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Resumen 

El uso de técnicas de biorrefinería permite revalorizar desechos agroindustriales, 

compuestos en su mayoría por material lignocelulósico. Los subproductos del beneficiado de 

café, como la broza, son un abundante residuo agroindustrial en Costa Rica, ya que el café 

es el tercer producto con mayor exportación del sector agrícola en el país. Esta broza de café 

no cuenta con ninguna aplicación comercial, y su disposición inadecuada arraiga consigo 

problemas ambientales; no obstante, cuenta con un considerable potencial para ser empleada 

como suplemento alimenticio para animales, con ayuda de un proceso fermentativo. En la 

presente investigación, se realizó un proceso de fermentación en fase sólida a la broza de 

café, empleando el hongo Fusarium venenatum. Por lo tanto, se llevó a cabo una 

fermentación preliminar en broza de café, pretratada con una extracción con agua a 60ºC, por 

un periodo de 60 días y posteriormente se repitió el proceso con una duración de 30 días, 

empleando broza extraída y sin extraer, ambas suplementadas con un medio rico en nitrógeno. 

Se evaluaron los parámetros de proteína, digestibilidad in vitro y la composición de fibras: 

neutro detergente (carbohidratos no fibrosos), acido detergente (hemicelulosa), digeribles en 

ácido sulfúrico 72% (celulosa) y lignina. Se observó que el hongo no cuenta con la capacidad 

enzimática para degradar la lignina, pero sí para consumir las demás fracciones de fibra. El 

aumento proporcional de lignina en la muestra ocasiona una disminución en el porcentaje de 

digestibilidad in vitro de la misma, por lo que el material fermentado no cuenta con buenas 

características en calidad nutricional para rumiantes. Adicionalmente, se evaluó la 

composición química del extracto acuoso de broza y del extracto acuoso de una muestra 

fermentada por 17 días de broza sin extraer. Se contrastó por UHPLC-DAD con varios 

estándares de compuestos típicos encontrados en el café; sin embargo, solo se correlacionó 

con presencia de cafeína, en concentraciones de 0.760 ± 0.025 % y 0.880 ± 0.019 % 

respectivamente. Así mismo, se evaluó el contenido polifenólico total de ambos extractos por 

Folin-Ciocalteu, obteniendo un valor de 1.04 ± 0.03 % y 1.06 ± 0.01 % respectivamente. 

Estos resultados indicaron que el hongo no degrada ni la cafeína ni los taninos presentes en 

la broza, siendo ambos considerados compuestos antinutricionales en animales y, por ende, 

son otro factor que disminuye la digestibilidad del material si este no recibe un pretratado 

para remover estos compuestos. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 

1.1. Antecedentes y Justificación 

La población mundial ha aumentado en un 250 % en las últimas seis décadas y se 

prevé que si este crecimiento continua al mismo ritmo, se alcanzará una cifra de 9 billones 

de individuos para el año 2042.1 Esto se traduce en un desafío por la mayor demanda de 

alimentos, una de las principales causas de desnutrición en el mundo y cuyas principales 

fuentes dependen de la agricultura y la cría de animales para consumo; sin embargo, la 

producción agrícola suele ser utilizada también como alimento para animales.2 

Actualmente, la harina de soya es una de las principales fuentes de piensos vegetales 

utilizados como alimento para la nutrición de animales debido a su elevado contenido 

proteico (~40 %); sin embargo, existen grandes preocupaciones debido a su cada vez más 

alta demanda, que ha ocasionado problemas ambientales asociados a su amplia ocupación 

de terreno.3,4  

Por ello, destaca la búsqueda de la utilización de desechos agroindustriales como 

fuente o aditivo de alimento para la nutrición animal, que permitan convertir la cadena 

de suministro lineal del sistema económico actual a un ciclo cerrado y traer consigo una 

“bioeconomía circular”, para así aumentar la eficiencia y la sostenibilidad de los recursos, 

mediante su uso continuo, reutilización y reciclaje, reduciendo así el desperdicio y 

evitando efectos medioambientales negativos.5 El uso de técnicas de biorrefinería, tales 

como la fermentación, es lo que posibilita la revalorización de estos desechos 

agroindustriales, compuestos en su mayoría por material lignocelulósico; como lo es el 

caso de los subproductos de la producción de café, sector económico que destaca como 

una de las principales actividades económicas de Costa Rica, siendo el tercer producto 

con mayor exportación del sector agrícola.6  

La demanda de café a nivel mundial ha ido en aumento en los últimos 150 años hasta 

el punto de posicionarla como una de las bebidas más consumidas en el mundo.7 Según 

reportes de la International Coffee Organization (ICO), la producción global de café 

aumentó en un 0,1% durante el periodo 2022/2023, con 168,2 millones de sacos de 60 

kg; es decir, un total de 10.09 millones de toneladas.8 Por su parte, en Costa Rica, según 

el Instituto del café de Costa Rica (ICAFÉ), la producción de café tuvo un aumento de 
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un 15 % en el año 2022/2023 con un total de 1,412 millones de sacos, y se estima que la 

producción para el año 2023/2024 podría alcanzar los 1,44 millones de sacos, osea 84,7 

mil toneladas y 86,4 mil toneladas respectivamente.9 

El procesamiento del fruto de café para su comercialización como grano o semilla 

seca genera distintos subproductos como parte de su cadena productiva. Estos 

subproductos corresponden a la separación de las capas externas de la semilla, como lo 

son la piel, la pulpa, el mucílago, la piel plateada y el pergamino, cuyo conjunto 

representa un 50 % del fruto en peso húmedo; esto quiere decir que por cada dos toneladas 

de fruto de café procesado, una corresponderá a grano de café y la otra a los subproductos 

mencionados.10 Estos subproductos no cuentan con ninguna aplicación comercial en la 

industria cafetalera; no obstante, la disposición inadecuada de estos residuos de café 

puede generar problemas ambientales, principalmente en el aumento de la acidez de 

mantos acuíferos y del suelo, lo que a su vez reduce su fertilidad. Por ello se han realizado 

investigaciones que buscan el desarrollo de métodos para su utilización en distintos 

aspectos como producción de alimentos, compost, biocombustibles, entre otros.11  

Anteriormente se ha estudiado la utilización de la broza de café como suplemento 

alimenticio para animales por su contenido promedio de 50, 10, 2.5 y 18 % de 

carbohidratos, proteína, grasa y fibra respectivamente; sin embargo, el uso de este 

material para nutrición animal ha sufrido dificultades debido a su toxicidad inherente por 

la presencia de compuestos polifenólicos (taninos) y alcaloides (cafeína) dentro de su 

composición, que han demostrado afectar la palatabilidad de la broza como alimento y 

su digestibilidad proteica en animales.2,12 No obstante, la remoción de estos compuestos 

mediante el uso de microorganismos y procesos de extracción química ha sido objeto de 

estudio en numerosas ocasiones para otorgarle cualidades a la broza que faciliten su uso.13 

Asimismo, y como se mencionó al inicio, los sistemas de biorrefinería permiten 

aumentar el valor de la biomasa del café como producto, con técnicas tales como la 

fermentación,   que emplea microorganismos capaces de alimentarse del contenido de la 

broza como sustrato para su crecimiento y así aumentar el valor nutricional y de 

digestibilidad del material para su posterior uso como alimento; cuyos sistemas 

frecuentemente están basados en fermentaciones en estado sólido, dado que suelen 
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representarse como un bioproceso sencillo, con un costo reducido y que facilita la 

utilización de subproductos agroindustriales sólidos como sustrato de carbono, tal como 

es caso de la broza de café, cuya naturaleza intrínseca brinda las condiciones ideales para 

el crecimiento particular de los hongos.12 Fusarium venenatum es una especie de hongo 

filamentoso comestible capaz de producir entre un 25 y 45 % de proteína unicelular, 

también llamada micoproteína, categorizada “generalmente reconocida como segura” 

(GRAS) por la Food and Drug Administration de los Estados Unidos (FDA), y se utiliza 

actualmente en productos alimenticios con el nombre comercial Quorn™.1,14  

Por tanto, la presente investigación plantea el aprovechamiento de un residuo 

agroindustrial abundante como la broza de café, de manera que se aumente su porcentaje 

de inclusión en la dieta animal, mediante la remoción de compuestos fenólicos y anti 

nutricionales que dificultan su uso como alimento, mientras se evalúa su potencial 

aislamiento en etapas posteriores motivado por el interés comercial inherente a estos 

compuestos; y adicionalmente, otorgarle una mayor digestibilidad y valor nutricional a 

la broza a partir de un proceso de fermentación en fase sólida con Fusarium venenatum. 
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1.2. Marco Teórico 

1.2.1. Generalidades de la agroindustria del café 

El café es un producto agrícola de gran relevancia a nivel mundial, siendo cultivado 

por productores de 56 países.15 En la Figura 1 se muestran los principales países 

productores de café en las cosechas del periodo 2020/2021. Costa Rica, ocupó el 

decimocuarto lugar a nivel mundial en la producción del café, con un aporte del 0,85 % 

de la producción mundial para el periodo 2020/2021.6 

 

Figura 1. Principales países productores de café en el periodo 2020/2021.6 

La planta de café pertenece a la familia Rubiaceae, subfamilia Cincchonoideae y 

género Coffea, del cual existen más de 80 especies reportadas en existencia, pero la 

Coffea arabica (Arabica) y Coffea canephora (Robusta) son las que poseen el mayor 

interés comercial a nivel mundial, con un 58 % en la producción de café arábica y un 

42 % de café robusta en el periodo 2020/2021. El motivo diferencial entre la mayor 

comercialización de una sobre la otra recae en que el café tipo Arábica posee un mayor 

sabor y aroma en comparación con el café robusta.6,16 

Estas plantas son arbustos perennes con una vida económica útil de 30 años. Muestran 

sus primeras floraciones al cumplir entre 3 y 4 años y son capaces de alcanzar una altura 

de 10 m. Además, la planta muestra la aparición de fruto entre 6 y 8 meses luego de su 

fertilización, cuyo proceso de madurez varía de una coloración verde a un rojo brillante, 

también conocido como grano maduro o “Cherry”.7 La Figura 2, muestra la 
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estacionalidad de la cosecha de café en Costa Rica. En ella se puede apreciar que el café 

presenta una sola cosecha al año que se ubica entre los meses de octubre y marzo.  

 

Figura 2. Estacionalidad de la cosecha de café en Costa Rica según el porcentaje de recolección mensual 

desde 2016/2017 a 2019/2020.17
 

Posterior a la cosecha se realiza el beneficiado del café, que consiste en la separación 

del grano o semilla de una serie de cinco capas protectoras externas (Figura 3), cuyo 

conjunto representa un 50 % del fruto en peso húmedo: la piel, la pulpa, el mucílago, el 

pergamino y la piel plateada (silverskin). Tradicionalmente el uso del término “broza de 

café” hace referencia tanto al residuo de grano de café agotado remanente en el filtro al 

ser preparada la bebida, como al conjunto de las capas externas del grano de café. Para 

efectos de este estudio, el término “broza” será utilizado para hacer referencia al conjunto 

de capas externas al grano de café removidas del fruto. 

 

Figura 3. Estructura de un grano de café.10 
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1.2.2. Composición química de la broza de café 

Pese a que la producción de café ocupa una posición económicamente importante con 

billones de tazas de café consumidas diariamente, de igual forma representa una 

problemática ambiental importante dado que alrededor del 50 % del producto producido 

corresponde a los subproductos ya mencionados. Se han hecho numerosos esfuerzos por 

brindarle un uso a estos desechos; sin embargo, debido a su alto contenido en 

componentes antinutricionales y fitotóxicos, como los taninos y la cafeína, se imposibilita 

su uso como abono para el suelo y como fuente de alimento, por lo que sus aplicaciones 

se han limitado únicamente a su uso en rellenos sanitarios y la producción de energía.18 

En el Cuadro 1 se detalla la composición química promedio de los subproductos del café. 

Cuadro 1. Composición química de los subproductos de la producción de café.16 

Compuesto (%) Cáscara Pulpa Piel plateada 
Grano de café 

agotado 

Proteína 8 – 11 5 – 15 20 10.32 

Lípidos 0.5 – 3 2 – 7 3 16 

Minerales 3 – 7 9 ~ 8 0.82 – 3.52 

Grasa 0.5 2 – 7 2.2 2.29 

Carbohidratos 58 – 85 21 – 32 0.25 – 6.35 – 

Celulosa 43 63 17.8 8.6 

Hemicelulosa 7 2.3 13.1 36.7 

Sustancias 

pécticas 
1.6 6.5 0.02 0.01 

Lignina 9 14.3 – 17.5 1 0.05 

Cafeína ~ 1 1.5 0.6 – 1.1 0.02 

Ácido 

clorogénico 
~ 2.5 2.4 3 2.3 

Taninos 5 – 9 3 0.02 0.02 

Fibra total 24 – 30.8 60.5 60 43 

Humedad 13 – 15 82.4 5–7 74.72 

Ceniza 5.4 – 6.2 7.3 7.34 – 10.5 0.47 
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Como se aprecia en el Cuadro 1, los subproductos del café presentan valores 

importantes de proteína, carbohidratos y fibra, lo que la provee de un potencial uso como 

fuente o aditivo nutricional en alimento animal; no obstante, la presencia de un alto 

contenido de compuestos como los taninos y la cafeína dificultan esta aplicación.  

Por un lado, los taninos son compuestos polifenólicos considerados factores anti 

nutricionales debido a su capacidad de inhibir proteasas y acomplejar proteínas, aspecto 

que disminuye la digestibilidad del alimento, y que por ende, evita su aprovechamiento 

por el organismo que lo consume.19 Por esta razón, son el principal causante de que la 

broza de café sea incluida en la dieta de animales con valores limitados entre un 10 y un 

30 %, como se muestra en el Cuadro 2: 

Cuadro 2. Grado óptimo de inclusión de pulpa y cáscara de café en la dieta de animales de corral.2 

Suplemento 
Grado de inclusión en la dieta (%) 

Cerdos Aves de corral Ganado Cabras y ovejas 

Pulpa y cáscara de café (seca) 8-24 3-5 10-20 10-20 

 

Por su parte, la cafeína (1,3,7-trimetilxantina), cuya estructura química se muestra en 

la Figura 4, es el alcaloide mayoritario presente en el café y presenta un efecto 

estimulador del sistema nervioso central, cuya consecuencia fisiológica en animales 

resulta en un aumento en el uso de energía, que se traduce a un descenso en la ganancia 

de peso por parte del animal, además de que le otorga un sabor amargo al alimento, factor 

que puede afectar la palatabilidad por parte del animal.2 

 

Figura 4. Estructura química de la (d) caféína y los isómeros del ácido cafeoliquínico: (a) ácido 3-

O-cafeoliquínico, (b) ácido 4-O-cafeoliquínico, (c) ácido 5-O-cafeoliquínico.20 
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Pese a los factores negativos que estos compuestos representan en el uso de la broza 

de café como suplemento en la dieta animal, estos componentes bioactivos pueden ser 

aislados o extraídos del material, debido a que presentan un interés comercial en la 

industria farmacéutica, cosmética y alimenticia.21 En este ámbito destacan los ácidos 

clorogénicos, que representa un grupo de compuestos polifenólicos comprendidos por los 

ésteres del ácido quínico, ya sea con el ácido caféico, p-cumarico, ferúlico o diésteres de 

estos. Aquellos ésteres formados con ácido caféico se denominan ácidos cafeoliquínicos 

y comprenden cerca del 83 % del total de ácidos clorogénicos presentes en el café, que 

constan de tres isómeros cuyas estructuras químicas se muestran en la Figura 4.20,22 

Numerosos estudios han evidenciado la gran capacidad antioxidante y antiinflamatoria 

de este tipo de compuestos y además, los han relacionado con efectos antihipertensivos 

y reducción de peso, por lo que poseen un alto valor comercial.23 

 

1.2.3. Requerimientos nutricionales de la alimentación en rumiantes 

El costo por alimentación representa uno de los mayores valores del costo total de la 

producción o cría de animales, entre un 70 y 80 %, por lo que la búsqueda del 

mejoramiento en la eficiencia de la conversión de alimentos en leche o carne puede tener 

un impacto significativo en la rentabilidad de este tipo de industria, aún más si se 

considera el aprovechamiento de alimentos de bajo costo como los derivados de desechos 

agroindustriales como la broza de café.24 

Los rumiantes, tales como el ganado, poseen sistema digestivo más complejo respecto 

a otro tipo de animales de cría con sistemas digestivos monogástricos, como pollos o 

cerdos. Esto último se debe a la habilidad de los rumiantes de producir un consorcio 

microbiano, también conocido como licor ruminal o rumen, que les permite degradar 

materiales complejos como los lignocelulósicos con mayor facilidad y aprovechamiento 

que un sistema digestivo monogástrico.24 

Los rumiantes cuentan con solo cinco requerimientos de nutrientes clave para su 

desarrollo: proteína cruda, energía derivada del consumo de fibra, grasas y vitaminas y 

minerales.25 La fibra suele ser denominada los carbohidratos insolubles de la pared 
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celular, entre los que se incluyen la celulosa, la hemicelulosa y la lignina. La celulosa es 

el polisacárido mayoritario de la pared celular, conformado por cadenas lineales de 

unidades de glucosa unidas por enlaces β1-4, que resulta soluble en soluciones 

fuertemente ácidas. Por su parte, las hemicelulosas son un grupo de polisacáridos de 

unidades de xilosa, manosa o glucosa, unidas por enlaces β1-4 con un menor grado de 

polimerización que la celulosa, que se unen a esta última a través de puentes de hidrógeno, 

y resultan solubles en soluciones ácido-diluidas calientes. Finalmente, la lignina es el 

único polímero no sacárido de la pared celular compuesto por una red tridimensional de 

elevado peso molecular, construido a partir de tres unidades de fenilpropano y que se 

encarga de mantener rígida la pared celular y hacerla resistente ante varios agentes, tales 

como enzimas bacterianas.26,27 

La ingesta y la digestibilidad son las principales características que determinan el 

suministro de nutrientes de un alimento en un animal determinado. Los análisis químicos 

son capaces de proporcionar valores de la cantidad bruta de nutrientes con los que cuenta 

un alimento, mientras que la digestibilidad de un pienso varía respecto al tipo, el estado 

fisiológico y el uso del animal de prueba, el nivel de ingesta y la combinación o 

suplementación de alimentos.28 El Cuadro 3 que se muestra a continuación, ejemplifica 

la concentración recomendada de nutrientes para vacas lecheras adultas. 

Cuadro 3. Concentración recomendada de nutrientes en raciones de alimento para vacas lecheras.29 

Nutriente Concentración (% de materia seca) 

Proteína cruda 10 - 20 

Fibra neutro detergente (mínimo) 27 – 33 

Fibra ácido detergente (mínimo) 19 – 21 

Carbohidratos no fibrosos (máximo) 38 

Grasa 3 – 10 

Minerales (Ca, P, Mg, S, Na, Cl) 1 

 

El análisis Weende o proximal, se utiliza para estimar la composición nutricional de 

un alimento en términos de su contenido de proteína cruda, grasa, fibra cruda, ceniza y 

carbohidratos no fibrosos; no obstante, un valor de fibra cruda no permite diferenciar 

entre el contenido presente de los distintos tipos de fibra, por lo que este análisis puede 
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complementarse con la técnica de Van Soest, que permite fraccionar la pared celular 

empleando una acción combinada de detergente neutro y ácido, de manera que obtiene 

un extracto de fibra con tres fracciones, de las cuales es posible evaluar el contenido de 

lignina, celulosa y hemicelulosa. Por lo que, en una muestra dada, una digestión con 

neutro detergente (FND) remueve todos aquellos carbohidratos que no conforman la 

pared celular, tales como carbohidratos no fibrosos, almidónes, pectinas y lípidos. Así 

mismo, si el remanente de esta digestión se trata con un detergente ligeramente ácido 

(FAD) el componente principalmente removido corresponde a la hemicelulosa y si el 

remanente se trata una vez más, pero con una solución fuertemente ácida de ácido 

sulfúrico al 72% (FDAS) la fracción removida corresponde a la celulosa. Finalmente, el 

residuo de muestra luego de estas tres digestiones es el conjunto de la lignina y los 

minerales, por lo que al calcinar este remanente, se puede determinar la porción 

correspondiente a la lignina.26,28 La composición de nutrientes puede variar según el tipo 

de forraje alimenticio que se utilice. El Cuadro 4 muestra los datos de composición 

nutricional de distintos forrajes típicamente utilizados para la nutrición de animales.30 

Cuadro 4. Composición nutricional de forrajes alimenticios para nutrición animal.30 

Forraje 
Porcentaje (%) 

NDT Ceniza PC EE FND FAD 

Heno de alfalfaa 60 9.2 19.9 2.9 39.3 31.9 

Heno de pasto Bermudab 49 8.1 7.8 2.7 73.3 36.8 

Ensilaje de maízc 72 3.6 8.7 3.1 46.0 26.6 

Heno de festucad 44 6.8 10.8 4.7 70.0 39.0 

Heno de trebol ladinoe 60 9.4 22.4 2.7 36.0 32.0 

Heno de hierba de huertof 65 8.5 12.8 2.9 59.6 33.8 

Centeno fresco 84 - 17.9 4.1 61.0 38.0 

Ensilaje de sorgo 60 5.9 9.4 2.6 60.8 38.8 

NDT = nutrientes digestibles totales; PC = proteína cruda; EE = extracto etereo; FND = fibra neutro 

detergente; FAD = fibra ácido detergente. aFloración temprana, curada al sol. bCostero, curado al sol, 

rebrote de 43 a 56 días. cBien aireado. dKentucky 31. eCurado al sol. fFloración temprana, curado al sol. 
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1.2.4. Procesos de fermentación en fase sólida 

Como se observa en el Cuadro 1, la broza de café posee un elevado contenido de 

carbohidratos, lo que la convierte en un sustrato adecuado para utilizarlo como fuente de 

carbono en diferentes procesos fermentativos, por ejemplo, para la producción de 

proteína unicelular.10 Esta proteína unicelular corresponde a las células microbianas de 

levaduras, bacterias, microalgas u hongos, que pueden utilizar una gran variedad de 

materias primas de bajo costo y procedentes de residuos como fuentes de carbono, 

nutrientes y energía para su crecimiento y producción de biomasa rica en proteína; por lo 

que se ha demostrado que, a través de procesos de fermentación, varios residuos altos en 

fibra, incluyendo la broza de café, pueden incrementar su valor nutricional.24,31 

Adicionalmente, la lignina, así como los compuestos fenólicos asociados comentados 

anteriormente, tienden a contribuir con dificultades para la digestión del material 

lignocelulósico como alimento; esto dado que la presencia de lignina dificulta la 

accesibilidad de las enzimas microbianas para hidrolizar los polisacáridos de la pared 

celular, lo que resulta en una mala fuente de nutrición para el animal.28 Por lo tanto, 

romper esta barrera de lignina es un paso clave para optimizar la utilización de la biomasa 

lignocelulósica como alimento para animales y para ello se han empleado distintos 

pretratamientos físicos, químicos y biológicos, de los cuales estos últimos atraen un 

mayor interés debido a la demanda de un enfoque ecológico, especialmente aquellos que 

emplean el uso de hongos.32 

Tradicionalmente los sistemas de fermentación en estado sólido han ganado gran 

interés por su sencillez, bajo requerimiento energético y de producción de efluentes y, 

además, por el uso de residuos agroindustriales como sustrato para el proceso 

fermentativo, en los cuales los hongos suelen ser los microorganismos más afines ya que 

asemeja su entorno natural.33 Estos sistemas consisten en la puesta en contacto de una 

matriz sólida en estado de ausencia o casi libre de agua, con el microorganismo que se 

desea que utilice su actividad metabólica para realizar la conversión del material en uno 

con un mayor valor agregado.34 
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Fusarium venenatum es un hongo filamentoso aerobio, que suele ser encontrado en 

cultivos de cereales y papas.35 Es extensamente utilizado para la producción de 

micoproteina en productos comerciales bajo la marca Quorn™ para consumo humano. 

Esto ha sido gracias a su estructura filamentosa que simula las fibras de la carne, con el 

beneficio de proveer un mayor valor nutricional, bajo en grasa, bajo en calorías, alto en 

fibra y libre de colesterol.36 En general las micoproteínas están compuestas por un valor 

promedio de 13 % de grasas, 45 % de proteínas, 10 % de carbohidratos, 25 % en fibra y 

varias vitaminas y minerales; además, estudios toxicológicos en animales han 

demostrado que el consumo de micoproteina no genera preocupaciones por problemas de 

salud y que apoya el crecimiento y desarrollo de la especie animal.37,38   
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CAPÍTULO II: OBJETIVOS 

2.1. Hipótesis 

• La fermentación de la broza de café con Fusarium venenatum mejora sus 

propiedades nutricionales y de digestibilidad, permitiendo además un aumento de 

su inclusión en la dieta animal. 

 

2.2. Objetivo general 

• Evaluar el efecto sobre la digestibilidad y valor nutricional de la fermentación en 

estado sólido de broza de café con Fusarium venenatum, para su utilización como 

suplemento en la alimentación animal. 

 

2.3. Objetivos específicos 

• Diseñar un sistema de extracción para la disminución de compuestos fenólicos y 

derivados del ácido hidroxicinámico en la broza de café. 

• Determinar mediante la elaboración de curvas de crecimiento las condiciones 

ideales de fermentación para la producción máxima de proteína utilizando 

Fusarium venenatum y broza de café como sustrato. 

• Comparar el efecto sobre la digestibilidad y características nutricionales del 

proceso de fermentación en estado sólido con Fusarium venenatum en broza de 

café como único sustrato. 
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CAPÍTULO III. METODOLOGÍA 

3.1.Obtención y acondicionamiento de la broza de café 

El material base fue recolectado entre octubre del 2022 y marzo del 2023, en el 

beneficio del ICAFE ubicado en San Pedro de Barva de Heredia, correspondiente a la 

cáscara y pulpa, mejor conocido como broza de café, del grano maduro (“Cherry”) de la 

planta Coffea arabica. Una vez recolectado, este fue sometido a un secado en horno a 60 

ºC y una posterior molienda, hasta lograr un tamaño de partícula de 2 mm. El material 

fue conservado libre de humedad y a una temperatura de -20 ºC hasta su eventual uso. 

 

3.2. Sistema de fermentación 

Se diseñó un sistema de fermentación utilizando frascos de vidrio de 250 mL. Se 

realizaron dos agujeros en la tapa de cada recipiente, donde al primero se le colocó un 

filtro microporo permitiendo el intercambio gaseoso del sistema y evitando a su vez el 

ingreso de otros microorganismos contaminantes; y en el segundo, se moldeó un puerto 

de inoculación con silicona insoluble en agua y resistente a alta temperatura, de manera 

que permitiese asépticamente la inoculación del sistema utilizando una jeringa con aguja. 

Esto último, dado que no se requeriría remover la tapa del sistema y al retirar la aguja, el 

sistema permanecería sellado.  

El sistema descrito se muestra en la Figura 5. Cada frasco con material fermentado 

correspondió en su totalidad a una réplica de muestreo asociada a un tiempo determinado. 

 

Figura 5. Sistema de fermentación utilizado para la fermentación en fase sólida de la broza de café. 
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3.3. Preparación del inóculo 

El inóculo requerido para la fermentación se obtuvo transfiriendo 0.5 cm2 de micelio, 

proveniente de una cepa de Fusarium venenatum replicada en placas Petri con medio de 

cultivo de PDA y conservada a 4 ºC, a un matraz con medio de cultivo estéril descrito 

por Royer et al. (1999) para fomentar la esporulación de este microorganismo. Dicho 

medio consistió en una variación del medio base II presentado por Vogel (1964). La 

composición final del medio se detalla en el Cuadro 5. El pH del medio fue ajustado entre 

6.5 - 6.8, y se colocó en incubación a 25 ºC y 150 rpm durante un periodo de 5 días.39–41  

Cuadro 5. Composición del medio de cultio utilizado para el desarrollo del inóculo de F.venenatum. 39–41 

Sustancia Concentración Unidad 

Glucosa 2.5 

% 
Peptona 0.1 

Agar 2 

Almidón soluble 0.2 

NaNO3 25 mM 

KH2PO4 0.0005 

mol/L 
K2HPO4 0.0005 

CaCl2 0.0005 

MgSO4·7H2O 0.0005 

 

Una vez desarrollado el micelio en el medio, se empleó un homogeneizador IKA T18 

digital ULTRA-TURRAX a 10 000 rpm durante 5 min y previamente esterilizado, con la 

finalidad de obtener una suspensión de micelio de F. venenatum lo más homogénea 

posible, la cual fue utilizada finalmente como inóculo para cada sistema de fermentación. 

La concentración en gramos de micelio de F.venenatum por mililitro de la suspensión fue 

determinada gravimétricamente al hacer pasar 5 mL de la suspensión, previamente 

homogenizada, por un filtro de masa conocida. Los posibles residuos de medio líquido 

fueron removidos y el micelio retenido en el filtro fue llevado a sequedad en horno a 105 

ºC por 3 horas y finalmente, se pesó el filtro con el micelio seco. 
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3.4. Fermentación en fase sólida de la broza de café con Fusarium venenatum 

Los ensayos de fermentación fueron realizados empleando la metodología propuesta 

por Stoffel et al. (2019) con modificaciones. Para ello se pesaron 20 g de broza seca, a 

un tamaño de partícula de 2 mm, en cada uno de los frascos empleados como sistema de 

fermentación y se humedeció el material hasta lograr un 75 % de humedad. 

Posteriormente el material fue esterilizado en autoclave a 121 ºC por 15 min y luego se 

permitió que el material de cada frasco se enfriara a temperatura ambiente previo a su 

correspondiente inoculación.42,43  

Hecho esto, se inoculó cada sistema de fermentación con 5 mL de la suspensión de 

micelio de F. venenatum, empleando tanto jeringas como agujas estériles. El sello de la 

tapa de los frascos fue desinfectado con alcohol al 70% previo a la inyección de la 

suspensión y todo el proceso se llevó a cabo asépticamente dentro de una cámara de flujo 

laminar previamente esterilizada. 

Finalmente, cada frasco inoculado fue colocado en incubadora a 25 ºC sin agitación 

y se inició el conteo de horas de fermentación. Se realizaron muestreos por triplicado para 

cada día de fermentación correspondiente, considerando cada frasco individual como una 

sola de las repeticiones. La toma manual de los frascos con el material fermentado se 

realizó aleatoriamente en referencia a la posición que estos ocupaban en la incubadora, 

de manera tal que no hubiese ningún sesgo asociado. Cada frasco muestreado fue 

nuevamente esterilizado en autoclave a 121 ºC por 15 min y el material fermentado, ahora 

estéril, fue colocado en horno a 60 ºC hasta lograr sequedad constante y finalmente, 

molido, tamizado y almacenado libre de luz y humedad hasta su posterior análisis. Cabe 

resaltar que este material fermentado, una vez seco, debió ser pesado de manera que fuese 

posible cuantificar la diferencia en masa respecto a los 20 g iniciales de broza en cada 

frasco.44 
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3.5. Diseño del experimento 

Se trabajó con dos categorías de broza de café. La primera, realizando una extracción 

previa a la broza utilizando el método descrito en la sección 3.6 y la segunda, empleando 

el material sin ninguna extracción previa. 

Inicialmente, con la finalidad de evaluar el comportamiento del microorganismo con 

el material, se realizó un ensayo preliminar de fermentación a 60 días con toma de 

muestra cada 6 días, por lo que se efectuaron en total 10 muestreos con triplicado y 

adicionalmente se consideró una muestra de día cero o control, el cual correspondió a la 

broza de café sin inocular. Esta prueba se realizó utilizando como matriz broza extraída 

seca y el material fue humedecido con agua desionizada. 

Una vez obtenidos los resultados de esta primera prueba, se repitió el ensayo, pero 

esta vez hasta un máximo de 30 días con toma de muestra cada 3 días y su correspondiente 

control a día cero; sin embargo, llevando a cabo dos curvas de crecimiento distintas. En 

la primera curva de crecimiento se utilizó broza extraída como matriz y en la segunda se 

empleó broza sin extraer, y adicionalmente, el material de cada curva fue humedecido 

con un medio rico en nitrógeno, descrito en la sección 3.8, en lugar de agua desionizada. 

Tanto a las muestras tomadas de la curva de crecimiento preliminar a 60 días, como 

a las dos posteriores a 30 días, se les realizó el mismo procedimiento de análisis de su 

composición proximal y de su digestibilidad in vitro; donde las barras de error de los 

resultados graficados se basaron en la desviación estándar del resultado promedio de cada 

triplicado de muestra analizado.  

 

3.6. Extracción de la broza de café 

La extracción de la broza fue llevada a cabo por maceración, colocando el material 

en presencia de agua desionizada a 60 ºC durante 30 min y con agitación cada 5 min. 

Posteriormente se decantó el extracto y el material sólido fue sometido dos veces más al 

mismo proceso de extracción. Finalmente, el material sólido, correspondiente a la broza 

extraída, fue llevado al horno a 60 ºC hasta lograr humedad constante y se almacenó a -
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20 ºC libre de humedad hasta su posterior uso. El extracto acuoso resultante fue 

conservado para un posterior análisis de sus constituyentes. 

 

3.7. Identificación y cuantificación de compuestos presentes en el extracto de broza 

Se llevó a cabo un análisis del extracto obtenido de la broza por UHPLC-DAD en un 

equipo Thermo Scientific Dionex Ultimate 300. Se utilizó una columna C18 (250 x 4.6 

mm, 5 µm) y se ajustó el DAD para medir absorbancia a 220, 240, 280 y 325 nm. 

Adicional a las muestras se prepararon y analizaron estándares de 2 mg/mL de: cafeína, 

ácido clorogénico, ácido caféico, ácido t-ferrúlico y ácido p-cumárico. Se trabajó con un 

volumen de inyección de 10 μ L, una temperatura de 35 ºC, y un gradiente de 

concentración de los solventes de elución: ácido fórmico al 0.1 % (A), metanol (B) y 

acetonitrilo (C). Por lo tanto, para cada corrida, se realizó inicialmente una fase de purga 

de -5 min con un flujo de 0.8 mL/min de A:C en proporciones 9:1 respectivamente y a 

continuación, la inyección de la muestra manteniendo el mismo flujo de los eluyentes 

anteriores durante los primeros 5 min de corrida. Seguidamente se mantuvo el flujo a 0.8 

mL/min pero en proporciones de A:B:C de 8:1:1 respectivamente hasta el minuto ocho, 

y luego con A:B:C a 5:4:1 hasta alcanzar los 10 min. Hecho esto se aumentó el flujo a 

1.5 mL/min de A:B:C a 9:1:1 hasta los 13 min con 30 s, y finalmente se disminuyó el 

flujo nuevamente a 0.8 mL/min con proporciones de A:C a 9:1 a partir de los dieciséis 

minutos y estas condiciones se mantuvieron hasta finalizar la corrida al cumplir los 20 

min. 

Adicionalmente, se analizó el contenido de polifenoles totales por el método de Folin-

Ciocalteu, con la metodología descrita para lector de microplacas por Zhang et al (2006). 

Por lo tanto, se cargaron en la microplaca 20 µL del extracto de broza y de estándares de 

ácido gálico a concentraciones de 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 mg/mL, y les fueron 

añadidos 100 µL de reactivo de Folin-Ciocalteu, para luego agitar durante 5 min. 

Seguidamente se añadieron 80 µL de Na2CO3 al 7,5 % y se volvió a agitar por 5 min. Se 

dejó reposar la microplaca cargada en oscuridad y a temperatura ambiente por 2 horas y 

se agitó una vez más por 1 min, para finalmente medir la absorbancia a 750 nm. Cabe 

resaltar que tanto la muestra como los estándares fueron medidos por triplicado y se 
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empleó como blanco 200 µL de agua desionizada; además, se prepararon controles de 

muestra y del estándar de 0.06 mg/mL, colocando 20 µL del correspondiente y añadiendo 

a estos 180 µL de agua desionizada en lugar del reactivo de Folin-Ciocalteu y el Na2CO3 

al 7,5 %. La medición de absorbancia se realizó en un lector de microplacas Thermo 

Scientific Varioskan LUX y los resultados de concentración obtenidos para las muestras 

se asociaron a equivalentes de ácido gálico y se reportaron como porcentaje de 

polifenoles totales.45,46 

 

3.8. Preparación de medio de cultivo para suplementación de nitrógeno 

Se preparó el medio de cultivo líquido diseñado por Mandels et al (1969) como 

suplemento de nitrógeno para la hidratación de la broza seca. El pH del medio fue 

ajustado a 5 y su composición se detalla en el Cuadro 6. 

Cuadro 6. Composición del medio para suplementación de nitrógeno.47 
 

Sustancia Concentración Unidad 

KH2PO4 2.00 

g/L 

 

(NH4)2SO4 1.40 

Urea 3.00 

MgSO4·7H2O 0.30 

CaCl2 0.30 

Peptona 1.00 

Tween 80 1.00 

FeSO4·7H2O 5.00 

mg/L 
MnSO4·H2O 1.56 

ZnSO4·7H2O 1.40 

CoCl2 2.00 
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3.9.Determinación de materia seca a 105 ºC 

Previo a los análisis de fibras, proteína y digestibilidad, se realizó una determinación 

de materia seca a 105 ºC pesando 2 g de la correspondiente muestra y colocándola en el 

horno durante un periodo de 4 horas. Hecho esto, se pesó nuevamente la muestra y se 

determinaron tanto el porcentaje de humedad como el de materia seca por la diferencia 

en masa. 

 

3.10. Análisis de fibras  

El análisis de fibras consistió en cuatro etapas realizadas secuencialmente.48–50 Cabe 

resaltar que adicional a las muestras, se realizó el mismo proceso a bolsas filtro ANKOM 

F57 vacías (sin muestra) y de masa conocida a modo de control, de manera que se 

conociera la pérdida percibida por las mismas en cada una de las etapas del análisis. 

 

3.10.1. Fibra neutro detergente (FND) 

En esta primera etapa se pesó 1 g de muestra en una bolsa filtro ANKOM F57 de 

masa conocida. Posteriormente las bolsas filtro con la muestra fueron sometidas a una 

digestión en un analizador de fibra ANKOM200. Se estableció una temperatura de trabajo 

de 100 ºC por un periodo de 75 min y fueron añadidos a cada batch: 2 L de neutro-

detergente, 20 g de sulfito de sodio y 4 mL de α-amilasa. Hecho esto se drenó el sistema 

y se realizaron 3 lavados adicionales a las muestras, de 5 min cada uno y utilizando agua 

desionizada a 100 ºC. Una vez realizado el proceso, las muestras fueron llevadas a un 

horno a 105 ºC hasta el día siguiente y finalmente fueron pesadas para determinar la 

diferencia en masa post digestión. La composición del neutro-detergente utilizado se 

muestra a continuación en el Cuadro 7. 
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Cuadro 7. Composición química del neutro-detergente. 

Sustancia Concentración Unidad 

Dodecil sulfato de sodio 30 

g/L 
EDTA 18,61 

Borato de sodio 6,81 

Na2HPO4 3,64 

Etilenglicol 10 mL/L 

 

3.10.2. Fibra ácido detergente (FAD) 

Este corresponde a la segunda etapa del análisis de fibras. Para ello se tomaron las 

muestras ya previamente digeridas en neutro-detergente y de igual manera, fueron 

sometidas a digestión en el analizador de fibra ANKOM200; sin embargo, para este caso 

fueron añadidos por batch únicamente 2 L de solución ácido-detergente y se estableció 

una temperatura de trabajo de 100 ºC por un periodo de 60 min. Asimismo, una vez 

concluida la digestión, se drenó el sistema y se realizaron 3 lavados con agua desionizada 

a 100 ºC de 5 min cada uno; luego las muestras fueron llevadas a un horno a 105 ºC hasta 

el día siguiente y fueron pesadas para determinar la pérdida sufrida en esta digestión. La 

composición del ácido-detergente se detalla a continuación en el Cuadro 8. 

Cuadro 8. Composición química del ácido-detergente. 

Sustancia Concentración Unidad 

H2SO4 2.89 % 

CTAB 20 g/L 

 

3.10.3. Fibra digerible en H2SO4 72% (FDAS) 

Para la tercera etapa del análisis de fibras, las muestras previamente digeridas en 

ácido-detergente se llevaron a una nueva digestión, esta vez en H2SO4 al 72% a 

temperatura ambiente, por un periodo de 2 horas y agitando cada 15 min. Hecho esto, se 

descartó el H2SO4 y se realizaron 4 lavados con agua desionizada a 60 ºC de 10 min cada 
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uno, con agitación y finalmente se llevaron al horno a 105 ºC hasta el día siguiente para 

la medición de la masa remanente posterior a esta digestión. 

 

3.10.4. Determinación de lignina por corrección con cenizas 

Una vez realizadas las tres digestiones anteriores, la cuarta y última etapa consistió 

en someter al remanente de cada muestra a una calcinación a 600 ºC durante 2 horas, una 

vez alcanzada esa temperatura. Finalmente se determinó la masa de las cenizas resultantes 

de cada muestra y con ello, la masa asociada a la lignina. 

 

3.11. Análisis de digestibilidad in vitro 

Este método está basado en la metodología establecida por Goering et al (1979), la 

cual consiste en la fermentación de las muestras por parte de las bacterias provenientes 

de un inóculo de licor ruminal. Para ello, se pesaron 0.5 g de muestra en una bolsa filtro 

ANKOM F57 de masa conocida y la totalidad de las muestras se distribuyeron de manera 

homogénea entre los frascos de digestión de una incubadora ANKOM DAISYII. 

Seguidamente se añadió a cada frasco de digestión 1600 mL de una mezcla de proporción 

5:1 a 39 ºC y pH de 6.8, de una solución buffer A y un buffer B respectivamente. Tanto 

el control de temperatura como el de agitación fueron accionados para mantener la mezcla 

de solución buffer con las muestras a una temperatura estable de 39 ºC. La composición 

de cada solución buffer se detalla en el Cuadro 9. 
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Cuadro 9. Composición química de los buffers A y B. 

Solución Sustancia Concentración (g/L) 

Buffer A 

KH2PO4 10 

MgSO4·7H2O 0.5 

NaCl 0.5 

CaCl2·2H2O 0.1 

Urea 0.5 

Buffer B 
Na2CO3 15 

Na2S·9H2O 1 

 

La toma de muestra del licor ruminal fue realizada con termos precalentados a 39 ºC 

y todo material utilizado a posterior con el propósito de contener este líquido ruminal, se 

trató del mismo modo. Se extrajeron 2 L de líquido ruminal junto con dos “puñados” de 

esterilla fibrosa y se transfirieron a una licuadora. Seguidamente se purgó el contenido 

en el vaso de la licuadora con CO2 y se mezcló a alta velocidad durante 30 segundos. 

Hecho esto se hizo pasar el contenido de la licuadora por un filtró de gasa y el líquido se 

transfirió a un nuevo contenedor, el cual fue purgado continuamente con CO2 hasta 

finalizar con la transferencia eventual de todo su contenido a los frascos de digestión de 

la incubadora.  A cada frasco de digestión con mezcla buffer y las muestras, se le 

añadieron 400 mL del inóculo de licor ruminal, luego se purgó cada uno de estos frascos 

de digestión con CO2 durante 30 segundos, se taparon y se dejaron las muestras en 

incubación a 39.5 ± 0.5 ºC durante 48 horas. Al término de la incubación, se drenó el 

líquido y se lavaron las muestras con abundante agua hasta que el lixiviado de las mismas 

se distinguiese clarificado. Finalmente, las muestras se llevaron al horno a 105 ºC hasta 

el día siguiente y se pesaron nuevamente para registrar la pérdida respecto a la masa 

inicial.50 
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3.12. Análisis de proteína  

Primeramente, se realizó un análisis de proteína cruda de 0.5 g de cada muestra 

mediante el método Kjeldahl, empleando un analizador automático de nitrógeno 

HANON K1160, a partir del cual se obtuvo el contenido porcentual de nitrógeno total de 

la muestra, que posteriormente fue multiplicado por un factor de 6.25 para obtener el 

porcentaje de proteína cruda.51  
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CAPÍTULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Pruebas iniciales de crecimiento de F. venenatum en broza de café 

Inicialmente se elaboraron pruebas de crecimiento del microorganismo en la broza de 

café, de manera que se lograse conocer cualitativamente al hongo y en qué condiciones 

se desarrollaba apropiadamente. Para ello se colocó un trozo de micelio en placas Petri 

con broza húmeda y se incubó el material a 25 ºC durante 5 días. En numerosas ocasiones 

estos ensayos resultaron en ausencia de crecimiento del hongo en el material, e incluso 

se realizaron pruebas con otras especies de hongos, Pleurotus ostreatus y Ganoderma 

spp, obteniendo el mismo resultado. Varios estudios han reportado que a concentraciones 

cercanas o superiores a un 1 % de cafeína, el crecimiento de varios hongos se ha visto 

mermado en hasta un 50 %.52  La concentración de este alcaloide está reportada en broza 

de café en valores de hasta un 1 %, por lo que se decidió hacer una extracción previa del 

material, con agua a 60 ºC, con la finalidad de que dicho pretratamiento removiese la 

totalidad o gran parte de la cafeína y así evaluar su impacto en el crecimiento del 

microorganismo. Esto resultó en un crecimiento adecuado en el material para las tres 

especies evaluadas, como se observa en la Figura 6. 

 

 

Figura 6. Crecimiento de hongos en broza de café. Las placas en la fila “I” corresponden a broza sin extraer y 

las de la fila “II” a broza extraída. Las columnas indican la inoculación de la broza con: A. Fusarium 

venenatum, B. Ganoderma spp y C. Pleurotus ostreatus. 
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Adicionalmente, se observó que la coloración del micelio de Fusarium venenatum 

variaba según su estado reproductivo y las condiciones de crecimiento. Dichas 

coloraciones variaban de una tonalidad blanca, a una rojiza y otra verde-amarillenta, 

siendo esta última en la que se mostraba presencia, y una mayor concentración o 

producción de esporas.53 En la Figura 7, se observa la última de estas coloraciones 

descritas. 

 

Figura 7. Coloración del micelio de F. venenatum empleando broza de café pretratada como medio de 

cultivo. 

 

4.2.Análisis de componentes por UHPLC-DAD del extracto de broza de café 

Se realizó una extracción cuantitativa a la broza de café empleando el método descrito 

en la sección 3.6. Adicionalmente, se tomó una de las muestras fermentadas en fase sólida 

con F.venenatum, concretamente del día 17 de fermentación e inoculada en un inicio en 

broza sin extraer, y se le realizó una extracción empleando la misma metodología. Se 

pesaron por triplicado 0.1 g de la muestra correspondiente y el extracto final fue ajustado 

a un volumen de 10 mL. A estos extractos se les realizó el análisis de sus componentes y 

de su contenido polifenólico total con la metodología descrita en la sección 3.7.  

Primeramente, los extractos fueron inyectados en UHPLC y contrastados con 

estándares de cafeína, ácido clorogénico, ácido cafeico, ácido p-cumárico y ácido t-
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ferrúlico, compuestos comúnmente encontrados en el café. La Figura 8 muestra los 

cromatogramas resultantes de dicho análisis.  

 

 

Figura 8. Cromatograma de UHPLC-DAD en fase reversa con lectura de absorbancia a 280 nm. A. Patrón 

combinado de cafeína, ácido t-ferrúlico, ácido p-cumárico, ácido clorogénico y ácido cafeico según su orden 

de salida de izquierda a derecha respectivamente; B. Extracto acuoso de broza de café; C. Extracto acuoso de 

muestra de broza fermentada en fase sólida a 25 ºC por 17 días con F.venenatum en broza sin extraer; D. 

Extracto en metanol de broza de café. Datos obtenidos con el software Chromeleon © Dionex versión 

7.2.9.11323. 
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Como se observa en el cromatograma de la Figura 8, tanto el extracto acuoso de broza 

de café (Figura 8B) como el de broza sin extraer fermentada por 17 días (Figura 8C), 

mostraron correlación con la señal asociada al estándar de cafeína; sin embargo, ninguno 

de estos dos extractos mostró señales que se asociaran a alguno de los otros cuatro 

estándares. Por otro lado, la solubilidad de estos últimos es considerablemente más 

elevada en alcohol, por lo que se realizó nuevamente un extracto a la broza de café, pero 

esta vez empleando un baño ultrasónico a 40 ºC y metanol como solvente de extracción, 

en lugar de la maceración con agua a 60 ºC.54 El cromatograma de este último extracto 

se muestra en la Figura 8D, en el cual se observa que tampoco se halló presencia de 

ninguno de los otros estándares, aparte de la cafeína. La falta de presencia de estos 

compuestos también pudo deberse al tiempo de almacenamiento de la broza tanto en el 

laboratorio, como en el beneficio; ya que en estudios anteriores se ha encontrado que en 

un periodo de 8 meses de almacenamiento se puede perder hasta un 80 % de la 

concentración de estos compuestos.54 

En vista de esto último, se preparó una curva de calibración de cafeína con estándares 

de 0.01, 0.05, 0.10, 0.15, 0.17 y 0.20 mg/mL, para la cual se obtuvo un R2 de 0.9998. 

Considerando la masa medida de 0.1 g de la muestra de broza y el aforo del extracto a 10 

mL, se obtuvo una concentración de cafeína de 0.760 ± 0.025 % para el extracto de broza 

con agua a 60 ºC, 0.880 ± 0.019 % en el extracto de broza “sin extraer” fermentada por 

17 días y de 0.580 ± 0.034 % para el extracto de broza en metanol. Por lo tanto, estos 

resultados no solo sugieren que la cafeína no es metabolizada por el hongo, sino que 

también se muestra que su concentración es suficiente para mermar el crecimiento del 

microorganismo; lo que justifica lo evidenciado en la sección 4.1. Adicionalmente, se 

observa un incremento de un 13.6 % en el porcentaje de cafeína extraída de la broza post-

fermentación respecto al porcentaje de cafeína obtenido en el extracto de broza pre-

fermentación. Esto último está asociado a que el hongo, al alimentarse de la pared celular 

de la broza, expone a la cafeína a ser más fácilmente extraíble, ya que el microorganismo 

no es capaz de metabolizar dicho alcaloide y por ende permite su liberación al medio.  

Además, cabe señalar que dado a que la cafeína es un compuesto de un considerable 

interés comercial por sus amplias utilidades en la industria farmacéutica y alimenticia, a 
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una concentración de 0.8 % de este compuesto en broza, en este residuo agroindustrial se 

estarían perdiendo hasta 8 kg de cafeína por tonelada de broza, por lo que mejorando el 

sistema de extracción, se podría no solo dar valor agregado a la broza mediante el proceso 

fermentativo, sino que también se podrían recuperar compuestos de interés comercial de 

la misma y por ende, generar un mayor aprovechamiento económico de este residuo 

agroindustrial. 

 

4.3.Análisis de polifenoles totales 

Se analizó espectrofotométricamente el contenido total de polifenoles por el método 

de Folin-Ciocalteu, por triplicado y contrastando sus valores contra una curva de 

calibración de estándares de ácido gálico de 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 mg/mL, 

que contó con un R2 de 0.9989. El contenido de polifenoles totales a partir de los 

equivalentes de ácido gálico de las muestras, se determinó en 1.04 ± 0.03 % para el 

extracto de broza con agua a 60 ºC, de 1.06 ± 0.01 % en el extracto de broza “sin extraer” 

fermentada por 17 días y de 0.36 ± 0.03 % para el extracto de broza en metanol. Estos 

resultados muestran que la concentración de polifenoles que lograron ser extraídos de la 

broza de café pre y post fermentación no varía, lo que sugiere que el hongo no es capaz 

de metabolizar este tipo de moléculas, tales como los taninos; que como ya fue 

mencionado, son categorizados como un factor anti nutricional en la búsqueda del uso de 

la broza como suplemento alimenticio para animales, debido a que reduce la 

digestibilidad de este material. 

 

4.4. Análisis proximal y de digestibilidad de la curva preliminar de crecimiento en broza 

extraída con F. venenatum. 

La inoculación con F. venenatum en la broza extraída utilizada para la curva 

preliminar de crecimiento se realizó mediante la inyección en los sistemas de 

fermentación de 6 mL de suspensión de esporas del hongo a una concentración de 

1.84x108 esporas/mL. La determinación de esta concentración de esporas se realizó 

mediante un conteo de esporas, por duplicado, empleando una cámara de neubauer con 

cuadrantes de dimensiones de 1x1x0.1 mm de largo, ancho y profundidad 

respectivamente. Se tomaron como criterios de conteo, la medición en los cuatro 
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cuadrantes de las esquinas de la cuadrícula total de 3x3 de la cámara de neubauer y se 

contaron las esporas en cada pequeño cuadro de estos cuatro cuadrantes de cuadrículas 

de 4x4. Únicamente se consideraron, para el conteo de cada pequeño cuadro, aquellas 

esporas que estuviesen dentro de estos o que se ubicaran sobre el borde superior o el 

lateral izquierdo de los mismos. La Figura 9 corresponde al acercamiento en microscopio 

óptico de uno de estos cuadrantes de 4x4 y ejemplificando el criterio de conteo de cada 

pequeño cuadro.  

 

Figura 9. Criterio de conteo de esporas de cada cuadro de los cuadrantes de 4x4 de la cámara de neubauer. 

 

La fermentación se llevó a cabo en incubación a 25 ºC durante 60 días y se realizó un 

muestreo por triplicado cada 6 días, donde para cada muestreo la muestra fue autoclavada, 

secada, pesada y molida. En la Figura 10 se muestra la reducción de masa sufrida por la 

fermentación, respecto a los 20 g iniciales de broza seca contenidos en cada sistema de 

fermentación. Nótese como el porcentaje máximo de masa reducida al día 60 fue de un 

30 %, que representan 6 g menos de los 20 g iniciales en el día 0. Esta pérdida se da 

debido a que el microorganismo, dentro de sus procesos metabólicos, transforma parte 

de esta materia en productos gaseosos que se liberan al medio, como el CO2.
55 
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Figura 10. Reducción de masa (g) de broza extraída fermentada en fase sólida a 25 ºC con F. venenatum. 

 

Posteriormente, a cada una de estas muestras les fue realizado, por duplicado, un 

análisis proximal y de digestibilidad in vitro. El análisis proximal se compuso de la 

medición del contenido de proteína a partir del nitrógeno total por método Kjeldahl y del 

contenido de fibras, que abarcó la fibra neutro-detergente (FND), la fibra ácido-

detergente (FAD), la fibra soluble en ácido sulfúrico 72 % (FDAS), la lignina y las 

cenizas. Por otra parte, el porcentaje de digestibilidad in vitro se obtuvo a partir de la 

digestión de las muestras en licor ruminal. Por lo tanto, en total se realizaron 462 análisis, 

cuyos resultados se observan en la Figura 11 y la Figura 12. 
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Figura 11. Resultados del análisis de fibras y de digestibilidad in vitro, por metodología de Van Soest, de las 

muestras de broza extraída fermentadas en fase sólida a 25 ºC con F. venenatum. Representación del 

contenido presente en la masa remanente de broza post-fermentación en: A. porcentaje (%) y B. masa (g). 

 

La Figura 11A muestra el porcentaje asociado a cada una de las fracciones de fibra y 

al porcentaje de digestibilidad in vitro, respecto a la masa final de la muestra post 
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fermentación; mientras que la Figura 11B muestra la masa en gramos que representan 

cada uno de los porcentajes anteriores del total de masa remanente de la muestra post 

fermentación.  

Es importante resaltar como el porcentaje de FND desciende de un 50 % a un 30 %, 

lo cual representa una pérdida de 5 g en 60 días de fermentación; es decir, más del 83 % 

de los 6 g que fueron consumidos por el hongo del total de la muestra (Figura 10). La 

FND abarca principalmente compuestos como carbohidratos no fibrosos y almidones, 

que son en su mayoría nutrientes de bajo peso molecular o de más fácil acceso para el 

microorganismo, motivo por el que se observa esta priorización del consumo de los 

mismos respecto a otros nutrientes más complejos.56 El otro gramo restante de los 6 g 

totales consumidos, se encuentra distribuido entre la reducción de masa de la FAD y la 

FDAS. Observando el gráfico, la tendencia porcentual se mantiene constante en la FAD 

y aumenta un 5% para el día 60 en el caso de la FDAS; no obstante, al verificar sus 

comportamientos según sus proporciones en masa, la FND comienza a disminuir 

ligeramente a partir del día 30 y la FDAS a partir del día 50, resultando en una pérdida 

de 0.5 g en ambos casos. El aumento porcentual de FDAS se genera debido al descenso 

de la FND y FAD en etapas más tempranas de la fermentación.  

Caso similar ocurre con la lignina, que porcentualmente sufre un aumento de 15 %, al 

pasar de un valor inicial de 20 % en día 0 a un 35% en día 60; sin embargo, su cantidad 

en gramos se mantiene constante hasta el final de la fermentación. Esto se debe a que el 

hongo cuenta con un considerable poder celulolítico, pero carece de la producción de 

enzimas necesarias para degradar la lignina y por ende no podrá captar ni degradar esta 

molécula y emplearla como nutriente para su desarrollo.57 

Adicionalmente, se observa como a medida que aumenta la proporción porcentual de 

la lignina en la muestra, también desciende el porcentaje de digestibilidad in vitro. Los 

constituyentes de los forrajes alimenticios suelen estar constituidos de dos categorías 

principales: contenido celular como proteínas, azúcares y almidón; y los componentes 

estructurales de la pared celular, como la hemicelulosa, la celulosa y la lignina. Los 

primeros pueden ser fácilmente digeribles por las enzimas de las bacterias del licor 

ruminal, mientras que estos últimos no son completamente digestibles y el principal 

factor limitante es la lignina, dado que esta no es digerida y a su vez limita la digestión 
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de la hemicelulosa y la celulosa.58 Esto último explica el descenso del porcentaje de 

digestibilidad in vitro; considerando también como otro aspecto de peso, el que durante 

la fermentación con el hongo, gran parte de la FND fue consumida por el mismo, y en 

esta fracción se encuentran los nutrientes de más fácil acceso para las bacterias del rumen. 

Cabe resaltar que los forrajes alimenticios suelen estar calificados en tres categorías de 

calidad nutricional según su porcentaje de digestibilidad, siento este bajo en valores de 

menores o iguales a un 40 %, intermedio para valores cercanos a un 60 % y alto si estos 

se acercan o superan el 80 % de digestibilidad.30 Esto lo que indica es que la broza 

fermentada con F. venenatum con la metodología empleada, no cuenta con características 

consideradas positivas o de calidad para la nutrición de animales. 

Finalmente, el cambio en contenido proteico del material se vislumbra en la Figura 

12. Similar a lo ya discutido para la lignina, se observa un incremento de un 2% en la 

tendencia del porcentaje de proteína del día 0 al día 30; no obstante, al ajustar los valores 

porcentuales a su masa equivalente en la muestra, se ve que la tendencia se mantiene 

constante durante toda la fermentación. Esto lo que señala es que los niveles de nitrógeno 

no aumentan, ya que el microorganismo no fija al sistema el nitrógeno del entorno, por 

lo que, si se desea ver un aumento sustancial en el nivel de proteína, se debe suplementar 

el medio con alguna fuente de nitrógeno orgánico, como urea o peptona, o fuentes 

inorgánicas, como sales de amonio.  

 

 

Figura 12. Resultados del análisis de proteína a partir del nitrógeno total por método Kjeldahl, de la 

fermentación en fase sólida a 25 ºC de broza extraída con F. venenatum. 
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Por lo tanto, en vista de los resultados obtenidos para esta curva preliminar, se decidió 

replicar el proceso, pero esta vez suplementando la broza con un medio rico en nitrógeno 

y recortando el tiempo de fermentación de 60 a 30 días. 

 

4.5. Análisis proximal de las muestras recolectadas de la fermentación en fase sólida de broza 

extraída y broza sin extraer, suplementadas con nitrógeno. 

 

Para la inoculación de estas nuevas fermentaciones, se empleó una suspensión de 

micelio de F. venenatum en lugar de una suspensión de esporas, similar a la utilizada en 

la curva preliminar. El cambio se debió a que, pese a que la determinación de una 

concentración de esporas resulta un método más reproducible, cuenta con mucha 

inconsistencia respecto a si el sistema evita o no el desarrollo de las esporas a micelio. Se 

siguieron condiciones que propician la esporulación, tales como la incubación a 

temperatura de entre 25 y 30 ºC, exposición a luz UV-cercano por al menos 12 horas y 

12 horas de oscuridad, condiciones de pH de entre 5.5 y 7, y un bajo nivel de nutrientes;53 

no obstante, el resultado más frecuente fue el desarrollo de micelio o una muy baja 

concentración de esporas en suspensión. En vista de esto, se permitió que las esporas 

madurasen y se desarrollase una abundante cantidad de micelio en el medio, para luego 

homogenizarlo y poder contar con una suspensión del micelio triturado lo más 

homogénea posible. De esta manera, cada frasco fue inoculado con una cantidad 

determinada de peso de hongo por mililitro de suspensión de micelio inyectada dentro de 

los sistemas de fermentación. La concentración final de esta suspensión de micelio fue 

de 9.96 ± 0.45 miligramos de hongo por mililitro de suspensión.  

Se realizaron pruebas de crecimiento inoculando con 5 mL de suspensión de micelio 

en broza sin extraer y en múltiples ocasiones se observó un crecimiento apropiado del 

microorganismo. Esto resalta la pregunta de si esto se debe a la cantidad de inóculo 

utilizado o al estado de desarrollo de este, ya que en aquellas pruebas en las que la cafeína 

logró inhibir el crecimiento del microorganismo, la porción de hongo fue de apenas 0.5 

cm2 de micelio o con suspensión de esporas. Este aspecto no entra de los alcances de esta 

investigación; sin embargo, abre la puerta para trabajos futuros. 
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Se prepararon dos sistemas de fermentación distintos, uno con broza extraída y otro 

con broza sin extraer, ambos suplementados con un medio rico en nitrógeno e inoculados 

con 5 mL de la suspensión de micelio de F. venenatum; y de manera similar a la 

fermentación de la curva preliminar, en esta nueva fermentación se incubó el material a 

25 ºC durante un total de 810 horas (34 días), realizando muestreos por triplicado cada 3 

días, donde en cada muestreo se autoclavó, secó, pesó y molió cada muestra tomada. La 

Figura 13 muestra la reducción de masa sufrida por la fermentación, respecto a los 20 g 

iniciales de broza seca, extraída (Figura 13A) y sin extraer (Figura 13B), contenidos en 

cada sistema de fermentación.  

Nótese como el porcentaje máximo de masa reducida en la broza extraída fermentada 

a las 810 horas (día 34) fue similar al observado para la curva preliminar a día 30 (Figura 

10), de un 20 %; es decir, una pérdida de 4 g menos de los 20 g iniciales en el día 0. Por 

otro lado, las muestras fermentadas de broza sin extraer disminuyeron porcentualmente 

en un máximo de 28 % a las 810 horas; que representan 6 g consumidos de los 20 g 

iniciales. Esta diferencia entre las dos fermentaciones puede deberse a la presencia de 

más nutrientes de menor peso molecular y fácilmente consumibles para el hongo en la 

broza sin extraer. Adicionalmente, si se observan las barras de error, asociadas a la 

desviación estándar del promedio obtenido de cada triplicado de muestra analizada, se 

puede notar que existe una mayor consistencia o menos variación entre los datos 

obtenidos en la broza extraída, posiblemente debido a la carencia de cafeína; que por otro 

lado, sí está presente en las muestras de broza sin extraer y que presentan una mayor 

variación entre los triplicados analizados en cada muestreo. 
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Figura 13. Reducción de masa (g) de broza de café suplementada con nitrógeno y fermentada en fase sólida a 

25 ºC con F. venenatum. A. Broza extraída; B. Broza sin extraer. 

 

De igual forma, a cada una de las muestras de las dos fermentaciones anteriores les 

fue realizado, por duplicado, el análisis proximal, dando un total de 1008 análisis, cuyos 

resultados se observan en la Figura 14 y la Figura 15. La Figura 14A muestra el porcentaje, 

en la masa final de cada muestra de broza extraída fermentada, asociado a cada una de 

las fracciones de fibra y el de proteína por método Kjeldahl; mientras que la Figura 14B 

muestra la masa en gramos que representan cada uno de los porcentajes de la Figura 14A. 
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Esto mismo se ve representado en la Figura 15 A y B, pero para las muestras de broza sin 

extraer fermentadas. 

 

Figura 14. Resultados del análisis proximal de las muestras de broza, fermentadas en fase sólida a 25 ºC con 

F. venenatum en broza extraída y suplementada con N. Representación del contenido presente en la masa 

remanente de broza post-fermentación en: A. porcentaje (%) y B. masa (g) 
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Figura 15. Resultados del análisis proximal de las muestras de broza, fermentadas en fase sólida a 25 ºC con 

F. venenatum en broza sin extraer y suplementada con N. Representación del contenido presente en la masa 

remanente de broza post-fermentación en: A. porcentaje (%) y B. masa (g) 
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Como se esperaba, las tendencias de los resultados no varían respecto los observados 

en la curva preliminar. En ambos casos, tanto broza extraída como sin extraer, se observa 

un aumento en la proporción porcentual tanto de lignina como de proteína en las 

muestras; no obstante, su proporción en masa se mantiene constante durante toda la 

fermentación. No obstante, se distingue el consumo de la masa asociada a la FAD y 

FDAS en etapas más tempranas de la fermentación de broza extraída, mostrando una 

mayor afinidad por la fracción de FDAS; debido a que hay menos nutrientes presentes en 

la FND producto de la extracción con la que se pretrató la broza, por lo que el hongo se 

ve forzado a adquirir alimento de otras fracciones de fibra más complejas y que sí es 

capaz de degradar. Por otro lado, las muestras de broza fermentada sin extraer comienzan 

a mostrar indicios del consumo de FAD y FDAS a partir de las 400 horas (día 17) de 

fermentación, ya que cuentan con una mayor proporción de nutrientes de más fácil acceso 

en la FND respecto a las muestras fermentadas de broza sin extraer. Curiosamente, en las 

muestras de ambas fermentaciones, se detiene el consumo de FND a los 5 g remanentes 

de dicha fracción, ejemplificado más claramente en la Figura 14B donde este valor no 

disminuyó más a partir de las 400 horas. Esto sugiere, que el hongo no es capaz de 

degradar moléculas más complejas de esta fracción de fibra, sino que probablemente 

consume aquellas de bajo peso molecular como azúcares libres o almidones. Esta 

hipótesis se podría contrastar mediante una cuantificación de la composición de azúcares 

(glucosa, fructosa, etc) de un extracto acuoso de las muestras. 

Cabe resaltar que los valores de proteína fueron determinados empleando el método 

Kjeldahl, el cual mide el nivel de nitrógeno total en la muestra y que posteriormente se 

expresa como proteína al multiplicarlo por un factor de 6.25. Esta característica particular 

del método impide saber cuánta nueva proteína fue producida por el hongo, ya que no 

diferencia entre la que ya estaba presente en la broza o del nitrógeno que pueda ser 

suplementado. Por este motivo se debe realizar un  análisis de proteína complementario, 

que permita determinar la cantidad o la proporción de proteína generada por la conversión 

del nitrógeno no proteico suplementado, por parte del hongo. Esto último puede llevarse 

a cabo mediante una extracción alcalina de las muestras, donde se buscaría aislar la 

proteína del extracto por precipitación con ácido tricloroacético, luego redisolverla en 

buffer salino y finalmente cuantificarla por métodos tradicionales como Bradford o 
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Lowry. 59,60 Este último procedimiento se llevó a cabo para esta investigación; no obstante, 

hubo complicaciones que aún están pendientes de resolver para tener un resultado claro. 

Esto fue debido a la complejidad de la muestra, ya que los taninos presentes en la broza 

también se ven extraídos durante el proceso, y debido su capacidad para acomplejar 

proteínas, estos prevalecen en la proteína una vez precipitada; lo que genera interferencias 

en la lectura posterior de las muestras por Bradford. Por lo tanto, queda aún pendiente 

finalizar estos análisis, una vez corregido el método. 61 

 

4.6.Relación entre la digestibilidad y los componentes extraídos o no extraídos de la broza. 

 

Desafortunadamente, debido a problemas de coordinación con el laboratorio con el 

acceso a las vacas de las que se recolecta el licor ruminal y que cuentan con el 

instrumental para realizar el análisis; no se ha logrado realizar el análisis de digestibilidad 

in vitro de estas últimas muestras de broza suplementada con N y fermentada a 30 días. 

Sin embargo, no se espera que la tendencia de estos resultados varíe de la observada para 

la curva preliminar de broza fermentada a 60 días; donde la digestibilidad disminuyó 

considerablemente debido a la nula capacidad de F. venenatum para degradar la lignina. 

No obstante, estos resultados pretendían vislumbrar si la presencia de cafeína y taninos 

en las muestras fermentadas de broza “sin extraer”, provocaban una disminución aún 

mayor de la digestibilidad respecto a la observada en las muestras fermentadas de broza 

extraída. Por lo tanto, una vez obtenidos estos resultados, serán un añadido importante a 

las conclusiones de la presente investigación. 
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CAPÍTULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Los resultados recopilados en esta investigación indican que la fermentación de la 

broza de café en fase sólida con F. venenatum no influye positivamente en las 

propiedades nutricionales del material ni en su digestibilidad, principalmente debido a la 

incapacidad enzimática del microorganismo para alimentarse de la lignina de la broza y 

en su lugar, compite por los mismos nutrientes que requiere el consorcio microbiano del 

licor ruminal. 

Se observó que la concentración de cafeína presente en la broza supone un 

impedimento para el crecimiento adecuado del microorganismo con el que se desee 

fermentar el material. De igual manera, en vista de que la concentración de cafeína y de 

polifenoles totales no sufrió una variación considerable respecto a la broza pre y post 

fermentación, se sugiere que F. venenatum es incapaz de metabolizar tanto la cafeína 

como los taninos, o algún otro compuesto polifenólico de la broza.  

Es necesaria la suplementación de nitrógeno en el sustrato, de manera que el 

microorganismo pueda captarlo e incorporarlo en sus procesos metabólicos para la 

producción de micoproteína, dado que no es capaz de captarlo de su entorno y por ello 

los niveles de proteína no aumentarían. Adicionalmente, el método Kjeldahl no es el 

procedimiento más adecuado para la determinación de proteína para este estudio, ya este 

cuantifica su valor en base al contenido de nitrógeno total, tomando en cuenta el nitrógeno 

ya presente inicialmente en la broza y el que pueda ser suplementado, sin lograr 

diferenciar cuánta proteína nueva fue producida realmente por el hongo al captar el 

nitrógeno del sustrato. Por ello es necesario complementar este análisis con otra 

metodología, tal como la realización de una extracción alcalina del material, en la que se 

vería extraída la proteína, y posteriormente, esta se precipitaría empleando ácido 

tricloroacético, excluyendo así otros interferentes no proteicos. Esto permitiría aislar la 

proteína y, al redisolverla en buffer salino, cuantificarla por métodos tradicionales, como 

Bradford o Lowry.  

Si bien, en un principio la selección de F. venenatum para la fermentación fue bajo el 

criterio del elevado contenido proteico de su biomasa y que no existen estudios de su uso 

en la fermentación de desechos agroindustriales como el café; en vista de los resultados 

obtenidos, este no es un buen candidato para la fermentación de la broza, dado que carece 
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de la capacidad de producción de enzimas exógenas capaces de degradar lignina. Como 

opción a sustituir a Fusarium venenatum, se pueden evaluar hongos de pudrición blanca 

como el Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus (ostra) o Lentinula edodes (shitake), 

los cuales se han reportado en otros estudios para el tratado de desechos 

lignocelulósicos.62–64 No obstante, un factor limitante continúa siendo la ingesta de FND 

por parte del hongo que se utilice, ya que en esta fracción se encuentran los nutrientes de 

más fácil acceso (azúcares, almidones, pectinas, etc) tanto para este microrganismo, como 

para las bacterias del licor ruminal; y al remover dichos nutrientes, posibilita que se den 

disminuciones en la digestibilidad del material. Entre las alternativas que se pueden 

sugerir a este problema destacaría el evitar realizar una fermentación directa en fase 

sólida con el microorganismo y en su lugar, producir un caldo enzimático de enzimas 

lignocelulolíticas mediante el cultivo controlado en biorreactor de un hongo que produzca 

este tipo de enzimas exógenas. Esto permitiría que las enzimas entren en contacto con el 

sustrato, que degraden el material complejo de su pared celular en moléculas de menor 

peso molecular y por ende, que sea más fácilmente digerible para el organismo que lo 

consuma; esto sin resultar en el inconveniente de que el hongo consuma primero los 

nutrientes más fácilmente accesibles que eventualmente requeriría la biota del animal. 

Por lo tanto, los resultados de esta investigación abren muchas puertas en la línea de 

investigación del aprovechamiento de residuos agroindustriales tanto en el LIB como el 

LADIP de la UNA, y plantea ideas de proyectos futuros con miras a generar un 

considerable valor agregado en un abundante residuo agroindustrial del país, como lo es 

la broza de café. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Curvas de calibración 

 

 

Figura 16. Curva de calibración de cafeína obtenida por absorbancia a 280 nm en HPLC-DAD. Datos 

obtenidos con el software Chromeleon © Dionex versión 7.2.9.11323. 
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Figura 17. Curva de calibración de ácido gálico por absorbancia en microplacas por el método de Folin-

Ciocalteu. 

 

Anexo 2. Ecuaciones utilizadas en los análisis 

A. Determinación de concentración de esporas por conteo en cámara de neubauer 

 

[𝐗] = PEC ×
1 cuadrante

(L × A × P)
×

1000 mm3

1 cm3
×

1 cm3

1 mL
× FD 

Donde: 

[X] = Concentración de esporas de la suspensión (esporas/mL) 

PEC = Promedio de esporas contadas por cuadrante 

L = Largo de cuadrante (mm) 

A = Ancho de cuadrante (mm) 

P = Profundidad de la cámara de neubauer (mm) 

FD = Factor de dilución de la suspensión de esporas 
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B. Porcentaje de materia seca 

𝐌𝐒 =  (
M105℃

M1
) × 100 

Donde: 

MS = Porcentaje de materia seca de la muestra (%) 

M105ºC = Masa de la muestra post secado a 105 ºC (g) 

M1 = Masa medida de muestra fresca (g) 

 

 

C. Porcentaje de FND 

BpFND =  BC1 − BFND  

MFND = MpFND − BV1 − BpFND 

% 𝐅𝐍𝐃 =  (
(M1 × MS) − MFND

M1 × MS
) × 100 

Donde: 

BC1 = Masa de bolsa ANKOM F57 vacía usada como control (g) 

BFND = Masa registrada de la bolsa control vacía ANKOM F57 post FND (g) 

BpFND = Pérdida de masa de bolsa control vacía ANKOM F57 post FND (g) 

MFND = Masa muestra post FND (g) 

MpFND = Masa registrada de “muestra + bolsa ANKOM F57” post FND (g) 

BV1 = Masa de bolsa ANKOM F57 vacía usada para la muestra (g) 

M1 = Masa medida de muestra fresca (g) 

MS = Porcentaje de materia seca de la muestra (%) 
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D. Porcentaje de FAD 

BpFAD =  BFND − BFAD  

MFAD = MpFAD − BV1 − (BpFND + BpFAD) 

% 𝐅𝐀𝐃 =  (
MFND − MFAD

M1 × MS
) × 100 

Donde: 

BFND = Masa registrada de la bolsa control vacía ANKOM F57 post FND (g) 

BFAD = Masa registrada de la bolsa control vacía ANKOM F57 post FAD (g) 

BpFAD = Pérdida de masa de bolsa control vacía ANKOM F57 post FAD (g) 

MpFAD = Masa registrada de “muestra + bolsa ANKOM F57” post FAD (g) 

BV1 = Masa de bolsa ANKOM F57 vacía usada para la muestra (g) 

BpFND = Pérdida de masa de bolsa control vacía ANKOM F57 post FND (g) 

MFAD = Masa muestra post FAD (g) 

MFND = Masa muestra post FND (g) 

M1 = Masa medida de muestra fresca (g) 

MS = Porcentaje de materia seca de la muestra (%) 
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E. Porcentaje de FDAS 

BpFDAS =  BFAD − BFDAS  

MFDAS = MpFDAS − BV1 − (BpFND + BpFAD + BpFDAS) 

% 𝐅𝐃𝐀𝐒 =  (
MFAD − MFDAS

M1 × MS
) × 100 

Donde: 

BFAD = Masa registrada de la bolsa control vacía ANKOM F57 post FAD (g) 

BFDAS = Masa registrada de bolsa control vacía ANKOM F57 post FDAS (g) 

BpFDAS = Pérdida de masa de bolsa control vacía ANKOM F57 post FDAS 

(g) 

MpFDAS = Masa registrada de “muestra + bolsa ANKOM F57” post FDAS 

(g) 

BV1 = Masa de bolsa ANKOM F57 vacía usada para la muestra (g) 

BpFND = Pérdida de masa de bolsa control vacía ANKOM F57 post FND (g) 

BpFAD = Pérdida de masa de bolsa control vacía ANKOM F57 post FAD (g) 

MFAD = Masa muestra post FAD (g) 

MFDAS = Masa muestra post FDAS (g) 

M1 = Masa medida de muestra fresca (g) 

MS = Porcentaje de materia seca de la muestra (%) 
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F. Porcentaje de lignina por corrección con cenizas 

 

% 𝐋𝐢𝐠𝐧𝐢𝐧𝐚 = (
MFDAS − MC − 𝐵𝑝𝐶

M1 × MS
) × 100  

 

% 𝐂𝐞𝐧𝐢𝐳𝐚𝐬 =  (
MC − 𝐵𝑝𝐶

M1 × MS
) × 100  

Donde: 

MFDAS = Masa muestra post FDAS (g) 

MC = Masa de cenizas de muestra post calcinación (g) 

BpC = Masa de cenizas de bolsa control vacía ANKOM F57 post calcinación 

(g) 

M1 = Masa medida de muestra fresca (g) 

MS = Porcentaje de materia seca de la muestra (%) 

 

G. Porcentaje de digestibilidad in vitro 

BpD =  BC2 − BD  

% 𝐃𝒊𝒏 𝒗𝒊𝒕𝒓𝒐 =  100 − (
(M1 × MS) − MpD − 𝐵𝑉2 − BpD

𝑀1 × 𝑀𝑆
) × 100 

Donde: 

BC2 = Masa de bolsa ANKOM F57 vacía usada como control (g) 

BD = Masa registrada de la bolsa control vacía ANKOM F57 post 

digestibilidad in vitro (g) 

BpD = Pérdida de masa de bolsa control vacía ANKOM F57 post 

digestibilidad in vitro (g) 
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MpD = Masa registrada de “muestra + bolsa ANKOM F57” post 

digestibilidad in vitro (g) 

BV2 = Masa de bolsa ANKOM F57 vacía usada para la muestra (g) 

MC = Masa de cenizas de muestra post calcinación (g) 

M1 = Masa medida de muestra fresca (g) 

MS = Porcentaje de materia seca de la muestra (%) 

 

H. Porcentaje de proteína por método titulométrico (Kjeldahl): 

 

% 𝐏𝐫𝐨𝐭𝐞í𝐧𝐚 =  (
14.007

g
mol

× (VA − VB) ×
1 L

1000 mL × CA

M1 × MS
) × 100 × 6.25  

Donde: 

VA = Volumen consumido de ácido por la muestra (mL) 

VB = Volumen consumido de ácido por el blanco (mL) 

CA = Concentración del ácido de titulación (mol/L) 

M1 = Masa medida de muestra fresca (g) 

MS = Porcentaje de materia seca de la muestra (%) 


