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In the coffee seed, compounds such as proteins, carbohydrates, lipids, among others, are present, being
relevant the content of energetic polysaccharides such as starch, which, through degradation and synthesis
processes, promote the growth of a new plant.

The concentration of starch present in the endosperm was evaluated, according to a methodology for the
germination of different periods of time, 0, 20 and 40 days, in different substrates such as sand (A), soil (S),
soil + mycorrhiza (arbuscular mycorrhizae) (SM), soil + ANA (Alpha-Naphthaleneacetic acid) (SANA),
without taking into account the physiological stage of development of the radicle.

The starch concentration in green coffee flour was obtained by performing the calibration curve, from the
model: y=33.619x + 63.214, showing contents between 24.9 and 17.0 g/ dl. These studies offer the opportunity
to continue the study of compounds such as starch in the endosperm and their influence on the formation of
growth structures.
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Evaluaciéon del contenido de almidon en semillas de café durante
la germinacion

Starch content assessment in coffee seeds during germination
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Resumen

En la semilla de café, estan presentes compuestos tales como proteinas, carbohidratos, lipidos, entre otros, siendo
relevante el contenido de polisacéridos energéticos como el almidén, que, a través de procesos de degradacion y
sintesis, promueven el crecimiento de una nueva planta.

Se evalud la concentracion de almidon presente en el endospermo, de acuerdo a una metodologia para la
germinacion de diferentes periodos de tiempo, 0, 20 y 40 dias, en distintos sustratos como arena (A), suelo (S), suelo
+ micorriza (micorrizas arbusculares) (SM), suelo + ANA (acido Alfa- Naftalenacético) (SANA), sin tener en cuenta
el estado fisioldgico de desarrollo de la radicula.

La concentracion de almidéon en la harina de café verde se obtuvo realizando la curva de calibracion, a partir del
modelo: y = 33.619x + 63.214, mostrando contenidos entre 24.9 y 17.0 g/dl. Estos estudios ofrecen la oportunidad
de continuar con el estudio de compuestos como el almidén en el endospermo y su influencia en la formacién de
estructuras de crecimiento.

Palabras clave: Café verde; amilosa; amilopectina; micorriza; acido Alfa- Naftalenacético.

Abstract

In the coffee seed, compounds such as proteins, carbohydrates, lipids, among others, are present, being relevant
the content of energetic polysaccharides such as starch, which, through degradation and synthesis processes, promote
the growth of a new plant.

The concentration of starch present in the endosperm was evaluated, according to a methodology for the
germination of different periods of time, 0, 20 and 40 days, in different substrates such as sand (A), soil (S), soil +
mycorrhiza (arbuscular mycorrhizae) (SM), soil + ANA (Alpha-Naphthaleneacetic acid) (SANA), without taking
into account the physiological stage of development of the radicle.

The starch concentration in green coffee flour was obtained by performing the calibration curve, from the model:
y =33.619x + 63.214, showing contents between 24.9 and 17.0 g / dl. These studies offer the opportunity to continue
the study of compounds such as starch in the endosperm and their influence on the formation of growth structures.

Key words: Green coffee; amylose; amylopectin; mycorrhiza; Alpha-Naphthalenacetic acid.
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Uno de los cultivos de mayor interés en el mundo es el café, siendo importante en el intercambio comercial
(Privat et al., 2008; Vegro & de Almeida, 2019). Las especies con mayor explotacion econdémica en los paises
productores son Coffea arabica y Coffea canephora (Farah & Dos Santos, 2015; Marshall, 1985), Colombia se
destaca por su calidad y perfil sensorial (Hoyos Ossa et al., 2018; Puerta Quintero, 2017), con un &rea cultivada
de 844.000 ha (MADR - Direccion de Cadenas Agricolas y Forestales, 2021), lo cual lo hace un producto
alimenticio importante para el desarrollo de investigaciones (Clifford, 1985; Puerta Q., 2011).

En la semilla de café, el embrién esta cubierto por el endospermo (Eira et al., 2006; Waters et al., 2017). Uno
de los principales compuestos de almacenamiento de semillas maduras de Coffea arabica son polisacaridos de la
pared celular (CWP, 48-60% MS) (De Castro & Marraccini, 2006; Joét et al., 2010; Schieberle, 2009); éste, a su
vez, se encuentra en mayor proporcion en el endospermo, a diferencia del embrion, por lo que la semilla puede
considerarse una gran unidad de almacenamiento (De Castro & Marraccini, 2006). De acuerdo a esto, se hace
necesaria la presencia de almiddn en el proceso germinativo, de esta manera se crea una planta con la suficiente
energia para soportar el intemperismo cuando sea establecida en una plantacion.

El almiddn es una macromolécula, conformada por dos polimeros distintos de glucosa, como son la amilosa y
amilopectina, que funcionan como reserva en los vegetales y estan disponibles en forma de particulas
indisolubles(Bernal & Martinez-Barajas, 2006). En las semillas que almacenan almidén, predominan la reparacién
y activacion de organulos preexistentes, mientras que las semillas que almacenan aceite normalmente producen
nuevas mitocondrias (Bewley, 1980; Morohashi, 1986). Es asi como el almidén es la fuente de energia almacenada
en diferentes estructuras de la planta de café como son ramas, tallo y raices gruesas, que influyen en un mejor
llenado de los frutos, crecimiento de brotes, cuando sus niveles son altos, de lo contrario podria disminuir la
produccidn, ocurrir muerte de ramas productivas y bajo crecimiento en brotes nuevos (Anand et al., 2014).

Durante la germinacion de la semilla de café, se desencadenan una serie de actividades metabélicas de los
componentes como carbohidratos y lipidos principalmente, almacenados en el endospermo como fuente de energia
(Doria, 2010), a su vez, inducidas por condiciones externas como la temperatura, la humedad, los nutrientes
presentes en el suelo y otras variables de importancia en el proceso (Matilla, 2008). Aunque este proceso se lleva
a cabo de manera asincrénica y muy lenta, lo que genera heterogeneidad en la emergencia de las nuevas plantulas
de café, este podria ser uno de los factores determinantes que no garanticen un proceso exitoso en cuanto al vigor
de las plantas.

Durante el crecimiento de la planta se presenta sintesis y degradacion del almidén en cada célula, a su vez este
se dirige a diferentes puntos de la planta donde puede almacenarse por periodos cortos o muy largos (Bernal &
Martinez-Barajas, 2006). En el endospermo de la semilla de café, se encuentra una gran cantidad de lipidos,
proteinas, carbohidratos y compuestos fenolicos necesarios para el desarrollo antes de la aparicion de los
cotiledones(De Castro & Marraccini, 2006; Dentan, 1985).

A su vez esta sintesis y degradacion del almiddn se llevan a cabo en los plastidios, aungque estos procesos en
cada 6rgano se ajustan de acuerdo al proceso que se esté llevando a cabo, de esta manera al momento de la
germinacion en el endospermo hay una gran acumulacion de almiddn equiparando a una bodega, y en estructuras
como las hojas hay una degradacion rapida (Bernal & Martinez-Barajas, 2006; Matilla, 2008).

Actualmente, el area de genética y poscosecha cuenta con las principales lineas de investigacion, por lo cual se
requiere generar investigacion acerca de los compuestos quimicos en el endospermo, comprendiendo los procesos
internos durante los eventos de germinacion, ya que las caracteristicas de una planta estan asociadas a una semilla
de buen vigor (Angel et al., 2021; Herrera. J., 1993; Selmar et al., 2008).

El estudio de los componentes al interior de la semilla de café verde, podrian verse como los factores
determinantes de aceptacion en calidad de semilla para siembra y establecimiento de cultivo o como materia prima
para bebida.

El objetivo de este trabajo es evaluar el contenido de almidon en la semilla de café durante el proceso de
germinacion, en un periodo de tiempo 0, 20 y 40 dias, en diferentes sustratos: arena (A), suelo (S), suelo +
micorriza (micorrizas arbusculares) (SM), suelo + ANA (&cido Alfa- Naftalenacético) (SANA), proporcionando



informacion relevante en cuanto a viabilidad y resistencia de la nueva plantula de café para establecerse en las
areas de cultivo.

Metodologia
2.1 Localizacion y germinacion

La germinacion de la semilla de café se llevo a cabo en condiciones controladas (oscuridad y humedad del suelo
en capacidad de campo) en recinto cerrado, y la determinacion de almiddén se realizd en la Universidad
Surcolombiana sede Neiva en los laboratorios de Bromatologia, Alimentos y Planta Piloto adscritos al Centro
Surcolombiano de Investigacion en Café CESURCAFE.

Se utilizo la semilla comercial variedad CENICAFE 1 con contenido de humedad del 12%, adquirida a través
del comité de Cafeteros del Huila, sembrada manualmente en recipientes de Polipropileno (PP) de (19 cm x 20 cm
x 80 cm).

2.2 Tratamientos

Se establecieron 4 tratamientos para analizar contenidos de almidon durante 40 dias (Tabla 1). Los sustratos
empleados para cada tratamiento fueron: arena de rio lavada; suelo perteneciente al Ecotopo 317A, suelo mas
micorrizas (Endomicorrizas, producto comercial con base en micorrizas arbusculares de los géneros Glomus,
Acaulospora, Scutellospora y Entrophospora) (20 g/l) y suelos mas ANA (acido Alfa- Naftalenacético) (20 g/l).
Cada tratamiento contiene 230 granos de semillas de café (el peso del grano de café pergamino es de
0,22g)(Montilla., 2008).

Tabla 1. Sustratos para germinacion en funcion de los dias a evaluar.
TRATAMIENTO/

SUSTRATO DDS
Arena (A) 0 20 40
Suelo (S) 0 20 40
Suelo + Micorriza* (SM) 0 20 40
Suelo + ANA** (SANA) 0 20 40

DDS: dias después de la siembra, * Micorriza; ** ANA - Regulador Fisiol6gico (acido Alfa- Naftalenacético)

En cada uno de los tratamientos las semillas se sometieron a un proceso de imbibicién en agua durante 24 horas,
posteriormente se llevaron a siembra en su respectivo tratamiento. El sustrato fue desinfectado con agua a 100°C,
retirando impurezas y agentes extrafios, posteriormente se tamiz6 en malla # 18.

Se realiz0 la siembra con las semillas imbibidas, para cada tratamiento, con tres repeticiones. Durante el proceso
de germinacién se midié humedad relativa y temperatura, ademas se controlé la exposicion al brillo solar y se
realizo riego cada 48 horas.

2.3 Obtencion de harina de café verde



Luego de iniciado el proceso de germinacion a los 20 y 40 dias se realiz6 una extraccion de la semilla del
sustrato, se le hizo un lavado retirando el exceso de material de siembra con agua destilada en el agitador magnético
MICROSTIRRER por 5 minutos, con velocidad de 1100 rpm.

Una vez las semillas estuvieron limpias, fueron llevadas a secado en la Estufa Universal U Secado, MEMMERT,
con una Temperatura de 35°C, Humedad Relativa del 35 % por un periodo de 8 dias hasta tener lecturas de
contenido de humedad del 6%, las lecturas de apoyo para controlar el contenido de humedad durante el secado se
realizaron con el equipo KETT PM 450. Ademas, se determiné el contenido de humedad al inicio, y finalizado el
secado de acuerdo a la metodologia NTC 2325(ICONTEC, 2003).

Terminado el secado se removié el pergamino de la semilla, en trilladora modelo C55JXKKP-4983, para cada
tratamiento. Posteriormente en un molino NUTRIBULLET motor 600 w (seis cuchillas), se obtuvo la harina de
café verde, y se tamizé en la malla N.° 40, apertura 0,425 pm por un tiempo de 5 min 60g. Cada fraccion de harina
obtenida se recolect6 por separado y se almacend en bolsas para empaque al vacio hasta realizar la extraccion.

2.4 Extraccion de almidon

Para la cuantificacion del almiddn se emple6 en calidad de reactivo cromoégeno una solucion de Lugol, el cual
se preparé utilizando 3 g de yoduro de potasio en 100 ml de agua + 0.3 g de yodo.

Para la extraccién del almidon se tomé 1 g de café verde molido en 10 ml de NaOH 0,1 M, en agitacion durante
30 min, luego se centrifugd durante 5 min, se extrajo el sobrenadante y se guardd en nevera para conservar la
muestra para el proceso de cromatografia.

Se utilizé solucioén salina como solvente para realizar la extraccién. Se prepar6 el solvente con la harina en una
relacion 1/10 p/v, utilizando 1 g de harina en 10 ml del solvente. Posteriormente se llevé a agitacion por un tiempo
de 5 minutos. Terminado el proceso de homogenizado el tiempo de extraccion fue de 30 minutos, posteriormente
se centrifugaron las muestras en Centrifuga Analitica 6 Tubos Clay Adams Compact Il durante 5 minutos,
obteniendo un sobrenadante de 4,5 ml, el cual fue usado para la lectura en el espectrofotometro.

Este proceso se repitio con agua caliente (100° C), alcohol etilico (CH3CHOH) al 97% y solucién salina (50
ml de CHsCH,OH al 97 % de pureza + 100 ml de HsPO4, se homogenizé por 5 min y 850 ml de agua destilada).

2.5 Espectrofotometria

Las mediciones realizadas se hicieron en el espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 de onda
completa para UV y visible en absorbancia con longitud de onda de 660 nm. Por cada Tratamiento y repeticion se
realizaron 5 lecturas.

Se usaron 0.4 ml extracto de harina de café + 1.6 solucidn salina + 0.5 reactivo cromégeno, ademas de 0.4 ml
extracto de harina de café + 1.6 agua destilada + 0.5 reactivo cromégeno.

Para la curva de calibracidn se preparé la solucion cero utilizando 0.4 g de almiddn + 40ml de agua destilada,
0.4 g de almiddén + 40 ml NaOH 0.1 M, 0.4 g de almidén + 40 ml de CH3CH2OH al 97 %, 0.4 g de almiddn + 40
ml Solucién Salina y 0.5 ml del reactivo cromdgeno para cada tratamiento.

Se utilizaron 7 diluciones para la calibracion del orden de 2,5,11,21,51, 101, 201 veces, donde para cada dilucion
se tomaron 0.1 ml de almidon y se adiciono respectivamente 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 y 200 ml de solucién
salina, después se agitaron por 5 minutos. Para las lecturas se tomd 0,1 ml de almiddn y se afiadieron 2,5 ml de
yoduro de potasio, por cada dilucion.

2.6 Analisis estadistico



Para el analisis estadistico se utilizo el software Statgraphics Centurion XVI, version 16.1.03; la importancia de
las diferencias entre concentraciones y tratamientos se probd mediante el analisis de varianza unidireccional
ANOVA. La hipétesis nula en la que todas las concentraciones son iguales fue rechazada puesto que el valor-P de
la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de concentracion
entre un nivel de tratamiento y otro.

3. Resultados

Las semillas germinadas presentaron los cambios fisicos caracteristicos de la germinacién, como variacion en
coloracién del endocarpio, el tamafio de la semilla aumento por la absorcidn de agua, e inicio de emergencia del
embrién y desarrollo de raiz de acuerdo al proceso germinativo, como se puede ver en el material complementario
(Fig. F1, F2).

Durante el proceso de extraccion del almidon, se logré evidenciar que los solventes CH3CHOH al 97 % de
pureza y NaOH 0,1 M, causaron una degradacion del almidén en las muestras, generando gran turbiedad
impidiendo asi la lectura de absorbancia. Como se muestra en la tabla 2, donde se registra una Gnica lectura.

Tabla 2. Absorbancia con solvente Alcohol Etilico e Hidroxido de sodio

CH5CH,OH NaOH 0,1 M
TTO TTO
D D
GO A S S+M S+ANA GO A S S+M S+ANA
0 897 0 1345
20 730 610 458 639 20 1414 1570 1760 1428
40 234 201 274 282 40 1160 1231 1337 1966

Se encontré que el solvente méas adecuado para la extraccion de almidén fue el agua caliente a una temperatura
de 95 +/- 3, entre tanto la solucion salina no permiti6 una buena lectura de absorbancia como se muestra en la tabla
3.

Tabla 3. Absorbancia con solvente de solucién salina

Solucién Salina
TTO

P G0 A S siM_ seANA
0 685

20 409 320 365 587

40 412 406 498 286

Por lo tanto, se comprobd¢ lo hallado por Pictet y Moreau (1969) citado por Clifford (1985). De esta manera,
para el estudio solo se tuvieron en cuenta los datos obtenidos a partir de la extraccion con agua caliente.

Las lecturas de absorbancia para almidén mostraron una variacion segtn el sustrato y el tiempo de germinacion
desde 740 a 203 nm.

La variacion de las lecturas de absorbancia de almidén almacenado en el endospermo a través del proceso de
germinacion se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Lectura de Absorbancia, extraccion con agua caliente 95 +/- 3 °C.

TTO
A S S+M S+ANA

D GO



0 597
20 737 616 502 643
40 405 206 277 286

D: Dias, GO: Sin Germinar, A: Arena, S: Suelo, S+M: Suelo + Micorriza, S+ANA: Suelo + ANA &cido Alfa- Naftalenacético

El 11% de las semillas de café, mostraron una lectura de absorbancia sobre 660 nm que fue el valor usado como
referencia, y se presentaron en el tratamiento con arena (A) como sustrato de germinacion, en contraste con las
semillas germinadas en el sustrato de suelo + Micorriza que mostraron valores por debajo de 600 nm, sin embargo,
el uso de la hormona de desarrollo radicular ANA presentaron valores muy cercanos a los 660 nm.

De esta manera se puede observar en la figura 1, que los valores de la muestra que se encuentran mas dispersos
respecto a la media para los tratamientos de arena (A) a los 40 dias de germinacion, al igual que suelo + micorriza
(SM) a los 20 dias de germinacion.

Figura 1. Lectura de Absorbancia de almiddn, de acuerdo a los tratamientos y dias de germinacion.
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Figura 2. Curva de calibracion para determinar concentracion de almidén, mostrando el contenido de almidon en
la harina de café verde de acuerdo a la dilucién y la longitud de onda.
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Asimismo, de acuerdo a la ecuacion de regresion (y = 33.619x + 63.214) obtenida a partir de la calibracion, se
obtuvieron los valores de concentracién de almidén., en funcion de las lecturas del espectrofotémetro con respecto
a las dosis aplicadas. Figura 3.

De acuerdo a los contenidos de almidon, se observé que hay un cambio significativo de acuerdo a los sustratos
utilizados para la germinacion, durante el primer periodo de 20 DDS, como se muestra en la figura 3, con
contenidos de almiddn entre 25,0 y 17,0 g/dl, ademas, se aprecia una disminucion del almacenamiento de almidon
en el endospermo a los 40 DDS.

Figura 3. Concentracion de almidon en sustratos y periodos de germinacion.
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Figura 3. Relacidn entre el contenido de almidon y tratamiento aplicado en la germinacion. Se muestra como la
concentracién de almiddn extraido a partir de harina de café verde, presenta una reduccién en funcion del tiempo,
producto de movilizacion de este hacia la nueva estructura de crecimiento, como es la raiz.

Discusion

El almiddn se logra extraer de las diferentes fuentes naturales a través de métodos himedos, secos o quimicos,
para el caso de la harina de café verde, el uso de agua caliente a temperatura de 95 +/- 3°C, fue el método que
permitio la mejor extraccion, como lo comprobé Clifford (1985) basado en Pictet y Moreau (1969), los granos de

café verde contienen muy poco almidén, en estos se encontraron solo 0,48 por ciento de glucano soluble en agua
caliente (hasta 180 ° C) en los granos de café verdes.

Una vez realizadas las lecturas de absorbancia se encontr6 que, con una cantidad insuficiente de almidon en el
endospermo, el crecimiento de la raiz podria ser limitado, en consecuencia, la actividad metabolica es mas lenta y
el proceso de germinacion se vuelve mas asincronico, pero en general esta es una caracteristica intrinseca de las
semillas de café, como se menciona en estudios anteriores(Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

Sin embargo, cabe sefialar que este estudio se ha centrado en la variacion del contenido de almiddn en el
endospermo en diferentes sustratos, mas no en la tasa de disminucion del compuesto almacenado respecto a la
formacion de nuevas estructuras (raices). Aunque los resultados, no indican que esto sea algo que deba pasarse
por alto a la hora de intentar mejorar la tasa de germinacion.

Una de las caracteristicas exhibidas por las semillas en cuanto a la concentracion de almidén, fue una pequefia
variacion que podria deberse a la influencia de las soluciones afiadidas al sustrato para acelerar el proceso de
germinacion (Micorriza, ANA), teniendo en cuenta que la asimilacion de un inductor de enraizamiento de origen
orgénico como la micorriza, es méas lenta a comparacion de la hormona ANA de origen sintético; mientras que en



comparacion con el sustrato arena (A), se podria indicar que el contenido de almiddn en el endospermo tiene una
menor movilidad lo que hace que el proceso se mantenga bajo parametros normales.

El comportamiento de los almidones en la semilla del café es escaso y ha sido reportado previamente (Pictet,
1960), aunque s6lo a nivel de su influencia como precursor de los atributos de calidad de taza, por lo tanto, conocer
la degradacion del almidon en los eventos que se llevan a cabo durante la germinacion, permiten explorar el posible
manejo de estas concentraciones, para obtener plantulas de un mejor vigor.

Aungue en un sustrato inerte como la arena (A) se podrian controlar mas facilmente la accién de los
microorganismos nocivos hacia la nueva plantula, también es valioso reconocer el aporte que suelos manejados
con inductores de enraizamiento podrian dar, acortando los dias de germinacion, manteniendo las caracteristicas
de la semilla durante el proceso, sin llegar a que sus compuestos energéticos se disminuyan de tal forma que no se
logren plantulas éptimas para la siembra.

Finalmente, a pesar de sus limitaciones, este estudio sugiere que deberia tenerse en cuenta un mayor nimero de
variables a la hora de medir el contenido de almiddn en el endospermo, por ejemplo, la determinacién del contenido
de almidén en la longitud y el grosor del tallo podria influir en la tasa de transferencia del endospermo a la nueva
estructura. Muchas de las estructuras podrian verse afectadas por los bajos niveles de almidon presentes en el
endospermo.
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Material complementario

Figura F1. Cambio de coloracién en endocarpio; emergencia de raiz.




