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Evaluacion del contenido de proteinas en semillas de café en 4 diferentes sustratos

durante la germinacion.

Evaluation of protein content in coffee seeds in 4 different substrates during germination.

Oscar Andrés Torres Cerént, Emilio Polo?

Summary

In the endosperm of coffee seeds are mainly stored reserve proteins that are used in the
germination process for the growth of the embryo. The content and mobilization of these
proteins have a direct impact on the survival of the seed until the seedling develops and
subsequently on the sensory profile of the coffee beverage because the main components that
transfer these characteristics are generated in the Maillard reactions from its amino acids and
free sugars in the roasting process; Taking into account that these mechanisms are little
studied for coffee, the evaluation of the protein content in the coffee seed in relation to
germination substrates such as sand T2, soil T3, soil plus mycorrhiza T4, soil plus ANA T5
in periods of time of 0, 20 and 40 days was proposed; reporting values between 61.58+11.52
(g/dl) with significant differences for the four types of substrates in relation to the
germination time.

Key words: green coffee flour, germination, proteins, mycorrhizae, Alpha Naphthaleneacetic

Acid-ANA.

Resumen

En el endospermo de las semillas del café se encuentran principalmente almacenadas las
proteinas de reserva que son usadas en el proceso de germinacion para el crecimiento del

embridn. El contenido y la movilizacion de dichas proteinas impactan de manera directa en la



supervivencia de la semilla hasta que la plantula se desarrolla y posteriormente en el perfil
sensorial de la bebida de café porque los principales componentes que le transfieren dichas
caracteristica se generan en las reacciones de Maillard a partir de sus aminoacidos y azlcares
libres en el proceso de tueste; teniendo en cuenta que estos mecanismos son poco estudiados
para el café se planted la evaluacion del contenido de proteina en la semilla de café en
relacion a sustratos de germinacion, tales como arena T2, suelo T3, suelo mas micorriza T4,
suelo mas ANA T5 en periodos de tiempo de 0, 20 y 40 dias; reportandose valores entre
61,58+11,52 (g/dl) con diferencias significativas para los cuatro tipos de sustratos en relacion

con el tiempo de germinacion.

Palabras clave: harina de café verde, germinacion, proteinas, micorrizas, Acido Alfa

Naftalenacético-ANA

1. Introduccion

La germinacion de la semilla es una etapa fundamental en el ciclo de vida de la planta, donde
los diferentes compuestos que se encuentran almacenados experimentan una transicion
metabolica de estado casi inactivo a altamente activo (Gailand et al., 2014); acompafiado de
modificaciones en las proteinas como lo mencionaFranco et al. (2009). El desarrollo de la
semilla de café se acompafia de modificaciones en las proteinas durante los procesos de
germinacion. Siendo el café un alimento importante econémicamente en los paises
productores y una de las bebidas de mayor consumo en el mundo, es pertinente conocer
dentro de toda su cadena de produccidn los procesos que ocurren para obtener un producto de
calidad, lo cual hace importante entender que ocurre en el grano durante el proceso de

germinacion.

Las semillas de café estdn compuestas por metabolitos primarios: carbohidratos (da Silva et
al., 2004)



proteinas (Franco et al., 2009), lipidos (Marin et al., 2021) y metabolitos secundarios que
intervienen durante el proceso de germinacién. Esta composicion puede diferenciarse segun
variedad de la semilla, origen (clima, composicién del suelo) y procesamiento (Shimizu &
Mazzafera, 2000), (Clifford, 1985). (Shimizu & Mazzafera, n.d.). (Miintz, 1998). Los valores
de proteina reportados en la almendra de café verde (semillas de café) entre 8,5% y 12%

(WSchieberle, 2009) y 13-16% aproximadamente (Bau, Mazzafera, & Santoro, 2001).buscar

Las funciones de las proteinas son especificas de acuerdo a sutipo, permitiendo a las células
defenderse de agentes externos, mantener su integridad, regular funciones, dar energia al
embrion y ademas reparar dafios (Guillen, 2009). En las semillas, las proteinas se acumulan
en organulos llamados cuerpos proteicos, quedando aisladas de la protedlisis incontrolada de
las proteinasas, tras la germinacion por accién de las endo y exoproteinasas, los pequefios
péptidos y aminoacidos generados por el corte de las proteinas almacenadas que pueden
permanecer en el tejido de almacenamiento o trasladarse a la planta en desarrollo (Callis,
1995). En las semillas de café las proteinas de reserva obedecen a complejos

supramoleculares (Clifford And K.C. Willson, 1985).

La movilizacion de proteinas es limitada por que se da un proceso de sintesis para realizar
una funcion determinada que para el caso de la semilla del café es ayudar a la emergencia del
embrion y desarrollo de una nueva planta, sin embargo los estudios existentes se han
realizado de principalmente en las leguminosas y los cereales (Derbyshire et al., 1976; Callis,
1995; Chiou et al., 1997; Ferreira et al., 1995; Mintz, 1998) aunque también se dispone de
informacion para otras especies (EImore y Paul, 1980; Garcia-Agustin y Primo-Millo, 1989;

Garcia-Agustin y Primo-Millo, 1990; King y Gifford, 1997)

La semilla de café es asincronica y lenta, lo cual dificulta la homogeneidad en la germinacion,

asimismo este proceso se lleva a cabo en condiciones de humedad y sustrato idoneo, (Selmar



et al., 2006). En estudios realizados por (Flérez Claudia, 2013) (Eira et al., 2006), se asegura
que durante el proceso de germinacion hay un primer estado de imbibicién, luego de ocho
dias una transformacion fisica, y al dia diez la emergencia del embridén punto en que se
encuentra el 50% de la semilla. No si esto advertirse de una posible una germinacion

temprana.

El crecimiento del embrion promueve el debilitamiento del endospermo y la emergencia de la
radicula, de igual modo que se inicia la actividad de diversas proteinas de reserva y
carbohidratos (Amaral Da Silva et al., 2008) En el embrién de la semilla de café hay
un potencial de turgencia, en donde se demuestra que con la captacion del agua se empieza la
expansion y degradacion de las proteinas de reserva en el endospermo suministrado energia
al embrion para su emergencia (Shimizu & Mazzafera, n.d.) y (da Silva et al., 2004).
Adicional a esto, los cambios en los reguladores del crecimiento de las plantas estan
asociados con la induccién de enzimas (da Silva, 2005): Donde la hidrélisis enzimatica
restringida de las células que rodean al embrion y crean espacio para aumentar la flexibilidad
y plasticidad, son necesarias para la expansion del mismo y més tarde para la movilizacion de
reservas de proteinas que se degradan gracias a las proteasas. (Amaral Da Silva et al., 2008)
(Callis, 1995) (Payne, 1986). Encontrandose que dicho almacenamiento de proteinas en las
semillas de café puede variar en porcentaje de acuerdo al tipo de sustrato en el que se

germina la semilla.

Los reguladores fisioldgicos han sido utilizados principalmente durante el crecimiento de
plantas tales como las micorrizas, que son inoculantes microbianas que ayudan a que la
planta obtenga energia en mayor cantidad y no dependa de insumos quimicos (Bhardwaj et
al., 2014). Las micorrizas se encuentran en las leguminosas en sus raices de manera natural

(Bullard et al., 2005). Asi mismo, se encuentran mas reguladores fisioldgicos beneficiosos



que ayudan a la oxigenacion del suelo mejorando la calidad del suelo y las cantidades de
raices (Abbott et al., 2018). Los hongos micorrizas forman una asociacion simbidtica
mejorando le absorcion de nitrogeno creando una resistencia al estrés de la planta (Smith y
Read, 2008). De acuerdo a Smith y Read (2008) las micorrizas aportan cerca del 80% de
Potasio y Nitrogeno (Smith y Read, 2008), siendo importante en los procesos de germinacion,

crecimiento y produccion de las plantas Rillig et al. (2019).

Considerando el uso que tienen las micorrizas de origen organico, en el mercado se han
sintetizado de forma quimica un regulador fisiolégico con propiedades hormonales
denominado ANA (acido Alfa- Naftalenacético), familia de las auxinas para uso con fines
para la explotacién agricola, potenciando el aumento de raices y generando una mejora en la
absorcion de los nutrientes cumpliendo una funcionequivalente a las micorrizas ( VVosatka et

al., 2008).

En la actualidad, gran parte de estudios se han centrado en aspectos sensoriales de la bebida
(Selmar et al., 2006), la mayoria de las investigaciones para determinar el almacenamiento de
las proteinas en las semillas se han realizado es en las legumbres y los cereales, existiendo

pocos estudios realizados en las semillas del café.

El objetivo de este trabajo de investigacion es determinar en qué tipo de sustrato arena T1,
suelo T2, suelo més micorrizas T3 y suelo mads ANA (acido Alfa- Naftalenacético) T4, se
obtendria la mayor concentracién de proteina en las semillas de café, durante el proceso de

germinacion en tres (3) lapsos: dia cero (0), dia veinte (20) y dia cuarenta (40).



2. Materiales y Métodos

Tratamientos y germinacion de semillas de café
Las pruebas de germinacion y determinacion de proteina se realizaron en La Universidad
Surcolombiana, Sede Central Neiva (Huila), en los Laboratorios de Bromatologia, Alimentos

y Planta Piloto adscritos al Centro Surcolombiano de Investigacion en Café CESURCAFE.

Se usaron 5 Kg de semillas comerciales variedad Cenicafé 1 con contenido de humedad del
12%. Las semillas se llevaron a proceso de imbibicion, donde se sumergieron en agua por 24

horas, terminado este proceso se llevaron a siembra en su respectivo tratamiento.

Para determinar los contenidos de proteina durante los 40 dias, se establecieron 4
tratamientos. Donde se seleccionaron 4 sustratos para cada tratamiento utilizando arena de rio
lavada, suelo del Ecotopo 317A : arena de rio lavada; suelo perteneciente al Ecotopo 317A,
suelo del Ecotopo 317A mas micorrizas (20 g/l) y suelo mas ANA (20 g/l) (4cido Alfa-

Naftalenacético).

Tabla 1. Tratamientos que combinan sustratos y periodos de germinacion.

TRATAMIENTO SUSTRATO DIAS
T2 Arena 0120140
T3 Suelo 020140
T4 Suelo + Micorriza | 0 | 20 | 40
T5 Suelo + ANA 0|20 |40

* Micorriza; ** ANA - Regulador Fisiolégico (acido Alfa- Naftalenacético)

Cada tratamiento contenia 230 granos de semillas de café. Se sembraron, manualmente, en
recipientes de Polipropileno (PP) (19 cm x 20 cm x 80 cm); estos fueron ubicados en
condiciones luminicas y de humedad aptas para su germinacion. Durante el proceso de

germinado se midié humedad relativa y temperatura, ademas se realiz6 riego cada 3 dias.



Para cada sustrato se hizo un proceso de limpieza, en donde se retiraron impurezas y agentes
extrafios, se tamiz6 con una malla calibre N.° 18 y se esteriliz6 el sustrato antes de depositar
las semillas, lavandolo con agua a 100 °C, estabilizando la temperatura de 22 °C; luego se

procedi6 a depositar las semillas imbibidas realizando, por cada tratamiento, tres repeticiones.

Elaboracion de la harina para determinar contenidos de proteina

Respecto al proceso de recoleccién, lavado y secado, luego de los dias 20 y 40 de sembradas
las semillas, se ejecutd una limpieza retirando el exceso de sustrato, se lavaron las muestras
con agua destilada en el agitador magnético MICROSTIRRER por 5 min y con velocidad
hasta 1100 rpm; una vez limpias fueron llevadas a secado en la Estufa universal U Secado,
MEMMERT, a 35 °C y Humedad Relativa del 30 %, por aproximadamente un periodo de 8
dias, se trabajo con un porcentaje promedio de humedad del 5%. Durante el proceso de
germinado se realizé en un rango de humedad relativa promedio de 72% y temperatura

promedio de 30 °C, de acuerdo a la metodologia NTC 2325(ICONTEC, 2003).

Terminado el secado se removid el pergamino en trilladora modelo C55JXKKP-4983, para
cada tratamiento. Posteriormente, la harina se obtuvo en un molino NUTRIBULLET motor
600 w (seis cuchillas), se tamiz6 en la malla N.° 40 (apertura 0,425 um) y se almacené en

bolsas para empaque al vacio hasta realizar la extraccion.

Extraccion y lecturas de contenido de proteinas

Para la extraccion de proteina, se preparo la solucién cero utilizando 0.4 g de proteina + 40
ml de agua destilada, 0.4 g de extracto de proteina + 40 ml NaOH 0.1 M, 0.4 g de + 40 ml
de CH3CH2OH al 97 %, 0.4 g de extracto de proteina + 40 ml Solucién Salina y 0.5 ml del

reactivo cromégeno para cada tratamiento.



Finalmente, se preparo la albimina, 0.1 g en 10 ml de agua destilada y se homogeneiz6 por 5
min. La solucion salina se preparé con 50 ml de CH3CH20H al 97 % de pureza + 100 ml de

H3POs4, se homogeneizo por 5 min; luego, se adiciona, lentamente, 850 ml de agua destilada.

Para la extraccion, se empled solucion salina como solvente. Se prepard el solvente con la
harina en una relacion 1/10 p/v, empleando 1 g de harina en 10 ml del solvente.
Posteriormente, se llevd a agitacion por 5 min, terminado el proceso de homogeneizado, el
tiempo de extraccion fue de 30 min, enseguida se centrifugd en Centrifuga Analitica 6 Tubos
Clay Adams Compact Il, durante 5 min. Del cual se obtuvo un sobrenadante de 4,5 ml, que se
empled para la lectura de absorbancia en el espectrofotometro. Finalmente, de acuerdo al
método de Bradsford (Bau et al., 2001) se prepard el reactivo Azul Brillante De Coomassie G

250.
Curva de calibracién

Se emplearon 7 diluciones para la calibracion del 2, 4, 5, 11, 21, 51 y 201 veces, donde para
cada dilucién se tomaron 0.1 ml de albimina de suero y se adicionaron a la albumina 0.5, 1, 2,
5, 10, 20, 50, 200 ml de solucidn salina, respectivamente; enseguida, se agitdé durante 5 min.
Para las lecturas se tom6 0,1 ml de albumina de suero y afiadieron 2,5 ml de azul de

Coomassie, por cada dilucion.

Finalmente, la lectura se realizd tomando 1 ml del extracto de harina de café, 0.1 ml de
albamina de suero y 2.5 ml del reactivo Coomassie para cada tratamiento. Posteriormente, se
realiz6 la medicion en el espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 de onda
completa para UV y visible en absorbancia con longitud de onda de 595 nm = 107’ m. Por

cada tratamiento se tomaron 5 lecturas.



Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el software statgraphics; En este procedimiento ejecuto
un analisis de varianza de un factor para contenido. Se construyeron varias pruebas y graficas

para comparar los valores medios de contenidos para los 9 diferentes niveles de tratamiento.

3. Resultados y discusion

En la figura 1 se presenta la curva de calibracién que cuantifica los valores de contenido de
proteina en la harina de café verde en los diferentes sustratos evaluados durante el periodo de
germinacion. Estos valores se obtuvieron a través del modelo: y = 43,464x - 1,2143. R2
=0,9591.

Figura 1. Curva de calibracion de albdmina de suero bovino para determinar contenidos de

proteinas en semillas de café germinadas.
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En la tabla 2 se presentan los contenidos de proteina evaluados en los granos de café durante
el proceso de germinacién por un periodo de tiempo de 40 dias. Se encontraron en el dia 0
valores promedio de 61,58+11,52 g/dl. Se observé disminucidn en los contenidos de proteina
para cada sustrato del dia 20 al dia 40, este comportamiento ocurre de acuerdo a lo reportado
por (Bau et al., 2001). Los contenidos de proteina extraidas a partir de la harina de café verde
indican que hay un alto contenido antes del inicio del proceso de germinacion y decrece en la
medida en que se va dando la formacion de la plantula de café, de acuerdo a los diferentes
procesos enzimaticos que tiene lugar en el endospermo posterior a la imbibicion. Estos

resultados obtenidos, son similares a los encontrados en las proteinas en café (Clifford 1985),



adicionalmente se presentan valores en donde el contenido medio de las semillas de café es
del 8,5y 12% Schieberle, (2009). Ademas, Luthe (1992) indic6 que las subunidades oy B de
una proteina eran similares a las leguminosas y tienen similitud a las semillas C. arabica,
asimismo contienen una misma globulina 11S con un peso molecular aparente Acufia et al.
(1999), estas proteinas son similares en sus estructuras a las encontradas en el café
permitiendo realizar esta comparacion.

Ademas, se encontr6 que, durante el proceso de germinacion los sustratos en los tratamientos
T4 y T5, presentan aumento en los contenidos de proteina con valores promedio 59,89+1,77
g/dl y 71,44+12,6 g/dl y. Este comportamiento podria estar asociado a los reguladores
fisiolégicos como las micorrizas de composicidn organica, gracias a su asociacion simbiética
mutualista que intervienen en el aumento de las proteinas, asimismo el ANA (acido Alfa-
Naftalenacético) de sintesis quimica quien actla en la semilla del café permitiéndole su
absorcion y velocidad en el proceso de germinacion y aumento de proteinas. Sin embargo, la
observacion més notable en el contenido total de proteinas mostré variaciones en los
tratamientos evidencidndose un crecimiento exponencial considerable, debido a que no hay
una homogeneidad en el proceso de germinacion. (Shimizu & Mazzafera, 2000) (Bad,

Mazzafera, & Santoro, 2001).

Tabla 2. Contenido de proteinas en semilla de café durante la germinacion en diferentes

sustratos.
Tratamiento/ Contenido de proteina (g/dl)
T_|empf) de ] 0 20 40
germinacion (dias)
T2 61,58+11,52 42,91+2,65 21,43+0,33
T3 61,58+£11,52 41,79+3,89 35,92+11,58
T4 61,58+11,52 59,89+1,77 24,08+7,25
T5 61,58+11,52 71,44+12,6 26,14+4,04

T2: arena; T3: suelo; T4 suelo + Micorriza; T5: Suelo +ANA (acido Alfa- Naftalenacético)
En la figura 2 se presenta una caja de bigotes con el contenido de proteina durante el proceso

de germinacion, los datos presentados son medias + Desviacion Estandar (DE), sobre la
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actividad de las proteinas en los 4 tipos de tratamiento en dias 0,20 y 40. Se determinaron
diferencias significativas ( p < 0.05) entre las medias para cada variable. En el analisis de
varianza se encontro que las medias difieren significativamente, a causa de la disminucién del
numero de proteinas a los 40 dias del experimento para los 4 tipos de sustrato usados en
germinacién. La ANOVA descompone la varianza de contenido en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro de grupos. La razén-F, que en este caso es
igual a 14,99 es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos.
Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de contenido entre un nivel de tratamiento y otro,

con un nivel del 95.0% de confianza.

Figura 2 Concentracion de proteinas en harina de café verde.
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TRATAMIENTO
Ademas, se indica que transcurridos 20 dias de germinacion, el contenido de proteinas fue
mayor en los tratamientos con adicién de regulador fisiolégico, por el contrario, en el sustrato
Arena la disminucion fue del 12% y en suelo la disminucion fue del 26%. Entre tanto para el
dia 40 de germinacion, la disminucion del contenido de proteina en la semilla para los 4

sustratos utilizados fue mayor al 50%.
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Igualmente, la figura 2 arroja unos resultados de mayor cantidad de proteina para el dia 20 en
el tratamiento S + ANA, se aprecia un valor minimo de 55, maximo de 85 y una mediana de
70, en ese orden de ideas el IQR (Rango Intercuartil) seria del 30% méas de proteina para

dicho tratamiento que en los demaés de tratamientos.

Conclusiones

El efecto de los sustratos sobre el contenido de proteina presente en la harina de café verde,
se pudo determinar a través de este estudio, cuyos resultados obtenidos demostraron que el
café posee una proteina de reserva inicial que aumentd para el dia 20 en los sustratos con
adicion de reguladores fisiologicos ANA y Micorrizas; donde la accién de estos estimulantes,
permitié un aumento en la proteina, sugiriéndose que este tipo de reguladores fisioldgicos,

podria aumentar el porcentaje de germinacién durante todas las etapas del proceso.

Teniendo en cuenta que los estudios sobre concentracion de proteina no son tan frecuentes,
en el futuro deben realizarse nuevas metodologias que permitan medir la concentracion de
esta y sus efectos sobre la calidad de la semilla en el proceso de germinacion.

La metodologia aportada para el desarrollo present6 consistencia frente a reportes generados
con otro tipo de métodos y que por tanto podria ser de gran apoyo para otros estudios dada su

base tedrica.
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