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Resumen 

 

 

La pulpa de café es un subproducto obtenido como desecho principal en el proceso del 

beneficiado húmedo del café. Existen compuestos bioactivos que pueden ser extraídos de la 

pulpa de café deshidratada (PDH) para dar un valor agregado a este desecho. Se realizó un 

pretratamiento a la PDH donde se obtuvo un extracto líquido y un sustrato sólido. El extracto 

líquido se utilizó como medio de cultivo y fue suplementado con diferentes nutrientes.  

PDH + glucosa y PDH + triptona presentaron mejores cinéticas de crecimiento en microplaca 

con S. cerevisiae y B. subtilis, respectivamente. A nivel de matraz la DO máx para ambos 

microorganismos se presentó en el medio PDH + Extracto de levadura. S. cerevisiae presentó un 

consumo de glucosa de 24.76 g/L en el medio de PDH + Glucosa y B. subtilis consumió  

60.92 g/L de sacarosa en el medio puntilla de arroz. El extracto sólido se utilizó para extraer y 

cuantificar polifenoles totales y para realizar una extracción y caracterización del material 

lignocelulósico. La mayor concentración de polifenoles totales se obtuvo con el método de 

maceración para tres mezclas acuosas de solventes orgánicos: etanol, metanol y acetona. La 

mezcla acuosa de acetona presentó la mayor cuantificación de polifenoles totales,  

6.062 mg EAG/g de PDH. En la caracterización del material lignocelulósico de la PDH se 

obtuvo un 17.3% de lignina, 28% de hemicelulosa, 41.1% de celulosa y 0.7% de cenizas. La 

PDH puede utilizarse como medio de cultivo para la obtención de biomasa microbiana y lograr 

obtener metabolitos secundarios, además como fuente para extraer compuestos bioactivos como 

los polifenoles totales utilizados como antioxidantes, además de material lignocelulósico, el cual 

puede ser utilizado como materia prima para realizar aislantes, pegamentos, empaques, entre 

otros.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

1 
 

1. Introducción 

 

 

 La pulpa de café es uno de los principales subproductos de los cultivos agroindustriales 

del país, es procesada y utilizada en su mayoría como abono orgánico. Actualmente gracias a la 

aplicación de procesos biotecnológicos y a la composición química de la pulpa de café, puede ser 

aprovechada en la obtención de multiproductos con valor agregado. Los azúcares fermentables, 

los compuestos fenólicos totales y el material lignocelulósico, son ejemplos de componentes que 

se pueden obtener a partir de la pulpa de café. Los componentes mencionados anteriormente son 

extraídos de la pulpa de café con el fin de realizar un manejo adecuado del residuo y otorgarle 

valor agregado, así como disminuir la contaminación ambiental causada por dicho subproducto 

del beneficiado del café. 

 

 

1.1. Antecedentes 

 

 

La expansión de los cultivos agrícolas ha acelerado paralelamente el volumen de las 

emisiones y los residuos generados por esta actividad, constituyendo un serio problema a nivel 

mundial (Caicedo, Ortiz y Valderrama, 2022). Los subproductos son bienes secundarios 

obtenidos en un proceso industrial, los cuales son comercializados por poseer un valor 

económico (Salomé-Martínez y Jaramillo-Gamboa, 2023). Desde los años 70’s los profesionales 

en biotecnología han dirigido sus estudios al aprovechamiento de los residuos a través de 

procesos biotecnológicos. El desarrollo de dichos procesos tiene la finalidad de conservar, 

desintoxicar y reutilizar o reciclar los residuos agrícolas. Además, permiten obtener productos 

que posteriormente serán utilizados en otros procesos industriales (Casas-Martínez,  

Fuquen-Fúquene, Goméz-Rodríguez, 2022). La fermentación de azúcares llevada a cabo por 

microorganismos es uno de los procesos industriales mencionados, mediante los cuales se 

pueden generar productos biotecnológicos (Cadena y Córdoba, 2022). Dentro de los productos se 

encuentran vitaminas, enzimas, biocombustibles, biofertilizantes, aminoácidos, ácidos orgánicos, 

antibióticos, suplementos alimenticos, biopolímeros, entre otros (Rojas y Hernández, 2022). 
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Debido a la demanda de los subproductos agrícolas surge la alternativa de generar 

multiproductos valorizables a partir de un mismo subproducto. Las plantas multiproducto 

encargadas de la producción de bioproductos cuentan con instalaciones que permiten la 

optimización de procesos, decrecen los costos de las inversiones de productos nuevos, lo que 

facilita una inserción rápida en el mercado (Apezteguía-Rodríguez et al., 2020).  

 

 

La biomasa lignocelulósica proveniente de cultivos como caña de azúcar, palma y banano 

es empleada como materia prima en procesos de conversión química, térmica y biológica para 

producir energía, bioetanol, biogás, carbón, bioproductos, entre otros (Clauser, 2019). Sin 

embargo, en estos procedimientos se obtienen subproductos que serán utilizados posteriormente 

en procesos multiproducto para obtener productos químicos verdes. Tal es el caso de la celulosa 

y la hemicelulosa, que son subproductos formados a partir del bagazo de caña de azúcar en la 

producción de bioetanol.  El glicerol es otro ejemplo de subproducto obtenido en la producción 

de biodiesel. Este puede adquirir valor económico al emplearse en procesos fermentativos 

(Mora-Villalobos et al., 2020; Santos, 2020).  

 

 

El proyecto Valorisation of Biorefinery By-Products (Valor-Plus) desarrollado en el 

período del 2013-2017 por la Asociación Española de Bioempresas (Asebio), es un ejemplo de 

aplicación de métodos biotecnológicos para convertir subproductos de la biorrefinería en 

bioproductos. En este proyecto se valorizó la hemicelulosa, la lignina y el glicerol, obteniendo a 

partir de estos compuestos prebióticos, bioplásticos y ácido láctico, respectivamente. Además, 

mejoró la eficiencia económica y productiva, disminuyendo el deterioro ambiental gracias al uso 

completo de la biomasa (Asebio, 2018).  

 

 

Por su parte, en la mayoría de los países donde la agricultura es una de las actividades 

económicas principales se generan numerosas cantidades de residuos. Las toneladas de pulpa de 

café que se obtienen al procesar este cultivo por el beneficiado húmedo son un ejemplo de esta 

situación (Díaz, 2022). La pulpa de café tradicionalmente es utilizada para producir fertilizantes, 
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compost y en la alimentación del ganado por su alto valor nutricional (Flórez y Rosales, 2018). 

Sin embargo, estas aplicaciones solo usan cierta parte de los desechos disponibles a partir de la 

pulpa. Esto debido al contenido de cafeína, taninos y polifenoles, los cuales a concentraciones 

elevadas son tóxicos tanto para los animales como para el ambiente (Serna-Jiménez et al., 2018) 

Para contrarrestar estos efectos tóxicos se ha aplicado la desintoxicación de la pulpa. Este 

proceso garantiza la obtención de productos fermentados con un menor impacto ambiental, con 

aplicaciones potenciales y con valor añadido (Santos et al., 2020). En este sentido,  

Santos et al. (2020) en su investigación en Francia realizaron una fermentación alcohólica como 

pretratamiento para desintoxicar la pulpa de café antes de reutilizarla en la agricultura. Este 

proceso permitió obtener un 50 % menos de cafeína en los residuos de la pulpa, además, se 

registró un 64 % menos de pulpa considerada como desecho.  

  

 

Se ha demostrado que la pulpa de café constituye un sustrato con potencial industrial 

gracias a la obtención de diferentes bioproductos valorizables. Tal es el caso de Nguyen et al., 

(2017) quienes desarrollaron un proceso multiproducto para obtener D-manosa y bioetanol a 

partir de residuos de café. Diversos investigadores a nivel mundial han empleado la pulpa de café 

en procesos biotecnológicos para obtener diferentes productos con valor agregado como azúcares 

fermentables, compuestos fenólicos totales y lignina. En el cuadro 1 se muestran algunos 

estudios en los que se obtuvieron los productos antes mencionados.  
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Cuadro 1. Productos con valor agregado obtenidos a partir de pulpa de café deshidratada 

Producto  Metodología empleada Resultados obtenidos Bibliografía 

Azúcares 

fermentables 

Se utilizó Bacillus coagulans para 

fermentaciones en biorreactores a 

escalas de laboratorio (2 L) y piloto 

(50 L) para producir ácido láctico a 

partir de hidrolizados de pulpa de café. 

- Recuperación del 70 a 80 % de los 

azúcares fermentables disponibles. 

- Azúcares fermentables 

recuperados: glucosa 20 g/L, xilosa 

15 g/L, sacarosa 6-11 g/L y 

arabinosa 6-10 g/L 

Pleissner et al., 

2016. 

Se cuantificó la concentración de 

azúcares reductores al inicio y al final 

de fermentaciones alcohólicas con 

extractos de pulpa de café y 

Saccharomyces cerevisiae. 

- Concentración de azúcares 

reductores: 89.51 g/L al inicio y 

72.46 g/L al final de la 

fermentación.  

- Consumo de azúcares reductores: 

17.05 g/L. 

Castillo et al., 

2018. 

Polifenoles 

totales 

Se realizaron extracciones acuosas a 

seis muestras de pulpa seca de 

diferentes variedades y a una bebida 

comercial producida en Suiza llamada 

Cáscara.  

Variedad de café Borbón del Congo 

con 9.17 mg equivalentes de ácido 

gálico (EAG) / g de materia seca.  

Heeger et al., 

2017. 

Se realizaron extracciones simples con 

mezclas de etanol: agua al 15:85 y 

20:80 para extraer polifenoles totales. 

Se obtuvieron 26 ± 4 mg GAE / g 

de materia seca de polifenoles 

totales. 

Ramón-

Gonçalves et 

al., 2019. 

Lignina Se realizó una caracterización 

fisicoquímica de residuos 

agroindustriales de cascarilla de arroz 

y de café y se analizaron los 

porcentajes de lignina. 

Se obtuvo un valor experimental de 

15.93 % de lignina. 

Arias y 

Meneses, 

2016. 

Se utilizaron residuos agrícolas 

provenientes de cinco tipos de plantas: 

piña, café, henequén, candelilla verde 

y tule, para determinar el rendimiento 

porcentual de lignina.  

El café obtuvo el mayor porcentaje 

de lignina con un 45.39 %, más alto 

que el reportado para las coronas de 

piña (30.91 %). 

Moreno et al., 

2015.  

Se utilizó un tratamiento ácido y uno 

alcalino para la deslignificación 

utilizando pulpa de café.  

Se obtuvo un porcentaje de lignina 

para el tratamiento ácido y alcalino 

de 42.5 y 40.7 %, respectivamente. 

Castillo et al., 

2018.  

Fuente: Elaboración propia 
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En Costa Rica la mayoría de los residuos agrícolas orgánicos producto de los cultivos de 

arroz, caña de azúcar, piña, palma africana, banano y café son empleados en abonos orgánicos 

para el suelo, a nivel energético y como sustrato en alimentos para animales (Hernández-

Chaverri y Prado, 2018). Según Chacón (2014) la mayoría de los estudios realizados en el país 

que utilizan residuos de pulpa de café se enfocan en el uso de esta biomasa para el composteo y 

como generadora de energía debido a su potencial renovable. Para brindar otras alternativas al 

uso de estos desechos en la línea energética, en el 2013 se creó el proyecto “Uso de los residuos 

agrícolas orgánicos como fuente de energía: aprovechamiento de recursos y reducción de gases 

de efecto invernadero”, entre el Ministerio de Agricultura y Ganadería de Costa Rica y la 

Fundación FITTACORI (Coto, 2013). 

 

 

Sin embargo, en los últimos años se han desarrollado métodos más eficientes que generen 

mayores fuentes económicas en el uso de este subproducto. Rojas (2015) utilizó residuos de café 

como sustrato para la producción de biogás en un biodigestor anaerobio semicontinuo. Obtuvo 

un porcentaje de lignina presente en la pulpa con un rendimiento de 35.8 %, valor que se puede 

considerar como eficiente en cuanto a la obtención de este compuesto, ya que es bastante alto 

comparado con los reportados en rastrojos de maíz (18.6%), boñiga (4.6%) y gallinaza (4.6%).  

Además, Jiménez (2016) desarrolló un análisis cromatográfico para cuantificar compuestos 

polifenólicos como el ácido cafeico, el ácido ferúlico y el ácido 5-cafeoilquínico. En sus 

resultados se reportaron porcentajes de recuperación en la pulpa seca de 99.0 %, 76.4 % y  

77.7 %, respectivamente. A pesar de todos los esfuerzos e investigaciones realizadas hasta el 

momento, no existen registros amplios sobre la obtención de multiproductos a partir de la pulpa 

de café en el país, como sí se ha evidenciado para la caña de azúcar. 

 

 

El uso de la pulpa de café para la obtención de productos múltiples es una alternativa 

viable. Debido a que garantiza la optimización de procesos, reduce el deterioro ambiental y se 

vuelve económicamente rentable en el mercado. Por esta razón, se considera de suma 

importancia ampliar las investigaciones en las que se utilice la pulpa de café como materia prima 

en procesos biotecnológicos y químicos para la obtención de productos múltiples.   
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1.2. Justificación  

 

  

En Costa Rica la mayoría del café es procesado por la vía húmeda, en este proceso se 

remueve la pulpa de las cerezas de café para posteriormente limpiar y clasificar los granos 

(Gómez, 2019). Durante el proceso húmedo se da origen a diversos subproductos del café 

considerados como residuos dentro de los cuales se encuentra la pulpa de café (Janissen y 

Huynh, 2018). Se estima que sólo un 9 % del volumen total de la fruta es utilizado en la 

producción de la bebida, el volumen restante es clasificado como subproducto. La pulpa de café 

equivale al 40 % en peso seco de la fruta (Terán et al., 2023). Según el ICAFE (2015) por cada 

fanega1 de café procesada en el país se producen 105 kg de pulpa de café. En la producción de 

150 fanegas que equivalen aproximadamente a 36 m3, se producen alrededor de 15 782 kg de 

pulpa. Además, se estima que por cada kg de cerezas de café se obtienen aproximadamente 430 g 

de pulpa de café (Heeger et al., 2017).  

 

 

Los residuos provenientes del despulpado y traslado del café utilizando agua producen 

alrededor del 72 % de la contaminación total generada por este desecho y el 28 % es producto de 

las mieles obtenidas en el lavado del café (Terán et al., 2023). Dichos residuos provocan un 

deterioro en la calidad del suelo y en las aguas residuales que posteriormente pueden llegar a los 

ríos. Lo anterior se debe a los compuestos bioactivos presentes en la pulpa de café que pueden 

causar problemas ecotoxicológicos (Rosas, 2019). Además, presentan una degradación biológica 

difícil e incrementan las emisiones de gases de efecto invernadero. Algunos de los compuestos 

bioactivos constituyentes de la pulpa de café pueden ser fitotóxicos, afectando la germinación de 

semillas y el crecimiento de las plantas (Janissen y Huynh, 2018). 

 

 

Cuando los residuos del despulpado y las aguas mieles llegan a los cuerpos de agua los 

microorganismos presentes generan una demanda de oxígeno mayor para poder descomponer 

dichos residuos. Además, por el exceso de nutrientes se produce eutrofización, imposibilitando la 

 
1 Una fanega de café equivale a 20 cajuelas, aproximadamente 253 Kg de café fruta. Una cajuela representa entre 11 

y 13 kg de café. (ICAFE, 2015) 
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vida de los organismos en estos ecosistemas por los bajos niveles de oxígeno (Serna-Jiménez, 

2018). Las altas concentraciones de materia orgánica presentes en los cuerpos de agua receptores 

ocasionan un aumento en la Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO) y en la Demanda Química 

de Oxígeno (DQO) afectando el equilibrio en los ecosistemas acuáticos (Magoni et al., 2018).  

Según La Gaceta 55, Alcance 8, decreto N.º 33601-MINAE-S (2007) los límites máximos 

permisibles para las aguas residuales producto del beneficiado de café en Costa Rica son: para 

DBO 700 mg/L, para DQO 1400 mg/L y para Sólidos Suspendidos Totales (SST) 500 mg/L. 

Fernández y Springer (2008) realizaron mediciones de estos parámetros en los ríos Grande y 

Cacao, Alajuela, Costa Rica, donde tres beneficios vierten las aguas tratadas a dichos ríos. Para 

DBO obtuvieron 1570 mg/L, mientras que para DQO 3860 mg/L y para SST 5814 mg/L, todos 

estos parámetros se encuentran por encima de los valores permitidos por el Ministerio de 

Ambiente y Energía de Costa Rica (MINAE).  

 

 

A pesar de los problemas ambientales que genera la pulpa de café si se vierte a cielo 

abierto, esta tiene el potencial de ser materia prima gracias a los componentes bioactivos y 

químicos que posee (Serna-Jiménez et al., 2018). La pulpa de café es rica en nutrientes como 

azúcares reductores, cafeína, proteínas y fibras, además, cuenta con elementos como nitrógeno, 

fosforo, potasio, calcio, sodio, magnesio, hierro, entre otros. Los compuestos fenólicos totales 

constituyen otro grupo de interés presente en la pulpa. Dentro de este se encuentran polifenoles, 

ácidos clorógenicos y cafeicos y taninos (Fierro-Cabrales et al., 2018). 

 

 

Por su parte, para manejar adecuadamente este residuo agrícola se ha puesto énfasis en la 

biotecnología. La Organización para la Cooperación y Desarrollo Económico (OCDE) define la 

biotecnología como “la aplicación de la ciencia y la tecnología a los organismos vivos, sus 

productos o modelos, para alterar materiales vivos o muertos para la producción de 

conocimiento, bienes y servicios” (OCDE, 2002). Esta ciencia a través de los años se ha 

desarrollado en diferentes áreas, desde la salud, los procesos industriales, el medio ambiente, la 

agricultura, entre otros. Aunado a esto, se considera que con la inserción de la biotecnología 

industrial y sus aplicaciones se ha logrado desarrollar nuevos productos, optimizar procesos ya 
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existentes y reducir el impacto ambiental, gracias al uso de materias primas renovables (Iglesias-

Osores, 2020). Por su parte, la biotecnología ambiental ayuda a disminuir o contrarrestar los 

efectos de actividades industriales percibidos en el medio ambiente (Cardoso y Gouttefanjat, 

2022). El tratamiento de residuos, por ejemplo, es una aplicación que pone en práctica los 

alcances tanto de la biotecnología industrial como de la ambiental. Con la conversión de 

desechos y residuos agrícolas, se disminuye la contaminación ambiental y se genera una serie de 

productos a partir de la biomasa completa (Vargas y Pérez, 2018). Tal es el caso del uso de la 

pulpa de café, uno de los subproductos sólidos de la industria cafetalera.  

 

 

 La mayoría de los compuestos antes mencionados que constituyen la pulpa de café 

pueden ser extraídos y utilizarse como materia prima en la obtención de multiproductos. Estos 

productos poseen un interés biotecnológico y posteriormente pueden ser utilizados en 

procedimientos industriales (Pillaca, 2023). Estos procesos están relacionados con las industrias 

farmacéutica y alimentaria principalmente (Serna-Jiménez et al., 2018).  Los compuestos 

fenólicos tienen una función antioxidante natural, la cual impide el daño de tejidos generado por 

los radicales libres causando daño oxidativo en las células (Siqueira-Palmeri, et al., 2018) y 

provocando enfermedades cardiovasculares como por ejemplo la presión arterial, inflamatorias, 

neurodegenerativas y hepáticas (Martínez-Alemán et al., 2019). Los compuestos fenólicos, 

principalmente el ácido clorogénico se encuentra en mayor proporción en la pulpa de café  

(42.2 % de los compuestos fenólicos totales). El ácido clorogénico puede utilizarse como materia 

prima en la producción de colorantes, además se ha utilizado en la industria alimentaria y 

cosmética para la formulación de diferentes productos gracias a sus ingredientes bioactivos. El 

ácido clorogénico que se comercializa para dichas aplicaciones se encuentra en cantidades de 

250 mg y 1 y 5 g con un precio de 35.47, 126.18 y 390.43 dólares estadounidenses, 

respectivamente (Sigma-Aldrich, 2020). Los polifenoles poseen también función antimicrobiana, 

la cual ha sido poco estudiada hasta el momento. Sin embargo, se ha demostrado que el ácido 

quínico, el ácido málico, los ácidos clorogénicos y la cafeína son los principales compuestos 

presentes en la pulpa de café que muestran un efecto antimicrobiano contra Staphylococcus 

aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli 

(Chaves-Ulate y Esquivel-Rodríguez, 2019).  
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Por su parte, en la industria alimentaria se emplean los azúcares fermentables extraídos de 

la pulpa de café. Estos son empleados en la obtención de ácido butírico, ácido láctico y etanol. 

Estos dos últimos son utilizados en la producción de productos lácteos y de vinos y cervezas, 

respectivamente (Arteaga y Casiano, 2018). Además, en algunos casos la pulpa de café ha sido 

aprovechada en la producción de biocombustibles. Al ser un residuo agrícola lignocelulósico 

permite la obtención de bioetanol, biobutanol y biogás. La pulpa de café constituye una fuente de 

energía renovable por lo que disminuye la emisión de gases de efecto invernadero, siendo 

amigable con el medio ambiente (Burgos-Arcos y Sablón-Cossío, 2022). Adicionalmente a partir 

de este residuo se extrae la lignina, la cual es utilizada en la producción de papel, de dispersantes 

para cemento, polimezclas, adhesivos, como materia prima en la producción de compuestos 

químicos como vainillina, endulzante xilitol, entre otros (Mendoza, 2016). La lignina tipo Kraft 

es utilizada para obtener compuestos químicos de base aromática y biocombustibles. Este 

producto en el mercado se comercializa en presentaciones de 100 y 500 gramos con un precio de 

62.49 y 216.64 dólares estadounidenses, respectivamente (Sigma-Aldrich, 2020).   

 

 

Por lo tanto, el propósito de este trabajo consiste en la búsqueda de alternativas para el 

aprovechamiento completo de la pulpa de café. Las cuales van dirigidas a la obtención de 

multiproductos con valor agregado a partir de las toneladas de pulpa de café que se procesan a 

través del beneficiado húmedo en el país. El uso completo de este residuo permitiría la obtención 

de una gran variedad de productos biotecnológicos a partir del desarrollo tecnológico mediante el 

fraccionamiento y la conversión de esta biomasa a diversos productos. 

 

 

1.3. Planteamiento del problema a investigar 

 

 

Debido a la gran cantidad de pulpa de café producida por la vía del beneficiado húmedo, 

sus limitadas aplicaciones, los componentes presentes en la pulpa de café y el uso de procesos 

biotecnológicos en el aprovechamiento de desechos agrícolas, surge la siguiente pregunta: 
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¿Cómo desarrollar un proceso multiproducto para obtener productos con valor agregado a partir 

de la pulpa de café (Coffea arabica L.) deshidratada? 

 

 

1.4. Objetivos  

 

 

1.4.1. Objetivo general 

 

 

Desarrollar a nivel de prueba de concepto un proceso multiproducto a partir de la pulpa de café 

(Coffea arabica L.) deshidratada mediante la aplicación de procesos biotecnológicos y químicos 

para la obtención de productos con valor agregado. 

 

 

1.4.2. Objetivos específicos   

 

 

1. Determinar la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y de Bacillus subtilis 

en extractos de pulpa de café deshidratada.  

2. Cuantificar la cantidad de polifenoles totales presentes en la pulpa de café deshidratada 

mediante el método colorimétrico Folin-Ciocalteu. 

3. Determinar la cantidad de lignina purificada presente en la pulpa de café deshidratada 

mediante extracciones alcalinas.   
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2. Marco Metodológico 

 

 

2.1. Objeto de estudio 

 

 

Esta investigación se realizó con residuos de pulpa de café (Coffea arabica L.) 

deshidratada obtenidos a partir de granos procesados por la vía húmeda. Estos residuos los 

proporcionó la cooperativa CoopeTarrazú R. L., ubicada en el cantón de Tarrazú, San José, 

Costa Rica. Esta es una cooperativa de caficultores que se dedica a procesar y vender café 

producido de forma sostenible, por lo que generan numerosos sacos de residuos de pulpa de café. 

Según el ICAFE (2015) por cada fanega de café procesada se producen aproximadamente  

105 kg de pulpa de café, para la cosecha del periodo 2022/2023 se generaron aproximadamente 

200 mil toneladas de pulpa de café.    

 

 

2.2. Área de estudio 

 

 

La investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de la Unidad de Bioprocesos del Centro 

Nacional de Innovaciones Biotecnológicas (CENIBiot) el cual pertenece al Centro Nacional de 

Alta Tecnología (CeNAT-CONARE) San José, Costa Rica. El CENIBiot trabaja en el 

escalamiento de procesos biotecnológicos con el objetivo de potenciar el desarrollo de la 

biotecnología en la región.  

 

 

 2.3. Diseño de la investigación 

 

 

En el marco de la definición de procesos multiproducto mencionada anteriormente. La 

presente metodología se inició a partir de la pulpa de café deshidratada (PDH), de manera que se 
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siguió un proceso integrado para obtener diversos productos con valor agregado a partir de esta 

misma biomasa.  

 

 

Del material brindado por la cooperativa aproximadamente 12 kg se secaron en horno a  

60 °C en bandejas de aluminio por 48 horas, posteriormente la PDH seca fue molida a 2 mm en 

un molino de cuchillas en el Laboratorio de Investigación y Tecnología de Polímeros 

(POLIUNA), Escuela de Química de la Universidad Nacional, con el material obtenido se 

realizaron los respectivos ensayos.  

 

 

2.3.1. Determinación de cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y Bacillus 

subtilis a partir de extractos de pulpa de café deshidratada 

 

 

Para la determinación de las cinéticas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y 

Bacillus subtilis a partir de extractos de PDH se utilizó la metodología de Montero-Zamora et al. 

(2020) con algunas modificaciones. 

 

 

Microorganismos  

 

Las cepas de los microorganismos: Saccharomyces cerevisiae y Bacillus subtilis, a 

utilizar para las cinéticas de crecimiento en microplaca y en matraz fueron proporcionadas por 

CoopeTarrazú R.L. A partir de las cepas proporcionadas se multiplicaron los cultivos en placas 

de agar comercial para obtener las colonias de los microorganismos. Para la levadura  

S. cerevisiae se utilizó el medio Papa Dextrosa Agar (PDA) y para la bacteria B. subtilis se 

utilizó el medio Lysogeny-Broth (LB) agar, los cultivos se incubaron a 30°C por 24 horas. Los 

inóculos de los microorganismos se realizaron 24 horas después de realizada la multiplicación de 

estos, en tubos cónicos plásticos de 15 mL estériles con 3 mL del medio de cultivo Papa 



 

13 
 

Dextrosa Broth (PDB) y LB Broth y con una colonia de S. cerevisiae y B. subtilis y, 

respectivamente, con un tiempo de incubación de 24 horas, a 200 rpm, a 30 °C.  

 

 

Procesamiento de la pulpa de café deshidratada 

 

Se realizó un pretratamiento con agua caliente presurizada (Liquid Hot Water, LHW) a la 

PDH molida, la biomasa se colocó en un recipiente con agua caliente (90-100°C) durante  

20 minutos en reposo para la extracción de compuestos solubles en agua (López et al., 2018). 

Posterior al tiempo de extracción, en la fase líquida de la extracción se encuentran los azúcares 

fermentables y otros compuestos solubles en agua. Posteriormente se realizó una filtración por 

prensado para separar ambas fases de la extracción, la fase líquida de la sólida, además de 

eliminar los demás compuestos que no son de interés. El líquido obtenido se filtró por papel 

filtro Whatman 1, seguidamente se centrifugó por 5 minutos a 2500 revoluciones por minuto 

(rpm). El sobrenadante se filtró utilizando materiales esterilizados por una membrana de 0.45 μm 

y posteriormente por 0.2 μm para garantizar que en el extracto no existiera presencia de 

microorganismos o de células en estado vegetativo. Finalmente, el extracto de PDH se guardó a 

4 ºC, este extracto se denominó “extracto líquido” y fue utilizado para los ensayos en microplaca 

y matraz. El extracto sólido producto de la extracción mencionada anteriormente se utilizó para 

la extracción y cuantificación de polifenoles totales y para la caracterización de lignina.  

 

 

Cinética de crecimiento en microplaca con Saccharomyces cerevisiae y Bacillus subtilis 

 

Las fermentaciones se realizaron en una microplaca de 96 pozos, en cada pozo de la 

microplaca se depositó un total de 250 μL que incluye el volumen del inóculo previamente 

obtenido y el volumen restante del medio de cultivo. El volumen del inóculo utilizado en cada 

fermentación fue calculado de manera que se llegara a una densidad óptica inicial de 0.05 en 

cada uno de los pozos leyendo a una longitud de onda de 600 nm. Además, se determinó la 

cinética de crecimiento de los microorganismos con las siguientes condiciones: 24 horas, 30 °C y 



 

14 
 

200 rpm. Posteriormente se realizó la lectura de densidad óptica (DO) en un lector de 

microplacas Biotek, Winooski, VT, USA a una longitud de onda de 600 nm (DO 600).  

 

 

En las fermentaciones en microplaca los medios Extracto de levadura Peptona Dextrosa 

(YPD, por sus siglas en inglés) Broth y LB Broth fueron los medios utilizados como control 

positivo (C+), el extracto de PDH se utilizó como control negativo (C-). El medio estudiado en 

los tratamientos fue el extracto de PDH suplementado con diferentes componentes, uno por cada 

tratamiento. Para la cinética de S. cerevisiae el extracto de PDH se suplementó con glucosa, 

extracto de levadura y peptona bacteriológica, para la cinética de B. subtilis el extracto de PDH 

se suplementó con triptona, cloruro de sodio y extracto de levadura. En total se utilizaron tres 

tratamientos en cada cinética. En el cuadro 3 se presentan los tratamientos utilizados para las 

fermentaciones en microplaca y matraz con los microorganismos seleccionados. Posteriormente 

se seleccionaron los mejores tratamientos y las fermentaciones se escalaron a matraces de  

250 mL.  
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Cuadro 2. Tratamientos para las fermentaciones con Saccharomyces cerevisiae y  

Bacillus subtilis en microplaca y matraz y su respectiva composición (g/L) 

Medio de cultivo Composición (g/L) 

YPD Broth Glucosa 20, extracto de levadura 10, peptona bacteriológica 20 

LB Broth Triptona 10, cloruro de sodio 10, extracto de levadura 5  

 

PDH Pulpa de café deshidratada  

*Composición no determinada  

PDH + Glu Pulpa de café deshidratada suplementada  

con glucosa 20  

PDH + EL Pulpa de café deshidratada suplementada  

con extracto de levadura 10  

PDH + Pep Pulpa de café deshidratada suplementada  

con peptona bacteriológica 20 

PDH + Trip Pulpa de café deshidratada suplementada  

con triptona 10 

PDH + NaCl Pulpa de café deshidratada suplementada  

con cloruro de sodio 10  

PDH + EL Pulpa de café deshidratada suplementada  

con extracto de levadura 5  

MPA Puntilla de arroz 15, glucosa 12 

PDH: pulpa de café deshidratada, Glu: glucosa, EL: extracto de levadura, Pep: peptona bacteriológica, Trip: triptona, NaCl: 

cloruro de sodio, MPA: medio puntilla de arroz 

Fuente: Elaboración propia 

 

 

Cinética de crecimiento en matraces con Saccharomyces cerevisiae y Bacillus subtilis 

 

Se realizaron dos fermentaciones en matraces de 250 mL, una para cada microorganismo 

y cada tratamiento seleccionado se realizó por triplicado en un volumen de 50 mL. Para cada 

fermentación se realizaron dos inóculos desfasados, el primero a las 8 am y el segundo a las  

2 pm, esto con el fin de obtener dos cinéticas desfasadas para cada microorganismo y obtener 

mayor cantidad de puntos de muestreo.  

 

 

En la cinética de crecimiento en matraz con S. cerevisiae se utilizó PDH suplementada 

con glucosa y extracto de levadura. En cuanto a la cinética de crecimiento en matraz con B. 

subtilis se utilizó PDH suplementada con triptona, cloruro de sodio y extracto de levadura. 
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Además, en cada fermentación se utilizó el medio de PDH sin suplementar como C- y como 

medio de referencia puntilla de arroz (MPA). Ambas fermentaciones se incubaron a 30 °C, a  

200 rpm y por 24 horas. Cada 3 horas se tomó una muestra de 2 mL de cada matraz, 1.5 mL se 

filtraron por 0.45 µm y el filtrado se depositó en viales para determinar posteriormente el 

consumo de azúcares fermentables, 0.5 mL se utilizaron para determinar la densidad óptica leída 

a 600 nm. La lectura de DO 600 se realizó en el lector de microplacas, cuando la lectura de DO 

obtenida fue mayor a 1 se realizaron diluciones de 1:3 y de 1:6 para que el valor fuera 

reconocido por el lector y no fuera un dato erróneo. El consumo de azúcares (g/L) se realizó en 

un cromatógrafo líquido de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés), para la fermentación 

con S. cerevisiae se determinó el consumo de glucosa y para la de B. subtilis se determinó el 

consumo de sacarosa.  

 

 

2.3.2. Cuantificación de polifenoles totales presentes en la pulpa de café deshidratada 

 

 

Para determinar la cuantificación de polifenoles totales presentes en la pulpa de café 

deshidratada se utilizó la metodología propuesta por Esquivel-Alvarado et al., (2019) con 

algunas modificaciones. 

 

 

Muestra de pulpa de café deshidratada 

 

 En la extracción de azúcares fermentables de la PDH, realizada previamente para la 

determinación de las cinéticas de crecimiento, se obtuvieron dos fases. La fase líquida utilizada 

anteriormente y la sólida utilizada para la extracción y cuantificación de polifenoles totales. Esta 

biomasa sólida se colocó en la estufa a 50 °C y una vez seca se utilizó para las extracciones y 

cuantificación de polifenoles totales.  
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Extracción de polifenoles totales con solventes orgánicos 

 

 Se utilizaron tres solventes orgánicos para la extracción de polifenoles totales presentes 

en la PDH: etanol, metanol y acetona, todos al 50 % con agua destilada en 100 mL. Para cada 

uno de los solventes se realizaron tres tratamientos con diferentes pesos de biomasa seca de 

PDH. Se pesaron aproximadamente 500 mg ±SD (tratamiento 1) de la biomasa seca de la PDH, 

para el segundo tratamiento se pesaron 100 mg ±SD y 50 mg ±SD para el tercer tratamiento. Esta 

biomasa fue colocada en tubos cónicos plásticos de 15 mL. Cada tratamiento se realizó por 

triplicado para cada solvente, para un total de 9 tubos por método de extracción utilizado: 

extracción asistida con ultrasonido y maceración.  

 

  

Para la extracción en baño ultrasónico se colocaron 3 mL de cada solvente a cada 

tratamiento todos los tubos en un baño ultrasónico por 15 minutos, posteriormente se 

centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos, luego se tomó el sobrenadante con ayuda de una 

pipeta pasteur y se depositó en un balón aforado de 10 mL. Este proceso se realizó por triplicado 

para cada uno de los tubos. Posteriormente se filtraron 2 mL de cada tubo por 0.45 µm y se 

analizaron todas las muestras mediante la prueba colorimétrica Folin–Ciocalteu. Para el proceso 

de maceración se colocó la biomasa seca de la pulpa de café en tubos cónicos plásticos de 15 mL 

y se añadieron 10 mL del solvente de acuerdo con cada tratamiento. Cada tratamiento se realizó 

por triplicado, para un total de 9 tubos. Se dejaron reposar durante 24 horas a temperatura 

ambiente y sin agitación.  Luego de las 24 horas se centrifugaron los tubos a 1897 fuerza g por  

10 minutos y se filtraron 2 mL de cada tubo por 0.45 µm y se analizaron todas las muestras 

mediante la prueba colorimétrica Folin–Ciocalteu. 
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Prueba colorimétrica Folin-Ciocalteu  

 

La prueba se realizó en una microplaca de 96 pozos para cada una de las muestras de los 

matraces y el control por triplicado. En cada pozo se depositaron 30 µL de cada muestra,  

200 µL de agua de ósmosis, 15 µL del reactivo Folin-Ciocalteu 2M y 20 µL de Na2CO3 al 20 %. 

Posteriormente se realizó la lectura de absorbancia en un lector de microplacas Biotek, 

Winooski, VT, USA, a 750 nm, incubado por 40 min a 40 °C. Los resultados fueron expresados 

en mg EAG / mL de muestra.  

 

 

Diseño factorial central compuesto para la extracción de compuestos fenólicos 

 

Para definir las condiciones optimizadas de extracción de los polifenoles totales se 

utilizaron 100 g de pulpa de café deshidratada molida y se realizó un diseño factorial central 

compuesto de dos factores que fueron evaluados en tres niveles cada uno (CCD 23): tiempo  

(20, 25 y 30 minutos) y concentración de solvente/agua (50:50, 60:40 y 70:30) en 100 mL, se 

utilizaron los solventes etanol y metanol y el método de extracción baño ultrasónico. Para 

realizar el CCD 23 se utilizó el programa Desing-Expert 12.  

 

 

2.3.3. Caracterización de la lignina presente en la pulpa de café deshidratada 

 

 

 El material utilizado en esta parte se obtuvo en la extracción sencilla con agua caliente y 

pulpa de café deshidratada molida realizada en la sección 2.3.1 Determinación de cinética de 

crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y Bacillus subtilis a partir de extractos de pulpa de 

café deshidratada, en la sección de Procesamiento de la pulpa de café deshidratada. El material 

utilizado corresponde a la fase sólida de la extracción.  
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Caracterización del material lignocelulósico 

 

Se caracterizó el material en términos de sus contenidos extractivos hidrosolubles y 

liposolubles, celulosa, hemicelulosa, lignina insoluble y cenizas. La metodología para cuantificar 

los parámetros citados anteriormente se basó en los reportes técnicos del Laboratorio Nacional 

de Energías Renovables de los EEUU (NREL, por sus siglas en inglés) NREL/TP-510-42622 

(2005) para la determinación de cenizas en biomasa y NREL/TP-510-42618 (2008) para la 

determinación de carbohidratos estructurales en biomasa. La metodología empleada se basó en 

los reportes mencionados anteriormente y en modificaciones realizadas en CENIBiot. Se 

modificó el método para determinar la concentración de azúcares, para determinar la 

concentración de glucosa se utilizó el método enzimático de glucosa oxidasa (Kit Glicemia 

Enzimática AA (GOD)) de la marca Wiener lab y para los azúcares reductores la técnica de DNS 

(Miller, 1959). Además, la determinación de la lignina insoluble en ácido se basó en los 

estándares de la Asociación Técnica de la Industria de la Pulpa y el Papel de los EEUU (TAPPI 

por sus siglas en inglés) TAPPI Test Method T 222 om-88 (1998). 

 

 

Extracción alcalina de lignina presente en la pulpa de café deshidratada 

 

Para realizar pruebas a pequeña escala de la extracción de la lignina presente en la PDH 

deshidratada se realizó la extracción alcalina con dos tratamientos. El primer tratamiento con una 

disolución de NaOH 2 mol/L (≈ 80 g/L), en el segundo tratamiento se utilizó la misma 

disolución de NaOH con 1.5 % (v/v) de peróxido de hidrógeno adicional, ambos tratamientos en 

una relación de sólido: líquido de 1:10, para cada tratamiento se utilizaron 300 g de la biomasa 

de PDH.  Ambos procesos de extracción se llevaron a cabo en la autoclave por 40 min a 121 °C. 

Posterior a la extracción se separó la biomasa remanente del licor negro obtenido mediante 

filtración por medio de telas. La fase sólida de la extracción se colocó en bandejas para secarlo 

en horno a 60 °C por 24 horas y posteriormente se almacenó para utilizarlo en la determinación 

de extractivos hidrosolubles, liposolubles, ceniza y carbohidratos estructurales (celulosa, 

hemicelulosa y lignina). La fase líquida (licor negro) se utilizó para determinar la masa de la 

lignina recuperada.  
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Separación de la lignina del licor negro obtenido en la extracción alcalina 

 

Para separar la lignina del licor negro obtenido luego de la extracción alcalina se utilizó 

solo el primer tratamiento (NaOH 2 mol/L). Se calentó el licor hasta una temperatura alrededor 

de 60 °C en una plantilla y se neutralizó con ácido sulfúrico (H2SO4) diluido al 20 % v/v hasta 

que alcanzó un pH de 2, este pH se medió con tiras para medir pH. Para neutralizar 1,5 L del 

extracto alcalino se utilizaron 565 mL de H2SO4. La solución de pH ajustado se centrifugó en la 

centrífuga refrigerada a 3500 rpm por 10 min, para separar el precipitado de lignina del líquido. 

La lignina recuperada se re-suspendió en agua acidificada con H2SO4 a pH de 2 para remover 

sales, azúcares e impurezas.  

 

 

Determinación de la masa de lignina recuperada 

 

Se tomaron 30 mL del extracto obtenido anteriormente con la lignina recuperada y se 

colocaron en un beaker de 100 mL a una temperatura de 60 °C (por triplicado). En cada beaker 

se ajustó el pH lentamente a 2 con H2SO4 al 20% v/v y con agitación constante para favorecer la 

coagulación de la lignina. Para ajustar el extracto a pH 2 se utilizaron 15 mL de H2SO4 al  

20 % v/v. Posterior al ajuste de pH, las fases obtenidas se separaron por filtración al vacío y se 

realizaron lavados a la lignina sólida con agua caliente. Los sólidos recuperados se colocaron en 

la estufa a 80 °C por 24 h para secarlos. Luego de este tiempo las muestras se enfriaron en el 

desecador y se pesaron en balanza analítica y se calcinaron en crisoles previamente pesados a 

550 °C por 4 h. Las muestras calcinadas se enfriaron en el desecador y se pesaron en balanza 

analítica para determinar su contenido de cenizas. La diferencia entre la masa de cenizas y la 

masa de muestra seca correspondía a la masa de lignina obtenida. 
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Determinación de extractivos hidrosolubles y liposolubles  

 

En esta determinación se utilizaron 3 tratamientos: 1) PDH/H2O, 2) PDH/NaOH 2 mol/L 

y 3) PDH/NaOH 2 mol/L+1.5% v/v H2O2, se utilizó la fase sólida previamente obtenida en la 

extracción alcalina. Para la determinación de los extractivos hidrosolubles se pesaron 3 g de 

muestra por triplicado para cada tratamiento en beakers de 250 mL y se añadieron 150 mL de  

H2O MiliQ y se colocaron a hervir por una hora a 700 rpm. Posteriormente se filtró al vacío todo 

el material. El líquido se colocó en una botella pre-pesada para liofilizar y posteriormente pesar 

para determinar el contenido de extractivos hidrosolubles y el sólido se colocó en la estufa a 

80°C por 24 horas y luego se utilizó para la determinación de los extractivos liposolubles.  

 

 

Para determinar el contenido de extractivos liposolubles se pesaron aproximadamente 2 g 

de muestra sólida obtenida en la determinación de extractivos hidrosolubles, por triplicado para 

cada tratamiento. Se añadieron 120 mL de etanol al 96% y se colocaron en beakers de 250 mL a 

hervir por una hora a 700 rpm. Posteriormente se filtró todo el material, el líquido se colocó en la 

estufa a 70°C por 48 horas para evaporar todo el etanol y posteriormente pesar. Las muestras 

sólidas se colocaron en la estufa a 70°C y serán utilizadas posteriormente para caracterizar 

carbohidratos estructurales y lignina. 

 

 

Determinación de ceniza, lignina, hemicelulosa y celulosa  

 

 Para determinar el contenido de ceniza, lignina, hemicelulosa y celulosa se utilizó el 

sólido obtenido en la filtración de los extractivos liposolubles de los tres tratamientos utilizados. 

Se pesaron aproximadamente 300 mg de muestra sólida en matraces de 125 mL, por triplicado 

para cada tratamiento. Se añadieron 3 mL de H2SO4 al 72% a cada erlenmeyer y se colocaron en 

baño maría a 30°C por 1 hora. Posteriormente se agregaron 84 mL de agua de ósmosis a cada 

erlenmeyer y se colocaron en la autoclave por 1 hora a 121°C y se dejaron enfriar a temperatura 

ambiente. El material de cada matraz se filtró al vacío en crisoles de vidrio tipo Gooch de  

30 y 50 mL previamente calcinados a 500 °C por 3 horas y pesados. La fase líquida obtenida de 
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cada matraz se neutralizó con hidróxido de calcio (cal) y con ácido clorhídrico (HCl) 2 mol/L 

hasta llegar a pH 5.5-6. Posteriormente el líquido obtenido se filtró utilizando papel filtro 

Whatman 1 y un embudo Büchner. El filtrado obtenido se colocó en balones aforados de  

250 mL, cada uno para cada tratamiento, con las muestras obtenidas se cuantificó la cantidad de 

glucosa y azúcares reductores. Estos parámetros se utilizaron posteriormente para obtener los 

datos de hemicelulosa y celulosa. La fase sólida obtenida de cada matraz se colocó en la estufa a 

100 °C por 24 horas para pesarla y posteriormente calcinar los crisoles a 500 °C por 3 horas para 

posteriormente volver a pesar y obtener los datos de lignina y cenizas. 

 

 

2.4. Descripción del análisis 

 

Se realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) y un análisis posterior de Tukey HSD con un 

nivel de significancia de 0.05, utilizando el programa estadístico Minitab, para determinar las 

diferencias significativas entre los tratamientos utilizados en cuanto a los parámetros de densidad 

óptica máxima, tasa de crecimiento y consumo de glucosa y sacarosa.  La concentración de 

polifenoles totales obtenida se comparó en cuanto a la técnica empleada y a la mezcla acuosa del 

solvente utilizado. Finalmente, al material PDH se le realizó una caracterización lignocelulósica 

en términos de lignina, celulosa, hemicelulosa y cenizas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

23 
 

3. Resultados 

 

 

3.1 Determinación de cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y Bacillus subtilis 

a partir de extractos de pulpa de café deshidratada 

 

 

Cinéticas de crecimiento en microplaca de 96 pocillos 

 

 

Con las cinéticas de crecimiento realizadas a ambos microorganismos en medio PDH 

suplementado, se obtuvieron los parámetros de densidad óptica máxima (DO máx) y la tasa de 

crecimiento para cada cinética. En la figura 1 se observa la cinética de crecimiento de S. 

cerevisiae en el medio PDH suplementado con Pep, Glu y EL. El tratamiento que mostró mayor 

DO máx corresponde al medio PDH + Glu.  

 

 

En el cuadro 3 se muestran los parámetros de DO máx y la tasa de crecimiento de  

S. cerevisiae en el medio PDH suplementado. El tratamiento PDH suplementado con Glu fue el 

que obtuvo el mayor crecimiento del microorganismo, con una DO máx de 0.770 ± 0.480, este 

tratamiento presenta diferencias significativas con el tratamiento de PDH + Pep. En cuanto a la 

tasa de crecimiento, el tratamiento PDH+ Glu presentó la tasa de crecimiento más rápida de la 

levadura (0.095 ± 0.053), sin embargo, no existen diferencias significativas entre los 

tratamientos. El tratamiento PDH + Pep fue el que presentó la menor DO máx y la menor tasa de 

crecimiento, 0.425 ± 0.112 y 0.066 ± 0.026, respectivamente.  
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Figura 1. Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae con medio  

PDH suplementado en microplaca de 96 pocillos  

 

 

 

Cuadro 3. DO máx y tasa de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en medio PDH 

suplementado en microplaca de 96 pocillos 

Tratamiento DO máx* Tasa de Crecimiento (h-1)* 

PDH + Glu 0.770 ± 0.480a 0.095 ± 0.053a 

PDH + EL 0.679 ± 0.197a,b 0.092 ± 0.030a 

PDH + Pep 0.425 ± 0.112b 0.066 ± 0.026a 

PDH 0.445 ± 0.061a,b 0.067 ± 0.024a 

        *Las letras diferentes en los valores de las columnas significan diferencias significativas. 

 

 

En la figura 2 se muestra la cinética de crecimiento de B. subtilis en el medio PDH 

suplementado con Trip, NaCl y EL. El tratamiento de PDH + Trip fue el que presentó una mayor 

DO máx. En el cuadro 4 se muestran los parámetros de DO máx y la tasa de crecimiento de  

B. subtilis en el medio PDH suplementado. En cuanto a la DO máx se presentan diferencias 

significativas entre los tratamientos. Se presentaron diferencias significativas entre los 

tratamientos de PDH suplementado con Trip, con NaCl y con EL comparados con el medio de 

PDH sin suplementar. Entre tratamientos se presentaron diferencias significativas entre el medio 

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

0 5 10 15 20 25

D
O

 6
0

0

Tiempo (h)

YPD (C+) PDH PDH + Pep PDH + Glu PDH + EL



 

25 
 

PDH + Trip y el medio PDH + EL. El tratamiento que presentó mayor crecimiento de la bacteria 

fue el de PDH + Trip con una DO máx de 0.514 ± 0.212. En cuanto a la tasa de crecimiento, el 

tratamiento de PDH + Trip es significativamente diferente a los demás tratamientos, fue el 

tratamiento en el cual la bacteria obtuvo una tasa de crecimiento más rápida (0.094 ± 0.020).  

 

 

 

Figura 2. Curva de crecimiento de Bacillus subtilis con medio PDH suplementado  

en microplaca de 96 pocillos 

 

 

Cuadro 4. DO máx y tasa de crecimiento de Bacillus subtilis en medio PDH suplementado en 

microplaca de 96 pocillos 

Tratamiento DO máx* Tasa de Crecimiento (h-1)* 

PDH + Trip 0.514 ±. 0212a 0.094 ± 0.020a 

PDH + NaCl 0.336 ± 0.219a,b 0.053 ± 0.028b 

PDH + EL 0.304 ± 0.111b 0.057 ± 0.036b 

PDH 0.109±0.097c 0.028± 0.034b 

  *Las letras diferentes en los valores de las columnas significan diferencias significativas. 
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Cinéticas de crecimiento en matraz 

 

Después de los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento de S. cerevisiae en 

microplaca se realizó la cinética de crecimiento a nivel de matraz eliminando el tratamiento de 

PDH + Pep, además, se incluyó el medio MPA como medio de referencia. En la figura 3 se 

observa que el tratamiento de PDH + EL fue el que presentó mayor DO máx. En el cuadro 5 se 

muestra la DO máx de S. cerevisiae en medio suplementado a nivel de matraz. En ninguno de los 

tratamientos analizados se encontraron diferencias significativas, sin embargo, el tratamiento que 

presentó mayor DO máx fue el de PHD + EL (1249±1,660). El tratamiento MPA presentó el 

menor crecimiento de S. cerevisiae (0.199 ± 0.112).  

 

 

Figura 3. Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae con medio  

PDH suplementado en matraz 

 

Cuadro 5. DO máx de Saccharomyces cerevisiae en medio PDH suplementado en matraz 

Tratamiento DO máx* 

PDH + Glu 0.511 ± 0.373a 

PDH + EL 1.249 ± 1.660a 

PDH 0.540 ± 0.325a 

MPA 0.199 ± 0.112a 

      *Las letras diferentes en los valores de la columna significan diferencias significativas. 
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La figura 4 muestra el consumo de glucosa (g/L) de S. cerevisiae en medio PDH 

suplementado con Glu y con EL a nivel de matraz. El mayor consumo de glucosa se presentó en 

el tratamiento de PDH + Glu, seguido del tratamiento con EL (24.76 ± 10.14 y 5.14±1.244 g/L, 

respectivamente). El tratamiento PDH + Glu presentó diferencias significativas con el 

tratamiento PDH + EL y con PDH (cuadro 6).  

 

 

Figura 4. Consumo de glucosa (g/L) de Saccharomyces cerevisiae en medio  

PDH suplementado  

 

 

 

Cuadro 6. Consumo de glucosa (g/L) de Saccharomyces cerevisiae en medio PDH 

suplementado 

Tratamiento Consumo de glucosa (g/L)* 

PDH + Glu 24.76 ± 10.14a 

PDH + EL 5.14 ± 1.81b 

PDH 5.13 ± 1.74b  

MPA 4.02 ± 1.24a,b 

           *Las letras diferentes en los valores de la columna significan diferencias significativas. 
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Para la cinética de crecimiento de B. subtilis a nivel de matraz, se utilizaron los mismos 

tratamientos que en la cinética anterior, de igual forma se incluyó el medio MPA como medio de 

referencia. En la figura 5 se observa la cinética de crecimiento en matraz, donde el tratamiento de 

PDH + EL fue el que presentó mayor DO máx. En el cuadro 7 se muestra la DO máx de B. 

subtilis en medio suplementado a nivel de matraz. Se presentaron diferencias significativas entre 

el tratamiento de PDH + EL con el tratamiento PDH + NaCl y con el tratamiento de MPA. El 

tratamiento que presentó mayor DO fue el de PHD + EL (1.48 ± 1.455). El tratamiento  

PDH + NaCl presentó el menor crecimiento de B. subtilis (0.300±0.313). 

 

 

Figura 5. Curva de crecimiento de Bacillus subtilis con medio PDH  

suplementado en matraz 

 

 

Cuadro 7. DO máx de Bacillus subtilis en medio PDH suplementado en matraz 

Tratamiento OD máx* 

PDH + Trip 0.845 ± 0.753a,b 

PDH + NaCl 0.300 ± 0.313b 

PDH + EL 1.484 ± 1.455a, 

PDH 0.401 ± 0.478a,b  

MPA 0.340 ±  01159 b 

                 *Las letras diferentes en los valores de la columna significan diferencias significativas. 
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En la figura 6 se muestra el consumo de sacarosa (g/L) de B. subtilis en medio PDH 

suplementado con Trip, NaCl y EL, además del medio PDH y del medio de referencia MPA. En 

el medio MPA fue en el que B. subtilis presentó un mayor consumo de sacarosa.  En el cuadro 8 

se muestran los datos donde el tratamiento MPA fue el que presentó mayor consumo de sacarosa 

(g/L) 60.92 ± 18.06, presentado diferencias significativas con los demás tratamientos. Los demás 

tratamientos no mostraron diferencias significativas entre ellos.  

 

 

Figura 6. Consumo de sacarosa (g/L) de Bacillus subtilis en medio PDH  

suplementado  

 

 

Cuadro 8. Consumo de sacarosa (g/L) de Bacillus subtilis en medio PDH suplementado 

Tratamiento Consumo de sacarosa (g/L)* 

PDH + Trip 6.20 ± 2.24b 

PDH + NaCl 11.17 ± 3.75b 

PDH + EL 9.24  ±  3.50b  

PDH 8,51 ± 2.55b 

MPA 60.92 ± 18.06a 

      *Las letras diferentes en los valores de la columna significan diferencias significativas. 
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3.2 Cuantificación de polifenoles totales presentes en la pulpa de café deshidratada 

 

 

En la figura 7 se muestra la concentración de polifenoles totales (mg EAG/g de PDH) 

presentes en la PDH, producto de la extracción a través del método de baño ultrasónico con las 

mezclas de solventes orgánicos etanol, metanol y acetona al 50%. En los gráficos 7a, 7b y 7c la 

mayor cantidad de polifenoles extraída con la técnica de baño ultrasónico fue con la mezcla 

acetona 50%. En la figura 8 se muestra la concentración de polifenoles totales  

(mg EAG/g de PDH) presentes en la PDH, utilizando el método de extracción maceración con 

las mismas mezclas del método anterior. De igual forma, la mayor cantidad de polifenoles totales 

extraídos fue con la mezcla del solvente acetona (gráficos 8a, 8b y 8c). 

 

 

En el cuadro 9 se muestra el promedio de la concentración de polifenoles totales  

(mg EAG/g de PDH) presentes en la PDH, extraídos con baño ultrasónico y maceración con las 

mezclas de solventes mencionados anteriormente de acuerdo con cada tratamiento. Con la 

técnica de baño ultrasónico, en los tratamientos con 500 y 100 mg de PDH la menor cantidad de 

polifenoles extraídos fue con el solvente metanol, 0.426 y 1.246 mg EAG/g de PDH, 

respectivamente. En el tratamiento con 50 mg el etanol fue el solvente con el que se extrajo la 

menor cantidad de polifenoles totales (1.087 mg EAG/g de PDH). En los tres tratamientos la 

mayor cantidad de polifenoles totales extraídos se logró con la mezcla de acetona, siendo el 

tratamiento con 100 mg en el que se obtuvo la mayor concentración (5.402 mg EAG/g PDH) 

 

 

En cuanto al método de baño ultrasónico se cuantificó la mayor concentración de 

polifenoles totales en el tratamiento con 100 mg de muestra y con la mezcla de acetona  

(5,402 mg EAG/g PDH). Con el método de maceración sucedió de igual forma, la mayor 

concentración de polifenoles totales se cuantificó en el tratamiento de 100 mg de muestra con el 

mismo solvente (6,062 mg EAG/g PDH). Además, la mayor cantidad de polifenoles extraídos se 

presentaron con la técnica de maceración para los tres solventes.  
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(a) (b)  

(c)  

   Figura 7.  Concentración de polifenoles totales (mg EAG/ g ± SD) mediante la prueba colorimétrica  

Folin-Ciocalteu para el método de baño ultrasónico con los solventes etanol, metanol y acetona.   

(a) Primer tratamiento (500 mg±SD), (b) Segundo tratamiento (50 mg±SD)  

y (c) Tercer tratamiento (100 mg±SD)  
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(a) (b)  

(c)  

Figura 8. Concentración de polifenoles totales (mg EAG/ g ± SD) mediante la prueba colorimétrica  

Folin-Ciocalteu para el método de maceración con los solventes etanol, metanol y acetona.  

(a) Primer tratamiento (500 mg±SD), (b) Segundo tratamiento (50 mg±SD)  

y (c) Tercer tratamiento (100 mg±SD)
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Cuadro 9. Concentración de polifenoles totales (mg EAG/g ± SD) mediante la prueba 

colorimétrica Folin-Ciocalteu con los métodos de baño ultrasónico y maceración 

 Concentración de polifenoles totales (mg EAG/g PDH) 

 Baño ultrasónico                          Maceración  

                                                Tratamientos    

Solvente 

orgánico  

500 mg 50 mg 100 mg 500 mg 50 mg 100 mg 

Etanol 0.596 ± 0.112 1.087 ± 0.098 1.457 ± 0.223 0.804 ± 0.081 0.976 ± 0.166 1.073 ± 0.290 

Metanol 0.426 ± 0.051 1.282 ± 0.333 1.246 ± 0.355 0.696 ± 0.050 0.991 ± 0.072 0.272 ± 0.420 

Acetona 0.915 ± 0.053 2.041 ± 0.476 5.402 ± 1.426 1.879 ± 0.548 5.691 ± 0.640 6.062 ± 1.525 

 

 

 Posteriormente se realizó un diseño factorial para optimizar la extracción de polifenoles 

totales de las muestras de PDH seca en baño ultrasónico. Al concluir el análisis de este diseño no 

se encontraron diferencias significativas entre los solventes utilizados etanol y metanol y los 

factores y niveles seleccionados para cada solvente. Por lo que se determinó con el diseño que la 

cantidad de polifenoles totales extraídos con el método de baño ultrasónico no es significativa.  

 

 

3.3 Caracterización de la lignina presente en la pulpa de café deshidratada 

 

 

 En el cuadro 10 se presenta la masa en gramos de lignina recuperada del licor negro a 

partir de la extracción en medio básico con el tratamiento de NaOH 2 mol/L. Posteriormente, de 

realizar el pretratamiento ácido al licor negro obtenido se removió un 78 % de lignina mediante 

este proceso, siendo el 22 % restante cenizas. 
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Cuadro 10. Masa (g) de lignina recuperada del licor negro obtenido de la extracción en medio 

básico con NaOH 2 mol/L 

Muestra seca (g) Cenizas (g) Lignina (g) 

0,534 0.118 0.416 

Porcentaje (%) 22.011 77.989 

 

 

En el cuadro 11 se muestran los porcentajes de extractivos hidrosolubles y liposolubles 

para cada uno de los tres tratamientos utilizados. El tratamiento de PDH/H2O presentó mayor 

porcentaje de extractivos hidrosolubles y liposolubles, 29.018 y 6.636 %, respectivamente. El 

segundo tratamiento en mostrar resultados mayores fue el de PDH/NaOH 2 mol/L+1.5% v/v 

H2O2 con 6.770 % para extractivos hidrosolubles y 5.875 % para extractivos liposolubles.  

 

 

Cuadro 11. Porcentaje de extractivos hidrosolubles y liposolubles presentes en la PDH con tres 

tratamientos 

Tratamiento Extractivos hidrosolubles Extractivos liposolubles 

PDH/H2O 29.018 6.636 

PDH/NaOH 2 mol/L 1.452 2.050 

PDH/NaOH 2 mol/L+1,5% v/v H2O2 6.770 5.875 

 

 

 En el cuadro 12 se muestra el porcentaje de cenizas, lignina, hemicelulosa y celulosa 

presentes en la PDH en los tres tratamientos utilizados. El tratamiento de PDH con peróxido de 

hidrógeno fue el que presentó mayor porcentaje de lignina (17.337 %) y menor cantidad de 

cenizas (0.719 %) lo que indica que la lignina obtenida en este tratamiento se encuentra libre de 

impurezas. Además, fue el tratamiento que presentó mayor porcentaje de hemicelulosa  

(29.725 %) y celulosa (41.137 %).    
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Cuadro 12. Porcentaje de ceniza, lignina y carbohidratos estructurales presentes en la PDH con 

tres tratamientos 

Tratamiento Ceniza (%) Lignina (%) Hemicelulosa (%) Celulosa (%) 

PDH/H2O 1.336 16.832 16.321 11.0575 

PDH/NaOH 2 mol/L 0.981 15.268 21.171 27.322 

PDH/NaOH 2 mol/L+1,5% v/v H2O2 0.719 17.337 29.725 41.137 

 

 

4. Discusión 

 

 

El extracto de pulpa de café puede utilizarse como medio de cultivo para el crecimiento 

de microorganismos en sustitución de los medios de cultivo estándares, para ello se deben 

analizar los requerimientos nutricionales del microorganismo de interés, con el fin de 

suplementar el extracto con los componentes adecuados para su crecimiento (Hernández, 2021).  

La pulpa de café deshidratada contiene una alta cantidad de azúcares, dentro de los cuales se 

encuentran la glucosa, fructosa y sacarosa. Estos azúcares son importantes para el crecimiento de 

bacterias y levaduras, ya que pueden ser utilizados como fuente de energía (Camargo y Cobos, 

2023).  

 

 

En relación con el comportamiento observado en la curva de crecimiento de S. cerevisiae 

en microplaca, la levadura fermenta y absorbe azúcares de residuos orgánicos ricos en fuentes de 

carbono. Dentro de estos azúcares se encuentra la glucosa, la sacarosa, maltosa y galactosa. La 

levadura utiliza diversos compuestos para reproducirse, mientras que a su vez descompone 

azúcares, además, este microorganismo descompone la glucosa para obtener otros subproductos 

como etanol, energía, biomasa celular, CO2, entre otros (Samaniego y Taipe, 2022). Estudios 

afirman que la levadura S. cerevisiae es un microorganismo fermentador energético de azúcares 

en condiciones anaerobias, sin embargo, existen otras levaduras que fermentan la glucosa en 

condiciones aeróbicas más rápido. Esta levadura toma la energía a partir de la glucosa por lo que 
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tiene una alta capacidad fermentativa, lo que indica que su requerimiento nutricional principal es 

la glucosa, además de otros azúcares presentes en la pulpa de café (García y Contreras, 2019).  

 

 

Guia (2019) realizó una fermentación de S. cerevisiae en un medio de cultivo formulado 

a base de melaza de caña de azúcar como fuente de carbono y energía donde obtuvo una tasa de 

crecimiento de 0.33 h-1. Se han reportado para S. cerevisiae velocidades específicas de 

crecimiento entre 0.078 h-1 y 0.447 h-1 en medios con melaza (Guia, 2019). En la presente 

investigación la tasa de crecimiento obtenida para S. cerevisiae en el medio de PDH 

suplementado con glucosa se encuentra dentro del rango antes descrito. Este parámetro puede 

variar dependiendo de la capacidad que tiene la levadura para consumir los sustratos presentes en 

el medio, por las condiciones limitantes de oxígeno, por altas concentraciones de azúcares en el 

medio lo que podría inhibir el crecimiento microbiano o que el cultivo pueda estar limitado de 

algún sustrato que necesite para su crecimiento típico (Guia, 2019). Romero et al. (2018) 

realizaron un ensayo para reproducir S. cerevisiae en medios con residuos agroindustriales: pulpa 

de mango y cáscara de piña. En el medio de pulpa de mango S. Cerevisiae presentó una DO600 

de 0.27 ± 0.006, mientras que en el medio de cáscara de piña 0.11 ± 0.08. En la presente 

investigación la DO de S. cerevisiae en el medio de PDH con los respectivos suplementos fue 

mayor que en el estudio de Romero et al. (2018), lo que podría sugerir que la PDH suplementada 

y sin suplementar aporta una mayor fuente de nutrientes a la levadura para su crecimiento en 

comparación con la pulpa de mango y con la cáscara de piña.  

 

 

Por su parte, en la curva de crecimiento de B. subtilis en microplaca el comportamiento 

observado evidencia que esta bacteria tiene la capacidad de degradar diversos sustratos en 

compuestos más simples, los cuales se incorporan en el metabolismo central del carbono  y son 

fácilmente asimilados por la bacteria para llevar a cabo su crecimiento (Quintana, 2022). La 

pulpa de café es rica en fibra, azúcares, proteínas, antioxidantes, entre otros, que son 

aprovechados por los microorganismos en su crecimiento. Sin embargo, se necesitan de 

diferentes suplementos para añadir a este extracto para cumplir con los requerimientos del 

microorganismo en estudio. Las fuentes de nitrógeno orgánico como la peptona, triptona y el 
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extracto de levadura utilizados en este estudio aportan una gran cantidad de aminoácidos libres, 

péptidos cortos y minerales que son utilizados por el microorganismo para crecer y para 

sintetizar proteínas (Montero-Zamora et al., 2020). 

 

 

Montero-Zamora et al., (2020) realizaron fermentaciones con Lactobacillus rhamnosus 

en suero de leche suplementado con fuentes de nitrógeno. Como fuente de nitrógeno utilizaron 

peptona y extracto de levadura, con el suero de leche suplementado con peptona  

L. rhamnosus obtuvo una DO600 de 1.52 ± 0.04 y una tasa de crecimiento de 0.32 ± 0.01 h-1, 

mientras que con el suplemento extracto de levadura los datos obtenidos corresponden a una 

DO600 de 1.62 ± 0.08 y una tasa de crecimiento de 0.32 ± 0.01 h-1. En este caso no se 

presentaron diferencias significativas en los parámetros obtenidos para el crecimiento de la 

bacteria con los suplementos utilizados. En la presente investigación ambos parámetros medidos 

para B. subtilis en los medios de PDH suplementado con triptona y extracto de levadura se 

encuentran por debajo de los obtenidos para L. rhamnosus. Sin embargo, se encuentran por 

encima de los parámetros obtenidos para el medio PDH control, por lo que la adición de fuentes 

de nitrógeno es fundamental para el crecimiento de la bacteria en estudio. Dentro de los factores 

que inhiben o demoran el crecimiento bacteriano se encuentran la presencia de fenoles, el exceso 

de sustrato o uso de un sustrato con bajo potencial nutritivo. Además, se ha demostrado que las 

sales de amonio y nitratos son buenas fuentes de N para cepas de B. subtilis (Cruz-Martín et al., 

2021). Cruz-Martín et al. (2021) obtuvieron una tasa de crecimiento de 0.113 h-1 para B. pumilus 

en caldo de soya con melaza. Las tasas de crecimiento de B. subtilis obtenidas en esta 

investigación se encuentran por debajo de la antes mencionada, lo que podría sugerir que además 

de la fuente de N en el medio de PDH se debe suplementar también con alguna fuente de 

carbono, como glucosa, melaza, azúcar moreno, entre otras, que le proporcione mayor fuente de 

energía y se pueda obtener una densidad bacteriana mayor.  

 

 

En las curvas de crecimiento en microplaca con medio PDH suplementado obtenidas en 

este estudio se observa una fase de latencia o fase lag de 5 a 6 horas aproximadamente. En esta 

fase el microorganismo se está adaptando al medio para posteriormente multiplicarse en la fase 
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exponencial. Cuando se encuentra en esta fase lag la concentración de biomasa se mantiene 

constante o en algunos casos puede disminuir. Además, es una fase muy activa metabólicamente 

y se da un reconocimiento de los nutrientes por parte del microorganismo (Caycedo, Corrales y 

Trujillo, 2021). Sin embargo, puede que en esta fase se pierda tiempo que puede ser aprovechado 

en la fase exponencial. Una forma de disminuir este tiempo en la fase lag es inocular el matraz o 

el biorreactor con un preinóculo que se encuentre en la fase exponencial de crecimiento, así una 

vez inoculado se inicia inmediatamente el crecimiento del cultivo en la fase  

exponencial (Guia, 2019). Higuita y Restrepo (2019), realizaron una cinética de crecimiento con 

B. subtilis cepa B33 y comprobaron que al utilizar un preinóculo de 12 horas para inocular 

volúmenes mayores no se muestra una fase lag significativa, sino que se obtiene la fase 

exponencial que empieza desde las 0 horas y se extiende por aproximadamente 12 horas.  

 

 

 En la cinética de crecimiento realizada en matraz para S. cerevisiae y para B. subtilis se 

observa que el extracto de levadura le provee a ambos microorganismos nutrientes adicionales 

para poder crecer adecuadamente. La PDH contiene en su composición azúcares que son 

degradados por los microorganismos para posteriormente utilizarlos como sustrato (Mora-

Villalobos et al., 2020). Al agregar al medio de PDH glucosa como suplemento se incrementa la 

cantidad de azúcares reductores disponibles en el medio para consumo. Sin embargo, los 

microorganismos además del requerimiento principal de fuente de energía brindada por los 

azúcares presentes en la PDH o por azúcar añadida requiere de otras fuentes nutricionales, como 

por ejemplo aminoácidos y péptidos, brindados por el extracto de levadura (Montero-Zamora et 

al., 2020). Rodríguez-Barrantes (2018) establece que las levaduras crecen en un medio de cultivo 

que le proporcione los nutrientes necesarios tanto para su metabolismo primario como 

secundario. Por lo tanto, un medio de cultivo adecuado debe estar balanceado correctamente, 

incluyendo una combinación de fuentes de carbono y nitrógeno, además de microelementos, 

macroelementos y factores de crecimiento.  

 

 

 



  

39 
 

En cuanto al consumo de glucosa en la fermentación de S. cerevisiae, los medios PDH y 

PDH suplementado con extracto de levadura aportan muy poca glucosa para que sea consumida 

por la levadura, sin embargo, se alimenta de otras fuentes de nutrientes. Estos microorganismos 

que crecen en el medio de PDH se alimentan de nutrientes que aporta la pulpa de café como lo 

son carbohidratos, proteínas, azúcares fermentables, además de utilizar como fuente de nitrógeno 

el extracto de levadura que se añadió al medio (Mora-Villalobos et al., 2020). Dentro de los 

nutrientes básicos que S. cerevisiae requiere para su desarrollo se encuentran como fuente de 

carbono: la glucosa, la galactosa o sacarosa, y compuestos de nitrógeno orgánicos e inorgánicos 

que ayudan en la síntesis de proteínas y ácidos nucleicos de la levadura (Suárez-Machín, 

Garrido-Carralero y Guevara-Rodríguez, 2016).  

 

 

En el medio suplementado con glucosa la levadura empieza consumiendo la glucosa 

añadida, posteriormente la levadura comienza a liberar y consumir los 5 g/L de glucosa restantes 

presentes en la PDH, debido a lo anterior se observa un pico en la curva de consumo de glucosa a 

las 12 horas de fermentación aproximadamente, seguidamente el consumo de glucosa va 

disminuyendo en la gráfica hasta alcanzar el consumo total de esta. Los microorganismos llevan 

a cabo el catabolismo de compuestos orgánicos a través de diversas rutas metabólicas. En el caso 

de la glucosa ocurre mediante tres vías: la glucólisis, el ciclo de Krebs y cadena de transporte de 

electrones (Vásquez, 2021). La liberación de azúcares de la pulpa, en este caso de la glucosa, se 

da gracias a la acción de enzimas presentes en la levadura, las cuales ponen disponible la glucosa 

presente para que sea consumida por el microorganismo. Las glucanasas son enzimas que se 

encuentran presentes en bacterias, hongos, levaduras, microalgas, entre otros, y se encargan de 

degradar a los β-glucanos (Sosa-Pech, 2019). De acuerdo con el mecanismo que utilicen para 

hidrolizar los sustratos se dividen en 2 grupos: las endo- β-glucanasas y las exo-β-glucanasas. 

Las primeras hidrolizan aleatoriamente los enlaces β de la cadena polisacárida para liberar 

pequeños oligosacáridos, las segundas realizan una hidrólisis del sustrato rompiendo los residuos 

de glucosa desde el extremo no reductor. La degradación de los β-glucanos se lleva a cabo por la 

acción de ambos grupos de enzimas (Fernández, 2021).   
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 En cuanto al consumo de sacarosa en la fermentación de B. subtilis, el medio PDH partió 

con una concentración de 4.13 g/L, el medio suplementado con cloruro de sodio con 2.61 g/L, el 

suplementado con triptona con 7.66 g/L, el medio suplementado con extracto de levadura con  

9.75 g/L y finalmente el medio que inició con una concentración mayor de sacarosa fue el de 

puntilla de arroz con 146.68 g/L. Es esperable que en todos los medios de cultivo excepto en el 

medio de puntilla de arroz, se encuentre una concentración baja de sacarosa, ya que la PDH tiene 

pocos azúcares y no se agregaron azúcares adicionales a los medios de cultivo. Las enzimas 

glucosiltransferasas bacterianas tienen la función de hidrolizar la sacarosa en sus unidades más 

simples, siendo glucosa y fructuosa. Los residuos de glucosa resultantes se polimerizan para dar 

lugar a los glucanos, los cuales serán hidrolizados posteriormente por las glucanasas (Lara, 

2018). 

 

 

La alta concentración inicial de sacarosa en el medio de puntilla de arroz (~ 147 g/L) se 

debe a que a este medio si se le agregó sacarosa, la cual está más disponible en el medio. Sin 

embargo, esta alta concentración también se debe a que B. subtilis por acción de las enzimas  

α-amilasa y amiloglucosidasa hidrolizan las moléculas de almidón, liberando azúcares de  

este (Miranda y Molina, 2015). Las α-amilasas llevan a cabo el proceso de licuefacción, donde 

ocurre una hidrólisis parcial del almidón a dextrinas. Posteriormente, se da el proceso de 

sacarificación donde las amiloglucosidasas hidrolizan las dextrinas obtenidas previamente, en los 

extremos no reductores, en las uniones α-1,4 y α-1,6 dando paso a dextrinas, maltosa, sacarosa, 

hasta la obtención de glucosa (Miranda y Molina, 2015).  En la curva de consumo de sacarosa 

del medio de puntilla de arroz B. subtilis no consumió en su totalidad la sacarosa disponible, 

probablemente porque esta no se hidrolizó en su totalidad en sus dos unidades o azúcares 

simples, glucosa y fructosa para poder ser aprovechada por los microorganismos (Vásquez, 

2021).  
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Gracias a las propiedades nutricionales que tiene la pulpa de café como la capacidad 

antioxidante, se ha utilizado como materia prima en la elaboración de diversos productos. Estos 

productos utilizan compuestos bioactivos como los polifenoles que se encuentran en la pulpa de 

café, los cuales tienen beneficios para la salud como antioxidantes (Serna-Jiménez et al., 2018) 

Existen diversas técnicas empleadas para extraer polifenoles de alguna biomasa sólida, dentro de 

estas se mencionan extracción con solventes orgánicos, en agua, asistida por calor, con fluidos 

supercríticos, por tecnología de microondas, entre otras (Surco-Laos et al., 2020). Cuando se 

utilizan solventes orgánicos o acuosos, como en este caso, la muestra se pone en contacto con el 

solvente seleccionado y se utiliza alguna técnica adicional para favorecer la extracción como la 

maceración, ultrasonido, percolación, entre otras (Musalan, 2019).  

 

 

Para la extracción de polifenoles totales en esta investigación se utilizaron los solventes 

orgánicos diluidos en agua al 50-50% v/v. Se ha evidenciado un mayor rendimiento de 

extracción cuando se utilizan mezclas de solventes con diferentes polaridades que el solvente 

puro. Por ejemplo, el etanol es poco polar lo que favorece la extracción de compuestos fenólicos 

menos polares como por ejemplo flavonoles y polifenoles, por su parte el agua facilita la 

extracción de compuestos más polares, como antocianinas, saponinas y taninos. Es por esta razón 

que se ha evidenciado que se extraen mayor cantidad de compuestos cuando las muestras 

contienen cierta proporción de agua (Al-Dhabi, Ponmurugan y Jeganathan, 2017). 

 

 

Si bien es cierto en este estudio la mayor cantidad de polifenoles extraídos se obtuvo con 

la técnica de maceración, la técnica asistida por ultrasonido es la más utilizada. Esto se debe a 

que es una técnica de bajo costo, ya que reduce el tiempo de proceso y, además, el consumo de 

energía (Gutiérrez, 2020). Al generarse ondas durante la aplicación del ultrasonido, se generan 

efectos térmicos y de agitación, estos producen burbujas, las cuales impactan sobre las 

membranas de las células de la pulpa de café y facilitan el ingreso del solvente dentro de las 

células, favoreciendo la transferencia de masa (Gutiérrez, 2020).  
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Musalan, (2019), utilizó las mismas técnicas implementadas en este estudio para extraer y 

cuantificar polifenoles totales de la pulpa de café, con una solución de etanol-agua al 50%. 

Mediante el proceso de baño ultrasónico obtuvo 5.583 mg EAG/g de pulpa de café de polifenoles 

totales, en 10 g de muestra con 200 mL de la mezcla del solvente durante 30 minutos. La 

relación sólido: líquido utilizada por Musalan es similar a la empleada en este ensayo, el primero 

utilizó una relación de 100:2 (mg/mL), en el segundo se utilizó una relación de 100:3 (mg/mL), 

la concentración del solvente es la misma en ambos ensayos, pero se presenta una diferencia en 

la concentración de polifenoles obtenida, la cual podría deberse a la duración de la extracción, 30 

y 15 minutos, respectivamente. Al-Dhabi, Ponmurugan y Jeganathan (2017), demostraron que 

conforme se incremente el tiempo de extracción aumenta el rendimiento de la extracción, debido 

a que la biomasa y el solvente están en mayor contacto por más tiempo, favoreciendo la tasa de 

transferencia de masa dando una mayor eficiencia de extracción y mayor concentración de 

polifenoles totales.  

 

 

Con la técnica de maceración Musalan, (2019), obtuvo una concentración de polifenoles 

totales de 2.914 mg EAG/g de pulpa de café, bajo las mismas condiciones que la técnica anterior 

(solvente y relación sólido: líquido), pero a 24 horas. Mediante la técnica de maceración a las  

24 horas, en este estudio se obtuvieron 6.062 ± 1.525 mg EAG/g de PDH de polifenoles totales 

con la mezcla etanol-agua al 50%, utilizando una relación sólido: líquido de 100:10 (mg/mL). En 

este caso, la diferencia de concentraciones podría deberse a que se utilizó mayor cantidad de 

solvente en este estudio. Por lo que, al presentarse mayor volumen de solvente en contacto con la 

biomasa, se extrae mayor cantidad de polifenoles totales (Al-Dhabi, Ponmurugan y Jeganathan, 

2017).  

 

 

Geremu, Tola y Sualeh (2016), realizaron una extracción de polifenoles totales con la 

técnica de maceración a cuatro muestras de pulpa de café de diferentes variedades. Para ello 

utilizaron los mismos solventes que en este estudio, pero a una concentración de 80%  

solvente-agua. El mayor contenido de polifenoles se presentó con la mezcla de 80% de metanol 

(1809.9 mg EAG/g), con el tratamiento de acetona 80% obtuvieron una concentración de 
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1709.0 mg EAG/g, mientras que con el tratamiento 80% etanol extrajeron la menor cantidad de 

polifenoles (489,5 mg EAG/g). Por su parte, Fierro-Cabrales et al. (2018), cuantificaron 

mediante la técnica del reactivo Folin-Ciocalteu una concentración de polifenoles totales de  

4.09 mg EAG/g en pulpa de café seca, mientras que en base húmeda 0.91 mg EAG/g de pulpa de 

café.  

 

 

Si bien es cierto, las concentraciones de polifenoles totales obtenidas en este estudio con 

la técnica de maceración son mucho menores en comparación con las obtenidas por Geremu, 

Tola y Sualeh (2016) empleando la misma técnica. Estas diferencias en la concentración de 

polifenoles totales pueden deberse a la composición del solvente utilizado, Geremu, Tola y 

Sualeh (2016) utilizaron una relación solvente agua 8:1 (80% solvente-agua), mientras que en el 

presente estudio la concentración utilizada fue de 50% solvente-agua. Otro aspecto por 

considerar es la polaridad de los compuestos de interés, las mezclas acuosas de etanol, metanol y 

acetona se utilizan para extraer compuestos con mayor polaridad, los compuestos con menor 

polaridad generalmente se extraen con acetato de etilo o cloroformo. Por lo que se recomienda 

realizar dos extracciones con solventes de polaridades diferentes para favorecer la extracción de 

ambos tipos de compuestos presentes en la biomasa (Wilson, 2020). Sin embargo, comparando 

con los resultados obtenidos por Musalan, (2019), se obtuvo una mayor concentración de 

polifenoles totales que con la técnica de baño ultrasónico. Por lo que se comparte lo expuesto por 

Geremú, Tola y Sualeh, (2016) de obtener una mayor concentración de polifenoles totales con la 

técnica de maceración.  

 

 

Por su parte, el tipo de lignina obtenido en este estudio corresponde a lignina extraída con 

el método con soda caústica, en el cual se utiliza una disolución acuosa de NaOH. La 

deslignificación ocurre cuando por acción del NaOH se rompen los enlaces α y β-aril éter (C-O) 

presentes en grupos hidroxilos fenólicos y no fenólicos. Lo anterior favorece que la lignina se 

disuelva en el medio alcalino, la lignina obtenida por este método presenta bajo peso molecular 

al estar más soluble y es libre de azufre, lo que hace que su aprovechamiento posterior sea mayor 

(Moreno y Lamprea, 2022).   
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 El licor negro obtenido en el proceso de extracción de lignina es considerado como un 

producto de desecho altamente estable, debido a su nivel de alcalinidad tan elevado, presenta un 

pH de 12 a 13. Además, posee una carga alta de compuestos orgánicos e inorgánicos y una 

demanda química de oxígeno (DQO) alta, lo que hace que sea poco biodegradable si llegara a 

estar en contacto con fuentes de agua. Este licor presenta sustancias químicas disueltas, entre 

ellas lignina. Algunos autores han realizado pretratamientos ácidos con el fin de precipitar y 

remover la lignina presente en este licor y así otorgarle un segundo uso (Pinzón y Rodríguez, 

2022).  

 

 

 En el presente estudio se obtuvo un 78 % de lignina recuperada del licor negro con H2SO4 

a pH de 2. La cantidad de lignina que sea removida del licor negro proveniente de utilizar algún 

residuo de la agroindustria depende del pH y de la precipitación de los compuestos que 

conforman los polisacáridos. Cuando los productos del licor negro son precipitados a un pH 

entre 5.5 y 7.0 se favorece la recuperación de la lignina más pura, aunque esta puede ser en 

menor proporción. Mientras que a pH bajos se obtiene una mayor cantidad de lignina, pero con 

un mayor contenido de impurezas, como materiales disueltos de la degradación de polisacáridos 

y cenizas (Domínguez-González et al., 2018).  

 

 

 Mussatto et al. (2007), determinaron diferentes porcentajes de lignina recuperada del licor 

negro obtenido en el tratamiento de residuos de granos de una cervecería. A un pH de 2.15 el 

porcentaje de lignina obtenido fue de 81.43 %, a un pH de 3.23 se obtuvo 78.86 % de lignina, 

mientras que a un pH de 6 se obtuvo 15.67%, un pH más elevado de 10.61 se obtuvo un 0.16 % 

de lignina, lo que quiere decir que a pH altos la precipitación de lignina es mínima. Por su parte, 

Castillo et al., (2018) obtuvieron un porcentaje de lignina con un pretratamiento ácido de 42.5 %.  

 

 

 Se ha evidenciado que uno de los pretratamientos de bajo costo y que ha alcanzado 

niveles altos de remoción de lignina de biomasas lignocelulósicas es el que se agrega cierta 

proporción de H2O2. Este compuesto rompe las paredes de lignina que conforman el material 
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lignocelulósico de la biomasa en estudio, además con este pretratamiento la celulosa es más 

accesible para su cuantificación (Suárez-Forero et al., 2019). Murthy y Madhava, (2012), en sus 

ensayos obtuvieron valores relacionados con la biomasa lignocelulósica de lignina 17.5 %, 

hemicelulosa 2.3%, celulosa 63 % y ceniza de 8.9%. Los valores de lignina y celulosa obtenidos 

en este estudio con el tratamiento con H2O2 se acercan a los antes mencionados. Por su parte, 

Menezes et al., (2014), obtuvieron en sus resultados con un pretratamiento alcalino con NaOH 

aplicado a pulpa de café un contenido de celulosa de 69.18%, de hemicelulosa 44.15% y de 

lignina 25.19%. Hendroko et al. (2018), obtuvieron en sus resultados sobre caracterización de la 

pulpa de café un contenido de celulosa de 25,84%, de hemicelulosa 4.37% y de lignina un  

12.46 %. Rodríguez, Laencima y García, (2018), obtuvieron a partir de pulpa de café un 

contenido de celulosa de 35.6% y de hemicelulosa 9.2%.  
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5. Conclusiones 
 

 

• Las cinéticas de crecimiento en microplaca de S. cerevisiae y B. subtilis presentaron la 

mayor DO y tasa de crecimiento en los medios de PDH suplementado con glucosa y 

triptona, respectivamente. En cuanto a las cinéticas de crecimiento de S. cerevisiae y de 

B. subtilis en matraces se obtuvo la mayor DO en el medio de PDH suplementado con 

extracto de levadura para ambos microorganismos.  

• S. cerevisiae obtuvo el mayor consumo de glucosa en el medio de PDH con glucosa, a 

pesar de que la mayor DO la obtuvo en el medio de PDH con extracto de levadura, lo 

anterior se debe a que el medio con extracto de levadura no contenía azúcares añadidos 

como si el medio con glucosa. B. subtilis presentó el mayor consumo de sacarosa en el 

medio MPA, a pesar de que corresponde al medio de referencia, se debe a la hidrólisis del 

almidón presente en la puntilla de arroz. El medio de PDH con NaCl fue el tratamiento 

suplementado que presentó mayor consumo de sacarosa.  

• Se evidencia que la PDH puede ser utilizada como un medio de cultivo promisorio 

gracias a todos los nutrientes que aporta a los microorganismos como azúcares, fibra, 

proteínas, etc. Sin embargo, debe ser suplementada de acuerdo con los requerimientos 

nutricionales que presente el microorganismo a utilizar. Además, se comprobó que la 

puntilla de arroz posee pocos nutrientes que pueden ser aprovechados por los 

microorganismos para crecer, por lo que se debe optimizar el medio con los suplementos 

adecuados.  

• La mayor cantidad de polifenoles totales cuantificados se presentaron en el tratamiento de 

100 mg de PDH con el solvente orgánico acetona en ambas técnicas de extracción. 

Empleando la técnica de maceración se cuantificaron 6,062 ± 1.525 mg EAG/g PDH, 

mientras que con la técnica de baño ultrasónico se cuantificaron 5,402 ± 1.426 mg EAG/g 

PDH.  
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• En la extracción de lignina en medio básico con NaOH 2 mol/L se removió un 78% de 

lignina presente en el licor negro producto de la extracción, obteniendo un 22% de 

cenizas. En relación con la caracterización del material lignocelulósico se presentaron 

resultados relevantes con el tratamiento de extracción con peróxido de hidrógeno: lignina 

17,3%, hemicelulosa 28%, celulosa 41,1% y cenizas 0,7%. Este tratamiento ha 

demostrado ser de bajo costo y además extraer porcentajes elevados de materiales 

lignocelulósicos de desechos agroindustriales.  

• La pulpa de café es uno de los principales residuos generados en la agroindustria del café. 

El presente estudio propone una alternativa para revalorizar este residuo, otorgarle un 

valor agregado y así contribuir con una economía circular. Con la obtención de azúcares 

fermentables metabolizados por microorganismos para la producción de bioetanol, por 

ejemplo, y la obtención y purificación de compuestos bioactivos como los polifenoles y 

de compuestos lignocelulósicos utilizados como materia prima, se disminuye la 

contaminación generada por la pulpa de café como desecho y se da una alternativa a una 

biorrefinería basada en el aprovechamiento de los desechos de la industria cafetalera.  
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6. Recomendaciones 
 

 

• Realizar más investigaciones donde se utilice la pulpa de café deshidratada como sustrato 

para obtener biomasa microbiana y productos que puedan ser utilizados en una 

producción multiproducto y así disminuir la contaminación ambiental generada por la 

pulpa de café, además de disminuir la huella de carbono. 

• Realizar una fermentación a mayor escala de biorreactor donde se utilice como sustrato la 

pulpa de café deshidratada, donde se logre obtener además de biomasa microbiana 

metabolitos secundarios multiproductos de interés a partir de S. cerevisiae y B. subtilis 

como alcoholes, ácidos orgánicos, etc.  

• La concentración de polifenoles totales obtenidos en este estudio varía en comparación 

con las concentraciones obtenidas por otros autores, sin embargo, se considera de suma 

relevancia en un próximo estudio medir la capacidad antioxidante de los polifenoles 

extraídos, debido a que se ha reportado que la pulpa de café contiene menos polifenoles 

que otras biomasas, pero pueden contener una capacidad antioxidante similar. 

• La elección del método de extracción de polifenoles depende de la fuente de donde se van 

a extraer estos, el objetivo para el que se desean extraer y los equipos disponibles en el 

laboratorio debido a que técnicas hay muchas, se debe escoger la que propicie una mayor 

concentración en la extracción.  

• Considerar extraer polifenoles totales utilizando pulpa de café fresca, para una posterior 

comparación con los datos obtenidos de pulpa de café deshidratada.  

• Seleccionar correctamente el método a utilizar para extraer material lignocelulósico de 

desechos agroindustriales, ya que el método de extracción depende del uso final que se le 

pretende dar al material extraído, ya sea lignina, celulosa o hemicelulosa.   
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