I. INTRODUCCION.

Anualmente, en Venezuela se producen grandes pérdidas en productos agricolas tales como:
granos, semillas, frutas, hortalizas, etc, debido a la contaminacion por mohos los cuales estan
asociados a las condiciones climéaticas imperantes, malas practicas de preservacion de los productos
y condiciones inadecuadas de almacenamiento, que usualmente suelen presentarse en nuestro pais.
En Venezuela se presentan temperaturas promedio que oscilan entre los 15 y 34°C durante el afio y
ademas, posee una alta humedad relativa, lo cual favorece el desarrollo de la flora flingica en los

productos agricolas.

El café es uno de los rubros agricolas de mayor importancia en la regién centro occidental
de Venezuela y al igual que otros muchos rubros como el maiz, el arroz, las leguminosas, el cacao y
la soya, este cultivo es afectado por la presencia de algunos tipos de mohos, muchos de los cuales
producen efectos adversos desde el punto de vista econémico y de salud. Uno de los principales
problemas generados por la invasion de mohos durante la cosecha o durante el almacenamiento de
los granos, es la probabilidad de que ellos puedan producir toxinas, mas frecuentemente
denominadas micotoxinas, las cuales ocasionan tanto en animales como en seres humanos

enfermedades graves gque pueden conllevar a la muerte (Mandigan y Martinko, 2006).

Los mohos pertenecen a la subdivision de lo que se conoce como hongos. Los mohos se
caracterizan principalmente por la formacién de colonias de tipo algodonoso y por poseer
estructuras tubulares. Los mohos se encuentran entre los principales agentes microbiolégicos
causales de la alteracién de los alimentos. Estos, durante su crecimiento sobre el alimento, toman de
este todo aquello gue necesitan, tanto para su desarrollo como para producir la energia necesaria
para llevar a cabo todos sus procesos vitales, provocando en el alimento, no solo cambios
organolépticos, si no también: la disminucién de su valor nutritivo, disminucién de la capacidad de

germinacion en semillas o granos, pérdida de materia seca como consecuencia de la absorcion de



nutrientes y agua del grano, por parte del micelio fungico, deterioro visible y rechazo por su
apariencia desagradable, alergias, y la produccion de sustancias que pueden tener diversas

actividades bioldgicas para los seres humanos y animales (Mandigan y Martinko, 2006).

Los alimentos que tipicamente pueden ser alterados por mohos son muy diversos, entre los
gue se destacan: los cereales, semillas oleaginosas, granos, frutas, legumbres, productos carnicos y
lacteos fermentados, frutos secos, especias, productos de panaderia, etc. La caracteristica principal
de estos productos es la de poseer o un bajo nivel de actividad de agua o un bajo pH, debido a lo
cual es posible que dichos factores, junto al tipo de contaminacién, determinan que los mohos
sean capaces de desplazar a las bacterias e inclusive a las levaduras en la carrera por colonizar un

alimento.

Para prevenir o controlar el desarrollo de estos microorganismos en los alimentos y asi
poder extender la vida util de los productos y su inocuidad, se aplican actualmente en la industria de
alimentos distintos tipos de procedimientos, que en general pueden dividirse en dos grandes grupos:
a) Procesos de Tratamientos Térmicos y b) Procesos de Tratamientos no Térmicos. Uno de los
tratamientos térmicos que recientemente ha cobrando mucho auge y que cada vez mas esta siendo
utilizado en la industria de alimentos, por sus multiples beneficios, es el uso de las radiaciones de

microondas (CYTED, 2003).

La utilizacion de microondas en equipos industriales por diferentes tiempos y a diferentes
niveles de energia, esta siendo actualmente utilizada con mucho éxito en algunos paises para
procesar distintos tipos de alimentos y reducir o eliminar la cantidad de microorganismos presentes
en los mismos, para asegurar la inocuidad de los productos y preservar sus caracteristicas de calidad

por un periodo de tiempo mas prolongado (CYTED, 2003).



Las microondas destruyen los microorganismos por generacion de calor, sin embargo el
tiempo requerido es hasta cinco veces menor que el tiempo que se necesita mediante el
calentamiento convencional, y producira alimentos con una mejor textura, sabor y apariencia

(Alfaro, 2004).

Los procesos de esterilizacion por microondas son comdnmente usados en algunos paises
como Japén y Bélgica para procesar alimentos de vida de anaquel de alta calidad. El principal
problema en desarrollar procesos de esterilizacion por microondas es la no uniformidad del

calentamiento en alimentos con formas poco uniformes o regulares (CYTED, 2003).

Se puede decir en general que el uso de microondas ofrece un potencial interesante, dada la
rapidez y la uniformidad del calentamiento en los productos alimenticios, una reducida degradacién
térmica de los nutrientes esenciales, un incremento en la retencién de los factores de calidad en
comparacién con los procesos térmicos convencionales, una reduccion o esterilizacion de los
microorganismos presentes en un producto dado dependiendo del tiempo de exposicion y la
cantidad de energia irradiada sobre los mismos, por lo cual es una tecnologia que puede ser

ampliamente utilizada (CYTED, 2003).

El presente trabajo tiene como finalidad, evaluar la incidencia de los principales tipos de
mohos contaminantes y su potencial micotoxigénico, en muestras de granos de café verde
venezolano, utilizando para ello la metodologia tradicional o béasica para su determinacion,
cuantificacion, aislamiento e identificacion, ademéas de someter a las muestras de granos de café
verde en estudio a tratamientos mediante radiaciones de microondas, para observa el efecto que
producen dichas radiaciones tanto en las muestras de granos de café verde, como en la incidencia de

los mohos presentes en los mismos.



1. OBJETIVOS.

Objetivo General.

Determinacién de la micobiota presente en varias muestras de granos de café verde
venezolano, provenientes de distintas regiones, evaluar el potencial micotoxigénico de
mohos de la seccion nigri, asi como evaluar el efecto de la aplicacién de radiaciones de

microondas, en la incidencia de la flora fangica.

Objetivos Especificos.

Determinacién de la flora fungica y grado de infestacion en muestras de café verde

cosechados en Venezuela.

Identificacion de los principales mohos contaminantes y colonizantes del café verde

venezolano.

Determinacion de la composicion quimica proximal de las muestras de los granos de café

verde en estudio.

Relacion entre los principales mohos aislados con algunos parametros fisicoquimicos tales

como la humedad vy la a,,.

Determinacién de la presencia de micotoxinas en los granos de café verde evaluados,

utilizando el método de cromatografia de capa fina (TLC).

Aplicacion de tratamientos de radiacion de microondas en los granos de café verde
analizados, para observar el efecto que se produce sobre la incidencia de los mohos

presentes en las muestras evaluadas.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.- EL CAFE.

1.1.- Generalidades del Café.

El cafeto es un arbusto originario de Africa, especificamente de Etiopia, que comenzo a ser

cultivado a mediados del siglo XII. Desde alli se difundi6 por Arabia y Constantinopla hasta
Venecia, extendiéndose luego por toda Europa desde mediados del siglo XVIIl. Los mercaderes

holandeses lo introdujeron en el continente Americano (Belitz y Grosch, 1985).

El primer cafeto llegd a Venezuela, sembrado por misioneros espafioles asentados en la
cuenca del rio Caroni en 1730, y se extiende por los misioneros de la época hacia el valle de
Caracas y el eje costero montafioso del norte del pais. Fue més tarde, por el afio de 1784 cuando se
hizo la primera plantacion de café en los jardines de la aldea de Chacao, en la célebre Hacienda La
Floresta, propiedad de Bartolomé Blandin, la cual se encontraba en los terrenos que actualmente

ocupan la Floresta, La Castellana y el Country Club de Caracas.

Sin embargo, el cultivo del café se extendio y se consolidd en los Andes venezolanos y en
1894 el café era el fruto por excelencia de toda la region andina, aportando mas de la mitad del total
de la produccion nacional de café y llegando a ser nuestro pais para esa época el segundo pais
productor de café a nivel mundial y el primero entre los productores mundiales de café suave o

lavado.

En 1918 comienza una decadencia en el cultivo, debido a las consecuencias de las guerras
mundiales, la explotacion petrolera en el pais y la gran produccion cafetalera de Brasil. Sin
embargo, aunque la produccion actual del café no se compara con aquella época pasada debido a

implementacion de malas politicas, altos costos de produccion, deficiente manejo de tierras, azotes



por plagas, entre otras muchas razones. Sin embargo el café venezolano es considerado como uno

de los mejores del mundo (FEDEAGRO, 1998).

Actualmente los principales paises productores de café en América son: Brasil, Colombia,
México, Guatemala, El Salvador, Ecuador, Costa Rica, Honduras, Per(, Republica Dominicana,

Nicaragua, Haiti, Cuba y Venezuela. Y a nivel mundial lo son: Brasil, Vietnam y Colombia.

Tabla 1. Principales paises productores de café verde a nivel mundial (2010).

Pais Produccion (Toneladas)
Brasil 1.300.000

Colombia 747.000
Indonesia 654.000
Vietnam 561.000
India 409.000
Guatemala 348.000
México 273.000
Uganda 220.000
Etiopia 207.000
Costa Rica 194.000
Honduras 168.000
Nueva Guinea 150.000
El Salvador 142.000
Ecuador 131.000
Perd 127.000
Camerdn 124.000
Nicaragua 90.000
Kenia 88.000
Tailandia 59.000
Venezuela 44.000

Fuente: FAO, 2010

1.2.- Caracteristicas Botanicas del la Planta de Café.

El &rbol del café o cafeto es una planta arbustiva perenne tropical que pertenece a la familia
de las Rubiaceae, segun la especie, alcanza alturas de 3 a 12 metros. Para facilitar la recoleccion, se

suele dirigir su desarrollo de manera que adopte la forma de arbusto de 2 a 2,5 metros. Tiene hojas
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correosas de color siempre verde con corto peciolo, lustrosas y ovaladas, sus flores son blancas y
fragantes, de olor parecido al jazmin y a partir de las cuales se forman frutos en drupa semejantes a
cerezas, de 1,5 cm de diametro aproximadamente con forma ovoide eliptica, estos frutos se forman
en racimos unidos a las ramas por tallos muy cortos y suelen encerrar dos semillas con forma plano
convexa, con un surco en la parte media. El fruto tiene superficie rugosa, al principio es verde

(cuando esta inmaduro), se colorea luego de rojo - violeta o amarillo al madurar.

Figura 2. Flor del cafeto (Coffea arabica).

Figura 1. Fruto del cafeto (Coffea arabica).

Posee un pericarpio carnoso y grueso, conformado de afuera hacia adentro por un epicarpio
0 exocarpio muy delgado, siendo este el que da el color al fruto maduro, luego contiene en su pulpa
blanca y de sabor dulce (mesocarpio) dos semillas que se conectan por su cara lisa (a veces debido
al aborto de un ovulo, se puede originar un fruto de una sola semilla, la cual tiene forma de espiral
y se conoce como caracolillo o caracolito). Estas exhiben un surco y estdn envueltas por una
membrana amarillenta, transparente y s6lidamente adherida Ilamada tegumento que luego esta
recubierta por una capa cornea o apergaminada que es el endocarpio, también Ilamado pergamino,
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gue es de constitucion fibrosa con un alto porcentaje de celulosa, este presenta un color amarillo

palido (Belitz y Grosch, 1985).
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Figura 3. Estructura del fruto del cafeto: 1) Region central del grano; 2) Grano de café
(endosperma); 3) Piel plateada (tegumento); 4) Pergamino (endocarpio); 5) Capa de pectina; 6)

Pulpa (mesocarpio); 7) Piel exterior (epicarpio).

La composicion quimica de la semilla de café verde presenta aproximadamente un 60% de
carbohidratos, 13% de lipidos, 13% de proteinas, 12% de humedad y un contenido de cafeina entre

1 a3 %, (Belitz y Grosch, 1985).

1.3.- El Cultivo del Café.

Para el prospero desarrollo del arbol del café estan particularmente indicados los territorios

tropicales de mediana altitud (temperaturas medias anuales entre 15 y 25 °C, de 600 a 1400 metros
sobre el nivel del mar y clima no demasiado himedo). Los suelos adecuados para el cultivo del café
son aquellos que tienen una textura franca que permite una estructuracion granular y la formacién
de suficiente espacio poroso, suelos muy arcillosos 0 muy arenosos, no son recomendables para el

cultivo del café. El arbusto inicia la floracion a los 3 0 4 afios de edad, proporciona buenas cosechas
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pasado el sexto afio y alcanza su produccién maxima al cabo de los 10 a 15 afios. La maduracion de
los frutos tiene lugar de 8 al2 meses después de la floracién. La época de la recoleccion depende de
la region, el clima y la altura. A menor altura y clima méas calido la maduracién es méas rapida. La
temporada en la cual los frutos maduran y estan listos para la cosecha varia de acuerdo con las
condiciones del clima y el suelo, con las précticas de cultivo implementadas y con la especie de la
planta. La cosecha dura no menos de tres meses y el fruto se cosecha a mano cuando esta
completamente maduro el cual posee una coloracion rojo-purpura. De las casi 70 especies existentes
de café, solo se cultivan intensamente tres: Coffea arabica (café arabigo), Coffea canephora (café
robusta) y Coffea liberica (café liberiano). La especie Coffea arabica aporta alrededor del 75 % de
la produccion mundial, Coffea canephora el 23% y Coffea liberica junto con otras especies
representa el 2% restante. La cantidad de frutos del cafeto que proporcionan 1 Kg de semillas
limpias de pulpa (rendimiento) es de 6, 38 Kg en el caso de Coffea arabica; 4,35 Kg para Coffea

canephora y 11,5 Kg en el caso de Coffea liberica (Belitz y Grosch, 1985).

Las diversas caracteristicas del café quedan marcadas por la variedad de la planta, la altitud,
la climatologia, las tierras de cultivo, entre otras. Las condiciones climéaticas que permiten el
desarrollo del café, principalmente la temperatura y la humedad, favorecen la aparicion y
crecimiento de una amplia diversidad de mohos en los granos de café, ya sea desde el campo,
durante la cosecha o durante el almacenamiento de los mismos, trayendo como consecuencia en la
mayoria de los casos problemas de salud publica y grandes pérdidas econdmicas en la produccion
mundial. Algunos de los géneros principales de mohos que suelen encontrarse con facilidad en los

granos de café son: Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Silva, 1993).

El cultivo del cafeto se realiza especificamente para la obtencion de sus frutos, que luego de
tostadas y molidas se venden para preparar la bebida o infusion conocida como café. Alrededor de
un tercio de la poblacién mundial lo consume (caliente o frio), principalmente por sus propiedades

vigorizantes otorgadas por la cafeina, un alcaloide presente en el café (0,8 a 1,5% en la variedad
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arabica y de 1,6 a 2,5% en la variedad robusta) que produce efectos fisiol6gicos en el sistema
nervioso y circulatorio, ademas de estimular actividades cerebrales y cardiacas, disminuye el suefio
y la fatiga; es diurética, estimula la secrecion gastrica y el corazon, pero a dosis elevadas puede
ocasionar arritmias y fibrilacion, nerviosismo, insomnio y gastritis; es un vasoconstrictor central y

un vasodilatador coronario periférico. Su consumo produce habito (Vélez y Valery, 1990).

1.4.- Enfermedades y Plagas Comunes del Cafeto.

Las enfermedades mas importantes en las plantaciones de café son las siguientes: Roya de
cafeto (Hemileia vastatrix), Cercospora (Cercospora coffeicola), Antracnosis (Colletotrichum
coffeanum), Ojo de gallo (Mycena citricolor), Mal de hilachas (Pellicularia koleroga), Llaga negra
(Rosellinia bunodes), Poma (Phoma costarricenses), y mancha mantecosa. Ademas de estas
enfermedades, el cafeto en las diferentes etapas de su desarrollo y en su caracter de cultivo se
encuentra sujeto continuamente al ataque de insectos migratorios, permanentes y otras plagas. La
incidencia de plagas en el cafeto es muy variada, las mas comunes y que atacan el sistema radical
son las siguientes: escama verde, escama coma, broca del cafeto, palomilla de la raiz del cafeto y
nematodos; los cortadores y chupadores afectan las hojas; y la broca ataca a los frutos. Estas

enfermedades y plagas en las plantaciones del café estan ligadas a las condiciones ambientales.

1.5.- El Cultivo del Café en Venezuela.

Desde hace mas de 300 afios, el café ha sido un cultivo tradicional en Venezuela y se ha

convertido en uno de los cultivos mas importantes del mundo. El café es uno de los rubros que
caracterizd al pais cuando su economia se basaba en las actividades agropecuarias (fue una de
nuestras principales riquezas), que se han mantenido dentro de nuestra tradicion pero no con los

niveles de produccion que lo caracterizo en esa época (FEDEAGRO, 1998).

La especie cultivada en Venezuela corresponde a Coffea arabica, entre alturas de 400 a

1800 m.s.n.m (metros sobre el nivel del mar) y la variedad suele ser la typica (conocida en el pais
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también como la comun, criolla o nacional). Se siembra principalmente en los Andes y en la

cordillera de la Costa, uno de los sitios de mayor produccion fueron los valles de Aragua.

Actualmente los principales estados productores de café en Venezuela son: Lara,

Portuguesa, Tachira, Mérida, Trujillo, Monagas, Yaracuy y Zulia.

Figura 4. Fotografia satelital de las regiones de produccion de granos de café en Venezuela.

Mas del 80% del café que se produce en Venezuela es del tipo lavado fino o suave, el de
mejor calidad se cosecha en altitudes entre los 1200 y 1700 m.s.n.m. y es el denominado café de
sombra o también Ilamado café de altura; su grano es mas pequefio y mas aromatico. Los cafés
Illamados naturales o corrientes son de inferior calidad y se obtienen secando los frutos maduros y

pintones con todas sus envolturas y trillandolos después de secos (Vélez y Valery, 1990).

El café obtenido de la especie arabica es una bebida de agradable aroma, exquisito sabor,
muy buen cuerpo y bajo contenido de cafeina (Vélez y Valery, 1990).
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1.6.- Recolecciéon y Tratamiento de los Granos de Café.

En el hemisferio boreal, la recoleccion se efectla aproximadamente entre los meses de
diciembre a febrero, mientras que al sur del ecuador se lleva a cabo en los meses de mayo a agosto.
Los frutos se recolectan a mano y se amontonan en el suelo (Figura 5 y 6), siendo luego
particularmente necesario eliminar la pulpa, lo que se realiza por dos procedimientos: Método seco

y método himedo.

Figura 5. Recoleccion manual de los frutos

(pepiteo o desgrane).

Figura 6. Frutos maduros colocados en

el suelo.

Método Seco: En la preparacién seca, que es la practicada casi exclusivamente en Brasil
(primer pais productor de café en el mundo), los frutos recién recolectados se llevan a terrazas de
desecacion, en las que se extienden y dejan secar al sol hasta que las semillas se desprenden de la

cascara, el café asi obtenido se conoce como café natural o corriente (Belitz y Grosch, 1985).
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Este método es empleado por la mayoria de las regiones productoras de café en todo el
mundo. Los resultados son menos favorables en comparacion con los resultados obtenidos mediante

la aplicacion del método humedo.

En el procedimiento seco las cerezas son expuestas al aire libre y removidas con regularidad
para que puedan secar completamente (Figura 7 y 8). Después de algunos dias se puede oir rodar los
granos dentro de las cerezas, en ese momento el café esta en cascara, también se le conoce con el
nombre de bola seca o parapara (Figura 9). En este momento el café ya esta listo para ser pelado

mecanicamente.

Figura 7. Cerezas de café maduras colocadas al aire libre para ser secadas al sol.

13



Figura 8. Frutos del cafeto después de varios dias de ser secados al sol.

Figura 9. Cerezas del cafeto secas (bola seca o parapara).
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Con maquinas descarilladoras (tornillos sin fin conicos) se retira tanto la pulpa desecada
como el endocarpio y en lo posible el tegumento. El café descascarillado y limpio se clasifica y se

envasa en sacos de 60 Kg (Figura 10 y 11).

También es frecuente apilar los frutos frescos en montones, en los que se dejan fermentar
durante 4 dias por autocalentamiento, tratandose después en la forma ya descrita. En ambos casos se

obtiene café sin lavar (Belitz y Grosch, 1985).

Figura 11. Almacenamiento en sacos del café verde.

Figura 10. Granos de café verde.

Método Humedo: La preparacion himeda es mas cara, mas moderna y habitual en los cafés

arabica, sobre todo en América Central, Colombia y Africa. Una vez cosechados los frutos, estos
son colocados en tanques con agua donde se realiza una primera seleccién, los granos livianos
flotan y son descartados, los més pesados se van al fondo, garantizando que sus I6bulos estan
llenos. El siguiente paso es la eliminacion del epicarpio y mesocarpio. En este método se llevan los
frutos al despulpador, que mediante un sistema de discos y rodillos graduables de superficie aspera,

eliminan por compresiéon la pulpa sin dafiar las semillas (la pulpa sirve como abono).
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Figura 12. Despulpado de los frutos del cafeto.

Las semillas asi obtenidas todavia contienen, ademas del endocarpio y el tegumento,
considerable cantidad de pulpa. Estas deben colocarse en agua para realizar una segunda seleccion,
eliminando los granos que floten. Después de realizar este proceso se procede a la eliminacion total
del mesocarpio dejando fermentar de 12 a 24 horas los granos en tinas de fermentacion por las que
discurre una corriente de agua, con cuyo procedimiento se afloja y descompone la pulpa residual
bajo la accion de las enzimas pectinoliticas propias del café, y en ocasiones con la participacion de
microorganismos, pudiendo eliminarse despues facilmente por lavado. Posteriormente las semillas
se pasan por tamices y se colocan en suelos de cemento, en los que se secan al sol (Figural3), a la
sombra 0 mediante aire caliente. Luego de secada la semilla, debe conservarse el pergamino, ya que
esta pelicula le confiere proteccion al grano contra dafios mecénicos, de insectos y regulacién de la
ganancia o perdida de humedad durante el almacenamiento. De esta forma se obtienen las clases de
café lavado (mild), los granos mas valiosos pasan a la etapa de calibraje y de pulido antes de ser
empaguetados para la venta. Estos se pulen con frecuencia para la completa eliminacion del

tegumento y el abrillantado de la superficie del grano, este proceso se conoce como curado (Belitz y

Grosch, 1985).
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Figura 13. Secado al sol durante varios dias de los granos de café después del lavado.

1.7.- Clases de Café Crudo.

De las tres especies antes citadas de café se conocen unas 80 variedades. Las variedades

maés importantes de la especie Coffea arabica son las: typica, bourbon, maragogips y mocca; de la
Coffea canephora, las variedades: robusta, typica, uganda y quillén. Todas las variedades de Coffea

canephora se presentan como de la variedad robusta en el mercado (Belitz y Grosch, 1985).

Por lo comun, el café verde o crudo se denomina de acuerdo con su origen, es decir, por el
pais de procedencia o por el puerto de embarque. Importantes productores de café arabica lavado
son: Kenia, Tanzania, Colombia, Salvador, Guatemala y México. Mientras que el café arabica sin
lavar como el café suave de Santos y el fuerte de Rio y Bahia, son provenientes de Brasil. La

mayoria de los robustus sin lavar provienen de Angola, Uganda, Costa de Marfil y Madagascar.

La calificacion del café crudo (categorizacion) se realiza atendiendo al aroma y sabor, pero
ademas examinando el tamafio, color, forma, consistencia y corte de los granos. Tachas principales

(defectos e imperfecciones) son sobre todo los granos deficientes, que deben retirarse
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cuidadosamente, puesto que alteran ostensiblemente el sabor del conjunto y, por lo menos, pueden
perjudicar el aspecto del café. Se trata sobre todo de semillas inmaduras (granos en hierba), que en
el tostado se tornan péalidos, de granos excesivamente fermentados, cuyo deficiente sabor obedece,
entre otras causas, al acido acético, acetoina, diacetilo, butanol e isobutanol que contiene, semillas
congeladas y verdes; granos dafiados por la lluvia o los insectos, asi como granos resecos. Uno solo
de estos granos altera todo un extracto de café. Otros defectos del café son sobre todo los productos
enmohecidos y terrosos (granos deficientemente desecados). Los cafés de zonas altas son en general

mas apreciados que los de tierras bajas (Belitz y Grosch, 1985).

La composicion del café crudo depende de cual sea la clase de este, su origen, obtencién e

influencias climaticas (Belitz y Grosch, 1985).

1.8.- El Café Tostado.

Las semillas crudas del café o también conocidas como verdes, necesitan ser tratadas

térmicamente, a cuyo proceso de calentamiento se le Ilama tostado, esta es una etapa obligatoria y
de gran importancia; dicho proceso es el que proporciona el producto de consumo propiamente
dicho que es el café. El tostado consiste en pasar los granos de café por una fuente de calor para asi
tomar el color y el aroma caracteristico con que se le conoce. Ese aroma se debe a la formacion de
un aceite esencial denominado Cafeona, después de la volatilizacion de los &cidos oleico, estearico
y tanico. Durante el proceso no se debe permitir que los granos se quemen ya que pierden esos
aceites esenciales y ademas el aroma y cuerpo de la bebida. Durante el tostado se producen en la
zona térmica de los 200-250°C profundas transformaciones, caracterizadas al exterior por un
aumento de volumen (50-80%), modificaciones estructurales y del color, disminucion del peso
(mermas por tostado, 13-20%) y especialmente por la formacion de un aroma tipico que no existe
en los granos verdes (aroma y sabor a “tostado”). El café tostado flota en la superficie del agua al
agregarse a esta, mientras que el café crudo se hunde. Los granos crudos son correosos, duros y

dificilmente fermentables, pero con el tostado se hacen quebradizos y blandos.
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En el proceso del tostado se distinguen cuatro fases principales: desecacion, crecimiento,

disgregacion y tostado completo.

El tostado se caracteriza por la disminucion de los componentes originales y por la
aparicion de otros nuevos. La realizacion del tostado requiere mucha préactica y habilidad, a fin de
lograr un tostado uniforme y una optima produccién del aroma, a la vez que se evitan las anomalias

derivadas del tostado excesivo y requemado del café (Belitz y Grosch, 1985).

La torrefaccion a nivel comercial se realiza en plantas modernas, que utilizan controles
computarizados para el tostado, clasificacion y molienda. Cada clase de grano tiene un tiempo y

tipo de tostado optimo, cuyas variaciones alteran el sabor final.

Después de tostado el café sigue liberando gases, por lo tanto debe pasar por un proceso de
desgasificacion. Después de reposar sera molido o envasado dependiendo del tipo de utilizacién a la
que este determinado. Durante esta etapa se puede destruir hongos toxigénicos presentes en el grano
de café, sin embargo, podria permanecer cualquier metabolito toxico como la Ocratoxina A

producida por alguno de los hongos (Carrara, 2003).

1.9.- Almacenado y Envasado del Café.

El café tostado se selecciona a mano en mesas, para separar los granos defectuosos,
operacion que en los grandes establecimientos tostadores se efectta por procedimiento fotoeléctrico
completamente automatico. El café tostado del comercio es una mezcla de 4 a 8 procedencias
distintas que debido a su diferente comportamiento, deben tostarse generalmente por separado. Con

el nombre de moca se designan por lo comin las mezclas particularmente fuertes.

Mientras que el café crudo o verde puede guardarse almacenado de 1 a 3 afios (bajo buenas
condiciones de almacenamiento), el café tostado de los envases comerciales ordinarios solo

conserva su frescura de 8 a 10 semanas. El aroma de tostado disminuye, a la vez que progresa un
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regusto a rancio (envejecimiento). El café molido envasado fuera del contacto del aire se conserva
durante 6 a 8 meses, si bien pierde sus mejores cualidades en el plazo de 1 a 2 semanas una vez

abierto el envase (Belitz y Grosch, 1985).

El contenido de humedad para el almacenamiento satisfactorio del grano de café verde no
debe exceder del 11%, nivel al cual el desarrollo de hongos y la actividad enzimatica general es
minima. Si la humedad relativa del aire dentro de la estructura del almacén se aproxima a 75% (lo
cual es equivalente a un contenido de humedad del grano de café verde de 13%), una gran variedad
de hongos como Rhizopus y Aspergillus sp. empezaran a desarrollarse. Aungue la mayoria son
inocuos, algunos son productores de micotoxinas, las cuales pueden producir insuficiencia renal y
carcinogénesis (tumores en el higado), entre otros muchos trastornos en la salud, a pesar de

encontrarse a muy bajas concentraciones (Mabbett, 2002).

Una humedad relativa del aire que excede del 85% en el almacén o depoésito (lo cual
equivale a un contenido de humedad en el grano de café de 18%) levaduras, mohos y bacterias

apareceran con pudricién himeda sistematica y destruccién de los granos (Mabbett, 2002).

La ocratoxina A (OTA) es la principal micotoxina que suele encontrarse en los granos de
café verde (Mabbett, 2002). Los factores que afectan la formacion de las micotoxinas son la
humedad y la temperatura. Es practicamente imposible excluirlos y la Gnica manera disponible de
hacerlo, es asegurarse que los granos de café nunca estén en las condiciones combinadas de
temperatura y humedad que estimulen el crecimiento de estos particulares mohos y su produccién

de OTA (Mabbett, 2002).

Los efectos patoldgicos de la ocratoxina A estan referidos a que es un potente agente

nefrotdxico, cancerigeno, necrotoxico, teratogénico, inmunosupresivo y genotoxico, cuyos efectos
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en el metabolismo animal, dependen de muchos factores como: la especie, el sexo y la edad

(Mabbett, 2002).

1.10.- Flora Fungica Presente en Granos de Café Verde.

Existen una serie de factores que favorecen el crecimiento de los mohos, entre los cuales
podemos mencionar: la temperatura y humedad del ambiente durante el cultivo, cosecha y
almacenamiento de los granos de café; contenido de humedad del grano; disponibilidad del inoculo
en el ambiente de los mohos invasores, interaccion entre las poblaciones de insectos infestantes y el
grano en estado de desarrollo; dafio fisico ocasionado por la accién de los insectos, péjaros,
maquinas de cosecha y transporte; variabilidad genética en cuanto a la susceptibilidad de los granos

a la infeccion de los mohos.

Poisson y col., 1975 (citado por Abreu, 2004) reportaron la presencia de especies de
Aspergillus y Penicillium en granos de café verde procedente de Angola. En un estudio realizado
por Corte Dos Santos y col., 1971 (citado por Abreu, 2004) bajo condiciones de un 92% de
humedad relativa y 26°C, muestras de café verde cultivado en Angola y almacenado durante tres
meses, la micobiota presente estaba constituida por: Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor,
Aspergillus flavus, Aspergillus wentii, Aspergillus restrictus, Aspergillus glaucus, Penicillium

chysogenum, Penicillium brevicompactum, Chaetomiun, Mucor, Scupulaliopsis y Sporendonema.

Levi, (1980) sefiald que las principales especies de mohos visibles en granos de café verde
eran: A. ochraceus, A. niger, A. glaucus, A. candidus, A. wentii y A. versicolor, y sefiala que

solamente la ocurrencia natural de aflatoxinas, ocratoxina A y esterigmatocistina ha sido estudiada.

Mislivec y col., (1983) analizaron la flora fingica de 944 muestras de café verde
provenientes de 31 paises productores, entre ellas cinco muestras de café venezolano, y reportaron
que el grado de mohosidad en el caso del café venezolano sin desinfectar fue de 97,2% y en granos
desinfectados de 54%. Estos resultados indican el gran peligro potencial a la salud publica que
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puede estar presente en los granos de café, debido a la alta incidencia de especies flngicas
productoras de micotoxinas. De igual manera un alto grado de mohosidad como el obtenido en este
estudio imparte caracteristicas sensoriales desagradables al producto y genera grandes pérdidas

econdémicas.

Casanova, (2004) realizé un estudio en el cual evalué 47 muestras de granos de café verde
procedentes de tres regiones cafetaleras de Venezuela (Caripe, Barquisimeto y Santa Cruz de
Mora), obtuvo como resultado una incidencia de mohos a nivel superficial del grano de 10* UFC/g
y un grado de colonizacién del 75%. Los mohos encontrados en los granos evaluados fueron:
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus y Fusarium spp.; predominando principalmente
Aspergillus niger. En este mismo estudio se evalu6 también la presencia de una micotoxina en el
café verde, la ocratoxina A (OTA), obteniendo que un 85% de las muestras arrojaron resultados
positivos para la presencia de esta micotoxina y que un 21% de los granos la contenian en niveles

superiores a los permitidos por la Comunidad Europea (5pg/ Kg).

En otro estudio similar realizado por Abreu, (2004) en el cual se evalud la micobiota
presente y los niveles de ocratoxina A, en 25 muestras de café verde (sin procesar) provenientes de
15 lotes distintos y en el producto luego del proceso de torrefaccion (tostado y molienda). Se obtuvo
que la incidencia total de mohos para el café verde fue de 1,6 x 10* UFC /g, para el café tostado fue
de 5,2 x 10 UFC/g y para el café molido fue de 1,9 x 10? UFC/g. La totalidad de las muestras
analizadas de café verde presentaron una alta colonizacién interna, entre niveles de 76 y 100%,
siendo el porcentaje promedio de 93,6 %. La micobiota predominante antes de la desinfeccion de
los granos de café verde fue: Aspergillus nigri, Penicillium citrinum, Penicillium chrysogenum,
Aspergillus ochraceus y luego de la desinfeccion: Aspergillus nigri, Aspergillus ochraceus y
Aspergillus flavus. Se determind que en el café verde el 60% de los granos presentaba OTA pero
solo un 6,7% de las muestras sobrepaso el limite maximo permitido por la Comunidad Europea. De

las muestras de café tostado y molido analizadas, todas presentaron niveles de ocratoxina A, sin
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embargo ninguna de las muestras sobrepaso el limite maximo permitido por la comunidad Europea

(3Hg/ Kg).

La presencia de mohos en un alimento no implica necesariamente la presencia de
micotoxinas, sino que indica un riesgo potencial de contaminacion. Las condiciones que permiten la
produccion de las toxinas afortunadamente son mas restringidas en comparacion con aquellas que
permiten el crecimiento del hongo. Pero por otra parte, la ausencia de mohos toxicogénicos no
garantiza que un alimento esté libre de micotoxinas, pues estas persisten aun cuando el moho haya

perdido su viabilidad.

2.- LOS MOHOS.

2.1.- Importancia de los Mohos en los Alimentos.

Se conoce con el nombre de mohos a ciertos hongos multicelulares, filamentosos, cuyo

crecimiento en los alimentos se reconoce por su aspecto aterciopelado o algodonoso.

Los hongos comprenden un gran grupo de microorganismos que invaden y descomponen
los alimentos cosechados o procesados, pudiendo en algunos casos producir metabolitos

secundarios que son toxicos (micotoxinas).

Los hongos de importancia en la industria de alimentos y bebidas pueden ser clasificados
como Eumicotas u hongos verdaderos. Tradicionalmente estos a su vez han sido divididos en tres
clases: Phycomycetos, Ascomycetos y Basidiomycetos basados en el modo de produccion de las
esporas sexuales, y con los Deuteromycetos (hongos imperfectos), reservado para microorganismos
a los cuales no se les conoce etapa sexual. Siendo los Ascomycetos junto con los Deuteromycetos,

los principales grupos de mohos causantes del deterioro de alimentos (Martinez, 1991).
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Los granos y cereales constituyen un sustrato muy adecuado para el desarrollo de diversas
especies de hongos. Los mohos toxigénicos estan en todas partes. Ellos son facilmente diseminados
a través de sus esporas vegetativas, las cuales son producidas en grandes cantidades y pueden estar

presentes en estado latente por largos periodos de tiempo (Northolt y Bullerman, 1982).

La importancia de la contaminacién de granos con mohos puede ser resumida en seis puntos
basicos como: cambio de color de los granos, disminucién del poder germinativo, enmohecimiento,
cambios bioguimicos, contaminacién con micotoxinas y la pérdida de peso (Martinez and Resnik,

1994).

El cambio de color de los granos esta ligado al predominio de varios grupos de mohos, tal
cambio de color se debe a la alta actividad metabolica de organismos criptogdmicos, o a la
combinacién de diversas especies, estos organismos actdan indirectamente sobre los pigmentos
existentes o directamente haciendo ellos mismos la sintesis de los pigmentos, en las condiciones

gue favorecen esta actividad metabdlica.

2.2.- Clasificacion y Descripcion de los Mohos.

De acuerdo a Bullerman y col, (1984); los hongos invasores de los granos se clasifican de
acuerdo a sus requerimientos de humedad, aungue segln otros autores, no se considera estricta

dicha clasificacion:

Hongos de Campo: Aquellos que invaden el grano en desarrollo o ya maduro mientras se

encuentra en la planta y antes de que sea cosechado cuando el contenido de humedad es alto, entre

20y 40%. Ejemplos de estos son algunas especies de Fusarium sp.

Hongos de Almacenamiento: Aquellos que se desarrollan sobre o dentro del grano a los

niveles de humedad predominante en el almacenamiento de 13 a 19%. Después de la cosecha, los

hongos de almacenamiento pueden desarrollarse sobre los productos agricolas si las condiciones
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son favorables. La mayoria de estos hongos pertenecen a los géneros Aspergillus sp. y Penicillium

sp., los cuales pueden adaptarse a bajas condiciones de humedad (Northolt y Bullerman, 1982).

Hongos de Descomposicién Avanzada: Se desarrollan en el grano luego que este ha sufrido

un deterioro considerable durante el almacenamiento y requieren niveles de humedad de 20 y 25%
para su crecimiento. Se ha asociado particularmente especies toxicas como Aspergillus sp.,

Penicillium sp. y Fusarium sp.

De las aproximadamente 100.000 especies de hongos que se conocen en la actualidad, la
mayoria de las especies toxinogénicas caen dentro de tres reconocidos géneros: Aspergillus,

Penicillium y Fusarium.

Aspergillus sp.: Este género segin Frazier, (1976); se caracteriza por ser septado, con
micelio modificado y generalmente incoloro. Presenta una parte aérea fértil y una no aérea
vegetativa. Los conidi6foros son septados o no, surgiendo a partir de una célula basal,
encontrandose en una vesicula final donde nacen los esterigmas, a partir de los cuales nacen los
conidios. El conidio puede ser simple o compuesto, con color o incoloro. Los conidios en cadena
son generalmente de color verde, marrén o negro. El género Aspergillus es el méas amplio, con una
extensa diversidad de especies que se hallan ampliamente distribuidos en todo el mundo, pero
principalmente ocupan climas tropicales y subtropicales por su capacidad de crecer a altas
temperaturas y bajos contenidos de actividad de agua. Muchas especies producen micotoxinas (Jay,

2002).

Fusarium sp.: Las especies del genero Fusarium son hongos filamentosos dermatofilicos
de la clase Deuteromicetes, que se encuentra principalmente en el suelo, lo que puede implicar que

la produccidn de toxinas sea bajo las condiciones de cultivo.
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Este género se caracteriza por presentar varias celdas que forman macroconidios
falsiformes que pueden ser coloreados pero no muy oscuros. Una celda ovoide o microconidio
oblongo usualmente estd presente, el cual puede nacer de forma individual o en cadena. Las
especies de Fusarium son capaces de crecer a bajas temperaturas, entre 2,5y 5 °C y su temperatura

optima varia de 22,5 a 27,5 °C (Jay, 2002).

Fusarium es el género mas complejo con especies adaptadas a un amplio rango de habitats.
Muchas especies son importantes patdgenos de plantas. Pocas especies son importantes productoras

de micotoxinas (Jay, 2002).

Penicillium sp.: Se caracterizan por ser septados, de micelio ramificado generalmente
incoloro. Conidi6foros aéreos septados que son perpendiculares a las hifas sumergidas, de las que se
originan y de las que estan aisladas por un tabique. Pueden ser ramificados o no. Cabezuelas de
esporas semejantes a pinceles, con esterigmas o fialides que nacen en racimos y esencialmente en
un solo plano. De cada esterigma surge una cadena de conidios al separarse uno a uno del palo
apical del esterigma. Los conidios de la mayoria de las especies son verdes cuando jovenes, pero

maés tarde pueden volverse parduscos (Frazier, 1976).

Penicillium generalmente crecen y pueden producir micotoxinas en un rango de
temperatura mas amplio en comparacién con las especies del genero Aspergillus, sin embargo son

mas abundantes en climas templados (Jay, 2002).
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2.3.- Micotoxinas.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios tdxicos que tienen estructuras muy diversas y
se producen al final de la fase exponencial o al inicio de la fase estacionaria de crecimiento de
algunos mohos, las cuales carecen de importancia aparente para el microorganismo que los produce
con respecto a su desarrollo, pero representan un peligro por sus efectos toxicos sobre la salud de
seres humanos y animales. Las micotoxinas se forman cuando se interrumpe la reduccién de los
grupos cetonicos en la biosintesis de los acidos grasos realizada por los hongos. De forma general,
se ha determinado que su produccion se produce cuando acumulan grandes reservas de
aminoacidos, acetato, piruvato, etc. Representan un mecanismo para reducir la reserva de

precursores metabdlicos que sus necesidades metabdlicas ya no demandan.

Las toxinas de los hongos se diferencian de las de origen bacteriano, asociadas a
intoxicaciones alimentarias, dado que estas Ultimas, en su mayoria son macromoléculas tales como,
proteinas, polisacaridos, etc; en cambio la composicion quimica de las micotoxinas es mucho mas
simple que las toxinas bacterianas. Consisten de un solo anillo heterociclico sencillo, con peso
molecular bajo y no se comportan como antigenos completos. Por otra parte, presentan una
estabilidad frente a agentes fisicos y quimicos que las hacen muy dificiles de eliminar una vez que
han sido producidas en los alimentos. En contraste con las bacterias, las toxinas producidas por los
hongos no muestran la misma especificidad de especie, es decir, resulta notable la diversidad de

hongos que sintetizan una determinada micotoxina.

Muchos tipos de metabolitos téxicos han sido obtenidos a partir de mohos cultivados en
laboratorios. Dentro de las micotoxinas méas importantes asociadas a los alimentos (causando dafio
al consumidor) estan principalmente las: aflatoxinas, ocratoxinas, zearaleona, DON y las

fumonisinas (Northolt y Bullerman, 1982).
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La exposicion de humanos a las micotoxinas puede resultar de manera directa por la
ingestion de alimentos contaminados, o indirectamente por el consumo de alimentos provenientes

de animales alimentados con piensos contaminados.

Por otra parte, Burdaspal (1979) sefialé que la ausencia del moho visible no garantiza que
no esté presente la toxina, ya que el micelio ha podido destruirse o extraerse a través de diversas
manipulaciones como la cosecha, el lavado, el secado y hasta la esterilizacion, y las toxinas
permanecer inalteradas en el alimento. Aunque por otra parte la presencia del hongo no indica

necesariamente la presencia de la toxina.

Las micotoxinas si son ingeridas pueden causar efectos inmunosupresivos, teratogénicos
(provocan deformaciones en embriones en desarrollo), neurotdxicos, carcinogénicos (causan
mutaciones), dermonecrdticos, nefrotoxicos, hepatotdxicos que pueden ser agudos o crénicos tanto
en humanos como en animales. Las enfermedades causadas por las micotoxinas son llamadas
micotoxicosis. La contaminacion de alimentos ademas de ocasionar problemas en la salud, también

acarrean pérdidas considerables desde el punto de vista econdmico (Samson y col. 1995).

La ocratoxina A (OTA) es la principal micotoxina que suele encontrarse en los granos de

café verde (Mabbett, 2002).

2.4.- Las Ocratoxinas y su Deteccion.

Las ocratoxinas son un grupo de metabolitos estructuralmente similares, producidas
principalmente por A. ochraceus, A. niger Yy especies relacionadas, asi como por P. verrucosum. La
mas importante dentro del grupo es la ocratoxina A, la cual ha sido asociada como factor en la

etiologia de la enfermedad humana conocida como Nefropatia Endémica Balcanica.
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Esta toxina ha sido encontrada en maiz, caraotas, semillas de cacao, judias, tabaco, cebada,

jamones curados, granos de café, frutas citricas, entre otros (Jay, 2002).

Las ocratoxinas abarcan una familia de toxinas (A, B y C) cuya estructura molecular
consiste en un ndcleo de isocumarina unido a una molécula de L-fenilalanina mediante un enlace

amida.

La ocratoxina A (Figura 17) es un compuesto cristalino incoloro de peso molecular (PM) de
403,82 daltons y de formula quimica C,oH;sCINOg. Su espectro de absorcion varia con el pH y la
polaridad del solvente. Un maximo en el espectro de emision fluorescente puede ser observado en

428nm (EMAN, 2003).

La disponibilidad de métodos de analisis juega un rol clave en el estudio e investigacion de
micotoxinas.se han desarrollado procedimientos tanto quimicos como bioldgicos, sin embargo los

ensayos quimicos son de mayor importancia para la determinacion de las micotoxinas.

Actualmente los métodos quimicos mas usuales para determinar ocratoxina A son la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia de capa fina (TLC) y ensayos

inmunoquimicos.

Los procesos cromatograficos involucran una particidn del soluto entre dos fases, una fase
estacionaria (usualmente el soporte cromatografico) y una fase mavil (liquido o gas), que lleva a la
sustancia para ser separada a través del soporte cromatografico. La fase estacionaria retarda méas o
menos el progreso de las sustancias a través del soporte, dependiendo de sus propiedades

fisicoquimicas, esto hace que la separacion quede registrada (Samson y col., 1995).

La cromatografia en capa fina (TLC) es un método utilizado principalmente de manera

cualitativa o semicuantitativa en base a la comparacién con soluciones de estandares de micotoxinas
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de concentracidn conocidas. La fase estacionaria consiste de una capa fina de particulas adsorbentes
unidas a una placa o soporte en donde la fase movil viaja a través de la misma por fuerzas de

capilaridad, realizando la separacion del compuesto de forma perpendicular a la linea base.

Sobre la placa se colocan cantidades del extracto de la muestra de interés y del estandar con
una micropipeta en posicién vertical con el extremo inferior en contacto con el solvente. Después de
la migracion de la fase mavil hasta determinada distancia, la placa se deja secar para posteriormente
ser observada bajo luz visible o luz ultravioleta (UV) de onda larga (UV-366) o de onda corta (UV-

254) dependiendo de la toxina (Samson y col., 1995).

HO OD OH O
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Figura 17. Estructura quimica de la Ocratoxina A.

2.5.- Factores gue Influyen en la Formacién de Micotoxinas.

Entre los factores que favorecen la formacién de micotoxinas se encuentran: la luz, dafios
mecanicos a los granos, microclima (composicién de la atmosfera gaseosa), fungicidas,
composicion del sustrato, competicion microbioldgica, genética de la especie, etc. Estos factores se
pueden encerrar en tres categorias: fisicos, quimicos y biologicos. Ademéas de la presencia de
nutrientes, los factores mas importantes en la formacién de micotoxinas en productos almacenados
son quizas la humedad y la temperatura. La produccién de micotoxinas se ve favorecida por la alta
humedad. La minima actividad de agua (a.) sobre la cual se muestran activos los hongos no suele
sostener el de las bacterias, aunque hay que destacar que los niveles minimos que permiten su
desarrollo no suelen coincidir con los que conducen a la sintesis de la toxina. El rango de

temperatura entre 25 y 30°C es el optimo para su crecimiento (Abreu, 2004).
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La actividad de agua (a,) es una medida del “agua libre” del alimento disponible para el
crecimiento del hongo. Esta “agua libre” que mide la a, se define como la relacion de la presion
parcial de vapor del alimento dividida entre la presion de vapor del agua pura, ambas presiones a la
misma temperatura (a,, = p/po). A la presion de vapor del agua pura se le ha dado arbitrariamente el
valor de 1. Los hongos generalmente pueden crecer a una a,, mucho menor en comparacién de las

bacterias.

Tanto las altas y bajas temperaturas pueden proporcionar una efectiva medida de control
microbiolégico, ya que la mayoria de los mismos poseen temperaturas optimas de crecimiento entre
20y 30 °C, pero el efecto sobre los productos debe ser considerado. Las altas temperaturas pueden
destruir las esporas que se encuentren en los productos y quizds también podria destruir toxinas
producidas por ciertos microorganismos y las bajas temperaturas tienden a retardar el crecimiento

de los microorganismos (Abreu, 2004).

2.6.- Medios Utilizados para la Determinacion de Hongos.

Numerosos métodos han sido utilizados para la investigacion y/o enumeracién de mohos,
sin embargo, el método a utilizar va a depender de la naturaleza y tipo de muestra, si se requieren o
no datos cuantitativos, si el andlisis es de rutina o no, asi como también dependera de la existencia o

no de métodos establecidos por las agencias reguladoras (Martinez, 1991).

Los medios de cultivo para el aislamiento de hongos son de tres tipos:

Medios de contaje o propdésito general, los cuales permiten el desarrollo de la mayoria de
los tipos de microorganismos encontrados. Entre los cuales se encuentran: el agar Extracto de

Malta, agar Micoldgico, agar Papa Glucosado, agar Czapek y el agar Saboraud, entre otros.

El Agar Extracto de Malta (MEA) es un medio de contaje o propésito general, en donde no

hay restricciones tan exigentes de crecimiento, ya que la mayoria de los microorganismos puede
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desarrollarse. Este medio en muchas ocasiones puede ser esencialmente modificado y es
recomendable acidificar el medio a pH 3,5 - 4, para establecer un control sobre el crecimiento

bacteriano.

El Agar Czapek contiene trazas de solucidn de algunos metales como el cobre, magnesio y
zinc, las cuales permiten observar los colores tipicos de las colonias de mohos de las especies de
Penicillium y Aspergillus sp. que por lo general en otros medios no suelen desarrollar la coloracién

verde tipica caracteristica de sus colonias.

Todos los medios que se tienen como de propdsito general pueden hacerse selectivos con tan
solo modificar el pH y afiadiendo al medio un agente antibi6tico u otros inhibidores quimicos que

combata la microflora no deseada, King y col.,1979 (citado por Escobar, 2000).

Algunos de los antibiéticos mas utilizados en medios de cultivo para inhibir el desarrollo de
bacterias son: oxitetraciclina, gentamicina-oxitetraciclina, clortetraciclina, cloramfenicol-

clortetraciclina y cloramfenicol-kanamicina, King y col.,1979 (citado por Escobar, 2000).

El Agar DRBC (Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol) es un medio selectivo para el
aislamiento y enumeracion de mohos, pues posee la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano
reduciendo ademas el crecimiento de mohos filamentosos como Mucor y Rhizopus sp., ya que
restringe el tamafio de sus colonias lo cual favorece la enumeracién de otros mohos de interés. Estas
caracteristicas se deben principalmente al Dicloran (2,6 Dicloro-4-nitroanilina) que esta presente en
el medio y al Rosa de Bengala Cloranfenicol, ambos componentes garantizan que no halla
sobrecrecimiento de los mohos invasores. Estos componentes estan presentes en el medio, ambos en
las mismas cantidades (50% cada uno). Este medio tiene un pH de 5,6, no solo para inhibir el
desarrollo bacteriano, sino para aumentar la efectividad del Dicloran. Por otra parte, la exposicion a

la luz puede incrementar marcadamente las propiedades inhibitorias del Rosa de Bengala y la
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recuperacion de los mohos puede verse seriamente perjudicada, King y col.,1979 (citado por

Escobar, 2000).

3.- METODOS DE CONSERVACION DE LOS ALIMENTOS.

3.1.- Métodos de Conservacion en Alimentos.

A medida que las sociedades se han desarrollado, los métodos de preparacién vy
conservacion de los alimentos se han especializado, haciendo posible la distribucion de productos
alimenticios de alta calidad a través de largas distancias. El objetivo principal de la aplicacién de
estos métodos es que los alimentos puedan extender su vida atil por largos periodos de tiempo
manteniendo sus caracteristicas de frescura, calidad e inocuidad. Algunos de los métodos de
conservacion empleados actualmente en la industria de alimentos son: 1) Procesos de preparacion
de conservas: enlatado, salado o curado y ahumado; 2) Procesos mediante remocion de calor:
refrigeracion, almacenamiento en atmdsferas modificadas y controladas, congelacion vy
liofilizacion; 3) Procesos caldricos empleando vapor o agua: escaldado, pasteurizacion,
esterilizacion, evaporacion y extrusion; 4) Procesos de deshidratacion: horneado; 5) Procesos
mediante la utilizacidn de aceites calientes; 6) Tratamientos caléricos empleando radiacién térmica:
microondas y radiaciones infrarrojas; 7) Procesos modernos alternativos: pulsos de luz (PL),
campos eléctricos pulsantes de alta intensidad (CEPAI), procesamiento por altas presiones, campos
magnéticos oscilantes (CMO), calentamiento 6hmico, arcos de descarga eléctrica, irradiaciones de

luz ultravioleta, ultrasonido y rayos X.

Segun Sancho-Madrid (2003), la conservacién de alimentos se basa en tres principios
fundamentales: retrasar o eliminar la actividad microbiana, retrasar la autodescomposicion y la
prevencion de alteraciones ocasionadas por insectos, roedores 0 procesos mecanicos. En general, la

conservacion de alimentos consiste en la aplicacién de ciencia basada en el conocimiento a través
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de una variedad de tecnologias y procedimientos, usados con el fin de prevenir el deterioro y la
alteracién de los productos alimenticios, asi como de extender su vida Qtil, mientras se asegura a los

consumidores un producto libre de microorganismos patdgenos (Sancho-Madrid, 2003).

3.2.- El Calor Como Método de Preservacién en los Alimentos.

El procesamiento de alimentos involucra la combinacion de diversos procedimientos que
permiten extender su vida atil mediante técnicas de preservacion que inhiben los cambios
microbiolégicos o bioquimicos y, al mismo tiempo, contribuyen a mejorar la calidad nutricional y
sensorial de los alimentos. La secuencia de operaciones aplicadas en los alimentos es determinante

en la obtencion del producto final (Fellows, 1990).

En la industria se emplean diversos procesos para lograr la conservacion de los alimentos.
Dado que el calor tiene una influencia importante en el procesamiento de los mismos, las
operaciones unitarias se pueden clasificar de acuerdo al medio empleado para su aplicacion,

(CYTED, 2003).

Entre los métodos méas importantes empleados en el procesamiento de alimentos mediante
el uso de calor se encuentran: A) Tratamientos cal6ricos empleando vapor o agua: escaldado,
pasteurizacion, esterilizacion, evaporacion y extrusién. B) Tratamientos caléricos de deshidratacién:
horneado. C) Tratamientos caldricos empleando aceites calientes. D) Tratamientos cal6ricos

empleando radiacion térmica: microondas y radiacion infrarroja.
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4.- LAS RADIACIONES.

4.1.- Tipos de Radiaciones y su Clasificacion.

El fenébmeno de radiacion consiste en la propagacién de energia en forma de ondas

electromagnéticas o particulas subatdmicas a través del vacio o de un medio material (Pozar, 1993).

Existen radiaciones de dos tipos: corpusculares y electromagnéticas. Las radiaciones
corpusculares, son corrientes de particulas atdmicas y subatomicas (particulas o, neutrones, etc.)
que se mueven a gran velocidad en un medio o el vacio, con apreciable transporte de energia (rayos
X) y que transfieren energia al chocar, este tipo de radiaciones se estan usando experimentalmente
para el tratamiento de algunos alimentos a nivel industrial. La radiacién propagada en forma de
ondas electromagnéticas (rayos UV, rayos gamma, microondas, etc.) se llama radiacion
electromagnética, esta altera la estructura interna de la materia y de este modo dispersa su energia,
incluye ondas de radio, microondas, ondas de luz, y rayos gamma. Los rayos gamma y X son
radiaciones ionizantes, es decir, producen la ionizacion de las moléculas, principalmente las de
agua, de los materiales que las absorben, y destruyen los microorganismos sin elevar la temperatura
de modo apreciable, debido a esto, la esterilizacién que se realiza de este modo recibe a veces el

nombre de esterilizacién fria (Frazier, 1976).

La ionizacién es el proceso de eliminar los electrones de los atomos, dejando dos particulas
cargadas eléctricamente (un electron y un ion cargado positivamente). Estas particulas pueden
causar dafios en los tejidos vivos. La radiacion no ionizante es aquella onda o particula que no es
capaz de arrancar electrones de la materia que irradia produciendo, como mucho, excitaciones

electrénicas (Frazier, 1976).

Si la radiacién transporta energia suficiente como para provocar ionizacién en el medio que
atraviesa, se dice que es una radiacion ionizante. En caso contrario se habla de radiacién no

ionizante. El caracter ionizante o no ionizante de la radiacion es independiente de su naturaleza
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corpuscular u ondulatoria, esta caracteristica viene dada es por la frecuencia de la radiacién, que

determina la energia por fotén (Pozar, 1993).

Son radiaciones ionizantes los rayos X, rayos vy, particulas a, entre otras. Por otro lado,
radiaciones como los rayos UV, las ondas de radio, TV o de telefonia movil, y microondas, son

algunos ejemplos de radiaciones no ionizantes (Pozar, 1993).

La radiacion electromagnética es una combinacion de campos eléctricos y magnéticos
oscilantes, que se propagan a través del espacio transportando energia de un lugar a otro. A
diferencia de otros tipos de ondas, como las del sonido, que necesitan un medio material para

propagarse, la radiacion electromagnética se puede propagar en el vacio.

En fisica, una onda es una propagacion de una perturbacion de alguna propiedad de un
medio, por ejemplo, densidad, presion, campo eléctrico o campo magnético, que se propaga a través
del espacio transportando energia. EI medio perturbado puede ser de naturaleza diversa como: aire,

agua, metal o el vacio.

Considerando la radiacion electromagnética como una onda, la longitud de onda A y la
frecuencia de oscilacion v estan relacionadas por una constante, la velocidad de la luz en el medio (c

en el vacio): ¢ = A x v. A mayor longitud de onda menor frecuencia.

Las ondas electromagnéticas viajan aproximadamente a una velocidad de 300.000 Km por
segundo, de acuerdo a su velocidad pueden ser agrupadas en rangos de frecuencia. Este

ordenamiento es conocido como Espectro Electromagnético (Serway, 1998).

La velocidad de propagacion de la radiacion electromagnética en el vacio es c. La teoria

electromagnética establece que:
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siendo gy y o la permitividad eléctrica y la permeabilidad magnética del vacio respectivamente

(Serway, 1998).

En un medio material la permitividad eléctrica € tiene un valor diferente a €. L0 mismo
ocurre con la permeabilidad magnética pu y, por lo tanto, la velocidad de la luz en ese medio sera
diferente a c. La velocidad de propagacion de la luz en medios diferentes al vacio es siempre

inferior a c.

La permitividad eléctrica y la permeabilidad magnética de un medio diferente del vacio
dependen, ademas de la naturaleza del medio, de la longitud de onda de la radiacién. De esto se
desprende que la velocidad de propagacion de la radiacion electromagnética en un medio depende

también de la longitud de onda de dicha radiacion.

La energia electromagnética en una particular longitud de onda A (en el vacio) tiene una
frecuencia f asociada y una energia de foton E. Se relacionan en las siguientes ecuaciones: ¢ =f A,

oloqueeslomismo A=c/f y; E=hf oloqueeslomismo E = hc/ A Donde
¢ = 299.792.458 m/seg (velocidad de la luz) y h es la constante de Planck h = 6,626069 x 10 *
J/seg.

Por lo tanto, las ondas electromagnéticas de alta frecuencia tienen una longitud de onda

corta y mucha energia mientras que las ondas de baja frecuencia tienen grandes longitudes de onda

y poca energia (Serway, 1998).

Por lo general, las radiaciones electromagnéticas se clasifican en base a su longitud de onda

en: ondas de radio, microondas, infrarrojos, luz visible, luz ultravioleta, rayos X y rayos gamma.
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Atendiendo a su longitud de onda, la radiacion electromagnética recibe diferentes nombres,

en telecomunicaciones se clasifican las ondas mediante un convenio internacional de frecuencias en

funcion del empleo al que estan destinadas (Alfaro, 2004).

Tabla 2. Clasificacion de las ondas electromagnéticas en las telecomunicaciones.

Abreviatura | Banda . .
Nombre Inglesa (ITU) Frecuencias Longitud de Onda Usos
———————————————————————————— Inferior a 3 Hz >100.000 Km
Extra Baj_a ELF 1 3-30 Hz 100.000 — 10.000
Frecuencia Km
SuperBaja | g 2 30-300 Hz | 10.000 - 1000 Km
Frecuencia
Ultra Baja ULF 3| 300-3000Hz | 1000 - 100 Km
Frecuencia
Muy Baja VLF 4 330 KHz 100 - 10 Km Radio de gran alcance
Frecuencia comunicaciones militares
Baja LF 5 | 30-300 KHz 10— 1 Km Radlio y navegacion
Frecuencia aeronautica y marina
Media 300 — 3000 Radio de onda media
Frecuencia MF 6 KHz 1 Km—100m (AM)
Alta . HF 7 3-30 MHz 100—-10m Radio de onda corta
Frecuencia
Muy Alta VHF 8 | 30300 MHz 10-1m TV y radio (FM)
Frecuencia
Ultra Alta UHE 9 300 —3000 1m— 100 mm TV, radar, telefonia
Frecuencia MHz movil
Super Alta Radares militares,
P . SHF 10 3-30GHz 100 - 10 mm comunicaciones via
Frecuencia Lo
satélite
Extra Alta EHF 11 | 30-300 GHz 10— 1 mm Radar
Frecuencia
Por encima de
""""""""""""""""" los 300 GHz <1lmm

Las frecuencias entre 1 GHz y 300 GHz, son las conocidas como microondas. Estas

frecuencias abarcan parte del rango de UHF (frecuencias ultra altas) y todo el rango de SHF

(frecuencias super altas) y EHF (frecuencias extremadamente altas). Estas ondas son utilizadas en

numerosos sistemas y procesos (Alfaro, 2004).
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Una de las aplicaciones mas conocidas de las microondas es el horno de microondas
domestico o convencional, que usa un magnetrén para producir ondas a una frecuencia de
aproximadamente 2,45 GHz. Estas ondas hacen vibrar o rotar las moléculas de agua, lo cual genera
calor en los productos. Debido a que la mayor parte de los alimentos contienen un importante

porcentaje de agua, pueden ser facilmente calentados de esta manera.

5.- LAS MICROONDAS.

5.1.- Tratamiento Calérico en Alimentos Mediante la Utilizacién de Microondas.

Las microondas son ondas electromagnéticas de energia radiante (radiacion
electromagnética) con una longitud de onda que se encuentra ubicada dentro del espectro
electromagnético, entre las ondas de radio y la luz infrarroja (las microondas tienen una longitud de
onda corta). Las microondas se irradian desde una fuente de energia (estas generalmente son
generadas por un magnetrén) y pueden ser absorbidas, transmitidas y reflejadas por una superficie

o material (Dock y Floros, 2000).

La energia por microondas consiste en campos oscilantes eléctricos y magnéticos
orientados perpendicularmente uno al otro. El campo eléctrico es la causa primaria del
calentamiento, promoviendo la rotacion de moléculas polares resultando en un calentamiento

causado por friccion molecular (Alfaro, 2004).

Un sistema de microondas comercial, consiste principalmente de: un magnetrén, de un
sistema de guia de ondas y de una camara de tratamiento. ElI magnetron es un diodo tubular
electronico, que genera las microondas convirtiendo el poder eléctrico a energia de microondas. El
sistema de guia de ondas enfoca la energia directamente sobre un area pequefia, para una eficiencia
Optima, y el alimento es colocado en la camara de tratamiento para ser expuesto a la energia de las

microondas, por un tiempo determinado (Dock y Floros, 2000).
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El poder eléctrico es convertido en energia de microondas, la longitud de onda de estas
radiaciones es mayor que la de la luz visible y tienen la propiedad de generar calor en los objetos
irradiados. El contenido energético de estas radiaciones no es suficiente para producir ionizacion y
su efecto letal sobre los microorganismos se debe al calor que se produce cuando las ondas son
absorbidas. La radiacion de las microondas puede penetrar en los tejidos varios centimetros, se
transforma en calor al ser absorbida, y por ello los productos pueden calentarse rapidamente en toda
suU masa, evitando en gran parte, el inconveniente del excesivo tiempo requerido para la penetracion
del calor. El calentamiento por microondas, aparte de su rapidez, tiene la ventaja de que se puede
controlar perfectamente, con lo cual es posible aplicar tratamientos térmicos mucho mas precisos

gue con los tratamientos convencionales.

Pero este proceso tiene también inconvenientes, ya que su poder de penetracion es limitado,
la capacidad de las sustancias para absorber las radiaciones depende de ciertas propiedades
eléctricas, sobre todo de la constante dieléctrica y del factor de perdida. El calentamiento por
microondas queda entonces restringido a los alimentos que contienen cantidades sustanciales de

agua (la constante dieléctrica del agua es elevada) (CYTED, 2003).

La utilizacion de microondas industriales por diferentes tiempos y a diferentes niveles de
energia, estd siendo utilizada con mucho éxito, incluso para completar el horneado en la
panificacion. Este proceso presenta una alta eficiencia y practicamente no produce cambios en el
contenido de nutrientes, sin embargo, no suele ser frecuentemente utilizado por ser un proceso muy

costoso.

Las operaciones o tratamientos de los productos en los cuales son mas utilizadas las
microondas son: la precoccion de productos carnicos y la descongelacion de productos congelados,
pero otras operaciones de procesamiento también estdn siendo aceptadas y utilizadas por la

industria de alimentos. Algunos de los procesos en los cuales pueden ser usadas las microondas son:
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la deshidratacion, el blanching, la coccion, la pasteurizacién y la esterilizacién. Otros usos
potenciales pueden ser: los horneados, la coagulacién, los recubrimientos, la gelatinizacion, el

tostado e inflado (CYTED, 2003).

Las desventajas mas resaltantes que presentan las microondas son la inhabilidad de pardear
los alimentos, el cocinado no uniforme de los productos de forma irregular y un excesivo secado en
algunos alimentos como el pan. Es importante sefialar que las microondas son una forma de energia

y no una forma de calor (CYTED, 2003).

5.2.- Mecanismo de Transferencia de Calor Mediante el Uso de Microondas.

El mecanismo de transferencia de calor que se produce al usar las microondas, es muy
diferente al de las tres formas cominmente conocidas: conduccion, conveccion y radiacion (Alfaro,

2004).

El calentamiento por microondas involucra primariamente dos mecanismos dieléctrico e
i6nico. El agua en los alimentos es el componente primario responsable del calentamiento
dieléctrico (movimiento molecular). Debido a su naturaleza dipolar, las moléculas de agua tratan de
seguir el campo eléctrico asociado con la radiacion electromagnética a medida que esta oscila a las
altas frecuencias, tal oscilaciones en la molécula de agua produce calor. ElI segundo mecanismo
importante del calentamiento por microondas es a través de la migracion oscilatoria de iones en el

alimento gque genera calor bajo la influencia del campo eléctrico oscilatorio (Tang, 1998).

La tasa de generacion de calor por unidad de volumen en el alimento (Q) durante el
calentamiento por microondas puede ser expresado por la siguiente ecuacion: Q = 2nf g ¢ E® ;
donde E es la intensidad del campo eléctrico de la onda, f es la frecuencia de las microondas, & es la
permitividad del espacio libre (constante fisica = 8,854 x 10" farad / metro), y ¢ es el factor de
perdida dieléctrica que representa la habilidad del material para absorber la onda y generar calor
(Tang, 1998; CYTED, 2003; Alfaro, 2004).
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La subsiguiente elevacién de temperatura en el alimento depende de la duracion del
calentamiento (tiempo de exposicion a las microondas), la ubicacion del alimento dentro de la
camara, la geometria del producto, la transferencia de calor convectivo en la superficie del mismo y

el grado de evaporacion dentro del alimento y en su superficie (Tang, 1998).

El factor de pérdida es una medida de la capacidad del material para disipar la energia de
microondas como calor. EI conocimiento del factor de pérdida es esencial para considerar el uso de
las microondas en cualquier proceso particular. La constante dieléctrica (capacidad de un material
para absorber energia) y el factor de perdida (capacidad del material para disipar en forma de calor
la energia absorbida) se ven afectados por la frecuencia, la temperatura, la densidad del material, el
contenido de agua, el contenido de sal, el estado del alimento (congelado o fresco), y el tamafio del

producto.

Los sistemas de calentamiento por microondas han sido preparados tanto para el tratamiento
de productos en el interior de sus envases como para sistemas de flujo continuo. La mayoria de los
sistemas europeos utilizan la frecuencia de 2450 MHz y combinan los efectos del calentamiento por
microondas y las técnicas de calentamiento convencional. Asi, aire caliente o vapor se combinan
con microondas para producir una rapida elevacién de la temperatura y una distribucion controlada
de la misma en la superficie y por la totalidad del producto. Los sistemas de tratamiento en el
interior del envase suelen consistir en un tinel por el que pasan los envases llenos y cerrados antes
de someterlos a la accion de los microondas para que el producto alcance la temperatura requerida
de tratamiento. La mayoria de estos sistemas se orientan a la obtencion de productos pasteurizados
que puedan precisar una distribucion y un almacenamiento en ambientes refrigerados. Varias
empresas siguen desarrollando procesos de esterilizacion por microondas de productos envasados

(CYTED, 2003).
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Dentro de las frecuencias de la banda internacional disponibles para la aplicacién industrial
solo las frecuencias de 915 y 2450 MHz, son de importancia para aplicacion de procesos de
calentamiento por microondas, especialmente para el procesamiento de productos alimenticios

(Alfaro, 2004).

En un estudio realizado por Manzolillo, 2002 (citado por Alfaro, 2004) sobre el
comportamiento de algunas sustancias frente a la aplicacién de las microondas, se determing que el
hielo practicamente no sufre calentamiento, esto debido a que es una sustancia cristalina y
ordenada. El agua si es rapidamente calentada por su mecanismo de rotacién dipolar, y las
soluciones acuosas de NaCl son mas rapidamente calentadas que el agua pura. A mayor

concentracion de NaCl en la solucion la misma se calienta mas rapidamente.

Barrett y col., 1992 (citado por Alfaro, 2004) evaluaron la calidad fisica y sensorial de
huevos deshidratados al ser utilizados métodos convencionales y de radiacion de microondas. La
frecuencia utilizada fue 2450 MHz y la capacidad del equipo fue de 1,2 Kg. La temperatura no
excedid a la temperatura ambiental y el tiempo requerido para la deshidratacion fue de
aproximadamente 7 horas con el uso de las microondas, mientras que por el método convencional
se alcanzaron temperaturas de 82°C y el tiempo requerido fue de 15 horas. En este estudio se
obtuvo que la textura de los huevos deshidratados es ampliamente mejorada al usar el método con
microondas, el cual mantuvo las muestras a bajas temperaturas y permitié la reduccion de los
tiempos de deshidratacion al compararse con un deshidratador convencional. Se encontré una
reduccién en los procesos deteriorativos del producto, oscurecimientos y en particular la asociacion
proteina-carbohidratos. Las bajas temperaturas de deshidratacién asociadas a las radiaciones de
microondas produjeron menos cambios estructurales en la proteina del huevo que con las altas

temperaturas de deshidratacion y largos tiempos usados durante la deshidratacién convencional.
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Conkerton y col., 1994 (citado por Alfaro, 2004) realizaron un estudio con muestras de
semillas de algodon (Gossypium sp.) las cuales fueron expuestas a las radiaciones de microondas a
45 kW, 2450 MHz, durante 4 minutos y a una temperatura de 94°C. Este tratamiento causo un
20% de reduccion de la humedad en las semillas. Al finalizar el tratamiento con microondas la
evaluacién demostré que no se encontrd diferencias en el contenido total o soluble de proteinas, o
en el contenido o color del aceite extraido, cuando fueron comparados los resultados con los

realizados a semillas que no fueron tratadas con las microondas.

Jamshidi y col., 2010, estudiaron el efecto de la radiacion de las microondas en muestras
de carne inoculadas con E. coli O157: H7. La evaluacion la realizaron a diferentes tiempos de
exposicion de los trozos de carne a las microondas (10, 20, 30, 40 y 50 segundos), el cual era
domestico. Ellos concluyeron que la radiacion de las microondas con 70 °C elimina la

contaminacién con E. coli O157: H7 en la superficie de las rebanadas de carne.

Woo y col., 2000, estudiaron el efecto de la radiacion de microondas sobre suspensiones de
Escherichia coli y Bacillus subtilis, obteniendo una reduccion dramatica de los recuentos viables asi
como aumentos en la cantidad de ADN y proteina liberada de las células de acuerdo con la
elevacion de la temperatura. Sin embargo; no observaron ninguna reduccion significativa de la
densidad celular creyendo que se debid al hecho de que la mayoria de las células bacterianas
inactivadas por radiacion de microondas se mantuvieron no lisadas. Realizaron también estudios de
microscopia electrénica de barrido lo que revelo graves dafios en la superficie de la mayoria de las

células de E. coli, pero no hubo cambio significativo en las células de B. subtilis.

Gedikli y col., 2008, evaluaron el efecto de las microondas sobre E. coli, B. cereus y S.
aureus. Ellos compararon diferentes grados de inactivacion por varios tiempos de exposicion, la
cantidad inicial de las células y el poder del microondas. Ellos encontraron que la maxima
eficiencia de las microondas fue a los 60 segundos del tiempo de exposicion, con una concentracién
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inicial de 1x10° células bacterianas de E. coli con una potencia de 900W. Los datos experimentales
mostraron que las microondas producen un efecto letal sobre las bacterias evaluadas debido al calor

generado durante la exposicion a las microondas.

Cabe destacar, que no se encontraron estudios sobre el efecto de la irradiacion de las

microondas en la incidencia de mohos en alimentos.

Es importante mencionar que en los hornos de microondas domésticos (multimodo), la
distribucién de las microondas en su interior no se realiza de forma homogeénea, es decir que las
microondas no son emitidas directamente hacia el producto. Los equipos de microondas con fines
de investigacion (mono modo) emiten las microondas especificamente a un lugar determinado, por
lo cual el producto sometido a las microondas necesita un menor tiempo de exposicion y el
calentamiento que se produce en el mismo es mas homogéneo. Es por esto que los equipos de
microondas con fines de investigacién son mas eficientes desde el punto de vista energético, y
garantizan una mayor reproductibilidad en los experimentos, ademas de que los hornos de
microondas domeésticos no son fabricados para trabajar en investigaciones cientificas (Alfaro,

2004).
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IV. MATERIALES Y METODOS.

1.- Toma de Muestras.

La mayoria de las muestras de café verde analizadas (6 de las muestras) fueron obtenidas en
una industria torrefactora de café localizada en el area metropolitana de Caracas (en la zona
industrial de la Yaguara). Dichas muestras provienen de distintas regiones productoras del pais
como: Rio Claro (Edo. Lara), Machiques (Edo. Zulia), Biscucuy (Edo. Portuguesa), Sanare (Edo.
Lara), Bocono (Edo. Trujillo) y Guarico (Edo. Lara). La séptima muestra de café verde fue obtenida
directamente en una finca de un pequefio productor independiente, (La Alameda), ubicada en los

Teques - Las Colinas, Via Lagunetica - Sector La Alcabala, del Edo. Miranda.

Las muestras a nivel industrial se obtuvieron tomando una cantidad aproximada de 800g de

café verde por saco muestreado, utilizdndose un calador de granos segin (COVENIN 383:1995).

Tabla 3. Plan de muestreo para el café verde.

N° de Sacos N° de Sacos Muestreados
Hasta 10 Cada Saco
11 -100 10

Hasta 250 20

Los granos obtenidos fueron de la especie Coffea arabica (café arabigo) o como se le

conoce en el pais granos de café criollo.

Una vez recolectadas todas las muestras, estas fueron trasladadas al Instituto de Ciencia y

Tecnologia de Alimentos (1.C.T.A) para la realizacion de los respectivos analisis.
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2.- Andlisis Proximal de los Granos de Café VVerde.

Se procedié a realizar el analisis proximal a las diversas muestras de granos de café verde a
fin de evaluar su composicion quimica al momento del analisis microbioldgico. La determinacién
de humedad del café verde se realiz6 de acuerdo a la Norma Venezolana COVENIN 2128-84.

Determinacién de la pérdida de masa a 105 °C.

También se realizaron las determinaciones de cenizas, proteina cruda, grasa cruda y fibra
cruda, para caracterizar las distintas muestras de granos de café verde con los que se trabajo. Para la
realizacion de estos analisis se siguieron las normas aplicadas para los granos de café tostado
(COVENIN 46:1994), ya que este tipo de determinaciones no suelen realizarse a los granos de café
verde a nivel industrial o comercial. También se revisaron y utilizaron algunos Métodos Oficiales
para el Andlisis de la Asociacion Oficial de Analisis Quimicos (Official Methods of Analysis of the

Association Official Analysis Chemists (AOAC)).

Tabla 4. Algunas de las determinaciones realizadas a los granos de café verde.

DETERMINACION METODO
Humedad COVENIN 2128-84
Cenizas A.O.A.C Official Method N° 972.15, 2000
Proteina Cruda A.O.A.C Official Method N° 955.04, 2000
Grasa Cruda A.O.A.C Official Method N° 963.15, 2000
Fibra Cruda A.O.A.C Official Method N° 930.20, 2000

El contenido de los carbohidratos se calculo restand6 del 100% del resto de los

macronutrientes anteriormente sefialados.

49



3.- Caracterizacion Fisicoguimica de los Granos de Café VVerde.

El pH y la acidez son parametros muy importantes ya que estan intimamente relacionados
con la conservacion y almacenamiento de los alimentos, asi como también en el control de procesos
naturales e industriales. Ademas de esto en los granos de café, el valor del pH determina ciertas
caracteristicas de sabor y calidad, lo que permite una clasificacion de los granos y del producto final

gue se puede llegar a obtener.

Tabla 5. Andlisis fisicoquimicos realizados a los granos de café verde.

DETERMINACION METODO
pH A.O.A.C Official Method N° 970.21, 1990
Acidez Total Titulable A.O.A.C Official Method N° 942.15, 1990

4.- Determinacion del Porcentaje de Granos Defectuosos.

Se colocaron 300 gramos de cada muestra en una bandeja de fondo claro y se seleccionaron
manualmente aquellos granos defectuosos (granos negros, granos partidos, granos inmaduros,
granos amarillos y materia extrafia). ElI porcentaje de cada uno de estos defectos se determino
mediante la relacion porcentual de peso entre los granos defectuosos y el peso total de muestra

(COVENIN 609-1994).

5.- Determinacion de la Actividad de Agua.

La actividad de agua (a,) de las muestras se determind por triplicado a cada una de ellas
utilizando un equipo DECAGON CX-1 AQUA LAB. El cual es un instrumento psicrométrico que

utiliza la técnica de enfriamiento de un espejo por efecto Peltier.

6.- Clasificacion de los Granos de Café Verde.

La clasificacion de los granos fue dada por la planta procesadora que suministro las
muestras de café verde. También se llevo a cabo mediante el uso de la Tabla 6, (Casanova, 2004).
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Tabla 6. Caracteristicas para determinar la clasificacion o tipo de grano de café verde.

GRADO DESCRIPCION
Generalmente compuesto de grano de café lavado de cosecha
nueva, sumamente bien desarrollado y preparado. Café
mantenido en buena forma, homogéneo, estrictamente
16 A producido en zonas altas, de olor intensamente fresco y color

Bueno “A” 6 Bueno Fino

homogeéneo. Bueno a excelente en calidad de taza, cumpliendo
con todos los requisitos especificos de sabor. Humedad: 10%;
Defectos: Méaximo numero de defectos 15%.

Generalmente compuesto de grano de café lavado de cosecha
actual. Café de altura, de olor fresco y color homogeéneo.

20B Buena calidad de taza. Sin embargo no cumple con todos los
Bueno “B” requisitos de un café de grado 1. Ausencia de caracteristicas
(BB) tipicas, incapaz de caracterizar mezclas. Humedad: de 10% a
12,5%; Defectos: Maximo niimero de defectos 23%.
Generalmente compuesto de grano de café lavado y/o natural
de periodo de la cosecha actual. Calidad mediana de taza. Café
cuya calidad original hasta cierto punto ya ha empezado a
) deteriorarse, por ejemplo no siendo completamente fresco y/o
Buin%c‘:‘ o bien pr,ep.arado. Cafe que hasFa cier.to punto le falta
(BC) caracteristica de s_abor _ba5|co (debido al tiempo de la cosecha o
café de zona baja) sin llegar a ser claramente defectuoso.
Humedad: de 10% a 12,5%; Defectos: Maximo nimero de
defectos 30%.
Generalmente todos los cafés lavados y naturales que han sido
afectados por el deterioro de envejecimiento (cosecha
46D vieja/pasadg) 0 deterioro por r_nala preparacion,
Bueno “D” almacenamiento inadecuado y/o deflcu?nc_las en el transporte,
(BD) mostrandq sabor a madera o sabores S|m|I_ares no deseados a
una magnitud moderada. Humedad: Maximo 13%; Defectos:
Maximo namero de defectos 35%.
Generalmente cafés lavados y naturales que exhiben defectos
de sabor como por ejemplo sabor fermentado, mohoso, terroso,
56E fené_lico, sumamente viejo, etc. Cafés que exceden la rpéxima
(Deficiente) cantidad de defectos de taza permitida segun las

especificaciones. Humedad: Maximo 13%; Defectos:
Maximo namero de defectos 40%.
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7.- Determinacién del Contaje Total de Mohos e Identificacion.

Se analizaron 7 muestras de café verde venezolano, utilizando la técnica de siembra por
superficie para determinar el contaje total de mohos, en placas de Petri con agar Dicloran Rosa de

Bengala Cloranfenicol (DRBC).

A partir de cada una de las muestras analizadas, se procedid a pesar asépticamente 10
gramos de muestra a la cual se le afiadi6 90 mL de agua peptonada al 0,1 % lo que constituye la
dilucion 1/10. Adicionalmente se prepararon las diluciones seriadas pertinentes. De cada una de las
diluciones se tomaron alicuotas por triplicado de 0,1 mL y se inocularon por superficie en placas de
Petri con agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), el cual es un medio selectivo para
mohos y levaduras, inhibe el crecimiento bacteriano, limita el crecimiento de hongos invasores
como Rhizopus y Mucor, hace que el medio pueda soportar el crecimiento de las especies que no
pueden crecer a bajo pH como en el agar de Patata Dextrosa (PDA) y restringe el tamafio de las
colonias haciendo que el contaje de los mohos se facilite.

Posteriormente, las placas fueron incubadas en un cuarto oscuro, a temperatura ambiente de
5 a 7 dias, transcurrido el tiempo se procedié al contaje de los mohos y los resultados fueron
expresados como unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g). Para la identificacion de las
especies mas abundantes se procedi6 a aislarlas en agar extracto de malta (EMA) y en agar Czapek,

para su posterior identificacion.

8.- Determinacion del Grado de Infestacion o Colonizacion de los Granos de Café.

Se tomd una porcién de 20 g de cada una de las muestras de café verde y se coloco en un
recipiente que contenia hipoclorito de sodio (NaClO) al 0,4% por 2 min. Luego se procedi6 a
escurrir el NaClO y los granos fueron sometidos a dos lavados sucesivos con agua destilada

esterilizada. Posteriormente los granos de café se lavaron con etanol al 80%, durante 3 min'y

luego se procedio a lavar nuevamente los granos de café con agua destilada esterilizada tres
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veces. Los granos fueron escurridos y secados con servilletas estériles. Posteriormente con una
pinza estéril, se colocaron 50 granos de café verde en placas con agar DRBC (5 granos por placa, 10
placas en total), estas placas se incubaron en un cuarto oscuro, a temperatura ambiente, de 5 a 7
dias. Transcurrido el tiempo de incubacién se procedié a determinar el grado de infestacion en

porcentaje, segun la cantidad de granos infestados obtenida para cada una de las muestras.

9.- Identificacion de los Mohos Presentes en los Granos de Café Verde.

A partir de las colonias de mohos obtenidas en las placas con agar DRBC, se aislaron en
placas de Petri con agar Extracto de Malta (EMA) y agar Czapek las principales especies de mohos
encontradas, en las muestras de granos de café, para su posterior observacion e identificacion
macroscopica y microscopica, mediante la utilizacion de las claves taxondmicas correspondientes.
Esto se realiz6 de la siguiente manera: con una aguja flameada, se tom6 una porcion de la colonia
del moho de interés ubicada en la placa con DRBC realizando una puncién sobre la misma, y luego
esta se llevé a una placa con EMA o Czapek, realizando tres punciones sobre la placa de Petri de
forma invertida. Estas placas se dejaron incubando durante 7 a 10 dias, en un cuarto oscuro, a
temperatura ambiente sin invertir, para luego transcurrido el tiempo poder observar con mayor

claridad las caracteristicas macroscépicas del moho de interés

Luego de los aislamientos realizados en las placas con EMA y agar Czapek, se tomaron
pequefias muestras para preparar también algunas laminas con cultivos de los mohos obtenidos de
las muestras de los granos de café verde, y poder observarlos al microscopio e identificarlos
microscopicamente mediante la utilizacion de las claves taxonémicas de Samson y col.,(1995). Esto
se realizd de la siguiente manera: con dos agujas flameadas, se tom6 una porcion del moho de
interés y se coloco en una lamina portaobjeto donde se coloco previamente una gota de solucién de
azul de algodon, luego se agregaron 1 o 2 gotas de alcohol y se colocé el cubre objeto presionando

muy levemente sobre la preparacién de manera de no romper las estructuras esenciales para la
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identificacion. Posteriormente se llevé el montaje realizado al microscopio y se procedié a la

observacion e identificacién del moho de interés.

10.- Evaluacion de la Capacidad Toxigénica de las Cepas Fungicas Aisladas.

Comunmente las micotoxinas se extraen con solventes organicos entre los que se destacan
el cloroformo, diclorometano, acetona, metanol, etc. Frecuentemente han dado muy buenos
resultados ciertas mezclas de algunos solventes con pequefias cantidades de agua ya que aunque la
solubilidad de muchas micotoxinas en el agua es muy pequefia, los disolventes acuosos pueden
penetrar los tejidos hidrdfilos lo cual conduce a una extraccion muy eficiente de las mismas

(Raybaudi, 1999).

La determinacion de micotoxinas se realizé utilizando una de las metodologias propuestas
por Samson y col., (1995), la de cromatografia en capa fina (TLC). Ademas de la cromatografia en
capa fina (TLC) estdn la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y los ensayos
inmunoquimicos. Estos dos dltimos son métodos mucho mas exactos y de mayor sensibilidad

comparados con la cromatografia de capa fina (TLC).

Previamente se clasificaron taxondmicamente las cepas de mohos aisladas de los granos de
café verde. Posteriormente, se escogieron aquellas colonias de mohos que presuntivamente pudieran

ser micotoxigénicos.

Como ya se dijo anteriormente, en una de las metodologias propuestas por Samson y col.,
(1995) se lleva a cabo un proceso de cromatografia en capa fina (TLC) para la determinacion de
micotoxinas. Esta deteccion estd basada en las propiedades de coloracion y fluorescencia de las
micotoxinas. La cuantificacion puede ser realizada por varios métodos, siendo uno de los mas

comunes la estimacion visual. Esto involucra la comparacion de estdndares de micotoxinas de
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valores Rf conocidos con el color e intensidad de fluorescencia de la muestra sobre un rango de

concentraciones del estandar.

Este método es utilizado principalmente de manera cualitativa en base a la comparacion
con soluciones de estandares de micotoxinas de concentraciones conocidas. El proceso se realizd de
la siguiente manera: A partir de las cepas de mohos micotoxigénicos aislados de los granos de café
verde (Aspergillus ochraceus y Aspergillus niger), en las placas con agar Extracto de Malta (EMA)
y agar Czapek e incubadas durante 7 a 10 dias, se agreg6 sobre estas colonias una o dos gotas de
solucién de cloroformo-metanol (2:1). Posteriormente se dejo secar la colonia y a partir de esta se
tomo con ayuda de un asa 0 aguja, una porcion miceliar del centro de la misma y se transfirié hacia
un punto de la placa de silica gel, el cual no excedi6 los 8mm de diametro. A partir de este punto se

procedio a realizar una cromatografia en capa fina.

La placa con el punto miceliar ya colocado, se pasé a un tanque cromatografico, el cual
contenia un solvente caracteristico, el cual fue TAM (tolueno/acetona/metanol, 5:3:2). La placa fue
colocada dentro del tanque en posicién vertical con el extremo inferior (donde se encuentran las
manchas o puntos de las muestras colocadas) inmerso en el solvente. El solvente (fase mévil) migra
a través de la capa absorbente (fase estacionaria) por capilaridad efectuando una separacion en
manchas individuales perpendicularmente a la linea base. Después de dejar migrar el solvente hasta
una determinada distancia (unos 16 cm aproximadamente) y transcurrido cierto tiempo (45 min), la

placa fue removida y el solvente fue evaporado a sequedad.

El desarrollo de la cromatografia duré aproximadamente 45 minutos. Luego la placa de
silica gel, fue retirada del tanque cromatogréfico para la evaporacion del solvente y se calcularon
los Rf de cada una de las manchas. Después se coloco la placa de silica gel para ser observada: bajo
la luz ultravioleta de onda larga a 366nm. Posteriormente la placa debe ser colocada en un tangque

cromatografico con vapores de amoniaco durante 5 min, tiempo después del cual se observa
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nuevamente bajo luz ultravioleta para observar méas claramente la presencia o no de fluorescencia
azul-verdosa caracteristica de OTA y se determina su Rf. Luego a partir de valores estandarizados
de Rf y del color caracteristico observado bajo la luz UV, se determina si el moho es 0 no
productor de ocratoxina A. Aun que en este caso la placa no se colocé posteriormente en vapores de
amonio se logro observar claramente la fluorescencia azul-verdosa en las manchas de las corridas

realizadas.

11.- Metodologia para la Aplicacién del Tratamiento de Radiaciones de Microondas.

El equipo de microondas que fue usado en esta investigacion, se encuentra en el
Laboratorio de Desarrollo de Nuevas Tecnologias, que forma parte del I.C.T.A. Dicho equipo
(Figura 18) es un microondas modo modal de marca comercial SAIREM (empresa francesa que se
dedica a la fabricacion de equipos de microondas y de radio frecuencias) modelo DO 3030 y
numero de serie 84.28.06. Este microondas construido en el 2006 con fines académicos y de
investigacion se utiliz6 para evaluar el efecto que producen las radiaciones de microondas sobre la

incidencia de los mohos que se encuentran presentes en los granos de café verde.

Los equipos de microondas del tipo mono modo o monomodal son aquellos en los cuales
las microondas son irradiadas de forma continua y directa sobre la muestra, esto permite que los
estudios que se realicen con estos equipos, puedan ser mas controlados, menos variables y mas
reproducibles, ademas que los tiempos de exposiciones se reducen. Estos equipos poseen una guia
de ondas que dirigen las microondas directamente hacia el producto. Los equipos de microondas
multi modo o multimodales son aquellos en los cuales las microondas no son irradiadas de forma
continua, ni directa sobre la muestra, sino que la microonda es generada para posteriormente chocar
y rebotar dentro de una cdmara o cavidad y luego llegar al producto en cuestion. Estos equipos no
poseen la guia de ondas y por lo general presentan un disco giratorio para colocar las muestras (Los

equipos de microondas caseros son del tipo multimodal) (Alfaro, 2004).
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Figura 18. Equipo de microondas SAIREM utilizado.

El sistema generador de microondas que se usé en esta investigacion, es un equipo de
microondas que opera con una frecuencia de emision de 2450 MHz y una potencia de salida que va

de 0 a 2 kW. Tales pardmetros (frecuencia y potencia) son tipicos de los equipos microondas.

Se realizaron varias pruebas preliminares y se decidié trabajar con una sola potencia (0,05
kW) y varios tiempos de exposicion (1min, 3min, 5min, 7min, 10min), ya que a potencias mayores

los granos de café verde se tostaban o quemaban en tan solo unos pocos segundos.

De cada una de las muestras de café verde se tomaron 50 g (para cada uno de los
tratamientos), los cuales se colocaban en tubos de ensayos para introducirlos en el equipo y poder

aplicar el tratamiento de microondas al tiempo de exposicion correspondiente.

12.- Aplicacion de Pruebas de Viabilidad.

A cada una de las muestras de granos de café verde (tratadas y no tratadas con el equipo de

microondas), se le realizaron varias diluciones seriadas, posteriormente, cada una de las muestras se
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cultivaron en placas con agar DRBC. Luego las placas se incubaron durante 5 a 7 dias a temperatura
ambiente, en oscuridad y sin invertir. Finalizado el periodo de incubacion se contd, el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) en las placas de agar y se determino el titulo
correspondiente. Luego se realizaron comparaciones entre los valores de unidades formadoras de
colonias y los titulos obtenidos para cada una de las muestras antes y después de la exposicién a las
microondas para cada uno de los distintos tiempos aplicados. La diferencia en los valores de los
titulos obtenidos antes y después de los tratamientos de radiacién de microondas en las muestras,
asi como la cantidad de unidades de colonias obtenidas, determina el efecto inhibitorio de las
microondas, sobre la incidencia de los mohos en las muestras de granos de café verde. El porcentaje

de granos infestados también fue determinado antes y después del tratamiento.

13.- Analisis de los Datos Obtenidos.

Todos los datos obtenidos de los experimentos realizados durante este estudio, fueron

procesados utilizando un programa estadistico de datos llamado Statgraphics Centurion 16.1. Se
realizé una prueba de t de Students para verificar la existencia de diferencias significativas entre los
contajes de mohos obtenidos en las muestras analizadas, igualmente se realizé para los porcentajes
de infestacion obtenidos. Se calcularon las distintas desviaciones estandar en los experimentos
realizados. En cuanto al experimento de la aplicacion de microondas a diferentes tiempos a las
distintas muestras, se realizd un analisis de varianza para observar si existian diferencias
significativas (p < 0,05) entre el efecto de los distintos tiempos de exposicion de los granos de café
verde a las radiaciones de microondas, sobre la incidencia de los mohos presentes en las distintas
muestras. También se aplico una prueba ANOVA para observar la existencia de posibles
diferencias significativas (p<0,05) en los parametros fisicoquimicos determinados de las distintas

muestras.
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2) Se afiadieron 90 mL de
agua peptonada al 0,1 %,
a la muestra de granos de

GRANOS 1) Se afiadieron asépticamente
DE CAFE 10 g de la muestra de granos
VERDE. de café. en un frasco de vidrio. LY

\4
4) Se tomaron 10 mL de la primera
dilucion (d = 10™) y se realizaron
varias diluciones seriadas.

), café verde (10g).
W,

3) Al mezclar los 10 g de granos de café
verde, con los 90 mL de agua peptonada, y
homogenizar durante 1 min, se obtuvo una
dilucién 107 de la muestra de granos de
café verde.

—> ¥ |
v !——ﬁi
90 mL de agua
Inoculo = 0,1 mL peptonada
en cada placa (d =10?)

1 |

10 mL j

L=

90 mL de agua

peptonada

(d =107%)

l Inoculo = 0,1 mL

T[/ tl/ TI/ Cloranfenicol
- % ’% % (DRBC)

5) Siembra en Superficie: Se inocularon 0,1 mL de
cada dilucion de la muestra de granos de café verde,
en placas de Petri con agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (tres por cada dilucién) y posteriormente
se rastrillo la superficie de cada placa para distribuir
uniformemente el inoculo sembrado.

6) Las placas de Petri no
se voltean y se dejan

\ 4

ambiente en un cuarto
oscuro por 5 a 7 dias.

incubando a temperatura >

=l

90 mL de agua
peptonada

(d =10

l Agar Dicloran
Rosa de
Bengala

7) Se realizd el contaje
de las colonias formadas,
y el calculo del titulo
correspondiente.

Figura 19. Esquema usado para la determinacion de mohos, en granos de café verde.
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1) Se afiadieron asépticamente
20 g de la muestra de granos

de café, en un vaso de

GRANOS l

precipitado, y estos se lavaron
con NaOCI (hipoclorito de

DE CAFE
VERDE

sodio) al 0,4 % durante 2 min.

2) Se escurrieron los granos de
café que fueron lavados con el

NaOCl al 0,4 %.

4) Los granos de café se
lavaron con etanol al 80%,
durante 3 min.

3) Se lavaron los granos
escurridos de café con agua .
destilada dos veces. -

5) Se lavaron los granos de
café con agua destilada tres

veces, .|

!

!

6) Los granos de café ya lavados, se
tomaron con una pinza y se colocaron 5
granos de café por cada placa de Petri (10
placas en total) con agar Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC). Las
placas se incubaron a temperatura
ambiente durante 7 dias en oscuridad.

7) Luego de transcurrido el tiempo se
observaron los granos colocados en las placas
de siembra, y se calculé el porcentaje de
infestacion de los granos de café analizados.

Figura 20. Esquema del procedimiento usado para la determinacion de la microflora interna de

mohos en granos de café verde.

60




=

1) Placas de Petri con agar EMA o Czapek solidificado.

!

2) Inoculacion de una placa de forma invertida en tres puntos.

!

3) Incubacidn de las placas inoculadas e invertidas a temperatura ambiente durante 7 a 10 dias.

Figura 21. Metodologia utilizada en el laboratorio para la identificacion de las cepas de los mohos

aislados de las muestras de granos de café verde.
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/[l /

1) Lamina portaobjeto sobre la que se realiza el montaje.

1
L=/

2) Se coloca una gota de azul de algodén sobre la ldmina portaobjeto.

!

'\
=/

3) Se coloca una pequefia muestra del moho a identificar sobre la lamina.

!
- 4

4) Se coloca una gota de alcohol al 70% y se cubre la lamina portaobjeto.

!

5) Se lleva el montaje al microscopio para su observacion e identificacion.

Figura 22. Metodologia utilizada en el laboratorio para la identificacion microscépica de las cepas

de los mohos aislados de las muestras de café verde.
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1) Siembra en placas de TLC de las cepas de mohos aislados.

!

2) Se introduce la placa de TLC en un tanque cromatogréfico con solvente TAM (tolueno/acetona/metanol,
5:3:2) y se deja correr la cromatografia durante 45 min.

!

3) Se saca la placa de TLC del tanque y se deja secar. Luego se coloca la placa en vapores de

amoniaco durante 5 min.

!

4) Se coloca la placa de TLC bajo luz ultravioleta para observar la fluorescencia azul-verdosa.

Figura 23. Metodologia utilizada en el laboratorio para la evaluacién de la capacidad

micotoxigénica de las cepas de mohos aisladas de las muestras de granos de café verde.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

1.- COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL.

1.1.-Analisis Proximal de los Granos de Café Verde.

A continuacion en la Tabla 7, se muestran los resultados del analisis proximal realizado a

las siete muestras de granos de café verde, antes de ser sometidas al tratamiento de microondas.

Tabla 7. Composicion quimica proximal (% en base seca) de los granos de café verde.

Analisis Proximal

Procedencia de las % Proteina | % Grasa | % Fibra
Muestras de % Humedad Cruda Cruda Cruda % Carbohidratos | % Cenizas
Granos de Café (B.S) (B.S) (B.S) (B.S) (B.S)
BISCUCUY 10,53 (ab) 14,36 (b) 15,05 @ 18,46 (b) 46,87 (c) 5,25 (@.b)
(Edo. Portuguesa)
BOCON_O 10,83 (a,b,c) 15,29 (d) 16,64 (©) 18,24 (b) 45,03 (®) 4,81 @
(Edo. Trujillo)
CUARICO 104@ | 145409 | 15740 | 19240 45,13 5,35 @
(Edo. Lara)
RIO CLARO 1120 1565© | 1496 @ | 1633 @ 4495 ® 710
(Edo. Lara)
SANARE 11,17 (© 14,55 () 15,99 (b) 18,45 (b) 41,2 (a) 8,81 @
(Edo. Lara)
LOSTEQUES | 159500 | 1375@ | 1499@ | 1834 ® 47,91 © 5,01 @
(Edo. Miranda)
MACH|QQES 10,83 (a,b,0) 14,5 (b,c) 15,12 (a) 16,35 @ 47,67 © 6,36 ®)
(Edo. Zulia)
PROMEDIO 10,84 14,66 15,49 17,92 45,54 6,09

Cada valor es el promedio de tres replicas. Valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente significativos (p<0,05).
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Se observa en la Tabla 7, que los granos de café verde de todas las muestras presentan un
alto porcentaje de carbohidratos y fibra. Estos altos valores pueden favorecer el desarrollo de los
mohos presentes en los granos de café verde, ya que proporcionan un medio adecuado para su

crecimiento.

Los mohos pueden utilizar ciertos sustratos como pectinas, carbohidratos, &cidos organicos,
proteinas y lipidos para su desarrollo. También pueden causar problemas a través de: sintesis de
metabolitos toxicos (micotoxinas), resistencia al calor, congelamiento, antibidticos o irradiacion y
habilidad para alterar sustratos no favorables permitiendo el crecimiento de bacterias patdgenas.
Pueden también causar malos olores y sabores y la decoloracion de las superficies de los alimentos

(Frazier, 1976).

La humedad juega un papel muy importante en la calidad del grano de café verde, ya que
esta puede favorecer el desarrollo de microorganismos, asi como también algunas actividades
enzimaticas causando detrimento del mismo. Es asi como cada tipo de grano o cereal debe tener un
contenido de humedad de seguridad minimo para garantizar su estabilidad en el tiempo. La norma
venezolana COVENIN 2129:1995 establece para el grano de café verde un contenido de humedad
méaximo de 13% para que pueda ser almacenado por largos periodos en condiciones adecuadas sin
deteriorarse. De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 7 se tiene que todas las muestras
analizadas estan por debajo de dicho valor, encontrdndose valores de humedad en las muestras que
van de 10,4 % a 11,17 % y en promedio las muestras presentaron una humedad de 10,84%. La
muestra proveniente de Sanare (Edo. Lara) reporto6 el valor mas alto de humedad con un 11,17 %y

la muestra de Guérico (Edo. Lara) el mas bajo con un 10,4%.

Las otras determinaciones realizadas a los granos de café verde, se llevaron a cabo

bésicamente para caracterizar las muestras en estudio y determinar si los valores obtenidos
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concordaban con valores generales promedios revisados en algunas bibliografias. También se
realizaron como un aporte, ya que al momento de buscar informacion sobre los granos de café
verde, no es mucha la informacion y datos que se obtienen, ya que por lo general todas las

determinaciones y estudios suelen realizarse a los granos de café ya tostados.

En la mayoria de los casos para realizar las determinaciones al café verde, se siguieron
métodos y procedimientos oficiales que se aplican para obtener las determinaciones en el café

tostado o en otros granos sin tostar como el cacao.

Se observa en la Tabla 7 que en promedio las muestras presentan un alto porcentaje de
carbohidratos 45,54%, seguido por un porcentaje de fibra de 17,92%, un porcentaje de grasa cruda
de 15,49%, un porcentaje de proteina cruda del 14,66% y un porcentaje de cenizas del 6,09 %.
Todos los valores obtenidos de las muestras son relativamente similares, aunque al realizar el
ANOVA se obtienen diferencias significativas (p<0,05) entre algunos valores de las diferentes

muestras evaluadas.

Al comparar estos valores obtenidos para los granos de café verde, con algunos valores
presentados en la bibliografia para granos de café tostado, se observa que el porcentaje de humedad
en los granos tostados es mucho menor. Segun el INN en su tabla de composicion de alimentos
(2001), los granos de café tostado tienen un porcentaje de humedad del 4,9 %, el porcentaje de
proteina es de 17%, el de grasa es de 17%, fibra cruda 7,6%, cenizas 4,5% y el de carbohidratos
totales es aproximadamente 49 % (estos valores varian dependiendo de la especie de los granos de
café). Estos valores resultan 16gicos ya que al perder el grano un porcentaje de agua, debido a que
es sometido al proceso de tostado, los otros componentes se concentran y al calcularse se

encuentran en mayor proporcion, que en el grano de café verde.
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1.2.- Caracterizacion Fisicoquimica de los Granos de Café Verde.

En la Tabla 8, se observan los valores de pH, acidez total titulable, actividad de agua,
defectos totales de los granos evaluados y tipo de café (clasificacién segin % de humedad y de

defectos presente en las muestras).

Tabla 8. Parametros fisicoquimicos obtenidos de los granos de café verde.

Procedencia de | Tipo de Andlisis
OI(\:/?usst(r:az dg as R H % Acidez Total % Defectos Tipo de Café
) W P Titulable Totales (Clasificacion)
Granos de Café
(Edo. Portuguesa)
BOCONO () ) ) (ab)

(Edo. Trujillo) 0,634 5,17 1,64 23,55 LBC
GUARICO 0,608 @ 514 © 1450 34,21 ©9 LBD
(Edo. Lara)

(Edo. Lara)
SANARE 0,627 ® 511 @) 1,25 @ 25,56 ® LBC
(Edo. Lara)

LOS TEQUES o) @ (b) @

(Edo. Miranda) 0,697 5,09 1,39 35 LBD

MACHIQUES 06379 | 51309 1,55 © 24,25 @) LBC
(Edo. Zulia)

PROMEDIO 0,637 5,15 1,49 P33 A —

Cada valor es el promedio de tres replicas. Valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente significativos (p<0,05).

LBC: Lavado Bueno “C”
LBD: Lavado Bueno “D”

La a, se define como la cantidad de agua disponible para ser usada por los
microorganismos, ademas de expresar la relacion existente entre la presion de vapor de agua del
producto y la del agua pura. Este es un parametro muy importante con el cual es posible regular las
condiciones de crecimiento de los hongos y su capacidad de producir micotoxinas. Los valores de
a,, obtenidos en las muestras de granos de café verde evaluadas, oscilan entre 0,608 y 0,697 con un

promedio de 0,637. Se puede observar que la muestra proveniente de Los Teques (Edo. Miranda)
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presentd el mayor valor de a,, entre todas las muestras con un 0,697, al igual que presentd el valor
maés elevado de porcentajes de granos defectuosos (35%). La muestra proveniente de Biscucuy
(Edo. Portuguesa) reporté el menor valor de a,, entre todas las muestras evaluadas con un 0,604.
Todos los valores de a, obtenidos en este estudio son similares a los reportados por Casanova

(2004) para todas sus muestras, el cual en promedio fue de 0,655.

El pH y la acidez son parametros muy importantes ya que estan intimamente relacionados
con la conservacion y almacenamiento de los alimentos, asi como también en el control de procesos

naturales e industriales en los mismos (Alvarez, 1998).

Durante la fermentacion de los frutos del cafeto, los &cidos acético y lactico son producidos
por degradacion microbiana de la pulpa y difundidos hacia el interior del cotiledén aumentando los

niveles de acidez los cuales disminuyen luego durante el secado de los granos (Silva, 1993).

En promedio las muestras de granos de café verde evaluadas presentaron un pH de 5,15
(con valores que van de 5,09 a 5,22) y un porcentaje de acidez total de 1,49. Algunos autores
sugieren gue con respecto a los valores de pH, estos no tienen un gran efecto en el crecimiento de
mohos toxigénicos, pero si puede tener un efecto importante en la produccion de las toxinas (Bacon

y col., 1973).

Se sabe que algunas especies de mohos producen sus toxinas en un pH de alrededor de los
5,4. Entonces se puede decir que los valores de pH obtenidos en las muestras de café verde
analizadas son favorables para la produccion de micotoxinas. Pero algunos autores han demostrado
que la produccion de ocratoxina A esta méas fuertemente influenciada por la composicion del medio,

especialmente por la presencia o ausencia de micronutrientes (Bacon y col., 1973).
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Debido a su crecimiento lento y a su baja competitividad, los mohos se manifiestan en los
alimentos donde el crecimiento bacteriano es menos favorable. Estas condiciones pueden ser a bajos
niveles de pH, baja humedad, alto contenido en sales o carbohidratos, baja temperatura de
almacenamiento, la presencia de antibidticos, o la exposicién del alimento a irradiaciones (Frazier,

1976).

No se encontraron estudios en donde se reportaran valores de pH y acidez en los granos de
café verde, para poder comparar los valores obtenidos de estas 7 muestras analizadas, con

resultados de otras investigaciones.

El porcentaje de defectos obtenidos en los granos de café verde para cada una de las
muestras fue bastante variado (Tabla 7), con un promedio de 28,21%. La muestra que presenté un
mayor porcentaje de defectos totales en los granos, fue la muestra proveniente de Los Teques (Edo.
Miranda) con un 35% vy la que report6 el valor mas bajo fue la muestra de Rio Claro (Edo. Lara)
con un 22,5%. En su estudio Casanova (2004) report6 un porcentaje promedio de defectos totales
de 37,83% para sus muestras y concluyo que a mayor proporcién de granos de café verdes
defectuosos, mayor es la posibilidad de contaminacion de mohos en los mismos, por lo cual es de
esperarse para este estudio una alta incidencia de mohos y de porcentajes de colonizacion en los

granos de café verde analizados.

Se obtuvo que la mayoria de las muestras de café verde con las que se trabaj6 se encuentran
dentro de la clasificacién de LBC y algunas pocas en LBD (Segun los valores de % de humedad y

% defectos de cada una de las muestras, entre otras caracteristicas visuales).

Existen factores importantes durante la etapa previa al almacenamiento que influyen en la

clasificacion y calidad obtenida en los granos de café verde y del producto que se obtiene al final de
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todo el proceso de tostado, como lo es la recoleccién de los frutos o cerezas de café durante la
cosecha, ya que durante esta etapa muchos productores no solo recolectan las cerezas maduras, sino
gue recolectan todas las que estén presentes en el arbusto para ese momento y las mezclan
procesandolas todas juntas (para ahorrar dinero y tiempo), y las centrales o plantas procesadoras de
los granos reciben todos los tipos de café cosechados (verde, pintdén, maduro, sobremaduro y seco).
Esto hace que se produzcan cantidades apreciables de granos demasiados heterogéneos y que los
granos de café verde que se obtienen no tengan una optima calidad, y es por eso que en varias de las
muestras de café verde evaluadas (como la muestra proveniente de Los Teques) se obtienen altos
porcentajes de defectos en los granos, lo cual disminuye su calidad y lo hace mas susceptible a la

contaminacion de mohos.

Se puede decir en general que en este estudio se trabajé con muestras de granos de café

verde de calidad intermedia (segun el porcentaje de granos defectuosos obtenido para cada una de

ellas).
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2.- ANALISIS MICROBIOLOGICO.

2.1.-Determinacion del Contaje Total de Mohos.

Los resultados correspondientes al recuento de mohos totales presentes en las

diferentes muestras evaluadas se pueden observar en la Tabla 9.

Tabla 9. Incidencia total de mohos presentes en las muestras de granos de café verde.

'\étr’aerfgr:éj: Procedencia de la Muestra de Incide?fézlotga;g/eg;\/l ohos InCIdenMC(I)ah(Iso tal ce
Oafé VVerde Granos de Café Verde (UFClg)
|, | e | e
M2 (Edo. Trjill 4357 23x10°®
M3 i, L ore) 3,25 @ 1,8 x10° ©
M5 (Eﬁgf'ﬁsg) 3,230 2,0 x10° @
M7 N(IQC%HIZ%HSS 4,78 © 6,3 x10* ©
21=10]\Y/1 = 5] [© ) N ———— 4,22 3,31 x10°

Cada valor es el promedio de tres replicas. Valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente significativos (p<0,05). UFC indica unidades formadoras de colonias.

En la Tabla 9 se observa que la incidencia total de mohos obtenida entre las
diferentes muestras de café verde evaluadas, oscil6 entre valores de 7,3 x10* UFC/g a 1,8

x10® UFC/g, siendo el promedio total de 3,31 x10* UFC/g. De las 7 muestras examinadas todas
presentaron incidencia de mohos, lo que se traduce en que el 100% de las mismas presentaron
contaminacidn externa de los granos. Al realizar el analisis de varianza (ANOVA), se observé que

existen diferencias significativas en cuanto a la incidencia de mohos entre algunas de las muestras,
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siendo esta mayor en las muestras provenientes de Machiques (Edo. Zulia) y de Los Teques (Edo.
Miranda) con un 6,3 x10* UFC/g y un 7,3 x10* UFC/g respectivamente. La incidencia de mohos
fue menor en las muestras provenientes de Guéarico (Edo. Lara) y Bocono (Edo. Trujillo) conun 1,8

x10® UFC/g y un 2,3 x10* UFC/g para cada caso.

Estos resultados muestran una alta incidencia de mohos en los granos de café verde
analizados, independientemente de la region de procedencia. Esto puede estar relacionado en gran
medida al porcentaje de granos defectuosos presentes en cada una de las muestras y a malas
condiciones de procesamiento, transporte y almacenamiento de los granos, hasta que son recibidos

por las plantas procesadoras.

Casanova (2004) evalud6 la incidencia de mohos en 47 muestras de café verde venezolano
proveniente de tres regiones diferentes (Santa Cruz de Mora, Barquisimeto y Caripe) encontrando
contaminacion superficial en todas las muestras, con valores que variaban de 1x10? UFC/g a 8x 10*
UFC/g con un promedio general de 3,9x10* UFC/g. Como puede apreciarse en la Tabla 9, los
valores obtenidos para las muestras de café verde venezolano en este estudio se hallan en el mismo
orden de magnitud de 10* UFC/g, que los resultados reportados por Casanova (2004) para sus

muestras.

De manera similar Mislivec y col. (1983) evaluaron la incidencia de mohos en varias
muestras de café verde venezolano (5 muestras provenientes de distintas regiones) y encontraron

también una alta incidencia de mohos en las mismas.

Abreu (2004) evalud 25 muestras de café verde provenientes de 15 lotes con la finalidad de

estudiar la micobiota presente y los niveles de ocratoxina A, y obtuvo que la incidencia total de
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mohos fue en promedio de 1,6x10* UFC/g. Este resultado coincide con el valor promedio obtenido

en este estudio el cual fue de 3,31 x10* UFC/g.

La alta incidencia superficial de mohos reportados por los diversos estudios refleja que los
granos de café verde estan sometidos a una gran manipulacién, carencia de buenas préacticas
agricolas y de manufactura, cosecha de cerezas sobremaduradas, ademas de la implementacion de
procesos como la fermentacién (beneficio himedo) y secado inadecuado. Esto pudo ser constatado
y visto de cerca durante la obtencion de la muestra de café verde proveniente de Los Teques (Edo.

Miranda).

También, la incidencia de mohos en las muestras analizadas puede estar relacionada con su
porcentaje de granos defectuosos (partidos, picados por insectos, amarillentos, y de color negro), ya
que la ruptura de los granos, fracturas o dafios debido a la accion de insectos, hacen a los granos

altamente susceptibles al desarrollo fungico.
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2.2.-Determinacion del Grado de Infestacién o Colonizacion de los Granos de Café.

En la Tabla 10 se observan los resultados obtenidos para el grado de infestaciéon de las

muestras de granos de café verde evaluadas.

Tabla 10. Grado de colonizacion de los granos de café verde evaluados.

Muestra de Granos de

Procedencia de la Muestra de Granos

% de Colonizacién de los Granos

Café Verde de Café Verde
v (Edo. Portuguese) 8433
M2 (EIZS C':I'(r)ul}li(ljlo) 76
M3 ?EljoARL'acrg 46,67 @
) sy
M5 (Eﬁcl)\.l ALErE) 66
" T
. o

PROMEDIO 75,00

Cada valor es el promedio de tres replicas. Valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente significativos (p<0,05).

Se puede apreciar que todas las muestras presentaron colonizacion interna, siendo el

porcentaje promedio de colonizacion de 75,09 % entre todas las muestras, variando los valores entre

46,67 % y 98% de colonizacion. Los porcentajes mas bajos se obtuvieron de las muestras

provenientes de Guarico (Edo. Lara) y Sanare (Edo. Lara)

con un 46,67% y un 66%

respectivamente, estas muestras también presentaron los valores mas bajos de incidencia de mohos.
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Los resultados de porcentaje de colonizacién mas altos se obtuvieron de las muestras provenientes
del municipio Machiques (Edo. Zulia), Biscucuy (Edo. Portuguesa) y Los Teques (Edo. Miranda)
con un 98% ; 84,33% Yy un 80% para cada caso, estas muestras las cuales también presentaron una

alta incidencia de mohos.

Estos resultados indican una alta colonizacion interna de los granos de café verde, en la
mayoria de las muestras evaluadas y al realizar el analisis de varianza se obtuvo que existen
diferencias significativas en cuanto al grado de colonizacion de los granos dependiendo de la

procedencia de la muestra.

Las semillas y granos generalmente arrojan porcentajes altos de propagalos fungicos,
convirtiendose en el principal vector de distintas enfermedades. El contagio de las semillas y granos
puede producirse en distintos momentos desde su recoleccién y mas frecuentemente durante su
almacenaje, dado que las condiciones de humedad y temperatura utilizadas generalmente para

almacenar granos, son también dptimas para el desarrollo fungico (Madigan y Martinko, 2006).

Por lo general una alta contaminacién de esporas de hongos representa un alto potencial de
flora fungica micotoxigénica. Las esporas fingicas, germinan cuando se encuentran en un medio
apropiado, lo que implica primordialmente, que exista humedad disponible. Pero en general, la
mayoria de los hongos necesita menos humedad que las bacterias, para su desarrollo. Por esta razon,
muchos hongos pueden crecer en alimentos de baja humedad, como cereales, granos y harinas

(Frazier, 1976).

La germinacion consiste en una activacion del metabolismo, seguido por un abultamiento

de la espora de la cual se origina un pequefio tubo germinativo. El tubo se alarga hasta convertirse
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en una hifa que ramifica y continta desarrollandose hasta dar lugar a un nuevo organismo (Frazier,

1976).

Gracias al proceso de desinfeccidn o tratamiento que se le aplicé a los granos de café verde
antes de colocarlos en las placas con agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), fue
posible observar crecimiento fungico proveniente de una contaminacién interna con esporas
fangicas, de dichos granos. Todas las muestras de granos de café verde sembrados estuvieron
asociados a crecimiento de mohos, lo que demuestra que no solo los mohos estan presentes de
forma externa en los granos, sino que también estdn presentes dentro de los mismos y en

condiciones adecuadas pueden desarrollarse.

La desinfeccion de los granos de café verde con NaCl al 0,4% antes de la siembra en las
placas inactiva la micobiota externa, permitiendo el contaje de los mohos que invaden el grano. Es
posible que la intensa manipulacion, el dafio de la superficie externa del grano debido a golpes,
roedores, insectos, malos procesos de secado que agrietan el grano, etc, y el contacto directo con el
suelo favorezcan la infeccién de los granos y la penetracién de los hongos invasores al interior de
los mismos. La importancia de este alto grado de colonizacién radica en que los granos que han sido
colonizados por mohos seran deteriorados por estos microorganismos y se vera afectado su valor
nutricional, ademas de producir decoloracion y manchado de los granos, cambios en las
propiedades organolépticas, pérdida del poder germinativo, menor vida Util de almacenamiento,
desarrollo de hongos micotoxigénicos Y si las condiciones son favorables puede ocurrir sintesis de

micotoxinas.

El alto porcentaje de colonizacion de las muestras provenientes de las diferentes regiones
evaluadas, esta relacionado con las valores de incidencia de los mohos encontrados en la superficie
dependiendo de la region geografica en la cual fue cultivado el grano de café verde. Se observa que
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a mayor incidencia de mohos (contaminacién externa de los granos) en las muestras evaluadas, el

porcentaje de colonizacion (contaminacion interna del grano) también es elevado.

Es importante sefialar que el alto grado de colonizacién de los granos esta influenciado por
malas précticas agrondmicas en el manejo del cultivo, asi como, durante las etapas de cosecha,

fermentacion y almacenamiento de los granos.

El porcentaje de colonizacion es de gran importancia ya que ademas de sugerir la posible
presencia de micotoxinas y de influir en gran medida en la estabilidad de los granos durante el
almacenamiento, los granos colonizados o mohosos constituyen parte de lo que se conoce como
granos defectuosos, junto con los granos negros, mordidos, manchados, inmaduros, arrugados,
aplastados, etc. Lo que en conjunto constituye un parametro de calidad de los granos de café verde

(COVENIN 604-93).

Los porcentajes de colonizacion obtenidos en los granos de café verde en este estudio,
coinciden con los resultados reportados por Casanova (2004), los cuales indicaron que la totalidad
de las 47 muestras que analizé presentaron un alto grado de colonizacion el cual fue variable entre
las regiones en estudio y comprendido entre un 70 y 75%. También coincide con los resultados
reportados por Abreu (2004) en donde la totalidad de las 25 muestras analizadas de café verde
presentaron una alta colonizacion interna, con valores comprendidos entre 76 y 100%, siendo el

porcentaje promedio de 93,6%.
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@) (b)

Figura 24. (a) y (b) Granos de café verde colonizados principalmente por Aspergillus niger
Muestra M7 — Machiques (Edo. Zulia).

(@) (b)

Figura 25. (a) y (b) Granos de café verde colonizados por distintas especies de mohos. Muestra
M7 — Machiques (Edo. Zulia).
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2.3-ldentificacion de los Mohos Presentes en los Granos de Café Verde.

La identificacion se realizd en base a las caracteristicas de las colonias, y la observacién

microscépica de las estructuras reproductivas del moho de acuerdo a Samson y col. (1995).

Los hongos filamentosos o mohos, son organismos eucariotas multicelulares constituidos
por micelios verdaderos y que se nutren por absorcién. Su crecimiento sobre los alimentos se
reconoce por su aspecto algodonoso-aterciopelado, que por lo general, presenta distintos colores,

(Madigan y Martinko, 2006).

Las especies de mohos encontradas (Tabla 11) en promedio para todas las muestras de
granos de café verde evaluadas (antes de la aplicacion del tratamiento de microondas) a nivel
superficial del grano fueron: Aspergillus niger (63,10 %), Aspergillus ochraceus (6,48 %),
Penicillium citrinum (10,64 %), Fusarium sp. (1,49 %), Mucor sp. (4,99 %), Rhizopus sp. (3,81 %),
Aspergillus fumigatus (3,26 %), Aspergillus tamarii (1,94 %), y otros (Cladosporium herbarum,

Penicillium sp., Geotrichum candidum y Aspergillus flavus) (4,84 %).

Figura 26. Aspergillus ochraceus visto al microscopio.
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Tabla 11. Porcentaje de mohos presentes en la superficie (contaminacién externa) de los granos de
café verde, para cada muestra evaluada seglin su procedencia.

Procedencia de la Mohos
Muestra de
Granos de Café
Verde A .niger | P.citrinum | A .ochraceus | Fusariumsp. | Mucor sp. | Rhizopus sp. | A .fumigatus | A .tamarii | Otros
BISCUCUY
0. , () , () , () , () , () , () , () , ()
Ed 48,48 % 15,15 % 6,06 % 6,06 % 3,03 % 3,03 % 3,03 % 3,03 % 910 %
Portuguesa) '
ji D370 0970 2970 3970 35 % 35 % 69% | - 69 %
(Eﬁc?CT?u']'lﬁo) 5653% | 8,69 % 4,35 % 4,35 % 4,35 % 4,35 % 8,69 % 8,69 %
?ELJQT;;; 77,80 % 5556% | e | memeee | emeeee | eeeeee 5,55 % 5,55 % 5,55 %
, 0 , o | - , (I , b | - , 0
R('E%OC'I-_'z‘g;) 7222 % | 833% | - | 8,33 % 5,56 % 5,56 %
, 0 s (] s (] , (] , o | - s (] , (]
éﬁc’)\'ﬁ;i) 60,00 % | 1000% | 1000% | 5,00 % 5,00 % 500% | 500 %
("Eodg Thf.?aﬁgf) 6250% | 1250% | 2500% | om0 e | e | e | e
NégfoH'z?JlLl’aE)s 5716% | 1428% |  coe | oo 1428% | 1428 % | e | e | e
PROMEDIO 63,10% | 10,64 % 6,48 % 1,49 % 4,99 % 3,81 % 3,26 % 1,94 % 4,84 %

Cada valor es el promedio de tres replicas.

Figura 27. Aspergillus niger visto al microscopio.
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(@) (b)

Figura 28. (a) y (b) Penicillium citrinum visto al microscopio.

Figura 29. Aspergillus fumigatus visto al microscopio.

Figura 30. Rhizopus sp. visto al microscopio.
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Figura 31. Especies de mohos presentes en la superficie (contaminacién externa) de los granos de

café verde, en cada una de las muestras analizadas seglin su procedencia.
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En la Tabla 11 y Figura 31 se observa que la especie A .niger se encontrd en una alta
proporcion a nivel superficial, en los granos de café verde de todas las muestras evaluadas, en
comparacién con las otras especies de mohos determinadas. Se obtuvo que la muestra proveniente
de Guérico (Edo. Lara) report6 la mas alta contaminacidn con A .niger con un porcentaje de 77,80
% segun el numero de colonias contabilizadas. Las otras muestras provenientes del Estado Lara
también presentaron una alta contaminacién con esta especie, aunque reportaron valores inferiores
que los obtenidos para la muestra de Guarico. La muestra proveniente de Biscucuy (Edo.
Portuguesa) reporto el valor mas bajo con un 48,48 % para esta especie de moho. En promedio A
.niger se encontré en todas las muestras evaluadas en un 63,10 % y las demas especies de mohos

encontradas tenian valores por debajo del 11%.

Tabla 12. Porcentaje de mohos colonizantes (contaminacién interna) de los granos de café verde,
para cada muestra segun su procedencia.

Procedencia de la Mohos
Muestra de
Granos de Café
Verde A .niger | P.citrinum | A .ochraceus | Fusariumsp. | Mucor sp. | Rhizopussp. | A .flavus | A .tamarii Otros
BISCUCUY
(Edo. 45,23 % 9,52 % 476 % 9,52 % 7,15 % 9,52 % 715 % |  ------ 715%
Portuguesa) '
(Elz(?c':l'(r)u'}li(l)lo) 52,63% | 15,78% 264% | @ - 10,52 % 789% | - 5,27 % 5,27 %
%dJOARLI;S 5217% | - | - 8,70 % 17,39 % 1304% | - | - 8,70 %
R(:Eodg:LL':‘rF;) 45,94 % 1081% |  ---—--- 10,81 % 10,81 % 10,81 % 271% | - 8,11 %
(Eﬁglﬁzi) 48,48% | 12,12% 607% | 12,12 % 1212% | - | e 9,09 %
(LE%? Tl\f.?aggas) 5500% | 1250% | 500 % 5,00 % 7,50 % 750% | -eee- 250% | 500%
M(Q&HIZ?JHSS 55,10% | 12,24 % 6,12 % 6,12 % 8,16 % 8,16 % 2,05 % 205% | @ -----
PROMEDIO 50,65 % 10,42 % 3,51 % 574 % 10,52 9,86 % 1,70 % 1,40 % 6,20 %

Cada valor es el promedio de tres replicas.

En la Tabla 12 se observa para cada muestra de café verde evaluada, segun su procedencia,

las especies de mohos colonizantes encontradas (contaminacion interna de los granos).
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Se tiene que las especies de mohos encontradas (Tabla 12) en promedio para todas las
muestras de granos de café verde evaluadas (antes de la aplicacién del tratamiento de microondas) a
nivel interno del grano fueron: Aspergillus niger (50,65 %), Aspergillus ochraceus (3,51 %),
Penicillium citrinum (10,42 %), Fusarium sp. (5,74 %), Mucor sp. (10,52 %), Rhizopus sp. (9,86
%), Aspergillus flavus (1,70 %), Aspergillus tamarii (1,40 %), y otros (Cladosporium herbarum,

Penicillium sp., Geotrichum candidum) (6,20 %).

En la Tabla 12 y Figura 32 se observa que también al igual que en el caso anterior, la
especie A .niger se encontrd en una alta proporcion a nivel interno (infestacion), en los granos de
café verde de todas las muestras evaluadas, en comparacién con las otras especies de mohos
determinadas. Se obtuvo que la muestra proveniente del municipio Machiques (Edo. Zulia) report6
la mas alta contaminacién interna con A .niger con un porcentaje de 55,10 % segln el numero de
granos colonizados. Las otras muestras provenientes del Estado Lara también presentaron una alta
contaminacién con esta especie. La muestra proveniente de Biscucuy (Edo. Portuguesa) mostrd el
valor més bajo con un 45,23 % (esta muestra también reporto el valor mas bajo de contaminacion
externa del grano para esta especie de moho). En promedio A .niger se encontr6 en todas las
muestras evaluadas en un 50,65 % y las demas especies de mohos encontradas reportaron valores

por debajo del 11%.

Después de A .niger las especies de mohos que se encontraron en promedio en mayor

proporcion en los granos de café verde fueron: P. citrinum, Mucor sp., y Rhizopus sp. La especie de

A .ochraceus solo se encontr6 en un 3,51 % en promedio para todas las muestras.
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Segin los resultados obtenidos se puede decir que a una elevada proporcion de
contaminacidn externa del grano de café verde, es posible que la contaminacion interna también sea

elevada.

La especie mas predominante en todas las muestras evaluadas, tanto para la contaminacion
superficial como para la contaminacién interna de los granos de café verde fue A .niger la cual
represento el (54,79 %) de todas las especies de mohos encontradas, seguido de P. citrinum (10,81
%), A .ochraceus (4,17 %), Fusarium sp. (4,42 %), Mucor sp. (8,11%), Rhizopus sp. (7,37%),
Aspergillus flavus (1,97%), Aspergillus tamarii (1,73%), Aspergillus fumigatus (1,47%) y otros

(Cladosporium herbarum, Penicillium sp. y Geotrichum candidum) (5,16%).
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Figura 32. Especies de mohos colonizantes (contaminacion interna) encontradas en los granos de

café verde, en cada una de las muestras analizadas segln su procedencia.

El género Aspergillus es el dominante en los granos de café verde estudiados. Este resultado

es de esperarse ya que Aspergillus es un género que se ha asociado como patégeno del café, este es
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considerado como un hongo de almacenamiento, sin embargo también se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza, ademas el suelo es considerado como una fuente de inoculo primario en

el cual se encuentran todos los mohos que después afectan a las plantas y granos.

El género Fusarium sp. es considerado como un hongo invasor, por lo cual se puede
encontrar con frecuencia en los granos de café verde, y el género Penicillium sp., es un hongo
ampliamente difundido en la naturaleza, pudiéndose encontrar tanto en el suelo como en los granos

de café.

De este estudio es importante resaltar la presencia de especies de hongos potencialmente
productoras de micotoxinas, como es el caso de A .niger y A .ochraceus que pueden producir

ocratoxinas, Aspergillus flavus puede producir aflatoxinas y P. citrinum puede producir citrinina.

El porcentaje de Aspergillus niger encontrado en las muestras evaluadas, puede ser debido a
gue esta es una especie que resulta ser mas competitiva en los climas tropicales por algin
mecanismo selectivo. Segun Pitt, (2002) las caracteristicas de esta especie actdan como un elemento

de proteccion ante la alta intensidad de luz solar que incide los paises del tropico.

Aspergillus flavus puede crecer sobre la planta asi como en el material almacenado,
pudiendo actuar como una fuente de inoculo primario. Aspergillus ochraceus y Penicillium citrinum
se asocian a un crecimiento sobre el material almacenado y Cladosporium sp., se relaciona a

materia en descomposicion.

Los resultados de este estudio indican que en los granos de café verde podria existir un
riesgo a la salud ya que los mismos se encuentran contaminados con especies que se han

comprobado son capaces de producir micotoxinas. Se podria pensar que el riesgo de la presencia de
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micotoxinas en el café no es tan importante, ya que el proceso de tostado elimina significativamente
a la microflora asociada, pero algunas micotoxinas como la ocratoxina A, son bastante estables a
altas temperaturas debido a sus elevados puntos de fusion y pueden permanecer presentes en los

granos de café tostados.

En general los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los resultados
reportados por Martinez (1991), Raybaudi (1999) y Escobar (2000), quienes coinciden en que el

género de moho colonizante predominante en granos es Aspergillus sp.

Mislivec y col. (1983) realizaron un estudio con café verde proveniente de distintos paises
del mundo, entre ellos Venezuela, reportando una incidencia de mohos colonizantes tales como
Aspergillus niger (22,8%),  Aspergillus ochraceus (9,6%), Aspergillus glaucus (22,4%),
Aspergillus flavus (0,4%), Aspergillus tamarii (14,4%), Aspergillus wentii (9,6%), Aspergillus
versicolor (0,8%) y Penicillium citrinum (2,4%). Estos resultados coinciden con los encontrados en
este estudio en el cual se observa que Aspergillus niger es la especie de moho colonizante de mayor

frecuencia en los granos de café verde.

Mislivec y col. (1983) y Urbano y col. (2001) encontraron que algunas especies del genero
Penicillium fueron halladas regularmente en los granos de café verde, sin embargo el porcentaje de
presencia fue substancialmente menor en comparacion con el género Aspergillus, lo cual concuerda
igualmente con los resultados obtenidos. Al parecer, las temperaturas de paises tropicales como

Venezuela, no son optimas para el crecimiento de especies del genero Penicillium.

En estudios anteriores Mislivec y col. (1975) indicaron que la flora flngica en café verde
pertenecia principalmente a Aspergillus glaucus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus vy

Aspergillus versicolor, mientras que la ocurrencia de Aspergillus niger, Aspergillus wentii, y
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Aspergillus tamarii era esporadica, sugiriendo que estas especies podrian ser mas competitivas en

un clima tropical.

Los datos obtenidos también concuerdan con los resultados reportados por Casanova (2004)
en los cuales indica que la microflora presente en los granos de café verde esta basicamente
constituida por Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus y Fusarium sp., observandose una

predominante presencia de Aspergillus de la seccién Nigri.

Abreu (2004) reportd que la micobiota predominante en las muestras de granos de café
verde consistio en especies de Aspergillus de la seccion Nigri y Aspergillus ochraceus, por lo que
se puede decir que Aspergillus niger es la especie colonizante de mayor frecuencia en el café verde

venezolano.

Lacey y Magan (1991) sefialan el efecto de la disponibilidad de agua sobre la colonizacion
de granos de cereales por miembros del genero Aspergillus. También indican que en el caso de
Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus estos requieren de una actividad de

agua mayor o igual a 0,95 como actividad de agua optima para la colonizacion.

Northlt y Bullerman (1982) sefialan que para el desarrollo de Aspergillus ochraceus se

requiere una actividad de agua mayor o igual a 0,83 para su crecimiento.

Esto indica que muy posiblemente la contaminacion de los granos de café verde por estas
especies de mohos, ocurre a nivel de campo, durante la cosecha o durante los procesos de
fermentacion de los frutos, y no durante su almacenamiento, debido a los bajos valores de actividad
de agua reportados por cada una de las muestras evaluadas en este estudio. Los granos de café verde

generalmente poseen una actividad de agua baja (alrededor de 0,65) luego del proceso de secado.
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Pero durante el almacenamiento de los granos de café verde, al ya estar contaminados lo que ocurre
es el desarrollo y crecimiento de estos mohos y ademas si las condiciones son favorables los

mismos pueden llegar a producir las micotoxinas.

2.4 -Evaluacion de la Capacidad Toxigénica de las Cepas Fungicas Aisladas.

A partir de las cepas identificadas como Aspergillus niger y Aspergillus ochraceus, fueron
aisladas 14 y 9 cepas respectivamente para comprobar la capacidad de produccién de ocratoxina A
(OTA). De las 14 cepas de A. niger evaluadas todas mostraron capacidad de producir la ocratoxina
A, lo que se traduce en un 100% de resultados positivos. De las 9 cepas de A. ochraceus aisladas,

ninguna dio resultados positivos para la produccién de ocratoxina A, es decir 0%.

De las 7 muestras de café verde evaluadas, todas presentaron cepas productoras de

ocratoxina A.

Para determinar la capacidad productora de ocratoxina A de cada cepa, se observd la
coloracién emitida de todas las cepas evaluadas bajo luz ultravioleta (UV), siendo la misma de una
fluorescencia con un color azul verdoso luego de la corrida cromatografica, para las cepas que

dieron positivas para la produccién de micotoxina.

También se calcularon los Rf para cada caso y estos se compararon con los valores
obtenidos por Abreu (2004), ya que no se disponia de solucion estandar de ocratoxina A para el
momento de la realizacion de este estudio. Abreu (2004) obtuvo un valor de Rf de 0,57 para la
solucién estandar y valores entre 0,58 y 0,59 para las cepas que fueron positivas en la produccion de
ocratoxina A. Los valores de Rf obtenidos de todas las cepas que presentaron fluorescencia después

de la corrida cromatografica en este estudio variaron entre 0,56 a 0,59.
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Levi, (1980) encontr6 un 20,8% de cepas de A. ochraceus capaces de producir OTA en
medios sintéticos. Urbano y col. (2001) luego de incubar durante 7 dias cepas de A. ochraceus y A.
niger en caldo YES e inocular en placas de TLC, encontraron un 88,1% y un 11,5% de las cepas
respectivamente fueron productoras de OTA, y el 75 % de las muestras evaluadas de café verde

presentaron cepas con produccion de ocratoxina.

Abreu (2004) obtuvo un 11,1% de cepas de A. ochraceus que producian ocratoxina Ay 0%
en las cepas de A. niger. Casanova (2004) reporté que de 47 muestras analizadas, el 85 % resultaron

contaminadas con ocratoxina A.

Los hongos toxigénicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Las diferencias
encontradas en cuanto al porcentaje de cepas positivas para la produccién de la ocratoxina A en los
diferentes estudios realizados pueden deberse a factores como el genotipo de las cepas de los mohos
aislados, la especie de café verde evaluada, ubicacion geogréafica, temperatura, actividad de agua y
humedad relativa, los cuales son factores importantes con respecto a la produccién de las

micotoxinas.

La presencia de mohos en el alimento no implica automaticamente la presencia en éste de
micotoxinas. Una micotoxina puede permanecer en un producto en el que no observemos
crecimiento fungico. Una determinada especie de hongo puede producir mas de un tipo de
micotoxina, con propiedades de difundirse a través de los alimentos, ya que son muy hidrosolubles,

(Madigan y Martinko, 2006).

La contaminacion fangica de los alimentos a partir de hongos filamentosos puede tener

como consecuencia el deterioro de los mismos, pero mayor importancia tiene la capacidad de
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muchos de esos hongos para producir una gran variedad de metabolitos toxicos (micotoxinas) a los

gue son sensibles el hombre y el resto de los animales (Madigan y Martinko, 2006).

Estas son extremadamente carcinogénicas al interferir con las enzimas que son responsables
de la sintesis de los &cidos nucleicos y son considerados mutagénicos, teratogénicos y hepatotoxicos

para muchas especies vivas incluyendo los humanos (Frazier, 1976).

Las micotoxinas ejercen su poder toxico en cantidades extremadamente bajas, como partes
por billon. Son capaces de causar graves enfermedades que afectan al higado, rifidn y dérganos

formadores de sangre (Madigan y Martinko, 2006).
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Figura 33. (a) y (b) Anverso y reverso de una placa de Petri con cultivo de moho Fusarium sp.,

aislado en agar Czapek.

(@)

(b)

Figura 34. (a) y (b) Anverso y reverso de una placa de Petri con cultivo de moho Penicillium sp.,

aislado en agar Czapek.
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(b)

Figura 35. (@) y (b) Anverso y reverso de una placa de Petri con cultivo de moho Rhizopus sp.,

aislado en agar Extracto de Malta (EMA).

(@)

(b)

Figura 36. (a) y (b) Anverso y reverso de una placa de Petri con cultivo de moho Mucor sp.,

aislado en agar Extracto de Malta (EMA).
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(@) (b)

Figura 37. (@) y (b) Aislamiento de colonia de Aspergillus niger en placas de Petri con agar
Extracto de Malta (EMA) y agar Czapek.

(@) (b)

Figura 38. (a) y (b) Aislamiento de colonia del genero Fusarium sp., en placas de Petri con agar
Czapek y Fusarium sp., visto al microscopio.
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2.5.- Aplicacién de los Tratamiento de Microondas a los Granos de Café Verde.

En la Tabla 13 y Figura 39, pueden observarse los resultados obtenidos para la incidencia
de mohos en los granos de café verde de las muestras evaluadas, después de la aplicacion de los
tratamientos de las microondas.

Tabla 13. Incidencia total de mohos en los granos de café verde, para cada una de las muestras,
después de la aplicacion de los tratamientos con microondas, a diferentes tiempos de exposicion.

Tiempo de Procedencia de la Muestra
Exposicion | BISCUCUY | BOCONO | GUARICO | RIO CLARO | SANARE | TEQUES | ZULIA | PROMEDIO
“alas (BIS) (BO) (GU) (RC) (SA) (TE) (zV)
Ml(é:sionr;das Incidencia (Log UFC/g)
0 4,56 ® 4,31® | 3280m 4,100 3290m | 495@ | 420 4,09
1 4010Y | 369™ | 2990 | 392™M | 30509 | 433® | 397" 3,71
3 378V | 3150V | 283%9 | 310D | 287 0N | 325%™ | 372™ 3,24
5 319 Km | 28% | 22609 2,809 2,46 ©9 | 2,92 9" | 3,36 ™ 2,83
7 2,78 9 2,50 @ 2@ 2@ 2@ 2,1 | 2730 2,30
10 2 (a) 21 (ab) 2 (a) 2 (@ 2 (a) 2 (a) 2 (a) 2,01

Cada valor es el promedio de tres replicas. Valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente significativos (p<0,05). UFC indica unidades formadoras de colonias.
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Figura 39. Incidencia de mohos en los granos de café verde, para cada una de las muestras, después
de la aplicacion de los tratamientos de microondas a diferentes tiempos de exposicion.
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En la Figura 39 puede visualizarse con facilidad el efecto que producen las microondas sobre
la incidencia de mohos en los granos de café verde. Se observa que a mayor tiempo de exposicion
hay una disminucion en la incidencia de los mohos presentes en todas las muestras de granos de
café verde evaluadas. La tendencia a la disminucién de la incidencia es similar en todas las
muestras, pero al realizar el analisis de varianza se obtienen que existen diferencias significativas

entre estas disminuciones (p <0,05).

Los granos de café verde de todas las muestras evaluadas, a los 0 minutos de exposicion a las
microondas, presentaron en promedio una incidencia total de mohos de 4,09 Log UFC/g, después
de 1 minuto de exposicion fue de 3,71 Log UFC/g, luego de los 3 minutos de exposicién al
tratamiento fue de 3,24 Log UFC/g, después de los 5 min fue de 2,83 Log UFC/g, luego de los 7
min de aplicacién de las microondas fue de 2,30 Log UFC/g, y al finalizar los 10 min fue de 2,01
Log UFC/g, estos resultados indican que en promedio hubo una reduccién del grado de incidencia
de mohos en los granos de café verde de aproximadamente 2 ciclos log (2 log 1¢) si se compara la
incidencia inicial de los granos de café verde a los 0 minutos de exposicion, con la obtenida después

de los 10 min de exposicidén a las microondas.

Se puede decir que hubo un efecto notorio del poder antifingico de las radiaciones de
microondas sobre los granos de café verde. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05) entre los grupos controles (sin tratamiento) y los granos de café verdes

sometidos a los diferentes tratamientos de microondas (a los diferentes tiempos de exposicion).

No se encontraron otros estudios similares a este, en los cuales se aplicaran radiaciones de
microondas sobre granos de café verde o algin otro grano y se reportaran los efectos de las

microondas en la incidencia de mohos y los porcentajes de infestacién en dichos granos, para
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comparar con los resultados obtenidos en esta investigacion. La mayoria de estudios encontrados
estan relacionados con otros productos y otros microorganismos (por lo general bacterias), sin
embargo en dichos estudios se observa al igual que en este, una reduccion o eliminacion de dichos
microorganismos en los productos evaluados al aplicar las radiaciones de microondas a diferentes

tiempos y a diferentes potencias.

Por ejemplo Jamshidi y col., 2010, estudiaron el efecto de la radiacion de las microondas
en muestras de carne inoculadas con E. coli O157: H7. La evaluacion la realizaron a diferentes
tiempos de exposicion de los trozos de carne a las microondas (10, 20, 30, 40 y 50 segundos), el
cual era domestico. Ellos concluyeron que la radiacion de las microondas con 70 °C elimina la

contaminacién con E. coli O157: H7 en la superficie de las rebanadas de carne.

Woo y col., 2000, estudiaron el efecto de la radiacion de microondas sobre suspensiones de
Escherichia coli y Bacillus subtilis, obteniendo una reduccion dramatica de los recuentos viables.
Realizaron también estudios de microscopia electronica de barrido lo que revelo graves dafios en la
superficie de la mayoria de las células de E. coli, pero no hubo cambio significativo en las células

de B. subtilis.

Gedikli y col., 2008, evaluaron el efecto de las microondas sobre E. coli, B. cereus y S.
aureus. Ellos compararon diferentes grados de inactivacion por varios tiempos de exposicion, la
cantidad inicial de las células y el poder del microondas. Los datos experimentales mostraron que
las microondas producen un efecto letal sobre las bacterias evaluadas debido al calor generado
durante la exposicion a las microondas. Ellos encontraron que la méaxima eficiencia de las
microondas fue a los 60 segundos del tiempo de exposicion, con una concentracion inicial de 1 x

108 células bacterianas de E. coli con una potencia de 900W.
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Tabla 14. Porcentaje de colonizacién de mohos (contaminacion interna) en los granos de café
verde, para cada una de las muestras evaluadas, después de la aplicacion de los tratamientos con
microondas, a diferentes tiempos de exposicion.

Tiempo de Procedencia de la Muestra
Exposicion a [ BISCUCUY | BOCONO | GUARICO | RIO CLARO | SANARE | TEQUES | ZULIA |PROMEDIO
las (BIS) (BO) (GU) (RC) (SA) (TE) (2V)

Ml(E:Tc])ic;]r;das % de Colonizacion
0 829 | 75339 | 4533 | 73,339 64" 72,67 ™| 95330 72,57
1 74,67 ™0 640 | 32679" | 66,67™ | 5267% | 62,677 | 86,67 62,86
3 63,337 | 5467% | 2267©" | 5333% | 43337 54% |7867©P| 52,86
5 430 25330 | 13,33¢Y | 3467 | 27,339 | 3333@" | 51,3300 | 3262
7 22D 9,339 | 4,67 18@9 ] 13,339 | 13,339 | 26© 15,24
10 1067°9 | 2679 | 067@ 4,67 @ 2@ 533 @Y | 18,679 6,38

Cada valor es el promedio de tres
estadisticamente significativos (p<0,05).

replicas. Valores seguidos de letras diferentes son

% de Colonizacion

120

100

BIS

BO

GU

RC SA

Muestras

B0 min
B 1min
B3 min
B 5 min

B 7 min

B 10 min

Figura 40. Porcentaje de colonizacion de mohos (contaminacién interna) en los granos de café
verde, en cada una de las muestras evaluadas, después de la aplicacién de los tratamientos de
microondas a diferentes tiempos de exposicion.
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El mismo efecto que se observo sobre la incidencia de los mohos presentes en los granos de
café verde, se obtuvo en los resultados del grado de infestacion de los granos, es decir que a mayor
tiempo de exposicion de las muestras a las radiaciones de microondas se observo una disminucion
en el porcentaje de colonizacion de los mohos en todas las muestras de granos de café verde

evaluadas.

También se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los grupos
controles (sin tratamiento) y los granos de café verdes sometidos a los diferentes tiempos de

tratamientos de microondas (a los diferentes tiempos de exposicion).

Los granos de café verde de todas las muestras evaluadas, a los 0 minutos de exposicion a las
microondas, presentaron en promedio un porcentaje de colonizacién del 72, 57 %, después de 1
minuto de exposicion fue de 62,86 %, luego de los 3 minutos de exposicién al tratamiento fue de
52,86 %, después de los 5 min fue de 32,62%, luego de los 7 min de aplicacion de las microondas
fue de 15,24%, y al finalizar los 10 min fue de 6,38%, estos resultados indican que en promedio
hubo una reduccion final del porcentaje de colonizacion en los granos de café verde a los 10 min de
tratamiento con respecto a los 0 min de tratamiento del 91, 70 % (si se compara con el porcentaje
inicial de colonizacion de los granos de café verde a los 0 minutos, con el obtenido después de los

10 min de exposicion a las microondas).

Después de la aplicacién de los tratamientos de microondas la especie de moho predominante
en todas las muestras de granos de café verde continuo siendo Aspergillus niger, aunque en menor
proporcion. El niamero de colonias contabilizadas para todas las especies de mohos se redujo

drasticamente, en comparacion con las muestras a las cuales no se les aplico ningln tratamiento.
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Después de la aplicacion de los distintos tratamientos de microondas a los granos de café
verde, se aislaron 7 cepas de Aspergillus niger, y se evalud su capacidad micotoxigénica. Todas las
cepas de cada una de las muestras dieron resultados positivos para la ocratoxina A. Por lo que se
puede decir que las microondas no eliminan la capacidad de las cepas de Aspergillus niger de

producir micotoxinas.

Al aplicar las microondas a las muestras de granos de café verde, estos alcanzaban valores
de temperatura de hasta 60 °C. Los valores de temperatura se incrementaban a medida que se

prolongaban los tiempos de exposicion de los granos de café a las radiaciones de microondas.

Las caracteristicas fisicas de los granos de café verde después de la aplicacion de los
tratamientos permanecieron iguales que al comienzo (sin la aplicacion de tratamiento de
microondas), no se observaron cambios ni en el color, ni en la textura de los granos, a excepcion del
tratamiento durante 10 min de exposicion a las microondas, en donde luego de la aplicacion del
mismo, los granos de café verde cambiaron ligeramente la tonalidad del color verde y lucian algo
mas amarillos, como se observa en la Figura 41. Este efecto se observo en todas las muestras

evaluadas.

Figura 41. Coloracién de los granos de café verde sin aplicacion de tratamiento de microondas Vs.
la coloracion de los granos de café verde después de 10 min de exposicion a las microondas.
Muestra M7 — Machiques (Edo. Zulia).
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En la Tabla 15, se pueden observar los valores obtenidos para la actividad de agua, de cada

una de las muestras, después de la aplicacidn de los tratamientos de microondas a los diferentes

tiempos de exposicidn.

Tabla 15. Valores de actividad de agua obtenidos después de la aplicacion de los tratamientos de

microondas para cada muestra.

Tratamiento de Irradiacion de Microondas a una Potencia de 0,05 kW

- d Actividad de Agua (a,) de las Muestras
iempo de
Exposicion a
las
Microondas | o scucuy | BOCONO RIO LOS
(min) (EL;O U (Edo GUARICO | %0 | SANARE | TEQUES |MACHIQUES| o0
' -~ (Edo. Lara) (Edo. Lara) (Edo. (Edo. Zulia)
Portuguesa) Trujillo) (Edo. Lara) .
Miranda)
0 0,602 @ 0,628 ® 0,607 @ 0,654 © 0,621 ® 0,698 @ 0,634 © 0,635
1 0,579 © 0,609 @ 0,576 © 0,596 @ 0,611 @ 0,671 ©@ 0,622 ® 0,609
3 0,565 ™ 0,579 © 0,557 ™ 0,565 ™ 0,582 © 0,644 © 0,594 @ 0,584
5 0,544 ® 0,557 ™ 0,529 ¥ 0,564 ™) | 0562 ™D 0,613 @ 0,563 ™ 0,562
7 0,527 @ 0,537 @ 0,512 ® 0,482 M 0,541 ® 0,581 © 0,561 ™ 0,534
10 0,507 © 0,512 ® 0,501 ® 0,439 ™ 0,517 ® 0,552 ™ 0,554 ™ 0,512

Cada valor es el promedio de tres replicas. Valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente significativos (p<0,05).

Los valores de a, disminuyeron en cada una de las muestras tratadas, a medida que se

exponian durante mas tiempo a las radiaciones de

microondas. Este comportamiento es de

esperarse ya que al aplicar los distintos tratamientos, aumentaba la temperatura de los granos de

café verde y estos perdian agua. En promedio la actividad de agua que se reporté para todas las

muestras a los 0 min de aplicacion del tratamiento fue de 0,635 y después de la aplicacion del

tratamiento de los 10 min fue de 0,512, es decir que la actividad de agua disminuyo en un 19,37 %
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si se compara con los valores de actividad de agua iniciales de las muestras. Al aplicar el andlisis de
varianza se obtiene que existen diferencias significativas (p<0,05) entre las actividades de agua de
todas las muestras para cada uno de los tratamientos aplicados, asi como también existen

diferencias significativas entre ellas al comienzo del tratamiento (para el tiempo 0 min).

Estas diferencias en la actividad de agua entre las distintas muestras, sin aplicacion de
tratamiento, deben estar relacionadas con la temperatura y la humedad de las zonas de donde
provienen las distintas muestras, ademas de los métodos de procesamiento y secado que se le dieron

a los granos de café verde en cada una de las regiones de procedencia de las muestras.

Conkerton y col., 1994 (citado por Alfaro, 2004) realizaron un estudio con muestras de
semillas de algodon (Gossypium sp.) las cuales fueron expuestas a las radiaciones de microondas a
45 kW, 2450 MHz, durante 4 minutos y a una temperatura de 94°C. Este tratamiento causo un
20% de reduccién de la humedad en las semillas. Al finalizar el tratamiento con microondas la
evaluacién demostré que no se encontrd diferencias en el contenido total o soluble de proteinas, o
en el contenido o color del aceite extraido, cuando fueron comparados los resultados con los
realizados a semillas que no fueron tratadas con las microondas. Esta investigacion concuerda con
los resultados reportados en este estudio en los cuales se aprecia una disminucion de la actividad de
agua en los granos de café verde, al ser sometidos a mayores tiempos de exposicién a las

microondas.

El efecto que tienen las microondas sobre la disminucion de la incidencia de mohos y el
grado de colonizacion de los granos de café verde evaluados, debe de estar relacionado con el
aumento de temperatura de los granos durante el proceso. Es por esto que a mayores tiempos de
exposicion a las microondas, las temperaturas que se alcanzan son mas elevadas y los grados de
incidencia y colonizacién disminuyen, al igual que disminuye la actividad de agua en las muestras.
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El agua existe en los materiales, productos alimenticios y microorganismos como agua libre
y enlazada. La Gltima posee una constante dieléctrica baja, mientras que, las moléculas de agua libre
poseen una alta constante dieléctrica, y se caracterizan por su gran habilidad para absorber la
energia de microondas. Las microondas interacttan selectivamente con las moléculas de agua libre,
produciendo un calor localizado que produce una repentina elevacion de la temperatura con efectos
maés pronunciados en donde existe en mayor cantidad. Las células de los productos alimenticios y
de los microorganismos que presentan los mismos son afectadas, ya que la temperatura aumenta
rapidamente y se produce una expansion de las células dentro del sistema irradiado, y ya que todas
las células contienen agua a diferentes niveles, estas no pueden mantener la alta presion interna y la
ruptura se hace espontanea, provocando la muerte de los microorganismos. Esta destruccion de las
células de los microorganismos va a depender en gran medida de las temperaturas que se alcancen
durante el proceso de radiacion, a los tiempos de exposicién a los cuales sean sometidos los

productos y a las potencias usadas durante la radiacion de las microondas sobre las muestras.

Algunos investigadores han utilizado las microondas en procesos como la pasteurizacion y
la esterilizacion industrial de ciertos productos alimenticios. En el tratamiento de pasteurizacion, el
calentamiento por debajo del punto de ebullicion del agua produce la muerte de mohos, levaduras y
bacterias acido lacticas, la temperatura misma del alimento no excede de 85 °C, en contraste la
esterilizacion del alimento debe ser realizada entre 110-130°C, requiriendo de una presion de 20-30
psi y de un material resistente a esta presion de trabajo. En procesos de pasteurizacién con
calentamiento convencionales de conduccion, el tiempo requerido es de 30-40 min para alcanzar la
temperatura, comparada con solo 3-5 min que puede conllevar el proceso con microondas. Estos
tratamientos de calentamiento en cortos tiempos producen productos finales casi sin alteracion de su

color y sabor (Schiegel, 1992).
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Los beneficios de las microondas en procesos de pasteurizacion y esterilizacion incluyen el
mejoramiento de la calidad del alimento, extension de la vida util sin utilizacion de preservativos,
mantenimiento de una apariencia natural, textura crocante, bajos costos ahorro de energia, bajos

costos de mantenimiento, minimo personal y tecnologia méas amigable (Schiegel, 1992).
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En las siguientes tablas resimenes, se reportan los resultados obtenidos para la incidencia,
porcentaje de colonizacion de mohos y actividad de agua, antes y después de la aplicacién de los

tratamientos de microondas a los granos de café verde, para cada una de las muestras evaluadas.

Tabla 16. Resumen de los resultados obtenidos para la incidencia, porcentaje de colonizacion de
mohos y actividad de agua, presentes en la muestra de granos de café verde proveniente de
Biscucuy (Edo. Portuguesa), antes y después de la aplicaciéon del tratamiento de microondas a
diferentes tiempos de exposicién.

Muestra Sin Tratamiento de Microondas Muestra con Tratamiento de Irradiacion de Microondas a una potencia
(Control) de 0,05 kW
BISCUCUY BISCUCUY
(Edo. Portuguesa) (Edo. Portuguesa)
Incidencia Colonizacién Incidencia Colonizacién
. . Incidencia a Tiempc_) de Incidencia Incidencia a
Incidencia Total de % de A Exposicion a % de W
L Total de Total de Mohos R
Total de Mohos| Mohos | Colonizacion las Mohos (UFC/g) Colonizacién
(Logyo UFC/g) | (UFC/g) | de los Granos Microondas g de los Granos
(min) (LOglo UFC/g)
0 4,56 © 3,67 x10° g2 P 0,602
1 4,01 ™ 1,03 x10* 74,67 ™ | 0,579
; ) ’ 3 378™" 6 x 10° 6333 " | 0,565
452 3,3 x10 84,33 10,604 ® - 5 :
5 3,19 k!m 2,33x 10 430 0,544
7 2,78 9 5,67 x10° 22 @0 0,527
10 2@ 1 x 10 10,67 ®9 | 0,507

Cada valor es el promedio de tres replicas. Valores seguidos de letras diferentes son
estadisticamente significativos (p<0,05). UFC indica unidades formadoras de colonias.

En la Tabla 16 se pueden apreciar todos los resultados obtenidos para la muestra de
Biscucuy (Edo. Portuguesa). Los valores obtenidos para la muestra control (sin tratamiento) y los
obtenidos para el tiempo 0 min de exposicion a las microondas son muy similares, ya que ninguna
de estas muestras fueron expuestas a las radiaciones de microondas. Al comenzar el tratamiento se
reporto una incidencia de 3,67 x10* UFC/g para los 0 min, la cual fue disminuyendo hasta alcanzar
un valor de 1 x 102 UFC/g después de la aplicacion del tratamiento de los 10 min de microondas en

los granos. ElI mismo comportamiento se obtuvo con los porcentajes de infestacion o colonizacion
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de los granos de café verde, el cual en un principio fue de 82 % para los granos con 0 min de
exposicion y después del tratamiento de los 10 min de exposicion a las microondas termino en un

valor de 10, 67%.

Tabla 17. Resumen de los resultados obtenidos para la incidencia de mohos, porcentaje de
colonizacion y actividad de agua, presentes en la muestra de granos de café verde proveniente de
Bocono (Edo. Trujillo), antes y después de la aplicacion del tratamiento de microondas a diferentes
tiempos de exposicion.

Muestra Sin Tratamiento de Microondas Muestra con Tratamiento de Irradiacion de Microondas a una potencia de
(Control) 0,05 kw
BOCONO BOCONO
(Edo. Trujillo) (Edo. Trujillo)
Incidencia Colonizacion Incidencia Colonizacién
Incidencia Tiempo de Incidencia Incidencia
Incidencia Total de % de @ | Exposicion a % de Aw
o Total de Total de Mohos L,
Total de Mohos Mohos Colonizacion las Mohos (UFClg) Colonizacion
(Logyo UFC/g) | (UFC/g) | de los Granos Microondas g de los Granos
. (Logyo UFC/g)
(min)
0 431 ® 2,07 x10" 75,33 ™ | 0,628 ®
1 3,69 ™ 4,67 x10° 64 O 0,609 @
[(19)) 3 () (e)
4,350 2.3 x10° © 76 © 0,634 0 3 3,15 1,43 x 10 54,67 0,579 |
5 2,89 6,33 x 10 2533® | 0,557 ™)
7 2,50 © 3,33 x10° 9,33 9 0,537 @
10 2,1 @b 1,3x10° 2,67@ 0,512 ®

En la Tabla 17 se pueden apreciar todos los resultados obtenidos para la muestra de Bocono
(Edo. Trujillo). Los valores obtenidos para la muestra control (sin tratamiento) y los obtenidos para
el tiempo 0 min de exposicidon a las microondas son muy similares, ya que ninguna de estas
muestras fueron expuestas a las radiaciones de microondas. Al comenzar el tratamiento se reporto
una incidencia de 2,07 x10* UFC/g para los 0 min, la cual fue disminuyendo hasta alcanzar un
valor de 1,3 x 10> UFC/g después de la aplicacién del tratamiento de los 10 min de microondas en
los granos. EI mismo comportamiento se obtuvo con los porcentajes de infestacion o colonizacion

de los granos de café verde, el cual en un principio fue de 75,33 % para los granos con 0 min de
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exposicion y después del tratamiento de los 10 min de exposicién a las microondas termino en un

valor de 2, 67%.

Tabla 18. Resumen de los resultados obtenidos para la incidencia de mohos, porcentaje de
colonizacion y actividad de agua, presentes en la muestra de granos de café verde proveniente de
Guérico (Edo. Lara), antes y después de la aplicacién del tratamiento de microondas a diferentes

tiempos de exposicion.

Muestra Sin Tratamiento de Microondas Muestra con Tratamiento de Irradiacion de Microondas a una potencia de
(Control) 0,05 kw
GUARICO GUARICO
(Edo. Lara) (Edo. Lara)
Incidencia Colonizacién Incidencia Colonizacién
Incidencia Tiempo de Incidencia Incidencia
Incidencia Total de % de & | Exposicion a % de 8w
o Total de Total de Mohos R
Total de Mohos| Mohos Colonizacién las Mohos (UFClg) Colonizacién
(Logyo UFC/g) | (UFC/g) | de los Granos Microondas 9 de los Granos
. (Logyo UFC/g)
(min)
0 3,28 ¢m 1,9 x10° 45,334 | 0,607 @
1 3,04 @hiD 1,1x10° 32,67 @Y | 0576 ©
(f.9) 2 (ef) (h)
3,25 @ 1.8 x10° @ 46,67 @ 0,608 © 3 2,83 6,67 x 10 22,67 0,557 _
5 2,26 ®9 1,3 x 10 13,339 | 0,529 0
7 2@ Est. < 1 x10? 4,67 @ 10512®
10 2@ Est. < 1x 10 067@ |o0501®

En la Tabla 18 se pueden apreciar todos los resultados obtenidos para la muestra de Guérico
(Edo. Lara). Los valores obtenidos para la muestra control (sin tratamiento) y los obtenidos para el
tiempo 0 min de exposicion a las microondas son muy similares, ya que ninguna de estas muestras
fueron expuestas a las radiaciones de microondas. Al comenzar el tratamiento se reporto una
incidencia de 1,9 x10® UFC/g para los 0 min, la cual fue disminuyendo hasta alcanzar un valor de
Est. < 1 x 10 UFC/g después de la aplicacion del tratamiento de los 10 min de microondas en los
granos. El mismo comportamiento se obtuvo con los porcentajes de infestacion o colonizacion de

los granos de café verde, el cual en un principio fue de 45,33 % para los granos con 0 min de
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exposicion y después del tratamiento de los 10 min de exposicién a las microondas termino en un

valor de 0, 67%.

Tabla 19. Resumen de los resultados obtenidos para la incidencia de mohos, porcentaje de
colonizacion y actividad de agua, presentes en la muestra de granos de café verde proveniente de
Rio Claro (Edo. Lara), antes y después de la aplicacion del tratamiento de microondas a diferentes

tiempos de exposicion.

Muestra Sin Tratamiento de Microondas Muestra con Tratamiento de Irradiacion de Microondas a una potencia de
(Control) 0,05 kw
RIO CLARO RIO CLARO
(Edo. Lara) (Edo. Lara)
Incidencia Colonizacién Incidencia Colonizacién
Incidencia Tiempo de Incidencia Incidencia
Incidencia Total de % de Aw Exposiciona | 1t =" 1ol de Mohos % de aw
Total de Mohos Mohos Colonizacién las Mohos (UFClg) Colonizacion
(Logyo UFC/g) | (UFC/g) | de los Granos Microondas g de los Granos
(mm) (Loglo UFC/g)
0 4520 3,3 x10* 73,33 ™) | 0,654 ©
1 3,92 (mnM 8,33 x10° 66,67 ™ | 0,596 @
© 3 (iikh 1,33 x 10° ® | 0565®"
4530 [ 36x10°® | 1467 0,649 © 3.1 | 5333 _
5 2.8 (9 6,33 x 10 34,67®™ | 056400
7 9@ 1 x10? 18 @® 0,482 ™
10 2 @ Est <1x10* | 4g7@» | 0439®

En la Tabla 19 se pueden apreciar todos los resultados obtenidos para la muestra de Rio

Claro (Edo Lara). Los valores obtenidos para la muestra control (sin tratamiento) y los obtenidos
para el tiempo 0 min de exposicion a las microondas son muy similares, ya que ninguna de estas
muestras fueron expuestas a las radiaciones de microondas. Al comenzar el tratamiento se reporto
una incidencia de 3,3 x10* UFC/g para los 0 min, la cual fue disminuyendo hasta alcanzar un valor
de Est. < 1 x 102 UFC/g después de la aplicacion del tratamiento de los 10 min de microondas en los
granos. EI mismo comportamiento se obtuvo con los porcentajes de infestacion o colonizacion de

los granos de café verde, el cual en un principio fue de 73,33 % para los granos con 0 min de
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exposicion y después del tratamiento de los 10 min de exposicién a las microondas termino en un

valor de 4, 67%.

Esta misma tendencia se tiene en los resultados obtenidos de las muestras de granos de café

verde proveniente de Sanare (Edo. Lara), Los Teques (Edo. Miranda) y Machiques, puede

observarse en las Tablas 20, 21 y 22.

Tabla 20.

Resumen de los resultados obtenidos para la incidencia de mohos, porcentaje de

colonizacion y actividad de agua, presentes en la muestra de granos de café verde proveniente de
Sanare (Edo. Lara), antes y después de la aplicacion del tratamiento de microondas a diferentes
tiempos de exposicion.

Muestra Sin Tratamiento de Microondas

Muestra con Tratamiento de Irradiacidn de Microondas a una potencia de

(Control) 0,05 kw
SANARE SANARE
(Edo. Lara) (Edo. Lara)
Incidencia Colonizacién Incidencia Colonizacién
Incidencia Tiempo de Incidencia Incidencia
Incidencia Total de % de 8w Exposicion a % de Aw
L Total de Total de Mohos L
Total de Mohos Mohos Colonizacién las Mohos (UFClg) Colonizacién
(Logyo UFC/g) | (UFC/g) | de los Granos Microondas g de los Granos
(min) (Log,o UFC/g)
0 3,29 (tm 2 x10° 64 O 0,621 ®
1 3,05 (Miik) 1,27 x10° 52,67 ® 0,611 @
®) 3 (fg.n) 7,33 x 10° 0) 0,582 ©
3,23 (@ 2,0 X103 (a) 66 0,627 (b) 2,87 . 43,33 -
5 246 €9 3x10 27,3309 | 0,562 "
7 0 @ Est. <1x10* | 1333€d | 05410
10 2 @ Est. <1 x 107 2 @ 0,517
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Tabla 21.

Resumen de los resultados obtenidos para la incidencia de mohos, porcentaje de

colonizacion y actividad de agua, presentes en la muestra de granos de café verde proveniente de
Los Teques (Edo. Miranda), antes y después de la aplicacién del tratamiento de microondas a
diferentes tiempos de exposicion.

Muestra Sin Tratamiento de Microondas Muestra con Tratamiento de Irradiacion de Microondas a una potencia de
(Control) 0,05 kw
LOS TEQUES LOS TEQUES
(Edo. Miranda) (Edo. Miranda)
Incidencia Colonizacién Incidencia Colonizacién
Incidencia Tiempo de Incidencia Incidencia
Incidencia Total de % de Aw Exposicion a % de Aw
A Total de Total de Mohos A
Total de Mohos Mohos Colonizacién las Mohos (UFClg) Colonizacion
(Logyo UFC/g) | (UFC/g) | de los Granos Microondas g de los Granos
(min) (Logp UFC/g)
0 4,85 @ 7 x10* 72,67 ™mno) | 0,698 @
1 433® 2,67 x10" 62670 | 06719
kil, 3 K ©
486© | 73x1000 | 807 | gger@ 8 3,25 ™ 18x10 54% | 0644
5 2,92 (fohi) 8,33 x 10° 33336M | 0613@
7 2.1 @) 3 x10 1333 €9 | 0581©
10 2 @ Est <1x10° | 533@d | 0,552
Tabla 22. Resumen de los resultados obtenidos para la incidencia de mohos, porcentaje de

colonizacion y actividad de agua, presentes en la muestra de granos de café verde proveniente de
Machiques (Edo. Zulia), antes y después de la aplicacién del tratamiento de microondas a diferentes
tiempos de exposicion.

Muestra Sin Tratamiento de Microondas

Muestra con Tratamiento de Irradiacién de Microondas a una potencia de

(Control) 0,05 kw
MACHIQUES MACHIQUES
(Edo. Zulia) (Edo. Zulia)
Incidencia Colonizacién Incidencia Colonizacién
Incidencia Tiempo de Incidencia Incidencia
Incidencia Total de % de Bw Exposicion a % de Aw
R Total de Total de Mohos L
Total de Mohos Mohos Colonizacién las Mohos (UFClg) Colonizacién
(Logyo UFC/g) | (UFC/g) | de los Granos Microondas g de los Granos
(mm) (L0g10 UFC/g)
0 4,75 © 5,6 x10* 95330 | 0634
1 3.97 O 9,3 x10° 8667 @ | 0622®
3 , ®
4789 |eaxot©| 98¢ 0,637 ¢ > 3,727 >3 x10 78,677 | 0594
5 3,36 ™ 23x10° | 513300 | 0563 "
7 2730 5,3 x10° 26 0,561 ™)
10 2 @ Est. <1x10° | 1g867@® | 0,554 "
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VI. CONCLUSIONES.

Los granos de café verde de todas las muestras evaluadas presentaron un alto porcentaje de

carbohidratos y fibra.

Todas las muestras de granos de café verde analizadas presentaron un porcentaje de humedad
inferior al 13 %, reportdndose valores de humedad que se encontraron entre los 10,4 % a 11,17

% y en promedio las muestras presentaron una humedad de 10,84%.

Los valores de a,, obtenidos en las muestras de granos de café verde evaluadas, oscilaron entre

0,608 y 0,697 con un promedio de 0,637.

En promedio las muestras de granos de café verde evaluadas presentaron un valor de pH de
5,15 (con valores que oscilaron entre los 5,09 a 5,22) y un porcentaje de acidez total de 1,49

(con valores que se ubicaron entre los 1,25 a 1,64).

El porcentaje de defectos obtenidos en los granos de café verde para cada una de las muestras

fue bastante variado, con un promedio de 28,21%.

La incidencia total de mohos obtenida entre las diferentes muestras de café verde
evaluadas, oscilo entre valores de 7,3 x10* UFC/g a 1,8 x10° UFC/g, siendo el promedio

total de 3,31 x10" UFC/g. De las 7 muestras examinadas todas presentaron incidencia de
mohos, lo gue se traduce en que el 100% de las mismas presentaron contaminacion externa de

los granos, independientemente de la region de procedencia.

Las muestras que reportaron la mas alta incidencia de mohos fueron las provenientes de
Machiques (Edo. Zulia) y de Los Teques (Edo. Miranda) con un 6,3 x10* UFC/g y un7,3 x10°

UFC/g respectivamente. La incidencia de mohos fue menor en las muestras provenientes de
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Guérico (Edo. Lara) y Bocono (Edo. Trujillo) con un 1,8 x10° UFC/g y un 2,3 x10* UFCl/g

para cada caso.

Todas las muestras presentaron colonizacion interna de los granos, siendo el porcentaje
promedio de colonizacion de 75,09 % entre todas las muestras estudiadas, variando los valores

entre 46,67 % y 98% de colonizacion de los granos de café verde.

Los porcentajes mas bajos de colonizacion de los granos de café verde, se obtuvieron de las
muestras provenientes de Guérico (Edo. Lara) y Sanare (Edo. Lara) con un 46,67% y un 66%

respectivamente.

Los resultados de porcentajes de colonizacion mas altos se obtuvieron de las muestras
provenientes del municipio Machiques (Edo. Zulia), Biscucuy (Edo. Portuguesa) y Los Teques

(Edo. Miranda) con un 98% ; 84,33% y un 80%.

Las especies de mohos encontradas en promedio para todas las muestras de granos de café
verde evaluadas (antes de la aplicacion de los tratamientos de microondas) a nivel superficial
del grano fueron: Aspergillus niger (63,10 %), Aspergillus ochraceus (6,48 %), Penicillium
citrinum (10,64 %), Fusarium sp. (1,49 %), Mucor sp. (4,99 %), Rhizopus sp. (3,81 %),
Aspergillus fumigatus (3,26 %), Aspergillus tamarii (1,94 %), vy otros (Cladosporium

herbarum, Penicillium sp., Geotrichum candidum y Aspergillus flavus) (4,84 %).

Se tiene que las especies de mohos encontradas en promedio para todas las muestras de granos
de café verde evaluadas (antes de la aplicacion de los tratamientos de microondas) a nivel
interno del grano fueron: Aspergillus niger (50,65 %), Aspergillus ochraceus (3,51 %),
Penicillium citrinum (10,42 %), Fusarium sp. (5,74 %), Mucor sp. (10,52 %), Rhizopus sp.
(9,86 %), Aspergillus flavus (1,70 %), Aspergillus tamarii (1,40 %), y otros (Cladosporium
herbarum, Penicillium sp., Geotrichum candidum) (6,20 %).
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La especie mas predominante en todas las muestras evaluadas, tanto para la contaminacién
externa, como para la contaminacion interna de los granos de café verde (antes de la aplicacion
de los tratamientos de microondas) fue: A .niger la cual represento el (54,79 %) de todas las

especies de mohos encontradas.

De las 7 muestras de café verde evaluadas, todas presentaron cepas productoras de ocratoxina
A. De las 14 cepas de A. niger evaluadas todas mostraron capacidad de producir la ocratoxina

A, lo que se traduce en un 100% de resultados positivos.

A mayor tiempo de exposicion hay una disminucion en la incidencia de los mohos presentes en
todas las muestras de granos de café verde evaluadas. La tendencia a la disminucion de la
incidencia es similar en todas las muestras, pero al realizar el analisis de varianza se obtienen

que existen diferencias significativas entre estas disminuciones (p <0,05).

Hubo un efecto notorio del poder antiflngico de las radiaciones de microondas sobre los granos
de café verde. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) entre los
grupos controles (sin tratamiento) y los granos de café verdes sometidos a los diferentes

tratamientos de microondas (a los diferentes tiempos de exposicion).

En promedio para todas las muestras hubo una reduccién del grado de incidencia de mohos en
los granos de café verde de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos, si se compara la incidencia
total inicial de los granos de café verde a los 0 minutos de exposicién, con la obtenida después

de los 10 min de exposicién a las microondas.

A mayor tiempo de exposicion de las muestras a las radiaciones de microondas se observo una
disminucion en el porcentaje de colonizacion de los mohos en todas las muestras de granos de

café verde evaluadas.
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Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p =<0,05) en el porcentaje de
colonizacion de los mohos en todas las muestras de granos de café verde evaluadas, entre los
grupos controles (sin tratamiento) y los granos de café verdes sometidos a los diferentes

tiempos de exposicidn a las microondas.

En promedio para todas las muestras hubo una reduccién del porcentaje de colonizacién en los
granos de café verde del 91, 70 % si se compara con el porcentaje de colonizacion inicial de los
granos de café verde a los 0 minutos, con el obtenido después de los 10 min de exposicién a las

microondas.

Después de la aplicacion de los tratamientos de microondas la especie de moho predominante
en todas las muestras de granos de café verde continuo siendo Aspergillus niger, aunque en
menor proporcion. EI nimero de colonias contabilizadas para todas las especies de mohos se
redujo drasticamente, en comparacion con las muestras a las cuales no se les aplico ningln

tratamiento.

Después de la aplicacion de los distintos tratamientos de microondas a los granos de café verde,
se aislaron 7 cepas de Aspergillus niger, y se evalud su capacidad micotoxigénica. Todas las

cepas de cada una de las muestras dieron resultados positivos para la ocratoxina A.

Las caracteristicas fisicas observables en los granos de café verde después de la aplicacion de
los tratamientos de microondas, permanecieron iguales que al comienzo (sin la aplicacion de los
tratamientos de microondas), no se observaron cambios en el color, ni en la textura de los
granos, a excepcion del tratamiento durante 10 min de exposicion a las microondas, en donde
luego de la aplicacion del mismo, los granos de café verde cambiaron ligeramente la tonalidad

del color verde y lucian algo mas amarillos.
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e Los valores de a, disminuyeron en cada una de las muestras tratadas, a medida que se exponian

durante méas tiempo a las radiaciones de microondas.

e En promedio la actividad de agua que se reporto para todas las muestras a los 0 min de
aplicacion del tratamiento de microondas fue de 0,635 y después de la aplicaciéon del

tratamiento de los 10 min de exposicién fue de 0,512.

e Al aplicar el analisis de varianza se obtiene que existen diferencias significativas (p <0,05) entre
las actividades de agua de la mayoria de las muestras para cada uno de los tratamientos
aplicados, asi como también existen diferencias significativas entre algunas muestras al

comienzo del tratamiento (para el tiempo 0 min de exposicién a las microondas).
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