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Resumen

La miel de café, subproducto del proceso humedo de beneficiado del grano, contiene altos
niveles de materia organica que, al ser desechada sin tratamiento, contribuye a la contaminacion
de cuerpos de agua y deterioro ambiental. Sin embargo, este residuo alberga comunidades
bacterianas con potencial biotecnoldégico aun poco estudiado. El objetivo de esta investigacion
fue determinar la diversidad de comunidades bacterianas presentes en la miel de café y evaluar
su potencial para aplicaciones en un modelo de economia circular. Se analizaron cuatro muestras
de miel de café mediante secuenciacion del gen 16S rBRNA (regiones V3-V4) en plataforma
lllumina MiSeq. El procesamiento bioinformatico incluyd control de calidad, obtencion de ASVs
en QIIME2 y clasificacion taxonémica con la base de datos SILVA. El analisis de diversidad
alfa (indices Observed, Chao1, Shannon y Simpson) revelé una comunidad rica y variable,
dominada por filos como Proteobacteria, Acidobacteriota, Actinobacteriotay Chloroflexi. Estos
grupos incluyen taxones con capacidades para biorremediacion, degradacion de compuestos
organicos, produccion de enzimas termoestables y metabolitos bioactivos. Los resultados
sugieren que la miel de café, mas que un desecho contaminante, puede ser una fuente valiosa
para aplicaciones industriales sostenibles, ofreciendo oportunidades para innovaciones que
beneficien al sector cafetalero y al ambiente.
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Abstract

Coffee wastewater, a by-product generated during the wet processing of coffee beans, contains
high levels of organic matter that, when discharged without treatment, contributes to water
pollution and environmental degradation. However, this residue harbors bacterial communities
with biotechnological potential that remain largely unexplored. The objective of this study was to
determine the diversity of bacterial communities present in coffee wastewater and assess their
potential for applications within a circular economy model. Four coffee wastewater samples
were analyzed through 16S rRNA gene sequencing (V3-V4 regions) using the Illumina MiSeq
platform. Bioinformatic processing included quality control, generation of ASVs using QIIME2,
and taxonomic classification based on the SILVA database. Alpha diversity analysis (Observed,
Chao1, Shannon, and Simpson indices) revealed a rich and variable community dominated
by phyla such as Proteobacteria, Acidobacteriota, Actinobacteriota, and Chloroflexi. These
groups include taxa with capabilities for bioremediation, degradation of organic compounds,
production of thermostable enzymes, and bioactive metabolites. The results suggest that coffee
wastewater, rather than being solely an environmental pollutant, represents a valuable resource
for sustainable industrial applications, offering opportunities for innovations that can benefit the
coffee sector and contribute to environmental sustainability.

Introduccién

La miel de café es un subproducto generado en el proceso humedo de beneficiado del
grano de café, caracterizado por su alto contenido de compuestos organicos como celulosa,
hemicelulosa, pectina, sacarosa, monosacaridos, lipidos, proteinas, polifenoles y vitaminas [1].
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Tradicionalmente, este residuo se desecha en cuerpos de agua sin tratamiento, lo que provoca
eutrofizacion y deterioro de la calidad del agua, afectando tanto a los ecosistemas como a la
salud humana [2,3,4].

Los residuos agricolas, incluyendo la miel de café, albergan comunidades bacterianas
complejas que participan en la descomposicion de materia organica y la produccion de
metabolitos de interés biotecnoldgico, como acidos organicos, enzimas y otros compuestos
bioactivos [5]. En residuos de café, la microbiota estuvo dominada por Bacillus coagulans 'y
bacterias lacticas (Lactobacillus, Leuconostoc), que producen acido lactico y acético bajo
condiciones anaerobias. Estos metabolitos pueden usarse para fabricar biopolimeros (PLA,
PHAs) o como conservantes y acidulantes naturales en alimentos [6].

A pesar de estos hallazgos, la miel de café permanece poco estudiada en cuanto a su microbiota
bacteriana. Hasta el momento no se dispone de estudios que describan de manera detallada la
diversidad de especies presentes, ni que analicen el potencial de estos microorganismos para
ser aprovechados en procesos de biotransformacion o biorremediacion dentro de un modelo
de economia circular. Dado que el enfoque utilizado es la metataxonémica 16S, las inferencias
funcionales obtenidas son Unicamente potenciales y requieren ser validadas mediante
aislamientos, ensayos enzimaticos o aproximaciones de metagendmica shotgun.

La aplicacién de secuenciacion masiva del gen 16S rRNA en plataformas como lllumina MiSeq,
junto con rigurosos analisis bioinformaticos posibilita un perfilamiento taxonémico de alta
resolucion, capaz de detectar tanto los taxones dominantes como aquellas especies raras de
elevado interés biotecnolégico [7].

Se espera que este proyecto amplie el conocimiento sobre la microbiota de la miel de café y
abra vias para aplicaciones industriales y agricolas que conviertan este residuo en un recurso
valioso. Al perfilar sus comunidades bacterianas, se podran desarrollar tecnologias mas limpias
y sostenibles, beneficiando a cafetaleros y ecosistemas locales. Ademas, contribuye a los ODS
de Produccion y Consumo Responsable (12), Vida Submarina (14) y Vida de Ecosistemas
Terrestres (15), promoviendo una economia circular innovadora [8]. Por tanto, el objetivo de la
investigacion es determinar la diversidad de las comunidades bacterianas en la miel de café
con miras a su potencial en futuras aplicaciones dentro del contexto de la economia circular.

Materiales y métodos

Se procesaron 30 ml de tres muestra de miel de café mediante centrifugacion a 10 000 rpm
durante 10 min a 24 °C. El sobrenadante resultante se filtré al vacio usando filtros de nitrato
de celulosa de 0,2 um, y el material retenido se empled para la extraccion de ADN con el kit
PureLink Genomic DNA Kit.

Para evaluar la calidad e integridad del ADN, se preparé un gel de agarosa al 1,5 % con tampdn
de carga 6x TriTrack DNA Loading Dye y marcador Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, y se realizé
electroforesis a 70 V durante 50 min. A continuacion, la concentracion de ADN de las cuatro
muestras se cuantificO mediante espectrofotometria Nanodrop.

El ADN extraido se sometio a secuenciacion de nueva generacion del gen 16S rRNA (regiones
V3-V4) utilizando los cebadores universales Bakt_341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) y
Bakt_805R (5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’). La secuenciacion, con lecturas de 2 x 300
pb, se llevé a cabo en la plataforma lllumina MiSeq. El analisis de las comunidades bacterianas
presentes en muestras de miel de café se llevd a cabo mediante un enfoque bioinformatico
basado en la secuenciacion del gen 16S rRNA por medio de QIIME2. En primer lugar, el control
de calidad de las secuencias crudas se realizd utilizando FastQC. Tras la verificacion de la
calidad, se procedi¢ con el analisis metataxonomico en QIIME2. Se utiliza los parametros:
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truncLenF/R = (212)/(212), maxEE = (2)/{0), truncQ = 2, remocién de quimeras ‘consensus’, la
correccion de errores y la obtencion de Amplicon Sequence Variants (ASVs). Posteriormente,
se asigno la clasificacion taxonémica utilizando la base de datos SILVA (version 138.2) como
referencia [9].

Una vez obtenida la tabla de ASVs con sus asignaciones taxondmicas, se exportaron los
resultados para su analisis en R mediante el paquete microeco. Este paguete permite explorar
la estructura de la comunidad microbiana, realizar analisis de diversidad alfa y visualizar los
resultados taxonémicos mediante graficos. Se aplicaron filtros para eliminar taxones poco
abundantes y se agruparon las secuencias por niveles taxonémicos relevantes (por ejemplo,
filo 0 género) segun los objetivos del andlisis. A partir de este objeto, se visualizaron las familias
y géneros bacterianos mas abundantes y se calcularon indices de diversidad alfa (Observed,
Chao1, Shannon y Simpson) para comparar la riqueza y equidad entre las muestras [10].

Finalmente, se llevd a cabo una revision exhaustiva de la literatura en bases de datos cientificas
como PubMed, Scopus y Google Scholar, con el fin de identificar estudios que describan las
capacidades metabdlicas de las bacterias identificadas, analizando la informacion recopilada
para determinar su potencial en la produccién de metabolitos Utiles en aplicaciones industriales
0 agricolas.

Resultados

La cuantificacion del ADN mediante el NanoDrop para las cuatro muestras de la miel de café
mostrd las concentraciones y calidad detalladas en el cuadro 1.

Cuadro 1. Concentracién y Calidad del ADN correspondiente a las cuatro muestras en estudio de la miel de café.

Muestra Concentracion Calidad (A260/A280)
1 18.3 ng/uL 0.95
2 18.9 ng/uL 0.89
3 18 ng/uL 0.90
4 16.5 ng/uL 0.86

A partir del analisis metagenémico se obtuvieron 735441 lecturas crudas (media = DE por
muestra: 183 860 + 29 823). Tras el procesamiento con DADA2, 28.92%, 29.89%, 29.22% vy
16.15% de las lecturas fueron retenidas para la muestra 1, 2, 3 y 4 respectivamente. Lo anterior
resulté en la identificacion de 5710 ASVs. Por su parte, la rarefaccion se realizé a 27096 lecturas
por muestra (Good’s Coverage (0.99%)).

A continuacion, se presentan los resultados del analisis de diversidad y composicion de
comunidades bacterianas presentes en cuatro muestras de miel de café. Este analisis se enfocd
en evaluar la riqueza y equitatividad de las comunidades microbianas asi como la composicion
relativa de taxones a nivel de filo, familia y género.

Los indices Chaol y Observed Features, mostraron que la muestra M3 presentd la mayor
cantidad de taxones, seguido por la muestra M1, M2 y M4. En cuanto al indice de Shannon,
se observan valores relativamente altos y similares en la muestra M1, M2 y M3, mientras
que la muestra M4 presentd la diversidad mas baja, lo que puede indicar dominancia de
ciertos taxones. Por su parte, el indice de Simpson revel6 una alta uniformidad en la muestra
M2 seguido de la muestra M1, mientras que las muestras M3 y M4 mostraron valores mas
bajos, sugiriendo la dominancia de algunos taxones en la comunidad microbiana. Lo anterior
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reafirma la tendencia observada en el indice de Shannon. Asimismo, a partir de este analisis se
determind que no existen diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las cuatro
muestras de miel de café para ninguno de los indices analizados (Figura 1).
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Figura 1. Diversidad alfa de las comunidades microbianas presentes en muestras de miel de café.

La clasificacion taxondémica con respecto al filo reveld una gran diversidad de distintos grupos.
De manera general los grupos mas presentes en las cuatro muestras fueron Profeobacteria,
Acidobacteriota, Actinobacteriota y Chloroflexi fluctuando su abundancia entre las distintas
muestras. Para la muestra 1y 3 los dos grupos que mas predominaron fueron Proteobacteria
y Actinobacteriota. Mientras que para la muestra 2 y 4 los grupos mas abundantes fueron

Proteobacteria'y Acidobacteriota (Figura 2).
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Figura 2. Composicion taxondémica a nivel de filo para cuatro muestras de miel de café.

Con respecto a la composicion taxondmica a nivel de familia se identificd una diversidad amplia
de bacterias en las muestras analizadas. Xanthobacteraceae fue el grupo mas abundante para
la muestra 1, 2 y 3; otros grupos con mayor abundancia fueron MB-A2-108, Ktdonobacteraceae
para la muestra 1 y 2 respectivamente. Por su parte la muestra 3 presentd abundancias
balanceadas entre distintos grupos como Kitdonobacteraceae, MB-A2-108 e IMCC26256. En
cuanto a la muestra 4, se identificd en gran cantidad un conjunto denominado Subgrupo 5 asi
como el grupo Xanthobacteraceaey Solibacteraceae en abundancias cercanas (Figura 3).
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Figura 3. Composicion taxondémica a nivel de familia para cuatro muestras de miel de café.

A nivel de género los taxones dominantes variaron entre las muestras. En la muestra 1
predomind MB-A2-108 acompafiado de una abundancia equilibrada entre distintos grupos
como Pedomicrobium, Acidothermus, IMCC26256, HSB_OF53-F07, Candidatus Solibactery el
Subgrupo 5. Por su parte, la muestra 2 presenté como género predominante a HSB_OF53-F07
y Candidatus Solibacter. Asimismo, en la muestra 3 se observa un perfil balanceado de
abundancia entre distintos grupos como HSB_OF53-F07, Candidatus Solibacter, MB-A2-108,
Acidothermus e IMCC26256. En cuanto a la muestra 4, Candidatus Solibacter y el conjunto
denominado Subgrupo 5 predominaron en abundancia (Figura 4).
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Figura 4. Composicion taxondmica a nivel de género para cuatro muestras de miel de café.
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Discusion

El andlisis taxondmico de las comunidades bacterianas presentes en la miel de café permitio
identificar grupos microbianos con funciones metabdlicas relevantes. Esta caracterizacion
no solo permite entender la estructura microbiana del producto, sino que también ofrece
una oportunidad para explorar aplicaciones biotecnoldgicas de los taxones detectados,
considerando tanto su rol ecolégico como su potencial para procesos industriales o ambientales.
Sin embargo, resulta importante destacar que al tratarse de un enfoque de analisis 16S RNA,
los resultados no permiten una asignacion funcional concluyente ni alcanzar una resolucion a
nivel de cepa. Por lo tanto, las asociaciones biotecnoldgicas descritas a continuacion deben
de ser consideradas como hipoétesis de trabajo sujetas a verificacion en estudios posteriores.

Dentro del filo de Proteobacteria, se identificaron distintas familias como Hyphomicrobiaceae
que contiene al género Pedomicrobium, bacterias Gram-negativas que colonizan ambientes
acuaticos, suelos, superficies minerales y relacionadas con el metabolismo de nitrégeno. Este
género se destaca por oxidar Mn (ll) y participar en su reciclaje y utilizacion en sinergia con
otros microorganismos. Asimismo, se reporta su papel en la eliminacion de iones metalicos,
degradacion de materia organica del suelo e inhibicion de crecimiento de bacterias patdégenas.
A partir de ello, es posible reconocer el potencial biotecnolégico en aplicaciones ambientales
como la biorremediacion de aguas contaminadas con metales pesados o suelos degradados
e incluso como un agente de biocontrol [11]. Por otro lado, para la familia Xanthobacteraceae,
estudios destacan la capacidad de este grupo de degradar compuestos organicos aromaticos
policiclicos como naftaleno, benzo(a)pireno, fluoreno, antraceno y fenantreno. Por lo que la
posiciona como una via interesante para la biorremediacion de ambientes contaminados [12].
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Acidobacteriota es un filo en el cual se encuentra la familia Bruobacteraceae. Dentro
de ella se identifica al género Bryobacter que se destaca por ser un grupo de bacterias
quimiorganotroficas aerébicas que participan en el ciclo biogeoquimico del carbono por medio
del uso de polisacaridos y acidos organicos. Esta versatilidad metabdlica sugiere un potencial
en aplicaciones de tratamiento de residuos lignocelulésicos o biofertilizacion Asimismo,
Candidatus Solibacter pertenece a la familia Solibacteraceae, y es capaz de oxidar el amonio
en ambientes con bajo contenido de nutrientes y oxigeno. De modo que, es una gran opcion
para su uso en bioconversion de residuos agricolas [13]. Por otro lado, en literatura mas antigua
el Subgrupo 5 se reporta en suelos ricos en materia organica, nutrientes y menor acidez [14].
Sin embargo, se carece de estudios recientes que provean una caracterizacion funcional o
produccion de metabolitos conocidos a nivel especifico de este grupo.

Acidothermus, perteneciente a la familia Acidothermaceae'y al filo Actinobacteriota, se destaca
por ser tolerante a ambientes acidos prosperando en suelos con pH bajos [15]. Este género
presenta especies capaces de producir enzimas termoestables como la celulosa GuxA
(GH/6/GH12), que es eficiente en la hidrdlisis de biomasa vegetal en condiciones acidas y
altas temperaturas. Esta caracteristica convierte a este conjunto de bacterias en candidatas
interesantes para biorrefinerias y produccion de combustibles [16]. Asimismo, MB-A2-108
miembro del filo Actinobacteriota, se reporta en ambientes con baja disponibilidad de nutrientes.
Este grupo destaca por su capacidad de tolerancia a condiciones adversas, resaltando la
oportunidad de explorar su uso como parte de consorcios microbianos para la rehabilitacion
de ambientes degradados [17].

Otro grupo perteneciente al filo Actinobacteriota es IMCC26256, en el cual se han reportado
clusters biosintéticos de metabolitos secundarios de terpenos conteniendo genes como
escualano sintasa, licopeno ciclasa y poliprenil sintetasa, 10 que sugiere que la bacteria podria
sintetizar pigmentos derivados de terpenos. El segundo cluster identificado incluia una acil-
CoA deshidrogenasa relacionada con la enzima CaiA, la cual se asocia con la produccion
de antibidticos tipo sacaridos. Lo anterior abre paso al descubrimiento de producciéon de
compuestos bioactivos para aplicaciones farmacéuticas, cosméticas y agricolas [18].

Por su parte, la familia Ktedonobacteraceae perteneciente al filo Chloroflexi, contiene bacterias
heterdtrofas comunmente aisladas de suelos. Estas bacterias han demostrado una gran
capacidad para sobrevivir con niveles sub atmosféricos de hidrégeno y mondxido de carbono
como fuentes de energia. Esta habilidad se asocia a genes que codifican hidrogenasas y
deshidrogenasas clave en la oxidacion de estos gases. Estas caracteristicas metabdlicas
abren paso a la posibilidad de aplicar estas bacterias en procesos de tratamiento de gases
industriales o syngas, ofreciendo una alternativa para la reducciéon de emisiones contaminantes
o la valorizacién de residuos gaseosos [19].

Para HSB_OF53-F07 no se lograron encontrar estudios centrados en las caracteristicas y
potenciales biotecnoldgicos concretos. Lo anterior abre paso a la necesidad de investigaciones
metagendmicas funcionales o aislamientos experimentales para conocer mas a profundidad el
potencial biotecnoldgico que este grupo de bacterias puede poseer.

Mas alla de la descripcion de taxones especificos, se observaron diferencias notables en
la composicion microbiana entre las distintas muestras analizadas. Estas variaciones son
consistentes con distintos estudios que resaltan la complejidad microbiana en productos
agricolas, influenciada por condiciones especificas como el origen geografico, practicas de
recoleccion o almacenamiento [20]. Esto sugiere una via pertinente en investigaciones futuras
para tener un mayor entendimiento del efecto de distintas variables en la microbiota de la miel
de café.
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Si bien los hallazgos de este estudio aportan informacion relevante, resulta importante sefialar
algunas limitaciones inherentes en este ensayo. En primer lugar, el tamafio de muestra resulta
muy reducidoy considerando que no se realizaron réplicas por condicion, esto restringe la solidez
estadistica de los resultados. Asimismo, la carencia de covariables fisicoquimicas relevantes
como el pH, DQO/DBO, conductividad y °Brix limita la comprension del entorno microbiano. Por
otro lado, los resultados obtenidos de la relacion A260/280 < 1.0 sugiere posibles impurezas en
las extracciones de ADN, mientras que en los resultados también se evidencio¢ la escasez de
controles negativos. Finalmente, las inferencias funcionales obtenidas a partir de este analisis
deben de considerarse Unicamente como aproximaciones y no confirmaciones experimentales.

Conclusiones y/o recomendaciones

El perfilado de la comunidad bacteriana en la miel de café revel6 una diversidad considerable
de taxones pertenecientes a filos dominantes como Proteobacteria, Acidobacteriota,
Actinobacteriota'y Chloroflexi, con variaciones en abundancia segun la muestra. Estos grupos
incluyen géneros y familias con potencial biotecnolégico para la biorremediacion (eliminacion
de metales pesados y degradacion de compuestos aromaticos), bioconversion de residuos
agricolas, produccion de enzimas termoestables y compuestos bioactivos de interés en las
industrias alimentaria, agricola, energética y farmacéutica.

Los resultados confirman que la miel de café, mas alla de ser un subproducto contaminante,
puede constituir una fuente valiosa de recursos microbianos para procesos sostenibles dentro
de un modelo de economia circular, beneficiando a productores y reduciendo impactos
ambientales. Se recomienda profundizar los estudios mediante andlisis metagendmicos y
el aislamiento de cepas clave para evaluar su potencial en biorremediacion, produccion de
biopolimeros y biocombustibles. Ademas, se sugiere establecer colaboraciones con la industria
cafetalera para desarrollar aplicaciones sostenibles que valoricen la miel de café dentro de un
modelo de economia circular.
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