UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Unidad Iztapalapa

Casa abierta al tiempo

AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y SELECCION DE BACTERIAS LACTICAS
PARA LA CONSERVACION DE PULPA DE CAFE POR ENSILAJE

Tesis para obtener el grado de

MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA

Presenta:

ARACELI SUZUKI LOPEZ

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

! Dra. Amelia Farrés Gonzélez Sarabia, Profesora de la Universidad Nacional Auténoma de

Meéxico.

. Dra. Isabelle Gaime-Perraud, Investigadora del Instituto de Investigacion para el Desarrollo

{IRD), Francta.
. Dr. Christopher Augur, Investigador del Instituto de Investigacion para el Desarrollo (IRD).
! Dr. Gerardo Saucedo Castafieda, Profesor de la Universidad Auténoma Metropolitana.




o Wi e —— - I8

Casaabierta af tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

Posgrado en Biotecnologia

Diciembre 10, 1999.

DR. GERARDO SAUCEDO CASTANEQ}/
PRESENTE,
M

Por medio de este conducto, la Comision del Posgrado en Biotecnologia, le
agradece su participacion como Presidente en el examen de grado de Maestria de la
alumna ARACELI SUZUKI LOPEZ, quien defendié y expuso la tesis “Aislamiento y
seleccion de bacterias lacticas para la conservacion de pulpa de café por
ensilaje” a los 10 dias del mes de diciembre de mil novecientos noventa y nueve.

Asi mismo, le agradece su participacion como Tutor durante el desarrollo de la misma.
Sin mas por el momento, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE.
"CASA ABIERTA AL TIEMPO"

DR/ JAVIER BARRIOS GONZALEZ
COURDINADOR

gf\m’ ARy
j M r’*‘

rm AHRRTA AL TEMWPO "«ﬁ
it ]

AN

POSGRADO -

UNIDAD IZTAPALAPA

Av. Michoacan y La Purisima, Col. Vicentina, México, D.F. 09340, Tels: (5) 723-63-51 (5) 724-49-89, Fax: (5) 724-47-12,
e-mail psgbt@xanum.uam.mx internet: hitp:/iv.ww.iztapalapa.uam.mxfiztapala. wwwi/division.cbs/biotecnolo/inicio.htm



= T QT Ty = & T MR i e A WA AR T e H] s | Al b g T,

AGRADECIMIENTOS

Agradezco 2 mis padres y a Germdn por demostrarme siempre su amor, comprension y

paciencia.

A mis directores de tesis, Dra. Isabelle G.aime y Dr. Gerardo Saucedo, por la confianza y el

apoyo brindado todo el tiempo.

A CONACYyT, porque gracias a la beca que recibi, logré obtener ¢l grado de Maestro en

Biotecnologia.

Al proyecto Biopulca de la < 'omunidad Econémica Europea (IC18*CT970185) y al Instituto
de Investigacion para el Desarrollo (IRD), por el apoyo econémico brindado para hacer

posible mi estandia en Montpellier, Francia.
Al Dr. Maurice Raimbault por su direcciony apoyo durante mi estancia en Montpellier.

Al Ing. Miguel Cervantes por su amabilidad y cooperacion al proporcionamos la matenia

prima para los experimentos.

Mi gratitud a tos Dres. Sergio Huerta, Mariano Gutierrez, Ernesto Fav_ela, Arely Prado, asi
como a todos mis compafietos de [a PP4, Cristobal, Gerardito, Alex Tellez, Rosario, Tania,
Romano, Oscar, Lupita, Fatima, Nachito, Erika, lldefonso, a la Sra. Ma. Elenay al resto de los

integrantes de la Planta.

e I




* t
INDICE

INDECE o icriiiiiiaeneimeinstenstirmsinessssssesssessesersssansensnsesnssasensaseresssstassstessnssnonssarssnnsntnnsesesnnnsssssnessssessss |
INDICE DE TABLAS. ... itiimtttiisenstsanesses st et tobressesresesstesnsarsissranessssssstos tresssosesiosssesressnmenn Vv
INDHCE DE FIGURAS ..ottt cisinicnssseeasssnesasestessnssssssssssostsmstassossssstresssssssssnsonsasstossses vl
LAINTRODUCGCION .. ..o e ettt eeen e 1
2. ANTECEDENTESBIBLIOGRAFICOS...................coooiiiiiiiieiee e, 4
2 ELCAIE. ..ottt ettt 4
2T EVEIUO .ottt e 7

2.1.2 Localizaciony produccion del café mundialy nacional.............................cc........ 9

2.1.3 Industrializaciondel café.........................cc.ooooiiiiiii e, 12

2.1.3.1 Proceso hlIMedo...............cooooviiiiiiiii e, 13

2132 PrOCESO SECO......cuo vttt 16

2.1.4 Residuos del tratamientodel café............................coooiiiiieeeee, 17
22PUlpadecalié.... ..ottt 17
2.2.1 Composicion quimicade lapulpadecafé........................cccoooovviiiiii, 18

2.2.2 Factores antiftsiolégicos y antinutricionales presentes en la pulpa de café........ 21

2221 CafeiNa.... ..., 22

2.2.2.2 Compuestos fendlicos......................ooovooeeoeoiicioeeeee S 23

- 2.2.3 Aprovechamiento de la pulpa de café por via biotecnolégica.................c.......... 23
2.2.4 Alternativas para la conservacionde pulpa decafé......................... IS 24

23 ELENSHAJE. ..ottt b ettt en et e e e 25
2.3.1 Proceso de enstlaje y los factores que en él intervienen. ......................cco.oco...... 26
2.3.2 Utilizacion de aditivos. ..............ccoooovoeiiie e 29




2.3.3 811085 32
2.3.4 Conservacion de residuos frutales y vegetales por ensilaje................................. 32
2.3.5 Ensilajede pulpa decafé.....................cooooiiii e, 33
2.3.5.1 Cambios quimicos y biolégicos que ocurren en la pulpa de café
durante el proceso deensilaje....................oocooeviviie i, 34
2.3.5.2 Valoralimenticiodel ensilaje de pulpa decafé............................ 35
2.4 Bacterias JACICAS. ............c.cooirriiiit ettt ettt 35
2.4.1 Caracteres principales y métodos de estudio....................c.cooeieviniiin 39
A) Caracteres Cito-mOrfolOZICOS. . .........cco..ivervvoieeerreere oo 39
B) Caracteres fistolOgicos.............ccc.ococeiricieirinnnnn. TP 40
C) Caracteres bIoqUIMICOS.................occcoiiiiiiiiiniieirreiceee e e 40
2.4.2 Cultivo de bacterias [acticas...................ccooooioeiiiiiieie e, 41
2.4.3 Papel de las bacterias lacticas en él proceso deensilaje................................ 42
2.4.4 Bacterias licticas como inoculantes y sus efectos en la fermentacion................ 43
2.4.5 Efecto de inoculantes de bacterias lacticas en la nutricion animal..................... 44
2.4.6 Métodos modemnos usados para la identificaciony clasificacionde
DaCterias JACHICAS.. ...t 45
JLOBIETIVOS ..o ettt ettt 46
3.1 Objetivo general
3.2 Objetivos particulares
4. MATERIALYMETODOS.. ...t 47
.; 4.1 Sustrato sélido utilizado para el ensilaje...........................ccooiiiii 47
| 4.2 Origende las bacterias lActicas..............ococoo i 47
. 4.3 Medios de CUMIVO...........ocooii e 47
N




s s e s Al 40+

4.3.1 Medio usado para el aislamientoy propagacion de cepas de bacterias lacticas.. 47

4.3.2 Medios usados para la caracterizacion fenotipica de cepas de bacterias lacticas 48

4.3.3 Conservacion de cepas de bacterias [acticas.................cooovoovevceeroeee 48

4.4 Condiciones de Cultivo..........coooooi e 48
4.4.1 Preparacion del inoculo de bacterias lacticas para pruebas bioquimicas............ 48
4.4.2 Propagacion del indculo para ensilaje de pulpa de café fresca........................... 49
4421 MICTOSIEOS. ...t 49

4.5 Tratamiento de muestras de pulpa decaféensilada..............c..cooooi 50
4.6 Tcnicas an@ltiCAS ...ttt 51
4.6.1 Aislamiento de cepas de bacterias 1acticas.............cccocoovieivnviicicc e, 51

4.6.2 TINCION GIAM. ... oot 51

463 Prucbadelacatalasa.................... 52

464 Pruecbademotilidad. ..., 53

4.6.5 Fermentacion de glucosa(Acidificacion)...............cc.cccooovveiciccci e, 53

4,66 Gas de BIMCOSA..........coceeiiiiieee ettt 53

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

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

acido tanico usados como fuente de carbono..............cc..ocoiviveiee 54

4.6.9 Fermentacion de carbohidratos por el sistema AP SOCH..................c...., 55

4.6.10 Analisis de enzimas por el sistema APIZYM.............c.ooiinieie e, 55

4.6.11 Restriccion def DNA (RFLP) de cepas de bacterias lacticas................... e 55

4.6.12 Determinacion de productos por HPLC y por ensayos enzimaticos (YSI)...... 56

4.6.13 Evaluacionde [a microflora...............c..oooooriiiiciniceecee e, 58

4.6.14 Materia seca, humedad..................cocoomiioe oo e e e 59

B.6.15 PHooo.oooooeee et er e 59

4.6.16 Expresion de restltados....................cooeee oo 59

iii




n
N
n
|
N
n
||
N
n
n
N
n
L
n
n

5.1.1 Crecimiento de bacterias lacticas en pectina y acido tanico.............................. 64
5.1.2 Perfil fermentativo y crecimiento de bacterias lacticas..............................o........ 65
5.1.3 Analisis enzimético de acido L-lacticoy glucosaresidual.......................... 69
5.1.4 Pruebas enzimaticas por el sistema APIZYM...................ccoovomoeeniei 71
5.1.5 Perfiles de la fermentacion de carbohidratos por el sistema API SOCH........... 72

5.1.6 Analisis de los perfiles de restriccion (RFLP) de cepas de bacterias lacticas...... 75

5.2 Aplicacion de inoculantes de bacterias lacticas en la conservacion de pulpa de café

POT €l proceso de enSIHlAJE..............cocvivieiiiiiiee et 78
5.2.1 Pardmetros fisico-quimicos de los ensilajes naturales e inoculados..................... 78
5.2.1.1 Evolucion de los azucares totales......................cc.ooeevveevvveeseien, 78
5212 Evoluciondel pH.............ooooiiie e 81
5.2.1.3 Produccion de &cido JACtICO............coooii e 82
5.2.1.4 Produccionde etanol....................cc...ccooiiiii e 87
5.2.1.5 Evolucionde lahumedad.........................ooooooiiiieee e 89
5.2.1.6 Lapérdida de materia SeCa..................o.oooveviveiecmeeeeee e eeeeee e 91
5.2.1.7 Evolucion de la microflora de los ensilajes naturales e inoculados........ 94
B. CONCLUSIONES ...t 99
T.BIBLIOGRAFIA ...t 102
BLANEXOS.........ooii ettt ettt ettt e e e ettt 132

v




INDICE DE TABLAS

Capitulo 2.

Tabla 2.1 Produccion mundial de café del periodo 1975-76 a 1995-96................ocoooi 10

Tabla 2.2 Composicion quirhica de pulpa de café frescay deshidratada............................. I8
Tabla 2,3 Composicion quimica de pulpa de café C. ardbica variedad Mundo Novo

y variedad BoUrbOon............c..ooioiiiii e s s s 19
Tabla 2.4 Contenido de azi res presentes en pulpa decafé................coooi, 20
Tabla 2.5 Contenido de cenicas y mineralesenpulpa decafé...................ccoccoiiiinn, 20
Tabla 2.6 Composicion quini:cade pulpa de café sometida a diferentes procesos.................. 2i

Tabla 2.7 Cambios en la cornposicidon quimica de un ensilaje de pulpa de café sin aditivos.... 34

Tabla 2.8 Principales productos de metabolismo de los azticares por bacterias lacticas......... 8
1% Capitolo 5.

Tabla 5.1 Descripcion morfolégicade las colonias en medio MRS en cajade Petri................ 61
Tabla 5.2 Pruebas bioquimicas realizadas a cepas aisladas de ensilados de puipa de café....... 63
Tabla 5.3 Forma, tamafio y crecimiento de las cepas en el medio MRS pectinay MRS

4¢ido tANICO COMO FUENtEs de CATDONO...........o...oo oo 64
Tabla 5.4 Resultados obtenidos en las pruebas por el sistema APIZYM ..., 71
Tabla 5.5 Perfiles de la fermﬁntacién de carbohidratos por el sistema API 50 CH................. 74
Tabla 5.6 Tasa de producciéh de dcido DL lactico de los ensilajes naturales e

INOCUIAAOS.........oeeeeei ettt e a e 85
Tabla 5.7 Recuperacion de cﬁrbono de los ensilajes naturales e inoculados...............co.o......... 93




INDICE DE FIGURAS

Capitulo 2.

Figura2.1 Cerezas de caféde C. @rdbica..............ccccccoocovereeioiioiccireeeceoeeereseeeeesrennnenn &
Figura 2.2 Planta adulta de C. ardbica..................c.ccoociiivmiciiiicoeecetceeee e 5
Figura 2.3 Flores de C. ardbica................c.cccocviiivviiaiiiiiiiiieiecceeee et 6
Figura 2.4 Corte longitudinal de unacerezadecaf€...................o.oooviviiiiieie 8
Figura 2.5 México dentro de la produccion mundialdecafé..........................cooovievienns 11
Figura 2.6 Principales superficies cafetalerasde México..............c.ooocvviiciiiicciccee e, 11
Figura 2.7 Estructura quimica de la cafeina(1,3,7-trimetilxantina)..................c..cc.ccooeereninn. 22
Capitulo 4.

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

Figura 4.2 Representacion de la técnica de inoculacion por punto para determinar las

JIUCIONES OPIMBS. ...ttt ettt st e 58
Capitulo S.
Figura 5.1 Produccion de acido DL lactico de cepas de bactérias JACtICAS. ..., 66
Figura 5.2 Rendimiento de biomasa contra sustrato consumido.................ccoooovveveveirieeenennn.. 67
Figura 5.3 Indice de homofermentacion de bactenias 1&cticas............c.cc.covvvrrvceieeiveivennn.. 69
Figura 5.4 Produccién de dcido L-lacticoy glucosaresidual....................ooooiii 70
Figura 5.5 Perfiles de restriccién del DNA de cepas de bacterias lacticas....................... 76
Figura 5.6 Cambios en el contenido de azlcares totales de los ensilajé de pulpa de café....... 79
Figura5.7 Cambiosen el pH..............c.ocooiiicc e e 81
Figura 5.8 Produccion de acido DL léctico de los ensilajes naturales e inoculados.................. 83

vi

 —m—— i - - e——




TERNERRER

Figura 5.9 Rendimiento de 4cido DL ldctico contra sustrato consumido a fas 240 h

de fermentaciénde los ensilajes.................ccocooo i
Figura 5.10 Produccion de etanol en el transcurso de los ensilajes de pulpa de café..............
Figura5.11 Rendimiento de etanol contra sustrato consumido a las 240 h de

fermentacion en los ensilajes naturales e inoculados.....................ocooooovvveniieii,
Figura 5.12 Evolucién del contenido de humedad de los ensilajes de pulpa decafé................

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

Figura 5.14 Evolucion de bacterias y levaduras anaerobias de los ensilajes naturales e
ROCULAAOS. ... ..o ettt eb e sttt es
Figura 5.15 Evolucion de bacterias y levaduras anaerobias de los ensilados naturales e

IIMOCUEABOS. ..ottt e e e e e v et e e et e et e s et e e e e et e eae e e e s e e eens s

. 8 ot i e e it

vii



1. INTRODUCCION

La produccion de café alrededor del mundo es un factor econdémicamente importante para
més de cincuenta paises en desarrollo de América, Asia y Afiica, localizados en el 4rea entre
los Tropicos de Cancery Capricornio, (Bressani, 1979). Su cosechay procesamiento rinden
una cantidad importante de subproductos tradicionalmente considerados como desperdicios;
solo en América Tropical siete millones de toneladas son producidas cada afio, (Rolz y col.,
1980; Regalado, 1996) incluyendo materiales tales como pulpa de café, mucilagoy jugode la
pulpa. Estos subproductos son ricos en hidratos de carbono y proteinas 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 organico, como substrato para la
produccion de enzimas, como substrato para cultivo de lombrices, y también puede ser
empleado como sustrato para la produccion de hongos comestibles (Pleurotus), asi como
para la produccion de biomasa de microorganismos tales como levaduras, y para la posible
extraccion de pectina y otros compuestos quimicos como cafeina, (De Ledn y col., 1980;

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

La produccion estacionaria, la composicion quimica, la microflora endégena y la elevada
humedad de Ia pulpa de café implican serios 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 alimentacion

animal, sin aumentar excesivamente el costo del producto final,
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El proceso de ensilaje con bacterias lacticas, 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 conservacion de forrajes
estacionales en fincas ganaderas. Consiste en la preservacion de los forrajes, en su estado
suculento, por medio de fermentaciones (Weinberg y col., 1993). La fermentacion es
producida por bactenias licticas en ausencia de aire, que actuan principalmente sobre los
carbohidratos solubles que contienen las células vegetales. Durante el proceso de
fermentacion se producen écidos, principalmente dcido lactico, que disminuyen el pH del
material ensilado a niveles que impiden et desarrollo de nuevas bacterias. En aftos pasados se
ha renovado el interés en la inoculacion de forrajes. cosechados para ensilaje con cepas
seleccionadas de bacterias lacticas que predominan en la microflora indigena, la cual es
menos eficiente para fermentar los azicares a acido lactico, (McDonald, 1981; Woolford
1984). De esta forma se previene la descomposicion adicional del material, el cual puede

preservarse ast por periodos largos de tiempo, (Bamett, 1954, Watson y Smith, 1984,

Weinbergy Muck, 1996; Rutherford, 1998).

El aumento en la practica 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 conservacion de la pulpa de café por ensilaje ha sido utilizada por Murillo (1978), que ha
estudiado el efecto de diferentes aditivos sobre la conservacion y la calidad nutricional de los
productos obtenidos para alimentar rumiantes. Gaime-Perraud (1995) estudio el ensilaje de

pulpa de café desde un punto de vista bioquimicoy microbiolégico.



La aparicion al mercado de grardes volimenes de subproductos de origen agroindustrial,
durante periodos de tiempo muy cortos, provocan serios problemas de contaminacion
ambiental por la inadecuada disposicion de los mismos. Tal es el caso de la pulpa de café
fresca, siendo ¢l primer subproducto que resulta del beneficio del café, la cual representa un

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

Actualmente México ocupa el Sto lugar a nivel mundial como productor de café, con una
produccién de 4.9 millores de sacos de 60 kg. Debido a la gran cantidad obtenida de este
subproducto y a su cu:. 20sicion quimica, rica en carbohidratos y otros compuestos de
interés nutricional, exig-. por tanto, un proceso de conservacion que permita su
almacenamiento, como . es el ensilaje inoculado con bacterias lacticas, y la utilizacion
durante periodos més extensos, ya que los subproductos de origen agroindustrial, van

tomando dia a dia mayor impertancia en la-alimentacion animal.

Por lo anterior, en este trabajo se aislaron cepas de bacterias lacticas de pulpa de café
ensilada naturalmente, de las cuales se estudiaron los perfiles fermentativos de las cepas y se
sometieron a diversas pruebas bioquimicas para su posterior caracterizacion ¢ identificacion
mediante el uso de sistemas comerciales, asi como por electroforesis del DNA. Se llevo a
cabo la seleccion de cepas para probarlas como inoculantes en el ensilaje de pulpa de cafeé
fresca en los que se siguid la evolucion de diferentes paramentros fisico-quimicos envueltos

en el proceso.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 El café

El cafeto es originario de Africa Oriental, de las montafias de Etiopia; su comercializacion
comenzo en Europa entre los siglos XV y XVI; alrededor de 1720 se trajo a América, donde

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

El café se introdujo a M éxico por tres regiones diferentes: en el afio de 1796 de !a Isla de
Cuba a la region de Cdrdoba, Veracruz; en 1823 proveniente de Mokka, Arabia, se introdujo

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

La cereza de café (Figura 2.1) es el fruto
del cafetal que pertenece a la familia
Rubiaceae y al género Coffea (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
facititar 1a cosecha (Smith, 1985), su forma

es conica o irregular y en condiciones

normales de crecimiento, se desarrolla con

Figura 2.1 Cerezas de café de C. ardbica

un solo eje (CATIE, 1984).

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

fa raiz pivoténte puede llegara mas de | m (Regalado, 1996).
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Figura 2.2 Planta aduita de C. ardbica.

En la Figura 2.2 se pueden observar las caracteristicas de una planta de café, que presenta
dos tipos de crecimiento: Vertical u ortotrépico, s un tallo central con pocas ramificaciones
verticales, a menos que reciba algiin tipo de poda de formacion, para estimular la produccion
de un mayor numero de ejes (Casﬁl!o y col, 1996). El otro crecimiento es el lateral o
plagiotropico, 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

5



™

B
tnico de fructificacion del cafeto; las primarias son opuestas, largas, flexibles y forman

angulos de 45° a 60°, con respecto al tallo central (Sanchez, 1991).

Las hojas son opuestas y alternas en el tallo ortotropico y en ramas plagiotropicas 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 axilas de las hojas de las
ramas plagiotropicas. En la
| Figura 2.3 se pueden
apreciar las flores de una
~planta de la variedad C.
ardbica, 1a corola es blanca

y formada por cinco

“pétalos fusionados en su

Figura 2.3 F]ores.de C. ardbica

base, dando origen al tubo
de la corola; el cual se encuentra inserto en la parte superior del ovario. El ovario,
normalmente con dos loculos, contiene un évulo por loculo. Tiene cinco estambres con
anteras lincales que se abren longitudinalmente. El estilo es largo, de color blanco y bifurcado

en el estigma (Regalado, 1996).

El género Coffea incluye por fo menos 70 especies, de las que solo resaltan por su valor

comercial; (" ardbica Linneoy (. canephora Pierre (Coste, 1986).

- Coffea arabica Linneo, originario de las montafas del sur de Etiopia, contiene poca
cafeina representa las tres cuartas partes de la produccion mundial y se desarrolla més

particularmente sobre las altas mesetas.



- Coffea canephora Prerre, descubierta en el Congo, donde la variedad mas difundida es
( offea robusta, que representa el 25 % de la produccion mundial. Esta variedad se
aclimata bien a altitudes menores, tolera temperaturas mas altas, resiste mas a

enfermedades y contiene 2 veces mas caleina que la vartedad (. arabica

Los requerimientos ecologicos optimos para ¢l caleto son: temperaturas promedio anuales
de 18° a 22°C, sin riesgo de heladas; altitudes entre 900 y 1200 m sobre el nivel del mar;
precipitacion entre 1400 a 2300 mm, bien distribuidas en el afio; suelos con mas de 1 m de
profundidad, de textura franca a migajén-arcilloso, contenido de materia orgdnica arriba del
7%:y un pH de4.5a5.5. EnMéxicose cultiva primordialmente (. arabica L., que es la de

mayor importancia comercialy en muy pequeiia escala (. canephora (Castillo y col., 1996).
2.1.1 El fruto

Ei fruto es una drupa de superficie lisa y britlante, de puipa delgada facilmente desprendibie
del pergamino. El color del fruto maduro varia de rojo a amariHo segin la-variédad y la
exposicion al sol. En ocasiones sélo uno de los ovulos se fecunda y se desarrolia originando
una semilla de forma redonda que se le conoce como café caracol. La época de la floracion

varia segun la region, 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 varia poco- segun las variedades, en promedio:

10 mm de longitud, 6-7 mm de ancho y 3-4 mm de espesor (Wilbaux, 1956, CATIE, 1984).
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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 tisulares. La
pulpa esta formada por el epicarpto (epidermis o cascara o pellejo correspondiendo al 46 %
del fruto), el cual esta constituido de una capa de células poligonales gigantes, su
consistencia varia con la especie, y el mesocarpio 0 mucilago miel, capa gruesa de tejido
esponjoso de cinco milimetros de espesor, rica en aziicares y en pectinas (pulpa), carnoso
blanco-amarillento, corresponde al 17-18 %, se encuentra rodeando dos granos unidos por
su lado plano. E! color de la epidermis varia de verde (clorofilas) a rojo (antocianinas),
incluso a rojo oscuro, a veces hasta violeta o negro cuando las cerezas estin muy maduras.

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

Los granos estan revestidos de una doble membrana, la primera comunmente Hamada café
pergamino. Es un endocarpio delgado o mucilago, de color amarillo palido y de consistencia
dura y fragil que representa el 18-20 %. La segunda mucho mas fina que la precedente y
adherida al grano (albumen), es lamada pelicula plateada o espermodermo, representa el
0.2 %y el café verde representa el 17-18 % del fruto. Los granos estan compuestos de un
endospermo, de un cotiledon y de un embrion situado en la base del grano sobre el lado

interno (Castillo y col., 1996; Regalado, 1996).



2.1.2 Localizacion y produccion del café mundial y nacional

L.as areas del mundo en las cuales el café puede crecer estan limitadas, principalmente por
ia temperatura,‘ya que la planta puede ser dafiada seriamente por las heladas asi 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 mas cultivadas: (. aragbicay (. cunephora)
se extiende entre el Tropico de Cancer y ¢l Tropico de Capricornio (Jobin, 1982;
Marshall, 1983; Coste, 1989), por lo que la altitud, precipitaciones, tipo de suelo y la
cercania al ecuador, son factores preponderantes en el cultivo de este fruto. La poblacién
natural de la especie (. ardbica se sitia sobre un clima tropicat templado por 1a altitud. En
fas regiones intertropicales, esta especie no puede prosperar ya que la conjugacion del
relieve y la latitud son factores desfavorables. Mientras que la especie (. canephora se

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

Del periodo 1975-1976 a 1994-1995 la produccion mundial de café pasé de 73 109 000 de
sacos de 60 Kg,a 91 500 000. Resalta la produccion de la cosecha 1987-1988 con 103 336,
poco mas de 6.2 miljones de toneladas (Tabla 2.1), mientras que en 1989-1990, Ila
- produccion fue del orden de 5.5 millones de toneladas, 70 a 75 % de café arabicay el resto
de café robusta (anonimo, 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
% peso de materia seca (Aguirre, 1966; Bressani y col.. 1972 Zuluaga, 1989). Dicho de otro
modo, la produccion de una tonelada de café verde genera 500 Kg de residuos de café
(Roussos y col., 1989). En los iiltimos 20 afios ef promedio de la produccion ha sido 88 000
000 en ese periodo, México ha participado en promedio anualmente con 4 487 000 sacos de
60 Kg. lo que representa el 5.1 % de la produccion mundial, ocupando el 5to lugar entre los

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

EPSYTE i

~_ Ciclo Miles de sacos de 60 Kg.
1975-76 73,109
1976-77 60,907
1977-78 70,850
1978-79 78941
1979-80 81.861
1980-81 ' 86,354
1981-82 98,189
1982-83 82,778
1983-84 90,049
1984-85 90,357
1985-24 95,829
198¢ 79,164
1987-- 1 103,336
1988-: -~ 92,080
1989 ©0) : 97,300
1990-1 98,400
1991-92 102,700
1992-93 93,100
1993-94 93,100
1994-95 91,500
199590 91200

Los principales paises productores y exportadores de café se presentan en la Figura 2.5
Actuaimente M éxico ocupa el quinto lugara nivel mundial como productor de café, después
de Brasil, Colombia, Indonesia y Vietnam. L.a variedad que produce es la “arabica”, y dentro

de ésta, se clasificaen el grupo de "otros suaves”.
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Figura 2.5 México dentro de la produccion mundial de café (SAGAR, 1999)

El café se produce sobre una superficie de 690 mil hectdreas, en doce estados de la
Republica Mexicana, situados en la parte centro-sur del pais. Estos estados son Colima,

Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Qaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,

Tabascoy Veracruz (Figura 2.6).

-y »

Figura 2.6 Principales superficies cafetaleras de México (SAGAR, 1999)
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Meéxico produce café de excelente caiidéd: ;a'qué en su 'tt-)pograﬁa, altura, climasy suelos, le
permiten cultivar v producir variedades clasificadas como las mejores del mundo. Ejemplo
de esto son las variedades Coatepec, Pluma Hidalgo, Jaltenango, Marago y Natural de
Atoyac, solo por citar alpunos. A este respecto, México es el primer productor mundial de

café organico, v uno de los primeros en cafés "Gourmets”.

La produccion 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 ta exportacion, éstas ascendieron en el
ciclo 1996-1997 a 4,384,363 sacos de 60 kilos y se exporto a 58 paises del mundo. Para la
cosecha 97-98 las cifras finales al mes de septiembre registran una produccion de 4,800,900
sacos de 60 Kilos y se han exportado 3,881,902 sacos de 60 kilos a 52 paises
(Consejo Mexicano del Café, SAGAR, 1999).

2.1.3 Industrializacion del café

En Meéxico la recoleccion de la cosecha se hace a mano y en forma selectiva, es decir
recogiendo de las tamas una a una las cerezas maduras. La cereza esta lista para cosecharse
cuando tiene una coloracion rojo brillante. La maduracion no se realiza uniformemente por
€so es necesario hacer varias recolecciones (de 3 a 4) durante la época de cosecha, a fin de
cortar solo 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

calidad del grano (Castitlo y col., 1996, Regatado, 1996).

En ciertos paises de Africa y en Brasil, las cerezas de café son cosechadas rama por rama
("sirip picking™). El porcentaje de inmaduras es por lo tanto elevado, v 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 produccion.

Ciertas operaciones se llevan a cabo con el objeto de sacar los granos de sus envolturas
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(putpa, mucilago, pergamino, pelicula), de secarlos para conservarfos asi como de mejorar su
presentacion. Los métodos o sistemas para el beneficio de café son dos: el beneficio hamedo
v el beneficio seco. El beneficio himedo es para el café¢ arabica "svaves finos" de Aménica
Central, de Colombiay de Kenia. Este método confiere a los granos un aspecto agradable
que valoriza los lotes y mejora la calidad a lataza. £l café tratado por el proceso humedo es
Hamado "lavado”. El café tratado por el beneficio seco, calificado de "natural” esta

constituido por 80 % de café arabica de Brasil v casi todo ¢l café robusta.
2.1.3.1 Proceso hiimedo

El beneficio del café comprende el proceso industrial que transforma en producto comercial
de fa cereza o café "capulin” o "bola". El tratamiento por via hiumeda consiste en transformar
la cereza en café pergamino con 12 % de humedad, la cual se efectia en el centro de
despulpado. Las cerezas recolectadas son llevadas al centro de tratamiento, en donde se

llevan a cabo las siguientes operaciones tecnologicas:

Recepcion de cereza: La entrega de la cereza al beneficio se hace, por lo general, en las
ultimas horas de la tarde; de ahi que convenga tener un lugar apropiado para recibir la
recoleccion de la cosecha diaria de manera que pueda conservarse sin fermentar hasta el
momento 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 via seca. Las cerezas mds
pesadas, pasan por el sifon, son transferidas a un gusano despulpador en una corriente de

agua.

Despulpe: esta operacion se lleva a cabo con el fin de remover ¢l epicarpio y la mayor parte
de la sustancia azucarada de los granos de café comunmente llamada pulpa. Las cerezas

frescas y limpias (separadas de residuos vegetales y de material extrafio 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 evacuacién de la pulpa. Se estima en 40 m'/t de café comercial, ia cantidad de agua
necesaria para la recepcion, el transporte hidradlico de las cerezas al despuipador, el
despulpado, la evacuacion de la pulpa, la seleccion 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 materta organica de la pulpa y su carga

contaminante corresponde a una demanda quimica en oxigeno comprendidaentre 9y 15 g

Remocion del muctlago: Para separar el mucilagoque se encuentra adherido al pergamino del
café, se utilizan procedimientos que tienen como base acciones bioquimicas o de

fermentacion, acciones quimicas, acciones mecanicasy acciones quimice-mecanicas.

Fermentacion: Es el procedimiento natural de solubilidad o de digestion de dicha sustancia y
es el mas 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 ubicacion,
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 fa operacion de

despulpe entre otros.

Para algunas regiones cafetaleras de México puede tomarse como promedio el siguiente
horario para la fermentacion: a) Rapida o excelente con un tiempo de 18 a 20 horas;
b) Normal de 20 a 24 horas; c) Lenta 0 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 fermentacidn como son: la accion bioquimica, que consiste en hidrolizar la

pectina, acelerando la fermentacion a través del uso de enzimas pectinoliticas, enddgenas del

fruto y de la microflora, en acido pectinico, que conduce a la eliminacion de fas propiedades
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gelificantes de la pectina. La accidn quimica comprende el uso de productos quimicos que
debidamente dosificados se aplican en las pilas de fermentacion. La accion mecanica, por
maquinas demucilaginadoras que necesitan de grandes cantidades de agua y energia. La
accion quimica-mecdnica, consiste en la remocidn del mucilago usando la asociacion de un

agitador mecanicoy compuesto quimico o base de acidos débiles y agua.

L.a via de la accion bioquimica es el método mas ampliamente utilizado. Esta operacion se
conduce generalmente en una cuba de cemento donde el café es traido por transporte
hidraulico 6 mecéanico. La duracion del tratamiento varia segiin las condiciones locales. La
hidrolisis del mucilago es provocada por las pectinasas presentes en el fruto, v acelerada por
la presencia de microorganismos. En el transcurso de ia fermentacion, ¢l pH disminuye de
6.5-6.8 a 4.5-4.8. L.a extraccion de los compuestos lendlicos, en particular de diterpenos,
permite una disminucion de la dureza y de la amargura. La fermentacion aporta al producto

final mas acidez, esto es, hasta cierto umbral, un criteno de calidad.

Lavado del café: Para ¢l lavado se necesita llenar dos requisitos: primero que se cuente con el
agua necesaria, aproximadamente 400 | por quintal (60 Kg) y segundo que el agua sea limpia
_ para no dar al café ningun olor extrafio v desagradable, que redundaria en su perjuicio. En
esta parte se eliminan los productos formados en el transcurso de la fermentacion, los restos
de mucilago, una parte de compuestos fenodlicos, ctc. El café es impulsado y mezelado a
contracorriente en los lavadores, o tratado en grandes centrifugas. Las aguas residuales de

este lavado representan los volumenes mds importantes y contienen una demanda quimica

de oxigenqde 5a 6 gl.

E secado del café: Esta practica consiste en quitarle aproximadamente del 43 al 48 % de
aguacon relacion al peso total del café lavado y recién escurrido. El secado se puede hacer de
manera natural por exposicion al sol en pafio, o con sombra en patio cubieno, o

artificialmente empleando aire caliente en maquinas secadoras horizontales o verticales. El
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método mds generalizado para secar café es el patio, conocido también como asoleadero o
planilla. La practica consiste en exponer el café a los rayos directos del sol por capas
delgadasde 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 bodegay el punto de trilla, que corresponden
respectivamente, al 14y 12 % en contenido de humedad que aun conserva ¢l grano. Las
técnicas de secado solar o artificial son igualmente utilizadas ¢n ¢l tratamiento por via seca.
Sin embargo, en el caso de secado artificial, ¢s 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 inferici a 1 m/s. Asi se himita la formacion de productos indeseables

(Gaime-Perraud, 1995).
2.1.3.2 Proceso seco

Se utiliza en la obtencion ‘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 fa
finalidad de preparar el grano de café para su tostado y consumo. El procedimiento de
beneficio seco pasa por las fases de: maduracion dei cafe€ pergamino, limpieza del pergamino,

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

La maduracion del café pergamino consiste en amontonar o almacenarlo en silos o tolvas
hasta una humedad entre 11 y 13 %. Después se pasa a la limpieza, que tiene la finalidad de
eliminar impurezas come clavos, basura, piedras, tucrcas, pedazos de metal, trozos de
ramas, hojas, etc. El morteado o tnillado del grano se refiere a quitar el pergamino o
endocarpio. La clasificacion se hacer por forma y tamaiio, en donde se toma como base el
grosor, ancho y largo segin 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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(Kegalado, 194%0).

2.1.4 Residuos del tratamiento del café

I.0s subproductos o desperdicios del café estan 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 contaminacion que causa en el medio ambiente (Calle, 1977,
Bressani, 1978b; Braham y Bressani, 1978; Claude, 1979, Adams y Dougan, 1981; Rolz v
~col., 1982; Vemet, 1987, Zuluaga, 1989). La via himeda produce grandes volumenes de
desechos, donde los mas importantes son: la pulpa, 39 % de peso fresco de la cereza y el
mucilago, 22 % (Zuluaga, 1981). Estos subproductos pueden ser transformados y

aprovechados como productos agricolas, pecuarios e industriales.

2.2 Pulpa de café

Entre el epicarpio o cascara y los granos, se encuentra la pulpa de café que es la parte
carnosa llamada también mesocarpio, estd formada por una capa de células esponjosas y
tiene un espesor aproximado de 5 mm (Zuluaga, 1989). La pulpa proviene de la primera
operacion mecanicadel beneficio, que consiste en despojar la pulpa de la parte restante del
fruto, mediante maquinas desgarradoras conocidas como despulpedoras, siendo el primer
producto que resuita del procesamiento del café.con una humedad de 80 a 85 % (Bressani y
col., 1972), la cual en época de cosecha es frecuentemente arrojada en los rios localizados
cerca del lugar de procesamiento, constituyendo residuos que contaminan el medio ambiente
(Zuluaga, 1981; Gaime-Perraud, 1995). La pulpa de café representa aproximadamente un

40% del peso en base fresca de la cereza del café (Tauk, 1986) y un 26% en base seca.



2.2.1 Composicién quimica de la pulpa de café

La composicion quimica de la pulpa de café¢ ha sido estudiada por Zuluaga (1981). Es
importante resaltar que en la pulpa de café se encuentran substancias quimicas de interés en
la alimentacién animal (aztcares libres, proteinas, hemicelulosa, celulosa, minerales); dichas
substancias estan ligadas a varios factores antifisiologicos (potasio, cafeina) y
antinutricionales (taninos y fenoles ) que limitan el uso de la pulpa de café en la alimentacion
monogastrica (puercos y pollos) y de rumiantes {ganado). Entre estas, las caracteristicas de
su fraccion  lignocelulésica  son importaﬁtes, (Braham y  Bressani, 1979,

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

La composicion quimicade pulpa de café en forma fresca y deshidratada esta representada
en la Tabla 2.2, donde es notable el gran porcentaje de humedad de la pulpa fresca, seguida
por la materia secay los hidratos de carbono, asi como el contenido de fibra cruda, proteina,
cenizas y extracto etéreo, los va[dres de la composicion de la pulpa también difieren de
acuerdo a la variedad. En la pulpa deshidratada es apreciable la diferencia en las
determinaciones debido a 1a deshidratacion, probablemente provocada por el aumento en la

cantidad de materia seca.

Tabia 2.2 Composicién quimica de pulpa de café fresca y deshidratada (Elias, 1978)

bont snipdeg s e e e ]

Determlnacmn Pulpa fresca % Pu!pa deshldratada %
Humedad 76.7 12.6
Materia seca 233 874
Extracto etéreo 0.48 25
Fibra cruda 34 21.0
Proteina cruda (N x 6.25) 2.1 1.2
Cenizas 1.5 ' 83

Hidratos de carbono _ L 158 444

A s g A LA M g by o Bl s A A b e+ [P

Otros compuestos presentes en pulpa de café, como son: taninos, cafeina, 4cido clorogénico,

sustancias pécticas y acido 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 toxictdad de la pulpa de café (Bressani, 1978c).

Tabla 2.3 Composicion quimica de pulpa de café (. ardhica variedad Mundo Novo

(Braham y Bressani, 1979) y variedad Bourbon (Zuluaga y Tabacchi,1980).

_ Determmamon o Mundo Novo (% PMS) Bnurbon (% PMS)
Humedad 12.6 6.9
Extracto etéreo 29 2.7
Fibra bruta 24.0 16.2
Proteinas brutas 128 89
Cenizas 95 8.7
Extracto libre de nitrégeno 50.8 63.5
Taninos 8.6 3.7
Sustancias pécticas totales 6.5 -
Azicares reductores 124 -
Azucares no reductores 2.0 -
Cafeina 1.3 0.75
Acidos clorogénicos 2.6 -
Acido caféico total 1.6 -

Zuluaga (1981) determiné los azucares de pulpa de café secada al sol y por liofilizacion,
usando cromatografia liquida. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 2.4, donde
se muestra que el 22.65 % corresponde a los azicares hbres. La diferenciade un 4 % mas de
azicares en la pulpa secada al sol y 1a pulpa liofilizada, se puede explicar por el efecto de la
hidrolisis de glucosidos y polisacaridos durante ¢l secado al sol. El 50 % de azicares libres
corresponde a la D-fructosa, la cual aumenta cuando es secada al sol, el 30 % del total de
pulpa lioﬁlizﬁda, lo constituye 1a D-glucosa que es el segundo azicar mas importante. El
20 % restante son sacarosa y galactosa, en donde la concentracion de la sacarosa disminuye

a la mitad por. el secado al sol. El inositol es practicamente despreciable.



Tabla 2.4 Contenido de azicares presentes en pulpa de café (Zuluaga, 1981).

A AT [ A8 VRS S b PEALIE Hhe 1A with, AR e N——

Azacares Pulpa liofilizada Pulpa secada al sol
e mg/100mg % total  mg/100mg % total
o+ ﬁ-D-Fructosa 9.92 43.8 15.20 57.1
D-Galactosa 2.40 10.6 1.58 7.0
a-D-Glucosa 342 15.1 4.52 17.0
B-D-Glucosa 342 5.1 3.11 .7
Inositol 0.28 1.2 0.10 0.4
Sacarosa 321 14.2 1.83 6.8
TOTAL ... 2265 100 2664 100

o T AT AR g b gy TY

En la Tabla 2.5 esta 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 concentracion elevada es el potasio, al cual se considera como un factor

antinutricional en alimentacion animal (Jarquin y col., 1973; Campabadal, 1987).

Tabla 2.5 Contenido de cenizas y minerales en pulpa de café (Blanes, 1982)

R

Determinacién __Contenido
Cenizas %MS 90
P %MS 0.21
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
B ppm 27

Delgado-Vidal(1999) también estudio fa composicion quimica de pulpa de café sometida a
diferentes procesos: fresca, secada al sol, secada al vacio, ensilada y ensiladay fermentada
(Tabla 2.6). Se aprecia que los resultados obtenidos para las pulpas frescas y ensilada son
muy similares con excepcion de los azucares totales se ven disminuidos en la pulpa ensilada

por ¢l efecto de las bacterias lacticas. Asi mismo se observan resultados similares para las
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pulpas secadas al sol y al vacio, en donde las diferencias son insignificantes en 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, asi como tambi€n los azicares totales, probablemente debido al consumo de las
bacterias lacticas, pero en comparacion con la pulpa ensilada estos se encuentran en mayor
proporcién. Es interesante que en este sustrato se encontré un 19.6 % de proteina y una
degradacion de la cafeina por el efecto causado en la fermentacion por el hongo Penicillium

CAIHUAC,

Tabla 2.6 Compesicior  :micade pulpa de café sometida a diferentes procesos {Delgado-
Vidal, 1999).

‘Determinacion Pwlps fresca Pulpa seea  Pulp. secaal  Puipa ens.  Pulpa ens. y
% MS  alsol %o MS vacio % MS % MS  ferm, % MS

Humedad 814 12.9 12.3 83.1 872
Materia seca 18.6 87.1 87.7 16.9 12.8
Cenizas 8.3 6.7 74 7.9 10.4
Azucares totales 384 332 335 93 13.6
Proteina N*6.25 12.7 15.1 132 184 19.6
Cenizas  ......0:68 065~ . 062 068 D06

PR At St e

2.2.2 Factores antifisiolégicos y antinutricionales presentes en Ia pulpa de café

La pulpa de café presenta ciertas desventajas para usarla en alimentacion animal, tales como
la presencia de factorés antifisiologicos y antinutricionales, a los que se ks ha
responsabilizado de causar un efecto adverso en los animales que la corsumen. Entre estos
compuestos se¢ encuentran: la cafeina (0.6 a 0.1.3 % MS) los fenoles libres (acido
clorogénico: 0:18 2 3.16 % MS; el 4cido caféico: 0.28 a 2.58 % MS; el acido tanico: 2.30 a
5.5 % MS) y otros compuestos fendlicos. Ello da como resultado un bajo consumo de
alimento y baja ganancia de peso a medida que se incrementa ¢l porcentaje de pulpa en la
racion. (Bressani, IWSc;_Gémez-Brenes y col., 1985).
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2.2.2.1 Cafeina

I,3,7—t;'imetilxantina, mejor conocida como cafeina, es una purina que se encuentra en el té
(1 a4 % en hojas), café (0.6 a 2,7 % MS en granos y hojas) y el cacao, entre otras 50
especies vegetales (Coste, 1989). La cafeina es una sustancia cristalina, sin aroma, con sabor
ligeramente amargo. Cuando es obtenida por cristalizacion de una solucion acuosa, la cafeina
es obtenida como un hidrato, del cual recientemente se pensaba que contenia una molécula
de aguaa cada moléculade cafeina. Es la inica xantina alcaloide presente en el café (Clarke y
Macrae, 1985), la formula quimica es: CgHgN4O; v su peso molecular es de 194.2 g/mol

{Windholz y col., 1983).

Figura 2.7 Fstructura quimica de la cafefna (1,3.7-trimetilxantina). Los atomos de color rojo
representan al oxigeno, los blancos al hidrogeno, los aziles al nitrogeno y los grises al

carbono.

L.a concentracion de cafeina en la pulpa de café varia de 0.6 a 1.3 % en materia seca
(Bressani y col., 1972). Los efectos de la cafeina en la nutricion animal han sido estudiados
por numerosos autores (Brahamy col.,1973; Jarquiny col., 1973; Vargas, 1974; Cabezas y

col., 1974; Flores Recinos, 1976')-. El consumo de grandes cantidades de pulpa de café por
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rumiantes provoca disfunciones fisiologicas tales como: timpanismo, inflamacion de las

extremidades, caida de pelo, problemas de piel, asi como un aumento en la secrecion urinaria.
2.2.2.2 Compuestos fenolicos

Los polifenoles, son constituyentes naturales de muchas plantas, los cuales en presencia de
oxigeno, son oxidados a quinonas. Esto puede ocurrir en un medio alkalino, o a través de la
accion de polifenoloxidasaa pH cercano a la neutralidad. Estas quinonas pueden polimerizar
en pigmentos color café de gran tamafio o pueden reaccionar con residuos de ciertos
aminoacidos. En el 4ltimo caso puede haber condensacién entre quinonas, residuos de lisina
y cisteina, y/o pueden ocurrir reacciones de oxidacion con residuos de metionina o
posiblemente con residuos de cisteina y triptofano (Fenema, 1985). La digestion de los
rumiantes puede estar limitada debido a la asociacion de compuestos aromaticos, como los
compuestos fenodlicos, con las paredes celulares (Hartley, 1972). Muchos estudios se han
investigado para conocer el potencial inhibitorio de los compuestos fenodlicos en la digestion
de fibras de los forrajes. Jung (1988) reportd que los compuestos fenolicos liberados durante
la fermentacion de ensilajes de alfalfa (Medicago sativa L.), heno, hierba suave (Bromus
inermus) y maiz (Zea mais), inhibe la fermentacion de azacares estructurales. Theodorou y
col., (1987) observaron inhibicion de la desaparicion de materia seca con extractos fenolicos
de células de tallo de maiz. Los compuestos fenodlicos extraidos de sorgo
(Sorghum bicolor I.. Moench) y alfalfa también inhibieron la digestion de la fibra in vitro

(Cherney v col., 1993).
2.2.3 Aprovechamiento de la pulpa de café por vin biotecnolégica

Casi toda la pulpa producida en el proceso del beneficiado del café por via humeda, es
comunmente desechada en las calles, terrenos de cultivo y rios localizados cercade los sitios

de procesamiento del café, y es considerada el material 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 investigacion sobre fa utilizacion de la pulpa de café dirigidos
principalmente en nutricion animal. Esto se debe a que dicho material posee ciertas
caracteristicas nutricionales deseables, tales como su contenido de carbohidratos, proteinas,
patron de aminoacidos, fibra cruda y digestibilidad, propiedades que la hacen
potencialmente aceptable en nutricidn animal. Se han propuesto diversos usos para la pulpa
de café entre otros para: abono organico (Gomez, 1978a, 1978b; Arcila, 1979;
Pefialoza, 1981; Tauk, 1986), biqgas (Calle, 1957; Hutchinson, 1958, Calle, 1974a; Morales
y Chacon, 1981, Blanes, 1982), cultivo de hongos comestibles (Guzman y Martinez-
Carrera, 1985; Rolz y col., 1988b; Martinez-Carrera, 1989; Martinez-Carrera y col., 1999),
cultivo de lombrices (Davila y Arango, 1991; Salazar y Mestre, 1991, Aranda y Barois,
1999). También se han propuesto diversas alternativas como posibilidades de uso en la
produccion de microorganismos (Calle, 1977, Pefialoza, 1981), produccion de enzimas

(Roussos, 1985; Favela y col., 1989; Boccas y col., 1994) y para alimentacion animat

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

1977, Cabezas y col., 1978; Gomez-Brenes, 1978, Christensen, 1981).
2.2.4 Alternativas parala conservacion de pulpa de café

En muchas areas productivas de los tropicos, la produccion estacional de pulpa de café es
uno de los mayores desperdicios agroindustriales producidos durante las operaciones de
pulpeo de la cereza de café para obtener los granos (Zuluaga, 1981). La pulpa tiene una alta
humedad y una importante presencia de microflora endogena lo que implica problemas para
evitar su descomposicion y por lo tanto !a contaminacion ambiental (Gaime-
Perraud y col.,1993; Roussos y col, 1993a). Ya que es un subproducto facilmente
putrescible, la pulpa necesita un tratamiento rapido {(Bressani, 1978) por los grandes
volimenes a tratar por'dia (Zuluaga, 1989). Hasta el mémento se carece de procesos

mecanicos 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 accion de la radiacion solar. ya que al
beneficiador le interesa mucho mas secar el grano de café (Murillo, 1978). Con el fin de
poder utilizar todo el afio 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 alimentacion animal sin aumentar excesivamente el costo del producto final. Los
procesos de secado artificial en tambores horizontales o verticales, asi como la liofilizacion,
sertan 2 alternativas posibles, pero economicamente no viables por el alto costo que
implicaria 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
economicamente rentable, y la técnica de conservacion que ofrece las mejores perspectivas,
de acuerdo a las exigencias descritas con anterionidad, 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 método de preservacion de forrajes humedos (Weinberg y col., 1993), el
cual es ampliamente usado en todo el mundo, anualmente se almacenan mas de 200 millones
de toneladas de materia seca en el oeste de Europa y tos Estados Unidos (Murillo,1978;
Wilkinson, 1988; USDA 1991). El método se basa en una fermentacion natural producida
por bacterias en ausencia de aire, que actan sobre los carbohidratos solubles que contienen
las células vegetales. Durante ¢l proceso de fermentacidon se producen 4cidos organicos,
principalmente dcido tctico. Como resultado, hay un decremento en el pH, inhibicion de los
anaecrobios que descomponen el forrajc y asi este es preservado con pérdidas minimas
{Weinbergy Muck, 1996; Rutherford y col., 1998).
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2.3.1 Proceso de ensilaje y los factores que en él intervienen

Un enstlaje de alta calidad requiere de un manejo sensato y de practicas implementadas
antes, durante y después del periodo de ensilaje. La atencion a los detalles tales como
velocidad del cosechamiento, contenido de humedad, (trituracion, distribucion vy
compactacion, tienen una gran influencia en cl proceso de fermentacion y las pérdidas
durante el almacenamiento. Una eficiente fermentacion generalmente asegura un material mas
digeribley una buena palatabilidad. Esto promueve un maximoconsumo de materia seca por
e! ganado que usualmente resulta en un mejoramiento en la ganancia en peso y/o en la

produccion de leche (Mahanna, 1996).

En un ensilaje ideal todos los nutrientes presentes en la cosecha son preservados, pero en la
practica esto no es posible y algunas pérdidas son inevitables. La composicion quimica del
material afecta el éxito de la fermentacion, por lo que el contenido de los carbohidratos
solubles y de materia seca son particularmente importantes, asi como la anaerobiosis yla
predominancia de las bacterias lacticas homofermentativas, son factores esenciales para un
ensilaje exitoso (Whittenbury, 1961; McCullough, 1977; Pitt y col., 1985; Bertin, 1986;
Brookes y Buckle, 1992).

El ensilaje comprende muchos procesos bioquimicos y microbiologicos desde el momento de
la cosecha hasta eventualmente alimentar at ganado. Una vision superficial de la
fermentacion principia con la respiracion aerobia inmediatamente después de la cosecha del
cultivo. Durante esta fase, los carbohidratos solubles son .converlidos a CO,, calor y
humedad por las células vegetalesy por los microorganismos acrobicos. Este proceso puede
continuar hasta que el oxigeno se agota o los carbohidratos solubles de las células vegetales
se consumen. Bajo condiciones ideales de humedad, troceado y compactacion, la fase

respiratoria puede durar solo unas pocas horas (Woolford, 1984).
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La anaerobiosis es un factor muy importante en la evolucion y éxito del ensilaje, ya que si
esta condicion no es alcanzada rapidamente, ocurre una oxidacionde los azucares por lo que
estos no estarian disponibles para una fermentacion lactica (Ruxton y McDonald, 1974).
Una vez que las condiciones de anacrobiosis s¢ han establecido, las bacierias anaerobicas
proliferan en la masa ensilada. Dentro de estos microorganisimos se encuentran las bacterias
productoras de acido ldctico (lo cual se detalla en la seccion 2.4.3 de este capitulo) vy solo se
esperaria que en las capas superficiales del ensilado se encontrasen hongos y levaduras
debido a que estos se desarrollan mejor en presencia de oxigeno (Watson y Smith, 1984).
Estas bacterias fermentan los carbohidratos a productos finales como dcido lactico, acido
acético, etanol y CO,. - »roduccion de acido causa un descenso en el pH alrededor de 4
(Tomes y Cummings, 1':71; Mahanna, 1996, Rutherford y col., 1998), lo que hace que se
preserve la cosecha. El duscenso del pH empieza cuando hay aproximadamente 100 millones
(10%) de bacterias I-cictic-as por gramo de forraje. Muchos nutrientes son conservados en el
ensitage cuando la fermentacion es rapidamente completada. El acido lactico es el mas fuerte
y efectivo acido organico del ensilaje por la rapida reduccion de pH debido a su valor de
pK (3.85). Por {o tanto, un ensilaje de calidad generalmente tiene lactico como el acido
dominante, a niveles arriba de 6-8 % de la materia seca del ensiiaje. La velocidad y el nivel
del pH finai en el forraje ensilado, depende en gran parte del tipo v humedad del forraje que
ha sido ensilado, asi como del contenido en azicares. {Jna concentracion de azucares de 12 a
I3 % MS es necesarig para obtener un ensilaje d¢ buena calidad (Demarquilly, 1985,
Gouet 1994). Laaptitud del vegetal a ensilar, esta ligada por consecuencia, a su contenido en
azucares fermentables, ya que influyen directamente en la fermentacion (Pettersson y
Lindgren, 1990) y se transforman en acido lactico que permite alcanzar valores de pH de 4
(Bertin v col., 1994). Las legumbres con un bajo contenido en carbohidratos solubles (4-
6 %) v una alta capacidad amortiguadora, generaimente pueden llegar a un pH terminal
cercano a 4.5, Los ensilajes de maiz con alto contenido de carbohidratos solubles (6-8 %) y
baja capacidad amortiguadora, pueden terminar en valores de pH cercanos a 4.0. Los

ensilajes himedos fermentan mas que los ensilajes de {orrajes 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 fermentacion que

esta ocurriendo (Mahanna, 1996).

Cuando se ha alcanzado un pH final de alrededor de 4, para inhibir completamente la
fermentacion de clostridios (Muck, 1988), el forraje se encuentra en un “estado preservado™.
No son promovidos procesos destructivos, ya que el oxigeno esta ausente de la masa
ensiladay los microorganismos enddgenos que causan descomposicion (levaduras) no elevan
el pH porque metabolizan los 4cidos de 1a fermentacion. En este punto, el ensilaje puede
permanecer relativamente estable durante todo el periodo de almacenamiento

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

El ensilaje siempre esta en un estado dinamico dependiendo de: la extension de las
condiciones anaerobias (por ejemplo la extension de la penetracion 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 acidos de
fermentacion presentes en el ensilaje y de [a apariencia del ensilaje durante el manejo de Ia

descarga vertical de los silos subterraneos.

Una fase de post-fermentacion, es la fase de salida, cuando el ensilaje es sacado de Ia
estructura de almacenamiento. La microflora del ensilaje o los contaminantes aerobios, entre
los mas comunes que causan descomposicion se encuentran las Enterobacterias y también
los Clostridios, comienzan a oxidar los acidos presentes {Bruyneel y Verstraete, 1986;
Brookes y Buckle, 1992). Esta oxidacion causa una pérdida en 1a materia seca de! pienso de
hasta cercadel 50 % y esto a su vez causa pérdidas en la alimentacion. En resumen, el pH
resultante y la temperatura se incrementan, resuitando en un alimento insatisfactorio en
términos de valor nutricional, palatabilidad, o ambos, lo que es un inconveniente para los

animales ya que rechazan el alimento antes de empezar a comerlo. La materia seca se
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constdera como uno de los elementos determinantes del ensilaje (McDonald y col., 1991).
Un contenido de 30 a 40 % de materia seca del forraje a ensilar es considerado como
excelente, ya que los ensilados ricos en materia seca son nutricionalmente mas interesantes
(Nicholson y col.,, 1991 y 1992) dando lugar a que el apetito de los animales se vea

estimulado (Gouet, 1994).

Laincidencia de la inestabilidad aerobica observada, depende en la practica, de la velocidad
con la cual es removido el material del silo y la extension del tiempo que haya estado
ensilado antes de abrirlo. Si el ensilaje es descargado lentamente, entonces mas tiempo esta
expuesta la superficie del ensilaje abierto para que ocurra la deterioracion del mismo.
Tiempos mas largos de ensilaje generalmente producen ensilados mds estables por las altas
concentraciones de acidos y asi toda la poblacion microbiana tiende a decrecer. Asi el
ensilaje debe ser estable al menos 5 dias después de abierto, tiempo adecuado para permitir

que el ensilado sea removido ( Tomes y Cummings, 1991; Rutherford y col., 1998).
2.3.2 Utilizacién de aditivos

Con el proposito de mejorar los procesos de ensilaje se han desarrollado muchos aditivos
quimicos y biologicos para promover adecuados modelos de fermentacion
{McCullough, 1984; Soderlund, 1988; Harrison, 1989; Pitt, 1990, Rust y Mader, 1991;
Muck y Bolsen, 1991), ya que este proceso offece grandes perspectivas de peder ser

aplicado exitosamente.

Existe un amplio rango de acidos que pueden ser usados para reducir rapidamente el pH,
mas su efectividad no se basa en la reduccion de esta variable, pero si en la inhibicidon

selectiva de ciertos microorganismos indeseables. Los acidos formicoy sulfurico son usados

con frecuencia; los dcidos acético y propidnico son menos populares y més caros. Una.

mezcla de dcido formico mas formaldehido también es efectivo y pasticularmente populares
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en Europa (Brown y Valentine, 1972; Thomas, 1988; Muck y Bolsen, 1991). Sin embargo,
el uso de acidos 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 biologices a los quimicos, porque la forma de uso
€s conveniente, no son toxicos, no son corrosivos de la maguinaria agricola, no presentan
riesgos ambientales y son considerados como productos naturales, (Weinberg y col., 1993).
Dentro de los aditivos enzimaticos, los mas usados son las celulasas y hemicelulasas o una
mezcla de las dos. Muchas son subproductos de actividad enzimatica microbiana de
Bacillus subtilus, Aspergillus niger o Aspergillus oryzac. Estos microorganismos producen
varias enzimas que ademds 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 vegetalesy liberan los carbohidratos solubles y fomenta el incremento en
las velocidades de la fermentacion 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 € inoculantes (Brookes y Buckle, 1992).

L.os productores de ensilajes estan conscientes que es conveniente incrementar la probalidad
de producir un ensilaje apetitoso y de buen valor nutricional, razones por las que estan
considerando el uso de aditivos efectivos. Se han observado efectos positivos de los aditivos
para ensilaje en la industria y ¢n estudios de universidades que presentan las siguientes
caracteristicas: bajo pH, gran contenido de acido lactico, contenidos menores de dcido
acético y butirico, gran recuperacion de materia seca, mejoramiento en la digestibilidad y
gananciade peso ¢n animales, y mejoramiento en la estabilidad del material ensilado cuando

¢ste es expuesto al aire (Harrison, 1989).
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Existen muchos factores que necesitan ser considerados en la seleccion de un inoculante
bacteriano. La cantidad de bacterias lacticas es de 10° células por gramo de vegetal fresco
(Bertin y Hellings, 1985; Rauramaa y col., 1987). Muchos de los primeros productos
comerciales agregaban solo 10°-10" ufc/g (Henderson, 1988) lo cual era insuficiente para
competir con la microflora natural. La seleccion de un microorganismo conveniente no solo
requiere el entendimiento del rol de las bacterias lacticas sino también el conocimiento de Jas
propiedades de supervivencia del microorganismo en una formulacion en polvo. En las
secciones 2.44 y 2.4.5 de este capitulo, se describe con mas detalle los efectos de las

bacterias lacticas en la fermentacion, asi como los efectos en la nutriciéon animal.

Los criterios de un microorganismo para usarse como aditivo para ensilaje han sido definidos
en muchas ocasiones (McDonald, 1981; Seale, 1986, Henderson, 1988) y son descritos
como sigue: deben mostrar rapido crecimiento y competencia exitosa con la microfiora
natural; deben ser capaces de homofermentar fos azicares y producir rapidamente acido
lactico; deben ser tolerantes a condiciones Acidas generadas durante el ensilaje (pH 4.0
aproximadamente), deberan fermentar un amplio rango de hexosas y pentosas; no deberia
producirse dextrano de sacarosa ya que representa una fuente de carbono indisponible para
fermentacion dcida; no deben producir manitol a partir de fructosa dado que este azucar se
transforma a un compuesto neutro y no 4cido; no deben utilizar los 4cidos organicos, las
temperaturas del silo son muy variables especialmente durante el inicio del proceso de
ensilaje, por lo tanto el microorganismo debe ser capaz de crecery sobrevivir arrtba de 50°C;
deben ser capaces de crecer bien en pastos marchitos que pueden tener un bajo contenido de
humedad; debe ser posible prepararse en forma de polvo/granulados y el producto debe

permanecer estable durante el almacenamiento.
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2.3.3 Silos

Elsilo es el lugar donde se lleva a cabo el ensilaje, y es el gque determina en gran medida la
naturaleza y calidad del 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.

Elsilo-pozo o silo-trinchera fué el primer deposito usado para obtener ensilaje, actualmente
es el mas popular. Elsilo se va llenandoy apisonando gradualmente en capas, para asegurar
una adecuada compactacion y exclusiondel aire (Gonzalez, 1973). Como la mayor parte del
material conservado se sedimentara en la fosa por debajo del nivel del suelo, [a oportunidad

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

La diferencta entre el si!_o—pozo y el silo-trinchera consiste unicamente en el tamaito, siendo
lo usual que el segundo sea mas largo que ancho. Para simplificar .su caracterizacion a ambos
se les conoce con el nombre de silos-fosa. La fosa se excava en cualquier sueto sano y la
profundidad sobrepasa casi siempre los 90 cm. Existen también otros silos entre los que se
“encuentran: los silos almiar, silo-depésito ¢ cuba, pozo revestido, trincheras o silos sobre

tierra, silos-torre, silos temporales y silos portatiles (Watson y Smith, 1984).
2.3.4 Conservacion de residuos frutales y vegetales por ensilaje

Una gran variedad de subproductos del procesamiento industrial de frutas y vegetales son
preservados por ensilaje con el propdsito de usarlo para alimentacién animal. La utilizacion
de estos subproductos en la alimentacion animal, va tomando dia a dia mayor importancia,
tanto por su cuantia como por sus caracteristicas nutritivas, al resultar aptos para su empleo
en la dieta de rumiantes (Martinez y Medina, 1982). Los residuos de fibras que resuitan de

la extraccion de azucar de remolacha, de la cafia de azicar y de las papas crudas y cocidas,
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son los mayores productos para este tipo de fermentacion (Woollord, 1984; Celanie, 1982;
Roussos. 1985, McDonald. 1991). La fermentacion por ensilaje también se reporta para
preservacion de desperdicios vegetales como chicharos de punto negro, ejotes, cascaras de
naranja, piatanos (L.e Dividish v col., 1976;: Moon, 1981 a, b; Asbell y Lisker, 1987, Megias
y col., 1992, 1993b). de yuca (Saucedo, 1987), de sorgo (Dickerson, 1986; Meeske y col.,
1993}, de alcachofa (Megias y col.. 1993a) de subproductos de jardineria como el clavel

(Ceron y col, 1996) y de pulpa de café (Murillo, 1978).
2.3.5 Ensilaje de puipa de café

Los factores que hacende |1 pulpa de café fresca un subproducto atractivo para conservarla
por ensilaje, son por i parte su composicion quimica y la posibilidad de usarla en

alimentacion animal (Gomez-Brenes y col., 1985).

El principal problema es su aparicion al mercado en volitmenes muy abundantes durante
periodos de tiempo muy éortos, exigiendo, por tanto, un proceso de conservacion que
permita su almacenamiento y la utilizacion durante periodos mas extensos. Esto con el fin
de evitar la contaminacion ambiental generada por las grandes cantidades de este residuo, lo

cual se ve afectado aun mds por la elevada humedad v la produccion estacional.

l.os estudios sobre el ensilaje de pulpa de cal¢ han sido enfocados principalmente en la
construccion de silos, los cambios quimicos y los clectos nutricionales (Rubio y Pineda,
1973; Bohkenfor y Fonseca, 1974, Cabezas y col., 1976; Murillo y col., 1976, Calle, 1977;
Carrizales y Ferrer, 1974; Buitrago, 1987, Porres v col., 1993) y mas recientemente desde ¢l

punto de vista micfob-iolégicoy bioquimico por Gaime-Perraud (1995).
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2.3.5.1 Cambios quimicos y biolégicos que ocurren en la pulpa de café durante el

proceso de ensilaje

La conservacion de una cosecha por medio del ensilaje comienza con el hacinamiento del
producto en un depdsito de cierta forma, pero es de importancia manifiesta que el
procedimiento debera ser de tal naturaleza que los cambios quimicos y biologicos
(producidos por: la respiracion, las enzimas, los microorganismos, y la materia mineral,
entre otros) puedan ser regulados (Watson y Smith, 1984). '
Carrizales y Gonzalez (1984) estudiaron los cambios quimicos en un ensilaje de 5 Kg de

pulpa de café realizados en bolsas de plastico durante 99 dias, los resultados se muestran en

la Tabla 2.7.

Tabla 2.7 Cambios en la composicion quimica de un ensilaje de pulpa de café sin aditivos

(Carrizales y Gonzalez, 1984)

Determinacién ~ Pulpafresca (% MS)  Pulpa ensilada (% MS)

pH 4,30 3.60

Proteinas (N x6.25) 11.57 13.55

Fibras 15.24 17.16

Liptdos 5.00 2.17

Cenizas 6.67 8.08

Carbohidratos 61.21 58.50 :
Cafeina 095 0.83 i

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

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

carbohidratos y nitrégeno 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 quimicas de interés en la alimentacion animal,
tales como: azucares libres, proteinas, hemicelulosa, celulosa, minerales

(Braham y Bressani, 1979; Adams y Dougan, 1981: Rolz 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 Bendafia (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. Gomez-Brenes y colaboradores (1985) determinaron los efectos que 1a pulpa de
café fresca o ensiladay deshidratada ejerce en los animales monogastricos, fa pulpa ensilada
acuso mejor valor nutritivo, menor toxicidady mayor digestibilidad que 1a pulpa fresca, y un
mejor comportamiento en los animales que consumieron pulpa ensilada que en los que
recibieron pulpa fresca. La utilizacion de pulpa de café ensilada es aceptable en una
proporcion de 20 % de la racion de alimentos para rumiantes y puercos

(Bressani y col.,1974; Cabezas y col., 1978; Jarquin, 1978).

2.4 Bacterias lacticas

Estas bactenias se caracterizan como Gram-positivas, comunmente no moviles, no
esporuladas, catalasa negativa, que producen acido lactico como un producto principal o
unico del metabolismo fermentativo. Los miembros de este grupo carecen de porfirinas y
citocromos, no realizan fosforilacion por transporte de electrones y de ahi que rectban su
energiasolo por fosforilacion a nivel de susteato. Todas las bacterias dcido lacticas crecen de
manera anaerobica. Sin embargo, a diferencia de muchos, la mayor parte de ellas no son

sensibles a O, y pueden crecer en su presencia o ausencia, por tanto, son anaerobios
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Luctococcus, Leuconostoe, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococeus y Vagococens. 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 parasitas que Oria-Jensen no habia estudiado;, el conjunto

constituye la familiade las Lactobacteriaceue (Axelsson, 1990).

En la clasificacion de Prévot, que tiene mucho mas en cuenta los caracteres morfoldgicos,
esta familiase haya disociada. Las bacterias lacticas esféricas se encuentran en la familia de
las Micrococaceae, y las bacterias lacticas en forma de bacilos, en la de las Bacteriaceae; se
relacionan asi con las bacterias que producen poco acido lictico o que no fermentan los
azucares. La clasificacion de las bacterias lacticas dentro de diferentes géneros esta basada en
gran parte en su morfologia (cocos o bacilos, formacion de tétradas), forma de fermentar la
glucosa (homofermentativo o heterofermentativo), crecimiento a diferentes temperaturas
(10°C y 45°C), configuracion del acido lactico producido (D, L, o ambos) habilidad para

crecer en altas concentraciones de sal y toleranciaa dcidos o alkalis.

Una diferencia importante entre los subgrupos de las bacterias lacticas se basa en la
naturaleza de los productos que se forman en la fermentacion de los azucares. Existen 2
tipos de fermentacion lactica: homofermentativa y heterofermentativa, en la primera las
bacterias lacticas degradan la glucosa por medio del ciclo de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), casi exclusivamente en el producto final, 1.8 moles de acido lactico por mol de
glucosa consumida, con trazas de otros producios finales. L.a mayor ruta de oxidacion y
fermentacion de azucares por bacterias acido Jacticas se presenta en la Tabla 2.8 Las
fermentadoras heterolacticas, a las que en ocasfones se denomina fermentadoras del acido
lactico mixtas, pueden catabolizar la glucosa por medio de uno a tres ciclos de degradacion
(Embden-Meyerhof, derivacion pentosa, o proceso de Entner-Doudoroff) para dar
productos finales caracteristicos: | mol acido lactico, | mol de aicohol etilico, 1 mol de CO,

y a veces glicerol, por mol de glucosa fermentada (Doelle, 1975, McCullough, 1977,
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MacFaddin, 1993). La ruta heterofermentativa para fructosa produce | mol de cada acido
lactico y dcetico, | mol de CO; y 2 moles de manitol de 3 moles de fructosa. Una ruta
heterofermentativa adicional por miembros del complejo Luctobacillus brevis-buchneri que
involucra la fermentacion de 2 moles de fructosa y | mol de glucosaa 1 mol de cada acido
(lacticoy acético}y CO» v 2 moles de manitol. La ruta homofermentativa para fermentacion
de azucar es mas deseable en algunos procesos como el ensilaje, que la ruta
heterofermentativa porque es mas eficiente para producir acido lactico. McDonald (1981) ha
listado algunas de las especies de bacterias acido lacticas. De {os géneros de bacterias acido
lacticas, Streprococcus 'y Pediococcus  son  homofermentativos, - Lewconostoc  es
heterofermentativo y  Lactobucillus, dependiendo de las especies es homo o

heterofermentativo.

Tabla 2.8 Principales productos de metabolismo de los azucares por bacterias ldcticas

(Alais, 1991),

LRI [rav—, - hh Nes Rurh UL A AR anch S I R L 1B TS RS U Al e | SRR 1

A. Rutas aerobias
I. Homofermentativa
1 Glucosa (o fructosa) + O, —— | dcidolactico + | acido piruvico + t H,O.
(El acido piruvico es mas oxidativo que la -, acido acético, acido formicoy CO,).

11. Heterofermentativa
Glucosa (o fructosa) + O,——=| acidolactico + | acido acético + CO, + 2H,0

B. Rutas fermentativas anaerobias
|. Homofermentativa
a. | Glucosa (o fructosa) — 2 acido lactico
b. 1 Pentosa ——> | dcido lactico + | acido acético

tl. Heterofermentativa

a. 1 Glucosa — | acido lactico + | etanol + 1 CO2

b. 3 Fructosa — 1 4cido lactico + 2 manitol + | acidoacético + 1 CO2

¢. 2 Fructosa + 1 glucosa — 1 acido lactico + | dcido acético + 1 CO2 + 2 manitol
{Lactobucillus brervis)

d. 1 Pentosa ——1 4cido lactico + | gcido acético
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I.a importancia practica de las bacterias pertecicnices a esta familiaes considerable por varias
razones: produccion de dcido y descenso del pH (cs la principal razony, proteccion de las
sustancias alimenticias debida a 1a inhibicion de las bacterias de la putrefaccion en medio
actdo: cslablccimienlo de las condiciones [fsico-quimicas favorables a diversas
transformaciones: propiedades higiénicas resultantes de la accion antiséptica del acido

lactico en el intestino.

Otras actividades que pueden tener efectos utiles o perjudiciales: produccion de enzimas que
intervienen en la degradacion de las proteinas; produccion de sustancias inhibidoras
responsables de la seleccion de especies; poder patogeno desarrollado por determinadas
especies; valoracion microbiologica de las vitaminas y aminodcidos, aprovechando las

exigenciasnutritivas de las bacterias lacticas.
2.4.1 Caracteres principales y métodos de estudio

A) Caracteres cito-morfolégicos

Los dos grandes grupos de bacterias lacticas (“tribus”™, segin ¢l Berpey's Manual) se
distinguen principalmente por la forma de la célula; ta de los estreptococos es esléricay la
de fos lactobacilos s alargada. Pucden obscrvarse algunos aspectos caracteristicos de las
cepas, sin embargo, el aspecto microscopico por si solo no permite la identificacion. Los
Iactobacilos tienen fonnas diversas, desde el cocobacilo (bastoncito muy corto, casi ovalado)
hasta o filamento largo; ta presencia eventual de granulaciones en el citoplasma, tras
coloracion por ¢l azul de metifeno, avuda a la diferenciacion de algunas espectes. xisten dos
-ausas principales de error: a) Modificacion de la forma de Ias células como consecuencia de
un cambio importante en las condiciones del medio; por ejemplo, pase de un medio sélido a
un medio liguido. b) Efectos de coloracion; algunas bacterias alargadas, especialmente de los

Corynebacterium y de los bastoncitos encapsulados, pueden parecer estreptococos.
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B) Caracteres fisiolégicos

a) Los electos de la influencia de la temperatura permiten obtener datos precisos para la
clastficacton. De interés especial es la posibilidad de cultivo a temperaturas relativamente

bajas (10"-15") o relativamente altas (45").

b) La inhibicion por el cloruro de sodio a concentraciones de hasta 6.5%, es un caracter
importante, sobre todo para los estreptococos. El Teepol (a 10.4%) es otro agente de
inhibicion que se utiliza para la diferenciacion 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 lactobactlos. Las relativas a
los factores de crecimiento (vitaminas del grupe B), determinadas en condiciones dptimas
estandarizadas, constituyen caracteres auxiliares que permiten precisar la clasificacion

(Alais, 1991).

_C) Caracteres bioquimicos

a) L.a produccion de gas carbonico (fermentacion gaseosa de los azdcares) permite distinguir
las especies heterofermentativas. Se pone de manifiesto mediante cultivo de un medio
artificial gelificado con gelatina, encima del cual se vierte un “tapon” de gelosa: el gas se

acumula entre las dos capas.

b) La actividad proteolitica suele ser limitada en las bacterias lacticas. Una reaccion de
degradacionde fos aminodcidos resulta Ufil para la determinacion de las especies; se trata de
la hidrolisis de la arginma con produccion de amoniaco (desaminacion), que se pone de

manifiesto con el reactivo de Messler.
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c¢) La fermentacion de los hidratos de catbono es una de las propiedades mas importantes
para la clasificacion. Es preciso realizar la prueba en condiciones bien definidas, ya que es
una de las mas sensibles a las condiciones experimentales; la composicion del medio de
cultivo y el pH, en especial, tienen una gran influencia. Un plH cercano a 6, en un medio
tamponado, es favorable a la fermentacién de los azicares. La fermentacion se indica por el

viraje de un indicador como el rojo de clorofenol.

d) Reacciones diversas:

La produccion de acetoina (o acetilmetilcarbinol) estd limitada a algunas cepas de
estreptococos: en gener. . lenta; este cuerpo se pone de manifiesto (bajo su forma oxidada,
el diacetilo) gracias a reac-iones coloreadas muy simples, especialmente la de Voges-Pros-
kauer, (produccion de 1 coloracion roja debida a la reaccion del diacetilo sobre un grupo
guanidinico, en medio alcalino). La hidrélisis de !a esculina (heteréxido vegetal) permite
distinguir a los lactobacilos; se pone de manifiesto por la formacion de un precipitado negro

en un medio que contenga citrato de hierro amoniacal (Alais, 1991).
2.4.2 Cultivo de las bacterias lacticas

Dado que se trata de especies muy exigentes nutricionalmente, los medios utilizados para su
cultivo deben ser ricos- en vitaminas, aminodcidos y sales minerales. Se han empleado
diversos medios, concebidos especialmente para los lactobactlos: caldo con jugo de tomate
(de Briggs, medio APTG (autolisado de levadura, peptona, teiptona y glucosa de Raibaud),
caldo MRS (Man y col., 1960). L.a fuente glucosidica es, en general, la glucosa (20 g/1), la
fuente nitrogenada esta asegurada por el extracto de carne, peptona, etc.; los factores de
crecimiento se aportan principalmente con el extracto de levadura. Los trabajos mas
recientes sobre la clasiftcacion de los lactobacilos se han realizado con el caldo MRS. Que se

caracteriza por la presencia de sales en cantidades relativamente importantes, especialmente
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sulfato de magnesio;, se ha comprobado que este metal estimula considerablemente el

crecimiento de las estreptobacterias y de las betabacterias.

Cuando el medio de cultivo se utiliza para el aislamiento de bacterias lacticas a partir de
cepas fuertemente contaminadas, es bueno afiadir una sustancia que inhiba a las bacterias
Gram-negativas, especialmente a fscherichia coli y otras especies cercanas, asi como
diversas especies de Pseudomonas, Achromobacteriaceae, Bacillus, etc. Existen sustancias
con una accion selectiva acusada; el acetato de talio (al 0.1%) parece ser el de resultados mas
satisfactorios. En el medio MRS resefiado, el acetato de sodio en proporcion bastante
elevaday la sustancia tensioactiva “tween-807, tienen una accion selectiva; el ajuste del pH
a un valor inferier a 7 refuerza esta accion. Es preciso hacer notar que las bacterias lacticas
dan colonias pequeilas en los medios gelificados. Las de estreptococos son corrientemente
dificiles de observar, aparecen como cabezas de alfiler o de pequefias lentejuclas
(Alais, 1991). Las colonias se forman con frecuencia mas comodamente en la parte profunda

que en la superficie. En los lactobacilos, pueden observarse colonias de dos tipos:

- Tipe S (“smooth”). pequeiias colonias lenticulares;

- Tipo R (“rough™), grandes colonias arborescentes.

2.4.3 Papel de ias bacterias lécticas en el proceso de ensilaje

Los microorganismos mas importantes del proceso de ensilaje, son las bacterias, y dentro de
éstas los lactobacilos. Estas bacterias desempefian uﬁ papel principal en la conservacion de
una cosecha por la caracteristica de que pueden tolerar una acidez mucho mayor que otros
microorganismos. De esta forma cuando se ensila un cultivo, las bacterias lacticas fermentan
los azucares presentes en el material vegetal|y producen tal cantidad de dcido lactico que los
microorganismos que causan descomposicion no pueden crecer (Watson y Smith, 1984,

Wood, 1992) debido a una impertante disminucion del pH (Carpintero y col., 1979; F lores
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y col., 1985; Rooke y col., 1985; Lindgreny col., 1988, Weinberg y col., 1988; Saucedo-
Castafieda y col., 1990a; Meeske y col., 1993; Selmer-Olsen, 1993) y a la forma no
disociada del acido, la cual puede penetrar la pared celular microbiana e interferir con
funciones metabolicas esenciales como las translocaciones de sustrato y la fosforilacion

oxidativa, reduciendo el pH intracelular (Baird-Parker, 1980; Smulders y col., 1986).

2.4.4 Bacterias lacticas como inoculantes y sus efectos en la fermentaciéon

Muchos inoculantes de bacterias para ensilaje consisten en cultivos viables de bacterias
homofermetativas que producen acido lactico y que no producen gas. Los géneros a que
pertenecen estas bacterias son: Lacrobacillus, Streptococcus o Pediococcus. Estas bacterias
fermentan eficientemente los azucares (principalmente glucosa y fructosa) en su mayor
parte a icido lactico. El 4cido lictico es el producto mas eficiente de 1a ruta de fermentacion,
resultando minimas pérdidas en cantidad de materia seca. Existen inoculantes selectivos para
ensilaje que se han presentado para apresurar el proceso de fermentacion, reducir la pérdida
de nutrientes, mejorar la digestibilidad de la fibra y reducir la degradacion de la proteina, 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 fermentacion 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 v col,, 1988). En general, se han notado
mejoramtentos favorables en la velocidad de disminucion del pH, asi como incrementos en

los niveles de acido lactico con ensilajes de legumbres, pastos y cereales(Sodertund, 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 la calidad (velocidad de crecimientoy adaptabilidad
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al ambiente) y cantidad (unidades formadoras de colonias viables/g de forraje) de los

microorganismos inoculantes.

Bruyneel y Verstraete (1986), encontraron que para obtener una fermentacion exitosa, en un
medio simulando condiciones adversas de ensilaje, se necesitaba una densidad inicial de
Lactobacillus plantarum de al menos dos veces que la de Enterobacter cloacae. En 1988, la
aplicacion recomendada para velocidad y aseguramiento de las bacterias, era de un minimo
de 10° ufc/g (Desarrollo agricola y servicios consultivos, 1988), mientras que datos del
Centro de Investigacion de Forrajes lecheros en Wisconsin, indican que para ser
economicamente efectivos, los inoculantes de bactenias lacticas deben ser agregados a niveles

de al menos 10 veces del conteo epifitico (Muck y Bolsen, 1991).

2.4.5 Efecto de inoculantes de bacterias lfcticas en la nutricién animal

La inoculacion ha tenido un efecto sorprendente en el desarrollo de animales. La causa del
mejoramiento en el desarrollo animal es confusa. En 1993 Muck reporté un alto grado de
correlacion entre efectos de digestibilidad de materia secay desarrollo animal. También noté
que la digestibilidad de 1a fibra fue mejorada un 30 %. Spoelstra (1991), encontré en una
revision de literatura, en la que el promedio de respuesta de crecimiento a inoculantes en 22
pruebas con crecimiento del ganado, fue del 7 %, mientras que aprovechamiento sélo se
incrementd 2 %. Heron y Owen (1991) notaron en experimentos con un inoculante
patentado, que la digestibilidad de la materia orgédnica se incrementd 3 %. Resultados
similares se han observado con otros inoculantes (Fisher y col., 1984; Froetschel y col,
1991). Charmtey y col., (1996), encontraron que la aplicacion de inoculantes mejora la
ingesta en un régimen de ensilage de hierbas y su aplicacion en ensilajes de trigo, mejora la

eficienciade utilizacidon como alimento;
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2.4.6 Métodos moedernos usados para identificacion y clasificacion de bacterias

lacticas

La aplicacion de métodos biogquimicos y moleculares modemos, han mostrado que los
esquemas de identificacion tradicionales para las bacterias lacticas no estan de acuerdo con
sus relaciones filogenéticas. Hoy en dia estas técnicas muestran una creciente fiabilidad en

los esquemas de clasificacion.

Algunas de estas técnicas se mencionan a continuacion: morfologia (Schieifery col., 1985),
fisiologia (Hammes y col., 1991), modelos de fermentacion de carbohidratos (Kandler y
Weiss, 1986; Hammes y col., 1991; Willemsy col,, 1991, 1992) composicion de la pared
celular (Fischer y col., 1983; Kandler y Weiss, 1986), movilidad electroforética de acido
lactico deshidrogenasas (Dicks y van Vuuren, 1990; Le Bras y Garel, 1991, Fujisawa y col.,
1992), serologia (Sharpe, 1955, 1970, 1981; Kandler y Weiss, 1986), marcadores
quimiotaxonémicos (O’Leary y Wilkinson, 1988; Pompet y col., 1992), relaciones

inmunoldgicas vy estructurales de dcido lactico deshidrogenasas y otras enzimas (London y

_Chace, 1983: Schleifery col., 1985), composicion de bases DNA vy estudios de hibridizacion

DNA:DNA (Lauery col., 1980; Dellaglio y Torriani, 1986), hibridizacion DDNA:rRNA
(Garvie, 1981: Schillingery col., 1989), cataloguing 16S rRNA-(Stackebrandt y col., 1983;
Ludwig y col., 1985), analisis comparativo de secuencias de 165/23S rRNA (Wallbanks y
col., 1990; Williamsy col., 1990; Bentley y col., 1991: Collinsy col, 1991),

De entre varias técnicas moleculares desarrolladas, el andlisis de restriccién por endonucleasa
del genoma bacteriano ¢ RFLP, ha mostrado ser una herramienta util para la diferenciacion
de bacterias. Por este método simple y rapido, es posible observar diferencias reproducibles

entre cepas (Le Bourgeois y col., 1993).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Evaluar la conservacion de pulpa de café fresca, por el proceso de ensilaje controlado usando

bacterias lacticas seleccionadas.
3.2 Objetivos particulares
1. Aislar, caracterizar, ide: .ary seleccionar-bactenas lacticas de ensilajes de pulpa de café.

2. Conservar la pulpa de ¢! fresca por el proceso de ensilaje con inoculacion de bacterias lacticas

previamente seleccionadas.
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4. MATERIALY METODOS
4.1 Sustratoe sélido utilizado parael ensitaje

Como sustrato para el ensilaje se uso pulpa de café (Coffea urabica) fresca, en donde las
cerezas de café fueron despulpadas por la via humeda, en la cual se utiliza un despulpador
mecanico tipo Penagos, en el que se necesita poca agua. El lote de pulpa fue traido del
beneticio propiedad del Sr. Miguel Cervantes localizado en Coatepec (Veracruz), la pulpa
presenté una humedad inicial de alrededor del 80% y un pH de 4.80. Se utilizo un solo lote
de pulpa de aproximadamente 20 Kg, el cual se conservo por congelacion (-20° C) en bolsas

de polietileno.
4.2 Origen de las bacterias licticas

Las bacterias lacticas 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

arébica que se localiza en Coatepec (Veracruz).

4.3 Medios de cultivo

4.3.1 Medio usado para el aislamiento y propagacién de cepas de bacterias lacticas.
El medio de cultivo usado para el aislamiento y propagacién, asi como para la conservacion

fue el Lactobacilli MRS (Difco ®) a una concentracion de 55 g/l (Many col., 1960) la

composicion se indica en el Anexo 1. La preparacion del medio se llevo a cabo segin las

indicaciones descritas en el envase del medio.
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4.3.2 Medios usados para la caracterizacion fenotipica de cepas de bacterias lacticas.

Se usaron distintos medios para la caracterizacion [enotipica de las bacterias lacticas (Anexo
1), estos se prepararon pesando los componentes en una balanza analitica (Ohaus modelo
Galaxy 200), vacidndolos a un matraz erlenmeyer con agua destilada, agitandolos
magnéticamente con calor {Thermolyne Cimarec 2) hasta quedar bien mezclado. El medio se
esterilizo a {21°C durante 15 minutos. Una vez que el medio quedd a una temperatura
soportable para las manos, éste se vacio en cajas de Petri estériles de 90 mm de diametro a

razon de 20 ml por cajaen una campans de flujo laminar (Holten modelo HH48).

4.3.3 Conservacion de cepas de bacterias licticas

Las cepas se conservaron en refrigeracion (4°C) en medio MRS sdlido v liquido, haciendo
resiembras de las colonias de las cepas cada 30 dias aproximadamente. En la etapa de la
identificacion, las cepas de 24 h incubadas a 30°C, se conservaron en medio MRS liquido
con ghicerol a una concentracion de 30 % a una temperatura de -80°C, reactivandose en
medio MRS liguido. En estas condiciones las cepas pueden conservarse durante mucho

tiempo. ya que el ghiceroles crioprotector.

4.4 Condiciones de cultivo

4.4.1 Preparacion de indeunlo de bacterins Hictieas

El inoculo de bacterias usado para el aislamiento fué tomado de cultivos solidos de medio

MRS conservado en refrigeracion, del cua! se inooularon por asada cajas con 20 mi del
mismo medio incubéndose a 30°C durante 24 a 48 h.
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Para ia caracterizacion e identificacion de las cepas se usaron cajas de Petri con 20 ml de
medio MRS sélido inoculados por asada y tubos con 9 ml de medio MRS liquido a los
cuales se inoculé 1 ml de cultivo liquido de bacterias licticas conservado en refrigeracion.
Los cultivos se incubaron 24 h a 30°C. Posteriormente los cultivos liquidos se centrifugaron
{Hettich Universal) a 5000 rpm durante 20 minutos, el sobrenadante se filtré (Millipore
0.45um) para despues realizar los analisis de productos y azicares por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) asf como en un analizador enzimatico YSI, mientras que a

los cultivos en solido se les sometio a diferentes pruebas bioguimicas.
4.4.2 Propagacion del indculo para ensilaje de puipa de café fresca

Cuatro dias antes de empezar el ensilaje se inocularon 0.5 ml de cultivo de las bacterias
lacticas de interes en tubos con 4.5 ml de medio MRS liquido, 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 frascos 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 lacticas de 48 h, dos a una
concentracion del 3%, uno con la cepa B29 y otro con la B18, y uno al 1¢ % (V:P) con la

cepa B8

4.4.2.1 Microsilos

La pulpa de café natural e inoculada se ensilo en recipientes de ptastico de 7 cm de didmetro
por 10.50 cm de altura, Jos cuales fueron sellados con cinta teflon (Dupont ®) para evitar la

entrada de aire asi como el derramamiento del liquido. El microsilo también se sello por fuera

con parafilm. Posteriormente estos se introdujeron boca abajo en envases de 1 1 de capacidad
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y se taparon para despues incubarlos en un cuarto a temperatura controlada a 30°C. La

humedad inicial de la pulpa de café fue de 80%, a un pH de 4.80 v se incubaron hasta 336 vy

360 h tomando muestras regularmente.

4.5 Tratamiento de muestras de pulpa de café ensilada

Las muestras incubadas se trataron de acuerdo al diagramade flujo de la Figura4.1.

Pesosito 9 Jugo drenado

Jupo pesado y medido

'

Muestra ensilada

'

Meczclado en charola

¥

100 g
. L Homogenizacion
. — con -
microflora ]
& procesador de alimentos
H(ml'l_ogemzz;cum Determinacion humedad
icuador:

Determinacion pH

¥

Suspensidn muestra-agua
110 (p/p)

Y

Diluciones

R

inoculacion MRS y PCA

Andlisis por HPLC
acidos grasos voldtiles
glucosa y fructosa

'

Agitacion magnética
3 minutos

!

Medicion del pH

1

IMucstra congelada a -20°C

'

-

Centrifugaci<n 4°(
5000 rpm/20) minutos

¥

Filtraciom 0.45 pm g Sobrenadante

Figura 4.1 Tratamicntos aplicados a las diferentes muestras de pulpa de caf¢ ensilada

Anglizador cnzimitico
(YSI) glucosa y L-ldctico
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4.6 Técnicas analiticas
4.6.1 Aislamiento de cepas de bacterias lacticas

Se tomaron de 20 a 30 g de muestra de pulpa de café ensilada 3 meses, la cual se suspendio
en 90 ml de agua destilada estéril con un tensoactivo (Tween 80, | miA) en frascos de 500
mi, y se homogeneizo en una licuadora (Sunbeam). A partir de esta suspension se hicieron
diluciones decimales en tubos de vidrio con 9 ml de agua destilada estéril con Tween 80
(Gaime-Perraud, 1995) Posteriormente se inocularon por triplicado 0.2 m!i de las
suspensiones diluidas y . | dispersaron con una varilfa de vidrio triangular en cajas de Petri
con 20 ml medio MRS, - :tas se incubaron a 30°C durante 48 h en atmésfera anaerobia

mediante un sistema An:. rocult A (Merck ®).
Se aislaron las bacterias que de acuerdo a la morfologia en caja, correspondian a las
caracteristicas de bacterias licticas, por lo que se hicieron resiembras en medio MRS sélido

(cajade Petri) y liquido (tubo) para verificar la pureza.

La distincion entre bacterias y levaduras sc rcalizo obscrvando al microscopio frotis ¢n

estado fresco, lo que permitié apreciar la forma y la disposicion de las bacterias.

Con el fin de caracterizar fenotipicamente a las cepas aisladas, se realizaron los siguientes

procedimientos:

4.6.2 Tincion Gram

Esta coloracion diferencial permite demostrar las propicdades tintorialcs de todos los tipos

de bacterias, en donde las bacterias gram + retienen el cristal violeta tras la decoloracion y se
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contracolorean de rojo con la safranina (Koneman y col., 1992} La preparacion de las
soluciones para la tincion sc ecncucntran cn ¢l Ancxo 3.

L.a tincion se realizo con cultivo en placa de cepas de bacterias lacticas de 24 h. Se coloco
sobre un portaobjetos una gota de agua estéril, con la que se prepard un extendido fino dcl
cultivo de interes y se dejo secar al aire. Ya scco, se fijo el material al portabojetos
pasiandolo 3 a 4 veces por la llamade un mechero. Se coloco el preparado sobre un soporte
de tincion y sc cubrio la superficie con solucion de cristal violeta, lucgo de | minuto de
exposicion al cristal violeta, se lavo bien con agua destilada. Después se cubrié el preparado
con iodo de gram durante | minuto y se lavo nuevamente con agua destilada. Luego se baiio
la superficie con unas gotas de decolorante hasta no arrastrar mas colorante violcta, sc lavo
con agua corriente y se cubri6 la superficie con contracolor safranina durante 1 minuto. Se
lav$ con agua corriente y se dejo escurrir el exceso de agua, se seco. La determinacion sc
llevo a cabo bajo microscopio (Zeiss) en objetivo 100 X utilizando aceite de inmersion, en el
que las bacterias gram positivas fueron aquellas que retuvieron el cristal violeta y quedaron

tefiidas de un color azul oscuro.

4.6.3 Pruchba dec la catalasa

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno (H,O,) en oxigeno y
agua. El perdxido de hidrégeno se forma como uno de los productos finales del metabolismo
oxidativo o aerobico de los hidratos de carbono (Koneman y col., 1992). La prueba se
realizoé a partir de cultivos en placa de cepas de bacterias lacticas de 24 h, que se llevo a cabo
tomando cl asa con la cual sc recogié cl centro dc una colonia pura y sc colocd sobrc un
portaobjetos de vidrio limpto, posteriormente con Ja ayuda de una pipeta Pasteur se agrego
una gota de H,0, al 3%. La prueba fue negativa para las cepas de bacterias lacticas, es decir
no sc formaron burbujas (no sc forma O, molecular) pucs la cnzima catalasa no esta

presente.



4.6.4 Pruebha de motilidad

La movilidad bacteriana es otra caracteristica importante en {a identificaciéon de las bacterias,
ya que éstas se mueven por medio de flagelos, cuyo nimero y wubicacion varia en las
diferentes especies (MacFaddin, 1993). Se realizo a partir de cultivo en placa de cepas de
bacterias lacticas para verificar la inmovilidad de estos cultivos, recogiendo con un asa el
centro de una colonia pura de 24 h, posteriormente se colocé el tubo con el medio
solidificado en posicién vertical y se inoculd por puncion (dejando sin inocular 1 cm
aproximadamente del fondo del tubo). Se incubé a 30°C durante 24 h. La prueba se
interpreta realizando un examen macroscopico del medio para observar si se presenta una

zona de desarrollo difuso que parte de 1a linea de tnoculacidn.

4.6.5 Fermentacion de glucosa (Acidificacion}

L as bacterias utilizan hidratos de carbono mediante lo que se llamauna "fermentacion acida”,

en la cual se producen dcidos organicos que derivan del acido piruvico. Las bacterias difieren
en los hidratos de carbono que pueden utilizar y en los tipos y cantidades de icidos
producidos (Koneman y col., 1992; MacFaddin, {993}. La prueba se realizé con cultivos en
medio liquido de cepas de bactenias lacticas de 24 h, en tubos vacios previamente
esterilizados se agregdron 10 ul de un cultivo liquido de 24 h posteriormente se agregaron 5
m} del medio basal mas glucosa (Anexo 1), se agitaron y se dejo solidificar el medio en el
tubo en posicion vertical. Cuando el medio con el inocuté solidifico se incub6 a 30°C durante

24 - 48 h. Con el vire del color del medio de purpura a amarilio se comprobo la acidificacién.

4,6.6 Gas de glucosa

El gas formado por bacterias es principalmente una mezcla de hidrogeno y didxido de

carbono que proviene de la degradacién de acido formico. Una reglaempirica aceptada es que

53



cualquier bacteria que forma gas produce primero acido. Para comprobar Ja existencia 0 no
de gas, se realizo 1a prueba a partir de cultivos en medio liquido de cepas de bacterias
lacticas de 24 h, se agregd | mi de agar bacteriologico al tubo con el inedio basal y glucosa ya
solidificado (prueba de la fermentacion de glucosa). Se coloco en posicion vertical hasta que
el tapon de agar quedara solidificado y se incubo a 30°C durante 24 - 48 h, la prueba se
considera negativa cuando el tapon de agar se encuentra intacto una vez transcurrido el

tiempo de incubacion (Meraz Rodriguez, {991).
4.6.7 Determinacion de la biomasa de cepas de bacterias lacticas

En tubos con 9 ml de medio MRS liquido (Difco ®) se tnoculé 1 ml de cultivos de cepas de
. bactenas lacticas y se incubaron a 30°C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion
los cultivos se agitarony se vacio el contenido a tubos para centrifuga previamente lavados
y secados hasta peso constante en una estufa a 60°C (Felisa) y tarados (Ohaus modelo
Galaxy 200). Se centrifugo (Hettich Universal) durante 20 minutos a 5000 rpm, se desecho
el sobrenadante y la pastilla de bacterias se resuspendio en 5 ml de agua destilada por cada
tubo, se centrifugo nuevamente durante 20 minutos a 5000 rpm, se desechd el sobrenadante
y se resuspendio nuevamente en 5 mi de aguadestilada. Se leyo la densidad optica (DO) en
un espectrofotometro (Shimadzu modelo UV-160A) a una longitud de onda de 660 nm. Se
centrifugé la muestra, se desecho el sobrenadante y los tubos se secaron hasta peso

constante. L.a biomasa se determiné por diferencia de peso (Gutiérrez-Sanchez, 1997).

4.6.8 Crecimiento_de cepas de bacterias licticas en medios MRS pectina y MRS écido

tinico usados como fuente de carbono
Las cepas de bacterias lacticas se inocularon por puncion en cajas de Petri de 90 mm de

diametro con 20 ml de medio MRS soélido al cual se le cambid la fuente de carbono original

(glucosa) por pectina y por acido tanico a una c_oncentrapién de 5 git.
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4.6.9 Fermentacion de carbohidratos por el sistema APIS0 CH

E! uso del Sistema AP! 50 CH (BioMérieux ®) permite realizar el estudio del metabolismo
de los carbohidratos de los microorganismos, ¢sta compuesto por 50 microtubos, cada uno
con una zona de anaerobiosis (el tubo), para los estudios de fermentacion y una zona de
aerobiosis (la cupula), para los estudios de oxidaciény asimilacion, que junto con el medio
AP! 50 CHL (BioMéricux ®) permite ¢l estudio de fermentacion de los 49 azicares del
sistema APl 50 CH. El microorganismo es puesto en suspension en €l medio, después se
inocula cada tubo del sistema. Durante la incubacion el catabolismo de los glucidos conduce
a &cidos organicos que provocan el viraje del indicador de pH. Los resultados obtenidos
constituyen el perfil bioguimico de fa cepa y sirven para su identificacion o su tipaje,
mismos que se analizan con el programa APILAB-PLUS V 3.2.2 de BioMérieux ®, para
determinar la identificacion de las cepas (Chede Yéhinou, 1996; Agati y col, 1998). El

procedimiento es explicado en el Anexo 2.
4.6.10 Andlisis de enzimas por el sistema AP1ZYM

El uso del sistema comercial APl ZYM (BioMérieux ®) permite la deteccion de varias
enzimas constitutivas de las diferentes cepas ensayadas. Este sistema es una herramienta de
investigacion para la diferenciacion de grupos de bacterias. Consta de 20 capulas en los que
se encuentran sustratos deshidratados, que al ser inoculados con el microorganismo en
suspension, se lleva a cabo una reaccion enzimatica solo unas pocas horas después de la

inoculacion. El procedimiento es descrito en el Anexo 2.

4.6.11 Restriccion del DNA (RFLP)de cepas de bacterias licticas
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El perfil de restriccion del DNA de las cepas, permite conocer la pertenencia de 2 colonias
de bacterias licticas a una misma cepa. Sieste es el caso, los fragmentos de DNA obtenidos
migran al mismo fugar. Esta se realizé en un equipo Bio Rad de acuerdo con la técnica usada
por Agatiy col., (1998), en el cual se llevo a cabo la electroforesis del DNA de cepas de
bacterias lacticas bajo las siguientes condiciones:

Voltaje: 120 V; Intensidad: 560 A; Tiempo: 17 h.

El procedimiento es detallado en el Anexo 2, y las soluciones usadas para la electroforesis en
el Anexo 3.

4.6.12 Determinacion | productos por HPLC y por ensayos enzimiticos (YSI)

En tubos con 9 mi de m. lio MRS se inoculd | ml de cultivo de cepas de bactenas lacticas,
los cuales se incubaron durante 24 h a una temperatura de 30°C. Transcurrido este tiempo
los tubos se centrifugaron (Hettich Universal) durante 20 minutos a 5000 rpm,
posteriormente se tomé con una jeringa 1.5 ml del sobrenadante y se filtré (membrana 0.45
um) y se congelaron a -20°C. Las muestras de los ensilados de pulpa de café, se
descongelaron a temperatura ambiente y se centrifugo (Beckman J2 MI) a 4°C durante 20
minutos a 5000 rpm. Del sobrenadante se tomo con una jeringa 1.5 mly se filtro (membrana
0.45 wm). Los analisis de los productos de fermentacion de los cultivos de bacterias lacticas,
asi como de -los‘emilaje‘s de pulpa de café, se efectuaron por cromatografia liquida de alta
resohucion o tambien conecida como HPLC, segun la técnica empleada por Gaime-Perraud
en 1995 La cronmtogmﬂé Jiquida de alta resolucion, permite separar y cuantificar productos
de fermentacion como los icidos grasos, elanol, asi como tambien glucosa y fructosa
residuales. El volumen inyectado fue de 20 ul de muestra previamente centrifugada y
filtrada, usando como estandares dcidos lactico, acético, propidnico, butirico, etanol,
fructosa y glucosa (J.T. Baker ®), en concentraciones de 2 y 5 g/t. El HPLC se usé en las

_ siguientes condiciones de operacion:
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Fase movil: H,SO; 30 mM
Flujo: 0.6 ml/min
Volumen inyectado: 20 pl

Temperatura del horno: 50°C
Presion: 390-400 Psi

Caracteristicas del HPLC:

Bomba: Binary LC pump 250 Perkin Elmer
Columna: Rezek Organic Acid de Phenomenex
Detector de Indice de Refraccion: LC-30 Perkin Elmer

Horno: Eppendorf CH-30 column heater

Un volumen de 30 pul de muestras previamente centrifugadas y filtradas de los cultivos de
bactenias lacticas, as{ como de las muestras de los ensilajes de pulpa de café, se analizaron en
un equipo enzimatico YSI modelo 2700 Select, para determinar L-lactico y glucosa residual,
usando como solucién amortiguadora el YSI 2357 Buffer concentrate (el contenido del sobre
diluido en 450 ml de agua desionizada) y el estandar YSI 2776 Standard D-Glucose 2.50 g/,
L-Lactate 0.5 g/l, con las membranas YS] 2329 lL.-Lactate Oxidase e YSI 2365 Glucose

Oxidase (YSI Incorporated ®). Este equipo tiene una tecnologia que emplea una o mas

enzimas catalizadoras de reacciones produciendo finalmente H,O,. El peroxido de hidrégeno
(H;0,) es electroquimicamente oxidado en el anodo de platino del electrodo. En enzimologia,
los términos sustrato y producto son comunmente usados para describir una reaccion. Una
enzima ¢s una moléculade proteina con gran especificidad, que cataliza la conversion de uno
0 mds sustratos, en uno o mas productos. En esta tecnologia, una enzima oxidasa siempre se
ve envuelta desde que el producto de una reaccion oxidasa es el peroxido de hidrégeno. El
sustrato, como la glucosa, entra en la camara de muestra, es agitada y diluida. El sustrato
entonces se difunde a través de una membrana de policarbonato. La velocidad de la reaccion

quimica mostrada mas abajo es limitada principalmente por difusion. Una vez que pasa la
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membrana de policarbonato, el sustrato encuentra una fina capa de la enzima oxidasa

apropiada y ocurre [a siguiente reaccion:

Sustrato + O, > H>0, + Subporducto

Aunque el oxigenoes consumido en esta reaccion, en 1a solucion amortiguadora no se agota
el oxigeno, ni la velocidad de la reaccion enzimatica es muy sensible a pequefios cambios en
la concentracion de oxigeno. Por lo tanto, no es necesario medir o controlar el contenido de

oxigenoen la camarade muestra.

4.6.13 Evaluacion de 1a microflora

Se tomaron y pesaron por duplicado 10 g de muestra de pulpa de caf€ la cual se suspendio
en 90 mi de agua destilada estéril con un tensoactivo (Tween 80, | mi/l) y se homogeneizo
en una licuadora (Sunbeam) durante 3 minutos a temperatura ambiente. A partir de esta
suspension, se hicieron diluciones decimales en tubos- de vidrio con 9 mi de agua destilada
estéril con Tween 80. Con el fin de limitar el nimero de cajas inoculadas, se uso una técnica

que consiste en depositar 20 pl de cada dilucion por triplicado en cajas de Petri de medio
MRS y PCA (Gaime-Perraud, 1995) como se-indicaen la Figura 5.2:

Figura 5.2 Representacion de la técnica de inogulacion por punmto para determinar las.

diluciones optimas.
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Las cajas de Petrt con medio MRS se incubaron a 30°C durante 48 h en atmosfera anaerobia
mediante un sistema Anaerocult A (Merck ®).
La distincion entre bacterias y levaduras se realizd observando al microscopio frotis en

estado fresco.
5.6.14 Materia seca, humedad

Para la determinacion de la humedad se muestreé por duplicado (A y B) pesando alrededor
de 10 g por cada muestra (Gaime-Perraud, 1995), se secaron en una estufa a 100°C (Felisa)
hasta peso constante. Una vez seco se dejo enfriar en un desecadory se peso en una balanza

analitica (Ohaus modelo Galaxy 200).
4.6.15 pH

Se tomaron aproximadamente 5 g de pulpa de café ensilada, a los cuales se les hizo una
dilucion en peso con agua destilada hasta 50 g (dilucidn 1:10 p/p), se agité en una parrilla
durante 3 a 4 minutos se midi6 el pH en un potenciometro marca Conductronic modelo pH
20, después las muestras se congelarona -20°C para andlisis posteriores de dcidos grasos

volatiles, glucosay fructosa (Gaime-Perraud, 1995).

La calibracion del aparato se realizd con soluciones amortiguadoras de referencia de Ftalato

dcido de potasio a pH 4.01 + 0.01 y solucion de fosfatos de sodio y potasio (Sigma®) apH

7.00 = 0.01 a temperatura ambiente.

4.6.16 Expresion de resultados

Los resultados de los analisis de dcidos y azucares fueron expresados en g/l y convertidos a

porciento de materia seca por la siguiente formula:
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X x 100
DxPx%MS

donde:

X es la concentracion de acido o aziicar obtenido (g/1),

D es el factor de dilucion,

P es la cantidad de muestra humeda analizada (g),

% MS es el contenido de materia seca-de la muestra (%).

L.os resultados obtenidos en la evaluacion de la microflora estan expresados como el log de
las unidades formadoras de colonias por gramo de pulpa de café seca, calculado con la

siguiente formula:

Numero de colonias

DxPx%MS

- donde:
D es el factor de dilucion,

P es la cantidad de muestra tomada (g),

% MS es el contenido de materia seca de la muestra (%).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo 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 llegara la posible identificacion de las mismas. En
una segunda parte (seccion 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 conservacion en la pulpa de

café fresca.

5.1 Aislamiento, carac - ‘zacibn e identificacion de cepas de bacterias Idcticas

provenientes de ensilajes «« pulpa de café.

Un total de 50 cepas de bacterias fueron aisladas de 4 ensilajes de 3 meses, los naturales 1y 5,y
los pie de cuba 3 y 4, mediante el proceso descrito en la seccion 4.6.1 del capitulo 4. Las cepas
aisladas fueron agrupadas de acuerdo a la descripcion macroscopica de las colonias en caja de Petri
con medio MRS. En la Tabla 5.1, se encuentran representados los 10 grupos de bacterias, en
donde se describe la forma, la elevacion, el margen, ¢l color, la superficie, 1a densidad v Ia

consistencia de las colonias de cada grupo.

Tabla 5.1 Descripeion morfoldgica de las colontas en medio MRS en caja de Petri.

s oy LT e e i LA e L a4 ek ey

. Grupo  Forma  Elevacién Margen  Color Superficie Densidad Consistencia
I Circular  Convexa Entero Crema lisa . Opaca Viscosa
| Irregular  Pulvinada Ondulado Hueso Rugosa  *Lig Trans  Quebradiza
111 Circular Plana Entero Crema Lisa *Lig Trans Viscosa
v Circular Convexa Entero Blanco Lisa Opaca Viscosa
\% [rregular Convexa Ondulado  Blanco Lisa *Lig Trans Viscosa
A Irregular Umbonada Ondulado  Blanco Lisa *Lig Trans Viscosa
Vil Imegular Umbonada Ondulado Hueso Lisa Translucida Viscosa
vill Circular Convexa Entero Hueso Lisa Translicida Viscosa
IX Circular Pulvinada  Entero Blanco Lisa Opaca Viscosa
X Circular Convexa _ Entero Ambar  Lisa Translacida Viscosa

*Ligtrans = Ligeramente translicida
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Estas cepas fueron sometidas a pruebas de tincion de Gram, catalasa, motilidad, acidificacion vy
gas de glucosa. En fa Tabla 5.2, se encuentran agrupadas las bacterias aisladas de acuerdo a la
descripcion de la morfologia de las colonias en caja de Petri en medio MRS, asi como los

resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas realizadas a dichas cepas.

Solo 31 cepas, pertenecientes a los grupos 1, III, 1V, V, VI y IX, fueron las que presentaron el
mayor nimero de caracteristicas de las bacterias lacticas: gram positivas, catalasa negativa,
inmoviles, con forma de bacilos, dispuestas en cadenasy por pares, que fermentan carbohidratos,
no productoras de gas, anaerobicas, pero aerotolerantes, acidotolerantes entre otras (Seppo y
Wright, 1993; De Vuyst y Vandamme, 1994), razén por la cual se consideré que correspondian a

bacterias lacticas, y fueron usadas para continuar los estudios sobre la caracterizacion.
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Tabla 5.2 Pruebas bioquimicas realizadas a cepas aisladas de ensilados de pulpa de café.

Grupo Cepa Clave " Gram
nueva o
I AS'13 B 1 +
AS'11 B2 +
AS'9 B3 +
SL'18GC B 4 +
SL'18MC B 5 +
AS6 B &6 +
SL18MC B 7 +
SL19 B S8 +
AS2 B 9 +
SLI8GC Blo +
I ASS B11 -
SL2 B12 -
SL'16MB B13 -
AS3 Bi14 -
SLi4 BIS -
AS'6 Bl16 -
SL'S B17 -
mi ASHOGC B18 +
ASI0MA B19 +
AS"3 B20 +
SL16MG B21 +
SL'20 B22 +
AS'14 B23 +
v AS4 B24 +
AS'18 B23 +
AS'7 B26 +
sL'21 B27 +
SL'16# B28 +
R SL'7 B29 +
SLY B30 +
SL'2 B3l +
SL'14 B32 +
AS'2 B33 +
Vi SL'6 B34 +
S1.20 B3s +
SLI6CH B36 +
Vil S1.5 B37 -
AS'10 B38 -
VIl SL12 B39 -
ASS B40 -
S1.'3 B4t -
SL4 B42 -
SLé B43 -
ASI B44 -
*SI8 B4s -
*SL1 B46 -
IX SLS B47 +
SL'19 B48 +
X SL17 B49 -
ASI10 B50 y

" "Catalasa  Molilidad Acidilicacion  Gas de
_Blucosa

++++ZZ2ZZ++r++ b+ r bt r bt r bbbt bbb+t
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AS: Aislada del ensilaje natural |, AS': Aislada del ensilaje natural 5; SL': Aislada del pic de cuba

3, SL: Aislada del pie de cuba 4; Nd: No determinado; B: Nueva nomenclatura.

5.1.1 Crecimiento de bacterias licticas en pectina y dcido tdnico

De las 31 cepas que presentaron caracteristicas de bacterias lacticas, se trabajo con un grupo de 19
cepas, por razones practicas de manipulacion no se trabajo con el resto de las cepas. En la
Tabla 5.3 se encuentra descrita la forma, tamafio y el crecimiento de las cepas en acido tanico y
pectina usados como fuentes de carbono diferentes a la glucosa, con el propésito de saber si son

capaces de crecer en presencia de estos compuestos.

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

tanico como fuentes de carbono.

Cepas Origen Dilucién Forma Tamafio Pectina Acido
e e (um) tanico
Bi NS5 SM Bacilo 1.25 ¥ +
B4 PC 3 10" Bacilo 1.25 - -
B5 PC 3 10" Bacilo .25 - .
B6 N 1 1672 Bacilo 1.25 - -
B8 PC 4 SM Bacilo 1.75 + +
B9 NI fo? Bacilo 1.62 + +
B10O PC 4 SM Bacilo 1.25 . -
BI§ N | SM Bacilo 1.25 + 4
B19 N1 SM Bacilo 1.25 + ¥
B21 PC 4 SM Bacilo 1.25 - -
B22 PC 4 SM Bacilo 1.75 - -
B24 N1 10 Bacilo 1.25 - -
B25 N 5§ SM Bacilo 2 + +
B26 N 5 102 Bacilo 1.5 + +
1328 PC 3 102 Bacilo 2 + -
1329 PC 3 107 Bacilo 2.5 + +
B30 PC 4 1o? Bacilo 2.5 + +
B35 PC 3 1ot Bacilo 1.25 - -
348 PC 3 10" Bacilo 2 + i

Bi: Nueva nomenclatura; N: Aislada del natural lote 1 0 5, PC: Aislada de! pie de cuba lote 3 ¢ 4;

SM: Proveniente de la solucion madre; 107 Preveniente de ladilucién 1,2 6 3.
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Se aprecia que las 19 cepas son bacilos, y el tamafio de éstos varia entre 125 y 2.5 pm

aproximadamente, lo cual mostrd homogeneidad en algunos grupos, con excepciones como el caso
de las cepas B8 y B9 del grupo I, la cepa B22 del grupo 111, €stas tienen un tamafio mayor a las
del resto del grupo. Mientras que para el grupo [V, las cepas B25 y B28 presentan el mismo
tamafio y el resto son menores. Las cepas del grupo V son del mismo tamafio. La dilucion ayudo a
conocer la permanencia de las cepas dentro de la masa ensilada, donde se puede observar que las
cepas que se encontraron en diluciones mas pequefias, son la B9 que pertenece al grupo 1, asi

como B29 y B30, ambas del grupo V.

El origen determing la procedencia de un ensilaje natural o por pie de cuba, lo que indica en este
caso que al provenir una cepa lactica de un ensilaje natural, las bacterias lacticas de la microflora
epifitica dominaron la fermentacion. En este caso se observa que poco mas de las bacterias
aisladas provienen de pies de cuba. Tambien se observa que 10 de las 19 cepas fueron capaces de
crecer en el medio MRS sélido con pectina y MRS sélico con acido tanico, lo cual indica que estas
cepas pueden crecer en pectina, la cual es un polimero de dificil asimilacion, y que son resistentes

al acido tanico, que es un compuesto toxico.

De Menezez (1993) demostrd que en medio tiguido las bacterias lacticas son capaces de degradar
los taninos, que de acuerdo a trabajos realizados por Braham y Bressani (1979), Zuluaga y
Tabacchi (1980) tos taninos de la pulpa de café ((\ urdbica) de las variedades Mundo Novo y
Bourbon, se encuentran en 8.6 y 3.7 % MS, respectivamente. Mientras que las sustancias

pécticas se encuentran en 6.50 % MS (Bressani y col., 1972).

5.1.2 Perfil fermentativo y crecimiento de bacterias licticas

El grupo de 19 bacterias, se hicieron crecer en medio MRS liquido para analisis en HPLC y asi
conocer el perfil fermentativo de cada cepa. Los resultados de la produccion de acido DL léctico se

observan en la Figura 5.1, donde las bacterias del grupo [ se encuentran representadas en color
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azul luerte, grupo 11 en amarillo, grupo IV cn rosa. grupo V oen azul claro. grupo V1 en verde
grupo 1X en rojo. Seaprecia que las 19 cepas producen una cantidad de lactico por arriba de los 10
oL Adgunas presentaron una produccion entre los 8 v 12 gA (la concentracion inicial de glucosa en
el medio MRS liquido, fue de 19 gid). NMientras que otras se situaron enlre Tos 13 v 16 g,
resaltando que lag cepas que presentaron una mavor produccion de acido Tucron la 318 v la 1321

que pertenceen al grupo I con una produccion media 16.58 £ 2 o1 v 1061 + 151 gl

=
respectivamente. Bl error en las mediciones estd expresado como la media = ¢f cocliciene de
vanacion (CV). Este representa el porcentaje de b media, v se define comao: OV - (desviacion

estandar / media) x 100,

Acido DL lactico (g/1)

Figarra 5.1 Produccion de dcido T lactico de copas de bacterias Licticas, Grupo Lazul Tuerte:

arupo I aaritlo: grapo IV rosa: eropo Voazal claror prupo VI verde: arupo EXC rojo.

Cabe resaltar gue on ol grupoe 1oa exeepaion de Ta cepa B9 que presentd una menor produccion de
acido DI Lictico. todas las cepas presentaron perfiles similares en cuianto a produccion de lactico.
Fn el grupo 1L s cepas B18 v B21 fucron sintlares. mientias que, fas cepas B19 v B22 fueron
diferentes en cuanto a produccion. Para ¢l grupo IV, la cepa 1324 tuvo menor produccion, vy e
resto tueron pcrﬁlcs similares. 1.as cepas del grupo V presentaron un perlil de produccion muy
stmilar.
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El mavor metabolito de las bacterias lacticas ¢s ¢l acido lactico, el cual es responsable de los
cambios de pH en su ambiente de crecimiento, suficiente para inhibir muchos microorganismos.
Ademas del electo del pH, como con otros acidos grasos de cadena corta, la forma no disociada de
la molécula interviene en el efccto antimicrobiano colapsando el gradiente cleclroquimico
(Iklund, 1989) causando bacteriostasis ¥ cventualmente la muerte de’ las bacterias susceptibies.
Esto es debido a que, tas formas no disociadas del acido pueden penetrar 1a membrana celular
microbiana e interferir con funciones metabolicas esenciales como translocaciones del suslrhlo y

fostorilacion oxidativa, reductendo el pIT intracelutar (Baird-Parker, 1980),

En la Figura 5.2 se muesira el rendimiento de biomasa contra sustrato consumido, de las c.cpas
analizadas. Se aprecia que 16 cepas de los diferentes grupos, presentan un rendimicnto mayor o
igual a 0.15 g biomasa’ g de glucosa o bien 27 g de bacterias’ mol de glucosa. dentro de las que
destacan son las cepas B19 v B22 que pertencncen al grupo 11, fas cuales presentaron un
rendimienio mayor de 0.2 g de btomasa’ g de glucosa (36 g de bacterias/ mol de glicosa). [as 3
cepas restanles se encontraron con rendimientos menores a 0,13 g de biomasa’ g de glucosa, de tas

que. 2 cepas pertenceen al grupo Iy 1 al grupo V',

Lo "

1] 3 i

lu,,'

x 0,25 | - .

- i

0,2

-]

‘é 0,15

= 0,1

£E .

- 0,05 . l 1 |

=
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-
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Figura 5.2 Rendimiento de biomasa contra sustrato consumido. Grupo 1, azul luerte; grupo 11,

amarillo; grupo IV, rosa: grupo V. azut claro: grupo V1, verde; grupo IN. rojo.



El crecimientoy la formacion de productos por microorganismos, son procesos de bioconversion
en los cuales los nutnientes quimicos son asimilados en la fermentacion y son convertidos en masa
celular y metabolitos. Estas conversiones pueden ser cuantificadas por un coeficiente de
rendimiento expresado como la masa de ce€lulas formadas por unidad de masa de nutriente
consumido Yx/s (Wang, 1979). En la fermentacion homolactica se reportan como buenos
rendimientos los que se encuentranen 0.1 gde biomasa/ g de giucdsao bien 18 g de bacterias/ mol

de glucosa fermentada, lo cual coincide con los resultados obtenidos en este estudio.

Con la bacteria lactica Streptococcus faecalis, Bauchop y Elsden (1960) determinaron un
rendimiénto de 22 g de S. fuecalis/ mol de glucosa (0.12 g de biomasa/ g de glucosa). Cuando las
bacterias lacticas aerotolerantes crecen en aire, el rendimiento es usualmente mas alto que bajo
condiciones de anaerobiosis. Para S. faecalis los rendimientos se incrementan de 22 a 52 g de S.
faecalis! mol de glucosa, o bien 0.28 g de biomasa/ g de giucosa (Gottschalk, 1979). Hayashi y
Kozaki (1980), encontraron un rendimiento para S. hovis de 36 g/ mol de glucosa fermentada (0.2

g de biomasa/ g de glucosa).

El metabolismo de tipo homofermentativo y heterofermentativo de cepas de bacterias aisladas
puede ser faciimente distinguible por analisis en HPLC (Figura 5.3). Las cepas que solo producen
acido lactico por medio del ciclo de Embden-Meyerhof-Pamas (MacFaddin, 1993), 1.8 moles a

partir de 1 mol glucosa, se calificancomo homofermentativas obligadas.
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Figura 5.3 Indice de homofermentacion de bacterias lacticas, Grupo 1, azul fuerte: grupo 111,

amarillo; grapo IV, rosa; grupo V, azul ctaro; grupo VI, verde: grupo [X. rojo.

De las 19 cepas pertenencientes a los  diferenfes grupos, 16 presentaron  un  perfil
homofermentativo estricto, con un indice de 100 % de homolermentacion, ¢l cual esta expresado
como la fraccion de acido lactico producido / total de productos. De las 3 restantes, que
pertenecen al grupo I B6 v BIO prcr-u.:nlmnﬁ perftl heterofermentativo  facultativo por a
formacion adicional de acide acético ademas del acido Fictico (MeDonald v col 1991} Tas que
producen acido lictico. acido acdtico voo chnel se ealitican como heteroletmentativas obligadas
Cohansson v col. 1995 B caso de Taocopr B0 presents un metabolicmo de tipe
heterofermentatiy o obligado. va goe ademas del Lrctico. produgo acido acélico, acido propionico v

ctanob (Doclie, 1075 NeCulloneh 1977 Dotlacho v col 1004,
S R Andilisis enzinitico de dcido Ddactico v glucosa residual

ol Fiewra 501 <e observan Tos resultados en T produccion de acido lactico ep so forma 1 as
como {a glucosa residual, medidos en el analizador enzimatico YSL En el caso de 7 cepas
pertenccientes alos grupos IV V, VEy IX, la produccion de [ -actico esta por amriba de Tos 14 gL,

entre las cuales. Ta cepa B30 (grupo V) consume toda la glucosa.
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Figura 5.4 Produccton de acido L-lactico ¥ glucosa residual. Grupoe 1, azul lucrte; grupo 1.

amanilloz grupo IV, rosa: grupo V., azul claro; grupo VL verde: grupo I, rojo.

l.as ofras 6 presentaron un consuma de glucosa superior al 88 %o, De las 12 cepas restantes, 9 se
sttuaron atrededor de los 5 y 6 g1 de dcido -lactico producido, con un consumo de glucosa
superior al 94 % mieniras que 3 cepas no pasan de los 4 g1 de |-lactico. con un cosumo de
ehucosa superior al 95 ©o. T a concentracion inicial de glucosa y de dcido I -lictico en of medio MRS

fiquido, fue de 17 v 0.8 g 1 respectivamente,

Durante 1o fermentacion de aracares, ditoentos especies de hactenias Facticas producen
exclusivamente 1. o B ldctico, aproximadamente  en dguales cantidades  de ambos o
predomimantememe tma forma. pero en cierta canfidades el otro (Garvie, T980: Kondler v Weiss,
19867 Schletfer, 108N, Esto depende de In presencia de lactacto deshidrogenasas especificas
RADY —dependiontes (ol DI 3 sue respectivas actis idades, Pocas especics como /A carvatus v
oo prodncen nna enzima. Ta eacemasa, qree convierte T-lactico a DAactico, Booeste caso,
dctdo T oLichico int il praductde mdoce B vacemosa to que resalta cnama mevela de acido B o 7 -

Prctrco (Uinnvie, 1980,



5.1.4 Pruebas enziméticas por el sistema APIZYM

Para Hevar 2 cabo esta prueba, asi como 1a de APl 50 CH y la restriccion del DNA, se
seleccionaron las 10 cepas que crecieron en medio MRS sélido usando como fuente de carbono
acido tanico, que es un compuesto toxico y MRS con pectina, que es un polimero de dificil
asimilacion (Tabla 5.3). Los resultados obtenidos en las pruebas de APIZYM, de la Tabla 54
muestran que las cepas de bacterias lacticas presentan varias enzimas constitutivas. Las lecturas
de la galenase tomaron con referencia a una tabla colorimétrica incluida en la misma. Se tomo en
cuenta la intensidad del color. de acuerdo a los numeros descritos a continuacion: 0 = Negativo,

1 =5 nmol; 2 =10 nmol: 3 = 20 nmol; 4 = 30 nmol; 5 = Positivo = 40 nmol.

Tabla 5.4 Resultados obtenidos en las pruebas por el sistema APIZYM.

Lt i By apair A Lo e, v L A

Apizym Bl B8 B9 BIS Bl9 BZSa BZSb B26 829 830 B48
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfatasa 0.5 1 0.5 0.5 0S5 05 05 0.5 05 0.5 0.5
alcalina

Esterasa (C4) 2 | 2 1 { 2 3 3 3 4 3
Esterasa lipasa (C8) 2 | 1 t 0.5 | 3 3 4 4 4
Lipasa (C14) 65 05 0 0.5 0 0 0 0 ] 0.5 0.5
Leucina arilamidasa 5 5 5 5 5 5 5 5 4 5
Valina arilamidasa 4 5 4 3 4 3 5 S 5 5 5
Cisteina arilamidasa 0.5 0.5 l 0.5 | 0.5 1 | l I i
Tripsina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-chymotripsina 0 0 0 0 0 0 05 05 1 05 05
Fosfatasa acida 2 2 2 | 2 2 2 2 2 2 2
Naftol-AS-Bl-fosfo 3 2 2 0.5 2 2 2 2 2 { |
a-Galactosidasa 5 2 | 0 i 2 05 05 { 1 0
p-Galactosidasa 5 5 5 5 5 5 3 2 3 5 3
[}-Glucuronidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-Glucosidasa 4 4 3 0.5 1.5 1 3 2 5 5 5
B-Glucosidasa S 5 4 4 5 2 1.5 3 2 2
N-acetil-p}- 5 5 5 4 5 ¢ 0 ] (] {}
glucoamidasa

a-manosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aficosidasa 0 .0 0. 0 0 0 _0 0 05 05 05

1
i
t

Estas cepas fueron incapaces de producir tripsina, B-Glucuronidasa y a-manosidasa, aunque se

aprecia que para enzimas como leucina arilamidasa, valina arilamidasa, pB-galactosidasa, o y §
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glucosidasa, las cepas mostraron muy buena actividad catalitica. l.as bacterias lacticas son
exigentes y para su desarrollo necesitan de varios aminoacidos y vitaminas, ya que su presencia
permite activar la multiplicacion celular de las bacterias. Para su crecimiento son indispensables
aminodcidos como la leucina, la valina, el dcido glutamico, fa arginina, la tirosina y el triptofano:
vitaminas como el pantotenato y la niacina, asi como cantidades no despreciables de Mn*" y de
Fe’' (Ledezma y col., 1977). Esto comprueba porque las cepas fueron capaces de mostrar una

actividad enzimatica para las enzimas antes mencionadas.

También es importante sefi+’ que en el metabolistao homofermentativo, la B-palactosidasa tiene
un papel preponderante cu:. :o lalactosa es usada como fuente de carbono, esta es tomada del -
medio por una permeasa A1~ -dependiente {muchos lactobacilos y Streptococcus thermophilus),
es primero convertida en glicosay galactosapor la B-galactosidasa, o cuando es tomada del medio
por la accion del sistema fosfoenolpiruvato-dependiente Ffosfotransferasa (PEP-PTS), es
hidrolizada en glucosa y galactosa 6-fosfate por la fosfo-p-galactosidasa. La galactosa libre es
primero fosforiladay después metabolizada a glucosa 6-fosfato por la ruta Leloir y finaimente a
lactato por la ruta glucolitica, la galactosa 6-fosfato es utilizada a través de la ruta tagatosa 6-
fosfato resultando en la produccion adicional de acido lactico (Kandler, 1983). Ef uso de este
sistema permitio conocer la actividad enzimatica de las bacterias lacticas, lo que sumado al resto

de las pruebas realizadas completo la caracterizacion de estas cepas.
5.1.5 Perfiles de la fermentaciéon de carbohidratos por el Sistema AP150 CH

En fa tabla 5.5 se muestran los perfiles de {a fermentacion de carbohidratos por el sistema
AP150 CH. De acuerdo con estos perfiles, las cepas 39, ‘B!‘), B25a, B48, B1 y 38 corresponden
a la especte Lactobacillus plantarum. De estas cepas, B48 mostré un perfil dudoso y Bi mostro
un perfil bueno, mientras que el resto mostraron perfiles de identificacion muy buenos. Cabe
sefialar que en las pruebas realizadas en HPLC, la cepa BY reunio todas las caracteristicas de una

bacteria lactica heterofermentativa (formacion adicional de acido acético, acido propionico y
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etanol), lo cual no concuerda con los resultados del perfi! de identificacion generado por el sistema

APt 50 CH.

Estudios previos han mostrado que las pruebas fenotipicas analizadas por este sistema, pueden
dar relativamente amplias vartaciones en los perfiles de fermentacion entre las mismas especies
(Molin y col., 1992 1993), lo cual puede conducir a confusiones en los resultados de la
identificacion. Las cepas B18 y B26 corresponden a Lactobacillus pluntarum 1, la primera mostro
un perfil con una excelente identificacion y la segunda con un perfil dudoso. La cepa B29
corresponde a Lactobacillus paracasei |, lacual mostro una excelente identificacion, mientras que
la cepa B30 corresponde a Lactobacillus paracasei paracasei, que mostro un perfil de
identificacion dudoso. La cepa B25b mostré un perfil inaceptable probablemente porque la cepa

provenia de una colonia impura.

Cabe sefialar que ninguna de estas cepas fue capaz de fermentar carbohidratos tales como:
Glicerol, Erntritol, D-arabinosa, L-xilosa, a-metil-D-glucosido, Almidon, Glucogeno, Xilitol, D-
lixosa, D v L fucosa, D y L arabitol, 2 y 5 ceto-gluconato. Es importante sefialar que autores
como Agatiy col. (1998) usaron el sistema API 50 Cll para determinar el perfil fermentativo de
carbohidratos de 12 aistados de maiz fermentado (ogi y mawe) para confirmar los resultados
obtenidos por la técnica de restriccion de DNA (RFLP) y la posterior identificacion de las cepas,

encontrando con ello 2 nuevas cepas de bacterias amiloliticas.

Johansson v col. (1995) aislaron cepas de ogi, junto con otras cepas de referenciay las clasificaron
fenotipicamente de acuerdo a la habilidad para fermentar tos 49 carbohidratos del sistema.
encontrando 7 grandes grupos con un nivel de simifitud de 82 %. Figueroa y col. (1995) tambien
usaron e} sistema para la caracterizacion de 3 colecciones de cepas aisladas de la fermentacion de

yuca agria, encontrando que muchas pertenecen a diferentes especies de Lactobacillus.
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Yabla 3.5 Perfiles de la fermentacion de carbohidratos po el sistema API 50 CH.

APISOCH Bl BS B  BIS B19 B25a B2Sb B26 B9 B30 B
Control - - - - - - - - LT
Ghicerol - - - - . - - . . i} )
Eritritol - . . - _ . .
D-arabinosa
{.-arabinosa
Ribosa
D-xilosa
L-xilosa - - - - - . - . - .
Adonitol - - B - - - " 1 + -
B-metil-xilosido -
Galactosa !
D-glucosa 3
D-fructosa -

4

"

4 +

D-manosa + +
j +

] ]

1
L
)
\

4+ o+ 4+

1

]

]
-
|
1
|
]
|
'

+

+ T+ o+
+ oF = -

I.-sorbosa
Ramnosa )
Dulcitol - - . - - - - - _
Inositol - - - - - . .
Manitof # ¢ i ¢ ¢ ; 3

Sorbitol + “+ + r v F + + ¥
a-metil-D- 4 + i + | +

manosido

a-metil-D- - - - - - - - - . - _
Elucosido

N acetil-
glucosamina
Amigdalina
Arbutina
Esculina
Salicilina
Celobiosa
Maltosa
l.actosa
Melobiosa
Sacarosa
Trealosa
Inulina
Melezitosa
D-rafinosa
Almidon
Glucogeno
Xititol
f-gentibiosa
D-turanosa
D-lixosa - - - - - - .
[D-tagatosa
N-fucosa - -
I.-fucosa - -
P-arabitol - -
1.-arabitol - - - - - - - - - . -
Gluconato t ? + 7 ? 7 ? + 3 7 i
2-ceto-gluconato - - - - - - - - . - -
5-ceto-gluconato

+
1 2

R R
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Conclusion AP1 Lbpi  Lbpl Lbpl Lbpll Lbpl Lbpl ? Lbpll1 Lbpal Lbpp [Lbpl
Comentario Bl MBI MBI Exld MBI MB1 Inac Duld Exid Duld Duld
%% Tdentificacion 0998 0992 0999 0999 0963 0999 7 0995 0999 0994 0998 _
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Bi: Bacteria; Lbpal: Lacrobacillus p'aracasei 1. Lbpp: Lactobacillus paracasei paracasei, Lbpl:
Lactobacillis plantarum;, Lbpll: Lactobacillus plantarum |, Ex Id: Excelente Identificacion;
MBI: Muy Buena Identificacion; BI: Buena Identificacion; Du Id: Dudosa Identificacion; Inac:

Inaceptable; ?: Resultado confuso.
5.1.6 Analisis de los perfiles de restriccion (RFLP)de cepas de bacterias licticas

Entre los procedimieﬁtos clasicos para la clasificacion de cepas, las pruebas bioquimicas o las
caracteristicas nutricionales, no son suficientes para distinguir cepas de ias mismas especies. De
entre varias técnicas moleculares desarrolladas, el analisis de restriccion por endonucleasa del
genoma bacteriano ha mostrado ser una herramienta atil para la diferenciacion de bacterias. Por
éste método simple y rapido, es posible observar diferencias reproducibles entre cepas

(Le Bourgeoisy col., 1993).

Se presentaron claras diferencias en los perfiles de las cepas de bacterias lacticas. En la Figura 5.5
se observan los perfiles de 9 de las 10 cepas sometidas a esta prueba, el carril T 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 AP1 50 CH, el perfil de la
fermentacion de carbohidratos es diferente para cada una de ellas, aunque el perfil de las cepas
B48 (Lactobacillus plantarum) y B26 (Lactobacillus plantarum 1) fueron dudosos, mientras que

el perfil de lacepa B29 (Lactobaciilus paracasei 1) mostro una excelente identificacion.

El otro grupo con caracteristicas similares entre si, son las cepas B18 y B19, asi como el grupo de
las cepas B9 y B1 (por el sistema API 50 CH, ambas resultaron ser Lactobacillus plantarum, con
perfiles de identificacion muy bueno y bueno, respectivamente). La cepa B30 (Lactobacillus
paracasei paracasei) resulté ser diferente a los tres grupos anteriores, mientras que la cepa B8
(por API 50 CH mostro un perfil de identificacion muy bueno para Lactobacillus plantarum) fue

diferente a los tres grupos anteriores, asi como tambien resultd ser diferente de la cepa B30. Esta
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técnica ha sido empleada por autores tales como Agati y col., (1998), que aislaron 12 cepas de
bactenas lacticas amiloliticas heterofermentativas de procesos fermentativos de masa agriade maiz
(conocida como ogry mawe). Estas cepas fueron sometidas a perfiles de restriccion de DNA v
comparadas con perfiles de fermentacion de carbohidratos. Con la técnica de restriccion fue
posible la discriminacion de cepas entre los 12 aislados presentados v con la ayuda de los perfiles
de fermentacion se encontraron 2 nuevas cepas de bacterias lacticas amiloliticas, Ogi E1 v Mw2.
Villaniy col. {1997) encontraron diferencias en los perfiles de restriccion de cepas de [euconostoc
mesenteroides aisladas de pasto dei campo, suero de leche y leche de bufalo, mientras que Diaz

(1999) encontrd 13 perfiles de restriccion diferentes en cepas aisladas del pozol.

Figura 5.5 Perfiles de restriccion del DNA de cepas de bacterias lacticas. En el cami | se
encuentra el marcador, enel 2 lacepa B29,enel3 laB9¢nel4 laBi8, enel51a30,enci61aB19,
enel7laB48, enecl81aB26,enel91aBly enel 10 laB8.
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La seleccion de las bacterias usadas como indculo en el proceso de ensilaje para la conservacion de

pulpa de café fue como se mencionaa continuacion: se aislaron 50 cepas de bactenas, las cuales se
sometieron a distintas pruebas bioquimicas, de las que 31 cepas mostraron todas las

caracteristicas de 1as bacterias lacticas.

Por razones practicas, se trabajo solo con 19 cepas, a las que se les realizaron perfiles de
fermentacion, rendimiento, asi como también se hicieron crecer en medios con MRS pectina y
MRS tanico, de las cuales 10 cepas pudieron crecer en presencia de estos compuestos, razon por
la cual se seleccionaron para realizarles analisis de enzimas por el sistema APIZYM, el perfil de

carbohidratos por el sisten: = I 50 CH y el perfil restriccion det DNA.

De acuerdo con estos resul' “dos, y al resto que se habia obtenido con anterioridad, se decidio
aplicar como inéculoa la pﬁipa de café, a las cepas B18 v B29 por la excelente identificacion que
se obtuvo por el sistema API 50 CH, asi como por los resultados del indice de homofermentacion,
rendimiento, por su crecimiento en presencia de pectinay en acido tanico, asi como por el resto de

los resuttados de las otras pruebas.
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5.2 Aplicacion de inoculantes de bacterias lcticas en la conservacion de pulpa de café por

el proceso de ensilaje

Como se menctono en la seccion 4.4.2 del capitulo 4, se utilizaron como inoculo para el ensilaje,
dos cepas de bactenas lacticas, la B29 y BI18, con el fin de acelerar la fermentacion v por lo tanto
conservar la pulpa. Estas cepas fueron assladas de ensilajes de pulpa de café, y fueron
seleccionadas para usarse como inéculo, por haber obtenido una excelente identificacion en los
perfties de fermentacion de carbohidratos, asi como por los buenos resultados obtenidos en la
caracterizacion fenotipica a las que fueron sometidas dichas cepas. Se utilizé como sustrato pulpa

de café fresca, el proceso se describe en la seccion 5.1 del capitulo 4 de Material y Métodos.-
5.2.1 Parametros fisico-quimicos de los ensilajes naturales e inoculadoes

Diferentes parametros tales como: el pH, la produccion de dcido lactico y de acidos grasos
volatiles, 1a humedad, los azicares totales, el etanol y la pérdida de materia seca, se siguieron en el
transcurso de la fermentacion. En cada una de las cinéticas se encuentran representados los
perfiles de los parametros de los 5 diferentes ensilajes levados a cabo; natural { (NAI) y natural 2
(NA2), que fueron los controles, inoculado al 3 % con la cepa B29 (B293), inoculados al 3 v 10 %

conlacepa BI18 (B183 y B1810, respectivamente).
5.2.1.1 Evolucion de los azicares totales

lLos principales azucares presenfes en la pulpa de café son la fructosa, que constituve
aproximadamente el 50 % de los azicares libres, la glucosa que representa el 30 %, y el 20 %
restante son sacarosa y galactosa(Zuluaga, 1981). En laFigura 5.6, se observan los perfiles de los
azucares en ef transcurso del ensilaje. Se aprecia que los azicares libres se encuentran entre un 25
y 40 % MS, vy son consumidos casi en su totalidad al final de la fermentacion, la glucosa se agota

primero por ser la que se encuentra en menor cantidad.
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Figura 5.6 Cambios en el conlenido de azucares tofales de los ensilajes de pulpa de calé,

Donde: NAT: Testligo para ensavo con la cepa B29: NA2: Testigo para ensavos con la cepa BI1§:
B3293: Ensavo con la cepa B29 moculando al 3 s (V:P); B183: Ensavo con la cepa BIR

inoculando al 3 %0 (V:P); BIS 1 Ensayvoe con lacepa BIR inoculando ot 10 %6 (VD).

Purante las primeras 72 h se observa una disminucion de los azacares en todos los ensilajes. El
perfil del ensitaje natural T presentd una concentracion inicial de 42,1 %0 NS, 271 de fructosa v
15 de olucosa, a tas 72 b disminuva a 2001 "o MS. de los gque 12,3 %o cran fiuctosa v 78 Yo
glucosa. en Tas horas postertores T glucosa e aooto tetalmente a Tas 240 I gquedando ona
concentracion final de fructosa de 6.5 20 NN Fa ol natueal 2 los azocares se consumen lentamente
hasta dag 70 b donde se observa mn mamcadoe descenso que Tlead a las 168 b a vna cantidad de
S O0NES de Toc que 01 2 eram elucosa da cual <o oo on las horag posicriores vogqueda 1.9 %

NS de Fructosa al tinal de 1a ermentacion,

L ensilaje inoculado al 3 %6 con la cepa B29 presento una concentracion inicial de azacares totales
de 36,1 20 MS en ¢l que 21.6 % corvespondian a fructosa v 145 % a glucosa. Tasta fas 72 h

disminuyeron a una cantidad de 22.9 20 KNS (13.0 % lructosa v 9.4 %o glucosa), v s presentd uno



gran disminucion a las 120 h donde Hegoa una cantidad de 4 % MS. de los que 1.4 % cran glucosa,
la cual sc agoto a las 144 h para quedar al final de la fermentacion una concentracion de fructosa de

4.3 % MS.

En los ensilajes inoculados al 3y 10 % con lacepa B18, los azucares presentaron el mismo perfil
que el natural 2 durante las primeras 72 h, los que se ven consumidos lentamente, el del 3 %
presentd una cantidad de azucares inicial de 29.3 % MS (16.8 % fructosa y 12.5 % glucosa). A las
240 h la glucosa fue consumida por completo quedando al final 1.9 % MS de fructosa, mientras
que ¢l del 10 %, presentd una concentracion inicial de azucares totales de 24.5 % MS (15 %%
fructosa v 9.5 % glucosa), donde los azucares nto se agotaron en su totalidad, ya que finalizaron en
7.1 % MS (3.3 % fructosa y 3.8 % glucosa), probablemente debido al retardo en la aparicion de
las levaduras por el efecto de la inoculacion. El hecho de que menos carbohidratos fueran
consumidos en el ensilaje inoculado al 10 % con la cepa B18, comparado con los ensilajes
naturales e incluso con los otros inoculados, puede indicar una fermentacion mas eficiente {Rooke

y col., 1985; Weinbergy col., 1988).

El gran contenido en azucares influye directamente en la evolucion de la fermentacion lactica
(Pettersson y Lindgren, 1990), De acuerdo con fo mencionado en bibliografia una concentracion de
azucares entre 12 'y 13 % MS es necesario para obtener un ensilaje de buena calidad (Demarquilly,
19835, Gouet, 1994). En estos resultados, se aprecia que la cantidad inicial de azlcares presentes
en los ensilajes de pulpa de café fresca es elevada (de 25 a 40 % MS) sobrepasando en algunos
casos la cantidad reportada por Zuluaga (1981). Gaime-Perraud (1995) encontré que en pulpa de
café sccada al sol, las concentraciones iniciales de glucosa mas fructosa estaban alrededor del
5 % MS, mientras que Delgado-Vidal (1999) encontré en pulpa secada al sol una concentracion de
azucares de 33.2 % MS y en pulpa fresca 384 ° MS, este ultimo valor coincide con los

resultados obtenidos para ensilajes de pulpa de café fresca en el presente trabajo.
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5.2.1.2 Evolucion del pli

I.a pulpa de calé es un subproducto con un pllde 4.8 (Ramivez-NMartinez y Chillord. 1990) por lo

que se considera un material patusalmente dcido. Fo fa cinclica de piT que se presenta en la

Iigura 5.7. s¢ observan los perfiles de los 5 ensifajes. donde se aprecia que en ¢l caso del ensilaje

que fue-inoculado con fa cepa B29 presento una caida de plT mas ripida dorante fas primeras 48 h

(p11-3.42), el cambio Tue mas nolable que en los demas casos, debido probablemente a que sc

inoculd con la cepa identilicada como [.actohacillus paracaser. que alcanzo valores menores de

pil. los cuales se mantuvicron alrededor de 3.26 v 340,
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Fignra 3.7 Cambios encl pl

Pronde: NAT: Testizo para ensavo con b cepa B9 NA2: Testipo para ensavos con la cepa BIK:

R203: fmcavo con fa cepa R dnocufando al 3 2o (A2P) BIS3: Ensavo con fa cepa BIS

moculando al 3 % (ViP) BI810: Ensayo con ta cepa 1318 inoculando al 10 % (ViP),



Enlos casos naturales 1 y 2, se observo una diferencia entre ellos, ya que el natural 1 presento un
pH inicial menor (4.49) que el del natural 2, que presento un pll inicial de 5, los cuales en el
transcurso  de la fermentacion disminuyeron presentando pH finales de 335 v 371
respectivamente. En los ensilajes inoculados al 3 v 10 % con la cepa B18, identificada como un
Lactobacillus pluntarum, no se presentaron diferencias a pesar de que el segundo fue inoculado a
un mavor porcentaje. Al inicio de la fermentacion el inoculado al 3 %, presentd un pH de 4.81,
mientras que el pH del inocualdo al 10 % fue ligeramente menor (4.69). En el transcurso del
ensilajeel pH de ambos disminuy¢ presentando un perfil muy parecido, excepto que a las 240 h ¢l
inoculado ai 10 % presentd un ligero incremento para tenninar a las 360 h en un pH de 3.56 que es

mayor al que presentd el inoculado al 3 % que termino con un pH de 3.47.

Los valores de pH se situan dentro de lo reportado en bibliografia (Brookes y Buckle, 1992;
Weinbergy col., 1995; Mahanna, 1996; Rutherford, 1998), donde se Hlegdincluso a valores de pH
menores que los presentados por Gaime-Perraud (1995) con ensilajes de pulpa de café secada al
sol {pH alrededor de 3.9), asi como en los obtenidos por Delgado-Vidal en pulpa ensilada (pH de
3.9).

5.2.1.3 Produecion de acide léctico
I.a formacion de acido lactico es un indicador de la fermentacion lacticay por lo tanto del éxito del

ensilaje (Megias v col., 1993b). La produccién de acido lactico fue mas evidente en los casos en

los que hubo inoculacion, ya que ésta aumento desde ¢l inicio de la fermentacion (Figura 5.8).
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Figura 5.8 Produccion de acido DI lactico de los ensilajes maturales ¢ inocnlados.

Donde: NAT: Testigo para ensavo con {a cepa B29: NA2: Testigo para ensavos con la cepa BIR:
13293: Ensavo con la cepa B2Y inoculando a1 3 %0 (\P): BIR3: Ensave con ta cepa BIR

inoculando al 3 %6 (V:Py; BIS1O: Ensayo conla copa BES inoculando o 10 24 (V)

ATas 72 he el inocutado al 10 % con Tacepa RIS precentd una producecion de 9.5 a NS ¢ acido
F-lactico en una proporcion de 3.8 "o incrementindose on las horae sionientes para tinalizar o fas

GO h conun nivel de Breticotod de 12 000 NS S 0 00 S de T -actico,

Foclinoculado ol 26 confacepa 1329, <o Meonamn 8 Co NS alas 7Y hov T -laciioo de 18 %0 A S,
perea las P20y presentd un imprortante incremeento de casi ol doble, que fleoda 11 90 NS () -
Lictico de 742y Iy produccion se mantove con viiaciones para linalizar con 130 00N IS Bictico

total v T -ldctico de 6.5 % NS,

Otro ensilado en ol que hubo un importante incremento a las 168 h. fuc en el inocalado al 3 94 con

la copa B318. en of que Iy produccion de lactico Heod a 131 %0 MS v T -lictico de 5.1 24 MS.
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incrementandose hacia el final de la fermentacion hasta niveles de 151y 15 % MS, alas 240 v

360 h respectivamente, mientras que la produccion de 1.-lactico finalizo en 5.5 % MS.

Los ensilajes naturales 1 y 2, presentaron perfiles muy parecidos, con excepeionde que at final de
1a fermentacion del natural | se presento un incremento en a produccion de lactico finalizando en
13.8 % MS, siendo 5.6 % de L-lactico. El natural 2 finalizo con un nivel de DL lactico de
10.9 % MS (L-lactico de 4 % MS). Cabe mencionar que ¢n ¢!l natural |, también se detecto la
presencia de actdo acético a las 168 h en una cantidad de 1.1 %% MS finalizando en 1.6 % MS. Sin
embargo, no se encontrd ningun aparente efecto inhibitorio en las levaduras presentes, a partir de
que el acido acético fue detectado, por lo que no concuerda con o mencionado por Moon (1983) y
Weinbergy Muck (1996). No se detecto la presencia de acido propionico, asi como tampoco de
acido butirico en ninguno de los ensilados, lo cual indica gue, a excepciondel ensilaje natural 1, los

demas ensilados presentaron fermentaciones homolacticas.

En la Tabla 5.6 se observan las tasas de acidificacion de los diferentes ensilajes, donde se aprecia
que el que obtuvo una acidificacion mas rapida es el ensilaje inocuiado al 10 % con ta cepa B18,
seguido por el inoculado con la cepa B29 al 3 %. Entre los ensilajes natural 2 e inoculado al 3 %
con la cepa B18 no hay diferencias en la tasa de aciditicacion, mas si las hay en la cantidad de
lactico producido, va que en el inoculado la cantidad de acido tactico producido es mayor que en el
natural 2. También se aprecia que cl ensilaje que acidifico mas lento fué el natural 1. Esto indica
que el efecto de la inocutacion en la tasa de acidificacion fué positivo, sobre todo en el ensilaje
inoculado con la cepa B18 al 10 %, en ¢! que fa tasa de inoculacion fue un factor preponderante ¢n

ia acidificacion.
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Pabta 3.6 1asa de produccion de acido DT Laciico de los epsilajes naturales ¢ inocilados.
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Fioura 3.9 Rendimiento de acido DI Lactico contra sustrate consumido. a las 250 h do
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fermentacion de los ensifajes.

Donde: NAT: Testigo para ensavo con la copa B290 NA2 estigo para ensavos con 1a cepa BI8:
B293: insavo con la cepa B9 moculando al 3 2o (VP BIRS: Ensavo con la cepa BIR
inoculando al 374 (VP BISEO: Ensavo con la cepa B tinoculando al 10 20 (V:P),
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Para el ensitaje inoculado al 3 % con la cepa B8, ¢l rendimiento fue de 0.51 g de acido DI lactico/
g de sustrato. Mientras que para el inoculado con la cepa 1329 al 3 %, el rendimiento fue de (.39 g
de acido DL lactico/ g de sustrato. Para los ensilajes naturaies 1 v 2. los rendimientos fueron de
0.31'y 0.40 g de acido DL lactico/ g de sustrato, respectivamente. Esto indica que, el efecto que
tuvo lainoculacion del 10 % con la cepa B18, fue notable por ¢! buen rendimiento que presento

sobre los demas ensilajes.

Catchpoole y Henzel (1971), mencionan que los niveles de acido lactico descritos como optimos,
se encuentran en una concentracion comprendida entre 3 v 13 %. Por otro lado, Mahanna {1996),
menciona que un ensilaje Ca mejor calidad es aquel en el que generalmente domina el acido
lactico a niveles entre 6 y . % de la materia seca del forraje. Los resultados obtenidos en la
produccion de acido lactic:  vinciden con lo descrite por Luisy Ramirez (1985), asi como por tos
de Megias y col., (1993a), en los que encontraron un alto desarrollo de bacterias licticas durante
los pnmeros dias del ensilaje, llegando a una concentracion maximade acido lactico en el sexto dia

y una subsecuente estabilizacion.

En estudios recientes realizados por Del@d'o—Vidsi-( 1999), se encomtré una cantidad de lactico a
un nivel de 9.7 % MS, ademas de haber detectado una importante cantidad de acido acético,
6.4 % MS, asi como una concentracton de acido propionico de 2.8 % MS, lo cual indica que este
ensilaje fue dominado por bacterias lacticas heterofermentativas obligadas. En el presente trabajo
los ensilajes inoculados alcanzaron niveles de acido lactico alrededor de 7 % MS a las 48 horas,
que sc¢ incrementaron en las horas siguientes, Hegando en algunos casos a poco mas del doble.
Estos datos sobrepasan las cantidades en la produccion de lictico recomendadas en bibliografia

para un buen ensilaje.
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Fiaura S0 Produccion de etanol en ¢l transcurso de los ensilages de pulpa doe cale,

Donde N Testivs para ensavo con lacepa B9 NA2 {estioo para ensavos con L cepa RIS
B9 T s con fa cepa B29 inoculande al 3 20 (V2P BE83: Ensavo con faowepa BIY

tocubando al 3260 (VP BES10: Ensavo con la cepa B inocalando al 10 % (V-7

i chimocutado al 3 %0 confa cepa BI8. La produccion de ctanol s¢ presento a partir de tas 120 h.
atcanzando an masimo de 8.5 % MS a las 240 h, manteniendose casi el mismao nivel a las 360 h
el caso del inocudado al 10 2o con fa cepa B18, cabe resaltar que se observa un vetardo cn la

aparicion del ofanol. ¢sie aparece hasta las 240 he con un mivel de 1.3 20 NS, v seincrementa poco



mas del doble (2.8 20 NSy a fas 300 b P los cnstlages naturales 1y 2 apartcron deb ctanol e
cbserva a las 120 he con alpunas varactones durante of resto de Ta termentacion en ol natural

para Heear 2 una produccion final de 7 370 NS wientias gque e o natural 1 1a produccion de

clanol aumento hasts Heaara v finab de oo 2a Vs

Fo b ronra < 0E semuesi el rendimiento de producto (clanoly contra sustrato consumido a las
Hoh de fermentacion en los diferentes ensilages Seobserva que of of inoculado al 2 %o con la cepa
329 1e o ensilaje que presento an mas or rendimionto (33 ¢ de clanol v de sustrato consumido).
B clinoculado con facepa BES of ¥ 00 se presento un rendimiento de 029 ¢ de ctanol o e
sustrato. Par los cnsalages naturales Ty 2 los rendimientos tueron de 014 v .22 o de elanol g de
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Figura 5. 11 Rendimiento de ctanol contra sustrato consumido. a tas 240 h de tesmentacion en los

chsilajes naturales ¢ inocudados.
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Donde: NAL: Testigo para ensayo con lacepa B29: NA2: Testigo para ensayos con la cepa B18;
B293: Ensayo con [a cepa B29 inoculando al 3 % (V:P), B183: Ensayo con la cepa Bi§
inoculando al 3 % (V:P); B1810: Ensayo con lacepa B18 inoculando al 10 % (VP).

Estos resultados indican que la inoculacion de los ensilajes al 3 %, con las cepas B29 v BI18, asi
como el inoculado al 10 % con la cepa B18, no muestran resultados diferentes a los obtenidos en
los ensilajes naturales, ya que ni aun el ensilaje con indculo mas fuerte logro frenar el desarvollo de
levaduras y por tanto la aparicion de etanol. Estas concentraciones indican que son debidas al
crecimiento de levaduras 0 a una intensa actividad heterofermentativa (Weinberg v col., 1988),
aunque esto altimo solo podria aplicarse al ensilaje natural 1, ya que fue en el itnico caso en que se

detectd acido acético.
5.2.1.5 Evolucion de 1a humedad

Subproductos con alto contenido de humedad fermentan muy rz’lpido, perdiendo parte de su valor
nutricional durante ta primera semana de ensilaje debido a la liberacion de gases y al crecimiento de
levaduras en el ensilaje ( Ashbell y Lisker ,1987; Megias v col., 1993). El contenido de humedad de
ta pulpa de café al inicio de 1a fememacion, se encontrd entre 80 y 82 % (Bressani y col., 1972)

para los diferentes ensilados, lo cual se observa en laFigura5.12.
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Figura 5.12 Evolucion del contenido de humedad de tos ensilajes de pulpa de calé,

Donde: NAT: Testigo para ensavo con la cepa B29: NA2: Testigo para ensayos con la cepa BI&:
B293: I'nsayo con la cepa B29 inoculando al"3 o (V:P) BIS3: Ensayo con la cepa B8

moculando al 3 26 (V1) BIS10: Ensavo con la cepa B8 inocufando al 10 9% (VD).

Iistos porcentajes variaron durante los primeros 3 dias, disminuyendo alrededor de 78 %5 en los
naturales 1 v 2 v 81 %o en chinoculado al 3 % con la cepa 1329 Este porcentaje aumento hasta 2 al
quinto dia en of aatural 1 v clinoculado af 3 % conla cepa B29. manieniéndose estables a partir de
este momento, mientras que ¢ natural 2 presento cste mismo incremento hasta las 168 h. En los
mocubados con la cepa B18. cen el caso del 10 %o, Ta humedad se mantuvo estable a partir del
primer din con 79 %6 de humedad, con un ligero incremento a casi 80 %o hacia ¢l final de la
lermentacion. mientras que el inocutado al 3 %. se mantuvo cstable a partir del primer dia con una
humedad alrededor de 79 %_ con ligeras variaciones hasta las 168 h. incrementandosc al final hasta

un &1 %0 de humedad.
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[ a2 humedad obtemida es muv smilar a la reportada por Delgado-Vidal (1999). clla obtuvo una
humedad de 814 %0 XIS en pulpa lresca. nicniras que on pulpa ensilada obtuvo 83,1 %o, En silos
con un alto contenido de humedad. of nivel de pHl debe ser mas bajo det usuat. o que explica o
hecho de uma sabsecuente estabifizacion doel proceso (Whittenbury v col., 1967) En cste estudio,
o ensilage mocutado con fa cepa BIE ab 1 "o Jogro una lacil estabilizacion. a pesar del gran
contenido de humedad que mostra ¢t enstlage. To cual presenta algunas diticultades en of proceso de

Preservacion.
5.2.1.6 La pérdida de materia seca

o taFigura 313 se observa el perfil de la perdida de matenia seca. El caso del inoculado al 3 %6

con lacepa B29 tue ol que presento mavor perdida,

Perdida de materia seca
(g9/100 MS)

0 48 96 144 192 240 288 336

Tiempo (h)
g NAT -~ R— 3293  ——--NA? -—8-—B133 B1810

Figura 513 Pérdida de materia seca de los ensitajes naturales ¢ inoculados.
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Donde: NAL: Testigo para ensayo con la cepa B29; NA2: Testigo para ensayos con la cepa B18;
B293: Ensayo con la cepa B29 inoculando al 3 % (V:P). B183. [nsave con la cepa BI8
inoculando al 3 % (V:P). B1810: Ensayo con lacepa B18 inoculando al 10 % (V:P).

Durante las primeras 72 h de la fermentacion Hego alrededor del 2 % PMS. Este se estabilizo, mas
a las 120 h la pérdida se incremento hasta 4.8 % y sc mantuvo con variaciones para terminar en
4.7 % PMS. Este incremento se debié probablemente al desarrollo de levaduras, que al consumir
los azicares presentes en el sustrato provocaron una pérdida de materia seca de casi 5 %.En el
inoculado al 3 % con fa cepa B18, a las 48 h ta PMS llegaa 42 %, cn las horas postertores el
porcentaje se mantuvo alrededor de = 2, volviendo a incrementarse a las 240 h por arribade 4 para
terminar en 3.8 %. En el natural 1 se mantuvo alrededor del 2 % PMS (valores entre 0.4 y 2.8)
duranie toda la fermentacion. En ¢l caso del ensilado natural 2, la muestra de las 24 h presento una
pérdida de 9.2 % (lo cual probablemente se deba a que esta muestra fue mal ensilada), de las 48 h
hasta las 120 h el porcentaje se mantuvo alrededor de 1.5, aumentando a 4 % a las 168 h para

terminar con 1.9 % al final de la fermentacion.

El inoculado al 10 % con la cepa B18, el porcentaje de pérdida de materia seca se mantuvo durante
toda la fermentacion entre 0.9 vy 2.8, por lo que fue uno de los ensifajes que presentd menos
pérdida, debido a que el nivel de indcuto mas alto retardo la aparicion de las levaduras, por lo tanto

menor consumo de los azicares y en consecuencia menor porcentaje de pérdida de materia seca.

El otro ensilaje que presentd menos pérdida fue el natural 1, el cual presenté un perfil bastante
similar al del inoculado al 10 % con la cepa B18, en cuanto a PMS. De acuerdo con lo reportado
por Weinbergy Muck (1996), el inoculante pudo haber dominado la fermentacion en los ensilajes
tratados, pero el ensilaje control, en este caso el natural |, fue similar. Por lo tanto, no se detectan
efectos significativos del inoculante. Tal explicacion no puede ser documentada, pero se ha

sugerido que en enstlajes de maiz, por ejemplo, presenta naturalmente una alta proporcion de
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lactato:acetato, lo cual puede explicar la igualdad de resultados entre un ensilaje inoculado y un

control.

Liny col., (1992) han estudiado las bacterias lacticas epifiticas en ensilajes de maiz y alfalfa,
concluyendo que el conocimiento del nimero y especies de bacterias lacticas, no predice el
resultado de la fermentacion del ensilaje, por lo tanto, la caracterizacion de tas cepas de bacterias
lacticas epifiticas y la composicion quimica del forraje a ensilar, particularmente el perfil de los
carbohidratos solubles y 1a capacidad amortiguadora. Esto no coincide con Pahlow (1991), quien
menciona que el conocimiento det nitmero vy la naturaleza de la microflora lactica enddgena inicial

es necesania para comprender el efecto y orientar la inoculacion.

El porcentaje de recuperacion de carbono se observa en la Tabla 5.7, donde se aprecia que para los
ensilajes inoculados la recuperacion de carbono al final de la fermentacion fue casi total. Cabe
mencionar que no se considero el carbono de la pérdida de materia seca por tomarse como CO,. El
ensilaje inoculado con ia cepa B29 al 3 %, presemo una recuperacion de 91 % de carbono,

correspondiendo 44 % al carbono del dcido lactico v 47 % al de etanol.

Tabla 5.7 Recuperacion de carbono de los ensilajes naturales e inoculados.

T

Ensilajes % deRecuperacién de carbono
Natural { - 67

Natural 2 79

Inoculado con lacepa B29 al 3 % 91

inoculado con lacepa B18 al 3 % 91
Inoculado con lacepa B18 al 10 % . 89

Para el inocuiado al 3 % con la cepa B18, 1a recuperacion de carbono también es de 91 % (51 % de
lactico y 40 % de etanol). El porcentaje de recuperacion para el inoculado at 10 % con la cepa
B 18, fue de 89 % de carbono, de los cuales 68 % corresponde a lactico y 21 % a etanol. Mientras

que, en el natural 2 se recupero el 79 % (42 % a lactico y 37 % a etanol). En el natural 1 se
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recupere <67 Made carbono. correspondicndo 39 99 a factico. 24 Vs a ctanol U1 P acide acetieo
Cabe mencronar que nese tomo en cuenta el carbona de Blomasa. s que éstano tue determmmida

227 Fyolncion de la microflora de los ensilajes naturales ¢ inoculados

a mcrotlora de bactenas v levaduras esta representada en fa Fiowea S 14 donde se aprocia que as
hactertas anacrobias de tos ensilados naturales 1y 2 s encontraron al inicio de T leomentacion <n
FO°y 107 bacterias o NS, respectivamente. Esta diterencia tal ver se deba a que of tote de pulpa
cont el gque seoenstle ol oAb 20 se o mantuvo congclado por mas de |oano hecho gue
probablemente mhihio parie 1a microllora patural de fa pulpa fresca. [ os perliles de ambos
lucron muy sumilares a part - de las 48 h, donde alcanzaron hasta 107 bacterias o VIS v <
mantuvicran hasta 168 h xicspucs empezaron a disminuir terminando en 10% v 10 bacterias

2 VS respectiv amente.
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Figura 3,14 Iivolucion de baclerias v levaduras anaerobias de los ensilados naturales ¢ inoculados.




Donde BNA1: Testigo para ensayo con la cepa B29; BNA2: Testigo para ensayos con la cepa
B18; B293: Ensayo con la cepa B29 inoculando al 3 % (V:P); B183: Ensayo con la cepa B18
inoculando at 3 % (V:P); B1810: Ensayo con lacepa B18 inoculando al 10 % (V:P). La letra L. es

para diferenciar las levaduras de las bacterias.

En el caso de los inoculados con las cepas B29 v B8 (laprimeraal 3 % y lasegundaal 3y 10 %),
todos los ensilajes se encontraron al inicio de la fermentacion alrededor de 10° bacterias/ g MS,
incrementandose hasta 10" a fas 72 h en los tres casos, lo cual indica la viabilidad de los
inoculantes agregados. A partir de este momento fos inoculados al 3 y 10 % con la cepa B18 se
comportaron de la misma manera y se mantienen, excepto que al final de la fermentacion el
numero de bacterias del inoculado al 10 % fue de 107 y el del inoculado al 3 % de 10° bacterias/ ¢
MS, mientras que en el caso del inoculado al 3 % con la cepa B29 el numero de bacterias se
mantuvo casi constante hasta las 144 h y disminuyé para terminar en 10® bacterias/ g MS. Esto
podria indicar que al haberse consumido el sustrato, Jas bacterias no se siguen multiplicando, pero

se mantienen a pesar de ello.

En el caso de las levaduras anaerobias, estas s¢ encontraron presentes desde el inicio de la
fermentacion en una proporcion de 10° levaduras/ g MS en los 2 ensilajes naturales, asi como en ¢l
inoculado al 3 % con la cepa B29. Hasta las 48 h las levaduras se mantuvieron alrededor de 107/ g
MS en el natural 1, a partir de este momento sc incrementaron a un nivel de 107 levaduras/ g MS a
las'ﬁi’-_’u h para finalizar en 10°. A diferencia del natural |, en el 2, las levaduras no presentaron
variaciones las primeras 48 h, sino que se mantuvicton en un nivel de poco menos 10° levaduras/ g
MS, aunque a partir de este tiempo, estas se incrementaron presentando un perft) muy similar al
del natural 1, llegandoincluso a las mismas proporcionces, excepto que al final de 1a fermentacion
se presentd una disminucion en el natural 2 que Hegé a 10° levaduras/ g MS, mientras que en el

natural 1 las ievaduras se mantuvieron alrededor de 10°/ g MS hacia el final de la fermentacién.
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F-n el inoculado at 3 %5 con lacepa B29, las levaduras se mantuvieron en 107/ 2 MS hasta las 24 h.
en las horas postertores se incrementaron de tal maneraque a las 72 h ya habian alcanzado 107, fo
cual se vi0 reflejadoen la produccion de etanol, en el consuma de los azicares, v en la pérdida de
materia seca. A las 144 h se observa un disminucion que continua hasta las 168 h llegando a un
nivel de 10" levaduras/ g MS, que al final de la fermentacion alcanzo nuevamente 10%, esta

disminucion se debio probablemente al agotamiento de los azicares del sustrato.

En los casos inoculados con lacepa B18 al 3 y 10 %, las levaduras aparecieron a las 120 h en una
proporcion de 107 y 10° levaduras/ g MS, respectivamente, lo cual indica que la cantidad de
inéculo mostré un efecto ritorio sobre las levaduras al inicio de la fermentacion, pero no lo
suficiente como para inhibir! - totalmente y durante todo el tiempo del ensilaje. Haines y Harmon
(1973) encontraron que ¢l :do lactico inhibié el crecimiento de Staphyiococcus aureus 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 acidasy a bajo pH (Baird Parker, 1980). En el inoculado al
3 % se observa un ligero incremento a las 168 h que se mantuvo alrededor de 107, que se
correlactono con la produccion de etanol, el consumo de azucares del sustrato y el incremento en
el porcentaje de la pérdida de materia seca. Hacia el final de la fermentacion ocurrio el mismo
fenomeno que en el inoculado con la cepa B29, va que las levaduras disminuyeron hasta niveles de
10* por la falta de nutrientes en el sustrato. En el inoculado at 10 % con la cepa BO18 las levaduras
tambien se presentaron a las 120 h pero en una proporcion menor que en el inoculado al 3 %, v se
mantuvieron alrededor de 10° levaduras/ g MS, disminuyendo a las 240 h hasta 10* para finalizar
la fermentacion en 10° levaduras/ g MS que se corclacioné con la produccion de ctanol v o

consumo de azucares del sustrato.
La velocidad de erecimiento de bacterias y levaduras se cncucentra representada en fa ‘Tabla 5.8. I'n

elia 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 fos naturales y los

inoculados, siendo mas rdapido el crecimiento de las bacterias de la microflora natural.

Es importante mencionar que en los naturales, y cl inoculado at 3 % con la cepa B29, las levaduras
crecieron, incluso mas rapido que las bacterias en los inoculados con la cepa B18 al 3 y 10 %,
mientras que en estos ensilajes también se detectaron levaduras, solo que no se pudo determinar
sﬁ velocidad porque como se puede observar el grafico, estas se ven inhibidas por ¢l efecto de ia
inoculacion en el caso del inoculado al 3 % con la cepa B18, mientras que en el inoculado al 10 %%
se observa un retardo en la aparicion de estas, lo que no permitié calcular la velocidad de

crecimiento, por el hecho de que se detectaron casi al final del tiempo de la fermentacion.

Tabla 5.8 Velocidad de crecimiento de bacterias y levaduras en los medios MRS y PCA.

Ensilaje VCBMRS VCBPCA VCLMRS VCLPCA
(Log UFC/g (LogUFC/g (LogUFC/g (Log UFC/g
Natural 1 0.07 0.06 0.02 0.02
Natural 2 0.06 0.06 0.02 0.02
Inoculado con la cepa B29 al 3 % 0.0t 0.01 0.03 (.02
Inocutado conlacepaBi8 al 3 % 0.01 (.01 Nd Nd
Inocufado con lacepa B18 al 10 % 0.01 0.01 Nd Nd

i wnmee A T A Ay

VCBMRS: Velocidad de crecimiento de bacterias en MRS; VCBPCA: Velocidad de crecimiento
de bacterias en PCA; VCLMRS: Velocidad de crecimiento de levaduras en MRS; VCLPCA:

Velocidad de crecimiento de levaduras en PCA; Nd: No determinado.

Fn la cinética de fas bacterias y levaduras aerobias (Figura 5.15), se encuentran representados los
perfiles de ambas. Fistos se observan muy similarcs a los perfiles de las bacterias y levaduras
anaerobias (Figura 5.14), con excepcion de que las levaduras anaerobias se presentaron primero

(120 h) en el inoculado al 10 % con la cepa B18.Mientras que en ¢l caso del inoculado al 3 % con
p .

la misma cepa, las levaduras aerobias aparecieron primero (48 h).
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Figura 3 15 Fvolucion de bacterias s fevaduras acrobias de fos enstlados naturales ¢ inoculados

Donde BNAT: Testigo para ensavo con la cepa 3290 BNA2: Testigo para cnsavos con la cepa
B8 B293: Fasavo con la cepa 329 mecdando al 3 %6 (VP B183: Ensavo con fa copa IR
woctdando at 36 (VP BISL: Easavo con fa cepa B8 inoculando al 10 %6 (ViP) Tadetra 1o

para diferenciar las fey aduras de Jas bactertas,

I conteo de Ls bactertas lacticas de los ensilajes de pulpa de calé fresca. mostraron altos niveles
ent los ineculados gque en los natorales. \ungue la velocidad de crecimiento (ue masor gn los
chsilajes naturales. esto no mosteo beneficio alguno. va que las levaduras se delectaron durante
tode o tiempo del ensilaje. To que indica que en los ensilados naturales, las bactenias lacticas de la
microllora propia de ta pulpa no dominaron la fermentacion, Micntras que para los ensilayes
inocutados, en especial ¢l inoculado al 10 2o con la cepa BiR, se enconfraron buenas velocidades
de acidittcacion debido a que fa inocutacion tue exitosa al incrementarse et mimero de bacterias
(Charmicy v col.. 1996), va que cuando s¢ encuentran aproximadamente 100 millones (10%) de

bacterias licticas g de tomaje, of pil disminuve y asi cf material es preservado (Mahaona, 1996).
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontro que los grupos de bacterias presentan claras
diferencias en cuanto a la morfologia de las colonias en caja de Petri, predominando las
caracteristicas que deben reunir las colonias de bacterias licticas. Las pruebas bioquimicas a las
cuales fueron sometidas las cepas dq bacterias aisladas ayudaron en la caracterizacion fenotipica
de las bacterias encontrando que, 31 aislados (62 %) correspondio a bactenas lacticas, dentro de

las cuales, solo se trabajo con 19 aislados (38 %).

16 bactenas lacticas (32 %) presentaron un metabolismo de tipo homofermentativo estricto,
mientras que 2 de fas cepas (4 %) presenté un metabolismo de tipo heterofermentativo facultativo
y 1 de las bacterias (2 %) presentéo metabolismo heterofermentativo obligado. Con una produccién
de dcido DL lactico por encimade los 10 g/ly un rendimiento elevado (valores entre 0.15 y 0.20).
Entre estas cepas, 7 (14 %) producen una cantidad de acido L-factico alrededor de los 14 ¢/l, lo
cual indicaria que producen exclusivamente L-factico. Todas las cepas presentaron un clevado

consumo de glucosa(>88 %a).

Es tmportante mencionar que ¢l 20 % de las cepas. fueron capaces de crecer en medio MRS
pectina y MRS acido tanico, o cual indica que en presencia de estos compuestos, las bacterias tal
vez puedan tomar a la pectina como fuente de carbono. que es un polimero de dificil asimilacion, y
que son resistentes al acido tanico que es un compuesto fen(')iico toxico. Al mismo tiempo

mostraron muy buena actividad catalitica en el caso de varias enzimas como en el caso de la f-

galactosidasa, que es una enzima importante en el metabolismo homofermentativo.

El pertil de carbohidratos asi como la restriccion del DNA de las cepas de bactenas lacticas,
fueron andlisis importantes en la distincion de las cepas de bacterias lacticas aisladas, en los que se
encontraron diversos perfiles. Estos resultados indican la relevancia de las bacterias lacticas en el

proceso fermentativo v en la microflora propia de la pulpa, por lo que mediante fa integracion de
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¢sta informacion, se logro una buena caractenzacion de las cepas de bacterias lacticas aisladas de

ensilajes de pulpa de cafté.

Los resultados de los ensayos sobre la inoculacion con bacterias licticas seleccionadas, en la
conservacion 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
bibliografia. El ensilaje que presentd menos consumo de carbohidratos fué el inoculado al 10 %
con la cepa BI8, por lo que esto indicé una fermentacion mas eficiente. Todos los ensilajes
presentaron una importante produccion de acido DI. lactico, por lo que todos los ensilajes
presentaron bajos valores de pH, llegando a valores incluso mas bajos que los reportados por
otros autores. Aunque la produccion de lactico fué mas evidente en los casos en los que se
inocul6, el ensilaje que presentd una velocidad de acidificacion mas rapida fue el caso del inoculado

al 10 %, con un notable rendimiento en acido lactico.

Se detectd la formacion de etanol en los ensilajes naturales como en los inoculados, sobre todo en
el ensilaje inoculado con la cepa B29 al 3 % donde la produccion de etanol fué poco menos que su
produccion en lactico, con un rendimiento elevado, debido al desarrollo de fevaduras que al parecer
fueron acidotolerantes, ya que ni atn el ensilaje con indculo mas fuerte fue capaz de frenar el
desarroilo de levaduras y por lo tanto Ja aparicion de etanol. La aparicion de las levaduras también
se vio reflejada en la pérdida de materia seca, en la que se presentaron pérdidas hasta del 5 % para

el inoculado con la cepa B29, e incrementos en la humedad de hasta el 2 %.
L.a recuperacion de carbono al final de 1a fermentacion fue elevada, sobretodo en aquellos ensifajes

en los que se inoculd, es importante sefialar que en el ensilaje inoculado con la cepa Bi8al 10 % la

mayor parte de la recuperacion de carbono correspondié a lactico y no a etanol como sucedio en
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los otros ensilajes inoculados, en los que, aproximadamente la mitad de la recuperacion dc

carbono, correponde a lacticoy la otra mitad a etanol.

El conteo de las bacterias lacticas en los diferentes cnsilajes mostré altos niveles en los inoculados.
Aunque las velocidades de crecimiento fueron mas rapidas para los naturales, esto no mostro
ningun beneficio, ya que éstas no lograron dominar la fermentacion al punto de inhibir las
levaduras presentes en el ensilaje desde el inicio del mismo. Por todo lo antérior se concluye que el
enstlaje que presentd mejores resultados en todos los parametros evaluados, es el inoculado al
10 % con la cepa B18, la cual fue identificada como un Lactobacillus plantarum, presento ventajas
como las de acidificarla pulpa rapidamente y llegara un pH bajo, retardando el desarrollo de las

fevaduras.
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8. ANEXOS

Anexo 1.- Medios parael aislamiento v caracterizacion de cepas de bacterias licticas.

Medio para ¢l aislamicnto y conservacion de cepas

[-I medio MRS (Difco) a una concentracion de 55 g 1. fue ¢l medio con ¢l que se trabajo en todos

los experimentos, su composicion en g/l es la siguiente:

Polipeptona
Extracto de came
Fxtracto de levadura
Glucosa

Tween 80

Fosfato dipotasico
Acetato de sodio
Citrato de amonio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Agar bactenologico

Medio para evaluacién de microflora total

10
10
10

1.08

IR R

(g

02
(1.0S
[

Para la micreflora total (bactenias y fevaduras actobiasy <o uso el medio Plate Count Agar (PUA

Bioxon) a una concentracion de 23.5 g/l su composicion en g les la siguiente:

Peptona de cascina
I<xtracto de levadura
extrosa

Agar

12 A
AN

)



el [ N

4

Medio parala determinacién de motilidad (g/l)

Fxtracto de carne 3
Peptona 10
NaCl h]
Agar bactenologico 4

Medio para fermentacién de glucosa (acidificacion) g/l

Extracto de came |
Peptona 10
NaCl 5
Purpura de bromocresol 0.018
Agar bacteniologico 15

Glucosa 10

Anexo 2.- Procedimiento para el uso de las técnicas para la identificacion de cepas de

Jacterias lacticas.

Procedimiento para el uso del Sistema APIS0CH

Fin la realizacion de las galerias AP 50 CH se necesitaron tubos con § ml de solucion fisioldgica
(Agua destilada mas NaCl 8.5 g/l), asi como tambien accite de paralina, puntas v pipetas todos
rstérfes. Ademds se prepararon en un frasco 150 mi de solucion fisiologica, para 10 tubos con
cultivo, se necesitaron 10 ml por tubo para un primer lavado y 2 ml més por tubo para

‘esuspension de la placa de bacterias. El experimento s¢ leva a cabo de la siguiente manera:

Para la preparacion del indculo se cultivaron las bacterias en tubos (9 ml de medio MRS Difco
nas 1 ml de cultivo) durante 24 hr a 30°C. Los cultivos se centrifugaron 10 min a 5000 rpm. Se

vacio el sobrenadante del tubo en condiciones estériles y se resuspendio la pastilla de bacterias en
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en

ik de solicion fisiologica.

>ara medir la denstdad de cada cepa. se agregaron votas del cultivo lavado en S mi de solucion
fisiotogica Contando las gotas v observando, hasta obtener la misima densidad que el tubo numero
2 de Mce Tarland. Se agrego el doble del numero de gotas contadas previamente en un tubo de
medio 50 CHIL. Se homogeneizo suay cmente evitando derramar ¢l liquido, se preparo la galeria de
cada cepa. poniendo la caja de incubacion (fondo v cubierta). se llenaron los pozos del fondo con

aguadestilada v se colocaron las galertasen el fondo de ta cajade incubacion.

Para inocular las galenias, se inclino la caja de incubacion colocandola sobre 1a cubierta de la misma.
Se llenaron las capulas con el medio 50 CHL inoculado utilizando una pipeta Pasteur, tomando la
precaucion de verterlo por una de las paredes para evitar la formacion de burbwas, v se sellaron
las cipulas con parafina estéril. Se incubo la caja a 30°C. se tomaron las lecturas a las 24 hr v se

confirmaron a las 48 hr de acuerdo al siguiente cnterio:

0 Azul fuerte — Negativo

I Violeta imenos tuerte

2 Violeta mas claro (verdoso)
3 Verde fuerte

4 Verde claro (amarillento)

S Amantlo - Positivo

Procedimiento para el uso del Sistema APIZYM

para lo cual se prepararon 130 mi de sofucion fisiologicaiAgua destilada mas NaCl 8.5 g/1) para 10

tubos con cultivo en el que se usaron 10 ml por tubo para ¢l lavado.
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Puntas v pipetas estériles. El procedimiento fué el siguiente:

La preparacion del inoculo se llevé a cabo cultivando las bacterias en tubos (9 ml de medio MRS
Difco mas | ml de cultivo) incubando 24 hr a 30°C. Se centrifugaron los cultives 10 min a 5000
.pm, se vacio el sobrenadante del tubo en condiciones estériles y se resuspendio la pasliil:; de
sacterias en 10 ml de sin. fisiologica(8.5 g/l NaCl). se centritugé nuevamente v se resuspendio la

pastilla de bacterias en 2 ml de un medio en suspension el cual venia con el kit,

Para medir la densidad de cada cepa se agregaron gotas del cultivo lavado en 2 ml de un medio en
suspension, de manera qu.  agregarlas y agitar suavemente el tubo se observara la misma
Jensidad del tubo nimero 5 6 de Mc Farland. Se homogeneizo suavemente y se prepard la
galerﬁade cada cepa, colocar 1o la cajade incubacion (fondo y cubierta), se llenaron los pozos del
“ondo de la caja de incubacion con agua destilada, para dcspue's colocar las galenas,

Para inocular las galerias se incling la caja de incubacion colocdandola sobre la cubierta de la misma,

llenando las cupulas a razon de 65 ul por chipula, con fa muestra de 2 ml del medio en suspension,

;e coloco la cubierta y se incubd a 30°C durante 4 hr.

Transcurridas 4 hr las galerias se sacaron de la incubadora v bajo ta campana de {lujo laminar se
1grego a cada ctipula una gota de reactivo zym A y una gota de reactivo zym B. Las coloraciones

se desarrollaron durante 5 nfinutos.

Se expuso las galeriasa la luz (1000 W), a una distancia de 10 cm durante 10 segundos, se tomaron
(as lecturas con una tabla colonimétrica det kit en donde < toma en cuenta la iftensidad del color

le acuerdo a los numeros abajo descritos.

) = Negativo
1 =35 nmol

2 =10 nmaol
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220 nmol
3 - 30 nmol

S = Positivo = 40 nmol.

Procedimiento parala electroforesis del DNA de cepas de bacterias lacticas:

En 1) mlde medio MRS {Difco) esteril se inoculo 1 mil de cultivo de bactertas lacticas, se incubo a

30°C durante 24 h. Transcurridas las 24 h se tomo 1 mldel cultivo v se inoculo en 10 ml de medio

"MRS. se incubo a 30°C durante 4 h. Se centrifugo 10 minutos a 4°C a 5000 rpm, se vacio ol

sobrenadante v se resuspendio la pastilia de bactenas con | mi de solucion amortiguadora 1"
Posteriormente se ajustd a 10 ml agregando 9 mi de sotucion amortiguadora T, y se centrifugo
nuevamente. después de la 2da centrifugacion se vaci¢ ¢l sobrenadante y se resuspendio fa
pastilla con 1 ml de solucion amortiguadora T. Durante la 2da centrifugacion se prepararon las
curvas espectrofotométricas, para esto se prepararon 2 celdas por cepa y 1 celda para el testigo,
en las que sc agrego 2 ml de agua agregando 20 pl de suspension de bacterias. Se midio la DO a

600 .

De cada copa se preparé una suspension de un volumen de 250 nl con solucion amortiguadora T
mas bacterias. v se midio DO a 600 nm hasta obtener una densidad dptica comprendida entre 0.07
v 0.09. esto con ¢l fin de obtener una cantidad suficiente de DNA. En tubos eppendorf

previamente rotulados con el nombre de las cepas, se tomo los 250 pl y se centrifugo a 5000 rpm

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Durante este tiempo se pesaron en tubos 250 mg de

lisozima que se disolvieron en 2.6 ml de solucién amortiguadora TS, 45 mg de incert agarosa, y 20

mg de proteinasa K, tomando en cuenta que eran 250 pl por cepa.
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De 1a solucion de lisozima mds solucton amortiguadora TS se agregaron 250 ul a la pasta que
quedo en cada tubo eppendorf después de vaciar el sobrenadante, al mismo tiempo se agregaron
20 ul de mutanolvzima, se agito bien v posteriormente se incubo | h a 37°C. Transcurrido este
tiempo se centrifugd a 5000 rpm 5 minutos a temperatura ambiente, durante este tiempo se
agregaron 10 ml de solucion de lisis a los 20 mg de proteinasa K. Se vacio el sobrenadante de los
tubos eppendorf con cuidado de no maltratar la placa de bacterias v se resuspendio en 250 ul de
solucion amortiguadora SE por tubo. Posteriormente se pusieron 1os tubos en bafio maria a 37°C
durante 1 h. Durante este tiempo se le agregaron 3 ml de solucion amortiguadora Agarosa al tubo
con los 45 mg de incert agare: - oncentracion final de 1.5 %), poniendo ¢! tubo destapado a baiio
maria en el microondas, calc‘ando minuto a minuto. v agitando suavemente entre cada
calentamiento cuidando que r"- se formaran burbwas hasta  que el liquido quedara cristalino.
Postertormente se tapd el tubo y se sujeto con cinta scotch ¢n una de tas paredes del recipiente del

bafio maria.

Se prepararon los moldes donde se forman los bloques, colocindoles por un lado una tira de cinta
scotch. rotulandolos con el nombre del lacepa v el nomero del btoque. Después se prepararon los
tubos donde se iban a conservar estos blogues con | ml de solucton de lisis v proteinasa K por
tubo. Posteriormente se retiraron los tubos eppendott de la incubadora agitandolos bien, v se
colocaron ¢n una gradilla dentro del recipiente det bafio maria. Luego se tomo una micropipeta de |
ml, la cual s¢ introdujo al tubo que contenia la solucion de agarosa on ¢f baito maria, mezclando de
tal forma que la punta de la micropipeta se calentara Posteriormente se tomaron 250 ul de
agarosa, se depositaron en uno de los tubos eppendort gque contenia la suspension de bactenas v
se homogeneizo. Con la misma micropipeta se Hend cada pozo del molde para formar los bloques,
inclinando un poco para llenarlo correctamente v sin formacion de burbujas. Para cada cepa se

repitio la misma operacion siempre cambiando de punta.

Se dejaron los moldes de 1 a 2 minutos en congelacion para después empujar los blogues

delicadamente con una espatuta de plastico y dejarlos cacr en ¢l tubo el cual contenia | mt de

o maeemae s,



solucion de lisis mas proteinasa K. posteriormente estos tubos se incubaron en baio maria a S0°C
durante 48 h. después se limpio el material con etanol al 70 %, se lavaron los moldes v las
espatulas v se dejaron con agua miliQ toda la noche, al siguiente dia se secaron sobre papel filtro,
Transcurridas las 48 h sc reemplazo la solucion de lisis mas proteinasa K por | ml de solucion de

lists sin proteinasa K v sc guardd a 4°C durante la noche.
RESTRICCION DEL DNA

Se retird de los tubos la sin. de lisis v a continuacion se agregaron aproximadamente 2 ml de
solucion amortiguadora TE pH 8 estéril, v se dejaron agitando los tubos 15 minutos a temperatura
ambiente, luego con una micropipeta de 1 mi se vacio la solucion amortiguadora TE “teniendo
mucho cuidado de no ir hasta el fondo del tubo para que no se dafaran los bloques.
Posteriormente se afiadio solucion amortiguadora TE directamente de la botella evitando que ésta
tocara el tubo, se agitaron los tubos durante 2 h a tcmperatura ambiente. Estos lavados se

repitieron de la misma forma 2 veces mas, con 2 h de agitacion entre cada lavado.

De cada tubo se vacio la solucion amortiguadora TT: pH 8, la cual se reemplazo por 2 ml de
solucion amortiguadora TE pH 7.5 mas 20 nl de PMSF {fenilmetilsulfonil fluoride | mM en
alcohol isopropilico) para después ponerios en una estufa a 37°C durante 2 h, luego se vacio el
liquido v se agregd nuevamente 2 ml de solucion amortiguadora TE mas PMSFE  mezclando
suavemente con la mano de tal forma que no se rompieran los bioques. Se guardaron a 4°C durante
la noche. Fn la maiiana del siguiente dfa, sobre una caja de Petri, con una espatula limpia se
retiraron los bloques de cadacepa y se colocaron en un tubo eppendorf, a los cuales se agregd 500
ul de solucion amortiguadora TE pH 7.5, cuidando no tocar la boca de cada tubo eppendorf con la
punta de la micropipeta, esto se realizo una vez mas, y se dejo en fa sdiucién amortiguadora
durante 2 h a 37°C. Posteriormente se incubo cada bloque con 200 ul (180 ul de agua desionizada
v 20 ul de solucion amortiguadora de restriccion concentrada 10 veces) de solucion amortiguadora

de restriccion provista con laenzima, la cual se mezclo v usé inmediatamente despugs de sacarla
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del congelador. Luego,hcada tubo se golpeod suavemente con la mano para mezclar bien la solucion
amortiguadora con el bloque y se conservaron en un baiio con hiclo durante 2 h. Transcurrido ¢l
tiempo se retiro la solucion amortiguadora de restriccion vy se afiadieron 219 ul de agua destilada,
I mg/mlde enzima BSA acetilada, 25 nt de solucion amortiguadora de restriccion concentrada 10
veces, 6 il de enzima [co Rl a 12 Uul (es decir, aproximadamente 25 U por bloque), la cual se
saco del congelador a -20°C, se mezclo con una micropipeta v se aiiadio a los tubos eppendorf,

para después golpearlos suavemente con la mano. Se incubaron durante la noche a 37°C.

Para la conservacion de los bloques después de la restriccion, se aspirdé con una micropipeta la
solucion amortiguadora de restriccion de DNA vy se agregaron 300 nd de solucion amortiguadora

ES(EDTA 0.5 M pH 8, Sarcosyl 1 %), y se dejo 2 h a S0°C. Seretird la solucion v se agregd 500
ul de solucion amortiguadora ESP (EDTA 0.5 M, Sarcosyl | %, Proteinasa K1 mg/ml=350 ul de

proteinasa Ka 20 mg/mlde solucion amortiguadora I:SP) v se refrigerd (4°C).

Para hacer la electroforesis, primero se lavo la placa de electroforesis lavando el molde, por lo que
después se niveld y se colocd el peine sujetandolo con unas pinzas. Para preparar el gel de 400 ml
de agarosa Fast Lane a 1 % en TAE IX, se pesaron - g de agarosa Fast Lane en un matraz
erlenmeyer y se le agregaron 400 mt de solucion amortiguadora TAE 1X, se tard el matraz y se
introdujo en un homo microondas para calentarlo a razon de un minuto por cada 100 ml, agitando
suavemente entre cada calentamiento cuidando que ne <c formaran burbujas, v asi hasta que el
liquido quedo cristalino. L.uego se peso de nuevo el matraz para determinar la evaporacion por el
calentamiento en el microondas v con agua de ta ave se enfrig of matraz, basta gue dste no
quemara las manos. Después se vertio rapidamente of gel en ¢l molde para clectroforesis

procurando no formar burbujas v se dejo solidificar a temperatura ambiente.

Antes de introducir los bloques se les vacio la solucion amortiguadora v se enjuagaron en 500 yk

de solucion amortiguadora TE durante 30 minutos y después en 500 ul de solucion amortiguadora
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TAE X durante 30 minutos. El gel se dejo en el molde con 2 | de la solucion amortiguadora TAT:
IX de tal forma que €sta solucion lo cubriera totalmente. Se saco el gel de la solucion
amortiguadoray se coloco en una bandeja con papel absorbente. Se vaciaron los tubos eppendorf
de fa solucion amortiguadora usando una micropipeta, v con la avuda de 2 espatulas de plastico
lavadas con alcohol al 70 %% se hizo caer el bloque en una espatula y con la ayuda de la otra se
deslizé el bloque en uno de os pozos del gel,y asi para cada bloque de las cepas. Posteriormente
se llevo la placa al molde conteniendo la solucion amortiguadora TAE 1X 'y se introdujo en ¢l
Después con una micropipeta se introdujo la solucion amortiguadora de carga (marcador de

100 bp) a razon de 15 pl. S conecté el aparato verificando la posicion de la migracion (et DNA

cargado negativamente mig:.. iaciael lado +) y el nivel de la solucion amortiguadora

Condiciones de electrofore- .
Voltaje: 120 V

Intensidad: 560 A

Tiempo: 17 h

Anexo J.- Selnciones para la tincién de Gram y soluciones amortiguadoras usadas en la

electroforesis.
Soluciones para tincion de Gram

Cristal de violeta

Cristal violcta2 g

Alcohol etflico 95 % 20 ml
Oxalatode NH, 0.8 g
H,O destilada 100 ml
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lodode Gram
loduro de Potasio 2 g
Cnstales deiodo 1 g

-0 destilada 100 ml

Decolorante
Acetona S0 ml

Alcoho! etilico 95 %6 50 ml

Contratincion
Safranina ) 2.5 ¢
Alcohol etilico 95 ¢ 100 mt

Agregar 10 mla H,O destilada

Seluciones de electroforesis.
Todas la soluciones fueron preparadas con agua desionizada filtrada y esterilizadasa 121°C.

Solucion amortiguadora T (Para lavar células)
Tris Hel 20 mM pH R 2

Para SO0 mb S ol Tris Het 2 M pH 8.2 en 495 ml 1.0

Solucion :_mmrﬁguﬂdm'a TS (La sacarosa es un protector osmotico, mantiene una tension
osmotica normal entre las células)

Trts Hel 50 mM pH 7.5

Sacarosaal 25 %%

Para 100 ml: 5 mide Tris Hel |t M pH 7.5, 25 g de sacarosa en 95 ml de H,0.
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solucion amortiguadara SE (Lavado antes de la accion de 1as enzimas de restriccton)

vara 100 ml: 1.5 mide NaCl S M, Smlde EDTA O SM v 935 mlde 11,0

solucion amortiguadora ESP

Agregar | mgde proteinasa K por mi de solucion amortiguadora ES (50 ul de proteinasa K a 20

mg/mlen | ml de amortiguador £8).

Solucidn de lisis
>ara 250 mi: 2.5 gde N lurilse - il {inhibe la proteinasa)

SuEDTA 0.5 M pH 8 en 25 mide H,0.

solucion para agarosa

“ara 250 mi: 2.5 mt Tris Hel 1 M pH 8, 0.20 g MgC12 611,0. 2 ml de EDTA 0.5 M pH -8, QSP
250 mlde H,0. 7

olucién amortiguadora TE pH 8

Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8

Jara 100 mb: 1 ml Tris | M pH 8,200 Wl EDTA 0.5 M pH 8 en 98.8 mide 11,0

Solucién amertiguadora TE pH 7.5
dara 100 ml: 1 ml Tris 1 M pH 7.5, 200 nl EDTA 0.5 M pH 8 en 98 8 mide 1.0

Solucién amortiguadora TEP: solucion amortiguadora TE con I mM PMSF
YMSF (fenilmetilsulfonil fluoride) estable en alcohol isopropilico.

Solucion 0.1 M de PMSFE: 0.017 gen | m! de alcohol isopropilico. Para 2 mi de solucion pH 7.5
agregar 20 pd de PMSF 1 M.
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Solucion amortiguadora ES
EDTA 0.5M pH 8
Sarcostt | %o

Para 100 ml: 100 mide EDTA 0.5 M pll & | gde sarcosil.

Solucion amortiguadora ESP
EDTA 0.5M pH 8
Sarcosil 1 ®

Proteinasa K 1 mg/ml{50 ul de proteinasa K a 20 mg/ml de solucién ES)

Solucion amortiguadora TBE 0.5 X
Solucion amortiguadora TAE 1X

Es equivalente a la anterior, solo que esta puede conservarse a razon de 50 X, es decir concentrada

50 veces.
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