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Palabras clave en numerosos estudios se ha demostrado

que la broza del café es una fuente de
polifenoles que podrian ser aprovechados,
de alguna manera en la industria; por lo
tanto, la presente investigacion evalda
Resumen la calidad microbiolégica de la broza
del café proveniente de un beneficio del
Valle Central y el efecto de varios 4cidos
organicos y de un detergente neutro sobre
su carga microbiana, para evaluar la
posibilidad de que este subproducto tenga
un uso alternativo como materia prima
para futuros productos alimenticios con
valores nutracéuticos.

Broza del café, desinfeccion de broza,
dcidos orgdnicos desinfectantes.

Dada la importancia de la actividad
cafetalera en Costa Rica, existe un gran
nimero de beneficios de café que generan
un considerable volumen de residuos
contaminantes, como lo son las aguas de
desecho, las mieles y la pulpa o broza. En la
mayoria de los casos, dichos subproductos
son vertidos directamente a los rios y las
tierras superficiales, lo que provoca una El estudio dio como resultado que

gran contaminacion, especialmente en las solamente dos de los 4cidos utilizados
épocas de cosecha. En el beneficio de disminuyen significativamente la carga
café, la broza se trata como un desecho, microbiana inicial de la broza, pero que,
por lo que contamina fuertemente, ya que aun asi, dicha disminucién no cumplié con
el interés principal de esta industria no los niveles establecidos para un producto
es la broza, sino el grano. Sin embargo, alimenticio por el Reglamento Técnico
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A escala mundial

se enfrenta un reto

en el tema de la
seguridad alimentaria,
lo cual obliga a la
modernizacion de
nuestros sistemas de
produccion, no solo
con el fin de asegurar
los alimentos para el
Juturo, sino también
al desarrollo de
productos novedosos y
el aprovechamiento de
materias primas poco
utilizadas, como lo

es, en nuestro caso, la
broza del café.
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Centroamericano (2009), (limite maximo
10° UFC para la carga microbiana total
como recuento total aerobio y < 3 NMP/g
para Escherichia coli). Por lo anterior,
se deberan realizar estudios adicionales,
utilizando otros tipos de desinfectantes
y aumentado la concentracién de los ya
estudiados, sobre todo cambiando las
practicas del manejo del grano que se da
en estos lugares, a fin de obtener una broza
menos contaminada.

Key words

Coffee pulp, coffee pulp disinfection,
organic acids disinfectants.

Abstract

Given the importance of the coffee industry
in Costa Rica, there are a large number of
coffee processing plants that produce large
amounts of pollutants sub products such
as water, molasses and pulp. In most of
the cases, these products are discharged
directly into rivers and the surface of the
land, causing a major pollution problem,
especially during the harvest time. In the
coffee processing, the pulp is obtained
under conditions where the possibility of
contamination is very high, because the
industry’s primary interest is not the pulp
but the grain.

Due to this fact, this research examines the
microbiological quality of the coffee pulp
and the effect of various organic acids
and one neutral detergent, to evaluate
the possibility that this product has an
alternative use as a raw material for future
nutraceutical product or food products.
Based on the results, it was established
that, only two of organic acids acted
significantly to reduce the initial
microbial load on the coffee pulp, but
even so, the decrease does not meet the
standards set by international regulations.
Therefore, additional studies using other
types of disinfectants and increased the
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concentrations of those already analyzed
are necessary.

Introduccion

En Costa Rica, segtin datos del Instituto del
Café de Costa Rica (Icafé, 2005), para la
cosecha 2004-2005, la produccién de café
fue de 670 800 toneladas métricas. Una
vez que el fruto es recolectado, se pasa
al beneficio para obtener el grano verde;
después, este se procesa para obtener el
café tostado que se consume a diario. El
proceso de beneficiado genera una gran
cantidad de subproductos; entre ellos, la
broza, la cual, en algunos casos, se usa
como abono orgdnico y, en gran parte, es
vertida a los rios como desecho, por lo que
pasa a ser una fuente de contaminacion
en afluentes con los dafos ecoldgicos
asociados (Gémez y Nicolds, 20006).

Adicionalmente, en este momento la
sociedad a escala mundial, enfrenta un
reto en el tema de la seguridad alimentaria,
lo cual obliga a la modernizacién de
nuestros sistemas de produccién, no solo
con el fin de asegurar los alimentos para
el futuro, sino también al desarrollo de
productos novedosos y el aprovechamiento
de materias primas poco utilizadas, como
lo es, en nuestro caso, la broza del café
(Parker, 2005).

No obstante, como todo producto para
consumo humano, se debe asegurar la
inocuidad y la seguridad, para implementar
dicha broza como ingrediente de futuros
productos (Pouch e Ito, 2001). De ahi la
importancia de aplicarle un proceso efectivo
de desinfeccién, acompafiado del andlisis
microbioldgico correspondiente que valide
la inocuidad de la carga, lo cual constituye
el enfoque de la presente investigacion.

El fruto del café (figura 1) es ovoide y
estd formado por el epicarpio o pulpa
(broza), el mesocarpio o mucilago, el
endocarpio o pergamino, espermodermo
o pelicula plateada y el endospermo o
semilla (Flores, 1999).
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Endocarpio

Figura 1. Seccion transversal del fruto del café
(Gomez y Nicolas, 2006).

La pulpa de café estd compuesta
principalmente por agua, fibra, proteina,
azlcares, sustancias pécticas y fenoles
(Elias, 1979). Cabe destacar que es
de particular interés la abundancia
de polifenoles presentes en esta, ya
que desempefian un rol importante
en la prevenciéon de enfermedades
cronicas como las cardiovasculares, las
neurodegenerativas y el cancer (Scalbert
et dl., 2005). En el caso especifico de la
broza del café, diversas investigaciones
han revelado que las antocianinas -
subgrupo de los compuestos fendlicos—
son mds estables bajo condiciones 4cidas.

Adicionalmente, este efecto ha mostrado
tener influencias positivas en la
recuperacion de las antocianinas asi como
otros fenoles, en jugos de mora (Kalt et
dl, 2000). Por esta razon, al pensar que
la broza del café podria ser una materia
prima para utilizarla en la industria de
alimentos, se considera que la adicién de
dcido citrico o ascérbico podria presentar,
de igual manera, resultados positivos en
la obtencién de un producto que mantenga
su color y, ademads, con alto contenido de
antocianinas y polifenoles.

En la actualidad, la industria ofrece varios
productos como los 4cidos orgdnicos, que
pueden ser utilizados en los alimentos con
el fin de disminuir el pH del producto y, a la
vez, reducir la carga microbiana, por lo que
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se planted para este estudio la utilizacion
de 4cidos en soluciones que contengan
broza de café y comprobar dicho efecto
doble, pues al disminuir el pH se protege
al producto del oscurecimiento debido a
la accién de la enzima polifenoloxidaza y,
a la vez, actiia sobre los microorganismos
presentes en el producto, reduciendo la
carga microbiana.

De esta manera, en este trabajo se planted
que una vez desinfectada la broza del café,
se evaluaria la posibilidad de utilizarla
como materia prima para la produccién
de alimentos, siempre y cuando cumpliera
con los niveles establecidos por el
Reglamento Técnico Centroamericano
RTCA 67.04.50:08 (2009), el cual indica
que el limite maximo es de 10° UFC para la
carga microbiana total como recuento total
aerobio y < 3 NMP/g para Escherichia
coli), ambos bajo la especificacion de
frutas procesadas.

Metodologia

El presente estudio evalué el efecto del
acido peracético, el acido l4actico, el 4cido
citrico y el 4cido ascérbico sobre la carga
microbiana total, y la de Escherichia
coli en la broza del café costarricense,
proveniente de un beneficio del Valle
Central, con el fin de analizar su posible
uso como materia prima para desarrollar
productos alimentarios para consumo
humano. Adicionalmente, y para comparar
el poder desinfectante, se utilizé un
detergente comercial apto para alimentos.

Plan de muestreo

El proyecto se llevo a cabo durante la
temporada alta de produccién de café,
entre agosto y diciembre. Se realizaron
cinco visitas para la colecta de muestras,
a fin de evaluar la flora microbiana
presente. Dichos muestreos se realizaron
por la mafiana, de manera que en horas
de la tarde del mismo dia se realizara el
andlisis microbiolégico respectivo. Todas
las muestras fueron obtenidas del mismo
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beneficio, el cual recibe café de diversas
zonas productoras del pais y se ubica en el
Valle Central.

Toma de las muestras

La toma de la muestra se realizé con equipo
estéril y utilizando técnica aséptica para no
comprometer su integridad. Para ello se
tomo la muestra con guantes estériles de
diversas 4reas (parte superior, media y
lateral del monticulo de broza, asi como
directamente del suelo). Para transportar
la muestra se utilizaron bolsas estériles
con cierre hermético, en una hielera
previamente esterilizada con alcohol
al 70%. En cada muestreo y para cada
tratamiento se tomaron aproximadamente
400 g de broza.

Limpieza y desinfeccion

Primeramente, y empleando la técnica
aséptica, las muestras recién colectadas
se mezclaron en una sola bolsa estéril.
Posteriormente, fueron sometidas a un
lavado con agua destilada estéril para
eliminar suciedad y restos de materia
organica que podrian interferir con la
accion de los desinfectantes por utilizar.

Seguidamente, se procedié a aplicar
los cuatro dcidos organicos certificados
en la concentraciéon recomendada por
el fabricante, asi como el detergente;
una muestra se dejé para ser utilizada
como control. Las concentraciones y
caracteristicas de los productos utilizados
se describen a continuacién:

1) Acido peracético de la marca PerOxid,
en una concentracion de 85 ppm.

2) Acido ldctico natural, de la marca
Purac FCC 88, al 0,5%.

3) Acido citrico, marca Red Star, grado
alimentario, en una concentracién
del 2%.

4) Acidoascorbico, marca Red Star, grado
alimentario, en una concentracién
del 3%.

5) Detergente neutro, de la marca
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Blendec, en una concentracion de
0,1%.

El proceso de desinfeccién consistid
en sumergir las muestras de broza en
cada 4cido y detergente durante 10
min. Concluido este tiempo, se realizd
un lavado con agua destilada estéril.
Posteriormente, se aplic6 una solucién
neutralizante para eliminar cualquier
residuo de los productos aplicados. En
este punto, también se empled una muestra
de broza sin desinfectante como control.
Analisis microbiologico

El primer paso para el andlisis
microbiolégico  consisti6 en la
homogenizacién y preparacion de las
muestras. Para esto, con una cuchara
estéril, se tomaron asépticamente 50 g
de broza de cada muestra desinfectada y
del control, los cuales fueron colocados
en un frasco para licuadora, previamente
esterilizado. Se adicionaron 450 mL de
agua peptonada estéril y se procedié a
homogenizar durante 1 min a velocidad
baja en un homogenizador para alimentos
(IUL Instruments S.A.). Esta dilucién
constituy6 la dilucién madre (101), a partir
de la cual se prepararon las diluciones
decimales subsiguientes hasta llegar a 10°%.

Con base en los lineamientos principales
establecidos en el Bacteriological
Analytical Manual (2005), asi como en
Gamazo et dl. (2000) y Pouch e Ito (2001),
el procedimiento para el recuento total
aerobio (RTA) y determinacion del nimero
mds probable (NMP) de Escherichia coli
de las muestras se describe a continuacion.

a) Recuento total aerobio

Empleando una pipeta estéril, se depositd
1 mL de cada dilucién en cada una de
dos placas de Petri estériles, a las cuales,
posteriormente, se les adicioné de 12 a
15 mL de agar estdndar para recuento en
placa. Después de mezclar cuidadosamente,
y una vez que el agar solidifico, las
placas fueron incubadas por (48+2) horas
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a (35t1)°C. Al finalizar el periodo de
incubacion, se contaron todas las colonias
presentes en las placas que contenian
entre 25 y 250 colonias. Se calculd el
promedio de las dos placas y se multiplicd
por el reciproco de la dilucién usada. El
resultado se reporté como UFC (unidades
formadoras de colonias) por gramo.

b) Nimero mds probable de
Escherichia coli

Utilizando una pipeta estéril, se inoculd
1 mL de cada dilucién en cada uno de
los tres tubos con 10 mL de caldo lauril
triptosa. Los tubos se incubaron en bafio
de agua a (35+1)°C por 24 y 48 + 2 horas.
Después de cada periodo de incubacidn,
se seleccionaron los tubos positivos por
produccién de gas. A partir de los tubos
positivos en la prueba anterior, se transfirié
una gota con aplicador estéril a tubos
con 10 mL de Caldo E.C., modificado
con MUG. Los tubos fueron incubados a
(30£1) °C por 24 y 48 horas. Después de
cada periodo de incubacién, se separaron
los tubos positivos por presencia de
turbiedad y produccién de gas.

Se agregaron 0,5 mL de NaOH 0,5 M
a cada tubo positivo y se agitd para
mezclar. Los tubos fueron examinados
(en oscuridad) por fluorescencia,
ilumindndolos con una ldmpara de luz
ultravioleta de onda larga (360-366 nm).
Posteriormente, se agregaron 0,5 mL
de reactivo de Kovacs a cada tubo que
present6 fluorescencia y se mezclé bien
(en vortex), para examinarlos después
de un minuto de reposo. La presencia de
un color rojo en la fase alcohdlica (parte
superior) indicé la existencia de Indol, por

Cuadro 1. Recuento total aerobio (UFC/placa)
para dos muestras de broza de café recién
recolectadas.

Muestra Repeticion 1  Repeticion 2

Beneficio 9,1 x 107 8,5 x 107

UFC: Unidades formadoras de colonia.
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lo que todos los tubos positivos para esta
prueba fueron reportados con presencia de
Escherichia coli. E1 NMP por g se calcul6
con el indice de la tabla de NMP (nimero
mads probable).

Analisis estadistico

Para el andlisis de varianza de los datos se
empled un disefio en bloques, agrupando
cada recuento microbioldgico de acuerdo
con el dia de muestreo. Esto porque
se sospeché que el dia que se tomd la
muestra podria representar una fuente
potencial de variabilidad, debido a cambios
climatolégicos, variaciones en el tiempo
de exposicion de la broza a la intemperie,
diferentes procedencias del café, variaciones
en el proceso, entre otras. La variable
por analizar fue el recuento total aerobio
para cada tratamiento de desinfeccién en
unidades formadoras de colonia por gramo
(UFC/g), con el objetivo de determinar
si existia diferencia significativa en los
recuentos entre desinfectantes. Para realizar
los calculos estadisticos, se utilizd el
paquete estadistico JMP4.

Resultados y discusién

Para tener una idea de la carga
microbiolégica de la broza inicial, se
hizo un recuento total aerobio (RTA); los
resultados se muestran en el cuadro 1.

A partir de dichos datos, se confirmé que
las muestras de broza de café recolectadas
en el beneficio presentaban una carga
microbiana inicial sumamente alta, lo cual
demuestra que este producto no puede ser
utilizado con fines de consumo humano
o industrializacion; por lo tanto, justifica
el estudio del uso de los dcidos y el
detergente como desinfectantes.

Una vez aplicados los 4cidos y el detergente
mencionados, se evalud su efecto sobre
los microorganismos de la broza. Los
resultados obtenidos del recuento total
aerobio (RTA) y ndmero mds probable
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Cuadro 2. Promedio de los analisis microbiolégicos de la broza, (NMP) de Escherichia coli se muestran en

proveniente de un beneficio del Valle Central, al aplicar acidos organicos el cuadro 2.
y un detergente organico en muestras recolectadas en diferentes meses ) o ) )
del afio. A partir del andlisis estadistico, las medias
correspondientes al recuento total aerobio
Muestra 1 de las diez muestras de broza obtenidas
. Escherichia coli para cada uno de los desinfectantes se
Desinfectante RTA (UFC/placa) (NMP/g) muestran en el cuadro 3.

Contrlol.(sin desin’fgctante) A 101 <30 Cuadro 3. Recuento total aerobio de la broza
Acido peracético 7,2x 10 <30 del café para cinco desinfectantes organicos,
Detergente neutro 3,9 x10° <30 expresado como log 10 UFC/g.

Acido lactico 7,6 x 10° <3,0
Acido citrico 2,5x 10° <3,0
Acido ascérbico 4,6 x 10° <3,0 Desinfectante  Media’ Elie)s
Muestra 2 estandar
. Escherichia coli
Desinfectante RTA (UFC/placa) (NMP/g) Control 7.8947 0,212

Contr’ol (sin desinfectante) 4,3 x 107 <3,0 Acido peracético  4,882° 0,212
Acido peracético 1,5x 10* <3,0
Detergente neutro 3,4 x 10° <3,0 Detergiente 6,440 0,212

Acido lactico 5,8 x 10° <30 neutro
Acido citri 9,0 x 10° <3,0 .
_Aeidocitrico X ' Acido lactico  6,5352 0,212
Acido ascérbico 4,0 x 10* <3,0
Muestra 3 Acido citrico 6,460° 0,212
. Escherichia coli )
Desinfectante RTA (UFC/placa) (NMP/g) Acido ascorbico  5,080° 0,212

Control (sin desinfectante) 6,4 x 108 > 1100

Acido peracético 36 x 10° > 1100 * Letras diferentes indican diferencias
ignificativas.
Detergente neutro 5,8 x 107 > 1100 significativas
Acido lactico 5,5x 107 > 1100
A . ’. . 7
; A.C'do c't,”C(.) 3,5x10 > 1100 Con base en el andlisis estadistico de
Acido ascérbico 1,7 x 108 > 1100 , .
Muestra 4 los datos, se establece que si existe
. [ e — diferencia significativa entre los recuentos
Desinfectante RTA (UFC/placa) (NMP/g) bacterianos obtenidos con cada producto

Control (sin desinfectante) 5,4 x 107 > 1100 y con respecto al control. De manera
Acido peracético 1.9 x 10 > 1100 complementaria, al comparar las medias
Detergente neutro 45 x 10° > 1100 por medio de una prueba de_Tukey, se

Acido l4ctico 3.5 x 10° > 1100 encpntro que el }re§ultado ob,te.nldo con }os
Acido citrico 50 x 10° > 1100 desinfectantes dcido peracético y acido
Acido ascérbico 2.4 x 10 > 1100 ascorbico es estadisticamente equivalente.
Muestra 5 Por tanto, se concluye que estos dos

Desinfectante RTA (UFClplaca) Escherichia coli tratamwnftos fueron 198 mas efectivos
(NMP/g) en reducir la carga microbiana total de

Control (sin desinfectante) 5,0 x 107 > 1100 la broza, pues presentan el recuento
Acido peracético 3,5 x 10 1100 total aerobio mds bajo entre todos los
Detergente neutro 4,4 x 10° > 1100 desinfectantes.

Acido lactico 5,6 x 108 > 1100 En cuanto a la presencia de Escherichia
Acido citrico 5,0 x 10° > 1100 coli, como se observa en el cuadro 2, con
Acido ascorbico 3,2x10* 1100 excepcion de los dos primeros muestreos,
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Los dcidos peracético

y ascorbico si tuvieron
un efecto en la
disminucion de la carga
microbiana total; sin
embargo, ninguno de
los productos disminuyo
a un nivel aceptable de
la carga de Escherichia
coli al limite mdximo
10%, lo cual hace que
bajo estas condiciones
de tratamiento el
producto no es aceptable
para ser usado como
materia prima para
producir alimentos.

Tacnologias

en todos los casos se encontré la maxima
cantidad de microorganismo que es posible
detectar con esta prueba. Este resultado
coincide con el inicio de las lluvias, varios
fenémenos climéticos fuertes y el aumento
en el volumen de procesamiento de café en el
beneficio, razones que pudieron influenciar
dichos resultados. De esta manera, se
concluye que ninguno de los productos
probados presenta una accion desinfectante
efectiva contra concentraciones altas de
Escherichia coli.

Una de las posibles causas de la baja accién
de la mayoria de los desinfectantes podria
atribuirse a la presencia de abundante
materia orgdnica en la broza (ramas, hojas,
tierra), la cual, debido a la naturaleza
orgdnica de los productos aplicados,
podria interferir en la accion de los estos
(Holah ez dl., 1998).

No obstante, resulta importante considerar
que con base en los lineamientos de la
Comision Internacional de Especificaciones
Microbiolégicas en Alimentos ICMSE, 2008,
ladisminucién en el recuento microbioldgico
obtenida con los desinfectantes de dcido
peracético y ascorbico no es suficiente
para considerar la broza como materia
prima segura (limite maximo 10%). Por
consiguiente, se recomienda realizar mads
pruebas, aumentando la dosis de los dos
desinfectantes que mostraron mejores
resultados y considerando que dicha
cantidad no sobrepase los niveles permitidos
para dichos quimicos. También debe
considerarse que la broza analizada contiene
una carga microbiana inicial sumamente
elevada, por lo que la futura aplicacién como
materia prima de dicha broza posiblemente
implicaria cambios en los métodos actuales
de procesamiento del café.

Conclusiones

De los métodos tradicionales utilizados para
la desinfeccion de productos alimentarios,
los 4cidos y el detergente que se probaron
para reducir la carga microbiana a niveles
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aceptables no dio resultados positivos con
la broza de café utilizada. Se encontré que
los dcidos peracético y ascorbico si tuvieron
un efecto en la disminuciéon de la carga
microbiana total; sin embargo, ninguno
de los productos disminuy6 a un nivel
aceptable de la carga de Escherichia coli al
limite maximo 10*, lo cual hace que bajo
estas condiciones de tratamiento el producto
no es aceptable para ser usado como materia
prima para producir alimentos.
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