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Con el propdsito de evaluar la efectividad de la aplicacion de agua ozonizada sobre la carga microbiana obtenida
durante el almacenamiento del café pergamino hiimedo, se planted un disefio experimental completamente
aleatorizado 2x4+1, con dos practicas (aplicacion de agua ozonizada y agua sin ozonizar), cuatro tiempos de
almacenamiento (24, 48, 72 y 96 h) y un testigo (café lavado y secado inmediatamente). Se determinaron las
poblaciones de aerobios mesdfilos, coliformes totales y mohos y levaduras (UFC/g), mediante los métodos
AOAC 990.12 y el AOAC 991.14 para aerobios mesofilos y coliformes totales, respectivamente, y el método
AOAC 997.02 para mohos y levaduras. Se realizé un analisis de varianza al 95% y la prueba DMS de Fisher
para cada uno de los grupos de microorganismos. Los resultados obtenidos mostraron que no hubo diferencias
significativas entre la carga microbiana obtenida para el testigo y los tratamientos en los cuales se aplico agua
ozonizada, para los tres grupos de microorganismos evaluados.
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APPLICATION OF OZONATED WATER AND MICROBIAL ACTIVITY IN WET PARCHMENT
COFFEE DURING STORAGE

In order to evaluate the effectiveness of the application of ozonated water on the microbial load obtained during
storage of wet parchment coffee, a completely randomized design 2x4+1, with two practices (application
of ozonated water and non- ozonated water) four storage times (24, 48, 72 and 96 h) and a control (coffee
immediately washed and dried) was created. The populations of mesophilic aerobes, total coliforms and molds
and yeasts (CFU/g) were determined by the AOAC 990.12 and AOAC 991.14 methods for mesophilic aerobes
and total coliforms, respectively, and the AOAC 997.02 method for molds and yeasts. An analysis of variance
at 95% and a Fisher’s LSD test were done for each of the groups of microorganisms. The results showed no
significant differences between the microbial load obtained for the control and the treatments in which ozonated
water was applied to the three groups of microorganisms evaluated.

Keywords: Microorganisms, mesophilic, total coliforms, molds.
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La calidad de los alimentos es vulnerable
a riesgos que afectan su inocuidad durante
toda la cadena de procesamiento (9). En
el caso del café, la aplicacion de practicas
de conservacion inadecuadas o deficientes
durante la cosecha (recoleccion) y postcosecha
(beneficio) pueden perjudicar la calidad del
producto (7), lo que conlleva a pérdidas
econdmicas significativas.

En la comercializacion del café htiimedo,
el grano se encuentra en un estado intermedio
con una humedad alta (52% base htimeda)
y un valor de actividad de agua de 0,97
que genera un ambiente propicio para la
proliferacion de diferentes microorganismos,
como hongos y bacterias que producen
contaminacién y dejan sabores residuales
en el producto final (6, 16). Sin embargo,
no existe una técnica aplicable al café
pergamino humedo que reduzca el riesgo
sobre la calidad del producto sin afectar
la inocuidad, ni generar altos costos de
inversion, sin contener aditivos que cambien
el aspecto, color y textura natural del
producto ni que represente un riesgo para el
consumo humano. Actualmente, las practicas
de comercializacion de café lavado estan
relacionadas con el almacenamiento del
producto en este estado o con remocion de
mucilago incompleta, durante toda la semana
en las fincas, para entregarlo finalmente en los
puntos de compra, donde el secado tampoco
inicia de forma inmediata, por lo tanto,
se almacena por un tiempo indeterminado
hasta completar la cantidad necesaria para
iniciar el secado, aunque el café provenga
de diferentes sitios. Estas formas de manejo
se han asociado también a practicas con las
cuales se consumen grandes volumenes de
agua, en busca de retardar efectos perjudiciales
en la calidad del café antes de la venta. Por
lo anterior, se hizo necesario evaluar nuevas
alternativas para conservar la inocuidad del
café himedo durante su comercializacion.

La aplicacion de agua ozonizada en
concentraciones relativamente bajas es una
técnica eficaz contra la mayoria de los
microorganismos, empleando cortos tiempos
de contacto. Por ello, el uso del ozono como
desinfectante se constituye en una técnica
factible y relativamente econdmica para la
conservacion de diferentes productos agricolas
(19). Se ha reportado la efectividad de la
utilizacion del ozono en la disminucion de
la carga microbiana para diferentes frutas,
hortalizas y granos (4, 8, 10, 12, 17).
Considerando la relativa facilidad de aplicacion
del ozono y la efectividad comprobada en
diferentes productos, incluyendo café¢, la
técnica de ozonizacion es aplicable al café
pergamino humedo durante su almacenamiento
y puede convertirse en una alternativa para
mantener la inocuidad del producto.

El presente estudio tuvo como objetivo
determinar el efecto de la aplicacion de
agua ozonizada sobre el crecimiento de tres
grupos de microorganismos indicadores de
contaminacion: aerobios mesoéfilos, coliformes
totales y mohos y levaduras, durante el
almacenamiento del café¢ pergamino humedo
en el proceso de comercializacion.

MATERIALES Y METODOS

Las pruebas se realizaron con café Variedad
Castillo®, proveniente de la Estacidon
Experimental Naranjal, ubicada en la vereda
la Quiebra, del municipio de Chinchina
(Colombia), y el proceso de beneficio
humedo se realiz6 en el moédulo para
procesar semilla del Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé. La
unidad experimental estuvo conformada por
18 kg de café pergamino humedo, que se
almacend en canecas plasticas de 50 L de
capacidad. Se utilizdo un disefio factorial
completamente aleatorizado 2x4+1 con dos
procedimientos (café en agua ozonizada y sin
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ozonizar), cuatro tiempos de almacenamiento
(24, 48, 72 y 96 h) y un testigo, que
correspondié al café pergamino humedo
obtenido después del lavado y secado
inmediatamente (control negativo o café
sin almacenamiento). De cada tratamiento
se realizaron cinco repeticiones. Para los
tratamientos en los cuales se aplicé ozono,
se utilizé la metodologia indicada en la
caracterizacion de la técnica (13), en la
cual se aplicdé ozono durante 10 min a 5,0
L de agua para obtener agua ozonizada con
una concentracion de 0,2 mg.L' y lavar el
café pergamino humedo por 15 min, cada
24 h. Para producir el ozono se utilizo el
generador Bionic® (Bionic, Tecnologia en
bioseguridad y medio ambiente, Colombia).
Para los tratamientos en los que no se
empled ozono, el café se lavd diariamente
con agua sin ozonizar. El proceso de lavado
del café, de cada uno de los tratamientos
y el almacenamiento del café humedo, se
realizd en el Laboratorio de Ingenieria
Agricola de Cenicafé, a una temperatura
de 20+3,0°C y a una humedad relativa
de 80%=2,0%. Una vez aplicados los
tratamientos correspondientes se tomo una
muestra de granos de café para el analisis
microbioldgico. Las variables de respuesta
fueron las unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo (UFC/g) para aerobios
meso6filos, coliformes totales y mohos y
levaduras, siguiendo los métodos oficiales
de AOAC 990.12, el AOAC 991.14 y el
AOAC 997.02, respectivamente (2).

Analisis microbiolégico. Para cada analisis,
se esterilizaron los materiales en autoclave
por 15 min, a 120°C y 15 psi de presion.
La preparacion de cada muestra comprendid
la adicion de agua peptonada a 10 g de café
pergamino humedo de cada tratamiento. Esta
mezcla se llevo a agitacion a 120 rpm, en un
agitador orbital por 2 h. Posteriormente, se
tomo una alicuota de 1 mL y se prepararon las

diluciones decimales consecutivas hasta 10
Debido a que el café pergamino himedo es
una materia prima que no ha sido sometida a
ningln tipo de procesamiento, tiene una alta
carga microbiana, por lo cual se sembraron
las diluciones de 107 y 10

La inoculacion de las muestras se realizo
en placas petrifilm (3M®, USA), que vienen
preparadas con los medios especificos para
cada grupo de microorganismos, listos
para sembrar. Posteriormente, las placas se
incubaron por 48+2,0 h a 35£1,0°C para
el crecimiento de los aerobios mesofilos
y coliformes totales, y entre 20 y 25°C,
durante 5 dias, para mohos y levaduras
seguin protocolos mencionados anteriormente.

Analisis de la informacion. Se realiz6 un
analisis de varianza con un nivel de confianza
del 95% con cada una de las variables de
respuesta. La comparacion de medias se
realiz6 a través de la prueba DMS de Fisher
con un nivel del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aerobios mesofilos

Con la identificacion de los microorganismos
aerobios mesoéfilos puede determinarse la
calidad de la materia prima de un producto
alimenticio, problemas en su almacenamiento,
su vida util y la aplicacion de buenas practicas
de manufactura, entre otros aspectos (11).
En la Tabla 1 se presentan los resultados
para el recuento de aerobios mesofilos. El
analisis de varianza mostré efecto de los
tratamientos sobre el crecimiento de este
grupo de microorganismos (valor p: 0,0034),
la prueba DMS no presentd diferencias
significativas cuando se compar6 el valor
promedio obtenido en el testigo y los obtenidos
en los tratamientos 1, 2, 3 y 4 donde se
aplico agua ozonizada. Adicionalmente, en el
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testigo se obtuvo un valor significativamente
menor que los valores medios obtenidos
para los tratamientos 5, 6, 7 y 8, donde
el café se lavo con agua sin ozonizar,
debido a que no se aplicoé alguna técnica
de desinfeccion. Lo anterior indica que la
aplicacion de agua ozonizada al café, bajo
las condiciones realizadas en este estudio,
cuando va a ser sometido a almacenamiento
hasta por 96 h, permite en el café una carga
de aerobios mesofilos estadisticamente igual
a la obtenida cuando el café es llevado a
secado inmediatamente después del lavado
en el proceso de poscosecha.

Das y Kim (5) aplicaron agua ozonizada
en el almacenamiento de brocoli fresco, con
una concentracion de 2,0 mg.L' de ozono,
durante 90 y 180 s, obteniendo una reduccion
significativa en el crecimiento de aerobios en
comparacion con los valores registrados cuando
utilizaron agua sin ozonizar, agua con cloro
y agua electrolizada, en los mismos tiempos
de aplicacion. Estos resultados positivos se
atribuyen al poder oxidante del ozono, que
se mantuvo gracias al lavado diario y a
la dosificacion de la misma concentracion
durante todo el tiempo de almacenamiento.
Por lo anterior, cuando se aplica la técnica
de agua ozonizada durante varios dias de

almacenamiento, debe garantizarse que la
concentracion y el tiempo de aplicacion sean
los adecuados, para obtener los mayores
resultados de desinfeccion.

Coliformes totales

La presencia de coliformes totales indica
contaminacion cruzada causada por el contacto
del café con el suelo, al lavado con aguas
contaminadas y por la manipulacion inadecuada
de los operarios que realizan el proceso de
beneficio (14). En la Tabla 2 se presentan los
resultados para el conteo de coliformes totales
que se obtuvieron durante la aplicacion de los
tratamientos. El andlisis de varianza mostro
efecto significativo (valor p = 0,0368). La
carga media de coliformes totales obtenida
en el testigo y en los tratamientos 1, 2, 3
y 4 (agua ozonizada) fue significativamente
menor que en los tratamientos en los cuales
no se utilizé ozono.

En contraste, la prueba DMS no hubo
diferencias significativas (valor p = 0,2891)
entre los tratamientos en los cuales el café
se lavo con agua ozonizada y el testigo, lo
que indica que se obtuvo la misma carga
microbiana para coliformes totales cuando
el café se llevo a secado inmediatamente y

Tabla 1. Valores promedio de aerobios mesofilos en todos los tratamientos

Tratamiento  Procedimiento Tiempo de almacenamiento antes del secado (h) UFC/g
Testigo Secado inmediato 0 5,0x10°

1 24 5,184x10°

2 . 48 5,342x10°

3 Agua ozonizada 7 3.344x10°

4 96 2,670x10°

5 24 1,199x107*

6 . . 48 1,251x107*

7 Agua Sin ozonizar 72 1,472X107*

8 96 1,362x107*

*Indica diferencias significativas segun la prueba de Fisher DMS con el 5,0% de significancia.
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cuando se aplico agua ozonizada diariamente,
con una concentracion de 0,2 mg.L-' durante
15 min y se almacendé a 20°C, por 4
dias. Estos resultados demuestran que la
aplicacion de un desinfectante como el
ozono controla el crecimiento de este grupo
de microorganismos bajo el periodo de
almacenamiento evaluado.

La inactivacion de las bacterias por
el ozono se atribuye a las reacciones de
oxidacion (15), considerando ademads, que
segun Garcia ef al. (8), las bacterias coliformes
son uno de los grupos de microorganismos
mas sensibles al poder oxidativo del ozono.
Resultados similares fueron reportados por
Alexopoulos ef al. (1) y Das y Kim (5),
cuando aplicaron agua ozonizada en mayores
concentraciones pero menores tiempos de
aplicacion en pimentones (0,5 mg.L"' de O,
por 7,0 min) y trozos de brocoli (2,0 mg.L"!
de O, por 3,0 min). Lo anterior evidencia
que la aplicacion de ozono, cuando se realiza
en la concentracion y el tiempo adecuados,
es efectiva en el control del crecimiento
de coliformes totales cuando se aplica a
productos perecederos como los granos de
café pergamino humedo.

Aunque en los tratamientos en los que no
se aplico agua ozonizada se obtuvieron valores
altos de este grupo de microorganismos, los
resultados son menores a los reportados por
Pefiuela y Oliveros (14 ENREF _16), quienes
obtuvieron valores maximos de 4,5x10° UFC/g
en muestras de café pergamino humedo
recolectadas en diferentes puntos de compra;
en estos casos no se aplica alguna practica
para conservar el café y el almacenamiento
frecuentemente se realiza en los recipientes
en los cuales se transporta el café.

Mohos y levaduras

Los mohos y levaduras son microorganismos
que indican condiciones inapropiadas de
almacenamiento y de manejo. Se encuentran
ampliamente distribuidos en el ambiente y
se dispersan facilmente por el aire y por
el polvo (18). Las malas condiciones de
almacenamiento de los granos, especialmente
en el café pergamino humedo, hacen posible
la presencia de mohos, los cuales aumentan el
riesgo de producir micotoxinas y disminuyen
la calidad tanto en su apariencia visual
como en las cualidades organolépticas de
la bebida (3).

Tabla 2. Valores promedio, maximo y minimo para la variable coliformes totales presentes en el testigo y los

tratamientos.

Tratamiento Tiempo de Procedimiento Promedio Miximo Minimo
almacenamiento (h) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
Testigo - Secado inmediato 2,14x 10° 6,20 x 10° 9,00 x 10*
1 24 2,97 x 10° 7,05 x 10° 5,00 x 103

2 48 Agua ozonizada 9,00 x 10* 3,75x 10° 0,00

3 72 1,20 x 10* 2,00 x 10* 0,00
4 96 1,17 x 10° 2,50 x 10° 3,00 x 10*
5 24 9,07 x 10° 1,78 x 10° 2,80 x 10°
6 48 Agua sin ozonizar 4,83 x 10° 1,02 x 10° 1,35x 10°
7 72 6,23 x 10° 1,01 x 10° 1,30 x 10°
8 96 1,16 x 10° 1,87 x 10° 8,90 x 10°
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En la Figura 1 se presenta el
comportamiento de esta variable respecto
a los tratamientos evaluados. El analisis
de varianza mostro efecto de tratamientos
(valor p: 0,0480). Cuando se compard el
promedio obtenido en el testigo (0,767
x 109 UFC/g) con los valores de mohos
y levaduras de los tratamientos donde se
aplic6 agua ozonizada no hubo diferencia
significativa (valor p: 0,4369), es decir, se
control6 el contenido de mohos y levaduras
en el café pergamino humedo cuando se
aplico agua ozonizada como técnica de
conservacion durante el almacenamiento.
Por otra parte, los valores obtenidos en los
tratamientos donde no se utiliz6 ozono fueron
mayores significativamente al obtenido en
el testigo. Adicionalmente, se observa la
disminucion de la poblacion de este grupo
de microorganismos en el café a medida que
avanza el tiempo de almacenamiento con
la aplicacion del agua ozonizada, indicando
un efecto residual del ozono sobre mohos
y levaduras.

Los datos obtenidos indican que si no se
aplica una técnica de desinfeccion durante el
almacenamiento, el café pergamino humedo
se expone al riesgo de contaminacion debido
al crecimiento de hongos que pueden generar
micotoxinas como la ocratoxina.

En el presente trabajo se cuantificaron
tres grupos de microorganismos durante el
almacenamiento del café pergamino himedo,
con el fin de evaluar la técnica de conservacion
empleando agua ozonizada. Se puede concluir
que no hubo diferencia estadistica entre la
carga obtenida de microorganismos aerobios
mesofilos, coliformes totales y mohos y
levaduras, cuando los granos huimedos se
secaron inmediatamente luego del beneficio
y cuando el café se almacend durante 4
dias con aplicacion de agua ozonizada como
técnica de conservacion.

Estos resultados demuestran que la
aplicacion diaria de agua ozonizada en una
concentracion de 0,2 mg.L-' por 15 min,
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Figura 1. Comportamiento durante el tiempo de almacenamiento de la cantidad de mohos y levaduras, para
los tratamientos y el testigo. Las barras indican el error estandar.
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permite el control del crecimiento microbiano
de los grupos indicadores evaluados durante
4 dias de almacenamiento. La aplicacion de
ozono se convierte en una alternativa de
conservacion de facil implementacion en los
puntos de compra, para mantener la inocuidad
del producto durante la comercializacion de
café humedo.
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