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RESUMEN

La Ocratoxina A es tan peligrosa, que expertos de la FAO y la OMS han
establecido un limite méximo tolerable para los humanos de 100
milmillonésimos de gramo por kilogramo de peso corporal a la semana. La
Union Europea establecid limites maximos admisibles para la OTA de 5 ppb en

el café tostado y molido, y 10 ppb en el café instantaneo.

En El Salvador el promedio de consumo de café local ronda alrededor del 28%.
Para la cosecha 2017-2018 se consumio un total de 391,000 quintales; durante
el aflo econdmico de 2019-2020, en El Salvador se consumieron 18 millones de
kilogramos de café, esto significa, que el consumo promedio de café en El
Salvador per cépita es de alrededor de 2.8 kg, lo cual se considera como medio
alto entre los paises productores de américa latina, en relaciéon a lo anterior y
sabiendo que el café producido localmente, asi como, el café obtenido de las
importaciones no cuentan con registros que aseguren que el café para consumo
local esté libre de microorganismos que perjudiguen la salud humana, se realizé
un estudio de tipo experimental basado en la aplicacién de la levadura
probidtica Saccharomyces boulardii a la concentracién de 10% células de
levadura/mL por 15 minutos en la reduccion de colonias de Penicillium y
Aspergillus en granos de café oro y pergamino recolectadas en cuartos de
almacenamiento de una exportadora de café, se cuantificé la disminucién de la
concentracion de ocratoxina A en granos de café oro y pergamino. El estudio se
realiz6 con muestras de café oro y café pergamino, las cuales se caracterizaron
con el uso de una ficha técnica que permitié recabar datos relacionados a las
condiciones de almacenamiento. La parte experimental con un disefo
completamente al azar con arreglo factorial y con una repeticion; En dicho
experimento, se aplico la levadura probiética (Saccharomyces boulardii a una
concentracién de 108 células de levadura/mL por un tiempo de 15 min.) a

muestras de café oro y café pergamino. Las muestras y controles fueron



resguardados a condiciones de temperatura ambiente y extraidas para su
andlisis durante los dias 0, 15, 56, 60 y 90, realizando las determinaciones
correspondientes a porcentaje de humedad, recuento total de mohos y

levaduras, identificacion de hongos ocratoxigénicos y cuantificacion de OTA.

Se evidenci6 al dia 15 de evaluacibn el grado de proteccion que
Saccharomyces boulardii tiene sobre los granos de café en condiciones de
temperatura ambiente. En cuanto a las caracteristicas sensoriales de los granos
de café oro y café pergamino no fue posible efectuarse, debido a la pandemia
por Covid-19, por lo que queda la incertidumbre en funcion de determinar si la
levadura probiotica puede o no afectar las caracteristicas sensoriales del café y
si esto puede o no favorecer la aceptabilidad por parte del consumidor final. Por
otra parte, se realizé un analisis costo efectividad para determinar el tratamiento
con mayor efectividad, seleccionando el indice C/E igual al valor cero o el valor

mas bajo, aceptando los tratamientos 1y 2 al dia 15 del analisis.

Es recomendable que en El Salvador se establezca un centro de vigilancia
sanitaria, enfocado en realizar monitoreo continuo de los niveles de ocratoxinas
y otras micotoxinas, que se encuentran contenidas en los alimentos de
consumo salvadorefio, el cual tenga como principal objetivo, prevenir la
aparicion de enfermedades asociadas con el consumo de alimentos con

potencial contenido de toxinas.

Los 15 dias de Proteccion que brinda la aplicacion de la levadura probiotica
ante hongos productores de OTA en condiciones de temperatura ambiente
permite al caficultor un periodo de ventana por cualquier condicién de clima no
favorable.

El estudio se realizé en el Laboratorio de Control de Calidad Microbiologico de
la empresa AgroBioTek El Salvador, al igual que en el area de beneficio y
tostaduria de una empresa exportadora de café, en el periodo de septiembre de
2019 a noviembre de 2020.
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1.0 INTRODUCCION

El café ha sido y sigue siendo uno de los principales cultivos dentro del agro de
El Salvador, las etapas de su procesamiento presentan una serie de actividades
gue implican un control, por lo que la aplicacion de practicas de conservacion
inadecuadas o deficientes durante el proceso de recoleccién pueden perjudicar
la calidad del producto y ocasionar pérdida de la calidad e inocuidad del grano,

resultando como no apto para el consumo humano.

La permanencia del grano de café con altos contenidos de humedad (humedad
superior al 12%), los tiempos prolongados de los procesos, el contacto con la
pulpa y los residuos, asi como, los ambientes hiUmedos y las altas temperaturas
en el almacenamiento, son condiciones de riesgo que generan un ambiente
propicio para la aparicion de hongos ocratoxigénicos como son hongos del
género Aspergillus y Penicillium que pueden dar lugar a la presencia de
ocratoxinas, que por su gran estabilidad quimica, se mantienen intactas durante
la preparacion industrial de los alimentos, llegando al ser humano por la
ingestion de granos contaminados, las cuales pueden afectar la salud de las
personas, mediante la manifestacion de enfermedades como hepatitis toxica,

cancer en el esofago e higado.

Lo anterior, dio lugar a la busqueda de nuevas alternativas para la proteccion de
los granos de café, considerando que la aplicacién de desinfectantes a lo largo
del proceso del beneficiado propician que el grano de café se vea afectado por
la presencia de aditivos que cambian el aspecto, color, aroma y textura natural
del producto, en vista de tal situacion, se realizé un estudio, en el que se evalud
aplicacion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii a una
concentracion de 10° células de levadura/mL por un tiempo de 15 minutos, los
granos de café, fueron secados y resguardados a condiciones de temperatura

ambiente y durante los dias 0, 15, 56, 60 y 90 se efectuaron las
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determinaciones correspondientes a porcentaje de humedad, recuento total de
hongos y levaduras, identificacion de hongos ocratoxigénicos y cuantificacion
de ocratoxina A mediante la prueba para la determinacion de ocratoxina
A AgraQuant® ELISA; se evaluaron las muestras controles, tanto de café oro
como de café pergamino, para comparar los resultados obtenidos. Se efectud
un andlisis de costo efectividad que permiti6 determinar el tratamiento con
mayor efectividad seleccionando aquel cuyo indice C/E es igual al valor cero o
el valor mas bajo. Dado el caso se aceptaron los tratamientos 1 y 2 al dia 15 de

la investigacion, con valores de 0.051 y 0.044 respectivamente.

El estudio se realizd en el Laboratorio de Control de Calidad Microbiol6gico de
la empresa AgroBiotek El Salvador, al igual que en el area de beneficio y
tostaduria de una empresa exportadora de café, en el periodo de septiembre de
2019 a noviembre de 2020.
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2.0 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la aplicacion de Saccharomyces boulardii en la reduccién de colonias

de Penicillium y Aspergillus en granos de café oro y pergamino.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

Caracterizar las condiciones de almacenamiento del grano de café
oro y pergamino mediante la utilizacién de una ficha técnica.

Aplicar la levadura probiotica Saccharomyces boulardii y cuantificar la
concentracion de ocratoxina A en granos de café oro y pergamino.
Identificar la presencia de hongos productores de ocratoxina
(Aspergillus y Penicillium) en granos de café oro y pergamino
mediante la utilizacion de pruebas de identificacion.

Cuantificar la presencia de ocratoxina A en granos de café oro y
pergamino en las etapas de almacenamiento de beneficio y
tostaduria, mediante la prueba para la determinacién de ocratoxina A
AgraQuant® ELISA.

Determinar las caracteristicas sensoriales del café a través de la
catacién del producto final con catadores certificados de la Asociacion
Salvadorefia de Catadores de Café.

Realizar un analisis costo-efectividad del método de proteccion
aplicado con respecto a los métodos convencionales, para determinar
si la aplicacion del método con Saccharomyces boulardii, es efectivo

con relacion a costo y reduccion de ocratoxina A.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Fruto del café.
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El fruto de café esta constituido por las siguientes partes: Epicarpio o epidermis,

mesocarpio o pulpa, endocarpio o pergamino y endospermo o semilla (Ver

Figura No. 1). La mayor parte de la semilla la constituye el endospermo que es

de consistencia dura y color verdoso. El embrion que formara la futura planta se

localiza dentro de la semilla al nivel de la base con apariencia de una pequeia

paleta de aproximadamente 4 mm de largo y una tonalidad cremosa que

trasluce dentro de la semilla .

grano de café corte'central

{endosperma)

piel plateada
(tegumento)

pergamino
{endocarpio)

capa de
pectina

pulpa
{mesocarpio)

piel exterior
{epicarpio)

Figura No. 1 Estructura del fruto y grano de café.

3.2 Beneficiado del café.

El beneficiado es un proceso agroindustrial para transformar los frutos del

cafeto de su estado uva a café oro.

El proceso de beneficiado se realiza en dos fases: la primera, es la fase

hameda la cual termina con la obtencion de café pergamino, la segunda, es la

fase seca y su etapa final da como producto el café oro con un porcentaje de

humedad del 12%. .,
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3.3 Fase humeda.

El beneficio por via himeda se inicia con una recoleccion o cosechamiento
cuidadoso, repitiendo la seleccion una y otra vez de acuerdo con el tamafio,
densidad y grado de madurez, para asegurarse que las cerezas recolectadas
sean la mas maduras y solamente unas pocas estén sobre o medio maduras.
Luego de un lavado preliminar durante el cual se pueden separar por flotacion
algunas cerezas de inferior calidad, y los materiales extrafios. Las cerezas son
sometidas a una operacion tecnoldgica conocida como despulpado (Ver Figura
No. 2); en donde se remueve mecanicamente el exocarpio y en cuanto sea
posible el mesocarpio. La despulpadora puede ser de disco o de tambor
rotatorio con orificios, la funcién es la de aprisionar las cerezas entre dos
superficies, una de ellas en continuo movimiento y otra fija para retirar el
exocarpio y el mesocarpio. La separacion entre las dos superficies se debe

ajustar finamente para realizar el maximo de remocion de la pulpa sin llegar a

causar dafio en el grano.

Figura No. 2 Maquina despulpadora de café.

En otros procesos los granos pasan a través de un separador rotativo o un
tamiz para remover cualquier residuo de pulpa existente; también pueden ir a
un segundo despulpado. Esta pulpa es generalmente depositada en sitios

adecuados para su descomposicion hasta formar un compost o mulch con el fin
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de servir como abonos organicos, o también puede ser secada al sol para ser
usada como combustible en el secado del mismo café.

El siguiente estado es conocido como fermentacion, en donde se elimina el
mucilago que generalmente permanece adherido al endocarpio (pergamino); y
es retirado por fermentacion enzimatica y posterior lavado que es llevado a
cabo en tanques de concreto.

Generalmente los granos son desmucilaginados por degradacion enzimatica
natural por las enzimas presentes en el mucilago. Este proceso demora cerca
de 72 horas, pero puede ser acelerado con la adiccion de preparados
enzimaticos pépticos.

La fermentacion es completa cuando los granos dejan de deslizarse facilmente
entre los dedos dejando una sensacién aspera ligera. Entonces los granos
estan listos para ser lavados completamente con agua limpia y seguir a la etapa
de secado.

3.4 Secado del café.

El secado del café es una de las actividades mas importantes y consiste en
disminuir el porcentaje de humedad del pergamino, este proceso es llevado a
cabo en patios de concreto para ser secados al sol (Ver Figura N°.3); formando
capas de 5 centimetros de espesor, las cuales son removidas y giradas varias
veces al dia para hacer eficiente el secado. Generalmente toma entre tres y
cuatro semanas reducir el contenido de la humedad del grano hasta el 12 %,
guedando el grano listo para las siguientes etapas, porcentaje al cual debe
almacenarse para su comercializacion. Cuando la humedad del grano es
superior al 12%, favorece la proliferacién de hongos; mientras que humedades
menores, provocan la decoloracion del grano y pérdida de peso.

El secado del café es una fase critica y de transicion entre el grano humedo y el
grano seco, una vez finalizado el proceso de secado con humedad menor al
12.5% no se pueden formar mohos, pero los niveles intermedios de humedad

son un clima favorable para la formacion ocratoxina A. En la industria cafetera
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el secado del café suele ser extendido en el suelo para que se seque por accion
solar, sin embargo, un factor no controlable son las lluvias y percances
climaticos que no son considerados; esto aumenta el tiempo de secado

considerablemente lo que implica una proliferacion de hongos mayor.

Figura No. 3 Patio de secado de café pergamino.

Una vez que el grano esta seco se suele almacenar por varias semanas,
pudiendo ser hasta meses, en el cual, un requisito para evitar la formacion de
mohos es mantener la humedad que obtuvo el grano una vez terminado su
proceso de secado, no obstante, hay estudios realizados, en los que se ha
observado que en pequefios agricultores, no mantienen la humedad del
producto durante el almacenamiento y el grano se rehidrata llegando a niveles
mayores al 12.5 %, lo cual incrementa nuevamente la probabilidad de formacion

de micotoxinas. @
3.5 Trilla del café pergamino.

El objeto de esta operacion es el retiro de la envoltura que recubre el grano
denominada pergamino y es llevada a cabo en una maquina trilladora la cual
generalmente consta de un tornillo alimentador que obliga a los granos a pasar
a través de un espacio reducido, sometiendo el grano a fricciéon, desprendiendo
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la pelicula recubridora que asemeja un plastico. En algunas trilladoras se
requiere que los granos hayan sido previamente clasificados por tamafo en
tamices vibratorios; ademas se hace necesario el uso de separadores
neumaticos para dejarlos libres de impurezas como materiales vegetales,
piedras y piezas metélicas que pueden generar dafios en la maquina. Después
que los granos salen de estos separadores son destinados directamente a la
exportacion o al consumo nacional, es decir se deben clasificar por calidades.

(Granos de tamafio, apariencia y forma similar).
3.6 Almacenamiento del café.

El almacenamiento del café tiene como propésitos: el acopio de café pergamino
0 cereza previo a la trilla, la cual se planifica de acuerdo con las proyecciones
de venta.

El café como todos los productos naturales después de ser recolectados,
beneficiados, secados y empacados en sacos (café pergamino) son
almacenado por diferentes periodos de tiempo y en sitios con diferentes
condiciones climatolégicas, y como todos los granos que en mayor 0 menor
grado son perecederos, su perfecta conservacion depende de los factores tales
como: temperatura y humedad de la atmosfera de almacenamiento; de la
temperatura, humedad y de las condiciones fisicas, quimicas y microbiol6gicas
de los granos de café y del aire.

En esta etapa se deben tener los siguientes cuidados:

Controlar temperatura entre 18 a 20°C, humedad relativa entre 60 a 65% y
circulacion de aire, esto ultimo es mucho mas importante cuando se almacena
en trojas de madera.

Usar tarimas de madera cuando se almacena en sacos Yy estibarlos por partida.
Identificarlos segun fecha de ingreso al beneficio y de acuerdo con los

resultados de catacion.
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Supervision y muestreos de partidas para detectar broca del fruto del cafeto,
otros insectos u hongos.

3.6.1 Estado sanitario del café.

Los factores que influyen en el estado sanitario del café son: insectos,
microorganismos, roedores y contaminantes.

La contaminacion del café y su deterioro es causada por: infestacion de
roedores, insectos y 4caros, contaminacion por polvo y olores extrafios, asi
como por el atague microbiano y la actividad enzimética.

Entre los principales microorganismos que infestan el café almacenado se
encuentran algunas bacterias y mohos de los géneros Aspergillus y Penicillium.
Las condiciones que favorecen la proliferacion de los microorganismos durante
el almacenamiento son: temperaturas mayores de 20°C, elevada humedad
relativa, presencia de gorgojo, malas calidad microbiologica del grano, estado
deficiente de bodegas y silos.

Los hongos de almacén son especies como Aspergillus y Penicillium, que
causan diversos dafios a los granos y semillas almacenadas, siendo los mas
sobresalientes la reduccién del poder germinativo de las semillas, el

ennegrecimiento de los granos y la producciéon de micotoxinas s,
3.7 Micotoxinas.

El hombre conoce los hongos que crecen en los alimentos desde la antigiiedad,
y los ha utilizado en su propio beneficio como alimento directo, para mejorar
alimentos y especialmente con fines terapéuticos (antibiéticos). Sin embargo, el
estudio de los hongos como téxicos no se inici6 hasta los afios 60, como
consecuencia de una intoxicacion masiva que provoco la muerte de 100.000
pavos, y que se encontr0 asociada a una contaminacion por hongos. Ciertas

especies fungicas son capaces de producir unos metabolitos secundarios con
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caracter toxico llamadas micotoxinas. La segregacion de estas sustancias se
produce bajo ciertas condiciones ecolégicas favorables.

El interés de los hongos y las micotoxinas es enorme, no sélo desde el punto de
vista cientifico, sino desde la perspectiva economica. Son muchos los
problemas que originan, desde el agricultor hasta el consumidor final. Por
ejemplo, las bajadas de rendimientos de las cosechas, los empeoramientos en
los indices técnicos de los animales de granja, enfermedades en los mismos,
alteraciones en los alimentos, pérdidas de caracteristicas organolépticas y
nutricionales, costes derivados de la prevencion o el tratamiento
descontaminante por citar algunos de ellos. ¢

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de hongos que pueden producir
propiedades toxicas, carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas Yy
estrogénicas. El término micotoxina se deriva de las palabras griegas: mykes
(hongos) y toksikon (veneno). Las micotoxinas tienen propiedades quimicas
diversas, poco solubles en agua, muy resistentes a su desactivacion por medios
fisicos, quimicos y biolégicos.

Existen mas de 400 micotoxinas descritas, pero solamente un aproximado de
12 han sido experimentalmente documentadas como nocivas para la salud

humana y animales domésticos.
3.7.1 Condiciones de contaminacion.

El desarrollo de los hongos y la produccién de micotoxinas requieren ciertas
condiciones ambientales, entre ellos los siguientes:

Factores fisicos: humedad y agua disponible, temperatura, zonas de microflora
(pequeinas zonas del alimento con alto contenido en humedad), e integridad
fisica del grano o del alimento.

Actividad de Agua: el concepto de actividad de agua o agua disponible,
normalmente designada como aw. La aw indica la cantidad de agua disponible

para el desarrollo de los microorganismos, una vez se ha alcanzado el equilibrio
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hidrico en el sistema alimento/medio ambiente. La aw se expresa como la
relacion existente entre la tension de vapor de agua en el sustrato (P) y la del
agua pura (Po), a la misma temperatura, (aw = P/P,). El agua pura tiene una
actividad de agua igual a 1. En los alimentos, la aw sera siempre inferior a 1. La
mayor parte de los hongos que contaminan los cereales, por ejemplo, necesitan
valores superiores a 0.7.

Factores quimicos: Composicion del sustrato, pH, nutrientes minerales y
disponibilidad de oxigeno.

Factores biolégicos: Presencia de invertebrados y estirpes especificas (en una
misma especie flngica existen estirpes productoras de micotoxinas y otras que

son incapaces de producirlas). ¢
3.7.2 Principales micotoxinas.

Dentro de la gran variedad de hongos existentes, son pocos los que juegan un
papel importante en el campo zootécnico.

Las micotoxinas son producidas principalmente por 5 tipos de hongos:
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps y Alternaria.

Los hongos que invaden los granos pueden clasificarse en dos grupos
diferentes:

Hongos de campo: invaden los granos antes de la cosecha o tras la siega
(siempre previo a la trilladora). Incluye distintas especies que requieren altos
niveles de humedad en el grano (20-22%). Son tipicos los géneros Alternaria y
Fusarium.

Hongos de almacenaje: invaden el grano a contenidos inferiores de humedad.
Géneros como Aspergillus y Penicillium. Muchos hongos no son productores de
micotoxinas incluso pudiendo invadir el grano, por lo que un grano enmohecido
no tiene por qué ser necesariamente toxico. Del mismo modo, puede detectarse

una micotoxina sin la presencia del hongo productor, ya que éste puede haber
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sido inactivado por procesos quimicos o por alteracion de los factores

ambientales mientras las micotoxinas permanecen en el sustrato.

Hasta el momento, se han identificado mas de 200 tipos de micotoxinas. Sin
embargo, las que pueden encontrarse con mayor frecuencia como
contaminantes naturales en los alimentos para animales o humanos son las
siguientes: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 M1), ocratoxinas, zearalenona,
tricotecenas (vomitoxina, T-2, nivalenol, DON), citrinina, patulina y fumosinas
(B1yB2). @

3.7.3 Clasificacion y toxicidad.

Existen varios tipos de ocratoxinas, pero la ocratoxina A es la mas frecuente en
alimentos y la que presenta mayor toxicidad. La ocratoxina A esta clasificada
como “posiblemente cancerigena para el ser humano” por sus propiedades
carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas siendo especificamente nefrotoxica
e inmunotoxica. s

En todas las especies animales estudiadas la OTA se absorbe rapidamente del
tracto gastrointestinal y se elimina lentamente. Su biodisponibilidad en las
especies de mamiferos es superior al 50 %. La OTA presenta una alta afinidad
por las proteinas plasmaticas, siendo la fraccién de toxina libre en plasma.

La toxicidad aguda de la OTA es relativamente baja y muestra variaciones
interespecificas. La DL50 por via oral se encuentra en un intervalo entre
aproximadamente 20 y 50 mg/kg en ratas y ratones; hasta 0.2-1 mg/kg en
perros, cerdos y pollos, que son las especies mas sensibles. Los sintomas de la
intoxicacion aguda consisten en hemorragias multifocales en los principales
organos y trombos de fibrina en bazo, cerebro, higado, rifion y corazén, asi
como nefrosis y necrosis hepéatica y en el tejido linfoide. Existe descrito

Gnicamente un caso de intoxicacion aguda en el ser humano.
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El consumo crénico de OTA produce nefropatia intersticial en los animales de
granja, como pollos y cerdos, que puede causar importantes pérdidas
econdmicas. A pesar de las diferencias en cuanto a la toxicocinética en diversas
especies, las lesiones renales en cerdos, aves y roedores son muy similares.
En el ser humano se ha relacionado con la etiologia de una nefropatia que es
endémica en la zona de los Balcanes, debido a que presenta una gran
semejanza histopatoldgica con la que se produce en los animales y a que la
exposicion a OTA parece ser muy alta en esa zona geografica comparada con
otras. Se trata de una enfermedad renal crénica y progresiva que representa
actualmente el 11 % de todas las enfermedades primarias diagnosticadas en la
antigua Yugoslavia. Se caracteriza por una nheuropatia tubulo-intersticial
progresiva, que deriva en una atrofia tubular y fibrosis periglomerular, entre
otros sintomas. Esta enfermedad se acompafia a veces de tumores malignos
del tracto urinario superior que resultan muy agresivos. Algunos estudios
indican una incidencia ligeramente mas elevada de esta enfermedad en las
mujeres. Si bien la hipotesis no esta comprobada, algunos estudios realizados
en Francia, Tunez y Egipto indican una relacion entre la ingesta de OTA a

través de la dieta y el desarrollo de tumores renales y uroteliales.
3.7.4 Vias de transmision alimentaria.

La ocratoxina A puede entrar en la cadena alimentaria transmitiéndose al ser
humano:

Directamente a través del consumo de alimentos vegetales (cereales y
productos a base de cereales, café, cacao, frutos secos, frutas y sus productos
derivados).

Indirectamente a través del consumo de productos derivados de animales que

han consumido pienso contaminado con ocratoxina A.
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La produccion de micotoxinas esta asociada a las condiciones que favorecen el
desarrollo del hongo que las produce. Si bien existen diferencias entre las
distintas especies, los hongos productores de micotoxinas pueden crecer, de
forma general, en rangos de temperatura entre 3° C y 40°C, a pH entre 2-10 y

por encima de 0.77-0.99 de actividad de agua. ¢
3.7.5 Métodos para la cuantificacion de ocratoxinas.

Las ocratoxinas y las aflatoxinas se encuentran algunas veces en muy bajas
concentraciones en los alimentos, requiriendo de métodos de cuantificacion que
sean sensibles, confiables, con alto grado de sensibilidad y reproducibilidad.
Entre los métodos de cuantificacion més utilizados se encuentran los basados
en separaciéon: como el HPLC con deteccion por espectrofotometria,
fluorometria acoplado con espectrometria de masas, cromatografia en capa fina
con densitometria de manchas fluorescentes, cromatografia de gas vy
electroforesis capilar; y los inmunoensayos, como el ensayo inmunoabsorbente

ligado a enzima.

3.8 Riesgo y recomendaciones para prevenir la ocratoxina A en café. ¢,
3.8.1 Campo y beneficiado.

Aspergillus ochraceus, rara vez se presenta en frutos maduros al momento de
la cosecha. Los frutos frescos no son propensos al desarrollo de Aspergillus.
Los granos afectados por la broca del café muestran mayor frecuencia de
infeccion alta de Aspergillus. Durante la fermentacién normalmente se reduce la

presencia de Aspergillus a favor de las levaduras.
3.8.2 Secado del café.

En el secado adecuado disminuye la posibilidad de formacién de mohos.

Cuando el secado de los granos se realiza por métodos mecanicos el riesgo de
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contaminacion es bien bajo, sin embargo, cuando el secado de los granos se
realiza en patios o al medio ambiente libre, el secado debe reducir la humedad
del grano en los primeros 3 o 4 dias hasta 18-20% de humedad. Por lo que es

importante que se considere evitar la recuperacion de humedad del grano.
3.8.3 Almacenamiento.

Mantener temperaturas maximas de 20°C y humedad relativa entre 55 y 65%
para conservar la humedad del café entre 10 y 11% por tiempo indefinido.
Estudios de laboratorio han documentado que el contenido de humedad del
grano en equilibrio y con humedad relativa de 85% es el limite mas bajo para el
crecimiento de Aspergillus flavus y la produccion de aflatoxinas. Penicillium
viridicatum produce ocratoxina en el mas alto nivel de humedad en granos por
el crecimiento como los hace Aspergillus flavus. La formacion de toxina puede
esperarse en el amplio rango de temperatura de 10-40°C y pH 4-7. En
regiones donde la temperatura ambiental es menor de 15°C hay poco problema
de desarrollo de hongos y de micotoxinas. Bajo condiciones de laboratorio entre
25-30°C la aflatoxina se desarrolla en 48 horas en nueces humedas, arroz

aspero y semillas de algodon, y en un periodo minimo de 4-5 dias en avena.
3.9 Calidad sanitaria del grano de café y reglamentaciones.

La presencia de ocratoxina A en el café, en Europa esta siendo aceptado hasta
con cinco o seis partes por millon (ppm), por otra parte, en septiembre de 2004,
la Organizacion Mundial del Comercio propone niveles maximos para la
Ocratoxina A en el café tostado y molido de 5 ug/kg ), y en el café soluble de
10 ug/Kg. El café de mala calidad que muchas veces queda para el consumo
interno no deberia consumirse, ya que éste presenta los mayores indices de
presencia de ocratoxina, que en altas concentraciones provoca dafios a la

salud. 4 5
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La presencia de ocratoxina A en el café se descubrié apenas en 1988, poco
después, que la Union Europea pusiera en marcha un programa de
armonizacion de los reglamentos sobre la presencia de micotoxinas en los
alimentos, que comprendia establecer la concentracion maxima de ocratoxina A
en el café. Estas medidas crearon conmocion en la industria del café, cuyo valor
ronda los 70,000 millones de dodlares al afio. Un estudio encargado por la
Federacion Europea del Café (ECF) que representa a los importadores de café
verde, la torrefaccion y la produccion de café instantaneo, revelé que el limite
establecido para la Ocratoxina A es de 5 ppb lo que podria dar lugar al rechazo
del 7% de las importaciones de café verde, y que todos los paises exportadores
de café sufririan las repercusiones . Se ha establecido un limite maximo
tolerable para los humanos, en el caso de micotoxinas el valor es de 100
nanogramos por kilogramo de peso corporal semanal. Para el afio 2004, la
Unién Europea también establecié limites maximos admisibles para la
ocratoxina A de 5 ppb en el café tostado y molido y de 10 ppb en el café

instantaneo.

En 1996, Italia establecié el titulo de recomendacion el valor de 4 pug/kg como
limite para ocratoxina A y Grecia adoptd 20 ug/kg como limite, ambos para café
verde. La Republica Checa reglamenté en 20 pg/kg y Rumania en 5 pg/kg el
limite de ocratoxina A en todos los alimentos.

Otro punto que se pudo obtener en la investigacion de la FAO 4 es que los
granos mas defectuosos poseen una mayor cantidad de toxina que los
normales, pero generalmente los granos defectuosos y el café de peor calidad
suele ser consumido por la poblacion local, estas acciones dan una idea del
peligro que conlleva el desconocimiento de las Buenas Practicas Agricolas en

paises en vias de desarrollo.
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3.10 Métodos de proteccion contra la contaminacion en alimentos.

El almacenaje y manipulacion inadecuados de los alimentos como el café para
consumo pueden determinar un numero significativamente mas grande de
microorganismos que pueden estar presentes antes de la coccion, poniendo en
riesgo la inocuidad del alimento y la salud del consumidor, por lo tanto la
aplicacion de métodos de proteccion que ayuden a contrarrestar la existencia
de microorganismos patégenos, se vuelve fundamental en el momento del
procesamiento y en las etapas criticas donde se pone en juego la inocuidad de
los granos de café, por lo que teniendo en cuenta que la aplicacion de un buen
meétodo de proteccion para los granos de café puede evitar la contaminacion de
los mismos, se vuelve fundamental poder explicar el fundamento de los
métodos de proteccion, los cuales segun la literatura y de estudios realizados
en investigaciones anteriores nos demuestran el efecto que se realiza en ciertos
tipos de alimentos, cuando éstos son aplicados en las condiciones adecuadas,
por lo tanto se explica a continuacion la aplicacién de una levadura probiotica y

la aplicacion de luz ultravioleta. s
3.10.1 Levadura probidtica.

Los aditivos de levaduras han sido empleados como alimento por mas de cien
afos, asi como para la prevencién de enfermedades. Numerosas cepas de la
especie Saccharomyces cerevisiae var. boulardii se han probado desde
entonces empleando cultivos puros de células vivas, por su eficacia en el tracto
digestivo. Los aditivos alimentarios se adicionan en cantidades trazas a las
dietas y son usados habitualmente con tres fines fundamentales: mejorar el
sabor u otras caracteristicas de las materias primas y piensos, asi como
prevenir ciertas enfermedades. Dentro de las caracteristicas que deben
presentar los aditivos biologicos se enumeran los siguientes: alta concentracion

de microorganismos viables, estabilidad en condiciones ambientales normales
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por un periodo no inferior a 30 dias entre otras. Dichas caracteristicas son de

gran interés para seleccionar microorganismos para su uso probidtico.

3.10.2 Criterios para la seleccion de cepas de uso probiético.

Los criterios mas importantes de seleccion que han sido empleados para
escoger cepas de levadura con caracteristicas probidticas se agrupan por sus
propiedades de resistencia, funciones y potencialidades, resaltando dentro de
estos:

Tolerancia a elevada acidez.

Resistencia a sales biliares.

Capacidad de colonizacion a células intestinales.

Efecto antagonico directo sobre enterobacterias y otras levaduras.

Efecto antisecretor contra las toxinas de microorganismos patégenos mediado
por la produccion de proteasas.

Induccion a pH inferior a 4.

Inhibicién del crecimiento de bacterias patégenas.

Produccioén de acido lactico.

3.11 Mecanismos de accién de las levaduras probiéticas. ¢

El empleo de probidticos en el caso de las levaduras estid dado por su
capacidad de colonizacion, la cual se produce a través de diferentes
mecanismos. Desde el punto de vista bioterapéutico, estos mecanismos pueden
ser clasificados como farmacocinéticos (resistencia a acidez gastrica, protedlisis
y capacidad de alcanzar alta densidad de poblacion en el tracto gastrointestinal)

y farmacodinamicos (antagonismo directo, efecto antisecretor y efecto trofico).

3.11.1 Efecto antagdnico de las enterobacterias y otras levaduras.
Se ha informado que la levadura no actua destruyendo de forma directa a los
microorganismos (bacterias, hongos, parasitos), sino que previene la union de

los microorganismos patdgenos. Aumenta las proteinas protectoras y establece
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una competencia con parasitos y levaduras del género Candida. Otros autores,
sin embargo, plantean que los efectos se deben a la reduccion del crecimiento
de microorganismos patégenos e inhibiendo las funciones celulares de algunos
como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Shigella
flexneri y Vibrio cholerae, por lo que Saccharomyces boulardii ha demostrado
un efecto antagoénico directo "in vivo" en ratones contra las cepas Candida
albicans, Candida krusei, y Candida pseudotropicalis; Esta levadura reduce el
crecimiento de Candida albicans, Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella
dysenteriae, Vibrio cholerae y Salmonella enteritidis y demuestra el efecto

contra Clostridium difficile.

3.12 Mecanismos especificos de las levaduras que difieren de las
bacterias probioticas.

Produccion de proteasas: Las proteasas son enzimas degradativas que
catalizan la hidrdlisis total de proteinas, llamadas también peptidasas por
hidrolizar enlaces peptidicos. Juegan un importante papel en todas las
funciones organicas, son necesarias para el crecimiento y diferenciacion celular,
en procesos de recambio de proteinas, secrecion de compuestos a través de
las membranas celulares y la maduracion de enzimas y hormonas, entre otras.
También refieren que las proteasas producidas por levaduras generalmente son
capaces de actuar en un amplio rango de valores de pH (4 a 11) y sobre una
gran diversidad de sustratos, aunque son menos termo resistentes que las
proteasas bacterianas.

Algunas levaduras segregan cantidades apreciables de proteasas, pero las del
género Saccharomyces solo tienen actividad de este tipo limitada. Se plantea
gue la levadura Saccharomyces boulardii en altas concentraciones tiene dos
mecanismos de actividad antisecretora que actian sobre las toxinas
bacterianas. Esta levadura produce dos proteinas de diferentes pesos

moleculares: 54 Kda y 120 Kda, respectivamente.
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3.13 Estudios en la aplicacidon de levadura probidtica. us

En un estudio donde se evallo la capacidad de Saccharomycopsis schoenii,
como agente de control biologico contra hongos filamentosos fitopatdgenos en
naranjas, se obtuvo que Saccharomycopsis schoenii es capaz de reducir la
severidad de la enfermedad en naranjas inoculadas con todos los hongos. La
levadura pudo sobrevivir durante 21 dias en la superficie de la fruta y no produjo
lesiones en las naranjas. La levadura redujo la gravedad de la enfermedad
contra P. expansum en un 61.0 %. La concentracién de células de levadura
necesaria para lograr el control de la enfermedad fue alta, como se demostré
anteriormente para otras levaduras utilizadas en estudios de control biologico S.
schoenii produjo un control eficiente de los mohos cuando se inoculdé a
concentraciones de al menos 102 células/mL. Probablemente la depredacion de
los hongos es la forma preferencial por la cual S. schoenii obtiene compuestos
sulfurados que son escasos en la superficie de las naranjas. La interaccion de
mas de un evento antagdnico, como la depredacion, la competencia y otros
antagonistas interacciona y a menudo se reporta. Como resultado, es posible
que la accién de S. schoenii surja de mas de una de estas interacciones,
aunque es notable que la produccion de sustancias antagonistas no se
detectara en este estudio.



CAPITULO IV
METODOLOGIA
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4.0 METODOLOGIA
4.1 Metodologia del estudio
4.1.1 Estudio exploratorio.

La investigacion realizada adquiri6 un enfoque de tipo exploratorio y
experimental, ya que el método aplicado no habia sido desarrollado
previamente en otros trabajos de investigacion; el propésito del ensayo, fue
obtener resultados de la aplicacion de la levadura probiotica (Saccharomyces
boulardii 10° células de levadura/mL) para relacionarlos con la disminucién de la
concentracion de ocratoxina A en granos de café oro y pergamino, asi como,
para comprobar las condiciones de almacenamiento en las etapas de beneficio
y tostaduria en la aparicion de hongos productores de ocratoxina A, para lo

cual, se relacionaron la humedad relativa y la temperatura de almacenamiento.
4.1.2 Estudio experimental.

El estudio se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de Control de Calidad
Microbiolégico de la empresa AgroBiotek El Salvador, al igual que en el area de
beneficio y tostaduria de una empresa exportadora de café; Se realizé un
estudio de tipo experimental basado en la aplicacion de la levadura probidtica
Saccharomyces boulardii a la concentracién de 10® células de levadura/mL por
15 minutos, para cuantificar la disminucion de la concentracion de ocratoxina A
en granos de café oro y pergamino. El estudio se realiz6 con muestras de café
oro y muestras de café pergamino obtenidas de una empresa exportadora de
café, las cuales se caracterizaron previamente con el uso de una ficha técnica
que permiti6 recabar datos relacionados a las condiciones reales de
almacenamiento de los granos de café. Se realizo el experimento con un disefo
completamente al azar con arreglo factorial y con una repeticion; Para el

experimento, se aplico la levadura probiética (Saccharomyces boulardii a una
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concentracién de 10° células de levadura/mL por un tiempo de 15 minutos) a
muestras de café oro y muestras de café pergamino, teniendo como controles,
muestras de café oro y café pergamino, a las cuales no se les aplicé ningan tipo
de tratamiento. Las muestras y controles de café pergamino y café oro, se
resguardaron en condiciones de temperatura ambiente. Posteriormente las
muestras se extrajeron durante los dias 0, 15, 56, 60 y 90; se realizaron las
determinaciones correspondientes: porcentaje de humedad, recuento total de
mohos y levaduras, identificacion de hongos ocratoxigénicos y cuantificacion de

ocratoxina A.
4.2 Caracterizacion de las condiciones de almacenamiento.

Para la caracterizacion de los granos de café oro y pergamino, se utilizé la
“Ficha técnica para caracterizacion de lotes de café” (Ver Anexo N° 1), la cual
permitié recabar informacion acerca del proceso de cosecha, recoleccion y
condiciones de almacenamiento de los granos de café.
De la ficha para la caracterizacion de las muestras se obtuvieron los datos
siguientes:

- Descripcion de las caracteristicas de los granos de café.

- Variedad y origen.

- Procedencia o lugar de produccion.

- Sistema de cultivo.

- Descripcion del proceso de recoleccion.

- Descripcion de las condiciones de almacenamiento reales.

- Humedad del grano.

- Humedad y temperatura del cuarto de almacenamiento.

4.3 Universo y muestra.

4.3.1 Universo.
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Se consider6 como universo para efectos de este estudio los granos de café
pergamino y granos de café oro, provenientes de los cuartos de
almacenamiento de beneficio y tostaduria respectivamente, obtenidos del

beneficio de café Tuxpal, ubicado en San Juan Opico, La Libertad.
4.3.2 Muestra.

Se consider6 como muestra a los granos de café oro y granos de café
pergamino equivalentes a 1.0 Kg, previamente caracterizados con la “Ficha

técnica para caracterizacion de lotes de café”
4.3.3 Sitio de recoleccion de muestras.

La recoleccion de las muestras se realizé en las areas de almacenamiento de
beneficio y de tostaduria de la empresa exportadora de café, ubicada en
Carretera a Santa Ana, km 27 Y%, Canton las Delicias, San Juan Opico, La
Libertad, El Salvador. (Ver Anexo N°2).

4.3.4 Muestreo y variables de medicién. 4 g

Antes del muestreo de los granos de café, se realizd la caracterizacién de los
lotes, para lo cual se utilizé la metodologia propuesta por Franco H. et al ), asi
como la ISO 4072:1982, la cual establece la metodologia de muestreo para café

verde en cantidades de 10 o mas sacos. (Ver Anexo N° 3)

Para la toma de muestra se consideraron lotes representativos segun lo

siguiente:

- El nimero de sacos seleccionados de un lote con el propésito de toma
de incrementos (La cantidad no menor de 1,500gr. de granos de café) el
cual no ha sido menor de 10 sacos.

- De 10 a 100 sacos en el lote; y no menor al 10% del total.
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- Los sacos muestreados se tomaron aleatoriamente de sacos individuales
localizados en la misma estiba, utilizando un chuzo de acero inoxidable
debidamente sanitizado y tomando tres puntos diferentes por cada saco
muestreado.

Las muestras de granos de café recolectados se colocaron en bolsas plasticas
estériles con cierre hermético grado alimenticio; las muestras se rotularon con
sus respectivas etiquetas de identificacion (Ver Anexo N° 4); asimismo, para
cada lote recolectado se tomo la informacién detallada en la ficha técnica,

segln se especifica en el Anexo N° 5.

En relacion con la cantidad de sacos muestreados se considero, la cantidad de
lotes existentes en cada cuarto de almacenamiento al momento que se realizé
la toma de muestras. Para ello, se tomé en cuenta lo siguiente:

Tabla No. 1 NUmero de muestras recolectadas de acuerdo con el tamafio de

lote. 7
Tamafio de lote NUumero de muestras a tomar (KQ)
Hasta 50 Kg Minimo 3 muestras
De 51 a 500Kg 5 muestras

El detalle de las muestras recolectadas se ha especificado en el Anexo N° 6, en
el cual se describe la distribucion de las muestras para los analisis realizados,
habiendo recolectado un total de 20 muestras, de las cuales 10 muestras se
consideraron para la aplicacion de la levadura probidtica y 10 muestras

restantes se utilizaron como controles, lo anterior se resume a continuacion:
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Tabla No. 2 Cantidad de muestras recolectadas.

Muestra Cantidad N° de muestras N° de Total de
(Area de obtencion) | de muestra | para aplicacion muestras muestras
de controles por area
levadura
probiética
Café Pergamino
] 30 gramos 10
(Almacenamiento de 5 muestras 5 muestras
o por muestra muestras
beneficio)
Café Oro
] 30 gramos 10
(Almacenamiento de 5 muestras 5 muestras
i por muestra muestras
tostaduria)
L 20
Total muestras por analisis 10 muestras 10 muestras
muestras

Las muestras recolectadas se utilizaron para la verificacion de las variables de
medicién como: porcentaje de humedad, recuento total de mohos y levaduras,
identificacion de hongos productores de ocratoxina y cuantificacion de
Ocratoxina A, mediante la prueba para determinacibn de ocratoxina A
AgraQuant® ELISA.

Las muestras recolectadas de café oro y café pergamino (obtenidas del area de
almacenamiento de beneficio), se utilizaron para ser analizadas en los tiempos
definidos 0, 15, 56, 60 y 90 dias de andlisis (Ver Tabla N° 3); el primer andlisis
se realizo en el dia cero después de la aplicacion de la levadura probidtica; el
segundo analisis en el dia quince, el tercero en el dia cincuenta y seis, el cuarto
analisis en el dia sesenta y el quinto analisis en el dia noventa. En la tabla
siguiente se resumen los tiempos de analisis con sus respectivas

determinaciones a realizar.
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Tabla No. 3 Variables de medicion segun los tiempos de analisis.

Variables de

) ] ] Tiempo de o
Tratamiento aplicado Tipo de muestra . medicién por cada
analisis i e
dia de analisis
Café Pergamino (Area 0 dias -Porcentaje de
. de almacenamiento de 15 dias Humedad.
Levadura Probittica o
. Beneficio). 56 dias -Recuento total de
Saccharomyces boulardii. i i
Café Oro (Area de 60 dias mohos y
almacenamiento de 90 dias levaduras.
Tostaduria). -Identificacion de
Café Pergamino (Area 0 dias hongos
de almacenamiento de 15 dias productores de
. Beneficio). 56 dias ocratoxina A.
Muestras testigos. . e
Café Oro (Area de 60 dias -Cuantificacién de
almacenamiento de 90 dias ocratoxina A.

Tostaduria).

4.3.5 Traslado de muestras al laboratorio de analisis microbiolégico.

El traslado de muestras al laboratorio se realizé en contenedores tipo hieleras,

debidamente limpios y sanitizados, para evitar cualquier tipo de contaminacion.

Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Control de Calidad Microbioldgico

de la empresa AgroBioTek El Salvador, para realizarles los respectivos andlisis

y determinaciones segun los dias correspondientes (0, 15, 56, 60 y 90 dias).

4.3.6 Almacenamiento de las muestras y testigos.

Las condiciones de almacenamiento para las muestras y los testigos fueron a

condiciones de temperatura ambiente,

lo anterior,

para asemejar

las

condiciones reales donde se resguardan los granos en los beneficios de café.
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Para los andlisis realizados en los dias correspondientes, cada muestra fue
extraida del cuarto de almacenamiento donde se encontraron almacenadas
para su respectivo analisis; para el caso de la muestra analizada en el dia cero,
se aclara, que no fue almacenada, sino que el analisis se realiz6 el mismo dia
de la recoleccion de las muestras y al mismo tiempo se aplico la levadura
probidtica Saccharomyces boulardii. Cabe resaltar que para el caso de las
muestras testigos, no se les aplicé ningun tipo de tratamiento (levadura
probidtica), sin embargo, fueron sometidas a las mismas condiciones que el

resto de las muestras del estudio.
4.4. Disefio del experimento.

Se realiz6 el experimento con un disefio completamente al azar con arreglo
factorial y con una repeticion (aplicacion de la levadura probidtica), en la Tabla

N°4 se desglosa el detalle.

Tabla No. 4 Descripcion de los tratamientos aplicados al café oro y pergamino.

Tratamiento Tratamientos Tiempo (dias) Descripcién
Café oro + Saccharomyces 0 Tratamiento 1 en el dia 0
_ boulardii 15 Tratamiento 1 en el dia 15
Tratamiento
56 Tratamiento 1 en el dia 56
No. 1
60 Tratamiento 1 en el dia 60
90 Tratamiento 1 en el dia 90
Café pergamino + 0 Tratamiento 2 en el dia 0
_ Saccharomyces boulardii 15 Tratamiento 2 en el dia 15
Tratamiento -
56 Tratamiento 2 en el dia 56
No. 2
60 Tratamiento 2 en el dia 60
90 Tratamiento 2 en el dia 90
0 Testigo 1 eneldia0
_ Testigo N° 1 15 Testigo 1 en el dia 15
Testigos | i
(Café oro) 56 Testigo 1 en el dia 56
60 Testigo 1 en el dia 60
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Tratamiento Tratamientos Tiempo (dias) Descripcién
90 Testigo 1 en el dia 90
0 Testigo 2 eneldia0
15 Testigo 2 en el dia 15
Testigo N° 2 _
i i 56 Testigo 2 en el dia 56
(Café pergamino) i
60 Testigo 2 en el dia 60
90 Testigo 2 en el dia 90

4.4.1 Reconstitucion de la levadura probiotica.

La reconstitucion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii, se realiz6

a partir de la levadura de tipo comercial (Ver Anexo N° 7), para lo cual se

procedio segun el detalle siguiente:

A partir del polvo liofilizado de Saccharomyces boulardii, equivalente a
10'° células de levadura.

Se peso la cantidad de 2.0 g de polvo liofilizado y se reconstituyo con la
adicion de 100 mL de agua estéril a temperatura ambiente.

El liquido reconstituido se homogenizé suavemente con la ayuda de un
agitador magnético a 100rpm por 5 min.

Se dejé reposar durante 20 minutos, a temperatura de 25 —30°C.
Posteriormente se homogeniz6 nuevamente a temperatura ambiente
durante 5 min.

Se extrajo en forma estéril con la ayuda de una pipeta y se procedio a la

estandarizacion de esta.

4.4.2 Estandarizacion de la levadura probiotica.

La estandarizacion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii, se

realizé utilizando el método espectrofotométrico a una longitud de onda de 620
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nm (Ver Anexo N° 8) y segln la metodologia descrita por Pardo, et al. 45 Yy por
Solis L. Napa California y Melo, et al. 1 25; tal como se describe a continuacion:

- Se extraj6 1.0 mL del liquido reconstituido de Saccharomyces boulardii
equivalente a 10° células de levadura/ml.

- Se coloco 1.0 mL de solucién reconstituida de Saccharomyces boulardii
en un tubo de ensayo que contenia 10mL de solucion salina estéril y
posteriormente se procedié a agitarlo hasta obtener una solucion
homogénea.

- Se adicioné 1000 pL de solucibn homogénea de Saccharomyces
boulardii a una celda de cuarzo para realizar la lectura en el
espectrofotometro.

- Se efectuo la lectura en el espectrofotometro ultravioleta visible a una
longitud de onda de 620 nm.

- Se realizaron diluciones para obtener la concentracién de 10° células de
levadura/mL, considerando que la absorbancia entre 0.3-0.4 es
equivalente a 0.8x108-1.5x108 células de levadura/mL.

De la levadura estandarizada se tomé una alicuota de 1.0mL y se procedi6 a
inocular en placas de Petri a las cuales se les adicion6 agar Sabouraud (4% de

glucosa) para el mantenimiento de las cepas.

4.4.3 Aplicacion de levadura probiética a granos de café oro y café
pergamino. i, s 2

La aplicacion de la levadura probiética Saccharomyces boulardii se realizé a
una concentracion de 10® células de levadura/mL . 5, a muestras de café
pergamino y a muestras de café oro.

La aplicacion de la Saccharomyces boulardii, se realiz6 después de haber
efectuado la estandarizacién de la levadura probidtica a la concentracion de 10°
células de levadura/mL s, 25, aplicando la levadura directamente a los granos de

café oro y pergamino, mediante el método de sumergimiento durante 15
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minutos, en condiciones de temperatura ambiente (Ver Anexo N° 9), segln el
detalle siguiente:

- Se pesO una muestra de granos de café oro/café pergamino equivalente
a 30g.

- Se adicion6 10mL de levadura probiética (10° células de levadura/mL) a
los 30 g de café oro/café pergamino los cuales se sumergieron en 1000
mL de agua purificada.

- Se procedié a medir el tiempo utilizando un cronometro digital (Se conté
el tiempo de sumergimiento de los granos de café: 15 minutos).

- Se retiraron los granos de café oro/café pergamino y se procedid a
extenderlos sobre bandejas de secado, debidamente sanitizadas, el
proceso de secado se realiz6é a condiciones de temperatura ambiente.

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Control de Calidad Microbiolégico
de la empresa AgroBioTek El Salvador y la recoleccion del café en el beneficio
de una Empresa Exportadora de Café, en el periodo de septiembre de 2019 a

noviembre de 2020.

4.4.4. Secado de los granos de café oro y café pergamino

Una vez que se aplico la levadura probidtica a los granos de café oro y café
pergamino, se efectud el proceso de secado de los granos de café, los cuales
se dejaron secar al ambiente en bandejas de secado, entre 1 y 2 dias,
verificando constantemente la humedad relativa de los granos de café, hasta
obtener un porcentaje del 12%; luego las muestras se resguardaron en bolsas
plasticas estériles, a condiciones de temperatura ambiente, para posteriormente
efectuar las determinaciones pertinentes en los dias correspondientes a los
analisis: 15, 56, 60 y 90 dias.

4.5 Variables de Medicién en los dias de andlisis
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4.5.1 Determinacion del porcentaje de humedad

La determinacion del porcentaje de humedad en granos de café oro y granos de
café pergamino, se realizo utilizando una balanza de humedad Ohaus MB45
(Ver Anexo N° 10), segliin como se especifica a continuacion:

- Se peso6 una muestra de granos de café oro/café pergamino, equivalente
al0g.

- Se realizé el proceso de encendido de la balanza de humedad con el
botén de encendido/apagado, se esperd un tiempo aproximado de 10
minutos para su estabilizacion.

- Se verificd que el peso de la balanza de humedad se encuentre a cero,
para iniciar la medicion.

- Se programaron los pardmetros de la medicién y el perfil del secado
especificando la temperatura de secado a 100°C por 10 minutos y
colocando los resultados en % de humedad.

- Se coloco la muestra en el platillo para realizar la determinacion de la
humedad del grano de café oro/granos de café pergamino.

- Se procedi6é a anotar los resultados para cada dia de andlisis. (0, 15, 56,
60 y 90 dias)

4.5.2 Identificaciéon de hongos productores de ocratoxina A, en granos de
café oro y café pergamino. (3

Para la identificacion de los hongos productores de ocratoxina A, previamente
se realizé, la cuantificacion de hongos, mediante la metodologia planteada por
Camacho, et al. ¢, posteriormente, de las placas que presentaron crecimiento
de hongos se tomoO una muestra y se procedio a realizar la identificacion de los
hongos mediante el uso del microscopio, para verificar la existencia de hongos

productores de ocratoxina.
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4.5.2.1 Cuantificacion de hongos productores de ocratoxina A en muestras
de café oro y café pergamino.

Para la cuantificacién de hongos productores de ocratoxina en granos de café
oro y granos de café pergamino, se realizo de la forma siguiente:

- Se pes6 en una balanza semianalitica una muestra de 10 g de café oro o
de café pergamino.

- Se procedié a estomachear 10.0 g de muestra de café oro o de café
pergamino a 260 rpm por 1 minuto, con 90.0mL de agua peptonada
estéril, con esto se obtuvo la dilucién 10™.

- Posteriormente se realizaron diluciones seriadas con agua peptonada
1:10 hasta obtener la dilucién 10,

- Se inocul6 por duplicado 1.0 mL de las diluciones preparadas en placas
de Petri.

- Se adicion6 aproximadamente 15 - 20mL de Agar Papa Dextrosa (PDA)
previamente preparado a las placas de Petri. (Ver Anexo N° 11)

- Se homogenizaron las placas de Petri; muestra mas medio de cultivo,
mediante la técnica en ocho.

- Las placas de Petri se incubaron durante 3 a 5 dias a temperatura de 25
+ 2°C.

Después de los dias de incubacion, se realizé el recuento de las placas con
presencia de colonias de hongos, se estim6 el promedio de UFC/g por muestra
de café oro y muestra de café pergamino.

De las placas que presentaron crecimiento de hongos, se realizé la
identificacion de los hongos, mediante el uso del microscopio.

La cuantificacion de hongos productores de ocratoxina en granos de café oro y
en granos de café pergamino se realizd para cada dia de analisis 0, 15, 56, 60 y
90 dias. (Ver Anexo N° 12)
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4.5.2.2 Identificacion de hongos productores de ocratoxina mediante el

uso de microscopio.

La identificacion de hongos productores de ocratoxina tales como Penicillium sp

y Aspergillus sp, se realizé mediante la tincion al fresco, de la siguiente manera:

- Se seleccionaron las placas de Petri que mostraron crecimiento de
hongos.

- Se colocé una muestra de crecimiento de las placas de Petri con un asa
de platino estéril en una lamina porta muestra a la que previamente se le
colocé una gota de solucion salina estéril.

- Se realizé la distribucion de la muestra de hongos en la solucion salina,
de manera que se homogenizara adecuadamente en la lamina
portaobjeto.

- Se coloc6 una lamina cubre objeto y se observo al microscopio 40x y
100x (Ver Anexo N° 13)

- Se identifico la morfologia de las colonias, asi como, la existencia de
micelio, conidio, conidiéforo e hifas, los cuales presentaron similitud con

las imagenes del Anexo N° 14.

4.5.3 Cuantificacion de la presencia de Ocratoxina A en granos de café oro
y café pergamino.

La cuantificacion de la ocratoxina A en las muestras de café oro/café
pergamino, se realizé mediante la prueba para la determinacion de ocratoxina A
AgraQuant® ELISA, segun el detalle siguiente:
- Se prepararon las muestras de analisis mediante el molido de los granos
de café oro/café pergamino con un molino de cuchillas hasta la obtencion
de un polvo fino.

- Se procedi6 al tamizaje de las muestras utilizando un tamiz de 20 micras.
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- Se procedi6 a pesar una cantidad equivalente a 20 g de polvo de
muestra tamizado.

- A las muestras pesadas se les adicion6 30mL de metanol al 70 y se
procedi6 a agitar vigorosamente por 3 minutos.

- Las muestras fueron filtradas para obtener una solucion liquida y
transparente a la cual se le realizé la medicion del pH, verificando que se
encontrara entre 6-8.

- Se prepararon los reactivos y el equipo de lectura Stat Fax 4700 ELISA
Reader.

- A continuacion, se pipetearon 200uL de solucidon conjugada y se
colocaron dentro de los pocillos de dilucion.

- Se adicionaron a los micropocillos, 100uL de la solucion previamente
preparada de las muestras de granos de café oro/café pergamino y
muestras testigos.

- Homogenizar la mezcla depositada en los pocillos de dilucion utilizando
un micropipeteador y se dejé reposar por 10 minutos a temperatura
ambiente.

- Se realizaron 5 lavados de los pocillos de dilucién utilizando agua
destilada y posteriormente, se procedid al secado de los pocillos con
papel absorbente.

- Se adicion6 100uL de solucién substrato y se dej6 reposar por 5 minutos
a temperatura ambiente.

- Se adicion6 100uL de solucibn Stop para detener la reaccién de
extraccion de las muestras.

- Se procedio a realizar la lectura de las muestras utilizando el lector de
micropocillos con filtro de 450 nm vy filtro diferencial de 630 nm (Stat Fax
4700 ELISA Reader). (Ver Anexo N° 15)

Especificacion de ocratoxina: el valor de ocratoxinas recomendada se

encuentra en 4 pg/kg. Segun el valor establecido por la Union Europea los
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limites maximos admisibles para la ocratoxina A es de 5 ppb en el café tostado
y molido, y 10 ppb en el café instantaneo. ¢z,

4.6 Determinacion de las caracteristicas organolépticas del producto final.

Las caracteristicas organolépticas serian evaluadas mediante la catacién de los
granos de café como producto terminado, mediante la degustacion por parte de
catadores certificados de la Asociacion Salvadorefia de Catadores de Café,
para realizar este proceso el protocolo establecido en el Anexo N° 16, establece
tostar una muestra equivalente a 25 gramos de café, tanto café en grano oro
como del que se encontré en grano pergamino, segun el detalle siguiente:

Café oro con aplicacion de levadura probiotica (Muestra A)

Café pergamino con aplicacion de la levadura probittica (Muestra B)

Café oro con sin aplicacion de levadura probidtica (Testigo A)

Café pergamino sin aplicacion de la levadura probiotica (Testigo B)

Para el caso del café pergamino antes del proceso de tostado se retira la
cascara y una vez tostados los granos se realiza el enfriamiento de los mismos
a temperatura ambiente en pequefias bandejas y proceder a pesar una cantidad
equivalente a 8.25 gramos, para cada taza de café a preparar y posteriormente
proceder con el molido de los granos hasta obtener un molido fino y
homogéneo, para posteriormente realizar la preparacion de la bebida, utilizando
una cafetera de tipo prensa francesa y agua filtrada a temperatura de 100°C.
Preparando 3 tazas para cada una de las muestras y para cada uno de los
testigos, obteniendo un total de 12 tazas.

Se procede al enmascaramiento de las tazas de café, con el objeto de que la
evaluacion de las muestras y testigos no este sesgada por el catador, y obtener
resultados reales, por lo que la identificacion de las muestras y testigo
Gnicamente puede ser conocida por parte de las investigadoras.

Posteriormente se evalla por parte del catador las caracteristicas de las

bebidas, en un tiempo significativo de aproximadamente 10 a 15 minutos, de
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modo que las bebidas se encontraran a una temperatura Optima para su
degustacion aproximadamente a 70°C, procediendo a la evaluacion de los
siguientes parametros:

- Aroma

- Sabor

- Acidez

- Cuerpo de la bebida
En relacion con el dulzor y la uniformidad de la bebida se evalla una vez que el

producto alcance una temperatura de 25°C.
4.7 Analisis costo-efectividad.

Se realizé el andlisis de costo-efectividad del método de proteccion aplicado
(levadura probidtica Saccharomyces boulardii), para determinar la factibilidad en
relacion con el uso de los métodos convencionales, lo cual sirvid para llegar a
determinar si el método estudiado es mas efectivo en la reduccion de la
ocratoxina A y si es menos costoso en su implementacion. En este analisis se
realiz6 una evaluacion econdmica del método de proteccion aplicado a los
granos de café oro y pergamino, se compararon sistematicamente los costos
relativos y los efectos de las diferentes intervenciones en los granos de café oro
y granos de café pergamino en relacién con la disminucién de la ocratoxina A.
La aplicacion del andlisis costo-efectividad permiti6 medir, valorar y comparar
los costos y los beneficios del método aplicado en los dos tipos de granos de
café, lo que permitio establecer que los beneficios generados hacen que valga

la pena invertir para su implementacion.
4.8 Variables de medicion y analisis estadistico.

4.8.1 Variables respuestas.

-Porcentaje de humedad en las unidades experimentales.
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-Recuento de Unidades Formadora de Colonias (UFC/Q).
-ldentificacion de hongos productores de OTA.

-Cuantificacion de los niveles de ocratoxinas en ppb.
4.9 Andlisis estadistico.

Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA), lo cual permiti6 comparar las medias
de los resultados de las muestras evaluadas en la aplicacion de la levadura
probidtica, en relacion con la variable de interés (diminucion de la concentracion
de ocratoxina A), lo anterior para determinar si existe o no diferencia

significativa entre las medias.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados de los datos, luego de la aplicacion
de la levadura probi6tica (Saccharomyces boulardii) en los granos de café oro y
café pergamino, asi como, los resultados obtenidos de las variables de
medicion durante los dias de andlisis 0, 15, 56, 60 y 90 dias. Las mediciones
correspondientes a los dias 30 y 45 no fueron efectuadas, como inicialmente se
habian planteado, sin embargo, el dia 56, se consider6 como el tiempo que
reemplaza a los tiempos 30 y 45 planteados inicialmente. Cabe mencionar que
para el recuento de ocratoxina los tiempos utilizados para las determinaciones

son correspondientes a 0, 15y 90 dias.

5.1 Caracterizacion de las condiciones de almacenamiento y los granos de

café oro y pergamino.

El proceso de caracterizacion de las condiciones de almacenamiento y de los
granos de café oro y café pergamino, se realiz6 mediante la aplicacién de la
ficha técnica detallada en el Anexo N° 1, en la cual, se detallaron las
condiciones de almacenamiento a las cuales se han encontrado almacenados
los granos de café oro y pergamino, previo a la toma de muestra, lo anterior, se
realiz6 con el objeto de obtener un historial y registro de las condiciones de
almacenamiento a las cuales se encontraban almacenados los granos de café e
identificar si éstas condiciones afectaban la aparicion de hongos productores de
ocratoxina. Por otra parte, se realiz6 la caracterizacion de los granos de café
oro y pergamino, mediante la verificacion de los aspectos criticos que pueden

variar entre lote y lote.

De los aspectos mas relevantes verificados en el proceso de caracterizacion, se

pueden mencionar los siguientes:

- Temperatura en el dia de muestreo
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- Circulacion del aire entre el techo y la pared—> pardmetro cualitativo:

posee / no posee

- Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a las cantidades de

sacos apifiados) - parametro cualitativo: posee / no posee

- Cantidad de sacos apifiados por lote-> (cantidad de sacos que se

encontré al momento de la toma de muestra)

- Control de roedores—> (Existencia de trampas: si/no)

Cuadro No. 1 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 1.

Resultados del proceso de caracterizacion para el lote No. 1

No. De Lote:

Lote 01

Tipo de grano:

Café pergamino

Descripcién fisica del grano:

Semillas de color café obscuro con
una pequefla cubierta tipo
cascarilla rugosa al tacto. Olor
ligeramente caracteristico a café.
El tamafio promedio de las semillas
es de aproximadamente 0.4

milimetros.

Variedad:

Cereza corriente variedad bourbon

Origen geografico:

El Salvador

Origen botanico:

Coffee arabica (variedad cereza)

Procedencia o lugar de produccion:

Producido en la zona cafetera del
departamento de La Libertad, El

Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccién:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en

las condiciones adecuadas.




66

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccion del grano

de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecanica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulacién de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Gltima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

11.5%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos biolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34°C
Humedad relativa del ambiente 54%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

] No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee
las cantidades de sacos apifiados) O No posee
Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
sacos que se encontr6 al momento de la toma de
muestra)
Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si

0 No
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Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 2 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 2.

Resultados del proceso de caracterizacion para el lote No. 2

No. De Lote: Lote 02
Tipo de grano: Café pergamino
Descripcion fisica del grano: Mezcla de semillas de color café

obscuro y semillas de color café
claro, ligeramente rugosas al tacto
y con olor caracteristico a café. El
tamafio de las semillas es se

observa variado entre 0.3 y 0.4

milimetros.
Variedad: Pergamino verde variedad Bourbon
Origen geogréfico: El Salvador
Origen boténico: Coffee ardbica (Pergamino verde
Bourbon)
Procedencia o lugar de produccion: Producido en la zona cafetera del

departamento de La Libertad, El

Salvador.
Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicién) Cafetales a exposicion libre
Fechas de produccion: Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café. Hasta 12 meses almacenado en
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las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccion del grano

de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecanica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulacién de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Gltima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

11.5%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos biolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.3°C
Humedad relativa del ambiente 53%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

] No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee
las cantidades de sacos apifiados) O No posee
Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
sacos que se encontré6 al momento de la toma de
muestra)
Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si

0 No
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Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 3 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 3.

Resultados del proceso de caracterizacién para el lote No. 3

No. De Lote: Lote 03
Tipo de grano: Café pergamino
Descripcion fisica del grano: Mezcla de semillas de color café

obscuro y semillas de color café
claro, ligeramente rugosas al tacto
y con olor dulzén caracteristico a
café. El tamafio de las semillas es

se observa variado entre 0.3 y 0.4

milimetros.

Variedad: Pergamino de primera variedad
Borbén (calidad HG-G)

Origen geogréfico: El Salvador

Origen boténico: Coffee ardbica (Pergamino de

primera variedad Borbon)

Procedencia o lugar de produccion: Producido en la zona cafetera del
departamento de La Libertad, El

Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicién) Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccion: Marzo a noviembre de 2019.
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Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en

las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccion del grano

de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecanica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulacién de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Gltima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

11.5%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos biolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.°C
Humedad relativa del ambiente 54%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

1 No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee
las cantidades de sacos apifiados) O No posee
Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
sacos que se encontré6 al momento de la toma de
muestra)
Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si
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0 No

Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 4 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 4.

Resultados del proceso de caracterizaciéon para el lote No. 4

No. De Lote:

Lote 04

Tipo de grano:

Café pergamino

Descripcién fisica del grano:

Semillas de color café obscuro con
una pequefla cubierta tipo
cascarilla rugosa al tacto, el color
de los granos se identifica que
varia verificando granos que se
encuentran mAas obscuros que
otros. El tamafio promedio de las
semillas es de aproximadamente

0.4 milimetros.

Variedad:

Cereza flote variedad Bourbon
(Calidad HG-G)

Origen geogréfico:

El Salvador

Origen botéanico:

Coffee arabica (Café Pergamino

variedad Bourbon)

Procedencia o lugar de produccion:

Producido en la zona cafetera del

departamento de La Libertad, El
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Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccion:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en

las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccion del grano
de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecénica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulaciéon de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Gltima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

12.0%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos hiolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.°C
Humedad relativa del ambiente 54%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

1 No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee
las cantidades de sacos apifiados) O] No posee
Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
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sacos que se encontr6 al momento de la toma de

muestra)

Control de roedores (Existencia de trampas: si/no)

X Si
0 No

Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 5 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 5.

Resultados del proceso de caracterizacién para el lote No. 5

No. De Lote:

Lote 05

Tipo de grano:

Café pergamino

Descripcion fisica del grano:

Semillas de color café claro de
color uniforme y con superficie
ligeramente liso al tacto. Olor
dulzén y caracteristico a café. El
tamafio promedio de las semillas
es de aproximadamente entre 0.3 y

0.4 milimetros.

Variedad:

Café Pergamino de primera
Cuscatleco (Calidad SHG-G)

Origen geografico:

El Salvador

Origen boténico:

Coffee ardbica (Café Pergamino

cuscatleco.)

Procedencia o lugar de produccion:

Producido en la zona cafetera del
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departamento de La Libertad, El

Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccion:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en
las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccién del grano

de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecénica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulaciéon de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Ultima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

11.5%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos hiolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.°C
Humedad relativa del ambiente 54%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

1 No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee

las cantidades de sacos apifiados)

1 No posee
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Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
sacos que se encontr6 al momento de la toma de
muestra)
Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si
J No

Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 6 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 6.

Resultados del proceso de caracterizacién para el lote No. 6

No. De Lote:

Lote 06

Tipo de grano:

Café oro

Descripcioén fisica del grano:

Semillas de color beige claro de
color uniforme y con superficie
ligeramente liso al tacto. Olor
caracteristico a café. El tamafio
promedio de las semillas es de
aproximadamente entre 0.3

milimetros.

Variedad:

Café oro Clase "A/A" Mezcla

Origen geogréfico:

El Salvador

Origen botéanico:

Coffee arabica (Café oro Clase
"A/A" Mezcla)

Procedencia o lugar de produccion:

Producido en la zona cafetera del
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departamento de La Libertad, El

Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccion:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en
las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccién del grano

de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecénica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulaciéon de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la dltima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

11.1%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos bhiolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.5°C
Humedad relativa del ambiente 53%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

1 No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee

las cantidades de sacos apifiados)

1 No posee
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Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
sacos que se encontr6 al momento de la toma de

muestra)

Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si

0 No

Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 7 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 7.

Resultados del proceso de caracterizacion para el lote No. 7

No. De Lote: Lote 07
Tipo de grano: Café oro
Descripcion fisica del grano: Semillas de color beige claro de

color uniforme y con superficie
ligeramente liso al tacto. Olor
caracteristico a café. El tamafio
promedio de las semillas es de

aproximadamente entre 0.3

milimetros.

Variedad: Café oro Seleccion gourmet
mezcla.

Origen geogréfico: El Salvador

Origen boténico: Coffee arabica (Seleccion gourmet

Mezcla)
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Procedencia o lugar de produccion:

Producido en la zona cafetera del
departamento de La Libertad, El

Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccién:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en

las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccién del grano

de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,
mecanica, optica)

Manual

Descripcion de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulaciéon de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Ultima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

12.0%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos hiolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.4°C
Humedad relativa del ambiente 55%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

] No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee
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las cantidades de sacos apifiados) 1 No posee

Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
sacos que se encontr6 al momento de la toma de

muestra)

Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si

0 No

Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 8 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nUmero 8

Resultados del proceso de caracterizacién para el lote No. 8

No. De Lote: Lote 08
Tipo de grano: Café oro
Descripcién fisica del grano: Semillas de color beige claro de

color uniforme y con superficie
ligeramente liso al tacto. Olor
caracteristico a café. El tamafio
promedio de las semillas es de

aproximadamente entre 0.3

milimetros.
Variedad: Café oro Blend Mezcla
Origen geogréfico: El Salvador
Origen botéanico: Coffee arabica (Blend Mezcla)

Procedencia o lugar de produccion: Producido en la zona cafetera del
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departamento de La Libertad, El

Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccion:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en
las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccién del grano

de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecénica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulaciéon de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Ultima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

11.2%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos hiolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.3°C
Humedad relativa del ambiente 54%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

1 No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee

las cantidades de sacos apifiados)

1 No posee
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Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
sacos que se encontr6 al momento de la toma de
muestra)
Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si
J No

Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 9 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 9

Resultados del proceso de caracterizacién para el lote No. 9

No. De Lote:

Lote 09

Tipo de grano:

Café oro

Descripcioén fisica del grano:

Semillas de color beige claro de
color uniforme y con superficie
ligeramente liso al tacto. Olor
caracteristico a café. El tamafio
promedio de las semillas es de
aproximadamente entre 0.3

milimetros.

Variedad:

Café oro Clase c (inferior) Mezcla

Origen geogréfico:

El Salvador

Origen botéanico:

Coffee arabica (Clase C Mezcla.)

Procedencia o lugar de produccion:

Producido en la zona cafetera del

departamento de La Libertad, El
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Salvador.

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccion:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en

las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccion del grano
de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecénica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulaciéon de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Gltima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

12.0%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos hiolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.3°C
Humedad relativa del ambiente 56%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

1 No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a Posee
las cantidades de sacos apifiados) O] No posee
Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos
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sacos que se encontr6 al momento de la toma de

muestra)

Control de roedores (Existencia de trampas: si/no)

X Si
0 No

Muestra del grano de café recolectado:

Cuadro No. 10 Resultados de la caracterizacion de los granos de café para el

lote nimero 10

Resultados del proceso de caracterizacion para el lote No. 10

No. De Lote:

Lote 10

Tipo de grano:

Café oro

Descripcién fisica del grano:

Semillas de color beige claro de
color uniforme y con superficie
ligeramente liso al tacto. Olor
caracteristico a café. El tamafio
promedio de las semillas es de
aproximadamente entre 0.3

milimetros.

Variedad:

Café oro Clase B Mezcla

Origen geogréfico:

El Salvador

Origen botéanico:

Coffee arabica (Clase B Mezcla)

Procedencia o lugar de produccion:

Producido en la zona cafetera del
departamento de La Libertad, El

Salvador.
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Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Cafetales a exposicion libre

Fechas de produccion:

Marzo a noviembre de 2019.

Vida Util del grano de café.

Hasta 12 meses almacenado en

las condiciones adecuadas.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Proceso de recoleccion del grano
de forma manual

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecanica, optica)

Manual

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

Bodega de almacenamiento en la

cual se identifican tarimas de

madera, donde se colocan los
sacos de café apilados de 5 en 5
sacos. Se identifica espacio de
circulacién de aire entre en piso y
los primeros sacos de café
apilados. Se puede visualizar que
entre el techo y la Ultima estiba se
tiene un espacio prudencial. No se
identifica espacio entre cada una

de las columnas de sacos apilados.

% de Humedad del

verificacion:

grano al momento de la

11.0%

Defectos identificados del grano de café:

No identificados

Riesgos hiolégicos a los que se expuso el grano:

No identificados

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

No identificados

el grano:
Temperatura en el dia de muestreo 34.4°C
Humedad relativa del ambiente 56%
Circulacion del aire entre el techo y la pared Posee

1 No posee
Circulacion del aire entre el suelo y la pifa (referido a Posee
las cantidades de sacos apifiados) O] No posee
Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | 5 sacos

sacos que se encontr6 al momento de la toma de
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muestra)

Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) Si

0 No

Muestra del grano de café recolectado:

Como resumen de los cuadros anteriores se puede determinar que la bodega
de almacenamiento cumple con las recomendaciones emitidas por diferentes
asociaciones cafetaleras para el almacenamiento adecuado del café, entre las

cuales se pueden mencionar:

- Tarimas separadas del suelo de las “pifias” o sacos de café apilados
unos sobre otros, por lo cual existe el espacio de circulacion de aire entre
el piso y los primeros sacos de café.

- Cada “pina” consta no mas de 5 sacos al momento del muestreo.

- Se visualizé que entre el techo y la dltima estiba existe un espacio
prudencial, permitiendo la circulacion de aire entre las estibas.

- Existe circulacién de aire entre el techo y la pared, y contiene una malla
metalica que impide el paso libre de roedores, murciélagos, entre otros a
la bodega.

- El porcentaje de humedad del grano al momento del muestreo fue igual
al del momento de almacenamiento: 11.5% promedio, esto cumple con la
recomendacion emitida por las asociaciones cafetaleras de secar el
grano entre 11 a 12% para evitar crecimiento de hongos durante el

almacenamiento.
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- Se visualizaron trampas para roedores dentro y fuera de la bodega,
como requisito de salubridad por parte de entidades gubernamentales y
por certificaciones internacionales.

- Existe una recubierta plastica en todo el piso de la bodega ya que la

zona es propensa a inundaciones en época lluviosa

Por otra parte en cuanto a la caracterizacion de los granos de café fue posible
obtener informacién relacionada a los 10 lotes evaluados y utilizados para las
diferentes determinaciones, asimismo, es importante resaltar que los diferentes
tipos de granos de café a pesar de haber sido producidos en la misma zona
cafetalera del departamento de La Libertad, El Salvador y bajo un mismo
sistema de cultivo al aire libre, presentan caracteristicas variables en particular
en cuanto al % de humedad del grano de café determinada al momento de la
verificacion in situ identificando que para el café pergamino oscila entre 11.5% a
12.0%, asimismo, en relacion a la temperatura de almacenamiento se identifico
gue oscila entre 34°C y 34.3°C; para el caso de la humedad relativa del
ambiente esta se encontré entre 53 y 54% para el café pergamino. Ademas,
con relacion a las muestras de café oro se identificaron variaciones en cuanto a
la humedad del grano oscilando entre 11% a 12%; en cuanto a la temperatura
de almacenamiento durante el dia de recoleccion de las muestras las
variaciones oscilaron entre 34.3°C a 34.5°C, asi como, el porcentaje de
humedad relativa del cuarto de almacenamiento donde fueron recolectados los
granos de café la cual se encontré dentro de los pardmetros de 53% a 56%, a
continuacion se resumen las variaciones identificadas en el proceso de

caracterizacion de los granos de café.
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Cuadro No. 11 Variaciones identificadas en la caracterizacion de los granos de
café oro y café pergamino.
Criterio Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Humedad del | 11.5 | 115 | 11.5 | 12.0 | 11.5 | 11.1 | 120 | 11.2 | 12.0 | 11.0
grano % % % % % % % % % %
Temperatura | 34°C | 34.3° | 34.° | 34.° | 34.° | 34.5° | 34.4° | 34.3° | 34.3° | 34.4°
de C C C C C C C C C
almacenamie
nto
%HR del 54% | 53% | 54% | 54% | 54% | 53% | 55% | 54% | 56% | 56%
ambiente
Tipo de café* P P P P P 0 0 o @) @)

*P= Pergamino; O= Oro

5.2 Resultados de la aplicacién de la levadura probidtica Saccharomyces

boulardii

La aplicacion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii se realizo,

mediante el método sumergimiento de los granos de café a la concentracién de

108 células de levadura/mL durante 15 minutos, lo cual permitié identificar que

los granos de café oro y café pergamino mantuvieron sus caracteristicas

iniciales después de haber pasado por el proceso de secado, ya que a pesar,

gue la aplicacion ha sido por via himeda, no se identificaron modificaciones de

las caracteristicas fisicas de los granos de café oro y granos de café pergamino

después de la fase de secado.
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Por otra parte, en cuanto al proceso de secado de los granos de café
pergamino el cual se realiz6 a condiciones de temperatura ambiente, permitio
identificar que los granos de café pergamino presentaron un porcentaje de
humedad promedio de 11.6%; determinando dicho dato como el promedio del
porcentaje de humedad inicial de los granos de café pergamino tratados con
levadura probidtica, mientras que para las muestras de café oro tratadas con

levadura probiotica se obtuvo un porcentaje de humedad promedio de 11.46%.

Figura No. 4 Granos de café en bandejas de secado después de la aplicacion

de la levadura probiotica.

A continuacién, se detallan los resultados obtenidos de las mediciones del
porcentaje de humedad al inicio y final de la investigacion, lo cual se determiné
para los granos de café oro y granos de café pergamino, tanto para las

muestras tratadas con la levadura probidtica como para las muestras testigos.

Cuadro No. 12 Resultados de la medicion de humedad en granos de café

pergamino, al inicio y final de la investigacion.

Resultados de la medicion de humedad para muestras de café pergamino.

%Humedad inicial % Humedad final
(dia cero) (dia 90)
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Lote Tratadas Testigos Tratadas Testigos
1 11.5 12 17.9 18.8
2 11.5 12 12.3 12.3
3 11.5 12.3 12.5 12.3
4 12 12 10.2 13
5 11.5 12 13.4 14.5
Promedio 11.6 12.06 13.26 14.18

En el cuadro anterior, se pueden verificar los resultados obtenidos de la
medicion de humedad en granos de café pergamino al inicio y al final de la
investigacion tanto para las muestras de café pergamino tratadas con la
levadura probidtica como para las muestras testigos. De lo anterior, se
establece que para el caso de las muestras de café pergamino tratadas con la
levadura probiética, el porcentaje de humedad inicial en promedio fue de 11.6%,
mientras que las muestras testigos fue de 12.06%.

La medicién del porcentaje de humedad se efectio adicionalmente al final de la
investigacion en el dia 90; se identifico que en su mayoria las muestras tratadas
con la levadura probidtica presentaron un aumento del porcentaje de humedad,
exceptuando la muestra correspondiente al lote nimero 4, la cual se identifico
gue disminuy6 el porcentaje de humedad obteniendo un resultado de 10.2%,
teniendo para dicho lote una variacion de 1.8% de humedad, diferencia que se
identificé entre la medicién de la humedad al inicio (dia cero) y al final de la
investigacion (dia noventa).

En promedio el porcentaje de humedad final para las muestras con levadura
probiotica al dia 90 fue de 13.26%; al verificar la variacion existente entre el
promedio de la humedad inicial y el promedio de la humedad final para las
muestras con levadura, se obtuvo una variacién significativa de 1.66%.

Por otra parte, en cuanto a las muestras testigos, al final de la investigacién (dia
noventa), el promedio de la humedad fue de 14.18%; identificando un aumento
significativo del porcentaje de humedad para las muestras de los lotes 1, 4 y 5.
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Al verificar la variacion existente entre el promedio de la humedad inicial y el
promedio de la humedad final para las muestras testigos, se obtuvo una
variacion significativa de 2.12%, mientras que para las muestras tratadas con
levadura la diferencia encontrada fue de 1.58%.

En general, se identificd que las muestra testigos al final de la investigacion
ganaron un mayor porcentaje de humedad, siendo este del 2.12%, en
comparacion con el aumento de la humedad de las muestras testigos, el cual
fue de 1.58%.En el siguiente grafico se representan los resultados obtenidos de
las mediciones del porcentaje de humedad obtenidos para cada uno de los
lotes, tanto para las muestras tratadas con la levadura probidtica, como para las

muestras testigos de los granos de café pergamino.

Medicion del porcentaje de humedad (%) en

granos de cafe pergamino.
o
1

Figura No. 5 Resultados obtenidos de la medicién del porcentaje de humedad

12
12.3

I 115
I 12.3
I 12.3
I 10.2
I 13
I 11.5
I 13.4
12
I 14.5

LOTE
H Tratadas ®Tratadas ®Testigos ®Testigos

en granos de café pergamino al inicio (dia cero) y final de la investigacion (dia

noventa).



91

En el grafico anterior se observa que la tendencia del porcentaje de humedad,
es mayor para las muestras testigos, tanto al inicio como al final de la
investigacion, de igual forma, se puede identificar un aumento de humedad en
los granos de café oro tratados con la levadura probidtica, aunque el aumento
es menor, en comparacion con los testigos, por lo que, se pudo identificar, que
la aplicacion de la levadura probidtica no interfiere en el incremento de la
medicion del porcentaje de humedad, sino mas bien, el aumento del porcentaje
de humedad, esta intimamente relacionado con las condiciones ambientales y
con el proceso de secado que los granos tengan.

Por otra parte, en cuanto a los resultados obtenidos en la investigacion, para las
muestras de café oro, se puede establecer que se han tenido resultados

similares, los cuales se detallan a continuacion:

Cuadro No. 13 Resultados de la medicién de humedad en granos de café oro,

al inicio (dia cero) y final de la investigacion (dia noventa).

Resultados de la medicion de humedad para muestras de café oro.
%Humedad Inicial % Humedad final
(dia cero) (dia noventa)
Lote Tratadas Testigos Tratadas Testigos
6 111 11.7 111 11.7
7 12 11.7 10.5 11.7
8 11.2 115 11.2 13
9 12 12 154 17
10 11 115 10.3 11.5
Promedio 11.46 11.68 11.7 12.98

En el cuadro anterior se pueden verificar los resultados obtenidos de la
medicion de humedad en granos de café oro al inicio y al final de la
investigacion tanto para las muestras tratadas con la levadura probiotica como

para las muestras testigos. De lo anterior, se logré establecer que para el caso
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de las muestras tratadas con la levadura probiética, el porcentaje de humedad
inicial en promedio fue de 11.46%, mientras que las muestras testigos fue de
11.68%.

La medicidn del porcentaje de humedad se efectio adicionalmente al final de la
investigacion en el dia 90; se identific6 que en su mayoria las muestras tratadas
con la levadura probidtica presentaron un leve aumento del porcentaje de
humedad, exceptuando la muestra correspondiente al lote numero 9, para el
cual se identific6 un aumento significativo de 3.4% (medicion inicial: 12%;
medicion final: 15.4%). En general al dia 90 se obtuvo un promedio del
porcentaje de humedad del 11.7%, teniendo una variacion de 0.24% del
porcentaje de humedad entre la medicion inicial (dia cero) y la medicion final
(dia noventa) para las muestras de café oro tratadas.

Por otra parte, en cuanto a las muestras testigos, para el final de la
investigacion, el promedio de la humedad fue de 12.98%; identificando un
aumento significativo del porcentaje de humedad para la muestra del lote 9, en
el cual la medicién inicial fue de 12% y la medicién final de 17%, por lo que se
obtuvo una diferencia significativa del 5%.

Al verificar la variacion existente entre el promedio de la humedad inicial (dia
cero) y el promedio de la humedad final (dia noventa) para las muestras
testigos, se obtuvo una variacion significativa de 1.30%, mientras que para las
muestras tratadas con levadura la diferencia fue de 0.24%.

En general se identific6 que las muestras testigos al final de la investigacion
(dia noventa) ganaron un mayor porcentaje de humedad, siendo este de 1.30%,
en comparaciéon con el promedio de la humedad de las muestras tratadas con
levadura probiotica, el cual fue de 0.24%.

En el siguiente grafico se presentan los resultados obtenidos de las mediciones
del porcentaje de humedad obtenidos para cada uno de los lotes, tanto para las
muestras tratadas con la levadura probidtica, como para las muestras testigos

de los granos de café oro.



93

Medicion del porcentaje de humedad (%) en
granos de cafe oro.
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Figura No. 6 Resultados obtenidos de la medicién del porcentaje de humedad

en granos de café oro al inicio (dia cero) y final de la investigacion (dia noventa)

En el grafico anterior se observa que la tendencia del porcentaje de humedad,
es mayor para las muestras testigos, tanto al inicio como al final de la
investigacion, de igual forma, se puede identificar un aumento de humedad en
los granos de café oro tratados con la levadura probidtica, aunque el aumento
es menor, en comparacion con los testigos, por lo que, es posible aseverar, que
la aplicacion de la levadura probidtica no interfiere en el incremento de la
medicion del porcentaje de humedad, sino mas bien, el aumento del porcentaje
de humedad, esta intimamente relacionado con las condiciones ambientales y

con el proceso de secado que los granos tengan.
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5.2.1 Cuantificacion e identificacion de hongos productores de ocratoxina
A, en granos de café oro y pergamino.

Posterior a la aplicacién de la levadura probidtica se realizd la cuantificacion de
hongos productores de ocratoxina, de los cuales la literatura establece que los
pertenecientes al género Penicillium y Aspergillus son considerados como los
mayores productores de ocratoxina, por lo que se realizd la siembra de las
muestras de café oro y café pergamino en placas con agar PDA (Agar Papa
Dextrosa) y de las placas que presentaron crecimiento de hongos, se tomaron
muestras representativas para su identificacion mediante tincién al fresco, para
identificar la presencia de hongos productores de ocratoxina.

Las placas con medio de cultivo fueron inoculadas con extracto de las muestras
de granos de café oro y granos de café pergamino, posteriormente se incubaron
a temperatura ambiente. Los dias de siembra fueron: 0, 15, 56, 60 y 90 dias

después de la aplicacion de la levadura probidtica.

5.2.1.1 Cuantificacién de hongos productores de ocratoxina A en muestras
de café.

Los resultados obtenidos del crecimiento de hongos productores de ocratoxina
A, se detallan en los cuadros siguientes, en los cuales se establecen los
promedios de crecimiento del nimero de colonias de Aspergillus niger en las
muestras tratadas con la levadura probiética, asi como, en las muestras
testigos, desde el dia 0 hasta el dia 90 de la investigacion, en granos de café
oro y granos de café pergamino, respectivamente.
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Cuadro No. 14 Promedio de crecimiento de colonias de hongos productores de

ocratoxina al dia cero, en granos de café pergamino.

Promedio del niumero de colonias presentes en granos de café pergamino dia cero
Lotes Testigo (UFC/g) IL(/?SLTrIaer(]EJOFg/)gn) Diferencias (X)
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
>X 0 0 0
Promedio 0 0 0
N 10
G.L 9

En el cuadro anterior, se puede identificar que para el dia cero, las muestras de

café pergamino que fueron tratadas con la levadura probiética y las muestras

testigos no presentaron crecimiento de hongos, por lo que los resultados

obtenidos han sido menores de 10 UFC/g, durante la incubacion a temperatura

ambiente.

Cuadro No. 15 Promedio de crecimiento de colonias de hongos productores de

ocratoxina al dia cero, en granos de café oro.

Promedio del numero de colonias presentes en granos de café oro dia cero

Lotes

Testigo (UFC/Q)

Tratamiento con
levadura (UFC/q)

Diferencias (X)

6

0

0

7

8

9

10

>X

Promedio

oO|ojo|lOo|O|O|O

oO|ojo|Oo|O|O

OO0 |O|O|O

N

G.L
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La cuantificacion del numero de unidades formadoras de colonias para el dia
cero, en las muestras de café oro tratadas con la levadura probiotica, asi como,
las muestras testigos, se ven reflejados en la tabla anterior, en la cual se puede
identificar que al igual que las muestras de café pergamino, para el dia cero el
recuento total de hongos es menor a 10 UFC/g, durante la incubacién a

temperatura ambiente.

Por lo que se puede establecer que al dia cero, tanto las muestras de café oro,
como las muestras de café pergamino, después de la aplicacion de la levadura
probidtica Saccharomyces boulardii, a una concentracién de 10° células de
levadura/mL, no se presentd crecimiento de hongos tanto para las muestras,
como para los testigos, por lo que se determina que se inicié con una carga

fungica menor a 10 UFC/g de café oro/café pergamino.

Cuadro No. 16 Promedio de crecimiento de colonias de hongos productores de

ocratoxina al dia quince, en granos de café pergamino.

Promedio del numero de colonias presentes en granos de café pergamino dia quince
Lotes Testigo (UFC/g) g/a;gumriae?bolzgl);) Diferencias (X)
1 4 0 4
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
X 4 0 4
Promedio 0.8 0 0.8
n 10
G.L 9

En el cuadro No. 16, se presentan los resultados al dia 15 de la aplicacion de la
levadura probiotica en las muestras de café pergamino y en las muestras
testigos, identificando que el Unico lote que presentd crecimiento es

perteneciente al lote 1 de las muestras testigos. Al dia 15 no se identificd
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crecimiento de hongos productores de ocratoxina en las muestras tratadas con

la levadura probi6tica, pertenecientes al café pergamino.

Cuadro No. 17 Promedio de crecimiento de colonias de Aspergillus niger al dia

quince, en granos de café oro.

Promedio del numero de colonias presentes en granos de café oro dia quince

Lotes Testigo (UFC/g) IL:/z:(?lTriaer(]LtJoFg/)gn) Diferencias (X)

6 3 0 3
7 3 0 3
8 0 0 0
9 0 0 0

10 2 0 2

>X 8 0 8

Promedio 1.6 0 1.6

N 10

G.L 9

En el cuadro N°17, se observa el crecimiento de colonias de Aspergillus niger a
partir del dia 15, anicamente en las muestras testigos de los granos de café oro
se identifico crecimiento especificamente para los lotes 6, 7 y 10.

Al dia 15 no se identificd crecimiento de hongos productores de ocratoxina en
las muestras tratadas con la levadura probibtica, para las muestras
pertenecientes al café oro.

Al hacer una comparacion entre los resultados del café pergamino y los del café
oro, se pudo identificar que al dia 15 del ensayo, las muestras testigos del café
oro presentan un mayor numero de colonias fungicas, asi como, un mayor

numero de lotes con crecimiento.

Los resultados anteriores denotan que al dia 15 de la aplicacion de la levadura
probidtica, es posible identificar cierto grado de proteccion de la levadura

probidtica sobre los granos de café, ya que no se identificé crecimiento fungico
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en comparacién con las muestras testigos correspondientes, las que han sido
manipuladas de la misma manera y que por consiguiente para el dia 15 de

monitoreo han presentado crecimiento fangico.

Cuadro No. 18 Promedio de crecimiento de colonias de Aspergillus niger al dia

cincuenta y seis, en granos de café pergamino.

Promedio del numero de colonias presentes en granos de café pergamino dia cincuentay

seis.
Lotes Testigo (UFC/Q) ILL?SLT::?GOFE?Q”) Diferencias (X)
1 7 3 4
2 5 2 3
3 1 0 1
4 3 2 1
5 4 2 2
>X 20 9 11
Promedio 4 1.8 2.2
n 10
G.L 9

Para el dia 56 todas las muestras testigos de café pergamino presentaron
crecimiento de hongos pertenecientes al género Aspergillus, siendo el lote 1 el
gue presentd un mayor numero de colonias. Para el caso de las muestras de
café pergamino tratadas con la levadura probidtica solamente el lote 3 no
presentd crecimiento fangico, el resto de los lotes se identificd con crecimiento
de hongos, sin embargo, al compararlo con el crecimiento de las muestras
testigos, se pudo identificar que las muestras tratadas con la levadura probidtica

presentan un menor recuento de hongos.
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Cuadro No. 19 Promedio de crecimiento de colonias de Aspergillus niger al dia

cincuenta y seis, en granos de café oro.

Promedio del niumero de colonias presentes en granos de café oro dia cincuentay seis

Lotes Testigo (UFC/g) Ig/a;gﬂ"riaer(‘g":g‘/’g”) Diferencias (X)
6 3 1 2
7 5 1 4
8 2 0 2
9 3 0 3
10 5 3 2
X 18 5 13
Promedio 3.6 1 2.6
n 10
GL 9

Al dia 56 del ensayo, todas las muestras testigos de café oro presentaron
crecimiento de hongos, asimismo, las muestras tratadas con levadura probidtica
correspondientes a los lotes 6, 7 y 10 presentaron crecimiento, siendo los lotes
8y 9 los Unicos que no presentaron crecimiento fangico.

Por otra parte, al hacer una comparacion entre los dos tipos de cafés, al dia 56,
se pudo observar crecimiento de colonias de hongos en los granos de café oro
y granos de café pergamino tratados con la levadura probiética, en ambos
casos, es importante establecer que hubo mayor nimero de colonias en los
granos de café pergamino por un aumento de 4 colonias en comparacion con
los granos de café oro. Sin embargo, se mantiene por encima los crecimientos
de colonias en las testigos en ambos casos.

Cuadro No. 20 Promedio de crecimiento de colonias de Aspergillus niger al dia

sesenta, en granos de café pergamino.

Promedio del niumero de colonias presentes en granos de café pergamino dia sesenta

Tratamiento con

Lotes Testigo (UFC/g) levadura (UFC/qg)

Diferencias (X)

1 10 5 5
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2 9 5 4

3 2 2 0

4 6 4 2

5 7 4 3

>X 34 20 14

Promedio 6.8 4 2.8
n 10
G.L 9

En el cuadro No. 20, se puede identificar los resultados del ensayo al dia 60

para las muestras de café pergamino, los resultados obtenidos muestran que

los testigos como las muestras tratadas con levadura probiotica cuentan con

crecimiento fungico, sin embargo, las muestras testigos presentaron un mayor

crecimiento en comparacion con las muestras tratadas con levadura probidtica.

Cuadro No. 21 Promedio de crecimiento de colonias de Aspergillus niger al dia

sesenta, en granos de café oro.

Promedio del nUmero de colonias presentes en granos de café oro dia sesenta

Tratamiento con

Lotes Testigo (UFC/g) levadura (UEC/g) Diferencias (X)

6 9 3 6

7 6 2 4

8 4 1 3

9 5 3 2

10 10 5 5

>X 34 14 20

Promedio 6.8 2.8 4
n 10
G.L 9

En el cuadro No. 21, se muestran los resultados de crecimiento de colonias de

Aspergillus al dia sesenta, en granos de café oro, al igual que los resultados

para el café pergamino en el dia 60, las muestras de café oro tanto las tratadas

con la levadura probidtica como los testigos, presentan crecimiento fangico. La
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tendencia en las muestras testigos es a un mayor crecimiento en comparacion
con las muestras tratadas con la levadura probiética, lo cual es bastante
notable.

Por otra parte, al hacer una comparacion entre los resultados del café
pergamino con los resultados del café oro en las muestras tratadas con
levadura probidtica, se pudo identificar que el café pergamino ha presentado
una mayor proporcion de crecimiento de hongos en comparacion con las

muestras del café oro.

Cuadro No. 22 Promedio de crecimiento de colonias de Aspergillus niger al dia

noventa en granos de café pergamino.

Promedio del numero de colonias presentes en granos de café pergamino dia noventa
Lotes Testigo (UFC/g) IL:/?ST::?GOFE?;) Diferencias (X)
1 12 6 6
2 12 7 5
3 4 0
4 9 7 2
5 10 6 4
>X 47 30 17
Promedio 9.4 6 3.4
N 10
G.L 9

Al dia 90 del analisis, el crecimiento de hongos continué siendo mas notable en
las muestras testigos, para el café pergamino, que en las muestras tratadas con
levadura probidtica, obteniendo un promedio de numero de colonias para los
testigos de 9.4 UFC/g, mientras que para las tratadas con la levadura probidtica

fue de 6.0 UFC/g y una diferencia significativa de 3.4 UFC/g.
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Cuadro No. 23 Promedio de crecimiento de colonias de Aspergillus niger al dia

noventa en granos de café oro.

Promedio del niumero de colonias presentes en granos de café oro dia noventa
Lotes Testigo (UFC/g) |Te:/§3$i:r(to|:g/)gn) Diferencias (X)
6 12 5 7
7 3 4
8 6 3 3
9 5 4
10 15 7 8
>X 49 23 26
Promedio 9.8 4.6 5.2
N 10
G.L 9

De igual manera en el cuadro No. 23, se detallan los resultados de las muestras
de café pergamino y de café oro al dia 90 del andlisis, identificando que el
mayor numero de colonias se ve reflejado en las muestras testigos mas que en
las muestras tratadas con levadura probiética.

Al hacer una comparacion entre los resultados de las muestras tratadas con
levadura probiética para café pergamino y para el café oro, la tendencia
contindia siendo con una mayor cantidad de colonias en el café pergamino que
en el café oro.

A continuacion, se presenta un cuadro resumen que detalla los promedios de
colonias de hongos durante los dias 0, 15, 56, 60 y 90 dias del ensayo, ademas

se ha determin¢ el valor de la desviacion estandar y el valor de T calculado.
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Cuadro No. 24 Resumen de promedios de crecimiento de colonias de
Aspergillus niger desde el inicio (dia cero) al final de la
investigacion (dia noventa).

D'?.d.e Tipo de Tipo de Promedio S? Sd Tc

anélisis grano muestra
. Testigo 0 0 0 0

Pergamino
) Tratadas 0 0 0 0

0 dias X
Testigo 0 0 0 0
Oro

Tratadas 0 0 0 0
. Testigo 0.4 1.6 0.4 1

Pergamino
) Tratadas 0 0 0 0

15 dias -

o Testigo 0.8 1.73 0.41 1.92
ro
Tratadas 0 0 0 0
) Testigo 2 6.66 0.81 2.45
Pergamino
; Tratadas 0.9 1.43 0.37 -2.38

56 dias -

Oro Testigo 1.8 4.4 0.66 2.71
Tratadas 0.5 0.94 0.3 -1.63
. Testigo 34 17.15 1.3 2.6

Pergamino
; Tratadas 2 5.11 0.71 -2.8

60 dias X

oro Testigo 3.4 15.82 1.25 2.7
Tratadas 14 3.15 0.56 -2.49
) Testigo 4.7 29.34 1.71 2.74

Pergamino
i Tratadas 3 10.66 1.03 -2.9

90 dias -

o Testigo 4.9 32.76 1.81 2.71
ro
Tratadas 2.3 7.12 0.84 -2.73

En el caso del cuadro anterior y con Tc (calculado) se aprueban todos aquellos

valores que estén mas cercanos al valor cero, ya que es mas probable que

ocurra ese fendmeno o que funcione el tratamiento. Los tratamientos que se

aprueban o que estan mas cerca de cero serian: T1 (pergamino) y T2 (Oro) a

los 15 dias, teniendo un Tc de cero en ambos casos. Para los siguientes dias

de medicion, aunque se pudo denotar una disminucién de proteccion del grano,

se evidencié que hay una ventaja de las muestras tratadas contra los testigos,

en ese caso, es importante mencionar que para el dia 56 en los granos de café

pergamino que fueron tratados con la levadura probiotica, éstos presentaron un
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valor de -2.38 y los testigos de 2.45; para los granos de café oro los testigos
presentaron un valor de 2.71 y las muestras tratadas de -1.63, para este caso,
se observo cierta inhibicién de crecimientos de colonias en granos oro al dia 56
de medicion.

Para los dias 60 y 90 se pudo observar que los resultados se encuentran con
valores elevados mayores a un valor de 2.0, para lo cual, se determind que ya
no es probable que ocurra proteccion con la aplicacion de la levadura probidtica

a la concentracion de 108 células de levadura/mL.

5.2.1.2 Identificacion de hongos productores de ocratoxina A en muestras
de café.

Posterior a la cuantificacion de los hongos productores de ocratoxina, se realizé
la identificacion de los hongos del género Aspergillus niger, observando al
microscopio las caracteristicas representativas de los hongos, entre ellas:
cabezas conidiales mostrando conidiéforos hialinos, vesiculas globosas,
esterigmas en una o en dos series, conidios globosos.

La figura No. 7 corresponde a la identificacion realizada en muestras de café
pergamino vistas en el microscopio en el lente 100 X y la figura No. 8
corresponde a la anatomia microscépica de los hongos del género Aspergillus
detallados en la literatura, para lo cual se pudo identificar similitud entre ambas

anatomias microscopicas.
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Figura No. 7 Aspergillus visto al microscopio.



Figura No. 8 Aspergillus anatomia microscoépica.
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5.3 Relacién del crecimiento de colonias de Aspergillus con el aumento de

humedad.

Se realiz0 este apartado con el fin de destacar la relacion del aumento de

humedad en los granos de café, con la apariciéon de hongos como Aspergillus

en cuartos de almacenamiento.

A continuacion, se muestran los resultados de las mediciones de humedad

inicial (dia cero) y humedad final (dia noventa), lo cual fue efectuada en los

granos tratados con levadura y los testigos, en granos de café pergamino y en

granos de café oro respectivamente:

Cuadro No. 25 Crecimiento de colonias de Aspergillus spp y su relacién con la

humedad al inicio y final de la investigacion en café pergamino.

Resultados obtenidos del crecimiento fingico en muestras de café pergamino

Inicio Final
(dia cero) (dia noventa)
Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
Lote | Testigo | Testigo | Tratada | Tratada | Testigo | Testigo | Tratada | Tratada
(UFC) (%H) (UFC) (%6H) (UFC) (%H) (UFC) (%H)
1 0 12 0 11.5 12 18.8 6 17.9
2 0 12 0 11.5 12 12.3 7 12.3
3 0 12.3 0 11.5 4 12.3 4 12,5
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12 0 12 9
11.5 10

13 7
14.5 6

10.2
13.4

En el cuadro anterior se aprecian los resultados de los recuentos de colonias de
hongos en granos de café pergamino, tanto en las muestras testigos como para
las muestras tratados con la levadura probiotica. Al inicio del analisis no se
evidencid crecimiento de hongos, sin embargo, es evidente el crecimiento de
hongos al dia 90 de lectura en las muestras testigos como en las muestras
tratados con levadura probidtica; a la misma fecha, los testigos superaron en
UFC a las muestras tratadas en los lotes 1, 2, 4 y 5; las muestras tratadas con
levadura probiética que presentaron el aumento en colonias de hongos, se les
observd, ademas, un aumento en la humedad de por lo menos una unidad.
Excluyendo al lote 3 que tuvo el mismo crecimiento de UFC a lo largo de la
investigacion y el porcentaje de humedad en el grano de café pergamino se
mantuvo igual en la muestra testigo mientras que en las muestras tratadas solo

de identific6 un aumento del 1%.

Cuadro No. 26 Crecimiento de colonias de Aspergillus spp y su relaciéon con la

humedad al inicio y final de la investigacion en café oro.

Resultados obtenidos del crecimiento fingico en muestras de café oro

Inicio Final
(dia cero) (dia noventa)

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra

Lote | Testigo | Testigo | Tratada | Tratada | Testigo | Testigo | Tratada | Tratada
(UFC) (9%H) (UFC) (%H) (UFC) (%H) (UFC) (%6H)
6 0 11.7 0 11.1 12 11.7 5 111
7 0 11.7 0 12 7 11.7 3 10.5
8 0 115 0 11.2 6 13 3 11.2
9 0 12 0 12 9 17 5 154
10 0 115 0 11 15 115 7 10.3
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En el cuadro anterior se aprecia que no hubo un aumento significativo en el
porcentaje de humedad de cada lote analizado, sin embargo, hubo crecimiento
de UFC mayor en las muestras testigos que en las muestras tratadas con la
levadura probidtica al dia 90 de la evaluacion. Lo que advierte que se tuvo
crecimiento de hongos en los granos de café oro, después de 90 dias de
almacenamiento.

Al realizar una comparacion entre las muestras testigos de los granos de café
pergamino y los granos de café oro, se pudo observar mayor crecimiento de
UFC en los granos de café pergamino tanto en las muestras tratadas con la
levadura probidtica como en las muestras testigos, lo que permitié inferir que
existe la probabilidad que sea por la presencia del pergamino o pulpa que se
secO sobre la semilla y que al ser almacenada de esta forma, aumento su
humedad interna dentro del cuarto de almacenamiento.

En los granos de café oro no se evidenci6 un aumento significativo en el

porcentaje de humedad en comparacion con los granos de café pergamino.

5.4 Cuantificaciéon de la presencia de Ocratoxina A en granos de café oro y

pergamino.

En los cuadros No. 27, 28, 29, 30, 31 y 32, se muestran los resultados del
recuento de ocratoxina A en los granos de café pergamino y oro
respectivamente.

Es importante recordar que los valores de transmitancia pueden ir de 0 a 1,
estableciendo que el valor de cero es correspondiente a que no pasa nada de
luz y el valor de uno correspondiente a que el haz de luz para por completo.

Obsérvese que la absorbancia aumenta conforme disminuye la transmitancia.
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Cuadro No. 27 Recuento de OTA durante el dia cero, en granos de café

pergamino después de la aplicacion de S. boulardi.

Recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino en el dia cero de andlisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
1 1.057 <LOD(1.9ppb) 1.057 <LOD(1.9ppb)
2 1.03 <LOD(1.9ppb) 1.03 <LOD(1.9ppb)
3 0.95 <LOD(1.9ppb) 0.95 <LOD(1.9ppb)
4 0.9 <LOD(1.9ppb) 0.9 <LOD(1.9ppb)
5 1.06 <LOD(1.9ppb) 1.06 <LOD(1.9ppb)

El recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino al dia cero, tanto para
las muestras testigos como para las muestras tratadas es relativamente similar
ya que los valores de absorbancia obtenidos para los testigos como para las
muestras tratadas ha sido el mismo, por lo que al inicio del analisis se parte de

recuentos iguales de ocratoxina A.

Cuadro No. 28 Recuento de OTA durante el dia quince, en granos de café

pergamino después de la aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino en el dia quince de andlisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)

1 1.057 <LOD(1.9ppb) 1.22 <LOD(1.9ppb)

2 0.92 <LOD(1.9ppb) 1.116 <LOD(1.9ppb)

3 0.84 <LOD(1.9ppb) 1.262 <LOD(1.9ppb)

4 0.9 <LOD(1.9ppb) 1.158 <LOD(1.9ppb)

5 0.93 <LOD(1.9ppb) 1.282 <LOD(1.9ppb)

En el cuadro anterior podemos notar que a los 15 dias los granos de café
pergamino con la levadura probidtica, sobrepasaron el valor de 1 en

absorbancia, lo que significa que la concentracion de ocratoxina A es menor en
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las muestras de café pergamino en comparacion con las muestras testigos, ya
gue solo el lote 1 de los testigos obtuvo un valor de 1.057 de absorbancia y las
demas quedaron por debajo de 1, lo cual indica que la concentracion de
Ocratoxina A es mayor en los testigos que en las muestras tratadas con

levadura probiética.

Cuadro No. 29 Recuento de OTA durante el dia noventa, en granos de café

pergamino después de la aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino en el dia noventa de analisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)

1 0.073 63.45 0.193 40.04

2 0.065 69.55 0.062 72.18

3 0.063 71.28 0.057 77.08

4 0.072 62.45 0.053 81.57

5 0.065 69.55 0.056 78.16

Al dia 90 de andlisis, tanto los testigos como las muestras tratadas con levadura
probiética presentaron un valor de transmitancia muy por debajo de cero, esto
se traduce que a los 90 dias del ensayo tanto los testigos como las muestras
tratadas con levadura tienen concentraciones altas de OTA, en este punto

podemos asumir que la levadura ya no ejerce su eficacia protectora.

Cuadro No. 30 Recuento de OTA durante el dia cero, en granos de café oro

después de la aplicacion de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café oro en el dia cero de analisis

Testigos Tratadas
Lote Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
6 0.957 <LOD(1.9ppb) 11 <LOD(1.9ppb)
7 0.9 <LOD(1.9ppb) 1.08 <LOD(1.9ppb)
8 0.957 <LOD(1.9ppb) 0.957 <LOD(1.9ppb)
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9 1.06 <LOD(1.9ppb) 0.979 <LOD(1.9ppb)

10 1.02 <LOD(1.9ppb) 1.059 <LOD(1.9ppb)

En el dia cero del andlisis de las muestras de café oro, se identifica
discrepancia en los valores obtenidos de las mediciones absorbancia, siendo
los lotes 6, 7 y 8 de los testigos los que presentan valores de absorbancia por
debajo del valor de 1, lo que significa una elevada cantidad de ocratoxina A,
mientras que los lotes 9 y 10 de los testigos se mantienen con baja cantidad de
ocratoxina, ya que los valores de absorbancia son mayores a 1. Por otra parte,
en relacibn con las muestras tratadas con levadura probidtica se puede
evidenciar que Unicamente los lotes 8 y 9 presentan valores de absorbancia por
debajo del valor de 1; mientras que las muestras tratadas con levadura
probiotica, pertenecientes a los lotes 6, 7 y 10 presentan valores mayores de

absorbancia mayores a 1, considerando un valor bajo de ocratoxina A.

Cuadro No. 31 Recuento de OTA durante el dia quince, en granos de café oro

después de la aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café oro en el dia quince de andlisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
6 0.926 2.11 1.146 <LOD(1.9ppb)
7 0.854 3.35 1.08 <LOD(1.9ppb)
8 0.957 <LOD(1.9ppb) 0.957 <LOD(1.9ppb)
9 0.979 <LOD(1.9ppb) 0.979 <LOD(1.9ppb)
10 0.93 2.04 1.059 <LOD(1.9ppb)

A los 15 dias del ensayo, se observa que en los granos de café oro tratados con
la levadura probidtica, solamente los lotes 8 y 9 mostraron lecturas por debajo
de cero, mientras los lotes 6, 7 y 10 sobrepasaron el valor de absorbancia de 1,

es decir, se identifica un valor bajo de ocratoxina A. En relacién con los testigos,
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se identifica que mostraron niveles de absorbancia por debajo del valor de 1 en
todos los lotes, es decir presentan una elevada concentracién de ocratoxina A.
Por lo tanto, al dia 15 del ensayo se puede determinar que el efecto protector
de la levadura probidtica en los granos de café oro, Unicamente se puede
evidenciar en las muestras de los lotes 6, 7 y 10, mientras que los lotes 8 y 9

presentan resultados similares al de los testigos.

Cuadro No. 32 Recuento de OTA durante el dia noventa, en granos de café oro

después de la aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café oro en el dia noventa de anédlisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
6 0.078 60.19 0.057 77.08
7 0.085 56.18 0.055 79.26
8 0.063 71.28 0.057 77.08
9 0.065 69.55 0.058 76.05
10 0.074 62.77 0.103 48.06

En los granos de café oro a los 90 dias del ensayo, tanto las muestras tratadas
como los testigos presentaron niveles de absorbancia muy por debajo de cero
lo que se traduce a una alta concentracion de Ocratoxina A, por lo anterior,
puede establecerse que al igual que en los granos de café pergamino donde
todas las muestras tratadas con levadura probidtica y los testigos mostraron
niveles de absorbancia por debajo cero, se puede determinar que a los 90 dias
del ensayo, la eficacia de proteccion de la levadura sobre los granos de café oro
y pergamino es nula.

Con los datos anteriores se determin0 que para los dias cero y quince del
ensayo las mediciones de ppb de OTA se mantuvieron por debajo de 1,9 ppb lo
cual cumple con el limite maximo admisible para OTA de 5 ppb en café tostado

y molido segun parametros establecidos por la Union Europea.
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5.5 Determinacién de las caracteristicas sensoriales de los granos de café

oro y pergamino.

La determinacion de las caracteristicas sensoriales de los granos de café oro y
pergamino no fue posible efectuarse, debido a la pandemia por Covid-19, ya
gue la Asociacion Salvadorefia de Catadores de Café no se encontr abierta al
momento en que se pretendia realizar la catacion de las muestras, por otra
parte, el catador con el que se contaba para llevar a cabo este objetivo fallecio
por efectos del Covid-19, por lo que no se efectué esta actividad como

inicialmente se habia planteado.

En relacién a lo antes expuesto, se establece la incertidumbre en funcion que la
levadura probiotica puede o no afectar las caracteristicas sensoriales del café y
que, si esto puede o no favorecer la aceptabilidad por parte del consumidor
final, es una pregunta que valdria la pena poder ser retomada en préximos
trabajos de investigacion ya que la aplicacion de ciertas sustancias como en
este caso, la aplicacion de Saccharomyces boulardii, puede ejercer un efecto
significativo en el olor, sabor, consistencia, grado de acidez y otras

caracteristicas organolépticas del producto final.

5.6 Analisis costo-efectividad de la aplicacibn del método con

Saccharomyces boulardii.

El andlisis de costo-efectividad del método con Saccharomyces boulardii, se
detalla en el cuadro N°33, en el cual se muestran los tratamientos con el
porcentaje promedio de efectividad por cada dia de medicién de OTA en los

granos de café pergamino, café oro y los testigos.
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Cuadro No. 33 Porcentaje promedio de efectividad y sus costos variables por
tipo de tratamiento.

. B o % promedio de .
Tratamiento Dia de medicion o Costo variable ($)
efectividad
0 103.4 5.42
T1 15 104.42
90 6.6
0 99.94 5.42
T2 15 120.76
90 8.42 0
. 0 97.88
Testigo
15 92.92 N/A
(café oro)
90 7.3
0 99.94
Testigo
) 15 92.94 N/A
(café pergamino)
90 6.76

Se realiz6 el analisis de dominancia el cual se efectud, primero, ordenando los
tratamientos de menor a mayor costo variable y un menor porcentaje de
efectividad, lo anterior se detalla en el cuadro No. 34 en el que se establecen
los tratamientos con cada dia de medicion de OTA para determinar el indice
Costo-Efectividad.

Cuadro No. 34 Tratamientos con cada dia de medicion para OTA para
determinar el indice Costo-Efectividad.

_ indice C/E
) Dia de % promedio Costo
Tratamiento o o _ ($/% de
medicion de efectividad | Variable ($) .
efectividad)
0 103.4 5.42 0.052
T1 15 104.42 5.42 0.051

90 6.6 5.42 0.821




114

0 99.94 5.42 0.054
T2 15 120.76 5.42 0.044
90 8.42 5.42 0.643
. 0 97.88 0 0
Testigo
) 15 92.92 0 0
(café oro)
90 7.3 0 0
. 0 99.94 0 0
Testigo
_ 15 92.94 0 0
(café pergamino)
90 6.76 0 0

Para seleccionar el tratamiento mas econémico y de mayor efectividad, a partir

del cuadro anterior, es importante recordar que se hizo la aplicacion de la

levadura una sola vez en el dia cero de cada tratamiento, excepto en los

testigos. Motivo por el cual no aparecen los valores de los costos en los dias 15

y 90 de cada tratamiento; ya que uno de los objetivos ha sido observar los dias

control de la levadura sobre la produccion de OTA en el grano de café con solo

una aplicacion.

Para determinar cual tratamiento obtuvo mayor efectividad se selecciona aquel

cuyo indice C/E es igual a cero o el valor mas bajo. Dado el caso se aceptan los

tratamientos 1 y 2 al dia 15 cada uno con valores de 0.051 y 0.044

respectivamente.
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CONCLUSIONES

Se concluye que la bodega de almacenamiento del beneficio cumple con
las recomendaciones emitidas por las asociaciones cafetaleras para el
almacenamiento adecuado del café y asi evitar produccion de hongos
sobre los granos.

La aplicacion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii, ha
permitido identificar aspectos importantes en relacion con la disminucién de
la presencia de hongos ocratoxigénicos tales como los del género
Aspergillus al dia 15 del analisis en condiciones de temperatura ambiente.
Con relacion a los resultados obtenidos de la medicion del porcentaje de
humedad al inicio (dia cero) y al final de la investigacion (dia noventa), se
determind que la aplicacion de la levadura probidtica no interfiere en el
incremento de la medicién del porcentaje de humedad, sino mas bien, el
aumento del porcentaje de humedad esta intimamente relacionado con las
condiciones ambientales y con el proceso de secado que los granos
tengan.

En las placas con medio de cultivo PDA se identificaron como hongos
productores de OTA a colonias del género Aspergillus niger, observando al
microscopio cabezas conidiales mostrando conidioforos hialinos, vesiculas
globosas, esterigmas en una o en dos series, conidios globosos.

Para el caso de los crecimientos de UFC en todos los ensayos y al calcular
el valor de Tc (calculado) se aprueban todos aquellos valores que estén
mas cerca del valor cero, ya que es mas probable que ocurra ese
fenbmeno o que funcione el tratamiento, en ese caso se acepta T1
(pergamino) y T2 (Oro) ambos a los 15 dias teniendo un valor de Tc de
cero en ambos casos.

Se concluye que para los dias cero y quince del ensayo, las mediciones de

ppb de OTA se mantuvieron por debajo de 1,9 ppb lo cual permite



establecer que cumple con el limite maximo admisible para OTA de 5 ppb
en café tostado y molido segun lo establecido por la Union Europea.

Para el dia 90 del ensayo tanto los testigos como las muestras tratadas con
la levadura probidtica, en los granos de café oro y pergamino, tuvieron
concentraciones por arriba del limite admisible de ocratoxina A establecido
por la Unién Europea, por lo tanto, se puede establecer que la eficacia de
proteccion es nula.

En cuanto a las caracteristicas sensoriales de los granos de café oro y café
pergamino no fue posible efectuarse, debido a la pandemia por Covid-19,
por lo que queda la incertidumbre en funcién de determinar si la levadura
probidtica puede o no afectar las caracteristicas sensoriales del café y si
esto puede o no favorecer la aceptabilidad por parte del consumidor final.

El analisis costo efectividad permitié determinar el tratamiento que obtuvo
mayor efectividad seleccionando aquel cuyo indice C/E es igual al valor
cero o el valor mas bajo. Dado el caso se aceptaron los tratamientos 1y 2

al dia 15 de la investigacién, con valores de 0.051 y 0.044 respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Elaborar propuesta de normativa salvadoreia en la cual se establezcan
los limites maximos permitidos para la presencia de ocratoxina A en
granos de café de produccion local y extranjera, asi mismo, es
importante que se exija su cumplimiento a los diferentes productores y
comercializadores de café en El Salvador.

Que las pruebas para la determinacion de Ocratoxina A se encuentren
dentro de los parametros de cumplimiento de calidad e inocuidad y que a
su vez sean de estricta exigencia y cumplimento para los productos a
base de café que se importan y comercializan en El Salvador.

Es recomendable que en El Salvador se establezca un centro de
vigilancia sanitaria, enfocado en realizar monitoreo continuo de los
niveles de ocratoxinas y otras micotoxinas, que se encuentran
contenidas en los alimentos de consumo salvadorefio, el cual tenga
como principal objetivo, prevenir la aparicion de enfermedades asociadas
con el consumo de alimentos con potencial contenido de las toxinas
antes mencionadas.

Capacitar a los productores nacionales de café en materia de Buenas
Practicas Agricolas y beneficiando de café, asi como, en sistemas
HACCP, con el objeto de establecer puntos criticos de control en las
diferentes etapas de la fabricacion y beneficiado del café, ya que, juegan
un papel muy importante en la calidad final del producto.

Realizar la validacion del método de aplicacion de la levadura probidtica
Saccharomyces boulardii, con el objeto, que pueda realizarse la
transferencia del método a los diferentes productores de café para su
aplicacion.

Que la Universidad de EI Salvador, incentive los procesos de

investigacién cientifica para la identificacion de enfermedades asociadas



al consumo de alimentos con un alto contenido de Ocratoxina, lo cual
puede ser de mucha relevancia, el poder identificar cifras nacionales que
demuestren la relacion entre el consumo de OTA y las enfermedades
asociadas, resultando de mucho interés para que el Ministerio de Salud
de El Salvador establezca medidas de minimizacion y prevencion de
riesgos.
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GLOSARIO



GLOSARIO

Actividad del agua (aw): Medida del agua disponible en un sustrato,
equivalente a la humedad relativa en equilibrio.

Aflatoxina: Toxina producida por el hongo Aspergillus flavus.

Beneficio humedo: Se realiza mediante la utilizacibn de agua.
Comprende el despulpado, desmucilaginado o la fermentacion y el
lavado y el secado. Por esta via se obtienen los llamados cafés lavados,
finos o suaves.

Beneficio del Café: Conjunto de operaciones realizadas para
transformar el café cereza en pergamino seco.

Buenas Practicas Agricolas (BPA): Utilizacion sostenible de los
recursos naturales basicos para la producciéon, en forma benévola, de
productos agricolas alimentarios y no alimentarios inocuos y saludables,
a la vez que se procuran la viabilidad econémica y la estabilidad social.
Café Cereza: Es el fruto del arbusto de café —cafeto-, que como tal se
recoge en las fincas, en las épocas de cosecha, en las zonas cafeteras y
luego se somete a un proceso de adecuacion para que pueda ser
comercializado (beneficio humedo), el cual se realiza en la misma finca
cafetera.

Cata: Accion por la que se clasifica un café probandolo y valorando una
serie de caracteristicas.

Cataciéon de Café: Es el método usado para medir el aroma, el sabor y
la sanidad del café. Mediante las evaluaciones sensoriales se pueden
identificar los defectos presentes en la bebida de café, conocer la
intensidad de una caracteristica sensorial como la acidez y el dulzor,
reconocer y calificar el sabor y el aroma, y de igual forma, medir la
calidad global del producto.

Catador: Son personas que miden y evaldan la calidad del café

mediante los sentidos de la vista, el olfato y el gusto. Estas personas son



seleccionadas mediante  pruebas especiales sensoriales de
reconocimiento, clasificacién y calificacion de diversos olores y sabores.
Y luego son capacitadas sobre el procesamiento y las caracteristicas de
los granos y la bebida de café.

Cereza: Palabra usada para designar el café maduro antes de ser lavado
o secado. Este nombre se debe al parecido que el café en esta condicién
tiene con la fruta llamada cereza.

Conidio: Espora asexual externa de los hongos.

Conidiéforo: Rama del micelio que produce conidios.
Desmucilaginado: Desprendimiento del mucilago o baba del grano de
café despulpado.

Estibar: Apretar, recalcar los sacos de café y distribuir su peso en los
buques.

Fermentacion: Este proceso se realiza en tanques de fermentacion y
permite retirar el mucilago o mesocarpio. Su duracion puede ser entre 12
y 18 horas.

Hifa: Filamento del micelio.

In situ: En el mismo lugar donde se encuentra.

Inhibicidén: Prevencion del crecimiento o multiplicacion de los microbios.
Mezcla Blend: Corresponde a una mezcla de varias clases de café
verde y a las condiciones del proceso a las que estas seran sometidas
para obtener una bebida equilibrada en cuerpo, aroma y acidez.
Micotoxina: Metabolitos fungicos cuya ingestién, inhalacién o absorciéon
cutanea reduce la actividad, causa enfermedad o muerte de animales o
personas.

Micromicetos: Hongos filamentosos con estructuras microscoépicas.
Microorganismo: Organismo cuyas dimensiones se miden en
micrometros.

Micelio: Estructura somatica filamentosa de un hongo.



Moho: Hongo caracterizado por su estructura filamentosa.

Mucilago: Se genera en la etapa del desmucilaginado, representa en
base humeda, alrededor de 14,85% del peso del fruto fresco. Por cada
millon de sacos de 60 kg de café almendra que Colombia exporta, se
generan aproximadamente 55.500 toneladas de mucilago fresco, el cual
si no se utiliza adecuadamente produciria una contaminacion
Mutagénico: Es un agente fisico, quimico o biolégico que altera o
cambia la informacion genética de un organismo y ello incrementa la
frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural.

Pergamino: Recibe esta designacion el café tal como sale de las manos
del productor.

Trilla: Proceso en el cual al café pergamino seco se le extrae por medio
de maquinas especializadas, la pelicula o endocarpio que lo cubre,
convirtiéndolo en café verde, para después clasificarlo segun tamafio y
calidad del grano.

Tueste: Proceso que se le da al café en verde para desarrollar todas sus
caracteristicas de aroma y sabor. Existen varios tipos de tueste de menor
a mayor temperatura final, tueste ligero o rubio, tueste medio o de habito
de monje, color marrébn y tueste oscuro que enmascara las

caracteristicas de un mal café y es de color marrén oscuro/negruzco.
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ANEXO N° 1

Cuadro No. 35 Ficha técnica para caracterizacion de lotes de café.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUiMICA Y FARMACIA \SIZEN
MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA E INOCUIDAD DE ALIMENTOS ‘ u ))

No. De Lote:

Tipo de grano:

Descripcion fisica del grano:

Variedad:

Origen geografico:

Origen boténico:

Procedencia o lugar de produccion:

Sistema de cultivo: (cafetales a libre exposicion)

Fechas de produccién:

Vida Util del grano de café.

Descripcién del proceso de recoleccion:

Descripcién del proceso de clasificacion: (manual,

mecénica, optica)

Descripcién de las condiciones del cuarto donde se

almacenamiento el grano:

% de Humedad del grano al momento de la %

verificacion:

Defectos identificados del grano de café:

Riesgos biolégicos a los que se expuso el grano:

Identificacion de riesgos quimicos a los que se expuso

el grano:

Temperatura en el dia de muestreo °C
Humedad relativa del ambiente %
Circulacion del aire entre el techo y la pared 1 Posee

] No posee

Circulacion del aire entre el suelo y la pifia (referido a | [J Posee




las cantidades de sacos apifiados) 1 No posee

Cantidad de sacos apifiados por lote (cantidad de | No. De sacos
sacos que se encontr6 al momento de la toma de

muestra)

Control de roedores (Existencia de trampas: si/no) O sSi

0 No

Muestra del grano de café recolectado:
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ANEXO N° 3

Cuadro No. 36 Procedimiento para recoleccion de muestras de café.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR S

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA 17 A

MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA E INOCUIDAD DE ALIMENTOS
“PROTOCOLO PARA LA TOMA DE MUESTRAS DE CAFE”.

V)

fj\
)
R 4;/

///
U

Objetivo: Establecer la metodologia para la realizacion del muestreo de granos de café oro
y pergamino contenido en sacos.

Campo de Aplicacién: Este procedimiento aplica para la recoleccion de toda muestra de
café oro y pergamino destinada para:

-Aplicaciéon de métodos de proteccién (levadura probidtica)

-Determinacién del porcentaje de humedad

-Andlisis para la cuantificacion de hongos y levaduras

-Cuantificacién de la concentracion de Ocratoxina A.

Referencias Normativas:

ISO 4072:1982 y NMX-F-107-SCFI-2008

Definiciones:

-Lote: Cantidad de café verde compuesto de no menos de 10 sacos del mismo tipo con el
mismo nombre, rétulo o clave y la misma masa, el cual debe contener café oro/ café
pergamino que se asuma tenga propiedades comunes y caracteristicas razonablemente
uniformes para el cual se puede aplicar un esquema de examen.

-Saco: Unidad de empaque de 69 kilogramos (peso neto).

-Sacos dafiados: Aquellos sacos que se encuentren rasgados, manchados, sucios,
himedos o presenten alguin tipo de contaminacién que indique un posible dafio del café
contenido en ellos.

-Muestra: Una parte representativa de un lote con base en el cual se estiman las
propiedades de dicho lote.

-Muestra primaria: La cantidad de 30 + 6 g de granos de café oro/café pergamino de un

solo saco o de un lote especifico.

Método de muestreo:
-Muestreo al azar estratificado: es aquel en que el campo se divide en estratos debido a la

presencia que tienen las unidades (granos de café) por un campo especial. En cada estrato




se toman unidades al azar de tal forma que la muestra total est4 constituida por elementos
de cada estrato.

Para lo cual, de acuerdo con el tamafio de lote encontrado al momento del muestreo, se
aplicara el procedimiento para el proceso de recoleccion de la muestra.

Equipo de Muestreo: Muestreador de materias primas de acero inoxidable previamente
esterilizado, cuya capacidad oscila entre 60mL y 250mL y tiene una longitud entre 50 cm y
250 cm

Recipientes para muestras:

Se utiliza bolsas plésticas estériles grado alimenticio para la colocacion de las muestras y
para el traslado de estas. Las bolsas plasticas deben contener un sistema de cierre
hermético y el material del que se encuentran fabricadas no debe afectar el olor, sabor y
composicién de las muestras, ademas deben preservar la humedad original del lote de
donde se tomaron.

Procedimiento de muestreo:

-Toma de muestras Primarias:

El nimero de sacos seleccionados de un lote con el proposito de tomar muestras primarias
de 30 +6 g no debe ser de menos de 10 si son 100 sacos en el lote, y no deben ser menos
del 10% del total, si son méas de 100 sacos en el lote. Las muestras primarias son tomadas
al azar de sacos individuales de diferentes lugares en la estiba, utilizando el calador de café.
Cada saco debe ser preferentemente muestreado en 3 diferentes puntos para hacer un total
de 30g por cada muestra.

Nota:

a) Sacos dafiados se deben separar de los demés del lote. Estos se pueden muestrear
separadamente y guardar las muestras primarias en forma separada.

b) El calador se debe introducir totalmente en el saco, con el orificio hacia abajo y girarlo
180° antes de retirarlo.

-Precauciones para el empaque se muestras: Las muestras destinadas para la
determinacion del contenido de humedad, o para algin otro ensayo susceptible de ser
afectado por una alteracion del contenido de humedad, deberan empacarse en recipientes a
prueba de humedad, provistos de cierres herméticos. Los recipientes en este caso deberan
llenarse completamente con la muestra de café oro/café pergamino y los cierres sellarse
para prevenir la pérdida o alteracion del contenido. Para el examen de caracteristicas que
no son propensas a ser influidas por una alteracion en el contenido de la humedad, las
muestras separadas deberan tomarse y colocarse en recipientes apropiados a los cuéles se

les permite acceso de aire.




-ldentificacion de muestras:

Las muestras deben ser identificadas y marcadas con la informacion contenida en la “Ficha
Técnica para la Toma de muestras de Café”, la cual debera ser completada a mano con
lapicero azul por el responsable del muestreo.

-Traslado de muestras al Laboratorio:

Para el traslado de las muestras hacia el laboratorio de andlisis, se colocara el total de
muestras recolectadas en contenedores tipo hieleras que sean herméticas y encontrarse
limpias y sanitizadas.

-Precauciones durante el almacenamiento y transporte de muestras: Las muestras de
laboratorio deben ser enviadas al lugar de examen tan pronto como sea posible después de
la obtencion y, s6lo en circunstancias excepcionales no mas de 48 horas después de la
obtencidn y preparacion de la muestra.




ANEXO N° 4

Cuadro No. 37 Etiqueta de identificacion de muestras de café oro y pergamino.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUiMICA Y FARMACIA
MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA E INOCUIDAD DE ALIMENTOS X
=JETIQUETA DE IDENTIFICACION DE MUESTRAS DE CAFE RECOLECTADAS

Fecha y hora de muestreo:

Tipo de muestra:

Cantidad de muestra recolectada:

No. De muestra:

Lugar y direccidn del sitio de

muestreo:

Andlisis requerido:

Condiciones de almacenamiento de la

muestra recolectada:

Observaciones:

Nombre y firma del recolector:




ANEXO N° 5

Cuadro No. 38 Ficha Técnica para toma de datos al momento del muestreo.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA E INOCUIDAD DE ALIMENTOS
“FICHA TECNICA PARA RECOLECCION DE MUESTRAS DE CAFE”.

No. De Muestra:

Fecha y hora de recoleccién:

Etapa de recoleccion:

Tipo de grano de café:

Variedad/ Origen:

No. De Lote:

Beneficio:

Posee Certificacién: (detallar el tipo de

certificacién que posee)

Cantidad de muestra recolectada:

Fecha de ingreso al beneficio:

Descripcién de la muestra recolectada:

% de humedad del grano:

Condiciones de almacenamiento:
(Condiciones identificadas al momento de la
toma de muestra) (temperatura y humedad

del cuarto de almacenamiento)

Condiciones de transporte:
(Detalle las condiciones de transporte de la
muestra desde el beneficio hasta llegar al

laboratorio)

Observaciones:

Nombre y Firma de quien recolecto la

muestra.




ANEXO N° 6

Cuadro No. 39 Cantidad de muestras a recolectar y su distribucion por tiempo de andlisis y tratamiento de aplicacion.

. , Tiempo de Cantidad de )
Tratamiento Muestra (area de o o Cantidad
) y analisis Determinacion muestra por
aplicar recoleccion) . L Total.
(dias) determinacion
Levadura Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
probiética Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
(Saccharomyces Café Oro Muestra de hongos
.8 , . Identificacion de hongos productores 30 gramos
boulardii 10 (Almacenamiento 0 dias de la prueba de
. . de ocratoxina A. (Muestra 1)
células de de tostaduria) RTHL.
levadura/mL por o _
i -Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Levadura
probidtica ) _
Café Pergamino
(Saccharomyces _ .
. g (Almacenamiento 0 dias ] 30 gramos
boulardii 10 . Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
i de beneficio) (Muestra 2)
células de
levadura/mL por
15 min)
Muestra control Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
N ARl de café 0 dias Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos 30 gramos
o Aplica i ———
pergamino Identificacion de hongos productores Muestra de hongos (Muestra 3)

(Almacenamiento

de ocratoxina A.

de la prueba de




. i Tiempo de Cantidad de )
Tratamiento Muestra (area de o L Cantidad
) » analisis Determinacion muestra por
aplicar recoleccion) i o Total.
(dias) determinacion
de beneficio) RTHL.
-Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
Muestra control Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
_ de café oro 0 dias o Muestra de hongos 30 gramos
No Aplica ] Identificacion de hongos productores
(Almacenamiento ) de la prueba de (Muestra 4)
i de ocratoxina A.
de tostaduria) RTHL.
-Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
Levadura Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
probiética i . Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
Café Pergamino
(Saccharomyces . . o Muestra de hongos
e (Almacenamiento 15 dias Identificacion de hongos productores 30 gramos
boulardii 10 o de la prueba de
) de beneficio) de ocratoxina A. (Muestra 5)
células de RTHL.
levadura/mL por
) -Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Levadura Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
probiotica Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
Café Oro
(Saccharomyces . i o Muestra de hongos 30 gramos
g (Almacenamiento 15 dias Identificacion de hongos productores
boulardii 10 ] ) de la prueba de (Muestra 6)
i de tostaduria) de ocratoxina A.
células de RTHL.
levadura/mL por -Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos




. i Tiempo de Cantidad de )
Tratamiento Muestra (area de o L Cantidad
) » analisis Determinacion muestra por
aplicar recoleccion) i o Total.
(dias) determinacion
15 min)
Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
Muestra control 30 gramos
Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
de café i (Muestra 7)
_ ) 15 dias o Muestra de hongos
No Aplica pergamino Identificacion de hongos productores
] ) de la prueba de
(Almacenamiento de ocratoxina A.
o RTHL.
de beneficio)
-Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
Muestra control Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
. de café oro 15 dias L Muestra de hongos
No Aplica . Identificacion de hongos productores
(Almacenamiento ) de la prueba de 30 gramos
3 de ocratoxina A.
de tostaduria) RTHL. (Muestra 8)
-Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
Levadura Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
probiética . _ Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
Café Pergamino
(Saccharomyces _ . o Muestra de hongos
. g (Almacenamiento 56 dias Identificacién de hongos productores
boulardii 10 . de la prueba de
. de beneficio) de ocratoxina A. 30 gramos
células de RTHL.
(Muestra 9)
levadura/mL por
i -Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Levadura Café Oro 56 dias Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos 30 gramos




. i Tiempo de Cantidad de )
Tratamiento Muestra (area de o L Cantidad
) » analisis Determinacion muestra por
aplicar recoleccion) i o Total.
(dias) determinacion
probiotica (Almacenamiento Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos (Muestra 10)
(Saccharomyces de tostaduria) - Muestra de hongos
.. g Identificacion de hongos productores
boulardii 10 ) de la prueba de
i de ocratoxina A.
células de RTHL.
levadura/mL por o _
. -Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
Muestra control
i Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
de café i
. ) 56 dias o Muestra de hongos 30 gramos
No Aplica pergamino Identificacién de hongos productores
. ) de la prueba de (Muestra 11)
(Almacenamiento de ocratoxina A.
o RTHL.
de beneficio)
-Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
Muestra control Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
_ de café oro 56 dias o Muestra de hongos
No Aplica ) Identificacion de hongos productores 30 gramos
(Almacenamiento ) de la prueba de
i de ocratoxina A. (Muestra 12)
de tostaduria) RTHL.
-Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
Levadura Café Pergamino Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
. . 60 dias 30 gramos
probiética (Almacenamiento Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
(Muestra 13)

(Saccharomyces

de beneficio)

Identificacion de hongos productores

Muestra de hongos




. i Tiempo de Cantidad de )
Tratamiento Muestra (area de o L Cantidad
) » analisis Determinacion muestra por
aplicar recoleccion) i o Total.
(dias) determinacion
boulardii 10° de ocratoxina A. de la prueba de
células de RTHL.
levadura/mL por o )
) -Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Levadura Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
probiética Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
(Saccharomyces Café Oro Muestra de hongos
g , ) Identificacion de hongos productores 30 gramos
boulardii 10 (Almacenamiento 60 dias de la prueba de
. . de ocratoxina A. (Muestra 14)
células de de tostaduria) RTHL.
levadura/mL por
) -Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
Muestra control
Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
de café .
_ ) 60 dias L Muestra de hongos 30 gramos
No Aplica pergamino Identificacion de hongos productores
, ) de la prueba de (Muestra 15)
(Almacenamiento de ocratoxina A.
o RTHL.
de beneficio)
-Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
Muestra control Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
. de café oro 60 dias Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
No Aplica . __ 30 gramos
(Almacenamiento Identificacion de hongos productores Muestra de hongos
(Muestra 16)

de tostaduria)

de ocratoxina A.

de la prueba de




. i Tiempo de Cantidad de )
Tratamiento Muestra (area de o L Cantidad
) » analisis Determinacion muestra por
aplicar recoleccion) i o Total.
(dias) determinacion
RTHL.
-Cuantificacién de ocratoxina A. 10.0 gramos
Levadura Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
probiética i . Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
Café Pergamino
(Saccharomyces _ i o Muestra de hongos
L g (Almacenamiento 90 dias Identificacion de hongos productores 30 gramos
boulardii 10 o de la prueba de
] de beneficio) de ocratoxina A. (Muestra 17)
células de RTHL.
levadura/mL por
i -Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Levadura Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
probidtica Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
(Saccharomyces Café Oro Muestra de hongos
. .8 _ , Identificacion de hongos productores 30 gramos
boulardii 10 (Almacenamiento 90 dias de la prueba de
, . de ocratoxina A. (Muestra 18)
células de de tostaduria) RTHL.
levadura/mL por o _
i -Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
15 min)
Muestra control Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
de café i Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
. ) 90 dias 30 gramos
No Aplica pergamino L Muestra de hongos
Identificacion de hongos productores (Muestra 19)

(Almacenamiento

de beneficio)

de ocratoxina A.

de la prueba de
RTHL.




. i Tiempo de Cantidad de )
Tratamiento Muestra (area de o L Cantidad
) » analisis Determinacion muestra por
aplicar recoleccion) i o Total.
(dias) determinacion
-Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
Porcentaje de Humedad. 10.0 gramos
Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
o Muestra de hongos
Identificacion de hongos productores
) de la prueba de
Muestra control de ocratoxina A.
RTHL.
_ de café oro 90 dias I i
No Aplica _ -Cuantificacion de ocratoxina A. 10.0 gramos
(Almacenamiento 30 gramos
. Recuento total de hongos y levaduras. 10.0 gramos
de tostaduria) (Muestra 20)

Identificacion de hongos productores

de ocratoxina A.

Muestra de hongos
de la prueba de
RTHL.

-Cuantificacion de ocratoxina A.

10.0 gramos




ANEXO N°7

3. Adicionar 100 mL

1. Tomar una cantidad 2. Pesar 2.0 g de polvo _
. - de agua estéril a
de polvo liofilizado de S. liofilizado y proceder a la
. . Ry temperatura
boulardii, equivalente a reconstitucion. _
ambiente.

10"%élulas de levadura.

6. Homogeneizar a 5. Detener la agitacion y 4. Homogeneizar

temperatura ambiente dejar reposar durante 20 delicadamente con la

durante 5 min. minutos, a una temperatura ayuda de un agitador
de 25 -30°C

magnético a 100rpm

por 5 min.

7. Extraer en forma estéril y
realizar los controles

microbioldgicos respectivos.

Figura No. 11 Reconstitucion de la levadura probidtica Saccharomyces
boulardii. s,



1. Extraer 1 mL del

ANEXO N° 8

~ %

]
—>|/

108 células de levadura/mL.

liquido 2. Colocar en un tubo de

reconstituido de Saccharomyces ensayo que contiene 10 mL

boulardii  equivalente

células de levadura/ml.

6. De la levadura
estandarizada tomar
una alicuota de 1.0mL e
inocular en placas
adicionando Agar
Sabouraud (4% de
glucosa) para el
mantenimiento de la

cepa.

a 10° de solucién salina estéril y

agitarlo.

5. Realizar diluciones para obtener
una concentracién de 10° células
de levadura/mL, considerando que
la absorbancia entre 0.3-0.4 es
equivalente a  0.8x10%-1.5x10°

células de levadura/mL.

/ / y
=1

3. Adicionar 1000 pL de
solucién de Saccharomyces

boulardii a una celda de

espectrofotdbmetro.

4. Leer en el
espectrofotometro a  una

longitud de onda de 620nm.

Figura No. 12 Estandarizacion de la levadura probiética Saccharomyces

boulardii, mediante el método espectrofotomeétrico. s



ANEXO N° 9

1. Pesar una muestra 2. Aplicar 10mL de 3. Tomar un cronometro
de granos de café levadura probiética (10° digital 'y cologue un
oro/ café pergamino células de levadura/mL) a tiempo de 15 minutos.
equivalente a 30 g. 30 g de café oro/café

pergamino,  sumergidos
en 1000 mL de agua

purificada.

6. Resguardar los

granos de café 5. Dejar secar los 4. Retire los granos
oro/café pergamino granos  de  café de café oro/café
en bolsas plasticas oro/café pergamino al pergamino y
estériles, para ambiente en patios extiéndalos sobre
proceder con las de secado hasta que bandejas de vidrio o
determinaciones el grano tenga una aluminio.

pertinentes humedad del 12%.

Figura No. 13 Aplicacion de levadura probiotica Saccharomyces boulardii en

muestras de café oro y café pergamino. . s 25



ANEXO N° 10

1. Pesar una muestra de 2+ Programar los parametros 3 .,5car la muestra en el

granos de café oro/caf¢ ~ delamediciony el perfil del 10610 para  realizar  la

pergamino, equivalente a ~ Secado  especificando  la  yotarminacion de la

10 g. temperatura de secado a  pmedad del grano de café
100°C por 10 minutos 'y ,15/0ranos de café
colocando los resultados en pergamino.

% de humedad.

4. Anotar los resultados

para cada dia de andlisis

Figura No. 14 Determinacién del porcentaje de himeda para granos de café
oro y café pergamino.



ANEXO N° 11

£53

2. Disuelva los 39.0 g del 3.  Esterilizar  por
autoclave a una
presion de 15 libras
(121 ° C) durante 15
minutos.

1. Pesar 39.0 g del polvo agar en 1000ml de agua

de Agar Papa Dextrosa. purificada/destilada y

caliente a ebullicion para

disolver por completo.

6. Mezclar bien antes
de dispensar

5. Mida el pH con
cinta medidora de pH
o con pH metro, el
cual debe encontrarse
a 3.5 para evitar el
crecimiento de
bacterias.

4. adicione 1.0mL de
acido tartarico al 10%,
para disminuir el pH.

Figura No. 15 Preparacion del medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA).



ANEXO N° 12

1. Pesar en una balanza 2. Estomachear 10.0g de 3. Proceda hacer

semianalitica 10g de café muestra de café oro/café  diluciones seriadas

oro/café pergamino. pergamino a 260 rpm por 1 1:10 hasta obtener
minuto, con 90.0mL de agua ladilucion 10™.

peptonada esteéril, para

obtener la dilucién 10'1.

—
5. Adicionar de 15-20mL de agar papa 4. Inocular por duplicado

dextrosa, enfriado a 45°C, en cada una de 1.0mL de las diluciones

las placas de Petri. preparadas en placas de
Petri.

i v . 7 .wuewwwwww |

i -wusluwes B wriowrey |

6. Homogenizar muestra 7. Incubar las placas de 8. Contar las placas que tengan
con el agar mediante 3-5 dias a temperatura colonias de hongos vy realice las
técnica del 8. de 25+2°C pruebas de identificaciébn con un

kit de pruebas rapidas Api.

Figura No. 16 Cuantificaciéon de hongos productores de ocratoxina A, en
muestras de granos de café oro y café pergamino



1. Preparar una tincién
al fresco del crecimiento
fingico a partir de las
placas de Petri que

mostraron crecimiento.

ANEXO N° 13

2. Colocado una gota de
solucion salina estéril en la

lamina porta muestra.

SARE AN “i

oy INE

E

5. Coloque la lamina con la

muestra al microscopio e

identifique

fungica.

la morfologia

3. Colocar una muestra de
crecimiento flngico con un
asa de platino estéril en la

lamina porta muestra.

4. Cuidadosamente coloque
una lamina cubreobjetos vy
luego rotule para su

identificacion.

Figura No. 17 Identificacion de hongos productores de ocratoxina mediante

tincion al fresco.



ANEXO N° 14

Figura No. 19 Aspergillus sp visto al microscopio.



ANEXO N° 15

1. Preparé las muestras de 2. Tamice las muestras 3. Pesar una cantidad
analisis mediante el molido  utilizando un tamiz de equivalente a 20 g de
de los granos de café 20 micras. polvo de  muestra
oro/café pergamino con un tamizado.

molino de cuchillas hasta

la obtencion de un polvo

6. Filtrar las muestras 5. Agitar vigorosamente 4. Adicione 30mL de
hasta  obtener una cada una de las muestras metanol al 70 a cada
solucién liquida y por 3 minutos. una de las muestras.
transparente.

-
7. Verifigue el pH de 8. Adicionar 200uL de 9. Adicione a |los
cada muestra el cual solucion  conjugada y micropocillos, 100uL de
debe encontrarse entre coléguela dentro de los la solucidn muestra de
6-8. pocillos de dilucion. granos de café oro/café

pergamino.



10. Homogenizar la mezcla 11. Realizar 5 lavados a 12. Secar los
depositada en los pocillos los pocillos de dilucion pocillos con papel
de dilucién utilizando un utilizando agua destilada. absorbente.

micropipeteador y dejar
reposar por 10 minutos a

temperatura ambiente.

15. Realizar la lectura de las 14. Adicionar 100pL 13. Adicionar 100pL de
muestras utilizando el lector de solucién Stop para solucion substrato y deje
de micropaocillos con filtro de detener la reacciéon de reposar por 5 minutos a
450 nm y filtro diferencial de extraccion de las temperatura ambiente.
630 nm (Stat Fax 4700 muestras.

ELISA Reader).

Figura No. 20 Flujograma para la determinacion de Ocratoxina A en granos de
café oro y café pergamino utilizando el kit AgraQuant® ELISA.

21)



ANEXO N° 16

Cuadro No. 40 Protocolo para la catacion del café como producto terminado.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
. MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA E INOCUIDAD DE ALIMENTOS Rt
“PROTOCOLO PARA LA CATACION DE CAFE COMO PRODUCTO TERMINADO”.

Objetivo: Realizar la evaluacion sensorial del café e identificar y definir las caracteristicas
intrinsecas dadas por el origen: especie y variedad, ubicacién geografica, clima y suelo.
Ademas, comprobar si dichas caracteristicas se mantuvieron inalterables o sufrieron cambios
por la aplicacion de la levadura probidtica.
Materiales:

- Una mesa para la cata

- Unasilla por catador

- Una escupidera por catador

- Vaso con agua potable

- Termodmetro

- Bandejas de aluminio para colocar las muestras

- Tazas de porcelana con capacidad de 180 a 200 ml

- Cuchara

- Prensa Francesa

- Recipientes para calentar el agua.

- Tostador de muestras

- Molino de café

- Balanza semianalitica

- Etiquetas para identificacién de las muestras

- Lapiz e impresos para anotacion de los resultados de la clasificacién

Preparacion de la muestra

1.Tueste:

-La muestra debera ser tostada dentro de las 24 horas antes de la cata y con un reposo minimo
de 8 horas.

-El punto de tueste debera ser claro a claro-medio tueste, medido segun la escala del M-Basic
(Gourmet) Agtron de aproximadamente 58 en el grano entero y 63 en grano molido, +/- 1 punto.

El tueste deberd completarse en no menos de 8 minutos y no méas de 12.




-La muestra debera ser enfriada inmediatamente con aire frio. Cuando alcance la temperatura
ambiente de aproximadamente 20° C, se almacenara en recipientes herméticos o en bolsas
impermeables hasta el momento de la cata para minimizar la exposicion al aire y evitar
contaminaciones. El almacenamiento debe ser en un lugar oscuro y fresco.

2. Dosis:

La dosis Gptima para la catacién es 8.25 gramos para 150 ml de agua.

3.Preparacion de la Cata:

-La muestra deberd molerse inmediatamente antes de la cata, no méas de 15 minutos antes de
la infusién con agua. Antes de moler y para determinar la dosis, la muestra debera ser pesada,
inexcusablemente, con los granos enteros.

-El tamafo de las particulas molidas debera ser ligeramente irregular como el habitualmente
utilizado para las cafeteras de filtro.

-Cada taza debera ser molida encaminando la cantidad precisa de la muestra a través del
molino, de manera que cada una de ellas se molera independientemente, asegurandose de que
todo el café de cada taza quedd depositado en la taza. Inmediatamente después de moler,
deberéa ser colocada en cada taza.

4. Vertido del Agua:

-El agua utilizada para la cata debe estar limpia y libre de olores, pero no deberé ser destilada o
suavizada. Ademas, debe ser fresca y debe encontrarse a una temperatura de hasta
aproximadamente 93° C en el momento de llenar la taza.

-El agua caliente debera ser vertida hasta el borde de la taza y directamente sobre la dosis de
café molido.

-Se permite que el café molido permanezca sin interferencias de 3 a 5 minutos antes de ser
evaluado.

Evaluacion de la muestra

1.Aroma:

-Dentro de los 15 minutos después de que las muestras hayan sido molidas, su aroma debera
ser evaluado levantando la tapa y oliendo el café en seco.

-Después de la infusion con agua, la corteza permanecera sin romperse por lo menos 3
minutos, pero no mas de 5. La rotura de la corteza es realizada moviendo la taza 3 veces,
permitiendo entonces al vapor que acompafie a la parte posterior de la cuchara mientras
olemos suavemente.

-La puntuacién del aroma se determina basandose en la evaluacion seca y hUmeda.

2.Sabor, post-gusto, acidez, cuerpo y equilibrio:

-Cuando la muestra ha enfriado a 70° C, después de 8-10 minutos desde la infusion, la




evaluacioén del café debe comenzar.

-El café es aspirado dentro de la boca de tal manera que alcance la mayor area posible,
especialmente la lengua y el paladar.

-Los vapores retronasales alcanzan su maxima intensidad a estas elevadas temperaturas, por
lo que sabor y regusto son evaluados en este punto. Como el café continla enfriandose, la
acidez, cuerpo y equilibrio son evaluados a continuacién.

-El equilibrio es la opinién del catador de como el sabor, gusto, acidez, y cuerpo se unen en una
combinacion sinérgica. Las preferencias del catador acerca de los diferentes atributos son
evaluadas a varias temperaturas diferentes (2 o 3 veces) mientras la muestra enfria.

-Para evaluar la muestra en una escala de 16 puntos, rodea la marca apropiada en el formulario
de cata. Si se hace algin cambio (si la muestra gana o perdiese alguna de sus caracteristicas
de calidad debido al cambio de temperatura), se remarca la escala horizontal y se dibuja un
punto para indicar la direccion de la puntuacion final.

3.Dulzor y uniformidad:

-Cuando el café alcanza la temperatura ambiente, dulzor y uniformidad seran evaluadas.

-Para estos atributos, el catador juzgard cada una de las tazas individualmente, adjudicando 2
puntos por taza y por atributo.

-La evaluacion del café debera cesar cuando la muestra alcance 16° C. La puntuacién conjunta
es determinada por el catador dando a la muestra como "Puntos del Catador" basados en la

combinacién de todos los atributos.




ANEXO N° 17

Tabla No. 5 Materiales a utilizar para la medicion de humedad en granos de
cafeé.

Medicién de humedad en granos de café.

Cantidad para )
L o Cantidad por total de ]
Descripcion utilizar por un Observaciones
o muestras a procesar
andlisis
Materiales:
Granos de café oro 10.0 gramos 180 gramos N/A
Granos de café
. 10.0 gramos 180 gramos N/A
pergamino
Equipos:
balanza de humedad
1 1 N/A
Ohaus MB45
Otros:
Cuaderno para
_ 1 N/A N/A
anotaciones

Tabla No. 6 Materiales a utilizar para la determinacion e identificacion de

hongos productores de ocratoxina A, en granos de café.

Determinacion e identificacion de hongos productores de Ocratoxina A, en granos de café.

Cantidad para )
L o Cantidad por total de )
Descripcién utilizar por un Observaciones
muestras a procesar

analisis
Materiales:
Granos de café oro 10.0 gramos 180 gramos N/A
Granos de café pergamino 10.0 gramos 180 gramos N/A

Medios de Cultivo:

Agua Peptonada Estéril 90.0mL 1620mL N/A

Tubos de ensayo estériles 27.0 mL de APE (3
486 mL N/A
con agua 9.0mL de APE tubos de ensayo)




15ml de Agar Papa

dextrosa para placas de 90.0 ml 1620mL N/A
Petri (6 placas)
Reactivos:
Reactivos para pruebas
Segun crecimiento. Segun crecimiento. N/A

rapidas API

Adicionar al agar

Papa dextrosa

Acido Tartarico al 10% 1.0 mL 18.0 mL
para tener un pH
3.5
Equipos:
Balanza semi-analitica 1 1 N/A
260 rpm durante
Stomacher 1 1 .
1 min
Temperatura
Incubadora 1 1
de uso: 25 + 2°C
Contador de colonias 1 1 N/A
Otros:
Bolsas estériles para
1 bolsa 18 bolsas N/A
Stomacher
Pipetas de 1.0 mL 4 pipetas 72 pipetas Pipetas estériles
Placas de Petri 6 placas 108 placas Placas estériles

Kit de pruebas rapidas API

Segun crecimiento.

Segun crecimiento.

Para hongos

ocratoxigenicos

Tabla No. 7 Materiales a utilizar para el recuento de Ocratoxinas.

Recuento de ocratoxinas.

Descripcién Cantidad para utilizar Cantidad por total de Observaciones
por un analisis muestras a procesar
Materiales:
Granos de café oro 10.0 gramos 180 gramos N/A
Granos de café N/A
10.0 gramos 180 gramos

pergamino




Reactivos

Metanol al 70% 40mL 720mL N/A
Reactivos del kit N/A
Accu Scan ! !

Equipos:

Molino o mortero y 1 1 N/A
pistilo.

Cronometro 1 1 N/A
Balanza sami N/A
analitica ! !

Equipo Accu Scan 1 1 N/A
Otros:

Beaker de 100.0 mL 1 1 N/A
Papel toalla 1 1 N/A
Tubos de dilucion 4 tubos 72 tubos N/A
Gradilla 1 1 N/A
Jeringa o o o N/A
micropipeta 3 jeringas 54 jeringas

Tabla No. 8 Materiales a utilizar para la reconstitucién de Levadura probiotica

Saccharomyces boulardii.

Reconstitucién de Levadura probiética Saccharomyces boulardii.

Descripcién Cantidad para Cantidad por total | Observaciones
utilizar por un de muestras a
andlisis procesar
Materiales:
Polvo liofilizado de S. boulardii N/A
equivalente a 10" células 20 gramos 36 gramos
Reactivos
Agua destilada 100mL 1800mL N/A
Equipos:

Balanzaanalitica 1 1 N/A




AgitadorMagnético 1 1 N/A
Cronometro 1 1 N/A
Termémetro de vidrio 1 1 N/A
Otros:

Porta muestra o papel glas 1 1 N/A
Erlenmeyer de 100.0mL 1 1 N/A
Probetagraduada de 100.0 mL 1 1 N/A
Agitador de vidrio 1 1 N/A

Tabla No. 9 Materiales a utilizar para la estandarizacion de Levadura probidtica

Saccharomyces boulardii.

Estandarizacién de Levadura probidtica Saccharomyces boulardii, mediante el Método

Espectrofotométrico.

Descripcion Cantidad para Cantidad por Observaciones
utilizar por un total de
analisis muestras a
procesar
Materiales:
S. boulardii reconstituida. 1.0mL 18.0mL N/A
Medios de Cultivo:
) 2 placas Para el
Placas de Petri 36 placas o
(20-30 mL de agar mantenimiento
con 10-15mL de agar Sabouraud (720mL aprox.)
Sabouraud) de cepa
Equipos:
Micropipeta 1 1 N/A
Espectrofotémetro 1 1 620nm
Otros:
Erlenmeyer de 50.0mL estéril 1 1 N/A
- . . Dato
Puntas estériles para micro pipeta 10 180 )
aproximado.
Tubos de ensayo con 10mL de 10 tubos 180 tubos Dato
SS. (100mL de SS) (1800 mL de SS) aproximado.
Celdas de cuarzo o pléasticas. 2 2 N/A




Pipeta de 1 mL

36

N/A

Pipeteador.

N/A

Tabla No. 10 Materiales a utilizar para la aplicacion de Levadura probiotica

Saccharomyces boulardii.

Aplicacién de Levadura probittica Saccharomyces boulardii.

Descripcién Cantidad para utilizar Cantidad por total de Observaciones
por un analisis muestras a procesar
Materiales:
Granos de café oro 30.0 gramos 360 gramos N/A
Granos de café N/A
. 30.0 gramos 360 gramos
pergamino
Equipos:
Cronometro 1 1 N/A
Otros:
Pipeta de 1.0mL 1 18 N/A
Pipeteador 1 1 N/A
Agua destilada 100mL 1800mL N/A
Bandeja plastica 3 3 N/A
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AgraQuant® Mycotoxin ELISA Test

Read the kit insert before running the test.

Ordering Information - AgraQuent® Mycotoxin Test Kits

Ttemm No. Duscrigtion Part Bum ber Quantitation Range
AgaQua't® Total Afeton 95/ 42 welta 1000208 10000099 4 - 40 ppb
AgaQuat® Tital Afatzxon DO &2 wells 10002100/ 10002101 1 - 20 ppd
AgraQuart® Afatosit M1 Sersitive U6 meita W00O2T 1610002127 25 - S00 ppt
AgraQuat® Aflatoxii M1 Mo V&S wnlla 0001 18/10002119 100 - 2000 ppt
AgraQuant® Alsttain M1 righ Senativty DE4EE wlls 100021 21000211 S -~ 100 ppe
AgaQuat® Afatasis 81 O E2 wells 100021 22/100021.23 < - 50 ppb
AgaQuats Decxyrdviao! V&S waila mv.)u.'x-.v:/mw;m?: S50 - 2000 ped
AgraQuat® Fuminass DSEE wnlia L0001 04710002108 250 - 3000 ppo
AgraQuat® Dchiratien V&S wnlla 000102/ 310002100 2 - 40 ppd
AgaQuat® T-2 Toxe DE4LE wells 10002113 I0002114 20 - 500 gy
AgaQuet® Iearsienone Mus I/ 4E wella 10002113/10003112 o5 = 1000 ppe
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Figura No. 22 Ficha técnica del kit para la determinacion de Ocratoxina.




ANEXO N° 20

Romer Labs”

CERTIFICATE OF PERFORMANCE

AgraQuant® Total Ochratoxin Test Kit (2 - 40ppb)

Product No.: COKAQ2000/ COKAQ2048; Lot No.:

Expiration Date:

Romer Labs® certifies that this batch of test kits has passed quality control assays and

1 Dec 2019

conforms with below specifications

201201-1817

0.80 -
0.60 -
0.40
- 0.20 *
e 0.00 + T i
802000 02 04 06 18
£.0.40
—-0.60 -
-0.80
-1.00
Lo¢(Conc.)
Figure 1. Standard curve of test kit
(Correlation coefficient, R = -0.9983, 50% inhibition = 6.6 ppb)
Sample ID Number Mean OD B/Bo, % CV, %
Standard, Oppb 3 1.887 100 27
Standard, 2ppb 3 1.483 19 0.5
Standard, 5ppb 3 1.151 61 1.0
Standard, 20ppb 3 0.393 21 11.2
Standard, 40ppb 3 0.208 11 13.0
Ochratoxin Recovery
Quality Control Sample ID Number Concentration Percentage (%)
(ppb)
Non-contaminated corn 3 <2.0 N.A.
JE:. Corn spiked with OTA, 10ppb 3 8.6 0.5 86+5
Naturally contaminated corn, 18ppb 3 17.1.2£:0.5 953

Note: 1) The OD value for standards may decrease during the shelf life of the test kit. The linearity of the

standard curve should remain the same, though the slope of the curve may change slightly.

2) Acceptable criteria for calibration curve: OD value for Oppb = 0.5; correlation coefficient, R must be

between -0.990 to -1.000.
3) The test kit has shelf-life as indicated in the certificate of performance or labels if it is stored

properly, under proper shipping conditions. Improper storage and exposure to high temperature
during shipment may affect the kit shelf life.

g

ot ([ 3013

Date

Regional Quality Control Executive
(DD/MM/YYYY)

oU/12/ 2048
Date
(DD/MM/YYYY)

Managifg Director / Vice President

Figura No. 23 Certificado del kit para la determinacién de Ocratoxina.




EVALUACION DE SACCHAROMYCES BOULARDII EN LA REDUCCION DE
COLONIAS DE PENICILLIUM Y ASPERGILLUS EN GRANOS DE CAFE ORO Y
PERGAMINO.

EVALUATION OF SACCHAROMYCES BOULARDII IN THE REDUCTION OF
PENICILLIUM AND ASPERGILLUS COLONIES ON GOLD AND PARCHMENT
COFFEE BEANS.
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RESUMEN

La Ocratoxina A es tan peligrosa, que expertos de la FAO y OMS (2009) han establecido un
limite maximo tolerable para los humanos de 100 milmillonésimos de gramo por kilogramo de
peso corporal a la semana, asimismo la Unién Europea (2006), establecié limites maximos
admisibles para la Ocratoxina A de 5 ppb en el café tostado y molido y 10 ppb en el café
instantaneo. El café producido localmente, asi como el café obtenido de las importaciones no
cuenta con registros que aseguren que el café para consumo local esté libre de microorganismos
que perjudiquen la salud humana. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar la aplicacion de
la Saccharomyces boulardii en la reduccién de colonias de Penicillium y Aspergillus en granos
de café oro y pergamino recolectadas en cuartos de almacenamiento de una exportadora de café,
durante el periodo de septiembre de 2019 a noviembre de 2020. Se aplico la levadura probiotica
Saccharomyces boulardii a la concentracion de 10° células de levadura/mL por 15 minutos a las
muestras de granos de café pergamino y oro, los cuales se caracterizaron con el uso de una ficha
técnica que permitié recabar datos relacionados a las condiciones de almacenamiento. La parte
experimental se realiz6 con un disefio completamente al azar con arreglo factorial y con una
repeticion; las muestras y controles fueron resguardados a condiciones de temperatura ambiente;
las muestras fueron extraidas durante los dias 0, 15, 56, 60 y 90 dias, realizando las
determinaciones correspondientes a porcentaje de humedad, recuento total de mohos y
levaduras, identificacion de hongos ocratoxigénicos y cuantificacion de ocratoxina A. Se
evidencio al dia 15 de evaluacion el grado de proteccion que Saccharomyces boulardii tiene
sobre los granos de café en condiciones de temperatura ambiente. Asimismo, se realiz6 un
analisis costo efectividad para determinar el tratamiento con mayor efectividad, seleccionando el
indice C/E igual al valor cero o el valor més bajo, aceptando los tratamientos 1 y 2 al dia 15 del
analisis.

PALABRAS CLAVE: Ocratoxina A, Saccharomyces boulardii, carcindgeno, levadura
probidtica, hongos ocratoxigénicos, café.
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ABSTRAC

Ochratoxin A is so dangerous that experts from the FAO and WHO (2009) have established a
maximum tolerable limit for humans of 100 billionths of a gram per kilogram of body weight per
week, following the European Union (2006), establishing maximum allowable limits for
Ochratoxin A of 5 ppb in roast and ground coffee and 10 ppb in instant coffee. Locally produced
coffee, as well as coffee obtained from imports, does not have records that ensure that coffee for
local consumption is free of microorganisms that harm human health. Therefore, the objective of
this work was to evaluate the application of Saccharomyces boulardii in the reduction of
colonies of Penicillium and Aspergillus in gold and parchment coffee beans collected in storage
rooms of a coffee exporter, during the period of September 2019 to November 2020. The
probiotic yeast Saccharomyces boulardii was applied at a concentration of 10° yeast cells/mL for
15 minutes to the samples of parchment and gold coffee beans, which were characterized with
the use of a technical sheet that allowed collecting data related to storage conditions. The
experimental part was carried out with a completely randomized design with a factorial
arrangement and with one repetition; the samples and controls were stored at room temperature
conditions; the samples were extracted during 0, 15, 56, 60 and 90 days, making the
determinations corresponding to percentage of humidity, total count of molds and yeasts,
identification of ochratoxigenic fungi and quantification of ochratoxin A. It was evidenced on
day 15 of evaluation of the degree of protection that Saccharomyces boulardii has on coffee
beans under room temperature conditions. Likewise, a cost-effectiveness analysis was performed
to determine the most effective treatment, selecting the C/E index equal to zero or the lowest
value, accepting treatments 1 and 2 on day 15 of the analysis.

KEY WORDS: Ochratoxin A, Saccharomyces boulardii, carcinogen, probiotic yeast,
ochratoxin fungi, coffee.

INTRODUCCION

El café ha sido y sigue siendo uno de los principales cultivos dentro del agro de El Salvador, las
etapas de su procesamiento presentan una serie de actividades que implican un control, por lo
que la aplicacion de practicas de conservacion inadecuadas o deficientes durante el proceso de
recoleccién pueden perjudicar la calidad del producto y ocasionar pérdida de la calidad e
inocuidad del grano, resultando como no apto para el consumo humano. La permanencia del
grano de café con altos contenidos de humedad (humedad superior al 12%), los tiempos
prolongados de los procesos, el contacto con la pulpa y los residuos, asi como, los ambientes
himedos vy las altas temperaturas en el almacenamiento, son condiciones de riesgo que generan
un ambiente propicio para la aparicién de hongos ocratoxigénicos como son hongos del género
Aspergillus y Penicillium que pueden dar lugar a la presencia de ocratoxinas, que por su gran
estabilidad quimica, se mantienen intactas durante la preparacion industrial de los alimentos,
llegando al ser humano por la ingestion. Lo anterior, ha dado lugar a la basqueda de nuevas
alternativas en el proceso de proteccion de los granos de café, teniendo en cuenta que la
aplicacion de desinfectantes da lugar a un cambio en el aspecto, color, aroma y textura natural
del producto final; en vista de tal situacién, se evalu6 la aplicacion de la Saccharomyces
boulardii en la reduccion de colonias de Penicillium y Aspergillus en granos de café oro y
pergamino recolectadas en cuartos de almacenamiento de una exportadora de café, durante el
periodo de septiembre de 2019 a noviembre de 2020.



METODOLOGIA.

La investigacion realizada adquirié un enfoque de tipo exploratorio y experimental, ya que el
método aplicado no habia sido desarrollado previamente en otros trabajos de investigacion; el
proposito del ensayo, fue obtener resultados de la aplicacion de la levadura probidtica
(Saccharomyces boulardii 10® células de levadura/mL) para relacionarlos con la disminucion de
la concentracion de ocratoxina A en granos de café oro y pergamino.

Caracterizacion de las condiciones de almacenamiento.

Se utilizé una ficha técnica para caracterizacion de lotes de café, la cual permitié obtener
informacién relevante acerca del proceso de cosecha, recoleccion y almacenamiento de los
granos de café; De la caracterizacion de las muestras se obtuvieron los datos siguientes:

- Descripcion de las caracteristicas de los granos de café al momento de la toma de la

muestra.

- Variedad y origen.

- Procedencia o lugar de produccion.

- Sistema de cultivo.

- Descripcion del proceso de recoleccion.

- Descripcion de las condiciones de almacenamiento reales.

- Humedad del grano.

- Humedad y temperatura del cuarto de almacenamiento.

Universo y muestra.

Universo.
Se consideré como universo para efectos de este estudio los granos de café pergamino y granos
de café oro, provenientes de los cuartos de almacenamiento de beneficio y tostaduria
respectivamente, obtenidos del beneficio de café Tuxpal, ubicado en San Juan Opico, La
Libertad.

Muestra.
Se considerdé como muestra a los granos de café oro y granos de café pergamino equivalentes a
1.0 Kg, previamente caracterizados con la ficha técnica para caracterizacion de lotes de café.

Sitio de recoleccion de muestras.

La recoleccion de las muestras se realiz6 en las areas de almacenamiento de beneficio y de
tostaduria de la empresa exportadora de café, ubicada en Carretera a Santa Ana, km 27 %,
Canton las Delicias, San Juan Opico, La Libertad, EI Salvador.
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Figura No. 1 Mapa de ubicacion geogréafica del beneficio Tuxpal

Previo al muestreo de los granos de café se efectlo la caracterizacion de los lotes, de los cuales
se procedio a la toma de muestra, para lo cual se tuvo en cuenta la metodologia propuesta por
Franco et al (2014), asi como la NMX-F-107-SCFI-2008 y la ISO 4072:1982, la cual establece
la metodologia de muestreo para café verde en cantidades de 10 0 mas sacos; y se considero la
cantidad de lotes existentes en cada cuarto de almacenamiento al momento de realizar la toma de
muestras. Para ello, se tom0 en cuenta lo siguiente:

Tabla No. 1 NUumero de muestras recolectadas de acuerdo al tamafio de lote.

Tamario de lote Numero de muestras a tomar (Kg)
Hasta 50 Kg Minimo 3 muestras
De 51 a 500Kg muestras

Para la recoleccion de las muestras se utilizd un chuzo de acero inoxidable debidamente
sanitizado y se tomaron tres puntos diferentes por cada saco; se extrajeron los granos de café, se
colocaron en bolsas plasticas estériles con cierre hermético grado alimenticio, a las que se
rotularon con sus respectivas etiquetas de identificacion y se procedi6 a su traslado al laboratorio
en contenedores tipo hieleras, debidamente limpios y sanitizados, para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Control de Calidad Microbioldgico
de la empresa AgroBiotek EI Salvador, para realizarles los respectivos analisis vy
determinaciones segun los dias correspondientes (0, 15, 56, 60 y 90 dias).

Las muestras recolectadas se utilizaron para la verificacion de las variables de medicién como:
porcentaje de humedad, recuento total de mohos y levaduras, identificacion de hongos
productores de ocratoxina y cuantificacion de Ocratoxina A, mediante la prueba para
determinacion de ocratoxina A AgraQuant® ELISA, las cuales se encuentran resumidas en la
Tabla No. 2, que se detalla a continuacion.



Tabla No. 2 Variables de medicion para cada uno de los tiempos de anlisis.

Tratamiento a . Tiempo de Variables a [nedlr
. Tipo de muestra e por cada dia de
aplicar analisis L
analisis
Café Pergamino (Area de 0 dias -Porcentaje de
Levadura Probidtica | almacenamiento de 15 dias Humedad.
Saccharomyces Beneficio). 56 dias -Recuento total de
boulardii. Café Oro (Area de 60 dias mohos y levaduras.
almacenamiento de 90 dias -ldentificacion de
Tostaduria). hongos productores
Café Pergamino (Area de 0 dias de ocratoxina A.
almacenamiento de 15 dias -Cuantificacién de
Beneficio). 56 dias ocratoxina A.
Muestras testigos. Café Oro (Area de 60 dias mediante la prueba
almacenamiento de 90 dias para determinacion
Tostaduria). de ocratoxina A
AgraQuant® ELISA

Almacenamiento de las muestras y testigos.

Las condiciones de almacenamiento para las muestras y los testigos fueron a condiciones de
temperatura ambiente, lo anterior, para asemejar las condiciones reales donde se resguardan los
granos en los beneficios de café.

Para los analisis realizados en los dias correspondientes, cada muestra fue extraida del cuarto de
almacenamiento donde se encontraron almacenadas para su respectivo analisis; para el caso de la
muestra analizada en el dia cero, se aclara, que no fue almacenada, sino que el andlisis se realizd
el mismo dia de la recoleccion de las muestras y al mismo tiempo se aplico la levadura
probiética Saccharomyces boulardii. Para el caso de las muestras testigos, no se les aplicd
ningun tipo de tratamiento (levadura probiotica), sin embargo, fueron sometidas a las mismas
condiciones que el resto de las muestras del estudio.

Reconstitucién de la levadura probidtica.

El proceso de reconstitucion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii, se realizé a
partir de una levadura de tipo comercial, para lo cual se procedio6 de la siguiente manera:
- A partir del polvo liofilizado de Saccharomyces boulardii, equivalente a 10° células de
levadura.
- Se pes6 la cantidad de 2.0 g de polvo liofilizado y se procedié a la reconstitucion
mediante la adicion de 100 mL de agua estéril a temperatura ambiente.
- Se homogeniz6 suavemente con la ayuda de un agitador magnético a 100rpm por 5 min.
- Se dejo reposar durante 20 minutos, a temperatura de 25 —30°C.
- Posteriormente se homogenizd nuevamente a temperatura ambiente durante 5 min.
- Se procedi6 a extraer en forma estéril y utilizar en las determinaciones respectivas.



Estandarizacion de la levadura probidtica.

La estandarizacion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii, se realizéd utilizando el
método espectrofotométrico a una longitud de onda de 620 nm y segln la metodologia descrita
por Pardo, et al. (2009) y por Solis (2017) tal como se describe a continuacion:

- Se extrajo 1.0 mL del liquido reconstituido de Saccharomyces boulardii equivalente a
10° células de levadura/ml.

- Se coloco 1.0 mL de solucion reconstituida de Saccharomyces boulardii en un tubo de
ensayo que contenia 10mL de solucion salina estéril y posteriormente se procedio a
agitarlo hasta obtener una solucién homogénea.

- Se adiciond 1000 pL de solucion homogénea de Saccharomyces boulardii a una celda
de cuarzo para realizar la lectura en el espectrofotometro.

- Se efectuo la lectura en el espectrofotémetro ultravioleta visible a una longitud de onda
de 620 nm.

- Se realizaron diluciones para obtener la concentracién de 108 células de levadura/mL,
considerando que la absorbancia entre 0.3-0.4 es equivalente a 0.8x10°-1.5x10° células
de levadura/mL.

De la levadura estandarizada se tomo una alicuota de 1.0mL y se procedid a inocular en placas
de Petri a las cuales se les adiciond agar Sabouraud (4% de glucosa) para el mantenimiento de
las cepas.

Aplicacion de levadura probidtica a granos de café oro y café pergamino.

La aplicacion de la Saccharomyces boulardii, se realiz6 después de haber efectuado la
estandarizacion de la levadura probidtica a la concentracion de 10° células de levadura/mL,
aplicando la levadura directamente a los granos de café oro y pergamino, mediante el método de
sumergimiento durante 15 minutos, en condiciones de temperatura ambiente.

Secado de los granos de café oro y café pergamino

Una vez que se aplico la levadura probidtica a los granos de café oro y café pergamino, se
efectud el proceso de secado de los granos de café, los cuales se dejaron secar al ambiente en
bandejas de secado, entre 1 y 2 dias, verificando constantemente la humedad relativa de los
granos de café, hasta obtener un porcentaje del 12%; luego las muestras se resguardaron en
bolsas pléasticas estériles, a condiciones de temperatura ambiente.

Variables de Medicién en los dias de analisis
Determinacién del porcentaje de humedad

La determinacion del porcentaje de humedad en granos de café oro y granos de café pergamino,
se realizo utilizando una balanza de humedad Ohaus MB45.

Identificacion de hongos productores de ocratoxina A, en granos de café oro y café pergamino.
Para la identificacion de los hongos productores de ocratoxina A, previamente se realizo, la
cuantificacion de hongos, mediante la metodologia planteada por Camacho et al. (2009),
posteriormente, de las placas que presentaron crecimiento de hongos se tomé una muestra y se
procedi6 a realizar la identificacion de los hongos mediante el uso del microscopio y guias de
identificacion, para verificar la existencia de hongos productores de ocratoxina.



Cuantificacion de hongos productores de ocratoxina A en muestras de café oro y café
pergamino.

Para la cuantificacién de hongos productores de ocratoxina en granos de café oro y granos de
café pergamino, se procedio de la forma siguiente:
- Se pes6 en una balanza semianalitica una muestra de 10 g de café oro o de café pergamino.
- Se procedi6 a estomachear 10.0 g de muestra de café oro o de café pergamino a 260 rpm
por 1 minuto, con 90.0mL de agua peptonada estéril, con esto se obtuvo la dilucion 10
- Posteriormente se realizaron diluciones seriadas con agua peptonada 1:10 hasta obtener la
dilucion 10,

- Seinocul6 por duplicado 1.0 mL de las diluciones preparadas en placas de Petri.

- Se adicion6 aproximadamente 15 - 20mL de Agar Papa Dextrosa (PDA) previamente
preparado a las placas de Petri.

- Se homogenizaron las placas de Petri: muestra mas medio de cultivo, mediante la técnica en
ocho.

- Posteriormente las placas de Petri, se incubaron durante 3 a 5 dias a temperatura de 25 +
2°C.

Después de los dias de incubacion, se realizo el recuento de las placas con presencia de colonias

de hongos, para posteriormente estimar el promedio de UFC/g por muestra de café oro o muestra

de café pergamino. De las placas que presentaron crecimiento de hongos, se realizd la

identificacion de los hongos, mediante el uso del microscopio.

Identificacion de hongos productores de ocratoxina mediante el uso de microscopio.

La identificacion de hongos productores de ocratoxina tales como Penicillium sp y Aspergillus
sp, se realizé mediante la tincién al fresco.

Cuantificacion de la presencia de Ocratoxina A en granos de café oro y café pergamino.

La cuantificacion de la ocratoxina A en las muestras de café oro/café pergamino, se realizd

utilizando la prueba para la determinacion de ocratoxina A AgraQuant® ELISA, para lo cual los

pasos a sequir fueron:

- Se prepararon las muestras de analisis mediante el molido de los granos de café oro/café
pergamino con un molino de cuchillas hasta la obtencion de un polvo fino.

- Se procedi6 al tamizaje de las muestras utilizando un tamiz de 20 micras.

- Se procedi6 a pesar una cantidad equivalente a 20 g de polvo de muestra tamizado.

- A las muestras pesadas se les adiciono 30mL de metanol al 70 y se procedio a agitar
vigorosamente por 3 minutos.

- Las muestras fueron filtradas para obtener una solucion liquida y transparente a la cual se le
realizé la medicioén del pH, verificando que se encontrara entre 6-8.

- Se prepararon los reactivos y el equipo de lectura Stat Fax 4700 ELISA Reader.

- A continuacién, se pipetearon 200puL de solucion conjugada y se colocaron dentro de los
pocillos de dilucion.

- Se adicionaron a los micropocillos, 100uL de la solucion previamente preparada de las
muestras de granos de café oro/café pergamino y muestras testigos.



- Homogenizar la mezcla depositada en los pocillos de dilucion utilizando un
micropipeteador y se dejo reposar por 10 minutos a temperatura ambiente.

- Se realizaron 5 lavados de los pocillos de dilucién utilizando agua destilada y
posteriormente, se procedi6 al secado de los pocillos con papel absorbente.

- Se adicion6 100uL de solucién substrato y se dejo reposar por 5 minutos a temperatura
ambiente.

- Seadiciond 100puL de solucion Stop para detener la reaccién de extraccion de las muestras.

- Se procedi6 a realizar la lectura de las muestras utilizando el lector de micropocillos con
filtro de 450 nmy filtro diferencial de 630 nm (Stat Fax 4700 ELISA Reader).

Especificacion de ocratoxina: el valor de ocratoxinas recomendada se encuentra en 4 pg/kg. Por

otra parte, la Unidn Europea ha establecido limites méximos admisibles para la ocratoxina A de

5 ppb en el café tostado y molido, y 10 ppb en el café instantaneo.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Resultados de la aplicacion de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii

La aplicacién de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii, mediante el método
sumergimiento, ha permitido identificar que los granos de café oro y pergamino mantuvieron sus
caracteristicas iniciales después de haber pasado por el proceso de secado, lo cual, nos permite
establecer que a pesar que la levadura ha sido aplicada, no ha modificado inicialmente las
caracteristicas del grano de café oro y grano de café pergamino.

Caracterizacion de las condiciones de almacenamiento y los granos de café oro y
pergamino.

Como resumen del procesamiento de las fichas técnicas utilizadas para la caracterizacion de los
lotes de café, se puede determinar que la bodega de almacenamiento cumple con las
recomendaciones emitidas por diferentes asociaciones cafetaleras para el almacenamiento
adecuado del café, entre las cuales se pueden mencionar:

- Tarimas separadas del suelo de las “pifias” o sacos de café apilados unos sobre otros, por lo
cual existe el espacio de circulacion de aire entre el piso y los primeros sacos de café.

- Cada “pifia” consta no mas de 5 sacos al momento del muestreo.

- Se visualizd que entre el techo y la ultima estiba existe un espacio prudencial, permitiendo
la circulacion de aire entre las estibas.

- Existe circulacién de aire entre el techo y la pared, y contiene una malla metalica que
impide el paso libre de roedores, murciélagos, entre otros a la bodega.

- El porcentaje de humedad del grano al momento del muestreo fue igual al del momento de
almacenamiento: 11.5% promedio, esto cumple con la recomendacion emitida por las
asociaciones cafetaleras de secar el grano entre 11 a 12% para evitar crecimiento de hongos
durante el almacenamiento.

- Se visualizaron trampas para roedores dentro y fuera de la bodega, como requisito de
salubridad por parte de entidades gubernamentales y por certificaciones internacionales.

- Existe una recubierta plastica en todo el piso de la bodega ya que la zona es propensa a
inundaciones en época lluviosa



En relacion al proceso de secado de los granos de café pergamino a condiciones de temperatura
ambiente, se pudo identificar que los granos de café pergamino han presentado un porcentaje de
humedad promedio de 11.6%, mientras que para las muestras de café oro tratadas se obtuvo un
porcentaje de humedad promedio de 11.46%.

A continuacidn, se detallan los resultados obtenidos de las mediciones del porcentaje de
humedad al inicio y final de la investigacion, lo cual se determiné para los granos de café oro y
granos de café pergamino, tanto para las muestras tratadas con la levadura probidtica como para
las muestras testigos.

Medicion del porcentaje de humedad (%) en

granos de cafe pergamino.
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Figura No. 2 Resultados obtenidos de la medicion del porcentaje de humedad en granos de café
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En el grafico anterior se observa que la tendencia del porcentaje de humedad, es mayor para las
muestras testigos, tanto al inicio como al final, de igual forma, se puede identificar un aumento
de humedad en los granos de café oro tratados con la levadura probi6tica, aunque el aumento es
menor, en comparacién con los testigos, por lo que, se puede identificar, que la aplicacion de la
levadura probidtica no interfiere en el incremento de la medicion del porcentaje de humedad,
sino mas bien, el aumento del porcentaje de humedad, esta intimamente relacionado con las
condiciones ambientales y con el proceso de secado que los granos tengan.



Medicion del porcentaje de humedad (%) en
granos de cafe oro.

B Tratadas M Tratadas Testigos M Testigos
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En el grafico anterior se observa que la tendencia del porcentaje de humedad, es mayor para las
muestras testigos, tanto al inicio como al final, de igual forma, se puede identificar un aumento
de humedad en los granos de café oro tratados con la levadura probi6tica, aunque el aumento es
menor, en comparacién con los testigos, por lo que, se puede identificar, que la aplicacion de la
levadura probidtica no interfiere en el incremento de la medicién del porcentaje de humedad,
sino mas bien, el aumento del porcentaje de humedad, esta intimamente relacionado con las
condiciones ambientales y con el proceso de secado que los granos tengan.

Cuantificacion e identificacion de hongos productores de ocratoxina A, en granos de café
oro y pergamino.

Identificacion de hongos productores de ocratoxina A en muestras de café.

Se realiz6 la identificacion de hongos del genero Aspergillus niger, observando al microscopio
cabezas conidiales mostrando conidioforos hialinos, vesiculas globosas, esterigmas en una o en
dos series, conidios globosos.

Figura No. 4 Aspergillus visto al microscopio.



A continuacion, se presenta un cuadro resumen que muestra los promedios de colonias de
hongos durante los dias 0, 15, 56, 60 y 90 dias del ensayo, ademas se ha determinado el valor de
la desviacion estandar y el valor de T calculado.

Tabla No. 3 Resumen de promedios de crecimiento de colonias de Aspergillus niger durante los
90 dias del anlisis.

andliss| grano | mueea | PTOmedio | & sd | T
Pergamino Testigo 0 0 0 0
Tratadas 0 0 0 0
0 Oro Testigo 0 0 0 0
Tratadas 0 0 0 0
Pergamino Testigo 0.4 1.6 0.4 1
15 Trata_das 0 0 0 0
Oro Testigo 0.8 1.73 0.41 1.92
Tratadas 0 0 0 0
Pergamino Testigo 2 6.66 0.81 2.45
56 Tratadas 0.9 1.43 0.37 -2.38
Oro Testigo 1.8 4.4 0.66 2.71
Tratadas 0.5 0.94 0.3 -1.63
Pergamino Testigo 3.4 17.15 1.3 2.6
Tratadas 2 5.11 0.71 -2.8
60 Testigo 3.4 15.82 1.25 2.7
oro Tratadas 14 3.15 0.56 2.49
Pergamino Testigo 4.7 29.34 1.71 2.74
90 Trata_das 3 10.66 1.03 -2.9
Oro Testigo 4.9 32.76 1.81 2.71
Tratadas 2.3 7.12 0.84 -2.73

En el caso del cuadro anterior y con Tc (calculado) se aprueban todos aquellos valores que estén
mas cercanos al valor cero, ya que es mas probable que ocurra ese fenémeno o que funcione el
tratamiento. Los tratamientos que se aprueban o que estdn mas cerca de cero serian: T1
(pergamino) y T2 (Oro) a los 15 dias, teniendo un Tc de cero en ambos casos. Para los siguientes
dias de medicion, aunque se pudo denotar una disminucion de proteccion del grano, se evidencid
que hay una ventaja de las muestras tratadas contra los testigos, en ese caso, es importante
mencionar que para el dia 56 en los granos de café pergamino que fueron tratados con la
levadura probiotica, éstos presentaron un valor de -2.38 y los testigos de 2.45; para los granos de
café oro los testigos presentaron un valor de 2.71 y las muestras tratadas de -1.63, para este caso,
se observo cierta inhibicion de crecimientos de colonias en granos oro al dia 56 de medicion.

Para los dias 60 y 90 se pudo observar que los resultados se encuentran con valores elevados
mayores a un valor de 2.0, para lo cual, se determiné que ya no es probable que ocurra



proteccion con la aplicacion de la levadura probidtica a la concentracion de 10° células de
levadura/mL.

Relacién del crecimiento de colonias de Aspergillus con el aumento de humedad.

Se realizé este apartado con el fin de destacar la relacion del aumento de humedad en los granos
de café, con la aparicion de hongos como Aspergillus en cuartos de almacenamiento.

Tabla No. 4 Crecimiento de colonias de Aspergillus spp y su relacién con la humedad al inicio y
final de la investigacion en café pergamino.

Granos Pergamino
Inicio (dia cero) Final (dia noventa)
Lote Testigo | Testigo | Tratada | Tratada | Testigo | Testigo | Tratada | Tratada
(UFC) | (%H) (UFC) (%H) (UFC) | (%H) (UFC) (%H)
1 0 12 0 11.5 12 18.8 6 17.9
2 0 12 0 11.5 12 12.3 7 12.3
3 0 12.3 0 11.5 4 12.3 4 12.5
4 0 12 0 12 9 13 7 10.2
5 0 12 0 115 10 14.5 6 13.4

En el cuadro anterior se aprecian los resultados de los recuentos de colonias de hongos en granos
de café pergamino, tanto en las muestras testigos como para las muestras tratados con la
levadura probi6tica. Al inicio del analisis no se evidenci6 crecimiento de hongos, sin embargo,
es evidente el crecimiento de hongos al dia 90 de lectura en las muestras testigos como en las
muestras tratados con levadura probi6tica; a la misma fecha, los testigos superaron en UFC a las
muestras tratadas en los lotes 1, 2, 4 y 5; las muestras tratadas con levadura probidtica que
presentaron el aumento en colonias de hongos, se les observd, ademas, un aumento en la
humedad de por lo menos una unidad. Excluyendo al lote 3 que tuvo el mismo crecimiento de
UFC a lo largo de la investigacion y el porcentaje de humedad en el grano de café pergamino se
mantuvo igual en la muestra testigo mientras que en las muestras tratadas solo de identific6 un
aumento del 1%.

Tabla No. 5 Crecimiento de colonias de Aspergillus spp y su relacién con la humedad al inicio y
final de la investigacion en café oro.

Granos Oro
Inicio (dia cero) Final (dia noventa)
Lote Testigo | Testigo | Tratada | Tratada | Testigo | Testigo | Tratada | Tratada
(UFC) | (%H) (UFC) (%H) (UFC) | (%H) (UFC) (%H)
6 0 11.7 0 11.1 12 11.7 5 11.1
7 0 11.7 0 12 7 11.7 3 10.5
8 0 11.5 0 11.2 6 13 3 11.2
9 0 12 0 12 9 17 5 15.4
10 0 11.5 0 11 15 11.5 7 10.3




En el cuadro anterior se aprecia que no hubo un aumento significativo en el porcentaje de
humedad de cada lote analizado, sin embargo, hubo crecimiento de UFC mayor en las muestras
testigos que en las muestras tratadas con la levadura probidtica al dia 90 de la evaluacion. Lo que
advierte que se tuvo crecimiento de hongos en los granos de café oro, después de 90 dias de
almacenamiento.

Al realizar una comparacion entre las muestras testigos de los granos de café pergamino y los
granos de café oro, se pudo observar mayor crecimiento de UFC en los granos de café
pergamino tanto en las muestras tratadas con la levadura probidtica como en las muestras
testigos, lo que permitid inferir que existe la probabilidad que sea por la presencia del pergamino
o0 pulpa que se seco sobre la semilla y que al ser almacenada de esta forma, aumento su humedad
interna dentro del cuarto de almacenamiento.

En los granos de café oro no se evidencié un aumento significativo en el porcentaje de humedad
en comparacion con los granos de café pergamino.

Cuantificacion de la presencia de Ocratoxina A en granos de café oro y pergamino.

Tabla No. 6 Recuento de OTA durante el dia cero, en granos de café pergamino después de la
aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino en el dia cero de analisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) | Abs. Ocratoxina (ppb)

1 1.057 <LOD(1.9ppb) 1.057 <LOD(1.9ppb)

2 1.03 <LOD(1.9ppb) 1.03 <LOD(1.9ppb)

3 0.95 <LOD(1.9ppb) 0.95 <LOD(1.9ppb)

4 0.9 <LOD(1.9ppb) 0.9 <LOD(1.9ppb)

5 1.06 <LOD(1.9ppb) 1.06 <LOD(1.9ppb)

El recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino al dia cero, tanto para las muestras
testigos como para las muestras tratadas es relativamente similar ya que los valores de
absorbancia obtenidos para los testigos como para las muestras tratadas ha sido el mismo, por lo
que al inicio del analisis se parte de recuentos iguales de ocratoxina A.

Tabla No. 7 Recuento de OTA durante el dia quince, en granos de café pergamino después de la
aplicacion de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino en el dia 15 de analisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
1 1.057 <LOD(1.9ppb) 1.22 <LOD(1.9ppb)
2 0.92 <LOD(1.9ppb) 1.116 <LOD(1.9ppb)
3 0.84 <LOD(1.9ppb) 1.262 <LOD(1.9ppb)
4 0.9 <LOD(1.9ppb) 1.158 <LOD(1.9ppb)
5 0.93 <LOD(1.9ppb) 1.282 <LOD(1.9ppb)




En el cuadro anterior podemos notar que a los 15 dias los granos de café pergamino con la
levadura probiotica, sobrepasaron el valor de 1 en absorbancia, lo que significa que la
concentracién de ocratoxina A es menor en las muestras de café pergamino en comparacion con
las testigos, ya que solo el lote 1 de los testigos obtuvo un valor de 1.057 de absorbancia y las
demés quedaron por debajo de 1, lo cual indica que la concentracion de Ocratoxina A es mayor
en los testigos que en las muestras tratadas con levadura probiotica.

Tabla No. 8 Recuento de OTA durante el dia noventa, en granos de café pergamino después de
la aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café pergamino en el dia 90 de analisis
Lote Testigos Tratadas
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
1 0.073 63.45 0.193 40.04
2 0.065 69.55 0.062 72.18
3 0.063 71.28 0.057 77.08
4 0.072 62.45 0.053 81.57
5 0.065 69.55 0.056 78.16

Al dia 90 de analisis, tanto los testigos como las muestras tratados con levadura probidtica
presentaron un valor de transmitancia muy por debajo de cero, esto se traduce que a los 90 dias
del ensayo tanto los testigos como las muestras tratadas con levadura tienen concentraciones
altas de OTA, en este punto podemos asumir que la levadura ya no ejerce su eficacia protectora.

Tabla No. 9 Recuento de OTA durante el dia cero, en granos de café oro después de la
aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café oro en el dia cero de andlisis
Lote Testigos _ Tratadas _
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
6 0.957 <LOD(1.9ppb) 1.1 <LOD(1.9ppb)
7 0.9 <LOD(1.9ppb) 1.08 <LOD(1.9ppb)
8 0.957 <LOD(1.9ppb) 0.957 <LOD(1.9ppb)
9 1.06 <LOD(1.9pph) 0.979 <LOD(1.9ppb)
10 1.02 <LOD(1.9ppb) 1.059 <LOD(1.9ppb)

En el dia cero del andlisis de las muestras de café oro, se identifica discrepancia en los valores
obtenidos de las mediciones absorbancia, siendo los lotes 6, 7 y 8 de los testigos los que
presentan valores de absorbancia por debajo del valor de 1, lo que significa una elevada cantidad
de ocratoxina A, mientras que los lotes 9 y 10 de los testigos se mantienen con baja cantidad de
ocratoxina, ya que los valores de absorbancia son mayores a 1. Por otra parte, en relacion con las
muestras tratadas con levadura probidtica se puede evidenciar que Unicamente los lotes 8 y 9
presentan valores de absorbancia por debajo del valor de 1; mientras que las muestras tratadas
con levadura probioética, pertenecientes a los lotes 6, 7 y 10 presentan valores mayores de
absorbancia mayores a 1, considerando un valor bajo de ocratoxina A.



Tabla No. 10 Recuento de OTA durante el dia quince, en granos de café oro después de la
aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café oro en el dia 15 de anélisis
Lote Testigo_s Tratadas _

Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)
6 0.926 2.11 1.146 <LOD(1.9ppb)
7 10.854 3.35 1.08 <LOD(1.9ppb)
8 0.957 <LOD(1.9ppb) 0.957 <LOD(1.9ppb)
9 0.979 <LOD(1.9ppb) 0.979 <LOD(1.9ppb)
10 0.93 2.04 1.059 <LOD(1.9ppb)

A los 15 dias del ensayo, se observa que en los granos de café oro tratados con la levadura
probidtica, solamente los lotes 8 y 9 mostraron lecturas por debajo de cero, mientras los lotes 6,
7 y 10 sobrepasaron el valor de absorbancia de 1, es decir, se identifica un valor bajo de
ocratoxina A. En relacion a los testigos, se identifica que mostraron niveles de absorbancia por
debajo del valor de 1 en todos los lotes, es decir presentan una elevada concentracion de
ocratoxina A. Por lo tanto, al dia 15 del ensayo se puede determinar que el efecto protector de la
levadura probidtica en los granos de café oro, Unicamente se puede evidenciar en las muestras de
los lotes 6, 7 y 10, mientras que los lotes 8 y 9 presentan resultados similares al de los testigos.

Tabla No. 11 Recuento de OTA durante el dia noventa, en granos de café oro después de la
aplicacién de S. boulardii.

Recuento de ocratoxina A en granos de café oro en el dia 90 de analisis
Lote Testigos _ Tratadas _
Abs. Ocratoxina (ppb) Abs. Ocratoxina (ppb)

6 0.078 60.19 0.057 77.08
7 0.085 56.18 0.055 79.26
8 0.063 71.28 0.057 77.08
9 0.065 69.55 0.058 76.05
10 0.074 62.77 0.103 48.06

En los granos de café oro a los 90 dias del ensayo, tanto las muestras tratadas como los testigos
presentaron niveles de absorbancia muy por debajo de cero lo que se traduce a una alta
concentracion de Ocratoxina A, por lo anterior, puede establecerse que al igual que en los granos
de café pergamino donde todas las muestras tratadas con levadura probiética y los testigos
mostraron niveles de absorbancia por debajo cero, se puede determinar que a los 90 dias del
ensayo, la eficacia de proteccion de la levadura sobre los granos de café oro y pergamino es
nula.

Con los datos anteriores se determiné que para los dias cero y quince del ensayo las mediciones
de ppb de OTA se mantuvieron por debajo de 1,9 ppb lo cual cumple con el limite méximo
admisible para OTA de 5 ppb en café tostado y molido segin pardmetros establecidos por la
Union Europea (2006).



Analisis costo-efectividad de la aplicacion del método con Saccharomyces boulardii.

Se realizo6 el anélisis de dominancia el cual se efectud, primero, ordenando los tratamientos de
menor a mayor costo variable y un menor porcentaje de efectividad, lo anterior se detalla en la
tabla No. 12, en la que se establecen los tratamientos con cada dia de medicion de OTA para
determinar el indice Costo-Efectividad.

Tabla No. 12 Tratamientos con cada dia de medicion para OTA para determinar el indice Costo-

Efectividad.
Traamiento | Dade | S6promedio | Costo | Gt
medicion de efectividad | Variable (%) o
efectividad)
0 103.4 5.42 0.052
T1 15 104.42 5.42 0.051
90 6.6 5.42 0.821
0 99.94 5.42 0.054
T2 15 120.76 5.42 0.044
90 8.42 5.42 0.643
Testigo 0 97.88 0 0
(café oro) 15 92.92 0 0
90 7.3 0 0
Testigo 0 99.94 0 0
(café pergamino) 15 92.94 0 0
90 6.76 0 0

Para seleccionar el tratamiento mas econémico y de mayor efectividad, a partir del cuadro
anterior, es importante recordar que se hizo la aplicacién de la levadura una sola vez en el dia
cero de cada tratamiento, excepto en los testigos. Motivo por el cual no aparecen los valores de
los costos en los dias 15 y 90 de cada tratamiento; ya que uno de los objetivos ha sido observar
los dias control de la levadura sobre la produccion de OTA en el grano de café con solo una
aplicacién.

Para determinar cudl tratamiento obtuvo mayor efectividad se selecciona aquel cuyo indice C/E
es igual a cero o el valor mas bajo. Dado el caso se aceptan los tratamientos 1y 2 al dia 15 cada
uno con valores de 0.051 y 0.044 respectivamente.

CONCLUSIONES

La informacién que se presenta en este estudio sienta un precedente en el uso de la levadura
probiotica Saccharomyces boulardii en la reduccién de hongos productores de ocratoxina como
Penicillium y Aspergillus, lo cual al dia 15 de evaluacion el grado de proteccion que
Saccharomyces boulardii presenta sobre los granos de café en condiciones de temperatura
ambiente es favorable. La cuantificacion de la ocratoxina A en granos de café oro y pergamino
ha permitido evidenciar el grado de proteccion que la levadura probidtica ejerce sobre los granos
de café en condiciones de temperatura ambiente. Al dia 90 del ensayo tanto los testigos como las
muestras tratadas con levadura probiética, ya sea para los granos de café oro como para los de
café pergamino, se identificaron concentraciones elevadas de ocratoxina A por arriba del limite



admisible establecido por la Unién Europea (2006), por lo tanto, se puede establecer que la
eficacia de proteccién es nula. En relacion a los resultados obtenidos de la medicién del
porcentaje de humedad al inicio (dia cero) y al final de la investigacion (dia noventa), se
determind que la aplicacion de la levadura probidtica no interfiere en el incremento de la
medicion del porcentaje de humedad, sino mas bien, el aumento del porcentaje de humedad estéa
intimamente relacionado con las condiciones ambientales y con el proceso de secado que los
granos tengan.

El analisis costo efectividad permitié determinar el tratamiento que obtuvo mayor efectividad
seleccionando aquel cuyo indice C/E es igual al valor cero o el valor mas bajo. Dado el caso se
aceptaron los tratamientos 1 y 2 al dia 15 de la investigacion, con valores de 0.051 y 0.044
respectivamente.

Finalmente, en cuanto a las caracteristicas sensoriales de los granos de café oro y café pergamino
no fue posible efectuarse, debido a la pandemia por Covid-19, por lo que queda la incertidumbre
en funcién de determinar si la levadura probidtica puede o no afectar las caracteristicas
sensoriales del café y si esto puede o no favorecer la aceptabilidad por parte del consumidor
final.
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