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RESUMEN

La biomasa o “proteina unicelular”, es el producto del crecimiento der bacterias,
levaduras, algas y hongos por medio de procesos fermentativos en desechos
organicos. La produccion de café genera varios subproductos como la pulpa,
mucilago y el pergamino o cascarilla. Como la pulpa y el mucilago son
eliminados por medio del agua de lavado, el pergamino o cascarilla es un
subproducto que ocupa gran volumen y es una fuente importante de materia
organica, por lo que es muy atractivo como sustrato para la produccion de
biomasa.

El proposito de este trabajo fue optimizar las condiciones para la produccién de
biomasa a partir de cascara de café y utilizar este desecho de la industria
cafetalera como materia prima para el crecimiento de la levadura Candida utilis.
La cascara de café se hidrolizé y se acondicioné con 3 g/L de urea, 2g/L de
KH,PO, y 1.3 g/L de extracto de malta; el pH se ajusté a 4.5. La mezcla
preparada se esterilizd y se inocul6é con la levadura Candida utilis ATCC-9256
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previamente adaptada para utilizar el extracto acido de café como sustrato;
después se mantuvo durante 20 horas a 200 rpm y 30 °C. Después de este
proceso de fermentacion la biomasa producida se separd por centrifugacion y
se secO a 45 T durante 48 horas.

A la biomasa obtenida se le determinaron proteinas por el método Kjeldahl,
carbohidratos por el método Eynon Lane, lipidos por el método de Soxhlet y
humedad por el método gravimétrico. Adicionalmente, a la proteina obtenida se
le determinaron dos propiedades funcionales: capacidad de absorcion de agua
y capacidad de absorcion de grasas. Se obtuvo un rendimiento de 3.83 g/L de
biomasa, cuyo contenido de proteinas fue de 41.49%, 16.51% de azucares
totales, 4.07% de lipidos y 15.99 % de humedad. Los resultados obtenidos
sugieren que la cascara de café constituye un sustrato adecuado para la

produccion de biomasa.

Palabras clave: Cascara de café, biomasa, Candida utilis, proteina unicelular.

ABSTRACT

Biomass or “unicellular protein,” is the product of the growth of bacteria, yeast,
algae and fungi, obtained by means of fermentative processes on organic
wastes.The production of coffee origins several byproducts such coffee pulp,
slime and parchment or husks. Because coffee pulp and slime are eliminated
via water of wash, the husk is the byproduct that represents a major volume and
it's a very important source of organic material; therefore it is very attractive as
a substrate for biomass production.

The purpose of this study was to optimize the conditions for biomass production
from coffee husks and use this waste of the coffee industry as a raw material for
the growth of the yeast Candida utilis. Coffee husk was hydrolyzed and
conditioned with 3 g/L of urea, 2 g/L of KH,PO, and 1.3 g/L of malt extract, pH
was adjusted to 4.5. Prepared mixture was sterilized and inoculated with the
yeast Candida utilis ATCC-9256, previously adapted to use the coffee extract
acid as a substrate; then it remained for 20 hours at 200 rpm and 30 C. After
this fermentation process, biomass produced was separated by centrifugation
and dried at 45 € for 48 hours.



Protein by Kjeldahl method, carbohydrates by Eynon Lane method, lipids by
Soxhlet method and moisture by gravimetric method, were determined to the
biomass obtained. In addition, water absorption capacity and oil absorption
capacity were measured to the obtained biomass. A yield of 3.83 g/L of biomass
was obtained and its composition was: protein, 41.49%; total sugars, 16.51%;
lipids, 4.07 % and moisture, 15.99%. The results suggest that coffee husk is a

suitable substrate for the production of biomass.

Keywords: Coffee husks, biomass, Candida utilis, unicellular protein.

INTRODUCCION

Actualmente el cultivo de café se ha extendido a toda la republica
mexicana, los principales estados que dominan su produccion, se agrupan en
cuatro regiones:

La vertiente del Golfo: la cual comprende los estados de San Luis
Potosi, Hidalgo, Puebla, México y Veracruz. La vertiente del Océano Pacifico: a
la pertenecen los estado de Colima, Guerrero, Jalisco, Nayarit y parte de
Oaxaca. La region Soconusco: la cual estd conformada por gran parte de
Chiapas -en esta region se produce una parte importante del café organico que
es altamente demandado en los mercados de los Estados Unido y Europa- y la
Regién Centro Norte de Chiapas

Actualmente en el estado de San Luis Potosi, los productores de café de
la Huasteca cosechan anualmente entre 15,000 y 17,000 toneladas del grano
de calidad mundial que se cultiva en 13,000 hectareas de esta region
(Hernandez Covarrubias, 2009).

La produccion de café en estos municipios de la Huasteca Potosina
genera varios subproductos como la pulpa de café, mucilago y el pergamino o
cascarilla. En general, estos subproductos son desechados durante el
procesamiento del café. La eliminacibn de estos residuos constituye un
problema ambiental, ya que la pulpa y el mucilago (que se eliminan en mayor
proporcion) representan casi el total de la contaminacion del agua (en

expresada en términos de Demanda Quimica de Oxigeno o DQO) al ser



desechados con el agua de lavado (Rodriguez Valencia, n.d.). De ahi que
exista la preocupacion por buscar alternativas para una disposicion sustentable
de los residuos y darles un aprovechamiento, como es el caso de la obtencién
de biomasa. Este término, también conocido como “proteina unicelular”, se
refiere al producto obtenido por bacterias, levaduras, algas y hongos crecidos
por procesos fermentativos en desechos organicos (Gualtieri y Sanchez
Crispin, 2003; Gutiérrez Ramirez y Gomez Rave, 2008).

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue comprobar si la cascarilla
de café es adecuada para la produccién de biomasa, con la finalidad de

proponer una alternativa de uso para este residuo de la industria cafetalera.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del sustrato

Como sustrato se emple6 cascara de café recolectada de un beneficio
cafetalero ubicado en el municipio de Tamazunchale, S. L. P.

La cascara de café se tritur6 empleando una licuadora, para tener un
tamafo de particula de aproximadamente 2 6 3 mm. La cascara se hidrolizo
con H,SO,4 al 2 % durante 4 horas, a una temperatura aproximada de 90-100
°C. El hidrolizado acido se centrifugd a 3000 rpm a 0 °C por 15 minutos y
después se decantd. Debido a la acidez del hidrolizado, el sobrenadante se
ajusto a un pH de 4.5 con NaOH al 33 %, y se esterilizé a 15 libras de presion
por 15 minutos, con la finalidad de inhibir el crecimiento de microorganismos no

deseados.

Microorganismo
En este trabajo se utiliz6 una cepa comercial de levadura de Candida

utilis ATCC 9256, se descongel6 a temperatura ambiente y se revitalizd en
caldo extracto de malta a 25 °C por 24 horas, posteriormente se sembro en
cuiias de Agar Papa Dextrosa (APD).

Ensayo de preadaptacion y crecimiento
El ensayo de preadaptacion y crecimiento tuvo como objetivo la

adaptacion de la levadura Candida utilis en el extracto acido de la cascarilla de

café, para lo cual se preparé el pie de cuba.



Preparacion del pie de cuba
Se tomd una asada de la cepa de Candida utilis y se inoculd en tres

tubos de Agar Papa Dextrosa a 25 C por 24 horas. P osteriormente se tomo
una azada de Candida utilis y se colocé en un matraz de 100 ml con 40 ml de
sustrato acido de cascarilla de café y se incubo6 por 20 horas, 30T a 200 rpm;
después se realiz6 una resiembra, se tomaron 10 ml y se pasaron a un matraz
de llitro con 180 ml de sustrato, se incub6 por 20 horas, 30 T a 200 rpm;
finalmente se tomaron del cultivo anterior 10 ml y se inocularon en un matraz

de 1litro con 200 ml de sustrato y se incubo.

Preparacion del medio de cultivo
A 200 ml de sustrato, se le agregaron 0.6 g de Urea, 0.4 g de Fosfato

acido de potasio (KH,PO,) y 0.26 g de extracto de malta- Posteriormente, la
mezcla se esterilizé en autoclave a 15 Ib de presion por 15 minutos.

Fermentacion aerodbica
Después de haber preparado el medio de cultivo y de proporcionar las

condiciones para el crecimiento (nutrientes, pH, y temperatura) se continué con
la fermentacion aerdbica. EI medio de cultivo preparado se coloc6 en una

estufa con agitacion mecéanica de 200 rpm durante 20 horas a 30 °C.

Separacion de la biomasa
La biomasa de Candida utilis se recuper6 mediante centrifugacion a

3000 rpm por 10 minutos en una centrifuga marca Thermo IEC, Centra CL3R a
temperatura ambiente; el sobrenadante se separd del precipitado con una
pipeta beral. La biomasa se colocé en un vaso de precipitado y se incub6 a 45

°C durante 24 horas para eliminar la humedad.

Andlisis bromatolégico
Se llevo a cabo el analisis bromatologico a la biomasa, el cual incluy6 la

determinacién de proteinas, azlcares totales, lipidos y humedad.

Determinacion de proteina
La determinacion de proteinas, se realiz0 a la biomasa obtenida al final

de la fermentacion aerobica, utilizando el método Kjeldahl usando equipo de la
marca Buchi (Digestién Unit K424, Scrubber B-414 y Destillation Unit B-324).



Determinacion de azucares totales
La determinacion de azucares, se hizo al sustrato antes y después de la

fermentacion, asi como a la biomasa producida. Estas determinaciones se

hicieron por triplicado mediante la técnica de Eynon y Lane.

Determinacion de lipidos
La determinacion de lipidos se le realizé a la biomasa de C. utilis, por

triplicado mediante extraccibn con éter de petréleo y calculados como
porcentaje del peso después de evaporar el solvente.

Determinacion de humedad

La determinacion de humedad a la biomasa se hizo por el método
gravimétrico, utilizando para el secado de la muestra un horno Lindberg Blue ®
y para la determinacion de los pesos una balanza analitica OHAUS Mod.

Adventurer ©.

Propiedades funcionales de la biomasa
A la biomasa de C. utilis obtenida en este trabajo se le determiné la

capacidad de absorcion de agua y la capacidad de absorcion de grasa.

Capacidad de absorcion de agua
Una suspensién acuosa de la biomasa seca (10% p/v), se agité durante

30 s en un agitador Vortex y luego se agitdé durante 30 minutos a 25<C. La
preparacion se centrifugd (3000 rpm/20 min) descartandose el sobrenadante.
La diferencia entre el peso hiumedo del sedimento y el peso seco inicial
proporcion6 la cantidad de agua absorbida, expresandose los resultados como

g agua/g proteina.

Capacidad de absorcién de grasa
Se mezclaron 4 mL de aceite de maiz con 0.5 g de la biomasa seca en

un tubo de centrifuga. La mezcla se dej6é reposar durante 30 min a 25C y
seguidamente se centrifugd (3000 rpm/25 min) descartandose el sobrenadante.
La diferencia entre el peso del sedimento obtenido y el peso seco inicial
proporciono la cantidad de aceite retenido, expresandose los resultados como

g aceite/g proteina.



DISCUSION DE RESULTADOS

Con la finalidad de conocer el consumo de glucosa por parte de C. utilis,
se determinaron los azucares reductores del sustrato al inicio y al final de la
fermentacion aerdbica (Figura 1), obteniendo valores de 4.1% y 1.74%
respectivamente, lo cual significa que existi6 una remocion de azlcares de
2.36% por parte de la levadura. Esto indica que la levadura es capaz de usar
la cascara hidrolizada de café como sustrato para obtener energia y

reproducirse.
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Figura 1. Contenido de azlcares en el sustrato de cascara de café.

La cantidad de biomasa obtenida a partir de cascara de café fue de 3.8
g/L, la cual es baja en comparacion con lo reportado por otros autores para
otros tipos de substrato (Tabla 1). Sin embargo, al realizar el analisis
bromatolégico de la biomasa, ésta presenté un alto contenido de proteinas
(Tabla 2), lo que indica que el sustrato no sélo afecta la cantidad de biomasa

que se obtenga, sino también a la calidad de la misma.



Tabla 1. Cantidad de biomasa en peso seco reportada por diferentes autores.

Rendimiento en

Autores Sustrato utilizado
base seca (g/L)
Gualtieri et al., 2007 10.00 Café
Hernandez, 2009 2.96 Melaza
Carrillo et al., 2010* 3.83 Cascara de café
Mufiz et al., 2010 13.8 Melaza

* Resultado obtenido en este trabajo

Al realizar el analisis bromatoldgico de la biomasa obtenida (Tabla 2), se
destaca el elevado contenido de proteinas, en relacibn a los otros

macronutrientes presentes en la muestra.

Tabla 2. Analisis bromatoldgico de la biomasa.

Determinacion Contenido Contenido
(%) (%)*
Proteinas 41.0 45-56
Carbohidratos 16.51 30-45
Lipidos 3.22 2-6
Humedad 15.99 70-75

*Datos reportados por Chacén (2004); Fajardo y Sarmiento (2007)
Lemus de Bendix (2003).

En la biomasa producida en este trabajo se encontr6 un 41 % de
proteinas. Al comparar estos resultados con los obtenidos por otros autores, se
encontré que Gutiérrez Ramirez y Gomez Rave (2008) obtuvieron 49 % de
proteina; Gualtieri et al. (2007); Lingmei Gao., et al, (2007) reportaron la
obtencién de 42% de proteina, los cuales son similares a los obtenidos en este
trabajo; Ramirez Sucre (2006) y Wong y Muiiiz (2010) reportaron una menor
cantidad de proteinas en la biomasa que obtuvieron. Los resultados de este
trabajo se atribuyeron a una buena hidrdlisis de la cascara, lo que aumento la
disponibilidad de fuente de energia para la levadura, al preenriquecimieto del
sustrato y a que se cuidd que el pH fuera de 4.5, que es el pH optimo para el

crecimiento de la levadura (Gualtieri et al., 2007). Asi mismo, no hay que
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descartar la posibilidad de que la biomasa no estuviera lo suficientemente seca

antes de realizar la cuantificacién de nitrogeno.

Al comparar la cantidad de nutrientes presentes en la biomasa de C.
utilis, con el de alimentos convencionales (Tabla 3), puede observarse que el
contenido de proteina es mayor que el de la leche, la carne y el huevo. Los
lipidos se encuentran en menor cantidad que en la carne, el huevo y la leche.
El contenido de carbohidratos es mayor que el del huevo, la leche y la carne.
De acuerdo a estos resultados, se considera que si la biomasa de C. utilis
empleada como suplemento en la elaboracién de alimentos para consumo

humano, contribuiria con un buen aporte nutricional.

Tabla 3. Comparacién nutrimental de la biomasa obtenida en este trabajo con
algunos alimentos convencionales.

% En diferentes fuentes alimenticias

Biomasa . . .
Nutriente . Huevo Leche Carne
C. utilis
Proteina 41.00 12.5 3.3 15.2
Lipidos 3.22 11.1 3.6 20.5
Carbohidratos 16.51 0.40 5.0 0.0

*Fuente: Forschungsanstalt y Miinchen, 1991.

La Tabla 4 muestra el porcentaje de proteinas presente en diferentes

alimentos y en la biomasa de C. utilis.



Tabla 4. Fuentes comunes de proteinas.

Fuente Proteina (%)
Leche 3.3
Carne vaca 22.0
Carne cerdo 22.0
Carne pollo 19.0
Huevo 12.1
Biomasa de cascara de café 41.0
(FAO, n.d.)

En relacion a las propiedades funcionales de la biomasa, éstas se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Propiedades Funcionales de la Biomasa de Candida utilis.

Propiedades funcionales Resultado
Capacidad de absorcién de agua 1.047 g agual/g proteina
Capacidad de absorcién de grasa 0.304 g aceite /g proteina

Pacheco y Sgarbieri (1998) reportaron una capacidad de 3.71 g agua/g
proteina para un concentrado proteico sin fosforilar y 5.11 g agua/g proteina
para un concentrado proteico fosforilado. Estos resultados difieren con los
obtenidos en este trabajo, lo que se atribuyé a que en esta investigacion, la
biomasa se empled directamente sin realizar ningan concentrado proteico con
ella; esta teoria se apoya en lo reportado por Cori et al. (2006) acerca de un
aumento en la capacidad de absorcibn de agua cuando se elabora un
concentrado proteico fosforilado, ya que los grupos fosfato (PO.°) se
introducen a las cadenas polipeptidicas, ocasionando cambios
conformacionales y estructurales causando un aumento en las fuerzas de
repulsion. Ademas, la presencia de dichos grupos aumenta la polaridad de las
moléculas (solubilidad en agua), al tener mayor cantidad de oxigeno que puede

formar puentes de hidrogeno con el agua.
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Con respecto a la capacidad de absorcion de grasa de la biomasa, los
resultados de esta investigacion fueron mayores que los reportados por Otero
et al. (2000) (0.92 g aceite/g proteina) para un aislado proteico fosforilado de
Saccharomyces cerevisiae, esto podria deberse a que con el aumento de las
cargas negativas, como consecuencia de la fosforilacion, es probable que los
grupos no polares del aceite incorporado establezcan menos interacciones con
las cadenas proteicas (Cori et al., 2006), esto es légico en razon de que a
mayor polaridad (mayor solubilidad en agua), menor es la capacidad para la

captacion de grasas.

CONCLUSIONES

El bajo costo de obtencién de la biomasa, el alto rendimiento en un
periodo corto de tiempo y el valor nutritivo de la misma, permiten recomendar
su el uso de la cascara de café para producir biomasa de C. utilis. Ademas,
constituye una alternativa para el aprovechamiento de residuos

agroindustriales.

La composicién quimica de la biomasa, se considera de gran valor
nutrimental, ya que su aporte nutritivo de proteinas es mayor al de la leche, la
carne y el huevo de gallina, y ademas contiene un bajo porcentaje de grasa
respecto a éstos alimentos. Con la finalidad de proponer su uso en la
elaboracion de productos para consumo humano, se sugiere llevar a cabo la

purificacion de la biomasa, para disminuir el contenido de acidos nucleicos.
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