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RESUMEN

La Ocratoxina A (OTA) es un metabolito secundario producido por los mohos del
género Aspergillus y Penicillium los cuales se encuentran presente entre una
gran variedad de alimentos como: cereales, uvas, café, cacao etc. Las
condiciones mas favorables para la produccion de esta toxina son a un pH de 5.5
y en presencia de hierro, cobre y zinc. La OTA es nefrotdxica, inmunosupresora,
genotodxica, carcindgena, teratogénica y neurotdxica. En esta investigacion se
realizé la determinacién de ocratoxina A en café tostado y molido en dos de los
mayores exportadores de café de El Salvador, por el método de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas. Se aplicd una encuesta a 5 beneficios, con
la que se recopilo informacién importante sobre los procesos realizados durante
el beneficiado, enfocdndose en factores que condicionan la probabilidad de la
presencia de ocratoxina A, en el café como, la temperatura, contenido de agua,
fuente de agua y almacenamiento. En base a los resultados obtenidos de la
encuesta, se seleccionaron dos beneficios, los cuales presentaban mayor
probabilidad de contaminacién, se recolectaron muestras de café para su
posterior analisis. Durante 4 meses se realizaron analisis de humedad y la
determinacion de Ocratoxina A en las muestras, los datos de humedad obtenidos
cumplen con la Normativa Salvadorefia Obligatoria (NSO), la cual establece un
limite maximo permitido de 3 %. Los datos obtenidos de la determinacion de
Ocratoxina A fueron menor al limite de deteccion del equipo, siendo este de 1
ppb, por lo cumplen con la normativa establecida por la Unién Europea (UE) que
establece un limite maximo permitido de 5 ppb para el café tostado y molido. Los
resultados obtenidos de humedad y ocratoxina A en las muestras indican que las
condiciones de procesamiento de beneficiado, aunque son mejorables, no
influyen en la calidad toxicoldgica del producto. Se recomienda implementar un
sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC o HACCP,
por sus siglas en inglés) durante el proceso de beneficiado.
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1.0.INTRODUCCION

En El Salvador, el café es una bebida energética altamente consumida por los
habitantes del pais, proporciona una fuente de empleo para los salvadorefios y
ademas es uno de los productos que mayor demanda tiene el pais para la

exportacion.

Las etapas que comprende el procesamiento del café, desde la produccion hasta
la transformacion del grano en bebida, conllevan riesgos que determinan la
calidad del producto final. Son diversos los factores, tanto externos como
internos, que condicionan la calidad del café, como insectos, plagas,
enfermedades y microorganismos, ademas existen ciertos géneros de mohos
capaces de producir toxinas que contaminan el cultivo del café, como las
aflatoxinas y ocratoxinas. De los tipos de Ocratoxinas que existen, la Ocratoxina
A es la que representa un peligro para la salud de los seres vivos. Es producida
por los mohos de los géneros Aspergillus y Penicillium. Esta toxina ha sido
clasificada como posible carcinogénico para humanos (grupo 2B) segun la
Agencia Internacional de Investigacion para el Cancer (IARC) y se encuentra
relacionada con la nefropatia endémica de los Balcanes (NEB); ademéas de
producir estos dafios al organismo, es hepatotdxica y teratogénica. Existen
reglamentos internacionales los cuales contienen los niveles permitidos para la
presencia de esta en el café tostado y molido, la Unién Europea establece un
maximo de 5ug/kg. Por ello, el café producido en El Salvador y que sera
exportado debe de cumplir con este limite.

En esta investigacion se realiz6 la determinacion de Ocratoxina A en café tostado
y molido mediante un método ELISA, asi como la determinacion de humedad; las
muestras fueron recolectadas en dos de los cinco beneficios con mayor

exportacion de café en El Salvador, los cuales se seleccionaron en base a una
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encuesta que tenia el objetivo de conocer que beneficios tenian mayor
probabilidad de contaminacion con Ocratoxina A, los criterios para la seleccion
de los beneficios fueron las condiciones en las cuales se realiza el procesamiento
del café, humedad y temperatura, asi también el tipo de beneficiado que se

realiza.

Las muestras de café seleccionadas se trasladaron al Laboratorio de Analisis
Bromatologico de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador, donde, se les determino el porcentaje de humedad total,
posteriormente se realizO una extraccion de la toxina, y la determinacion de
Ocratoxina A mediante un método ELISA. La investigacién comprende desde el
mes de Enero de 2017 hasta el mes de Abril de 20109.
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2.0.0BJETIVOS

2.1. Objetivo general

2.1.1. Determinar Ocratoxina A (OTA) en café tostado y molido por el
método de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

en beneficios exportadores de café de El Salvador.

2.2.  Objetivos especificos

2.2.1. Recopilar informacion en los beneficios exportadores de

café en El Salvador aplicando una encuesta

2.2.2. Seleccionar los beneficios productores de café con mayor

probabilidad de contaminacion por OTA.

2.2.3. Recolectar muestras representativas del café tostado y

molido de los beneficios seleccionados.

2.2.4. Medir la humedad en las muestras de café recolectadas

utilizando balanza de humedad.

2.2.5. Identificar OTA en las muestras de café recolectadas.

2.2.6. Cuantificar OTA en las muestras de café recolectadas por el

método de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).
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3.0. MARCO TEORICO.

3.1. El Café

3.1.1. Definicion y origen del café.

El café es definido como la semilla seca de la planta del café sin importar que
haya sido tostada o molida. El arbol del que proviene el grano, llamado cafeto es
originario de Africa. El consumo de café se extendio por Europa a mediados del

siglo XVIII, asi mismo durante este siglo se introdujo en América. s

3.1.2. Botanica del café.

La planta de café es una dicotiledonea, perteneciente a la familia de las
Rubiaceae, esta familia contiene alrededor de 500 géneros, siendo Coffea el
miembro mas importante, pueden alcanzar hasta 10 m de altura de forma
silvestre y en los cultivos controlados hasta 3 m; esto facilitando su cosecha. La
mayoria de estas especies crecen en los estratos bajos de los bosques tropicales.
Las ramas son alrededor de 15 cm de longitud, de color verde oscuro. Produce
sus primeras flores entre los 3 y 4 afios de edad, son de color blanco cremoso y
de aroma dulce; luego de que las flores se marchitan, los ovarios se convierten
en drupas ovaladas, estos se convierten posteriormente en el grano de café. Una
flor forma un grano de café, que es la razén por lo que la planta florea en

diferentes etapas durante el afio. @,

3.1.3. Especies del café.

Las dos especies mas importantes desde el punto de vista comercial son: Coffea

arabica Linn, conocida como Arabica, y Coffea canephora Pierre ex Froehner,
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conocida como Robusta. La de mayor produccién a nivel mundial es la especie
Coffea arabiga con un 80-90% aproximadamente.

3.1.3.1. Diferencias entre las dos especies de mayor importancia

comercial.

El café robusta es mucho mas resistente a las enfermedades que el arabica, se
cultiva en altitudes relativamente bajas y tolera las altas temperaturas y lluvias

muy intensas.

El grano de la arabica es verde y de forma oval, en cambio el de la robusta es
mas redondo y puede ser de color marrén en lugar de verde. La especie arabica

en general produce buenas infusiones con acidez, mas sabor y aroma. a1, 39

3.1.4. Fruto.

Muchas veces llamado cereza y definido como el fruto fresco que consta de una
serie de capas que envuelven dos granos de café. Las capas externas se
denominan como:
- Cascara o pericarpio: envoltura externa del fruto del café
- Pulpa o exocarpio: carne o tejido de la fruta que se encuentra por debajo
de la cascara.
- Mucilago 0 mesocarpio: sustancia viscosa y pegajosa que se encuentra
adherida al endocarpio
- Pergamino o endocarpio: tejido duro y compacto que recubre a la semilla
o grano del café individualmente
- Cuticula: membrana delgada de color blanquecino que se encuentra
adherida a la semilla o grano del café. También conocida como pelicula

plateada.
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- Grano de café: semilla(s) contenida en la fruta del café.

El fruto del café tiene como base el color verde olivo, este puede variar de
acuerdo a las condiciones del terreno, la cosecha y de las condiciones
atmosféricas. La coloracién del fruto varia de verde oscuro a morado desde que
brota en la planta, se corta y se madura. El color del grano del café oro, es decir

el que ya fue procesado, varia de acuerdo a la region y altura donde se produce

| Exocarpio I

(39).

I Endocarpio ]

l Endospermo l
'\!
I Grano pergamino I

Figura N° 1. Partes que conforman el fruto de

café. (39)

3.1.5. Composicién quimica del café y aspectos nutricionales.

Un grano de café contiene normalmente un 34% de celulosa, un 30% de
azucares, un 11% de proteinas, de un 6 a un 13% de agua, y entre un 2 'y un 15%
de materia grasa. Otros componentes destacables son minerales, como el
potasio, calcio, magnesio y fbésforo, acidos organicos (cafeilquinicos o

clorogénicos) y alcaloides, como la cafeina (1-2.5%) y la trigonelina. @

Entre los principales componentes quimicos del grano de café estan las
melanoidinas que son definidas como macromoléculas de color café que

contienen nitrégeno, y representan hasta un 25% de materia seca. Diferentes
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estudios sugieren que estas son las responsables de las fuertes propiedades
antioxidantes, antibacterianos y quelantes mostradas por las bebidas de café. @

La cafeina (1,3,7-metilxantina), una base xantica que tiene efecto estimulante
sobre el sistema nervioso central, que se encuentra naturalmente en el café. Un
mecanismo de accidn de las bases xanticas es llevado a cabo a través de la
inhibicion de fosfodiesterasas, aumentando con esto los niveles de AMPc,
responsable de muchos o de todos los efectos, sobre el sistema nervioso,
musculo esquelético y cardiaco, diuresis, etc. La cafeina componente amargo es
responsable de la actividad diurética y efecto estimulante en el café. La
trigonelina durante la torrefaccion se transforma parcialmente en niacina,

haciendo al café una fuente de vitamina B3. s

Los principales constituyentes solubles confieren al café un ligero sabor acido;
también contribuyen al amargor y sabor caracteristico de este. El sabor 4cido es
reconocido como un atributo de la calidad del cafeé.

La amargura puede ser considerada como un defecto. En el café obtenido por el
beneficiado himedo el sabor acido es significativamente mayor que en el café
proveniente del beneficiado seco. Esta diferencia es probable por el aumento del
cuerpo durante el beneficiado seco, porque el cuerpo enmascara el sabor acido
del café. Un pH entre 4.9 y 5.2 es el rango considerado para una “buena taza de
café”. En el café verde los acidos de mayor proporcion son acidos clorogénico y

quinico y los acidos malico y citrico en menor cantidad. s
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Tabla N°1. Resumen de los componentes quimicos (%b.s.) principales en el
grano de café verde y en el tostado para las variedades arabica y
robusta. @

Arabica Robusta

Componentes | Café verde Café tostado | Café verde Café tostado
Minerales 3.0-4.2 3.5-4.5 4.0-4.5 4.6-5.0
Cafeina 0.9-1.2 1.0 1.6-2.4 2-0
Trigonelina 1.0-1.2 0.5-1.0 0.6-7.5 0.3-0.6
Lipidos 12.0-18.0 14.5-20 9.0-13.0 11.0-16.0
Acido 5.5-8.0 1.2-2.3 7.0-10.0 3.9-4.6
clorogénico

Acidos 1.5-2.0 1.0-1.5 1.5-2.0 1.0-1.5
alifaticos

Oligosacaridos | 6.0-8.0 0-3.5 5.0-7.0 0-3.5
Polisacaridos | 50.5-55.0 24.0-39.0 37.4-47.0 -
Aminoécidos | 2.0 0 2.0 0
Proteinas 11.0-13.0 13.0-15.0 11.0-13.0 13.0-15.0
3.1.6. Beneficios del café

Los acidos clorogénicos son considerados como antioxidantes, es decir, atrapan

radicales libres, asi mismo la cafeina cumple con esta funcién y otros compuestos

producidos durante el tostado, como las melanoidinas, que compensan la

disminucion de los acidos clorogénicos que se producen durante este proceso.

La cafeina inhibe la lipoperoxidacién inducida por radicales hidroxilos (OH),
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peroxidos (ROO) y oxigeno, por lo tanto es un antioxidante tan potente como el

glutation y superior al &cido ascorbico. (o

Se ha demostrado que la cafeina reduce en un 15% la sensibilidad a la insulina,
esto se ve reflejado en los efectos secundarios que tiene el consumo de insulina,

pues los pacientes tienen a ganar peso.

La enfermedad de Parkinson, que alrededor del 3% de la poblacién mayor de 65
afnos la padece. En estudios realizados se sugiere un efecto protector ejercido
por el consumo de café, aunque el mecanismo de proteccién aln no es conocido,
en bibliografia se encuentra que al consumir 300 mg/dia de café se logré reducir
de 10.4 a 1.9 el numero de sujetos enfermos de Parkinson por cada 10,000

sujetos estudiados. @

La ingesta de café con cafeina ayuda a mejorar el rendimiento deportivo, esto es
debido a que la cafeina ayuda a movilizar los depoésitos de grasa y por lo tanto a

conservar los depositos de glucégeno, retrasando con ello la aparicion de fatiga.

(11, 33)

3.2. Etapas (tecnologia del café).

3.2.1. Recoleccién o cosecha.

Consiste en la recoleccion selectiva de frutos de café en los arboles; por lo
general se cosecha anualmente cuando maduran las cerezas, es decir, cuando
adquieren un color rojo brillante, tienen lustre y estan firmes al tacto. Este proceso
es realizado por cortadores que cuidadosamente recolectan los frutos maduros
en los arboles y posteriormente se someten a una seleccién, para separar granos

verdes, pintones, secos, brocados y materias extraias. @ s
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Se pueden mencionar 4 sistemas de recoleccion:

- Cosecha selectiva en varias etapas (manual), en la que se recogen solo
las cerezas maduras.

- Cosecha selectiva en varias etapas en la que se arrancan los racimos
cuanto contienen principalmente cerezas maduras.

- Cosecha unica en la que los trabajadores cosechan todo a su paso por el
cafetal.

- Cosecha mecéanica con maquinaria, que desprende el fruto mediante

vibracion.

El mejor sistema de recoleccion lo constituye la recoleccion selectiva de cerezas
maduras, ya que los granos gue aun no se encuentran maduros se dejan en la

planta para madurar, logrando asi una mayor calidad en la cosecha ).

Café maduro Café Inmaduro Sobre maduro Seco en fruta Café Mezclado

Figura N° 2. Diferentes Estados maduracion del café. s

3.2.2. Definicion de beneficiado.

Representa la primera parte de la cadena agroindustrial, cuyo proceso separa del
fruto las coberturas que envuelven al grano y efectda un secado de este, con el
fin de preservarlo para su posterior exportacion o venta local para su torrefaccion
y molido, o efectuar otros procesos que permitan ofrecer los consumidores
distintas presentaciones de café (liofilizado, descafeinado, granulado, en bebida

gaseosa y otros), es decir, la transformacién del fruto maduro de la planta de café
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conocido como “cereza”. Existen dos tipos de beneficiado del café: beneficiado
himedo y beneficiado seco. a3

COSECHA Y CULTIVO DE CAFE

Cerezas frescas

FROCESAMIENTS PRIMARIC

Clasificacién de |as cerezas antes
del despulpado

|

| Cerezas sanas Cerezas
defectuosas
-g DESPULPADO g
E FERMEMTACIOMN @
T LAVADO SECADO AL SOL E
8 SECADO AL SOL D
§ o
| Pergaminao secc Cerezo seco
FROCESAMIENTO SECUNDARIC

CESCASCARILLADO
LIMPIEZA
MNIVELACION
CLASIFICACION

|

| Café Oro. |

Figura N° 3. Proceso de beneficiado de café. (s
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3.2.3. Beneficiado Himedo.

Es llamado humedo porque es necesario el uso de agua, principalmente para la
eliminacion del mucilago (lavado) y clasificacion de los granos. La pulpa y/o
mucilago es eliminado por medios mecanicos, y los granos se fermentan en
depésitos con un gran volumen de agua. Al despulpar un quintal de fruto maduro
se obtienen aproximadamente 60 libras de café pergamino despulpado y 40 libras
de pulpa; siendo el café pergamino o café verde el principal producto del

beneficiado hiimedo.

Esta fase del proceso es de vital importancia para la calidad uniforme y apta para
la exportacion de café. Se recomienda seguir las siguientes instrucciones:

- Preferiblemente recibir Unicamente el café que se encuentre en optimas
condiciones.

- No mezclar café verde con el maduro, si es necesario, procéselo en forma
separada asegurando asi una excelente calidad.

- Evitar mezclar café maduro con café seco o sobre maduro, cuidandose de
obtener altos porcentajes de café pelado y mantener asi la calidad del
grano y los rendimientos.

- No mezclar café maduro con hojas, palos, tierra, piedras o cualquier clase
de impurezas, ya que esto conlleva a pérdidas en el rendimiento y

deterioro del equipo, lo que afecta la calidad del café.

Las actividades que se desarrollan en este proceso son: a) Recibo del café
maduro, b) clasificacion del café maduro, c) despulpe del café maduro
(separacién de la cascara), d) clasificacion del café despulpado, e) separacién
del mucilago por fermentacion (hidrélisis) o remocion mecanica (Friccion) y
eliminacién por lavado (agitacién y desprendimiento en agua), y f) clasificacién

del café lavado. g3
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3.2.3.1. Despulpado

Es la fase mecénica del proceso donde el fruto maduro es sometido a

la eliminacién de la pulpa (epicarpio).

El despulpado se efectia a través de maquinas despulpadoras que aprovechan
la cualidad lubricante del mucilago del fruto, para que por presion se separen los

granos y la pulpa. g

Para la remocién de la cascara del fruto del café se utilizan despulpadores con
capacidad de procesamiento diferentes, asi: 5-10 qg/hora (artesanales); de 35-
40 gg/hora y de 60-100 gg/hora (servicio pesado).

Tipos de despulpadores: a) Cilindro Horizontal (Pechero de hierro), b) Cilindro

Horizontal pechero de hule.

Una vez que el café ha sido despulpado, el pergamino obtenido se clasifica y

para ello se utilizan equipos mecéanicos tales como las zarandas oscilantes.

El grano de café despulpado esta cubierto de una capa mucilaginosa
(mesocarpio) que es 15.5 a 22% del peso del fruto maduro con relacién al
contenido de humedad. El mucilago es una estructura rica en azicares y pectinas

que cubre el endosperma de la semilla. (3

En el proceso de beneficiado por via himeda, la etapa que sigue al despulpado
es la remocién del mucilago. El método usado en El Salvador es la fermentacion
natural y recientemente algunos beneficios (especialmente los ecoldgicos)

utilizan desmucilaginadores mecénicos de flujo ascendente. @3
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3.2.3.2. Fermentacion

En la fermentacién del café ocurren varios procesos, basicamente las levaduras

y las bacterias del mucilago a través de sus enzimas naturales oxidan

parcialmente los azlcares y producen energia (ATP), etanol, acido lactico, acido

acético y diéxido de carbono. También se degradan los lipidos del mucilago de

café y cambian el color, el olor, la densidad, la acidez, el pH, los sélidos solubles,

la temperatura y la composicién quimica y microbiana de este sustrato. ¢

En la fermentacion interactla el sustrato y microorganismos los cuales se

describen a continuacion:

El sustrato de la fermentacion: la materia prima del proceso esta
compuesta por los granos de café despulpados que contienen el mucilago
gue se fermenta.

Microbiologia de la fermentacién: en el café despulpado se encuentran
primordialmente levaduras y bacterias lacticas, pero también otras
bacterias y algunos hongos. Las principales levaduras fermentadoras del
mucilago son Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida lipolytica, Candida parasilopsis y
Candida pintolopesii, que producen etanol y COz2, y las no fermentadoras
como Cryptococcus terreus, Rhodotorula rubra y Rhodotorula glutinis. Las
bacterias lacticas del mucilago son Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum y Streptococcus
faecalis, entre otras las cuales producen acido lactico, alcohol, acido
acético, acido férmico y diéxido de carbono. Asi mismo se pueden
encontrar bacterias anaerobias como Enterobacter spp., Escherichia coli,
Klebsiella ozaenae, Proteus sp., etc. Ademas hongos de los géneros

Trichoderma, Alternaria y en ocasiones Penicillium y Aspergillus. 1,32
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3.2.3.3. Lavado.

Cuando los granos de café pergamino han alcanzado el punto de fermento (el
namero de horas para lograr este estado es variable y depende de las
condiciones climaticas donde estdn localizados los beneficios, el café,
infraestructura, entre otros), entonces estan listos para someterse al proceso de

lavado con agua limpia.

3.2.3.4. Secado.

El café ya lavado, se somete al secamiento. En nuestro pais el secado se hace
principalmente en patios de secado construidos con ladrillos de barro y en otros
lugares estan hechos con ladrillo de cemento o cemento (principalmente en
beneficios localizados en altura). La mayor parte de los beneficios que operan en
el pais tienen pre-secadoras y secadoras y dependiendo de los volumenes de
café y exigencias de los compradores, se hacen uso de ellas o también se hace
una combinacion de métodos (secamiento mecanico y natural). .3

Para determinar el punto correcto de secamiento en El Salvador, los que
predominan son:

- Métodos empiricos (a la vista, con el diente, con navaja, con martillo),

- Determinadores de humedad mecanicos, digitales.

3.2.4. Beneficio seco

El beneficiado por via seca (también llamado el método natural) es el mas antiguo
y el mas sencillo y requiere poca maquinaria.
Este método consiste en secar la cereza entera. A continuacion, se describen las

tres etapas basicas de limpieza, secado y descascarillado. ¢



35

3.2.4.1. Limpieza

Primero, las cerezas que se hayan recolectado se clasifican y limpian, para
separar las cerezas que no estan maduras de las que estan demasiado maduras
y de las que estan dafadas, y para quitar la suciedad, la tierra, las ramas y las
hojas. Eso puede hacerse aventando, por lo general a mano, usando una criba
grande. Las cerezas que no se quieran o cualquier otra materia que no pueda
aventarse, podra recogerse de la parte de arriba de la criba. Las cerezas
maduras pueden también separarse poniéndolas a flotar en canales de lavado

cerca de las superficies de secado.

3.2.4.2. Secado

Las cerezas de café se extienden al sol, o bien en patios grandes de cemento o
ladrillo, o bien en esteras alzadas hasta la altura de la cintura sobre caballetes. A
medida que las cerezas secan, se rastrillan o se les da vuelta a mano para que
sequen por igual. Puede llevar hasta cuatro semanas secar las cerezas al nivel
maximo de un contenido de humedad del 12,5%, dependiendo de las condiciones

atmosféricas.

En los cafetales mas grandes se hace a veces el secado a maquina para acelerar
el proceso después de que se haya secado antes el café al sol durante unos
cuantos dias. La operacion de secado es la etapa mas importante del proceso,
puesto que afecta a la calidad final del café pergamino. Un café que haya secado
demasiado se volvera quebradizo y dara demasiados granos quebrados durante
la criba (los granos quebrados se consideran defectuosos). Un café que no haya
secado lo suficiente tendrd demasiada humedad y sera proclive a un rapido

deterioro ocasionado por hongos y bacterias. qs
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3.2.4.3. Descascarillado

Las cerezas secas se almacenan a granel en silos especiales hasta que se
envian al molino, donde se criban, se separan, se clasifican y se meten en
sacos. La descascaradora quita de una vez todas las capas exteriores de la

cereza seca. qsg

3.2.5. Almacenamiento

El almacenamiento es una de etapas de mayor prioridad para evitar el deterioro
y la pérdida de la calidad del café. En esta practica es importante considerar los
siguientes factores: humedad relativa del ambiente, disefio y ubicacién del
almacén, duracion del almacenamiento y evitar que el café se humedezca de
nuevo. La humedad es definida como la medida del contenido de agua que tienen
los alimentos. El contenido de humedad durante el almacenamiento debe de ser
de 10-12%; el deterioro se minimiza cuando la temperatura se mantiene por
debajo de 26°C y la humedad relativa (HR) de la atmdsfera de almacenamiento

oscila entre 50 y 70%. ¢, 13,30

Durante el almacenamiento para evitar el crecimiento de hongos en el café es
mejor hacerlo en bolsas de poliestireno que son menos permeables y la
reabsorcion de agua ocurre en menor medida que en los sacos de yute. Es
importante que los recipientes que son utilizados para transportar el producto
estén limpios y no contengan materias que puedan estar contaminadas con

hOﬂgOS (28, 39).

Es importante considerar que el café pergamino se deteriora mas lento que el
café oro. Puede almacenarse a granel en silos, esto se realiza cuando se trata

de un almacenamiento temporal en las fincas productoras de café recién
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procesado; asi mismo se puede almacenar en cajas 0 en sacos, cuando el café
espera su transporte a las centrales de beneficio seco o se queda guardado

esperando su preparacion para el mercado. ¢

El café seco, se conserva muy bien durante meses a temperaturas maximas de
20°C y humedades relativas alrededor de 65%. La humedad del café almacenado

en estas condiciones se mantiene entre el 10% y 12%. 3

3.2.6. Tostado del café

El café limpio luego pasa a ser objeto de uno de los procesos mas importantes y
delicados; la torrefaccion o tostado. En este proceso el café en grano desarrolla
el sabor, aroma y demas caracteristicas propias de este, presentes en el producto

final.

El grano del café ingresa a un cilindro rotativo perforado, en donde circulan gases
calientes, como producto de la combustion del diésel. El aire alcanza
temperaturas que oscilan entre 245y 250 °C. El tiempo de permanencia del grano

del café en el tostador es entre 7 y 12 minutos. «»

Durante el recorrido cuando se alcanza una temperatura entre 100 y 105°C el
aire caliente provoca que el café pierda progresivamente la humedad natural
(cerca del 10%). Aqui solamente ocurren cambios quimicos menores y casi

ninguna propiedad del café se desarrolla.

Al alcanzar una temperatura de 180°C en el grano se produce una reaccion
llamada pirolisis, obteniendo azucares y carbohidratos, diéxido de carbono,
acidos, etc. que se liberan rapidamente en este proceso. Este fendbmeno se

produce en 10 segundos y desarrolla el sabor del café. .,
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Luego que los granos de café alcancen una temperatura cercana a los 205 °C ya
no absorben calor, ahora el calor se libera del grano como resultado de las

reacciones de pirolisis. a3

La intensidad del tostado es una caracteristica importante que se toma en cuenta
en el proceso y se evalla con la observacion de la coloracion del grano. Un café
palido tiene un tostado débil, pero un café oscuro tiene un tostado fuerte. Asi
mismo, ocurre una variacion en el peso, el cual se debe a la evaporacién del agua
y de otras sustancias que contiene el grano. Al finalizar el proceso las reacciones
fisico-quimicas se detienen rapidamente por el enfriamiento brusco del café
tostado con aire y con agua. La pérdida de peso que se genera en el tostador
esta entre 16 y 20%. Al final del proceso, cae por gravedad y se lleva hacia una

pequefia tolva. a2

3.2.7. Molienda del café tostado.

Este proceso nos permite realizar de manera mas eficiente la extraccion de los
sélidos solubles en agua, existentes en el café tostado (aromas y sabores); si se
realiza la extraccion del café tostado entero se obtiene un rendimiento bajo y un
sabor pobre. Pero con el café tostado y molido la extracciébn es mas facil y se
obtiene un mayor rendimiento. El café tostado se traslada hacia los molinos. Aqui
el grano tostado se tritura por accion de unos rodillos hasta tener el tamafio

deseado.

3.3. Café en El Salvador

3.3.1. Distribucién del cultivo del café en El Salvador.

En El Salvador la distribucion de caficultores y la superficie cafetalera se
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encuentran de la siguiente manera: en la Region Occidental se encuentra el
45.02% del total de caficultores del pais y ocupan una superficie cafetalera del
50.28% representando la mayor parte. En la regién Central el 32.34% de los
productores y un area cafetalera del 29.98% y en la Regién Oriental el 22.56%

de productores y un éarea del 19.67%. (o

El 90% de las fincas cafetaleras del pais se encuentran entre los rangos de 0.1 a
25 manzanas y ocupan un area de 68,871 manzanas, equivalentes al 32% del
area total cultivada de café en el pais y el restante 10% de las fincas, que superan

las 25 manzanas, ocupan un area cafetalera de 148,757 manzanas. a3

En el pais una gran cantidad del area cafetalera se encuentra en zonas de
laderas, en las que los arboles de sombra de diferentes especies abundan y que

la presencia de estos ayuda a la captacion de agua. @3

3.3.2. Beneficios con mayor exportacion y produccion de café en El

Salvador.

Segun los datos proporcionados por el Consejo Salvadorefio del Café los
beneficios de mayor exportacion en El Salvador son: (Ver Anexo N° 1)

- BENEFICIO A

- BENEFICIO B

- BENEFICIO C

- BENEFICIO D

- BENEFICIO E

3.3.3. Variedades cultivadas en El Salvador.

En El Salvador se utiliza mayormente las variedades Bourbon y Pacas contando



40

con un 97% y la edad de las plantas es entre 31 y 38 afios. Las otras variedades
gue se cultivan son: Pacamara, Catisis, Arabigo, Catuai, Caturra; cuyas edades

se encuentran entre los 24 a 42 afnos. a3

3.3.4. Estandares de calidad minimos para el café en El Salvador. ¢

Los estandares de calidad minimos requeridos para el café segun el Consejo

Salvadorefio de Café (s.f.) son:

- Olor limpio o libre de olores extrafos

- Color del grano verde o verde azulado homogéneo.

- Que al menos el 98% del grano quede retenido en la zaranda nimero 16
y el restante quede retenido en la zaranda numero 15.

- Para el caso de grano tipo caracol (Peaberry) la granulometria debera
cumplir con las condiciones que al menos el 97% del grano quede retenido
en la zaranda numero 10; medidos en zarandas o tamices con orificios de
forma oblonga

- Lahumedad del grano debe estar comprendida en un rango entre el 11.0%
y el 12.5%.

- Cero defectos primarios y hasta un maximo de 2 imperfecciones
completadas secundarias o categoria dos, clasificados y contados segun
la tabla 0 método de clasificacion de la Asociacion de Cafés Especiales de
Estados Unidos de América (SCAA) efectiva a partir del 2000.

- Taza sana y limpia (sin sabores defectuosos) con caracteristicas
sobresalientes y atributos distintivos en aroma, cuerpo, acidez y sabor. No
debe contener sabor astringente como el relacionado con la presencia de

granos inmaduros ni sabor afiejo 0 a cosecha vieja.
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3.3.5. Exportacion de café en El Salvador

La mayor comercializacion de la produccion del café en el pais se encuentra en
el exterior, siendo sus principales clientes Estados Unidos, Taiwan, Alemania y
Japdn. La exportacion del café para El Salvador representa una gran importancia
economica al ser uno de los principales productos de exportacion, en el periodo
comprendido desde Octubre de 2011 a Abril de 2012 se registré un ingreso de
236.69 millones a partir de exportaciones de café; siendo el precio promedio del
quintal de $236.38. qs)

3.4. Problemas en el cultivo del café.

En el cultivo de café se pueden encontrar diferentes plagas, microorganismos,

toxinas y enfermedades que afectan la calidad del producto.

3.4.1. Plagas del café.

Entre las plagas que atacan a las raices tenemos: palomillas, escamas y
nematédos. Las plagas e insectos mas importantes que atacan a las plantas del
café son la escama verde, la escama coma, la escama globosa, la escama
algodonosa, chinche harinosa y los nematodos. Las plagas de las hojas de la
planta del café como el minador, que es la larva de una mariposa, son mas
habituales en épocas de sequia, en cambio durante las épocas de lluvia son mas
frecuentes las de la raiz. Desde el punto de vista econémica una de las de mayor
impacto es Hypothenemus hampei (Ferrar) (Coleoptera: Solytidae) llamada
también broca del café. Este es un insecto pequefio, dafia en fruto del café
perforando la cereza y luego se reproduce internamente en el endospermo;
causando pérdida total del grano y en la mayoria de los casos, la caida prematura

de los frutos. @s, 39
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3.4.2. Enfermedades del café.

Unas de las enfermedades méas graves para el cafeto son la roya (Hemileia
vastatrix) y a antracnosis. La roya del cafeto, es provocada por el hongo Hemileia
vastatrix, en su madurez presenta manchas con un polvillo de color naranja en
las hojas del cafeto. La roya ataca al sistema foliar y entre las variedades
susceptibles del cafeto a esta enfermedad se encuentra el Bourbon. El efecto
cuando es drastica de la roya provoca defoliacion e indirectamente bloquea el
llenado y maduracion de los frutos. Un ataque severo de roya, no solamente

afecta la cosecha del afio sino que también la posterior. (s

3.4.3. Hongos del café.

En el cafeto la microbiota es diversa, el género que mas predomina es el
Aspergillus. Algunos de estos mohos son capaces de producir toxinas durante el

almacenamiento del grano de café. @

3.4.4. Micotoxinas.

Son metabolitos secundarios producidos por los hongos y mohos. Estas
representan un peligro para el producto y salud de los consumidores, entre estas

se pueden mencionar las aflatoxinas y ocratoxinas. s

3.5. Cambio climatico, impacto sobre el cultivo del café.

El cultivo del café se realiza en zonas tropicas que son las ideales para el
crecimiento de este, el calentamiento global afecta mas en los tropicos en
comparacion con las regiones templadas. s

Es importante decir que el café robusta es mas resistente a las enfermedades
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que el café ardbica es mucho mas tolerante a las condiciones de temperatura
altas, como consecuencia el café robusta sera mas resistente al cambio climético.
La productividad del género arabica es altamente afectada por el cambio
climatico ya que para el desarrollo de la fruta se incrementa por encima de 23 °C,
lo que reduce la calidad de la bebida; esta pérdida de la calidad podria incluir una
mayor probabilidad de presencia de micotoxinas .z 2. Ademas, la exposicion
continua a 30°C provoca estrés, provocando crecimiento bajo y anormal,

incluyendo el amarillamiento de las hojas y tumores de tallo ¢

La plaga broca es una amenaza significativa para el arabica, este insecto
probablemente lleve consigo hongos toxigénicos que serdn capaces de crecer

como resultado del dafio causado al café por este insecto.

Con el aumento de la temperatura provocado por el cambio climatico el
crecimiento de hongos que se desarrollan a mayores temperaturas incrementa,

asi también los niveles de micotoxinas. o, 2

Los cultivos de café se haran imposibles en algunas regiones por la temperatura,
existirdn regiones intermedias donde la cosecha sea posible, pero se encontrara
sometido a un mayor estrés por condiciones climaticas subdptimas, suelo pobre,
insectos y microorganismos de plagas y enfermedades; las micotoxinas se
convertirdn en un problema muy grave ya que el cultivo estara mas susceptible a
la presencia de hongos toxigénicos. Probablemente, las micotoxinas mas
peligrosas prevaleceran a altas temperaturas y, por ejemplo, la Aflatoxinas
tendera a reemplazar a la OTA como micotoxina mayor, ya que las temperaturas
seran mas adecuadas para los Aspergillus termotolerantes que producen
Aflatoxinas. El café se podra cultivar en nuevas tierras y esto permitira niveles
bajos de micotoxinas debido al fendmeno Parésitos perdidos; en el cual los

cultivos contienen menos plagas y enfermedades. Un factor grave y contrario a
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esto puede ser que no exista competencia natural de sustrato para los hongos
toxigénicos y por lo tanto mayor probabilidad de desarrollo de estos. (s, 27,2, 29)

3.6. Ocratoxinas

3.6.1. Generalidades de las ocratoxinas.

Las Ocratoxinas son consideras como metabolitos secundarios producidos por
ciertas especies de hongos. Existen tres ocratoxinas: Ocratoxina A, Ocratoxina B
y Ocratoxina C. Bajo condiciones normales tanto la Ocratoxina A como la
Ocratoxina B son formadas. Una gran diferencia entre estas es que, la Ocratoxina
B es menos toxica que la Ocratoxina A y ademas no interfiere con la sintesis de
proteinas en las células hepéticas. Ambas toxinas son compuestos fenilalanina-
dihidrocumarina que estan acoplados a un enlace amida que es muy estable con

respecto tanto a la temperatura como a la hidrélisis.

3.7. Ocratoxina A (OTA).

0 OH 0

0
il CH¥

H
CI

Figura N° 4. Estructura quimica de la ocratoxina A
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3.7.1. Definicion.

La OTA es un metabolito secundario producido por las especies de hongos
Aspergillus y Penicillium los cuales se encuentran presente entre una gran
variedad de alimentos como: cereales, uvas, café, cacao etc.

La OTA fue aislada por primera vez de Aspergillus ochraceus de donde proviene

su nombre. a7

Debido a la incidencia en productos alimenticios y al nUmero de cepas capaces
de producir OTA, las especies productoras de OTA mas importantes son:
Penicillum verrucosum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger y Aspergillus
carbonarius. La presencia de OTA es producida predominantemente por

Aspegillus westerderdijkiae y Asperigillus ochraceus. @214

Aspergillus niger Aspergillus carbonarius Aspergillus ochraceus

Figura N° 5. Algunos hongos productores de ocratoxinas qs.

La sintesis de OTA esta condicionada a diferentes factores tales como:
temperatura, actividad del agua y el medio de desarrollo del hongo,
principalmente sus micronutrientes, pH y la presencia de agentes competitivos.
Las condiciones mas favorables para la produccién de esta toxina son a un pH

de 5.5y en la presencia de hierro, cobre y zinc.

3.7.2. Propiedades fisicas y quimicas. s 17

- Descripcion: cristales; intensamente fluorescentes bajo la luz ultravioleta,
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emite una fluorescencia verde y azul en soluciones &cidas y béasicas
respectivamente.

- Punto de fusién: 169 °C.

- Rotacioén optica: [a]p?!-46.8° (c=2.65 mmol/L [1.07 g/L] en cloroformo).

- Datos espectroscopicos: se han reportado datos de ultravioleta, infrarrojo,
resonancia magnética nuclear proton y masa espectral.

- Solubilidad: el acido libre es moderadamente soluble en solventes

organicos como cloroformo, etanol, metanol, xileno, etc.

3.7.3. Toxicocinética.

La cantidad de toxina absorbida es dependiente de la especie; en los cerdos es
aproximadamente del 60%, mientras que en los roedores es mucho menor. La
biodisponibilidad oral de la OTA es mas alta en humanos, aproximadamente el
93%. Las formas no i6nicas y monoanionicas de OTA se absorben desde el

estdbmago y el yeyuno sin mecanismos de transporte especificos conocidos. @

La albumina es la proteina plasmética mas abundante en el sistema circulatorio.
La albumina se une a la OTA con una afinidad inusualmente alta; por lo tanto, el
99.8% de la OTA esta en forma unida a la albimina en el sistema circulatorio
humano El sitio de unién principal de la OTA es casi idéntico al de la warfarina

(que también presenta un esqueleto de cumarina). s

La distribucion tisular de la OTA los objetivos principales son los rifiones y el
higado, el musculo esquelético, el tejido adiposo y el cerebro también contienen
cantidades menores de toxina. Dado que, en circunstancias fisiolégicas, la OTA
esta presente como una molécula cargada, atraviesa la placenta muy
probablemente por mecanismos de transporte activo. Desafortunadamente, los
niveles de OTA son mas altos en la placenta y también son dos veces mas altos

en la sangre del feto que en la madre. (s
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En el intestino, parte de la OTA se hidroliza a Ocratoxina a (OTa) por la accion
de enzimas proteoliticas y por las enzimas de la microflora bacteriana, otra
posibilidad de la hidrdlisis de la OTA es abrir el anillo de la lactona en condiciones
alcalinas que dan como resultado la formacién de un compuesto altamente téxico
llamado OTA de apertura de la lactona (OP-OA). La 4-hidroxiocratoxina A (4-OH-
OTA) es un producto de la oxidacion microsomal de la toxina con baja toxicidad,
mientras que otro producto menos toxico es la 10-hidroxiocratoxina A (10-OH-
OTA). us,39

Debido a la fuerte unién de la albumina a la OTA, su eliminacion por filtracion
glomerular es despreciable. La excrecion de OTA se realiza principalmente a
través de la secrecion tubular. La reabsorcion tubular de la toxina podria
considerarse parcialmente responsable de la acumulacion intracelular de OTA.
Desafortunadamente, los estudios in vivo verifican que la toxina se puede
reabsorber desde précticamente cualquier parte de la nefrona tanto por
transporte activo como por difusion pasiva en una forma dependiente del pH. s

La excrecion biliar de OTA y sus metabolitos es la ruta principal en su excrecion
fecal; sin embargo, también esta presente la secrecion en el intestino delgado.
Ademas de la fuerte propiedad de union a la albumina, la circulacién entero-

hepética podria mejorar la eliminacion lenta de la OTA del cuerpo. s

3.7.4. Toxicodinamia. @

Son tres los principales mecanismos de accion mediante los cuales la OTA
provoca su toxicidad:

- Alteracibn sobre la respiracion celular: La OTA actia inhibiendo
competitivamente la actividad de la ATPasa, la succinato deshidrogenasa

y la citocromo C oxidasa lo que provoca efectos similares a los producidos
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en una lesion celular, obteniendo como productos finales radicales
hidroxilados por peroxidacion lipidica.

- Alteracién de las sintesis de proteinas: este mecanismo se produce a nivel
post-transcripcional por inhibicidn competitiva de la PheARNt sintetasa.

- Secuestro de calcio microsomal: este mecanismo constituye una reaccion
temprana y ligada al fenémeno de peroxidacion lipidica. Diversos estudios
tanto in vitro como in vivo demuestran que la OTA produce una inhibicion
en el bombeo y captacion del calcio a través del reticulo endoplasmico del

hepatocito.

3.7.5. Efectos de la OTA en la salud.

La OTA es nefrotoxica, inmunosupresora, genotoxica, carcindbgena, teratogénica
y neurotdxica. La Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer (IARC)
ha clasificado a la OTA como posible carcinégeno humano, en la categoria 2B.
La exposicidn a alimentos contaminados con OTA se ha relacionado con
evidencias epidemioldgicas de cancer testicular debido a la formacion de aductos

en el ADN inducidos por la accidn de este genotoéxico.

La OTA esta relacionada con el desarrollo de tumores en el tracto urinario como
principal factor determinante y con la “Nefropatia endémica de los Balcanes”
presentando gran incidencia en las regiones del sudeste de Europa, Yy
caracterizada por ser una grave afeccion histopatoldgica que cursa con una
nefropatia tubulo-intersticial progresiva, que deriva en atrofia tubular y fibrosis

periglomerular. @

3.7.6. Factores determinantes para laincidencia de OTA en café.

El café se encuentra susceptible a la contaminacion con microorganismos
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durante todas sus etapas de procesamiento. Asi mismo se encuentra expuesto
al ataque de insectos y aves, asi como a factores macro y micro que hacen mas

favorable el desarrollo de hongos ocratoxigénicos.

En el café verde la incidencia y niveles de micotoxinas son muy bajos debido a
la presencia de cafeina en este, que causa inhibicién del crecimiento de hongos.
Sin embargo Aspergillus ochraceus y Aspergillus flavus producen Aflatoxinas y

OTA en medio de cultivo que se les adiciono 0.1-1% de cafeina. o

Para la produccién de OTA, A. Ochraceus la produce 6ptimamente en el rango
20-35 °C de temperatura y con una actividad del agua de 0.95-0.99. A. ochraceus
necesita un minimo de 0.80 de actividad de agua. A. niger a una temperatura de
35 °C y A. carbonarius a una temperatura entre 15-30 °C y como minimo un 0.86

de actividad del agua.

El cultivo del café se da en zonas tropicales y este es altamente higroscopico
cuando esta dafiado. Estas zonas son de alta humedad y por esto los granos
maduros, fermentados, dafiados o que caen sobre el suelo deben de ser
desechados y eliminados fuera del campo de cultivo con el fin de evitar hongos y
metabolitos (micotoxinas) en el cultivo ya que estos estan mas susceptibles a su

contaminacion.

El café no puede ser almacenado como un producto fresco, y debe de ser
rapidamente secado con un equipo y condiciones adecuadas a fin de evitar el
desarrollo de hongos productores de OTA. Una vez el café se encuentre seco,
se fermenta y se descasca. En estos procesos es de vital importancia que se
realicen en un ambiente controlado para evitar la humedad o contaminacion
cruzada. Asi mismo el transporte y almacenamiento en condiciones ambientales

y en envases adecuados. ¢
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3.7.7. Reglamentacion internacional sobre OTA.

La Comision Europea (CE) establece los niveles permitidos de OTA en el café
molido y tostado siendo este el de 5ug/kg. Asi mismo la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (conocida mundialmente
como FAO) cuenta con una normativa para los niveles permisibles de OTA en el
café molido y tostado de 5ug/kg. La Republica de El Salvador no cuenta con

normativas legales sobre la OTA en productos alimentiCios. ¢, o, 24, 25)

3.7.8. Meétodos de deteccion de OTA.

Para la determinacién de la OTA, el método mas utilizado en la mayoria de los
estudios es HPLC con detector de fluorescencia, sin embargo, existen otros
métodos como cromatografia en capa fina, cromatografia de gases,
espectrofotometria de masas y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA). 2z

3.7.8.1. Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

ELISA se fundamenta en una reaccion antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos son
elaborados por las células plasméticas en respuesta al estimulo producido por
una molécula extrafia al organismo llamada antigeno, estos poseen sitios de
union especifico a los cuales se une el anticuerpo adecuado; los anticuerpos
monoclonales son anticuerpos de especificidad Unica sintetizada por un Unico

clon de células plasmaticas. @

Las técnicas ELISA proveen una atractiva y prometedora alternativa al HPLC
para la deteccion de OTA en alimentos por su alta especificidad, sensitividad,

simplicidad y potencial para automatizacién y posibilidad de su uso bajo
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condiciones de campo. e

Dos son los tipos de anticuerpo utilizados para la determinaciéon de OTA,
monoclonales y policlonales. El desarrollo de anticuerpos policlonales (PADb) y
monoclonales (MAb) contra el conjugado OTA-proteina convierten a los
inmunoensayos en una basica y util herramienta para la determinacion de OTA.
Dos sistemas de ELISA se han usado para el andlisis de micotoxinas y ambos
son ensayos competitivos heterogéneos. Un sistema es ELISA directo, se utiliza
un conjugado enzima-micotoxina y el otro sistema es ELISA indirecto, dado que
se utiliza un conjugado proteina-micotoxina y un anticuerpo secundario con el
cual una enzima ha sido conjugada. Generalmente la peroxidasa de
“‘horseradish” es la enzima mas comunmente utilizada para conjugacion, otras
enzimas que también se utilizan son la fosfatasa alcalina y la B-galactosidasa. En
el ensayo competitivo directo, los anticuerpos se inmovilizan en una fase solida,
esferas o tubos de poliestireno, esferas de nylon o tarjetas material plastico, o
bien placas para microtitulacion. La muestra en solucion o el estandar de toxina
es generalmente incubada simultaneamente con el conjugado enziméatico.
Después de los lavados apropiados, la cantidad de enzima conjugada que
reacciona con el anticuerpo se determina por incubacién con un sustrato en
solucion que contiene peréxido de hidrégeno que actia como un oxidante
cromogeno. El color resultante se mide ya sea visualmente o por medio de un
espectrofotometro. En este ensayo, las toxinas presentes en el extracto de la
muestra y los conjugados enziméaticos de las toxinas compiten por los mismos
sitios de enlace presentes en el anticuerpo inmovilizado en la superficie sdlida.
Debido a que las concentraciones de conjugado enzimatico y de anticuerpo son
constantes, la intensidad del color es un funcion inversamente proporcional a la

concentracion de toxina.

Este ensayo usa anticuerpos de captura contra anticuerpos anti-ocratoxina A; a
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ellos se les agrega muestra o estdndar mas conjugado ocratoxina A-enzima y
anticuerpos anti-ocratoxina A produciendo que la ocratoxina A libre y el
conjugado ocratoxina A-enzima compiten para unirse a sitios especificos del
anticuerpo anti-ocratoxina A (inmunoensayo enzimatico competitivo). Al mismo
tiempo, los anticuerpos anti-ocratoxina A se unen a los anticuerpos de captura
inmovilizados sobre la placa. El conjugado ocratoxina A-enzima que no se unié
es removido posteriormente por un proceso de lavado. El substrato/cromdgeno
es agregado e incubado. El conjugado ocratoxina A-enzima a través de los
anticuerpos, convierte al cromdgeno en una substancia azul. La adicion de la
solucién stop provoca un cambio de color de azul a amarillo. La medicion se
realiza fotométricamente a 650 nm; la absorcién es inversamente proporcional a

la concentracion de ocratoxina A en la muestra. (s 37
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4.0.DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio

Campo: se realizaron visitas a los beneficios, con el propdésito de recopilar
informacion respecto a los procesos que se llevan a cabo en el beneficiado
(proceso humedo) y a factores que inciden en la probabilidad de
crecimiento de hongos ocratoxigénicos como la temperatura y la humedad
que conllevan a la produccion de OTA, esta informacion se obtuvo a través
de una encuesta; a fin de seleccionar los dos beneficios de mayor riesgo

de contaminacion.

Transversal: se realizo en los meses comprendidos de junio de 2017 a
junio de 2018.

Experimental: se efectuaron los analisis de determinacion de humedad y
el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de las muestras de café
tostado y molido en los laboratorios de Analisis Bromatolégico del
Departamento de Andlisis Quimico e Instrumental y en el Laboratorio de
Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.

Exploratorio: este estudio se realiza por primera vez en El Salvador
y es una problematica que estd presente por efecto del
cambio climatico; ademas que la exportacion de café en El Salvador es
una fuente de ingreso econdémico y productora de empleo; este también

es un producto de consumo masivo en el pais.
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4.2. Investigacion bibliografica

La cual se realiz6 en las siguientes bibliotecas:

- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia

- Central de la Universidad de El Salvador

- Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA)
- Consejo Superior de Café

- Internet.

4.3. Investigacién de campo.

Se aplic6 una encuesta a los encargados de los 5 beneficios de mayor
exportacion de café de El Salvador (ver anexo N°1), evaluandose factores que
pueden incidir en la presencia de OTA; en base a la encuesta se decidio cuéles
fueron los 2 beneficios exportadores de café que presentaron mayor riesgo de
contaminacion con OTA. (Ver anexo N° 2). Formato de la encuesta aplicada a

los beneficios.

4.3.1. Universo

Cinco beneficios A, B, C, D y E de mayor exportacion de café tostado y molido

de El Salvador. Ver anexo N° 1. Exportaciones de los beneficios de El Salvador.
4.3.2. Muestra
Se recolectd el café pergamino de los beneficios A y D, dos de los de mayor

exportacion de El Salvador, los cuales, en base a una encuesta (ver anexo N° 2),

mostraron mayor riesgo de contaminacion con OTA. Se tomaron 14 muestras de
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1 Kg de café pergamino de manera aleatoria por cada beneficio a estudiar, el
muestreo fue en estratos distribuidos en los almacenes; se recolectaron en
bolsas cerradas herméticamente y rotuladas con sus correspondientes c6digos;
del Kg recolectado se utilizaron 25 g para su anadlisis de ocratoxina A.
Posteriormente se trasladaron al laboratorio de Andlisis Bromatoldgico del
Departamento de Andlisis Quimico e Instrumental de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador. Se realizaron un total de 28 andlisis
por duplicado para el analisis de Ocratoxina A, haciendo un total de 56
muestras. El analisis de humedad se realiz6 solo una vez por cada muestra, un

total de analisis de humedad del grano de café de 28.

4.4. Parte experimental.

4.4.1. Muestreo

Se recolecto 14 muestras de café pergamino de 1 Kg distribuidas en tres estratos
de manera aleatoria en los dos beneficios seleccionados. Se recolecto en café
pergamino debido a que los beneficios solo almacenan el café de esta forma,
solo lo despergaminan y lo tuestan cuando se recibe un pedido, ya que las

condiciones varian dependiendo de los requerimientos que los clientes solicitan.

4.4.2. Tratamiento de la muestra

4.4.2.1. Despergaminado.

Las muestras recolectadas como café pergamino se llevaron a las instalaciones

de Consejo Salvadorefio de Café (CSC) para realizarles el proceso de

despergaminacion y asi obtener el grano de café.
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4.4.2.2. Tostado y molido

Los granos de café se tostaron en las instalaciones del CSC a una temperatura
de 160°C por 1 minuto, punto de giro, luego 8 minutos a 170°C obteniendo el
punto organoléptico, el café tostado se trasladd laboratorio de Analisis
Bromatologico del Departamento de Analisis Quimico e Instrumental de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador donde se le

realizo el molido.

4.4.3. Determinacion de humedad por balanza analizadora de humedad.

4.4.3.1. Fundamento. g

La balanza COBOS PRECISION IB-110 funciona sobre la base del principio
termogravimétrico: Al comienzo de la medida, el analizador de humedad
determina el peso de la muestra, a continuacién, la muestra se calienta
rapidamente por medio de la unidad halégena desecadora y la humedad se
evapora. Durante la operacion de desecacién, el equipo determina
continuamente el peso de la muestra y presenta el resultado. Cuando la
desecacion termina, el resultado se muestra coémo % de contenido de humedad,
% sélido, peso 0 % de tolerancia de humedad. ElI método tiene las siguientes
ventajas: reduccién considerable de los tiempos de procesamiento de muestras
y obtencion de resultados, manipulacion sencilla, instrumento compacto y

excelente comportamiento de arranque en frio/caliente.

4.4.3.2. Procedimiento.

1. Encender el interruptor.

2. Presionar la tecla T/T.ENT vy utilizar las teclas ¥ A para seleccionar la
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temperatura a 105 °C y presionar nuevamente la tecla T/T.ENT.

Utilizar las teclas ¥ A para seleccionar el tiempo de 5 minutos y presionar

nuevamente la tecla T/T.ENT.

. Antes de colocar la muestra colocar una hoja de aluminio en el plato de la
balanza cerrar la tapa de la lampara, calentar durante un tiempo de 5 para

eliminar cualquier contenido de humedad de la caja de aluminio.

Presionar la tecla TARA.RESET en pantalla aparecera el indicador BUSY

después de unos segundos se mostrara en pantalla 0.00g.

. Abrir la tapa de la lampara y colocar 5.0 g de muestra repartiendo el

producto en el contenedor lo maximo posible.

Pulsar la tecla START STOP una vez la lampara de infrarrojos se
encendera y el peso de la muestra aparecera en gramos, luego se
mostrara el contenido de humedad en % (cada 30 segundos la balanza

tara, pesay realiza ajustes).

. Al finalizar el tiempo de secado la balanza terminara automaticamente la
tara y el valor del contenido final de humedad aparecera en pantalla,
sonard una alarma durante 15 segundos y el valor final aparecerd en

pantalla, se mostrara el indicador de paro de secado.

. Asegurarse de usar pinzas para sacar el plato de la balanza para evitar
gquemaduras, dejar enfriar y limpiarlo con papel toalla ligeramente
humedecido en alcohol.
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10. Presionar la tecla TARA.RESET para la proxima medicion.

11. Documentar el resultado del porcentaje de humedad obtenido.

4.4.4. Extraccion de Ocratoxina A de la muestra, para su posterior analisis

por el método ELISA.

Preparacion de reactivos, materiales y equipos. Ver anexo N° 3.

4.4.4.1. Procedimiento. (Ver anexo N° 4)

1. Mezclar 10.0 g del café molido finamente con 50.0 ml de CHzOH/NaHCOs
1% (p/v) (7:3)

2. Mezcle a alta velocidad durante 3 minutos. (Se pueden utilizar cantidades
mayores 0 menores de muestra, pero manteniendo la proporcion de

muestra y solucién extractora).

3. Dejar reposar por 3 minutos (para que la muestra mezclada se asiente).

4. Filtrar el liquido sobrenadante a través de un Whatman #4 o papel filtro

similar.

5. Tomar 5.0 ml del filtrado (equivalente a 1.0 g de la muestra original) y diluir
con 45.0 ml de solucién salina buffer fosfato con Tween 20 (PBS/Tween

20) (0.01% v/v) para obtener un volumen final de 50 ml.

6. Con una jeringa de vidrio de 50 ml y un adaptador de columna, pase 50.0

mL de la muestra por la columna. La velocidad de flujo no debe exceder
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1.5-2.0 mL / minuto. Alternativamente, permitir que pase toda la muestra
por gravedad. No permitir que la columna se seque.

7. Lavar la columna con 20.0 mL de PBS/Tween 20 (0.01% v/v). La velocidad
de flujo no debe exceder de los 4 a 5 mL/min. No permitir que la columna

se seque.

8. Lavar adicionalmente la columna con 10.0 ml de PBS pasados a una
velocidad de 4,0 a 5,0 mL/min o por gravedad. Asegurese de que todo el
liquido se elimine de la columna usando presion positiva desde una jeringa

0 bomba.

9. Eluir la OTA unida con 2.0 mL de metanol y 2.0 mL de agua destilada. La
muestra extraida ahora esta lista para el analisis de OTA.

4.4.5. Determinacion de OTA.

4.45.1. Fundamento. g3

En el ensayo competitivo directo, los anticuerpos se inmovilizan en una fase
sélida. La muestra en solucion o el estdndar de toxina es generalmente incubada
simultdneamente con el conjugado enzimatico. Después de los lavados
apropiados, la cantidad de enzima conjugada que reacciona con el anticuerpo se
determina por incubacion con un sustrato en solucién que contiene peréxido de
hidrégeno que actlia como un oxidante cromégeno. El color resultante se mide
ya sea visualmente o por medio de un espectrofotometro. En este ensayo, las
toxinas presentes en el extracto de la muestra y los conjugados enzimaticos de
las toxinas compiten por los mismos sitios de enlace presentes en el anticuerpo

inmovilizado en la superficie sélida. Debido a que las concentraciones de
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conjugado enzimético y de anticuerpo son constantes, la intensidad del color es

una funcién inversamente proporcional a la concentracion de toxina.

4.4.5.2. Procedimiento. (Ver anexo N° 5)

1. Agregar 100.00 pL de conjugado (solucién que contiene un complejo de
enzima unido a OTA, el cual va a competir con la OTA de las muestras y

los estandares de OTA) a cada pocillo de fondo rojo (pocillos de mezcla).

2. Agregar 100.00 pL de control y 100 pL de muestra a cada pocillo de

mezcla.

3. Mezclar el contenido de los pocillos cinco veces, presionando el émbolo

hacia arriba y hacia abajo.

4. Transferir 100.00 pL de los pocillos de mezcla hacia los correspondientes
pocillos con anticuerpo (pocillos transparentes). Nota: durante este paso,
existe una competencia entre el conjugado y la OTA de las muestras por
unirse a los anticuerpos que se encuentran en los pocillos transparentes,

tener el cuidado de no tocar el fondo de los pocillos con las puntas.

5. Deslizar los pocillos de anticuerpo hacia adelante y hacia atras durante un

tiempo de 10 a 20 segundos para mezclar su contenido.

6. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos (protegiéndolos de la

luz).

7. Vaciar el contenido de los pocillos de anticuerpo.
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8. Lavar los pocillos de anticuerpo con agua destilada o desionizada (repetir

el lavado 5 veces).

9. Colocar los pocillos al revés sobre papel toalla hasta que toda el agua haya

sido eliminada.

10.Agregar 100.00 pL de sustrato (solucion que contiene el agente
cromoOgeno gue va a reaccionar con el complejo formado de antigeno-
anticuerpo y lo coloreara conforme a la cantidad de OTA unida proveniente
de las muestras, es una coloracion inversamente proporcional) a cada uno

de los pocillos de anticuerpos.

11. Deslizar los pocillos de anticuerpo hacia adelante y hacia atras durante un

tiempo de 10 a 20 segundos para mezclar su contenido.

12.Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

13. Afadir 100.00 pL de red stop (solucién gque va a ralentizar la reacciéon
ocasionado al agregar el sustrato y la estabilizara para poder ser leida en
el detector de pocillos) a cada uno de los pocillos de anticuerpos. NOTA:
al agregar red stop, colocar la punta en un angulo de 45° para asegurar

gue no tenga efecto de estratificacion.

14.Deslizar los pocillos de anticuerpo hacia adelante y hacia atras durante un

tiempo de 10 a 20 segundos para mezclar su contenido.

15. Leer los resultados en el detector con un filtro de 650 nm.
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45. Disefio estadistico.

A los datos obtenidos de las muestras de café molido y tostado, se le realizd
analisis de varianza unifactorial (ANOVA). Los pasos realizados para ejecutar el

andlisis fueron los siguientes:

- Tabulacién de datos en una plantilla de Excel para poder ejecutar el

analisis de varianza unifactorial (ANOVA).

- Establecer el nivel de confianza con el que se quiere ejecutar el analisis
estadistico, bibliograficamente para las investigaciones se recomienda

establecer un 95 % como nivel de confianza.

- Plantear la hipotesis alterna y la hipoétesis nula. La hipotesis alterna esta
orientada en determinar si existe diferencia significativa de los resultados
entre los dos beneficios que tenian mayor probabilidad de contaminacion
con Ocratoxina A y verificar cuantitativamente el riesgo en cada uno. La
hipotesis nula es lo opuesto de la hipotesis alterna, ya que demostrara que
no existe diferencia significativa en los resultados de cada determinacion

(humedad y OTA) entre los dos beneficios.

- La matriz realizada en Excel de los resultados de cada determinacion,
tendra que ser analizada mediante el uso de la herramienta analisis de
datos que se encuentra en la pestafia datos, donde se seleccionara la
especificacion analisis de varianza de un factor, especificando el nivel de
confianza que tenemos determinado.

Nota: se aplico un valor de confianza de 95% (alfa: 0.05).



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0.RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Informacion obtenida de los beneficios mediante la aplicacion de

encuesta.

Se realizo la visita a cinco beneficios de mayor exportacion en El Salvador, en las
gue se les aplico una encuesta, la cual contenia preguntas relacionadas a los
procesos utilizados en el beneficiado del café y generalidades de cada uno de

ellos. Segun detalle a continuacion. (Ver anexo N°2)

Los beneficios procesan café de mediana altura y estricta altura.

- Los tipos de certificaciones que tienen son:

1. Rainfores Alliance: este café procede de plantaciones que respetan el
medio natural en cultivos que no destruyen el entorno.

2. Organico: garantiza que el café se ha producido sin pesticidas, herbicidas,

abonos u otros productos quimicos.

El criterio de evaluacion de la encuesta se centr6 en factores que pueden incidir
en el crecimiento de hongos y en la produccion de Ocratoxina A, considerando
gue los factores de temperatura y humedad son de mayor importancia, por lo que
se les asigno una puntuacion de 3 a 5. Otorgando un valor de 5 cuando el
beneficio encuestado tenia una mayor probabilidad de contaminacién con hongos
y Ocratoxina A, como ejemplo, cuando el beneficio no tenia controles de
temperatura en sus almacenes y 3 cuando si los tenia. También se evaluaron
otros factores que podian incidir en la presencia de hongos ocratoxigenicos,
asignando un valor de 1 a 3, siendo 3 la puntuacién asignada cuando el beneficio

tenia mayor probabilidad de contaminacion. Ver tabla N° 2. (Ver anexo N° 6).
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Tabla N° 2. Criterio de evaluacion de la encuesta.

NIVEL DE RIESGO FACTORES PUNTUACION ‘
1 Humedad o temperatura 3-5
2 Otros factores 1-3

NOTA: en caso de que la respuesta tenga mas de una opcién, se tomara la media de su

puntuacion.

Resultados obtenidos de la encuesta aplicada a los beneficios seleccionados.
(Ver anexo N° 7).

A continuacién se detallan las respuestas a las preguntas de la encuesta,

utilizando para ello un grafico que seré de utilidad en el analisis.

Pregunta N° 1. En el proceso de beneficiado humedo ¢ Cuél
es el método que utiliza para el desmucilaginado del café?

Puntuacién
w

A B C D E
Beneficios

® Fermentacion  ® Desmucilaginado mecanico

Figura N° 6. Tipo de beneficiado utilizado por los beneficios encuestados.

En los beneficios encuestados el proceso mas utilizado en el beneficiado

himedo, es la fermentacion, el beneficio B utiliza los dos métodos, fermentacion



67

y desmucilaginado mecanico dependiendo de la demanda que se tenga de
producto o dependiendo de la preferencia del comprador. En el desmucilaginado
mecanico no se involucra el contacto con el agua. El beneficio E solamente utiliza
desmucilaginado mecanico, el cual consiste en eliminar el mucilago por medios

fisicos 0 mecéanicos y su posterior lavado.

Pregunta N° 2. ¢Controla la temperatura a la que realiza la
fermentacion del café?

6

5
c
© 4
3
S 3
c
52
a

1

0

A B C D E
Beneficios
=S| mNO

Figura N° 7. Control de la temperatura en la fermentacion.

Tal como se presenta en la figura N° 7 podemos observar que ninguno de los 5
beneficios que utilizan el proceso de fermentacion en el desmucilaginado del café
controla la temperatura durante esta etapa, se realiza a temperatura ambiente,
en El Salvador esta es fluctuante debido al efecto del cambio climatico que oscila
dentro del rango de temperatura Optimo para la produccién de OTA por el hongo
de 15-30 °C y con una temperatura promedio a mas de 1,200 metros de altura
sobre el nivel del mar (altura a la cual se produce el café de altura) se encuentra
en rango de 21-19 °C.

El beneficio E no se muestra en la grafica debido a que ellos utilizan el

desmucilaginado mecénico; la pregunta no aplica por no utilizar la fermentacion
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para el desmucilaginado del café.

Pregunta N° 3. ¢De qué material estan construidas las pilas
de fermentacion en donde se hace la remocién del mucilago

del café?

3.5

3

2.5
5
I
2
[

S 15
a

1

0.5

0

A B C D E
Beneficios

®m Cemento y ladrillo poroso ®Cemento = Ceramica

Figura N° 8. Material de construccién de las pilas de fermentacion.

Las pilas de fermentacion del beneficio A y beneficio C estan construidas con
cemento y ladrillo poroso, esto representa un mayor riesgo de contaminacion con
hongos y con OTA ya que este tipo de material puede tener una mayor
reabsorcibn de humedad, factor importante para el crecimiento de hongos
productores de OTA. Las pilas del beneficio B son de un material de ceramica.

El beneficio E no se muestra en la grafica debido a que no utilizan el proceso de

fermentacion.
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Pregunta N° 4. ;Cuanto dura el proceso de fermentacion del

café?

2.5

c 2
Ne}

S 15
2

c 1
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0.5
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A B C D E
Beneficios
mSi mNo

Figura N° 9. Duracién del proceso de fermentacion del café en los beneficios.

El proceso de fermentacion en los beneficios encuestados es en un tiempo entre
8 — 12 horas, dependiendo de las condiciones climatolégicas y la cantidad de

café a fermentar. El beneficio E no se muestra en la gréafica debido a que ellos no
utilizan el proceso de fermentacion.

Pregunta N° 5. ¢ Cuantas veces lava las pilas de fermentacién
de café en un dia de trabajo?

Puntuaciéon

o

A B C D E
Beneficios

m Mas de unavez mUnavez

Figura N° 10. Frecuencia del lavado de las pilas de fermentacion.
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Los beneficios encuestados lavan una vez las pilas de fermentacion posterior a
su uso. El beneficio E no se muestra en la grafica debido a que ellos no utilizan

el proceso de fermentacion.

Pregunta N° 6. ¢ Cuantas veces lava el café fermentado?

I

Puntuacion
w

N

A B C D E
Beneficios

m Mas de unavez mUnavez

Figura N° 11. Frecuencia del lavado del café.

Los beneficios lavan una vez el café luego de su fermentacion. El beneficio E no
se muestra en la grafica debido a que ellos no utilizan el proceso de fermentacion,

utilizan el proceso de desmucilaginado mecanico.
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Pregunta N° 7. Durante el lavado del café ¢Cual es la fuente
de agua que utiliza para lavar el café?

Puntuacion
O L N W H U1 O

A B C D E
Beneficios

M Potable (tratada) H Pozo (no tratada)

Figura N° 12. Fuente del agua utilizada en el beneficiado.

Todos los beneficios utilizan agua de pozo para el lavado del café, que es una
agua sin tratamiento quimico, y a la cual no se le realiza control de calidad,
aumentando la probabilidad de contaminacién del café. En los alrededores de los
beneficios se observaron fosas sépticas, posibles fuentes de contaminacién del

agua de pozos.

Pregunta N° 8. ¢Qué tipo de secado se le realiza al café

lavado?
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5
C
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S 3
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A B C D E
Beneficios

M En patios M Pre-secadores M Secadores M Mixto

Figura N° 13. Tipo de secado que se le realiza al café lavado.
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Los beneficios A, B, C y E presentan alternativas de secado dependiendo de las
condiciones climéticas. Todos los beneficios utilizan el secado en patios, ya que
el secado mixto utilizado por el beneficio A y E, incluye la utilizacion de secado
en patios mas otra alternativa como secadores o pre-secadores, esto
dependiendo de las condiciones climéticas y de la demanda de producto. El
secado en patios es el que mayor riesgo de contaminacién con hongos y
Ocratoxina A, debido a la falta de control de parametros como temperatura y

humedad del ambiente, el contacto con el suelo y el efecto del cambio climatico.

Pregunta N° 9. ¢(Como mide la humedad del café pergamino
para almacenarlo?

4.5

4

3.5

:5 3

g 25
>

-g' 2

D15

1

0.5
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A B C D E
Beneficios
mSi mNo

Figura N° 14. Medicion de la humedad del café.

Los cinco beneficios miden la humedad del grano de café para su posterior
almacenamiento, los cinco beneficios utilizan un equipo en el que se selecciona
el tipo de grano que se va analizar, se introducen alrededor de 25.0 g de caféy
el equipo les proporciona el dato de la cantidad de humedad que contienen
verificando que no sobrepase el 12% de humedad, limite maximo permitido para

el café pergamino, sin embargo solo el B lleva registros de estas mediciones.
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Pregunta N° 10. Si a las pilas de recibo llega café fermentado
¢ Qué hacen con ese café?

3.5

N
wn

N

Puntuacion
(=Y
n

0.5

A B C D E
Beneficios

® No se toma ninguna medida correctiva ® Se toman medidas correctivas

Figura N° 15. Acciones frente al café fermentado.

Tres beneficios tienen medidas correctivas en la cual si llegaba café fermentado
a las pilas de recibo, se procedia a cambiar el beneficiado humedo por el
beneficiado seco donde se transporta el café a los patios de secado para
continuar con su respectivo proceso, solo el beneficio D no contaba con ninguna
accion correctiva. El beneficio E no se muestra en la gréfica debido a que ellos

no utilizan el proceso de fermentacion.
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Pregunta N° 11. Si el café trae mucho grano brocado ¢Qué
medidas toman?
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A B C D E
Beneficios

® Se toman medidas correctivas ® No se toma ninguna medida correctiva

Figura N° 16. Acciones correctivas en el caso de recibir mucho grano brocado.

El beneficio A, C y D utilizan como medida correctiva pilas de flotacién en las
cuales el café que esta brocado va a flotar y asi pueden realizar una separacién
del grano dafiado. El beneficio B no tenia ninguna accion correctiva frente a este
problema, por lo cual no se realiza una separacion del grano de café brocado en
caso de que este llegara a las pilas de recibo. El beneficio E no se muestra en la

grafica debido a que ellos no utilizan el proceso de fermentacion.

Pregunta N° 12. ¢Controla la temperatura a la que
almacenan el café pergamino en bodega?

Lo [e)]

Puntuacion
N

o

A B C D E
Beneficios

mSi mNo

Figura N° 17. Control de la temperatura en la bodega.
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El almacenamiento del café se realiza en café pergamino debido a que esta capa
proporciona un menor deterioro del grano de café. Ningun beneficio tenia las
estructuras y equipos indicados para el control de temperatura en las bodegas
donde almacenan el café, parametro importante para el crecimiento de hongos y

produccion de Ocratoxina A.

Pregunta N° 13. ¢Llevan registros que evidencien esa
temperratura?

Puntuacion
w

A B C D E
Beneficios

mSi mNo

Figura N° 18. Registros que evidencia el control de temperatura.

Ninguno de los cinco beneficios tiene registros de temperatura, ya que no la

controlan en el almacenamiento del café pergamino.
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Pregunta N° 14. ¢Cual es la humedad relativa en que
almacenan el café pergamino?

Puntuacion
O L N W H U1 O

A B C D E
Beneficios

m Dato de la humedad relativa = No se conoce la humedad relativa

Figura N° 19. Humedad de almacenamiento del café.

Ningun beneficio tenia las estructuras y equipos indicados para el control de
humedad relativa en las bodegas donde almacenan el café, se almacena a
humedad ambiente. Parametro que es importante para el crecimiento de hongos

y produccion de Ocratoxina A.

Pregunta N° 15. ¢Llevan registros que evidencien esa
humedad?

(e}

N

Puntuacion
N

o

A B C D E
Beneficios

ESi ®HNo

Figura N° 20. Registro de humedad durante el almacenamiento del café.

Los cinco beneficios carecen de registros, ya que no controlan la humedad de

almacenamiento del café pergamino.
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Pregunta N° 16. ¢ Cual es el tiempo que pasa almacenado el
café pergamino en bodega?

3.5
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Puntuaciéon
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A B C D E
Beneficios

m7-14 Meses m15-21 Meses

Figura N° 21. Tiempo en el que permanece almacenado el café pergamino en

bodega.

Los beneficios B y D almacenan el café en un tiempo desde quince a veintiiin
meses. Esto representa un mayor riesgo de contaminacion con hongos y
Ocratoxina A porque los beneficios no tienen controles de temperatura y

humedad relativa en el almacén.

Pregunta N° 17. ¢ Llevan registros que evidencie el tiempo de
almacenamiento?

IS

w

Puntuacion
(B N

o

mSi mNo
Beneficios

Figura N° 22. Registros del tiempo de almacenamiento del café en bodega.
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Los beneficios A y E no tenian registros que evidenciaban el tiempo de
almacenamiento de café, los otros beneficios tenian vifietas en las que

mostraban fechas de ingreso, fechas de fermentacion y fechas de secado.

Pregunta N° 18. Realiza controles de temperatura en la
bodega mientras el café pergamino esta almacenado?

Puntuacion
w

A B C D E
Beneficios

mSi mNo

Figura N° 23. Realizacion de controles de temperatura durante el almacén del

café.

De los cinco beneficios, ninguno realiza controles de temperatura durante el
almacenamiento, lo cual representa una mayor probabilidad de contaminacién
con hongos y Ocratoxina A al no conocer la temperatura proliferacion en la que

permanece el café.
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Pregunta N° 19. ¢Llevan registros que evidencie esa

temperatura?
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Figura N° 24. Registros de controles de temperatura.

Ningun beneficio lleva registros de temperatura debido a que no realizan

controles de temperatura durante el almacenamiento del café pergamino en

bodega.
Pregunta N° 20. ¢ Realiza controles de humedad relativa en
la bodega mientras el café pergamino esta almacenado?
6
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Figura N° 25. Controles de humedad relativa en la bodega.
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Ningun beneficio realiza controles de humedad relativa en la bodega durante el

almacenamiento del café pergamino

5.2. Seleccién de los dos beneficios con mayor probabilidad de
contaminacion con OTA.

En la encuesta se tomo6 como prioridad las preguntas que brindaban informacion
sobre la temperatura y humedad relativa, siendo estos parametros los de mayor
importancia en la proliferacién de hongos ocratoxigenicos y como consecuencia
la produccién de OTA.

En la tabla N° 3 se observan los puntajes finales obtenidos de las encuesta
aplicada a los cinco beneficios, se seleccionaron los beneficios A y D, tomando
como criterio los elementos que condicionan la probabilidad de contaminacién

con OTA como la temperatura y la humedad.

Tabla N° 3. Resultados obtenidos de la encuesta aplicada.

A 82.75
B 77.7
C 81
D 84
E 49

5.3. Recoleccion de las muestras de café en los beneficios seleccionados.

Los beneficios almacenan el café pergamino en sacos apilados sobre una tarima
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de madera. Se recolectaron 14 muestras aleatoriamente de 1 Kg de café
distribuidas en tres estratos de los beneficios Ay D, las cuales fueron codificadas
segun beneficios por cada estrato en los beneficios seleccionados..

5.4. Andélisis de humedad en los granos de café tostado.

5.4.1. Resultados de la determinacion de humedad.

Tabla N° 4. Resultados de la determinacién de humedad del Beneficio A por

estrato
BENEFICIO A
ESTRATO MUESTRAS HUMEDAD (%)
EAM1 0.6
EAM2 0.7
ESTRATO ALTO
EAM1-3 0.7
EAM2-4 1.0
EMM1 0.6
EMM2 13
ESTRATO MEDIO EMM3 0.9
EMM1-4 1.0
EMM2-5 0.7
EBM1 0.8
EBM2 0.9
ESTRATO BAJO EBM3 11
EBM1-4 0.6
EBM2-5 0.9

Codificacion de las muestras:
- EAM = Estrato Alto Muestra, seguido de su niumero correlativo.
- EMM = Estrato Medio Muestra, seguido de su namero correlativo.

- EBM = Estrato Bajo Muestra, seguido de su numero correlativo.
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Tabla N° 5. Resultados de la determinacion de humedad del Beneficio D por

estrato
BENEFICIO D
ESTRATO MUESTRAS HUMEDAD (%)
EAM1 0.5
EAM2 0.8
ESTRATO ALTO
EAM3 0.5
EAM1-4 0.6
EMM1 0.9
EMM2 0.5
ESTRATO MEDIO EMM3 0.6
EMM1-4 0.7
EMM2-5 0.5
EBM1 0.9
EBM2 0.7
ESTRATO BAJO EBM3 0.8
EBM1-4 0.7
EBM2-5 0.6

Codificacion de las muestras:
- EAM = Estrato Alto Muestra, seguido de su niumero correlativo.
- EMM = Estrato Medio Muestra, seguido de su namero correlativo.

- EBM = Estrato Bajo Muestra, seguido de su numero correlativo.

El calculo de promedio y desviacién estdndar de las muestras de humedad por
estrato de cada beneficio se realiz6 en el programa Excel. (Ver anexo N° 8)
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Tabla N° 6. Resumen de los resultados obtenidos de la determinacion de

humedad de los granos de café del Beneficio A por estrato.

Beneficio A
Estrato HUMEDAD (%) CAFE TOSTADO*
Estrato alto 0.75+£0.1732
Estrato medio 0.9+0.2739
Estrato bajo 0.86+0.1817

*Promedio + Desviacion estandar.

Segun el resultado de humedad del grano de café del beneficio A, el mayor
porcentaje de humedad es del estrato medio y el de menor porcentaje fue el del
estrato alto (ver tabla N° 6), al estar en una posicion mas alta del almacén el calor

que le transmitia el techo de aluminio era mayor.

Tabla N° 7. Resumen de los resultados obtenidos de |la determinacion de

humedad de los granos de café del Beneficio D por estrato.

Beneficio D
Estrato Humedad (%) café tostado
Estrato alto 0.6 +0.1414
Estrato medio 0.64+0.1673
Estrato bajo 0.74+0.1140

*Promedio + Desviacion estandar.

El café analizado del estrato bajo del beneficio B es el que mayor porcentaje de

humedad contenia debido al estar en la posicion més baja y en contacto con el
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suelo (ver tabla N° 7) y el de menor porcentaje fue el del estrato alto, al estar en
una posicion mas alta del almacén el calor que le transmitia el techo de aluminio

era mayor.

El proceso de determinacién de humedad se realizé de acuerdo a lo descrito en
el numeral 4.4.3.2.

5.4.2. Andlisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), del

pardmetro humedad en los granos de café.

Hipdtesis nula: el promedio del porcentaje de humedad en los dos beneficios es

igual con 95% de confiabilidad.

Hipotesis alterna: en al menos uno de los beneficios el promedio del porcentaje

de humedad es distinto, con 95% de confiabilidad.
Nivel de confianza: 95%
Alfa: 0.05 (5%).

Tabla N° 8. Datos obtenidos al aplicar ANOVA a los resultados de humedad.

Origenesde Sumadelos  Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico

variaciones libertad cuadrados para F

Entre los 0.22321428 1 0.2232 6.86 0.015 7.721254

grupos
Dentro de = 0.84642857 26 0.0325
los grupos
Total 1.06964285 27

En la tabla N° 8 se observan los resultados del ANOVA aplicado a los datos de
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humedad. El valor de P obtenido, es menor a 0.05, por lo que se rechaza la
hipétesis nula, aceptando la diferencia significativa de los resultados de humedad

entre los dos beneficios.

Segun los resultados de la determinacion de humedad de los granos de café
tostado (Tabla N° 4 y 5) existe diferencia entre las medias de los dos beneficios,
de esta forma se rechaza la hipotesis nula, aceptandose la hipétesis alterna, sin
embargo los datos que se obtuvieron cumplen con lo requerido por Norma
Salvadorefia Obligatoria 67.31.01:03 que establece un limite de 3 %. Los datos
obtenidos de humedad de las muestras colectadas en sacos ubicados en el
estrato bajo sugieren que en esta ubicacion del almacenaje es posible una mayor

acumulacion de humedad.

5.5. Determinacion de Ocratoxina A (OTA).

Curva de calibracidn para OTA V20,009 04167

0.5
0'450.426

0.4

0.35

Densidad éptica

0.3

0:25
-3 2 7 12 17 22 27

OTA (ppb)

Figura N° 26. Curva de calibracion para OTA.



Tabla N° 9. Resultados de la determinacion de Ocratoxina A en café tostado

molido del Beneficio A por estrato.
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Muestras del Beneficio A
Ocratoxina A (ppb)
ESTRATO MUESTRAS
Primer analisis Segunda analisis
EAM1 <1 pbb <1 pbb
ESTRATO EAM2 < 1ppb < 1ppb
LU EAM3 < 1ppb < 1ppb
EAM4 < 1ppb < 1ppb
EMM1 < 1ppb < 1ppb
EMM2 < 1ppb < 1ppb
ESTRATO EMM3 1 ppb 1 ppb
< <
MEDIO PP PP
EMM4 < 1ppb < 1ppb
EMM5 < 1ppb < 1ppb
EBM1 < 1ppb < 1ppb
EBM2 < 1ppb < 1ppb
ESTRATO EBM3 1 ppb 1 ppb
< <
BAJO pp pp
EBM4 < 1ppb < 1ppb
EBM5 < 1ppb < 1ppb

En los tres estratos las muestras de café tostado y molido, analizadas por ELISA

provenientes del beneficio A, dieron como resultado menor al limite de deteccion

del equipo siendo este de 1ppb.
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Tabla N° 10. Resultados de la determinacion de Ocratoxina A en café tostado y

molido del Beneficio D por estrato.

Muestras del Beneficio D
Ocratoxina A (ppb)
ESTRATO MUESTRAS
Primer analisis. Segundo andlisis
EAM1 <1 pbb <1 pbb
ESTRATO EAM2 < 1lppb < 1ppb
ALIE EAMS3 < 1ppb < 1ppb
EAM4 < 1ppb < 1ppb
EMM1 < 1ppb < 1ppb
EMM2 < 1lppb < 1ppb
ESTRATO EMM3 1 ppb 1 ppb
< <
MEDIO PP PP
EMM4 < 1ppb < 1ppb
EMM5 < 1ppb < 1ppb
EBM1 < 1lppb < 1ppb
EBM2 < 1ppb < 1ppb
ESTRATO EBM3 1 ppb 1 ppb
< <
BAJO pp pp
EBM4 < 1ppb < 1ppb
EBM5 < 1lppb < 1ppb

En los tres estratos las muestras de café tostado y molido, analizadas por ELISA

provenientes del beneficio D, dieron como resultado menor al limite de deteccion

del equipo siendo este de 1ppb.
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Codificacion de las muestras:
- EAM = Estrato Alto Muestra, seguido de su nimero correlativo.
- EMM = Estrato Medio Muestra, seguido de su namero correlativo.

- EBM = Estrato Bajo Muestra, seguido de su numero correlativo.

El proceso de determinacion de extraccion se realizé de acuerdo a lo descrito en
el numeral 4.4.4.1. (Ver Anexo N° 4). El proceso de determinacion de OTA se

realizd de acuerdo a lo descrito en el numeral 4.4.5.2. (Ver Anexo N° 5).



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0. CONCLUSIONES.

La temperatura y la humedad relativa, factores criticos que no presentaron
control durante el beneficiado, sugiriendo una probable contaminacion por

mohos toxigénicos.

Las muestras de café analizadas cumplen con el contenido de humedad
requerido por la Norma Salvadorefia Obligatoria (NSO) 67.31.01:03, siendo
este un factor importante en la calidad, asi como para el crecimiento de

hongos y produccién de OTA.

El café producido en los beneficios Ay D presentaron mayor probabilidad de
contaminacion con OTA, sin embargo, los resultados obtenidos en todas las
muestras analizadas por duplicado son menor a 1 pbb cumpliendo con el

limite de OTA permitido por la Union Europea y la FAO de 5 ppb.

Los resultados del analisis de OTA de los beneficios A y D, indican que las
condiciones actuales de procesamiento de beneficiado, aunque son
mejorables, no estan influyendo adversamente en la calidad toxicol6gica del

producto.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0.RECOMENDACIONES.

Realizar la cuantificacion de OTA, por un equipo de cromatografia liquida de
alta eficacia, para verificar las trazas de OTA corroborando con esto si existe

ausencia de esta toxina.

Implementar un sistema de Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC o HACCP, por sus siglas en inglés) durante el proceso de

beneficiado, para reducir el peligro de contaminacion con OTA.

Establecer controles de temperatura y humedad relativa durante el proceso
de almacenamiento del café, asi como un registro que evidencie los

controles.

Mejorar la calidad sanitaria del agua utilizada durante todo el proceso de

beneficiado.
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GLOSARIO (24,25

Café: término general que se utiliza para los frutos y las semillas de las
plantas del género COFFEA, de ordinario las especies cultivadas, asi
como los productos procedentes de estos frutos y semillas en diversas

etapas del procesamiento y uso, con destino al consumo.

Arabica: café de la especie botanica Coffea arabica Linnaeus. Especie
producida en El Salvador. Variedades de la Especie ardbica: Bourbdn,

Pacas, Pacamara, Catimor, Catuai, Maragogipe, entre otras.

Café en Uva: el fruto maduro del café de color rojo después de ser cortado,

a la cual no se le ha quitado la cascara, ni procesado en ninguna forma.

Café Verde o Inmaduro: el fruto de café que no ha alcanzado a madurar
Yy que tiene color verde y cuando se corta en dicho estado es procesado

por medio del beneficiado seco.

Café en Pergamino: café lavado (procesado por via humeda) al cual no

se le ha quitado la pelicula marfil (endocarpio) que cubre el grano.

Café en Cereza: fruto del café que se ha dejado secar y al cual no se le
ha separado la cascara seca. Algunas veces se le llama “Café en cereza

seca’.

Café en Oro: expresion equivalente a “Green Coffee”. Es el grano o
semilla del café al cual se le han quitado las diversas capas que lo cubren.
Se llama almendra, café verde, green coffee, café crudo. En este estado

ya esta listo para su torrefaccion.



8. Café Oro Fino: granos de café, procesados por via humeda y seca,
clasificados por su procedencia, en base a su peso, tamafo, apariencia y

taza.

9. Beneficiado de Café: proceso que consiste en eliminar del fruto de café
todas las partes que cubren el grano o semilla. Dicho proceso se puede

realizar mediante via hiimeda o via seca.

10.Proceso en Himedo o Via Himeda: tratamiento de las cerezas de café
que consiste en la eliminacibn mecanica del exocarpio en presencia de
agua, eliminaciéon de todo el mesocarpio por fermentacion u otros medios
y el lavado seguido por secado para producir café pergamino; este
pergamino se elimina después para producir café oro. Método de
Beneficiar café via humeda consiste de los siguientes Pasos: 1.-
Despulpar las cerezas maduras o frutas del café, 2.- Someter a

fermentacion los granos cubiertos de pergamino, 3.- Lavar y Secar.
11.Proceso en Seco o Via Seca: tratamiento que consiste en secar el fruto
del café para obtener café en cereza seca, seguido de la eliminacién
mecanica de la cascara (epicardio) para producir café oro.
12.Café tostado y molido: producto obtenido de la torrefaccion del café en
oro y su posterior molienda. El color es un factor de comercializacion, el
grado se puede clasificar en claro, medio y oscuro.

13. Torrefaccidn: operacion que consiste en tostar el café por medio del calor.

14.Café tostado en grano: producto obtenido de la torrefaccion del café.



15.Acidez del Café: caracteristica deseable del café; se dice que un cafée
tiene buena acidez cuando es placentero y fino al paladar, denotando un

gusto atrayente y perdurable.

16.Calidad de Café: atributo o caracteristica que distingue un café de otro.

17.Granos Defectuoso: granos que por su aspecto hacen contraste con el

grano bueno.



ANEXOS



ANEXO N° 1

BENEFICIOS EXPORTADORES DE CAFE
(100,000 QQ — 300,00 QQ)

Tabla N° 1. Beneficios con mayor exportacién de El Salvador en el periodo de
2011-2016. Adaptado de Consejo Salvadorefio del Café (2016)

Exportador \ QQs.
De 100,000 hasta 300,000 gqg
Cosecha 2015/2016
BENEFICIO A 126,531.24
Cosecha 2014/2015
BENEFICIO A 148,314.00
BENEFICIO C 120,522.00
BENEFICIO B 104,124.41
Cosecha 2013/2014
BENEFICIO A. 126,245.50
Cosecha 2012/2013
BENEFICIO A 267,361.51
BENEFICIO C 195,041.64
BENEFICIO B 180,328.51
BENEFICIO D 161,688.01
BENEFICIO E 113,299.78
Cosecha 2011/2012
BENEFICIO A 234,670.47
BENEFICIO D 183,367.50
BENEFICIO B 167,943.48
BENEFICIO C 147,267.00
BENEFICIO E 111,120.38




ANEXO N° 2.

FORMATO DE LA ENCUESTA APLICADA A LOS BENEFICIOS.



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA
ENCUESTA A BENEFICIOS DE CAFE

Objetivo de la encuesta: Recopilar informacion sobre eventos y tecnologia utilizada en el
beneficiado de café que influya sobre la calidad microbiolégica fungica del café oro. Toda la
informacion recibida sera manejada confidencialmente, se trabajaran datos grupales y los
resultados seran utilizados para la seleccion de fases de muestreo.

Nombre del beneficio: Fecha de encuesta:

o o Canton: Municipio: Departamento:
Ubicacion del Beneficio:

Altura (en Metros):

Cargo de la persona que responde la

encuesta:

Tipo de café que benefician:

Bajio Mediana altura Estricta altura

Certificado:

Tipo de Sello:




o Pregunta Respuesta
L Desmucilaginado
Fermentacion . g Otra
mecanico
En el proceso de beneficiado himedo
1 |¢Cual e§ el.método que utiliza para el Por favor explique:
desmucilaginado del café?
¢Controla la temperatura a la que realiza la fermentacién del Si No
café?
2 'Sisu respuesta es si ¢ Cual es la temperatura a la que realiza el
proceso de fermentacion?
3 De que material estan construidas las pilas de fermentacion en
donde se hace la remocién del mucilago del café
4 | ¢Cuanto dura el proceso de fermentacion del cafe?
¢ Cuantas veces lava las pilas de fermentacién de café en un dia
S | de trabajo?
6 | ¢Cuantas veces lava el café fermentado?
Durante el lavado del café ¢ Cual es la fuente de agua que utiliza
7 para lavar el café?
En patios Secadores
Pre-secadores
Mixto
¢Qué tipo de secado se le
8 . .
realiza al café lavado?
Otros

Por favor explique.




¢Como mide la humedad del

9 | café oro para almacenarlo?
Si a las pilas de recibo llega café fermentado ¢Qué hacen con
10 | ese café?
11 Si el café trae mucho grano brocado ¢ Qué medidas toman?
12 ¢ A qué temperatura almacenan el café oro en bodega?
13 ¢Llevan registros que evidencia esa temperatura?
¢Cual es la humedad relativa en que almacenan el café
14 | pergamino?
15 ¢Llevan registros que evidencien esa humedad?
16 ¢ Cual es el tiempo que pasa almacenado el café oro en bodega?
17 ¢Llevan registros que evidencie ese tiempo?
¢ Realiza controles de temperatura en la bodega mientras el café
18 | oro esta almacenado? Si No
19 ¢Llevan registros que evidencie esa temperatura?
¢ Realiza controles de humedad relativa en la bodega mientras el
café oro esta almacenado? Si No
Si su respuesta es si por favor conteste lo siguiente, si es no, por favor pasar a la bateria de
preguntas sobre el beneficiado del café cerezo seco.
¢ Cual es la humedad del grano de café oro
i ?
o0 | Para trillarlo?

¢Llevan registros que evidencie ese estado
de humedad?

,Qué pasa s la
humedad del grano no es
la adecuada?




ANEXO N° 3.
PREPARACION DE REACTIVOS, EQUIPO Y MATERIALES



Reactivos

- Solucién de metanol con bicarbonato de sodio (CHzOH/NaHCOs3 1%
(pIV)).

- Solucion salina buffer fosfato con Tween 20 (PBS/Tween 20).

- Solucion salina buffer fosfato (PBS).

- Metano (CHzOH).

- Agua destilada (H20).

Preparacion de 100 mL de CH3sOH/NaHCO3 1% (7:3)

- Pesar 1g de NaHCO3 en balanza semianalitica.

- Disolver en aproximadamente 80 mL de agua destilada.

- Transferir a balon de 100.0 mL y aforar con agua destilada.
- Medir 30 mL de la solucién preparada anteriormente.

- Colocar en balon de 100.0 mL.

- Aforar con metanol.
Preparacion de 100 mL de PBS

— Colocar en un beaker 150 mL de agua destilada y llevar a ebullicion
durante
- 5 minutos, al retirar fuente de calor tapar inmediatamente para proteger de
la atmésfera (Esta agua se encuentra libre de CO2).
- Pesar en balanza analitica los siguientes reactivos
e 0.02 gdeKClI
e 0.02 g de KH2PO4
e 0.116 g Na2HPO4
e 0.8 gNaCl
- Disolver en aproximadamente 80 mL de agua libre de CO2.



- Utilizando un pH-metro y una solucién de HCI 0.1 N (de ser necesaria)

ajustarelpHa 7.4
Preparacion de 100 mL de PBS/Tween 0.01%

- Medir en micropipeta 100 uL de Tween 20.
- Colocar en balén de 10 mL.

— Aforar hasta la marca con agua destilada.
- Tomar de la solucién anterior 1 mL.

- Colocar en balon de 100 mL.

- Aforar con PBS.

Metanol

- Usar reactivo grado ACS

Equipo y materiales

- Balanza semianalitica.
- Hot Plate.

- Agitador magnético.

- Jeringa de 50.0 mL

- Columna de inmunoafinidad para ocratoxina A.



ANEXO N° 4.

PROCESO DE EXTRACCION DE OTA.

Reposar
por 3
minutos

Pesado de café Agitacion de la

mezcla de café con
CH30OH/NaHCO3
1%

Mezcla de 5
mL del filtrado
con 45 mL de

PBS/Tween

(0,01% viv)

Proceso de
Proceso de filtracion.
filtracion a
través de la
columna de
inmunoafinidad

Lavados )
. con Elucién de la
4p | PBS/Tween OTA
(0,01% v/v)
y con PBS
J J

Figura N° 1. Esquema para la extraccion de la muestra.



ANEXO N° 5.

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE OTA.



4 )
Agregar 100.00 pL ( Agregar 100.00 \
de conjugado (vifieta - uL de control
azul) a cada pocillo (vifieta amarilla)

de mezcla con vifieta y 100.00 pL de
roja.

) muestra a cada
\pocillo de mezcla.)

8-

Mezclar el contenido
de los pocillos (vifieta
roja) cinco veces
presionando el
émbolo hacia arriba y
hacia abajo.

- J

Deslizar los pocillos

de anticuerpos / Transferir 100.00 \
hacia adelante y

hacia atras durante
10-20 segundos

pL de los pocillos
de mezcla (vifieta
) roja) hacia los
correspondientes
pocillos con

\ anticuerpo )

\_

Figura N° 2. Esquema para la determinacion de OTA en las muestras de café
tostado y molido.



Incubar a Deslizar los pocillos de

temperatura anticuerpos hacia
ambiente durante adelante y hacia atras
10 minutos. durante 10-20 segundos

para mezclar.

\_

$

Vaciar el contenido
de los pocillos de
anticuerpo.

\ 4

Lavar los pocillos de
anticuerpo con agua
destilada o
desionizada (repetir

\_ 5 veces). )

Agregar 100.00 [Colocar los pocillos\
- ’/'/////////// HL de sustrato al revés sobre
— _ verde) a cada que toda el agua

uno de los .
h d
pocillos de aya SIco

\ anticuerpos. / \_ eliminada. J

¥

Figura N° 2. Continuacion.




-

Deslizar los
pocillos de
anticuerpos hacia
adelante y hacia
atras durante 10-
20 segundos para

mezclar.

\

. J

=

—

e

Leer los resultados
en el detector con
un filtro de 650 nm

Figura N° 2. Continuacion.

Incubar a
temperatura
ambiente por 10
mintitn]

¥

-

/Aﬁadir 100.00 pL de Red\

Stop (bote con vifieta roja)
a cada uno de los pocillos
de anticuerpos. Al agregar
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en un angulo de 45 ° para
asegurar que no tenga
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cuidado los pocillos
hacia adelante y
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mezclar durante
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pocillos.

Agregado de 100
uL de conjugado

Agregado de 100 uL de
los estandar y de las
muestras analizar.

)

Vaciado del Tranferencia de 100
contenido ulL de los pocillos
de los rojos a los
pocillos y transparentes.
Lavados Incubacion a
temperatura ambiente.

———/

Incubacion a
temperatura
ambiente.

Agregado de 100
uL de Stop

Agregado de 100 uL
de sustrato

Lectura a 650 nm

Figura N° 3. Resumen del esquema de determinacion de OTA por ELISA.



ANEXO N° 6.

FORMATO DE LA EVALUACION DE LA ENCUESTA.



Formato de la encuesta.

Puntuacioén

Resultado del

Pregunta Respuesta . -
9 b asignada beneficio
Fermentacion 5
En el proceso de
beneficiado humedo | Desmucilaginado 5
1 ¢ Cudl es el método que | mecanico
utiliza para el
desmucilaginado del
café?
Otra 5
Si 3
¢Controla la
2 temperatura a la que
realiza la fermentacion
. No 5
del café?
Cemento y ladrillo 3
poroso
De que material estan
construidas las pilas de | Cemento 3
3| fermentacién en donde
se hace la remocion del
mucilago del café
Ceramica 1
6 — 8 horas 2
¢ Cuanto dura el 8 — 12 horas 2
4 proceso de
fermentacion del café?
8 — 20 horas 3
¢ Cuantas veces lava las
| pilas de fermentacion de 1vez S
café en un dia de
trabajo? Mas de una vez 3




6 ¢Cuantas veces lava el |1 vez 5
café fermentado? -
Mas de una vez 3
Potable 3
Durante el lavado del
7 café ¢ Cudl es la fuente
de agua que utiliza para
lavar el café?
Pozo 5
¢, Qué tipo de secado se
8| le realiza al café En patios 5
lavado?
Pre-secadores 3
Secadores 3
Mixto 4
Otros 5
¢ Como mide la
9 humedad del café Con 3
pergamino para instrumentos
almacenarlo?
No se mide 5
Si a las pilas de recibo
< Se toman
10 llega café fermentado medidas 5
¢, Qué hacen con ese :
. correctivas
café?
No se realiza 3
alguna accion
se toman
Si el café trae mucho [ medidas de 2
11| grano brocado ¢,Qué correctivas
medidas toman? No se realiza 3
alguna accién
i Dato de la
¢A qué temperatura | emperatura 3
12 almacenan el café
pergamino en bodega? | NO Se conoce la 5
temperatura
¢Llevan registros que | gj 3
13| evidencia esa
No 5

temperatura?




¢,Cudl es la humedad

Dato de la

14 relativa en gue humedad relativa 3
almacenan el café No se conoce la .
pergamino? humedad relativa
¢Llevan registros que Sj 3

15 | evidencien esa
humedad? No 5
¢Cual es el tiempo que |1 —7 meses 1

16 | Pasa almace_nado el 7 _ 14 meses 5
café pergamino en
bodega? 14 - 21 meses 3

17 ¢Llevan registros que Si 1
evidencie ese tiempo? | No 3
¢ Realiza controles de
temperatura en la Si 3

18 | bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado? No S
¢ Llevan registros que S| 3

19 | evidencie esa
temperatura?

No 5
¢Realiza controles de | g 3
humedad relativa en la
bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado?
No 5
¢,Cudl es la humedad Humedad alta 5
del grano de café
pergamino para Humedad 3
20| trilarlo? controlada
. Si 3
¢Llevan registros que
evidencie ese estado de
humedad? No 5
Se realizan
;, Qué pasa si la acciones 3
¢ P correctivas
humedad del grano no i
es la adecuada? No se realizan
acciones 5
correctivas

TOTAL




ANEXO N° 7.

RESULTADOS DE LAS ENCUESTAS APLICADAS A LOS BENEFICIOS.



Resultados del Beneficio A.

Puntuacion| Resultado del
Pregunta Respuesta : -
asignada beneficio
Fermentacion 5 5
En el proceso de
beneficiado humedo | Desmucilaginado 5
¢, Cual es el método que | mecanico
utiliza para el
desmucilaginado del
café?
Otra 5
Si 3
¢ Controla la
temperatura a la que
realiza la ferm,entauon No 5 5
del café?
Cemento y
. 3 3
ladrillo poroso
De que material estan
construidas las pilas de | Cemento 3
fermentacion en donde
se hace la remocién del
mucilago del café
Ceramica 1
6 — 8 horas 2
i 8 — 12 horas 2 2
¢ Cuanto dura el
proceso de
fermentacion del café?
8 — 20 horas 3
g,Cuantas_ veces lava 1 vez 5 5
las pilas de
fermentacién de café .
Mas de una vez 3

en un dia de trabajo?




6 | ¢Cuantas veces lava el 1vez 3 5
café fermentado? -
Més de una vez 3
Potable 3
Durante el lavado del
7 café ¢ Cudl es la fuente
de agua que utiliza para
lavar el café?
Pozo 5 5
¢ Qué tipo de secado se
8| le realiza al café En patios 5 5
lavado?
Pre-secadores 3
Secadores 3
Mixto 4
Otros 5
£ Como mide la Miden la humedad
. pero no utilizan
humedad del café Con .
9 . . 3 bitacoras, por eso se
pergamino para Instrumentos :
le asigna un valor de
almacenarlo? 4
No se mide 5
Si a las pilas de recibo
I . Se toman
10 |lega café fermentado medidas 5 5
¢,Qué hacen con ese .
. correctivas
café?
No se realiza 3
alguna accion
se toman
Si el café trae mucho | medidas de 2
11| grano brocado ¢,Qué correctivas
medidas toman? No se realiza 3 3
alguna accion
i Dato de la
¢A qué temperatura | emperatura 3
12 almacenan el café
pergamino en bodega? | NO Se conoce la 5 5
temperatura
¢Llevan registros que | gj 3
13| evidencia esa
No 5 5

temperatura?




¢,Cudl es la humedad

Dato de la

14 relativa en gue humedad relativa 3
almacenan el café No se conoce la . 5
pergamino? humedad relativa
¢Llevan registros que Sj 3
15 | evidencien esa
humedad? No 5 S
¢Cual es el tiempo que |1 —7 meses 1
16 | Pasa almacenado el 7 _ 14 meses 5 5
café pergamino en
bodega? 14 - 21 meses 3
17 ¢Llevan registros que Si 1
evidencie ese tiempo? | No 3 3
¢ Realiza controles de
temperatura en la Si 3
18 | bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado? No S S
¢ Llevan registros que S| 3
19 | evidencie esa
temperatura?
No 5 5
¢Realiza controles de | g 3
humedad relativa en la
bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado?
No 5 5
¢,Cual es la humedad Humedad alta 5
del grano de café
20 pergamino para Humedad 3
trillarlo? controlada
. Si 3
¢Llevan registros que
evidencie ese estado de
humedad? No 5
Se realizan
. Qué i acciones 3
¢ pasasiia correctivas
humedad del grano no i
es la adecuada? No se realizan
acciones 5
correctivas
TOTAL 82.75




Resultados del Beneficio B.

Puntuacion | Resultado del
Pregunta Respuesta . -
asignada beneficio
Fermentacion 5 5
En el proceso de
beneficiado humedo | Desmucilaginado 5 5
1 ¢, Cual es el método que | mecanico
utiliza para el
desmucilaginado del
café?
Otra 5
Si 3
¢Controla la
5 temperatura a la que
realiza la fermentacion
del café? No 5 5
Cemento y
. 3
ladrillo poroso
De que material estan
construidas las pilas de | Cemento 3
3| fermentacion en donde
se hace la remocion del
mucilago del café
Ceramica 1 1
6 — 8 horas 2
¢ Cuanto dura el 8 — 12 horas 2 2
4 proceso de
fermentacion del café?
8 — 20 horas 3
¢Cuantas veces lava las | 1 yez 5 5
5] pilas de fermentacion de
café en un dia de Mas de una vez 3




6 ¢ Cuantas veces lava el |1 vez S
café fermentado? -
Mas de una vez 3
Potable 3
Durante el lavado del
7 café ¢ Cudl es la fuente
de agua que utiliza para
lavar el café?
Pozo 5
¢ Qué tipo de secado se
8| le realiza al café En patios 5
lavado?
Pre-secadores 3
Secadores 3
Mixto 4
Otros 5
¢, Cémo mide la
9 humedad del café Con 3
pergamino para instrumentos
almacenarlo?
No se mide 5
Si a las pilas de recibo
I ., Se toman
10 |lega café fermentado medidas 5
¢,Qué hacen con ese .
. correctivas
café?
No se realiza 3
alguna accion
se toman
Si el café trae mucho | medidas de 2
11 [ grano brocado ¢Qué correctivas
medidas toman? No se realiza 3
alguna accion
i Dato de la
¢A qué temperatura | emperatura 3
12 almacenan el café
pergamino en bodega? | NO Se conoce la 5
temperatura
¢Llevan registros que | gj 3
13 | evidencia esa
No 5

temperatura?




¢,Cudl es la humedad

Dato de la

14 relativa en gue humedad relativa 3
almacenan el café No se conoce la . 5
pergamino? humedad relativa
¢Llevan registros que Sj 3
15 | evidencien esa
humedad? No 5 S
¢Cual es el tiempo que |1 —7 meses 1
16 | Pasa almace_nado el 7 _ 14 meses 5
café pergamino en
bodega? 14 - 21 meses 3 3
17 ¢Llevan registros que Si 1
evidencie ese tiempo? | No 3
¢ Realiza controles de
temperatura en la Si 3
18 | bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado? No S S
¢Llevan registros que S| 3
19 | evidencie esa
temperatura?
No 5 5
¢Realiza controles de | g 3
humedad relativa en la
bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado?
No 5 5
¢,Cudl es la humedad Humedad alta 5
del grano de café
pergamino para Humedad 3
20| trilarlo? controlada
. Si 3
¢Llevan registros que
evidencie ese estado de
humedad? No 5
Se realizan
. Qué i acciones 3
¢ pasasiia correctivas
humedad del grano no i
es la adecuada? No se realizan
acciones 5
correctivas
TOTAL 7.7




Resultados del Beneficio C.

Puntuacion | Resultado del
Pregunta Respuesta : -
asignada beneficio
Fermentacion 5 5
En el proceso de
beneficiado himedo | Desmucilaginado 5
1 ¢ Cual es el método que | mecanico
utiliza para el
desmucilaginado del
cafe?
Otra 5
Si 3
¢Controla la
> temperatura a la que
realiza la fermentacion | No 5 5
del café?
Cemento y
. 3 3
ladrillo poroso
De que material estan
construidas las pilas de | Cemento 3
3| fermentacion en donde
se hace la remocién del
mucilago del café
Ceramica 1
6 — 8 horas 2
¢Cuanto dura el 8 — 12 horas 2 2
4 proceso de
fermentacion del café?
8 — 20 horas 3
¢ Cuantas veces lava las
| pilas de fermentacion de 1vez 5 5
café en un dia de
trabajo? Mas de una vez 3




6 | ¢Cuantas veces lava el 1vez 3 5
café fermentado? -
Més de una vez 3
Potable 3
Durante el lavado del
7 café ¢ Cudl es la fuente
de agua que utiliza para
lavar el café?
Pozo 5 5
¢ Qué tipo de secado se
8| le realiza al café En patios 5 5
lavado?
Pre-secadores 3
Secadores 3 3
Mixto 4
Otros 5
£ Como mide la Miden la humedad
. pero no utilizan
humedad del café Con !
9 . . 3 bitacoras, por eso se
pergamino para Instrumentos :
le asigna un valor de
almacenarlo? 4
No se mide 5
Si a las pilas de recibo
I . Se toman
10 |lega café fermentado medidas 5 2
¢,Qué hacen con ese .
. correctivas
café?
No se realiza 3
alguna accion
se toman
Si el café trae mucho | medidas de 2
11| grano brocado ¢,Qué correctivas
medidas toman? No se realiza 3 3
alguna accion
i Dato de la
¢A qué temperatura | emperatura 3
12 almacenan el café
pergamino en bodega? | NO Se conoce la 5 5
temperatura
¢Llevan registros que | gj 3
13| evidencia esa
No 5 5

temperatura?




¢,Cudl es la humedad

Dato de la

14 relativa en gue humedad relativa 3
almacenan el café No se conoce la . 5
pergamino? humedad relativa
¢Llevan registros que Sj 3
15 | evidencien esa
humedad? No 5 S
¢Cual es el tiempo que |1 —7 meses 1
16 | Pasa almacenado el 7 _ 14 meses 5 5
café pergamino en
bodega? 14 - 21 meses 3
17 ¢Llevan registros que Si 1 1
evidencie ese tiempo? | No 3
¢ Realiza controles de
temperatura en la Si 3
18 | bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado? No S S
¢ Llevan registros que S| 3
19 | evidencie esa
temperatura?
No 5 5
¢Realiza controles de | g 3
humedad relativa en la
bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado?
No 5 5
¢,Cudl es la humedad Humedad alta 5
del grano de café
20 pergamino para Humedad 3
trillarlo? controlada
. Si 3
¢Llevan registros que
evidencie ese estado de
humedad? No 5
Se realizan
. Qué i acciones 3
¢ pasasiia correctivas
humedad del grano no :
es la adecuada? No se realizan
acciones 5
correctivas
TOTAL 81




Resultados del Beneficio D.

Puntuacion | Resultado del
Pregunta Respuesta : -
asignada beneficio
Fermentacion 5 5
En el proceso de
1 | ¢Cual es el método que | mecanico 5
utiliza para el
desmucilaginado del
café?
Otra 5
Si 3
¢sControla la
> temperatura a la que
realiza la fermentacion | No 5 5
del café?
Cementoy
. 3
ladrillo poroso
De que material estan
construidas las pilas de
3| fermentacién en donde | Cemento 3 3
se hace la remocién del
mucilago del café
Ceramica 1
6 — 8 horas 2
i 8 — 12 horas 2 2
¢ Cuanto dura el
4 proceso de
fermentacion del café?
8 — 20 horas 3
¢Cuantas veces lava |1 yez 5 5
5 las pilas de
fermentacion de café en | Mas de una vez 3




6 | ¢Cuantas veces lava el 1vez 5 5
café fermentado? -
Mas de una vez 3
Potable 3
Durante el lavado del
7 café ¢ Cudl es la fuente
de agua que utiliza para
lavar el café?
Pozo 5 5
¢, Qué tipo de secado se
8| le realiza al café En patios 5 5
lavado?
Pre-secadores 3
Secadores 3
Mixto 4
Otros 5
ccomo mde e o e
humedad del café Con P
9 . . 3 bitacoras, por eso se
pergamino para instrumentos :
le asigna un valor de
almacenarlo? 4
No se mide 5
Si a las pilas de recibo
< Se toman
10 llega café fermentado medidas 5
¢, Qué hacen con ese :
. correctivas
café?
No se realiza 3 3
alguna accion
se toman
Si el café trae mucho | medidas de 2
11| grano brocado ¢,Qué correctivas
medidas toman? No se realiza 3 3
alguna accién
i Dato de la
¢A qué temperatura | emperatura 3
12 almacenan el café
pergamino en bodega? | NO S€ conoce la 5 3
temperatura
¢Llevan registros que | gj 3
13| evidencia esa
No 5 5

temperatura?




¢,Cudl es la humedad

Dato de la

14 relativa en gue humedad relativa 3
almacenan el café No se conoce la . 5
pergamino? humedad relativa
¢Llevan registros que Sj 3
15 | evidencien esa
humedad? No 5 S
¢Cual es el tiempo que |1 -7 meses 1
16 | Pasa almacenado el 7 _ 14 meses 5
café pergamino en
bodega? 14 - 21 meses 3 3
17 ¢Llevan registros que Si 1 1
evidencie ese tiempo? | No 3
¢ Realiza controles de
temperatura en la Si 3
18 | bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado? No S S
¢ Llevan registros que S| 3
19 | evidencie esa
temperatura?
No 5 5
¢Realiza controles de | g 3
humedad relativa en la
bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado?
No 5 5
¢,Cudl es la humedad Humedad alta 5
del grano de café
20 pergamino para Humedad 3
trillarlo? controlada
. Si 3
¢Llevan registros que
evidencie ese estado de
humedad? No 5
Se realizan
. Qué i acciones 3
¢ pasasiia correctivas
humedad del grano no i
es la adecuada? No se realizan
acciones 5
correctivas
TOTAL 84




Resultados del Beneficio E.

Puntuacioén

Resultado del

Pregunta Respuesta . -
9 P asignada beneficio
Fermentacion 5
En el proceso de
beneficiado himedo | Desmucilaginado 5 5
1 ¢Cual es el método que | mecanico
utiliza para el
desmucilaginado del
café?
Otra 5
Si 3 N/A
¢ Controla la
5 temperatura a la que
realiza la fermentacion
. No 5
del café?
Cemento y 3 N/A
ladrillo poroso
De que material estan
construidas las pilas de | Cemento 3
3| fermentacion en donde
se hace la remocién del
mucilago del café
Ceramica 1
6 — 8 horas 2 N/A
¢ Cuanto dura el 8 — 12 horas 2
4 proceso de
fermentacion del café?
8 — 20 horas 3
¢ Cuantas veces lava las
| pilas de fermentacion de 1vez S N/A
café en un dia de
trabajo? Mas de una vez 3




6 | ¢Cuantas veces lava el 1vez 3 N/A
café fermentado? -
Més de una vez 3
Potable 3 N/A
Durante el lavado del
7 café ¢ Cudl es la fuente
de agua que utiliza para
lavar el café?
Pozo 5
¢ Qué tipo de secado se
8| le realiza al café En patios 5
lavado?
Pre-secadores 3
Secadores 3
Mixto 4 4
Otros 5
¢,Como mide la M'ierg Eloh&mzegr?d
humedad del café Con P
9 . . 3 bitacoras, por eso se
pergamino para Instrumentos :
le asigna un valor de
almacenarlo? 4
No se mide 5
Si a las pilas de recibo
10 llega café fermentado iié?;;gn 5 N/A
¢,Qué hacen con ese .
. correctivas
café?
No se realiza 3
alguna accion
se toman
Si el café trae mucho | medidas de 2 N/A
11| grano brocado ¢,Qué correctivas
medidas toman? No se realiza 3
alguna accion
i Dato de la
¢A qué temperatura | emperatura 3
12 almacenan el café
pergamino en bodega? | NO Se conoce la 5 3
temperatura
¢Llevan registros que | gj 3
13| evidencia esa
No 5 5

temperatura?




¢,Cudl es la humedad

Dato de la

14 relativa en gue humedad relativa 3
almacenan el café No se conoce la . 5
pergamino? humedad relativa
¢Llevan registros que Sj 3
15 | evidencien esa
humedad? No 5 S
¢Cual es el tiempo que |1 —7 meses 1
16 | Pasa almace_nado el 7 _ 14 meses 5 5
café pergamino en
bodega? 14 - 21 meses 3
17 ¢Llevan registros que Si 1
evidencie ese tiempo? | No 3 3
¢ Realiza controles de
temperatura en la Si 3
18 | bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado? No S S
¢ Llevan registros que S| 3
19 | evidencie esa
temperatura?
No 5 5
¢Realiza controles de | g 3
humedad relativa en la
bodega mientras el café
pergamino esta
almacenado?
No 5 5
¢,Cudl es la humedad Humedad alta 5
del grano de café
pergamino para Humedad 3
20| trilarlo? controlada
. Si 3
¢Llevan registros que
evidencie ese estado de
humedad? No 5
Se realizan
. Qué i acciones 3
¢ pasasiia correctivas
humedad del grano no i
es la adecuada? No se realizan
acciones 5
correctivas
TOTAL 49




ANEXO N° 8.
EJEMPLO DE CALCULO DE PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE
LAS MUESTRAS DE HUMEDAD EN EXCEL.

Paso N° 1. Colocar en una celda la funcion promedio y seleccionar los datos de
humedad a los cuales se les va a calcular el promedio. Ver figura N° 4.
fxr | =PROMEDIO(E4:E7)

: - O E

BEMNEFICIO A
ESTRATO MUESTRAS HUMEDAD (%)
EANMA 0.5
ESTRATO EAN 2 0.7
ALTO EAMA1-3 0.7
EANM2-4 1
PROMEDIO 0.75

Figura N° 4. Célculo del promedio de los datos de humedad de las muestras de
café en Excel.

Paso N° 2. Colocar en una celda la funcion desviacion estandar y seleccionar los

datos de humedad a los cuales se les va a calcular la desviacion estandar. Ver

figura N° 5.

Jhe —DESWEST({E4:E7)
= (] E
BEMEFRICIO A
ESTRATO MUESTRAS HUMEDALD [(26G)
EAMNA 0.5
ESTRATO EANZ 0.7
AL Ty EAM1-3 0.7
BN Z -4 1
PROMEDID 0. 75
DESWIACION ESTAMDMOAR 0.1732050381

Figura N° 5. Célculo de la desviacion estandar de los datos de humedad de las

muestras de café en Excel.



ANEXO N° 9.
NORMATIVA SALVADORENA OBLIGATORIA (NSO) 67.31.02:04.

NORMA NSO 67.31.02:04

ESTANDARES DE CALIDAD.

CAFE TOSTADO EN GRANO Y CAFE TOSTADO Y
MOLIDO.

CORRESPONDENCIA: Esta norma es una adaptacion de la Norma Técnica
Colombiana NTC 3534, Café Tostado.

Tabla 1. Requisitos fisicoquimicos para el café tostado y molido

Requisitos Valores (%0)
Humedad (% m/m), en punto de venta, maximo 3,0
Cenizas totales (% m/base seca), miximo 5,0
Cenizas insolubles en dcido (% m/base seca), mdximo 0,5
Impurezas (%), miximo 3,0
Materia Extrafia (%) maximo 0,1

Contenido de cafeina: % (m/m) en base seca

- Para café sin descafeinar minimo. 0,8
- Para café descafeinado maximo. 0,3




ANEXO N° 10.

REGLAMENTACION DE LA COMISION EUROPEA (CE) SOBRE OTA EN
CAFE TOSTADO Y MOLIDO.

REGLAMENTO (CE) N ° 123/2005 DE LA COMISION

de 26 de enero de 2005

por el que se modifica el Reglamento (CE) n® 466/2001 con respecto a la ocratoxina A

En el anexo [, seccidn 2 (Micotoxinas), el punto 2.2 (Ocratoxina A) se sustituird por el texto siguiente:

Productos Ocratoxina A: contenido Meétodo de toma de Meétodo de anilisis de
maiximo muestras referencia
«2.2.
OCRATOXINA A
2.2.1.

Cereales (incluido el arroz y el alforfon) y productos derivados de los mismos

- . 5.0 | Directiva 2002/26/CE de la Directiva 2002/26/CE
2.2.1.1. Cereales en grano sin transformar o
(incluido el arroz sin transformar y el Comision ()
alforfon)
R o N o S
2.2.1.2. Productos derivados de los cereales 3.0 | Directiva 2002/26/CE Directiva 2002/26/CE

(incluidos los productos transformados
a base de cereales y los cereales en
grano destinados al consumo humano
directo)

. irectiv: 2/26 irectiv: 2/26/
2.2.2. Uvas pasas (pasas de Corinto, sultanas y 10,0 | Directiva 2002/26/CE Directiva 2002/26/CE
otras variedades de pasas)

5.0 || Directiva 2002/26/CE Directiva 2002/26/CE
2.23. — Café tostado en grano y café tostado ’ restva weehE
molido, con excepcion del café
soluble




