fue de 0.39 g 

de ácido DL láctico/ g de sustrato. I ' m  los ensilajes naturales I y 2. los rendimientos fueron de 

0.3 I y 0.40 g de ácido DL láctico/ g de sustrato' respectivamente. Esto indica que, el efecto que 

tuvo la inoculacibn del IO 06 con la cepa U 18, Iuc notahlc por cI buen rendimiento que presentó 

sobre los demás ensilajes. 

Catchpoole y Henzel (i971), mencionanque los niveles de ácido láctico descritos como óptimos, 

se encuentran en una conce~tm&n comprendida entre 3 v I3 YO. Por otro Indo, Mahanna ( 1 996), 

menciona que un ensilaje il mejor calidad es aquel en el que generalmente domina el ácido 

láctico a niveles entre 6 y . % de la materia seca del forraje. Los resultados obtenidos en la 

producción de ácido Iáctict oinciden con lo descrito por Luis y Ramirez (1985), así como por los 

de Megías y col., (1993a), en los que encontraron un alto desarrollo de bacterias Iácticas durante 

los primeros días del ensilaje, Ilegandoa una concentración máximade ácido láctico en el sexto día 

y una subsecuente estabilización. 

En estudios recientes realizados por üel Vidal f 1999). se encontró una cantidad de láctico a 

un nivel de 9.7 % MS, además de haber detectado una importante cantidad de ácido acético, 

6.4 Yn MS, así como una concentración de ácido propiónico de 2.8  ?/o MS, lo cual indica que este 

ensila-je fue dominado por bacterias Iácticas hcterofcriiicntativas obligadas. En el presente trabajo 

los ensila& inoculados alcanzaron niveles de ácido Iiictico itlrcdedor de 7 010 MS a l as  48 horas, 

que sc incrcmentaron en las horas siguientes, Ilcipi(lo en iilgunos casos a poco niás del doble. 

Estos datos sobrepasan las cantidades en la producciOn (IC láctico recomendadas en hibliograíia 

para un huen ensilaje. 
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Donde: NAI: Testigo para ensayo con Iacepa 1319; NA2: l'estigo para ensayos con la cepn 131X;  

R293: Ensayo con la cepa B29 inoculando al 3 ?' (V:P); 0183: Ensayo con la cepa 818 

inoculandoal 3 ?/O (V:P); B1810: Ensayo con Iacepa U18 inoculandoal 10 % (V:P). 

Estos resultados indican que la inoculación de los ensihjes al 3 '?/a, con las cepas R29 y E? 18, así 

comoel inoculadoal IO YO con la cepa 818,  no muestran resultados diferentes a los obtenidos en 

los ensilajes naturales, ya que ni aún el ensilaje con inóculo más fuerte logró frenar el desarrollo de 

levaduras y por tanto la aparición de etanol. Estas concentraciones indican que son debidas al 

crecimiento de levaduras o a una intensa actividad heterofermentativa (Weinberg y col., 1988). 

aunque esto último solo podría aplicarse al ensilaje natural I ,  ya que fue en el único caso en que se 

detectó hcido acético. 

5.2.1.5 Evolución de la humedad 

Subproductos con alto contenido de humedad fermentan muy rápido, perdiendo parte de su valor 

nutricional durante la primera semana de ensilajedebido a la  liberación de gases y al crecimiento de 

levaduras en el ensilaje(Ashbell y Lisker ,1987: Megías y col., 1993). El contenido de humedad de 

la pulpa de café a l  inicio de la feinentación, se encontrb entre 80  y 82 96 (I3ressani y col., 1977) 

para los diferentes ensilados, lo cual se observa en l a  Figura 5.12. 





-.- 
- 2  I- 



Donde: NAI: Testigo para ensayo con la  cepa 1329: NA2: ‘Testigo para ensayos con la cepa B 18; 

R293: Ensayo con la  cepa U29 inoculando al 3 ‘In (V:P): 6183: Ensayo con la cepa D l 8  

inoculandoal 3 % (V:P): B1810: Ensayo con lacepa B I8  inoculando al 10 04 (V:P). 

Durante las primeras 72 h de la fermentación Ilcgóalrededordel2 O/o PMS. Este se estabilin), mis 

a las 120 11 la pérdida se incrementó hasta 4.8 % y sc mantuvo con variaciones para terminar en 

4.7 ?/o PMS. Este incremento se debió probablemente al desarrollo de levaduras, que al consumir 

los azúcares presentes en el sustrato provocaron una perdida de materia seca de casi 5 %En el 

inoculado al 3 % con la cepa 818, a las 48 h la PMS llegaa 4 .7  %ó, en las horas posteriores el 

porcentaje se mantuvo alrededor de e 2. volviendo a increnientarse a las 240 h por arriba de 4 para 

terminar en 3.8 %. En el natural I se mantuvo alrededor del 2 ?/o I’MS (valores entre 0.4 y 2 . 8 )  

durantc toda la fermentación. En el caso del ensilado natural 7 ,  la muestra de las 74 h present¿) una 

pérdida de 9.2 ?/o (Io cual probablemente se deba a que esta muestra Iue mal ensilada), de las 48 h 

hasta las 120 h el porcentaje se mantuvo alrededor de 1.5, aumeniando a 4 %J a las 168 t i  para 

terminar con 1 .Y %o al final de la fermentación. 

El inoculado al I 0 % con la cepa B 18, el porcentaje de pCrdida de materia seca se niantuvo durante 

toda la fermentación entre 0.9 y 2.8,  por lo que fue uno de los ensilajes que presentó menos 

pkrdida, debido a que el nivel de inóculo más alto retardó la aparición de las levaduras, por lo tanto 

menor consumo de los azúcares y en consecuencia menor porcentaje de pérdida de materia seca. 

El otro ensilaje que presentó menos pérdida fue el natural I ,  el cual present0 un perfil bastante 

similar al del inoculado al 10 % con la cepa E3 18, en cuanto a I’MS. De acuerdo con Io reportado 

por Wcinbergy Muck ( 1996). el inoculante pudo haber dominado la fermentación en los ensilajes 

tratados, pero el ensilajecontrol, en este caso el natural I ,  fue similar. Por lo tanto, no se detectan 

efectos significativos del inoculante. Tal explicacih no puede ser documentada, pero se ha 

sugerido que en ensilajes de maíz, por ejemplo, presenta naturalmente una alta proporción de 



lactato:acetato, lo cual puede explicar la igualdadde resultados entre un ensilaje inoculado y un 

control 

L in  y col , ( 1992) han estudiado las bacterias Iácticas epifiticas en ensilajes de maíz y alfalfa, 

concluyendo que el conocimiento del numero y especies de bacterias lácticas, no predice el 

resultado de la fermentacióndel ensilaje, por lo tanto, la caracterización de las cepas de bacterias 

Iácticas epifiticas y la composición química del forraje a ensilar, particularmente el pert71 de los 

carbohidratos solubles y la capacidad amortiguadora. Esto no coincide con Pahlow ( l99l), quien 

mencionaque el conocimiento del número y la naturalem de la microflora Iáctica endógena inicial 

es necesaria para comprender el efecto y orientar la inoculación. 

El porcentaje de recuperación de carbono se observa en la Tabla 5.7, donde se aprecia que para los 

ensilajes inoculados la recuperación de carbono al Final de la fermentación fue casi total. Cabe 

mencionar que no se consideró el carbono de la pérdida de materia seca por tomarse como COZ. El 

ensilaje inoculado con la cepa 029 al 3 %, presentó una recuperadm de 91 Yn de carbono, 

correspnndiendo 44 Oh al carbono del ácido láctico y 47 % al de etanol 

Tabla 5.7 Recuperación de carbono de los ensilajes naturales e inoculados. 
I_._--- -_-- . -....._.l-..-.l-.----I_- 

Ensílajea . . ~  . ~ . ~ .  % de Recuperrción . _._ de carhono . . . . 

Natural I 67 
Natural 2 79 
Inoculado con lacepa I329 al 3 % 91 
Inoculado con la cepa BI 8 al 3 % Y I  

89 Inoculado con la cepa B 18 al I O % 
l__l-l.."* .".--....-_.-- -, -. 

Para el inoculado al 3 96 con la cepa B 18, la recuperación de carbono también es de 9 1 % ( 5  I % de 

láctico y 40 % de etanol). El porcentaje de recuperación para el inoculado al IO */o con la cepa 

B 18, fue de 89 % de carbono, de los cuales 68 YO corresponde a láctico y 2 I % a etanol. Mientras 

que. en el natural 2 se recuperó el 79 % (42 % a láctico y 37 % a etanol). En el natural 1 se 

93 



! 



Donde BNA1: Testigo para ensayo con la cepa €329; BNA2: Testigo para ensayos con la cepa 

H18; B293: Ensayo con la cepa B29 inoculando al 3 96 (V:P); B183: Ensayo con la cepa B18 

inoculando al 3 YO (V:P); Bl8lO: Ensayo con la cepa B18 inoculando al 10 YO (V:P). La letra L es 

para diferenciar las levaduras de las bacterias. 

En el caso de los inoculados con las cepas B29 y B I8 (la primera al 3 ?/o y la segunda al 3 y I O ?/o), 

todos los ensilajes se encontraron al inicio de la fermentación alrededor de IO" bacteriasi g MS, 

incrementándose hasta 10'" a las 72 h en los tres casos, lo cual indica la viabilidad de los 

inoculantes agregados. A partir de este momento los inoculados al 3 y 10 % con la cepa B 18 se 

comportaron de la misma manera y se mantienen, excepto que al final de la fermentación el 

numero de bacterias del inoculado al 1 O % fue de 10' y el del inoculado al 3 % de I O6 bacterias/ g 

MS, mientras que en el caso del inoculado al 3 ?O con la cepa 629 el número de bacterias se 

mantuvo casi constante hasta las 144 h y disminuyó para terminar en IO' bacterias/ g MS. Esto 

podria indicar que al haberse consumido el sustrato, las bacterias no se siguen multiplicando, pero 

se mantienen a pesar de ello. 

E n  el caso de las levaduras anaerobias, estas i c  encontraron presentes desde el inicio de la 

ferinentacih en una proporción de I O 5  levaduras! g M S  en los 2 ensilajes naturales, así como en el 

inoculadoal 3 ?/o con lacepa B29. l~lasta las 48 h Ins Irvaduras se mantuvieron alrededor de IO5/ g 

MS en el.tiatura1 I ,  a partir de este momento se incrcnicntaron a un nivel de IO' levadurasi g MS a 

las I70 t i  para finaliinr en IO'. A diferencia dcl natiir:il I ,  en el 2 ,  las levaduras no presentaron 

varincioneslas primeras 48 h, sino que se inantiivictoti en un nivel de poco menos 10' levadurasi g 

MS, aunque a partir de este tiempo, estas se incremcntaron presentando un perfil muy similar al 

del natural I ,  llegandoincluso a las mismas proporciones, excepto que al final de la fermentación 

se presentó una disminución en el natural 2 que llegó a 10' levaduras/ g MS, mientras que en el 

natural I las levaduras se mantuvieron alrededor de I O"/ g MS haciael final de la fermentación. 
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En el inoculadoal 3 "Ó con laccpa 1329. las levaduras se mantuvieron en IOi/ g M S  Iiasta I:IS 24 1 1 .  

en las horas posteriores se incrementaron de tal inaneraque a Ius 72 h ya habian alcanzado IO'. 10 

cual se vió reflejadoen la  producción de etanol, en el consumo de los azúcares, y en la pérdida de 

materia seca. A las 144 h se observa un disminución que continua hasta las 168 h llegando a un 

nivel de 10" levaduras/ g MS, que al tina1 de la fermentación alcaiiz6 nuevamente IO', esta 

disminución se debió probablemente al agotamiento de los azúcares dcl sustrato. 

En los casos inoculados con la cepa 6 18 al 3 y I O ?O. las levaduras aparecieron a las 120 h en una 

proporción de IO' y IO6 kvadurad g MS, respectivamente, lo cual indica que la cantidad de 

inóculo mostró un efecto iitorio sobre las levaduras al inicio de la fermentación, pero no lo 

suficiente como para inhibir':'; totalmente y durante todo el tiempo del ensilaje. t-iaines y Iiarmori 

( 1973) encontraron que el .do láctico inhibió el crecimiento de ,~/up/~yhcocczcu <Jf(T<'l/S solo en la 

etapa temprana, pero no en la etapa avanzada de Crecimiento, por lo que se piensa que estas 

levaduras son tolerantes a condiciones ácidas y a bajo pl-l íiiaird Parker, 1980). En el inoculado ai 

3 % se observa un ligero incremento a las 168 h que se mantuvo alrededor de IO', que se 

correlacionócon la producción de etanol, el consumo de azúcares del sustrato y el incremento en 

el porcentaje de la pérdida de materia seca. Hacia el final de la fermentación ocurrió el mismo 

fenómeno que en el inoculado con la cepa B29, ya que las levaduras disminuyeron hasta niveles de 

10' por la falta de nutrientes en el sustrato. En el inoculado al I O 76 con la cepa BO1 8 las levaduras 

tambien se presentaron a las 120 h pero en una proporción menor que en el inoculado al 3 ?O, y se 

mantuvieron alrededor de IO6 levaduras/ g MS, disminuyendo a las 240 h hasta I O "  para finalizar 

la krinentación en IO' levaduras/ g M S  que se cortel;icioiió c»11 la pr»ducci¿m de ctaiiol y cl 

consumo de azúcares del sustrato. 

La velocidadde crecimientode bacterias y levaduras se ciicucntra representada en la I'abla 5 8 I'ii 

ella se aprecia que en los ensilajes inoculados, las velocidades de crecimiento para bacterias son 

igualesen ambos medios (MRS y PCA) Lo mismo para los ensilajes naturales. pero se observa 
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una marcada diferencia en las velocidades de crecimiento para bacterias entre los naturales y los 

inoculados. siendo más rápido el crecimientode las bacterias de la microflora natural. 

Es importante mencionarque en los naturales, y el inoculado al 3 Oh con la cepa W29, las levaduras 

crecieron. incluso más rápido que las bacterias cn los inoculados con la cepa 13 I X al 3 y IO ?ó. 

mientras que en estos ensilajes también se detectaron levaduras, solo que no se pudo determinar 

su velocidad porque como se puede observar el grafico, estas se ven inhibida por el efecto de la 

inoculación en el caso del inoculado al 3 o/o c o n  la cepa BIS ,  mientras que en el inoculado al 10 O h  

se observa un retardo en la aparición de estas, lo que no permitió calcular la velocidad de 

crecimiento, por el hecho de que se detectaron casi al final del tiempo de la fermentación 

Tabla 5.8 Velocidad de crecimiento de bacterias y levaduras en los medios MRS y PCA 

Ensilaje VCBMRS VCBPCA VCLMRS VCLPCA 
(LogUFClg (LogUFClg (LogUFClg (LogUFClg 

. . ... . . ... . ~. MS.h) ~~ , ~ ~ ~. MS.h) . . ~ ~ ~  MS.h) .~ MS.h) 
Natural 1 0.07 0.06 0.02 0.02 
Natural 2 0.06 0.06 0.02 0.02 
Inoculado con la cepa E329 al 3 YO 0.01 0.01 0.03 0.02 
Inoculado con la cepa B i 8 al 3 YO 0.01 0.0 I Nd Nd 
Inoculado con la cepa B I8 al 1 O YO 0.01 0.0 I Nd Nd 

. " *  X.." -,-. I ,..I .-.--.. "yl ------ _IXI_.-_._" ,.- .,... I".-._Y.-.~._I _. . .",.".-..,.-.I 

VCBMRS: Velocidadde crecimiento de bacterias en MRS; VCBPCA: Velocidad de crecimiento 

de bacterias en PCA; VCLMRS: Velocidad de crecimiento de levaduras en MRS; VCLPCA: 

Velocidadde crecimiento de levadura en PCA; Nd: No determinado 

En la  cinbticade las bacterias y levaduras aerobias (Figura S. IS),  se encuentran representados los 

prrfilcs de ámbas. I?itos se observan muy similares a los perfiles de las bacterias y levaduras 

anaerobias (Figura 5.14), con excepción de que las levaduras anaerobias se presentaron primero 

(120 h) en el inoculado al 10 YO con lacepa B18.Mientras que en el caso del inoculado al 3 YO con 

la misma cepa, las levaduras aerobias aparecieron primero (48 h) 
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6. CONCLIISIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontró que los grupos de bacterias presentan claras 

diferencias en cuanto a la morfologia de las colonias en caja de Petri, predominando las 

características que deben reunir las colonias de bacterias Iácticas. Las pruebas bioquímicas a las 

cuales fueron sometidas las cepas de bacterias aisladas ayudaron cn la caracterización fenotipica 

de las bacterias encontrando que, 3 I aislados (62 oh) correspondió a bacterias Iácticas, dentro de 

las cuales, solo se trabajó con 19 aislados (38 %). 

16 bacterias Iácticas (32 O h )  presentaron un metabolismo de tipo homofermentativo estricto, 

mientras que 2 de las cepas (4 %) presentó un metabolismo de tipo heterofermentativo facultativo 

y 1 de las bacterias (2  36) presentó metabolismo heterofermentativo obligado. Con una producción 

de ácido DL láctico por encimade los 10 dl y un rendimiento elevado (valores entre O. 15 y 0.20). 

Entre estas cepas, 7 ( 14 %) producen una cantidad de ácido Id-láctico alrededor de los 14 gíl, lo 

cual indicaría que producen exclusivamente L-láctico. Todas las cepas presentaron un clcvado 

consumo de glucosa(:>88 %). 

Es importante mencionar que el 2 0  ?O de Ins c c p : ~ .  liieron rapuces de crccer cn medio MRS 

pectina y MRS ácido tánico, lo cual indica que en presencia de estos compuestos, Ins bacterias tal 

vez puedan tomar a la pectina como fuente de carbono. que es un polímero de dificil asimilación, y 

que son resistentes al ácido tánico que es iin compuesto fenólico tóxico. AI mismo tiempo 

mostraron inuy huena actividad catalitica en el caso de varias enzimas como en el caso de la p- 
galactosidasa. que es ima enzima importante en el rnctalwlisino homofermentativo. 

El perfil de carbohidratos así como la restricción del DNA de las cepas de bacterias Iácticas, 

fueron análisis importantes en la distinción de las cepas de bacterias Iácticas aisladas, en los que se 

encontraron diversos perfiles. Estos resultados indican la relevancia de las bacterias lácticas en el 

proceso fermentativo y en la microflora propia de la pulpa, por lo que mediante la integración de 
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esta intorniación, se logró una bucna caracterizacibn de las cepas de bacterias Iicticas aisladas de 

ensilajes de pulpa de cafe. 

Los resultados de los ensayos sobre la inoculación con bacterias Iácticas seleccionadas, et1 la 

conservación de pulpa de café fresca a nivel laboratorio, indicaron resultados parcialmente 

satisfactorios. 

El contenido de azucares totales inicial para todos los ensilajes, fué similar a los reportados en 

bibliograíla. El ensilaje que presentó menos consumo de carbohidratos fué el inoculado al 10 O h  

con la cepa B18, por lo que esto indicó una fermentación más eficiente. Todos los ensilajes 

presentaron una importante producción de ácido DI, láctico, por lo que todos los ensilajes 

presentaron bajos valores de pH, llegando a valores incluso más bajos que los reportados por 

otros autores. Aunque la producción de láctico fue más evidente en los casos en los que se 

inoculó, el ensilaje que presentó una velocidad de acidificación más rápida fue el caso del inoculado 

al IO %, con un notable rendimiento en ácido láctico. 

Se detectó la formación de etanol en los ensilajes naturales como en los inoculados. sobre todo en 

el ensilaje inoculado con la cepa 829 al 3 ?/o donde la producción de etanol f ié  poco menos que su 

producción en láctico, con un rendimiento elewdo, debido al desarrollo de levaduras que al parecer 

fueron acidotolerantes, ya que ni aún el ensilaje con inóculo más fuerte fue capaz de frenar el 

desarrollo de levaduras y por lo tanto la aparición de etanol. La aparición de las levaduras también 

se vi(> rctlejridaen la pérdida de materia seca, en la que se presentaron pdrdidas hasta del 5 % para 

el iiiociiladocon lacepa €329, e incrementos en la humedadde hasta el 2 ?/o 

I,a recuperación de carbono al final de la fermentación fue elevada, sobretodo en aquellos cnsilajes 

cn los que se inoculó, es importante sefíalar que en el ensilaje inoculado con la cepa 13 I 8  al 1 O % la 

rnavor parte de la recuperación de carbono commpondió a láctico y no a etanol como sucedió en 
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los otros ensilajcs inoculados, en los que, aproximadamente la mitad dc la rccuperacion dc 

carbono. correponde a láctico y la otra mitad a etanol 

El coiiteo de las bactcnas Iíícticas en los diferentes ciisilajes mostró altos nivelesen los inoculados. 

Aunque las velocidades dc crecimiento heron inlis rápidas para los naturales, esto no inostrii 

ningun beneficio, ya que &as no lograron dominar la fermentacibn al punto de inhibir las 

levaduras presentes en el ensilaje desde el inicio del mismo. Por todo lo anierior se concluye que el 

ensilaje que presentó mejores resultados en todos los parámetros evaluados, es el inoculado al 

1 O 06 con la cepa B 18, la cual fue identificada como un I.uc/ohn~i//usp/un/arzrm, presento ventajas 

como las de acidificar la pulpa rápidamente y llegar a un pH bajo, retardando el desarrollo de las 

levaduras. 
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8. ;\NE:'(oS 

.\nexo 1.-  \ledios para el aislamiento y c:iractet+z:iciOn de ce.ons de bacterias Irícticas. 

Medio para el aislamiento y conservaci6n de cqias 

El inetlio MRS Difco) a una concentraci¿>n de 55 g I. I'iic el iiicdio con el que L;C i r : h i i O  en todo5 

los experimentos, su coinposición en &'I es la siguiente 

Poli peptona 
[:siracto de carne 
Extracto de levadura 
í ~ i  I tic.osa 
Tween 80 
Fosfato di potásico 
Acctato de sodio 
Cilrato de amoiiio 
Sultato de magnesio 
Sulliito de inanganeso 
Av; iI  .. liacteri«ltigico 

I'cptoiia de caseína 
I.\tr:icio de levadura 
1 kutroca 

Agir 



\ledio para la determinación de motilidad (gh) 

_I Extracto de carne -3 

I’eptona IO 
NaíI 5 
.A \~n i  Ixic‘teriologico 1 

\ledio para fermentación de glucoss (acidificación) g/l 

Eutracto de came I 
I’eptona IO 
NaCl 5 
Púrpura de bromocresol 0.018 
Agar bacteriológico 15 
Glucosa IO 

,\nexo 2.- Procedimiento para el uso de las t6cnicns liara Is identificación (le cepas de 

.)acterias Izícticas. 

I 

I 
I 

r:n la  redizacicin de las galerias API 50 Cf I se necesitaron tubos con 5 ml de soliicihn tisiolcigijcli 

Agua destilacia inas NaCI 8.5 di), así como tamhien accitc de pnrnlina, puntas y pipetas todos 

:siérilcs. Adcti i iq se prepararon en un frasco 150 nil de snlucicín Iíciolcígica, para I O  tubos con 

cultivo. se necesitaron IO ml por tubo para u n  primer lavado y 2 in1 mhs por tubo para 

.csuspcrisiOn clc la placa dc Imterias. E1 cxperimento se llevó a cabo de la  siguiente inanera: 

Para la  preparación del inóculo s,e cultivaron las bacterias en tubos (9 ml de medio MRS Difco 

nás 1 ml de cultivo) durante 24 hr a 30°C. Los cultivos se centrifugaron 10 min a 5000 rpm. Se 

vació el sobrenadante del tubo en condiciones estériles y se resuspendió la pastilla de bacterias en 
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kira ii icdir la densidad de cada cepa. se iigrcgiirori so~as del c i i l l i w  In\ado en 5 1111 dc soiucicin 

fisiol0gic:i ~‘oiitaiido I L S  gotas > ohser\.:iiido. Iimta oliteiicr la niiciiia densidad que el tubo n<inicro 

2 de M c  I.:irIand Se iigregb el doble del numero de golas contadas previaniente en un tubo de 

medio 51) (11 II . .  Se lioinogenciri) sua\ ciriente evitando derrainar cI liquido. se preparti l a  galeria de 

cada cepa. poniendo la cki-ia de incu1)aciOii í tondo y ctibici.ta i. se Ilcnaron l os  poros del Iondo con 

aguadcsiilada y sc colocaron las galeriasen el fondo dc la  c-ia de iiicuhaciOn 

Para inocular las @rias, se inclinó la caja de incubacion colocandola sobre la cubierta de la misma. 

Se llenaron las cúpulas con el medio 50 Cf IL inoculado titilimndo una pipeta Pasteur, tomando la 

precUuci6n de verterlo por una de las paredes para mitar lo Iorrnación de burbujas, y se sellaron 

las cúpulas con parafina estkril. Se incubo la caja a 3íY.C‘. se tomaron las lecturas a las 24 hr y se 

confirmaron a las 48 hr de acuerdo al siguiente criterio 

O Azul fuerte ~ Negativo 

1 Violeta menos fuerte 

2 Violeta nias claro(verdoco) 

3 Verde lucrte 

-i Verde claro írimarillento) 

5 Ainarilltr ~ Positivo 

1 

para lo cud <e prepararon 130 ml de solución fisioiagica( Agua destilada más NaCl8 5 @I) para 10 

tubos con cultivo en el que se usaron 10 ml por tubo par;i el lavado 



Puntas v pipetas estériles El procedimiento fue el siguiente: 

La preparación del inóculo se llevó a cabo cultivando las bacterias en tubos (9 ml de medio MRS 

Difco mis 1 nil de cultivo) incubando 14 hr a 30'C. Se ceritrifugaron los cultivos IO inin a 5000 

:pm, se vaci0 el sobrenadante del tubo en condiciones citériles y se rcsuspenditi lil pastilla de 

mcterias en 10 in1 de sln. í¡sioli,gica(8.5 g'l NaCI). st' centrifugó nuevamente y se resuspendió la 

pastilla de bacterias en 2 ml de un medio en suspensión el cual venia con el kit.  

Para medir la densidad de cada cepa se agregaron gotas del ctiltivo lavado en 1 in1 de un medio en 

suspensión, de manera qu; agregarlas y agitar suavemente el tubo se observara la misma 

lensidad del tubo número 5 . 6 de Mc Farland. Se Iiomogeneizó suavemente y se preparó la 

galeriade cada cepa, colocal- io la cajade incubación (fondo y cubierta). se llenaron los pozos del 

-bndo de la cajade incubación con aguadestilada, para despues colocar las galenas. 

"ara inocular las galeriasse inclinó lacajade incubación coltxándola sobre la cubierta de la misma. 

llenando las cúpulas a razón de 65 P I  por cúpula, con la niiiestra de 2 in1 del medio en suspensión, 

;e coIoc0 la cubierta y se incubó a 30°C durante 4 Iir. 

rranscurridas 4 hr las galei-ias se sacaron de la incubadora y bajo la campana de flujo laminar se 

tgqó  a cada cúpula una gota de reactivo zym A y una gota de reactivo 7ym B. Las coloraciones 

<e desarrollaron durante 5 rtiinutos. 

5c expiis« las  g!aleriasa la Iiii (1000 W), :I iina disi:ini.i:i tl:. 10 cni diirante IO ~egiirtdo~,  se tornaron 

las lectiiras con itria tahla colo~métrica del kit en &it&: sc' twi¿) en cuenta la intenskind del color 

le acuerdo A los números :iliaio descritos. 

1 = Negativo 

1 =5nmol 

3 = I O  nitiol 



I'rocetlimierito para la electroforesis del DNA de cepas de Iiacterias Iicticas: 

1% IO in1 de medio MliS (Difco) estéril se inwul0 I nil de cultiw de bacterias Iricticüs, re incubó a 

30°C durante 74 ti. 'Transcurridas las 24 h se tomó I n i l  del cultivo y se inoculó en IO ni1 de medio 

MRS. se incubó a 30T durante 4 h. Se centnfugó IO minutos a 4 T  a 5000 rpm. se vaciCi el 

sobrenadante y se resuspendió l a  pastilla de bacterias con I in1 de solución amortiguadora I' 

Posteriormente se ajustó a 10 ml agregando 9 ml de solución amortiguadora T, y se centrifugj 

nuevamente. despuis de la 2da centnfugaciún se vació el sobrenadante y se resuspendió la 

pastilla con 1 ml de solución amortiguadora 'T. Durante la 2da centrifugaciún se prepararon las 

curvas especlroIotométricas, para esto se prepararon 2 celdas por cepa y I celda para el testigo, 

cn las  que sc :itwq$ 2 ml de agua agregando 20 111 de suspensión de bacterias, Se midi0 la 110 a 

600 11111 

I>e c;itl;i cepa se prcparii una suspensión de un voliiiiic'ti de 250 i i l  con solución arnortiguadora ' I '  

inis Iwcteriw. v se iiiidici DO a 600 nm hasta obtener uno densidad 6ptica comprendida entre 0 . 0 7  

v 0.09. esto i-on el tin de obtener una cantidad sulíciente de DNA. I n  tubos eppendorl' 

previciinentc rotulados con el nombre de las cepas, se tomó los 250 111 y se centrifugó a 5000 rpm 

durante 5 minutos a teinperatura ambiente. Durante este tiempo se pesaron en tubos 250 mg de 

lisoi.ima qiic se disolvieron en 2.6 ml de solución amortiguadora TS, 45 mgde iiicert agarosa, y 20 

ing de protcinasa K,  tomando en cuenta que eran 250 111 por cepa. 
~ 

I 
1 



De la  soluciiin de lisozinia mis solución amortiguadora '1's se agregaron 2 0  pi a la pasta que 

quedó en cada tubo eppendorf después de vaciar el sohrenadante. al mismo tiempo se agregaron 

10 !iI de iiiutanolyzima, se agitó bien y posteriormente se incub0 I t i  a 37'T. Transcurrido este 

tiempo se ceritrifugti a 5000 rpm 5 minutos a temperatura ambiente. durante este tiempo se 

agregaron 10 in1 de solucilin de lisis u los 10 mg de proteiiiasa IC. Se \xi0 el sobrenadante de los 

tubos eppendorf con cuidadode no maltratar l a  placa de bacterias y se rcsuspendií? en 150 !iI de 

solución amortiguadora SE por tubo. Posteriormente se pusieron los tutios en haiio maría a 37°C 

durante 1 h. Durante este tiempo se le agregaron 3 ml de solución amortiguadora Agarosa a l  tuho 

con los 45 mgde incert agaro. ,.incentración final de 1.5 " ( I ) .  poniendo el tubo destapado a baño 

inaria en el microondas, calc:.*ando minuto a minuto. y agitando suavemente entre cada 

calentamiento cuidando que I" se formaran burbujas Iiasta clue el líquido quedara cristalino. 

Posteriormente se tapó el tubo y se su.jetO con cinta scotcli en una de las paredes del recipiente del 

haño maría. 

Se prepararon los moldes donde se forman los bloques. coltxcándoles por un lado una t ira de cinta 

scotch. rotulándolos con el nombre del la  cepa y el núiiicro del hloque. Después se prepararon los 

tubos donde se iban a conservar estos bloques con I in1 dc soliiciOn de lisis y pioteinasa K por 

tiiho. Posteriormente se retiraron los tubos eppeiidoi I' I I C  I:i iiiciihadora agitándolos bien. y se 

colocaron en una gadilla denim del recipiente del t w k l  tn:iri:i. I .tiego se toni<i una micropipeta cic I 

inl. la cual s c  introdujo a l  tuho que contenía la soliiciiiii d i :  :igarosa en el twio inah ,  mezclando de 

tal forma que la punta de la micropipeta se caleiit:it:i I'ostcriorniente se tomaron 750 1 1 1  de 

agarosa. se depositaron en uno de los tubos eppendorf q i i c  coiitciiia la  suspensitiri de bacterias y 

se hoinogeneiz0. Con la misma micropipeta se llenó c:itia poro del molde para formar los bloques, 

inclinando un poco para llenarlo correctamente y sin litriii;iciOn de burbujas. Para cada cepa se 

repitió la misma operación siempre cambiandode punta 

Se dejaron l o s  moldes de 1 a 2 minutos en congelacitin para despuis empujar los bloques 

delicadamente con una espitula de plástico y dejarlos c:ic'r en cl tuho el cual conlenía 1 ml de 

1:; 
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soluciori dc l¡.q¡s más protcinnsa K.  postcriorinciitc c~los iuhos se iriculxtron cri bafio maría a F O Y  

durante 48 h. después se limpió cl material con einnol al 70 nn, se lanron los moldes y las 

cspitulac y sc dejaron con aguamiliO toda la noche, 11 siguiente día se secaron sobre papel filtro. 

Transcurridas las 48 h se reemplazó lasolución de lisis mL5 proteinasa K por 1 ml de solución de 

lisis sin proieiilasa K y se guardó a 4 T  durante la noclic 

RESTRICCION DEL DNA 

Se retiró de los tubos la sln. de lisis y a continuación se agregaron aproximadamente 2 ml de 

solución amortiguadoraTE pH 8 estéril, )i se dejaron agitando los tubos 15 minutos a temperatura 

ambiente. luego con una micropipeta de I ml se vaciri la solución amortiguadora 'TE teniendo 

mucho cuidado de no ir hasta el fondo del tubo para que no se daiiaraii los bloques. 

Posteriormente se añadió solución amortiguadora TE directamente de la botella evitando que ésta 

iocara el tubo, se agitaron los tubos durante 2 I i  a temperatura ambiente. Estos lavados se 

repitieron de la misma forma 2 veces más, con 2 h de agitación entre cada lavado. 

De cada tiiho se vació la solución amortiguadora TI' p l l  8, la cual se reemplazti por 2 ml de 

soluci0n aiiiortiyuadora TE pH 7.5 más 20 !iI de I'hiSF (fenilmetilsuifonil fluoride 1 inM en 

rilcohol isctptopilico) para despub ponerlos en una cTtuf3 :I :?7T durante 2 ti, I i i ~ I ; o  se Kicíti cl 

líquido Y se agqó  nuevamente 2 ni1 de soluciOti ;itiioriiguadora TI: ma5 I'hlSI:' tiiezclando 

suavemente con la mano de tal forma que no se rompierati los bloques. Se guardaron a 4'C durante 

la noche. En la inañana del siguiente día, sobre una a j a  de Petri, con una espátula limpia se 

retiraron los bloques de cadacepa y se colocaron en un tubo eppendorf, a los cuales se -6 500 

!iI de solucitin amortiguadoraTE pH 7.5, cuidando no tocar la boca de cada tubo eppendorf con la 

punta dc la micropipeta, esto se realizo una vez iiib. y se dejó en ia sotución amortiguadora 

durante 2 h a 37°C. Posteriormente se incubó cada bloque con 200 pI (i 80 P I  de agua desionizada 

y 20 pI de solución amortiguadorade restricción concenirada 1 O veces) de solución amortiguadora 

de restricción provista con laenzima, la cual se mezcló y usó inmediatamente después de sacarla 

: 
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del congelador. Luego, cada tubo se golpeó suavemente con la mano para mezclar bien la  solucih 

amortiguadora con el bloque y se conser\ aron en un bailo con hielo durante 2 h. Transcurrido el 

tiempo se retiró la  soluci0n amortiguadora de rectriccitiii y se ;iñndierori 2 I s >  111 de agua destilada. 

1 mp'mldc enzima DSA acetilada, 75 !iI de solución aniortiguadora de restriccitin concentrada 10 

veces, 6 ! i l  de enzima 1%) I<I a 17 t J , ' ! i l  (es decir, riprouiinadainente 75 IJ por bloque), la cual se 

sacó del congelador a -70°C. se mezcl0 con una micropipeta y se añadió a los tubos eppendorf. 

para después golpearlos suavemente con la mano. Se incubaron durante la noche a 37T. 

Para la conservación de los bloques después de la restricción, se aspiró con una micropipeta la 

solución amortiguadora de restricción de DNA y se agregaron 300 c i I  de solucióri amortiguadora 

ES(EDTA 0.5 M pH 8, Sarcosyl 1 o/), y se dejó 2 h a 50°C. Se retiró la  solución y se agregó 500 

lil de solución amortiguadoraESP (EDTA 0.5 hl, Sarcosvl I %, Proteinasa KI mg'ml= 50 !il de 

proteinasa Ka 20 mgimlde solución amortiguadora ESP) y se refrigeró (4T). 

Para hacer la electroforesis, primero se lavó la placa de elcctrotoresis lavando el molde, por lo que 

después se niveló y se colocó el peine sujetándolo con unas pinzas. Para preparar el gel de 400 nil 

de agarosa Fast Lane a I 0'0 en TAE IX, se pesaron -1 g de agarosa Fast Lane en un matraz 

erlenmeyer y se le agregaron 400 ml de solución amortiguadora TAE 1 X, se tar6 el matraz y se 

introdujo en un homo microondas para calentarlo a razóii de un minuto por cada I O0 ml, agitando 

suavemente entre cada calentamiento cuidando que no se Formaran burbujas, y así hasta que el 

líquido quedó cristalino. 1,iiegose peso de nuevo el ni:itt:tz para tletcrminar la  evaporación por el 

calentamiento en el microondas y con agua dc l a  li:i\(~ <;c cnliiti cl 1iiatra7. Iincín que &te no 

quemara las manos. Ikspués se verticí ríípidanivntc 1.1 gel en el molde para clectroforesic 

procurando no Formar Iiiirhiiiac y se dc,jO soliditicar :I tciiilicrntiira :iiiitiieiite. 

Antes de introducir los bloques se les vació la solución amortiguadora y se enjuagaron en 500 pl 

de solución amortiguadora TE durante 30 minutos y después en 500 pl de solución amortiguadora 



TAE I X durante 30 minutos. El gel se dejó en el molde con 2 1 de la solución amortiguadora T A I  

I X  de tal forma que ésta solución lo cubriera totalmente. Se caco el gel de la solución 

aniortiguadora v se coloco en una bandeja con papel absorbente. Se vaciaron los tubas eppendorf 

de la solución amortiguadora usando una micropipei:i. y con la ayuda de 2 espátulas de plástico 

lavadas con alcohol al 70 "% se hizo caer el bloque cn iina espátula y con la ayuda de In otra sc 

deslizó el bloque en uno de los pozos del gel, y así para cada bloque de las cepas. Posteriormentc 

se llevó la placa al molde conteniendo la solución amortiguadora TAE I X y se introdujo en 61. 

Después con una micropipeta se introdujo la solución amortiguadora de carga (marcador de 

100 bp) a razón de 15 PI. Y .  conectó el aparato verilicando la posición de la migmción (el D N A  

cargadonegativamenternigi.4 idciael lado -t) y el nivel de la solución amortiguadora 

Condiciones de electrofore . 
~ Voltaje. 120 V 

1 Intensidad: 560 A 
, i Tiempo: 17 h 

Anexo 3.- t'hkwiew pan Ir ti&& de Gram y solueienes aFnwt@UMJecas usadas ea la 

elec troforeais. 

Solucioneg paca tinción de Gram 

Cristal de violeta 

Cristal violcia 2 g 

Alcohol etllico 95 % 20 mi 

Oxalato de N H4 0.8 g 

HZO destilada 100 ml 



lado de Gram 

loduro de I'otacio 7 g 

Cristales de lodo 1 g 

1120 dcstilodn 100 tnl 

I)ccolor:iiite 

Acciona 50 ml 

Alcohol etilico Y5 O 6  50 rid 

Contratinciún 

SafraninaO 1.5 g 

Alcohol etilico 95 ?O 100 ml 

Agregar IO in1 a 1-1.0 destilada 

Soluciones de electrofaresis. 

Todas l a  soluciones fueron preparadas con aguadesiorii7:ida filtrada y esterilizadas a 12 I "C 

Soluciún amortiguadora T (Para lavar ci.lulas) 

I r i q  I Icl 70 iiihl plí 8 7 

Para 500 nil till Iris f l d  ? M pli 8 7 cti 495 nil I I f 

Soluriím :tiiiortigurd»ra I'S (La S:ic:irm~ es uti protector ovnbiico, nianiiciie tina tensicin 

ocmbtica normal entre lac cklulas) 

Tris tlcl 50 inM pH 7 5 

Sacarosa al 25 "6 

Para 100 nil 5 inldeTris Ilcl I M pH 7.5, 75 gdesacarocaen 95 ml de 1I2O. 



ioluciún amortiguadora SE (I.avado antes de la x i ~ i o r i  de Ins cnziinas de restriccioii) 

)ara 10Otnl:  1.5nildeNaCl5 M. 5mldeI<üTA 0.5 M y  93.5 mldell :O 

WuciOn amortiguadora ESP 

42gregtar I ingdc proteinasa K por ml de soluciOn anior(iguad«ni fS (50 !iI de protcinasa K a 3 )  

ing'ini en 1 nil de ainortiguador ES). 

Solución de l is is  

'ara 250 ml: 7.5 gde N lurils:. 

!5 111 EDTA 0.5 M pl-I 8 en 

; ¡ I  (inhibe la proteinma) 

ml de H20. 

iolueión para agarosa 

"ara 250 ml: 7.5 ml Tris Hcl 1 M pH 8, 0.20 g MgC'I? 61 I:O. 7 ml de EDTA 0.5 M pli 8, QSP 

250 ml de 1.1-0. 

iolueión amortiguadora TE pH 8 

Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 

.'ara 100 ml: I mlTris I M pH 8, 200 til EDTA 0.5 M pEl 8 en 98.8 ml de 1120. 

Solución amortiguadora TE pH 7.5 

'ara 100 ml I in1 Tris 1 M pH 7 5, 200 111 EDTA O 5 M ptl 8 en 98 8 ml de I I J )  

Solución amortiguadora TEP solución amortígiiarlora TE ion  I rnhf PMSF 

'MSF (fenilmetilsulfonil fluoride) estable en alcoliol ircipropilico. 

SoluciónO. 1 M de PMSF: 0.017 gen I rnl de akohol isopropilico. Para 7 ml de solución ptl 7.5  

dgregar20 111 de PMSF 1 M. 



Soluciún amortiguadora ES 

EDTA 0.5 M plI 8 

Sarcosil I " O  

Para 100 in1 100 in1 de F I )  IA 0.5 M pl I 8. I g de $:IrcoyII 

Solucií, 11 a 111 o rt iguatio ra I<S I' 

EDTA O 5 M pl l  8 

Sarcosil I O:, 

Proteinasa K 1 mghil(  50 ( I  I de proteinasa K a 30 m g n l  de solución ES) 

Solución amortiguadora I D E  0.5 X 

Solución arnortiguadora7'A.E 1 X 

Es equivalente a la anterior, solo que esta puede conservarse a razón de 50 X, es decir concentrada 

50 veces. 


