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RESUMEN 
 

El café producido en Colombia se incorpora como valor agregado de los productos de otras 

industrias y al mercado de  los cafés especiales. Uno de los principales productos de 

exportación de COLCAFÉ S.A.S. es el extracto líquido de café,  el cual debe cumplir unos 

parámetros de calidad microbiológica, fisicoquímica y sensorial, bastante exigentes para los 

mercados internacionales, que permitan garantizar su conservación durante su 

almacenamiento y transporte  por varias horas o días. El objetivo de este trabajo fue evaluar 

el uso de las microondas y  la nisina en la inactivación de Bacillus licheniformis de un 

microorganismo termo resistente en el extracto líquido de café. 

Cuando se sometió el extracto de café a un proceso dieléctrico utilizando un microondas 

doméstico con una frecuencia de operación de 2,45GHz., se obtuvo que la mayor 

disminución de UFC/mL de 2 ciclos logarítmicos sin afectar las propiedades sensoriales del 

producto, ocurre cuando el sistema es operado bajo un tiempo de  19 segundos, volumen de 

la muestra de 11 mL y nivel de potencia  de seis.  

Con relación al uso de  la nisina, se logró determinar que la concentración del péptido que 

se debe usar en el extracto líquido de café es 500 IU/mL y que su acción depende 

directamente del tiempo de incubación y la concentración inicial de bacterias de Bacillus 

licheniformis. 

Palabras claves: nisina, microondas, extracto de café, Bacillus licheniformis. 
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ABSTRACT 
 

The coffee produced in Colombia is incorporated as an added value of products of other 

industries and the specialty coffee market. One of the main export products COLCAFE 

S.A.S. is the liquid coffee extract, which must meet microbiological quality parameters, 

physicochemical and sensory quite demanding international markets to ensure their 

preservation during storage and transport for several hours or days. The aim of this study 

was to evaluate the use of microwaves and nisin on inactivation of Bacillus licheniformis a 

heat resistant microorganism in the liquid coffee extract. 

 When the coffee extract subjected to a process using a domestic microwave dielectric with 

an operating frequency of 2.45 GHz, it was found that the greatest decrease in CFU / mL of 

2 log units without affecting the sensory properties of the product occurs when the system 

is operated under a time of 19 seconds, the sample volume of 11 mL and six power level.  

 Regarding the use of nisin, it was determined that the concentration of the peptide to be 

used in liquid coffee extract is 500 IU / mL and its action directly dependent on the 

incubation time and the initial concentration of bacteria of Bacillus licheniformis. 

Keywords: nisin, microwave, coffee extract, Bacillus licheniformis. 
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INTRODUCCIÓN 
 

En el sector de los alimentos, el crecimiento económico y la globalización de los mercados 

han propiciado un ambiente más exigente y competitivo. Lo anterior, se traduce en un 

mayor compromiso de las industrias alimentarias modernas para garantizar la permanencia 

de sus productos en el mercado, dado que permanentemente surgen nuevos productos y 

mejores tecnologías para desarrollarlos.  

En este orden de ideas, los entes reguladores de la inocuidad alimentaria establecen una 

normatividad más exigente para garantizar que estas nuevas alternativas no terminen 

afectando de manera directa o indirecta  la salud humana. Por lo tanto, en el mundo actual 

de la industria de alimentos uno de los retos más importantes es poder  garantizar la 

inocuidad de los productos  asegurando su estabilidad. 

Pero, surgen interrogantes así ¿cómo asegurar la mencionada estabilidad  sin afectar la 

calidad fisicoquímica y sensorial de los productos? Frente a este interrogante surgen 

opciones de solución a través del uso de tecnologías alternativas novedosas tales como  las 

microondas, considerada una forma de tratamiento físico que preserva más la calidad del 

producto en comparación con los métodos convencionales y el uso de las bacteriocinas que 

hacen parte de los conservantes biológicos, lo cuales están llamados a ser lo más usados en 

la industria alimenticia por su bajos niveles de toxicidad en comparación con los 

conservantes químicos. 

Según lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue encontrar las condiciones óptimas 

de aplicación de la tecnología de microondas para un horno doméstico operando a una 
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frecuencia de 2,45GHz y  el uso de bacteriocinas  en el extracto líquido de café, asegurando 

su calidad microbiológica, fisicoquímica y sensorial del producto, con tendencias hacia la 

comercialización internacional, en la empresa COLCAFÉ S.A.S. una de las filiales del 

GRUPO NUTRESA. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1 EXTRACTO DE CAFÉ 

El extracto líquido de café es el producto resultante del proceso de lixiviación en el cual se 

hace pasar un solvente, agua desmineralizada caliente (generalmente a presión y 

temperatura alta), para extraer los sólidos solubles y los componentes aromáticos del café 

tostado y molido (Giraldo, 2002). El agua es el único solvente usado en las prácticas 

industriales para la extracción y se requieren equipos multietapas o de operación en 

contracorriente continua para establecer una extracción eficiente, con el contenido de 

sólidos solubles deseados (15-40%P/V)) en el extracto final (Clarke y Macrae, 1997; Piazza 

et al., 2008). 

1.2  PRODUCCIÓN DE EXTRACTO LÍQUIDO DE CAFÉ 

Para obtener extracto de café a partir de café verde, éste debe ser sometido a diversas 

operaciones tales como la torrefacción, molienda y extracción. De acuerdo con López 

(2003), la torrefacción se divide en tres fases: secado, tostión o pirólisis y enfriamiento. 

1.2.1 Torrefacción. Es una operación de exposición de los granos de café almendra a 

calentamiento(180°C-250°C), que inicialmente provoca una liberación de agua a los 

granos, seguido de una serie de reacciones químicas tales como oxidación, reducción, 

hidrólisis, polimerización, y descarboxilación, hasta alcanzar el color deseado, 

manteniéndolo en continuo movimiento para asegurar un tostado completo del grano;  

cuando finaliza la tostión, el café es enfriado rápidamente con una determinada cantidad de 

agua o aire (Hernández et al., 2007).  
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Durante el tostado se pierde agua, materia seca y otros compuestos volátiles, productos de 

la pirolisis; es en este proceso donde el café adquiere todas las características de color, 

aroma y sabor deseados. El grado de tostión depende de la temperatura y tiempo de proceso 

(Giraldo, 2002, Gonzalez-Rios et al., 2007).   

La fase de secado es un proceso endotérmico que ocurre en tres etapas; primero se evapora 

el agua de los granos de café, y se realiza durante el 80% del tiempo de tostión; en la 

segunda, los granos pierden el agua libre que es el 3% P/V del total de la humedad inicial y 

en la tercera es cuando los granos pierden el color verde y se tornan de color amarillo o 

caramelo, adicionalmente cambia el aroma característico del café verde. 

La fase de tostión o pirolisis es donde los compuestos comienzan a sufrir una serie de 

reacciones pirolíticas de carácter exotérmico dentro de la célula, que aumentan el espesor 

de las membranas y se producen compuestos responsables del aroma y del sabor. Esta etapa 

se inicia entre 205°C y 210°C y es cuando los granos logran su máximo hinchamiento. Se 

libera gran cantidad de CO2 con presencia de humo, primero de color azulado, luego 

grisáceo y opaco. (Hernández et al., 2007). 

La fase de enfriamiento acontece cuando se debe interrumpir la pirolisis mediante una 

disminución de temperatura utilizando aíre  o agua, para lo cual se usa máximo de 8% en 

peso de agua. Hay presencia de humos blancos densos y un aroma a pan tostado que es 

penetrante. (López, 2003). 
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1.2.2 Molienda. En este proceso se reduce el tamaño por compresión, fricción, corte, 

rompimiento o cualquier proceso que pueda causar reducción del tamaño de la partícula. 

(Vincze y Vatai, 2004). Lo importante es incrementar la superficie específica de extracción, 

o más bien, aumentar el área de la interface entre el agua y el sólido, así, como facilitar la 

transferencia de sustancias solubles y emulsificantes (Clarke y Macrae, 1997, Bhumiratana 

et al., 2011).  

1.2.3 Extracción sólido-liquido. Es un proceso de lixiviación donde el solvente es agua y 

extrae sólidos solubles y los compuestos aromáticos. En la manufactura a gran escala del 

café instantáneo se considera la operación crítica (López, 2003). Este procesos se realizar 

en tres etapas: humectación, extracción de solubles e hidrólisis del café. 

Humectación. Durante la tostión el grano de café se vuelve poroso, lo cual permite que 

estos empiecen a absorber el agua caliente y liberen los gases del café. La estructura fibrosa 

del grano lo convierte en una secante que absorbe el agua y ayuda a la posterior extracción 

de los compuestos solubles (Vincze y Vatai, 2004).  

Extracción de solubles: El agua absorbida se difunde al interior del grano solubilizando los 

sólidos solubles, provocando un aumento rápido de la concentración, creando un gradiente 

de transferencia de masa y a medida que este gradiente es más grande, mayor será el 

rendimiento de la extracción (Clarke y Macrae, 1997, Vincze y Vatai, 2004). 

Hidrólisis. Es el rompimiento y la solubilización de las grandes moléculas de carbohidratos 

insolubles, produciéndose moléculas más pequeñas solubles en el agua, se hace a alta 

presión y temperatura de acuerdo al tipo de café y grado de tostión.  
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El sistema de extracción usado es la percolación por baterías, en el cual el café tostado y 

molido se mantiene en un lecho estático en una columna vertical con una separación interna 

de líquido entre las columnas. Se hace pasar agua en contracorriente por el lecho estático, 

con alimentación continua a la columna más agotada de café (Vincze y Vatai, 2004). El 

número de columnas pueden ser entre 5 y 8. A nivel industrial se usan altos flujos de agua a 

temperaturas por encima de 180°C ya que por pérdidas naturales de calor en la columna, la 

temperatura del líquido y del café molido caerá progresivamente hasta que el líquido en 

contacto con el café obtiene una temperatura aproximada de 100°C (Giraldo, 2002).   

El proceso de extracción involucra varios parámetros fundamentales como son: la calidad 

del café verde, el equipo y el grado de tostión, el enfriamiento, la molienda, la carga, la 

calidad del agua de extracción, el perfil de temperatura, la caída de presión, el tiempo de 

ciclo y la cantidad de extracto retirado por ciclo (López, 2003; ). 

Cuando se finaliza la extracción del café, se separan dos fracciones diferenciadas: los 

primeros litros de extracto de café con alto contenido de sólidos llamadas cabezas y la 

fracción que provienen de una segunda extracción que son de menor concentración y carga 

aromática llamadas colas; luego se mezclan estas dos porciones, se clarifican, evaporan y 

finalmente  se secan. 

En la Figura 1 se observa el diagrama de elaboración de extracto líquido de café, de 

acuerdo con las etapas descritas anteriormente. 
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Figura 1. Diagrama de elaboración de extracto liquido de café 

 

TOSTIÓN

MOLIENDA LLENADO 
COLUMNAS

EXTRACCIÓN

ALMACENAMIENTOALMACENAMIENTO
EVAPORADOR  

 

1.3 COMPOSICIÓN  DEL EXTRACTO 

El extracto de café está compuesto por polisacáridos y proteínas, siendo los polisacáridos 

principales el galactomanano, el arabinogalactano y la celulosa, sus estructuras en el café 

industrializado dependerá del grado de tostión. Por otro lado, las proteínas se degradan en 

la  tostión  en estructuras más sencillas como aminoácidos (Nunes y Coimbra, 2001). 

Se ha demostrado que en el café espresso, el contenido de proteína se correlaciona con el 

volumen de la espuma (Nunes et al., 1997), y la proteína suele estar unida por enlaces 

covalentes a arabinogalactanos (Fischer et al., 2001; Curti, et al., 2002; Navarini et al., 

1999; Redgwell et al., 2005). Sin embargo, la información sobre los lípidos del café es muy 

limitada, pero se ha especulado que la mala calidad del café también se debe a la hidrólisis 
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de triglicéridos (TG) con la liberación de los ácidos grasos libres, que a su vez, se oxidan 

(Jham et al., 2001) 

En la Tabla 1 se muestran algunos compuestos presentes en el café que se ven afectados por 

la tostión y que son finalmente los componentes que constituyen el extracto de café. 

Tabla 1. Compuestos de café durante el proceso de tostión. 

Compuestos Observaciones 
1. Alcaloides (cafeína) Se disminuye aproximadamente en un 4% p/p 
2. Trigonelina Es un residuo de la tostión 
3. Minerales (como cenizas) Se producen un poco luego de la  tostión. 
4. Ácidos (en estado libre o como sales) 

 Clorogénico 
 

 Alifáticos  

 
 Es un compuesto que queda después de la 

tostión  
 Se desarrolla en la tostión: 
     Ac. Acético, fórmico, málico, entre otros 

5. Carbohidratos  
 Sacarosa 
 Azúcares reductores 

 
 Polisacáridos 

 
Se pierde casi por completo en la tostión 
Algunos se hidrolizan en arabinosa, galactosa, 
manosa y glucosa. 
Contiene azúcares menores 

6. Proteínas Algunas destruidas por hidrólisis  
7. Aminoácidos Resultan de la hidrólisis de proteínas. 
8. Aceite de café (con terpenos, 

esteroides, entre otros.) 
Permanecen sin cambios luego de la tostión, 
pero su cantidad relativa aumenta 

9. Ligninas No cambian en la tostión. 
10. Productos de caramelización 

 
Son generalmente derivados de los 
carbohidratos y los ácidos clorogénicos 

Fuente: Giraldo, 2002 
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1.4 CARACTERÍSTICAS SENSORIALES, MICROBIOLÓGICAS Y 

FISICOQUÍMICAS DEL EXTRACTO LÍQUIDO DE CAFÉ 

 

1.4.1 Características microbiológicas. El extracto de café químicamente es una matriz 

muy rica especialmente en carbohidratos y su actividad de agua es 0.95, por lo tanto podría 

estar más expuesto a ser contaminado por una amplia gama de microorganismos, sin 

embargo debido a su pH ácido (4,7-5,10) y a la alta concentración de sólidos, se favorece 

su conservación debido a que actúan como agentes antimicrobiales. Además, las 

operaciones de proceso a las cuales es sometido son por lo general temperaturas muy altas, 

alrededor de los 140°C, condiciones en las cuales es difícil que sobrevivan 

microorganismos (Giraldo, 2002). 

Sin embargo, el extracto de café se puede recontaminar en puntos específicos del proceso,  

durante los tiempos de distribución y comercialización del producto que por lo general son 

de hasta 1 mes en los cuales es necesario conservar la cadena de frio, y es por eso, que se 

evalúa el grado de contaminación mediante las pruebas microbiológicas como el recuento 

heterótrofos viables (mesófilos), mohos y levaduras y coliformes totales y fecales.  

De acuerdo con la condiciones de almacenamiento y transporte del extracto liquido de café, 

la empresa COLCAFÉ S.A.S tienen como criterios microbiológicos en el producto,  

mesófilos menor de 100 UFC/g; mohos y levaduras, menor de 50 UFC/g y negativo para 

coliformes totales y fecales (COLCAFÉ S.A.S, 2009). 

De acuerdo con la norma NTC 4675, los criterios microbiológicos para el extracto liquido 

de café son: mesófilos menor de 1000 UFC/g; mohos y levaduras, menor de 100 UFC/g y 

negativo para coliformes totales y fecales. (ICONTEC, 1999) 
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1.4.2 Características sensoriales. El café es una de las bebidas más consumidas a nivel 

mundial, debido a sus propiedades sensoriales como la acidez, el cuerpo, el aroma y la 

impresión global. Estas características se determinan con la evaluación sensorial de la 

prueba de la taza con panelistas entrenados y se aplica básicamente en los cafés recién 

tostados y molidos. (Giraldo, 2002). En la Tabla 2 se encuentran los valores estándares para 

cada una de estas características sensoriales.  

Tabla 2. Propiedades sensoriales del extracto de café 

Característica Valor NTC 4883 Valor estándar   
COLCAFÉ S.A.S 

Acidez 1-10 5-6 
Cuerpo 1-10 6.5-7.5 
Aroma 1-10 6-7 
Impresión global 1-10 7 
Fuente: ICONTEC,2000;  COLCAFÉ S.A.S, 2009 

 
1.4.3 Características fisicoquímicas. Las propiedades fisicoquímicas del producto son 

altamente dependientes de las características del proceso y de la materia prima utilizada. En 

la Tabla 3, se muestran los parámetros de calidad del extracto líquido de café para la 

empresa COLCAFÉ S.A.S. 

Tabla 3. Propiedades fisicoquímicas del extracto liquido de café (COLCAFÉ S.A.S, 2009) 

Característica Valor 

pH 4.7 a 5.1 

Acidez 30-70 

Concentración de sólidos 40-60% 

Turbidez Se ajusta a las especificaciones del cliente 
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Color Se ajusta a las especificaciones del cliente 

Determinación de impurezas Menos a 4% 

Actividad de agua (aw) 0.93-0.95 

 

1.4.4 Aspectos económicos. Según  el  reporte  de  “Exportaciones  de  los  países    

exportadores  a  todos  los destinos”  presentado  por  la  Organización  Internacional  del  

Café,  Colombia  obtiene el 8% de exportaciones realizadas durante el periodo de 

noviembre de  2010 a octubre de 2011, al tener en cuenta aproximadamente 50 países. Este  

8%  se  presenta  debido  a  que  Colombia  realizo  exportaciones  de  8.034.734  toneladas,  

comparado  el  total  de  exportaciones  que  fue  de  103.145.795  toneladas, permitiendo 

así visualizar a Colombia como uno de los proveedores de café más importante del 

mundo.(OIC, 2011)  

1.5 BACTERIOCINAS 

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana producidos por síntesis 

ribosomal y son segregadas por un gran número de bacterias para inhibir el crecimiento de 

otros microorganismos competidores (Papagianni, 2003; Joerger, 2003; Katikou, 2005; 

Motta et al., 2008). Estas sustancias con frecuencia actúan frente a las bacterias gram 

positivas y gram negativas. Sin embargo, estudios recientes afirman que también pueden 

actuar frente a hongos y algunos parásitos (Cotter et al., 2005; Svetoch et al., 2008). 

Estudios han comprobado que algunas de las bacteriocinas de uso industrial son producidas 

por bacterias ácido lácticas durante la fermentación y juegan un papel importante como 
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conservante en los productos fermentados actuando sobre bacterias gram (+) y gram(-) 

(Ogunbanwo  et  al.,  2003, Bizani  et al., 2005, Abriouel et al., 2010).  

De acuerdo con Cintas et  al., (2001) y Asaduzzaman y Sonomoto (2009), las bacteriocinas 

se pueden clasificar  en  tres  grupos o clases denominados en números romanos: I, II y III y 

clasificadas con base al peso molecular y la estabilidad al calor.  

Clase  I: bacteriocinas lantibióticas,  con  poca  estabilidad al  calor,  péptidos  poli  cíclicos  

(<  5  KDa) con  aminoácidos  modificados.   

Clase  II: bacteriocinas pequeñas  (<10  KDa)  no  –  lantibióticas estables al calor.  

Clase III: bacteriocinas grandes (>10  KDa)  e  inestables  al  calor  (Cintas et  al., 2001, 

Abriouel et al., 2010).  Considerando  la  diferencia en  peso  molecular  se  entiende  que  

cada bacteriocina  es  diferente  y  que  su  uso  en la  industria  alimentaria  como  

preservante, depende del microorganismo de deterioro o patógeno que se desea  controlar. 

De  acuerdo  con  el espectro de acción de las bacteriocinas, se establecen tres grupos:  

a) Bacteriocinas con un estrecho rango de acción,  restringido  a  microorganismos  de  la  

misma  especie. 

b)  Bacteriocinas  con  un  rango  intermedio   que   inhibe   bacterias   lácticas   y   algunas   

bacterias  Gram-Positivas.    

c) Bacteriocinas  con  amplio  rango  de  acción,  las  cuales  inhiben una amplia variedad 

de Gram-Positivas (Cintas et al., 2001, Asaduzzaman y Sonomoto, 2009). 
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1.6 NISINA 

La nisina es un  péptido de  34  aminoácidos de un peso molecular  menor  a  5  kDa           

(McAuliffe et al., 2001, Faustino et al., 2009). Su síntesis es compleja, porque requiere  de  

procesos de  transcripción, traducción,  medicaciones  post-traduccionales, secreción, 

procesamiento, y señales de transducción. Al final se forman dos cadenas de péptidos 

(nisina A y Z) que difieren por el aminoácido de la posición 27, la histidina en la nisina A 

cambia por asparagina en la nisina Z (Sangronis y García, 2007). La Figura 2 muestra su 

estructura molecular, donde las letras corresponden a los aminoácidos que forman el 

péptido. 

Figura 2. Estructura molecular de la nisina 

 

Fuente: McAuliffe et al., 2001 

En 1928, la nisina fue aislada a partir de la bacteria Lactococcus lactis y fue la primera 

bacteriocina descrita y mejor caracterizada que se utiliza como conservante alimenticio, es 

la única reconocida por la FDA con la categoría  GRAS  (Generally  Recognized  As  Safe).   

La nisina se comercializó por primera vez en Inglaterra en 1953 y desde entonces ha sido 

aprobado para su uso en más de 48 países. Se determinó que la bacteriocina es segura para 

los alimentos por el Comité Mixto Agricultura y la Alimentación, Organización Mundial de 
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la Salud (OMS) y el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios en el año 1969. De 

acuerdo con el Codex Alimentarius en su norma estándar para quesos, la nisina puede ser 

usada a una concentración de 12.5 mg/kg (Codex Stan 283-1978). En Colombia por medio 

de la resolución 4125 de 1991 del Ministerio de Salud se regula que la nisina puede ser 

usada como conservante en cantidades mínimas a 125 mg/kg, que corresponden a 5000 

IU/mL. 

Esta bacteriocina es estable a pH ácido y es más soluble a temperaturas altas sin embargo es 

inactivada rápidamente en el intestino por enzimas digestivas y no puede detectarse en la 

saliva de humanos diez minutos después de haber consumido un líquido que la contenga 

(Simova et al., 2006); además el péptido es inocuo y no produce cambios en las 

características organolépticas de los alimentos (Guerra et al., 2007). Es por esto que la 

nisina por tener propiedades antibacterianas es aceptada como un bioconservante efectivo 

de alimentos. Hay numerosas aplicaciones de la nisina como conservante en alimentos tales 

como productos lácteos y alimentos enlatados, huevo, sopas pasteurizadas, salsas, 

salchichas, aderezos  (Faustino et al., 2009; Delves-Broughton, 2005; Jeevaratnam et al., 

2005) 

1.6.1 Modo de acción de la nisina. Su mecanismo está determinado por la composición 

de la membrana citoplasmática, la estructura y la expresión de una proteína en función de la 

inmunidad, además, de la composición química del medio de cultivo. Recientemente, 

también se considera la  existencia  de  las  moléculas  superficiales en la membrana de la 

bacteria que se desea inactivar, que permiten el acoplamiento con la bacteriocina producida 

por otra bacteria (Nagao et al., 2006; Heerklotz et al., 2004, Faustino et al., 2009). 
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El modo de acción de la nisina es la unión inicial a la membrana bacteriana por atracción 

electrostática entre los lípidos cargados negativamente y las bacteriocinas con su carga neta 

positiva localizada en uno de sus extremos y después se produce la inserción de las 

bacteriocinas en la bicapa lipídica. (Moll et al., 1999) De este modo se forman poros en la 

membrana bacteriana, la cual queda permeabilizada (Figura 3), la célula comienza a perder 

iones y metabolitos fundamentales para su supervivencia y eventualmente se produce la 

muerte bacteriana (Ennahar et al., 2000), probablemente debido a vesiculación del 

protoplasma, la formación de poros y la desintegración completa de la célula) (Bizani et al., 

2005). 

Figura 3. Mecanismo de acción de la nisina 

 

Fuente: Wiedemann et al., 2001 

Finalmente, debido a su poder de acción contra bacterias contaminantes de alimentos,  la 

nisina es considerada un biopreservante puesto que extiende la vida útil y aumenta la 

seguridad de los alimentos usando componentes naturales, a diferencia de los compuestos 

químicos tradicionales que además son altamente cuestionados por sus efectos tóxicos en el 

consumidor. 
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1.7 MICROONDAS 

Es una forma de energía electromagnética, que se caracteriza por ser una onda corta que 

viaja a la velocidad de la luz y tiene la propiedad de hacer vibrar las moléculas de los 

cuerpos que atraviesa, las cuales  pertenecen a la región del espectro electromagnético 

cuyas longitudes de onda van de 1mm a 1m con frecuencias entre 300 MHz y 300 GHz  

respectivamente. (Tang et al., 2002). En la Figura 4 se muestra el espectro 

electromagnético para el cual se encuentra el rango definido de operación de las 

microondas 

Figura 4. Espectro electromagnético 

 
Fuente: Serway y Jewett, 2005 
 
La energía de microondas se produce generalmente por un magnetrón (tubo electrónico tipo 

diodo), que luego son conducidas a una cavidad hermética donde se convierten en un 

campo electromagnético que es adecuado para el tratamiento de los alimentos (Datta, 

2001).  
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Normalmente, en el procesamiento de alimentos con microondas se utilizan 

convencionalmente las frecuencias de 2450 y 915 MHz, de las cuales la frecuencia de 2450 

MHz es ampliamente usada en forma domestica para hornos de casa y 915 MHz para 

procesamiento industrial. (Datta, 2001). 

Durante un tratamiento con microondas, la tasa de generación de calor por unidad de 

volumen Q, en un punto específico del alimento durante el calentamiento está dada por  

(Datta y Anantheswaran, 2000): 

ܳ = ߝ଴ߝ݂ߨ2  ଶܧ´´

Donde E es el campo eléctrico de la onda, f es la frecuencia, ε0 la permitividad del espacio 

libre y ε " es el factor de pérdida dieléctrica relativa. Las propiedades dieléctricas juegan un 

papel fundamental en la determinación de la interacción entre el campo eléctrico y los 

alimentos (Buffler, 1993).  Las propiedades dieléctricas de un material  están dada por: 

ߝ = ᇱߝ − ´´ߝ݆ = ௝ఋି݁|ߝ|  

Donde es  ߝ = la constante dieléctrica compleja relativa, ߝᇱ la constante dieléctrica relativa, 

ߝ ´´ el factor de pérdida dieléctrica relativa, δ = ángulo de pérdida dieléctrica (ߜ݊ܽݐ = ߝ  (´ߝ/´´

y ݆ = √−1 .  

La constante dieléctrica relativa (ߝᇱ) está relacionada con la capacidad del material para 

almacenar energía eléctrica, mientras que ߝ ´´ indica la disipación de la energía eléctrica 

debido a diversos mecanismos (Datta y Davidson, 2000). 
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Las propiedades dieléctricas dependen de la composición de los alimentos como la 

humedad y el contenido de sal (fuerza iónica), debido a que el agua es el principal 

componente dieléctricamente activo. (Salazar et al., 2011). El aumento subsecuente de la 

temperatura en los alimentos depende de la duración del calentamiento, la ubicación del 

alimento, la transferencia de calor por convección en la superficie, la evaporación y 

difusión del agua interna de los alimentos. 

La permeabilidad magnética para la mayoría de los materiales biológicos es la misma que 

la del espacio libre (µ0= 4π × 10-7 W/Amp). Por lo tanto, esos materiales no interactúan con 

el campo magnético que componen las ondas electromagnéticas. La conversión del 

componente eléctrico de las microondas en energía térmica en un material con pérdida 

(Goldblith, 1967) puede calcularse por: 

ݒܲ = 10ିଵଵݔ5,56 ×  ଶܧ´´ߝ݂

Donde Pv la conversión de energía por unidad de volumen (W/m3)  

De acuerdo con Tang et al., 2002,  el calentamiento con microondas implica principalmente 

dos mecanismos: iónicos y dieléctricos. En los alimentos, el agua es a menudo el 

componente principal responsable del calentamiento dieléctrico, por su naturaleza bipolar, 

las moléculas intentan seguir el campo eléctrico asociado a la radiación electromagnética y 

oscilan produciendo calor por la absorción de la energía. El segundo mecanismo principal 

de calentamiento con microondas es a través de la migración oscilatoria de iones en los 

alimentos que genera calor bajo la influencia del campo eléctrico oscilante. 
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Las moléculas actúan como barras magnéticas tratando de orientarse o polarizarse ellas  

mismas bajo la acción del campo electromagnético (Géczi, 2011). Por lo tanto un alimento 

que posea un bajo valor de conductividad térmica puede calentarse rápidamente utilizando 

microondas, lo cual no ocurre en los métodos tradicionales. 

1.7.1 Factores críticos relacionados con el proceso y equipos. Varios factores del 

proceso y los equipos son críticos en el tratamiento térmico con microondas  (Zhang et al., 

1999). Con respecto a los equipos, el diseño del horno microondas (tamaño, geometría, 

entre otros) puede afectar significativamente la magnitud o la variación espacial de la 

absorción de energía en el producto, lo que se traduce en eficiencia del proceso. 

Adicionalmente, la presencia o ausencia de dispositivos que aportan al mejoramiento de  la 

uniformidad en el calentamiento, tales como platos rotatorios son esenciales  ya que estos 

afectan la distribución de la temperatura dentro del material. 

Dentro de los factores del proceso se tienen el nivel de potencia, el tiempo y el cambio de la 

potencia del magnetrón en la medida en la que cambia el calentamiento con el tiempo, para 

lo cual puede ser necesario un tiempo de espera antes de que la potencia de salida sea 

estable. Debido a las diferencias en la capacidad de penetración y la frecuencia de las 

microondas, las tasas de calentamiento y su distribución espacial, pueden variar 

drásticamente; en una vista simplificada, una frecuencia menor de 915 MHz tiene una 

mayor profundidad de penetración que la de 2450 MHz utilizada para microondas de 

naturaleza doméstico. En esta frecuencia inferior, se puede mejorar la uniformidad de 

calentamiento con  menor calentamiento en los bordes (Lau et al., 1998¸ Bhattacharya y 

Basak, 2006). 
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La ubicación de los alimentos dentro del horno que puede tener una influencia significativa 

sobre la magnitud y la uniformidad de absorción de energía (Zhang et al., 1999). Otros 

factores son la temperatura del medio que rodea el producto y el nivel de evaporación 

superficial de los alimentos (especialmente significativo para alimentos sin envasar), ya que 

ambos afectan la temperatura de superficial de los alimentos.  

El efecto térmico es uno de los  mecanismos letales asumidos en este proceso tecnológico, 

por lo que la curva  de tiempo y temperatura en el punto más frío va a determinar la 

seguridad del proceso. La magnitud de la curva de tiempo y temperatura y la ubicación de 

los puntos  fríos son funciones de la composición (contenido iónico, densidad, humedad y 

calor específico), la forma y el tamaño del alimento, la frecuencia de microondas y el 

diseño del aplicador (horno). El tiempo es también un factor en el sentido de que, como el 

alimento se calienta, pueden cambiar significativamente sus propiedades de absorción de 

microondas (Figura 5) y la localización de puntos de fríos se puede desplazar (Datta y 

Davidson, 2000).  

En la Figura 5 se observan los puntos fríos (azul) y los puntos calientes (amarillo-rojo) en 

relación con el tiempo de calentamiento.  
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Figura 5. Absorción de microondas en relación con el tiempo de calentamiento 

 

Fuente: Zhang et al., 1999 

1.7.2 Pasteurización usando microondas. Las microondas y el tratamiento térmico 

tienen diferentes mecanismos bactericidas (Yeo et al., 1999; Sudrik et al., 2002) aunque no 

es muy claro si la inactivación microbiana se debe al calentamiento o a la energía 

electromagnética. Se ha observado que la exposición de suspensiones bacterianas a la 

radiación de microondas reduce el recuento de células viables y aumenta la pérdida de 

ADN y las proteínas, lo que sugiere que hay daño de la membrana celular (Kim et al., 

2008).  En estudios realizados con Escherichia coli y otras bacterias coliformes, se observó 

que después de la irradiación de microondas ocurrieron alteraciones estructurales en la 

pared celular que no se presentan con el tratamiento térmico. Por lo tanto, se puede deducir 
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que los mecanismos bactericidas de la irradiación de microondas están involucrados en la 

membrana celular y el daño de la pared celular.  

Algunos investigadores atribuyen el efecto letal ejercido por las microondas con el calor de 

la generación de ondas (Yeo et al., 1999, Sakai et al., 2005), mientras que otros proponen 

un efecto no térmico debido a la energía de las microondas en sí mismo (Kozempel et al., 

2000). Sin embargo falta por resolverse si la radiación de las microondas influye en la 

química de las moléculas biológicas y en el ajuste de los componentes celulares de los 

microorganismos, independientemente del efecto térmico generado por las ondas. Los 

aplicadores de uso más frecuente para destruir o desactivar las bacterias con las microondas 

son los generadores multimodo (Sakai et al., 2005), similares a los hornos de microondas.  

Según Thostenson y Chou, 1999, desde el inicio del procesamiento con microondas, ha 

habido controversia sobre los posibles efectos no térmicos de este proceso. Los 

investigadores han informado reiteradamente efectos no térmicos, aunque discusiones 

detalladas sobre esos mecanismos son difíciles de ubicar en la literatura. Se han propuesto 

cuatro efectos independientes como el calentamiento selectivo de microorganismos, la 

electroporación, la  ruptura de la membrana celular y la  lisis celular debido al acoplamiento 

de la energía electromagnética. Sin embargo, el consenso general, es que los efectos no 

térmicos reportados son probablemente debido a la falta de mediciones precisas de 

relaciones (secuencias) de tiempo y temperatura y sus variaciones espaciales. 

Los dispositivos de las  microondas aún no son muy populares en la industria alimentaria, 

pero hay una serie de ejemplos de su aplicación y de investigación relacionados buscando 
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oportunidades para sustituir a las tecnologías tradicionales con el fin de reducir costos y 

mejorar la calidad de los productos. En la actualidad hay algunos ejemplos de la aplicación 

industrial de pasteurización usando microondas, la mayoría de ellos son en productos 

envasados  para extender el tiempo de almacenamiento de productos frescos y refrigerados 

sin el uso de aditivos (Albert et al., 2009). 

Tang et al., (2002) estudio el efecto de las microondas en los alimentos y encontró que las  

propiedades dieléctricas  de los alimentos se ven afectadas por muchos factores como la 

frecuencia de las microondas, la temperatura del alimento, la humedad, el contenido de sal 

y otros componentes. Estos cambios con respecto a la temperatura dependen de la 

frecuencia, la proporción agua ligada y del agua libre, la conductividad iónica y de la 

composición del material.   

Algunas ventajas de los procesos usando microondas es que se pueden activar o desactivar 

al instante, y el producto se puede pasteurizar después de ser empaquetados, además, estos 

sistemas de procesamiento también pueden ser más eficientes en cuanto a la energía porque 

lo tiempos de proceso son muy cortos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el uso de las microondas y la nisina en la inactivación de Bacillus licheniformis en 

el extracto líquido de café. 

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Aislar, purificar y caracterizar bioquímicamente el microorganismo más resistente en el 

extracto líquido de café. 

 Evaluar las condiciones de aplicación de la nisina para inactivar un microorganismo 

termo resistente  presente en el extracto de café y sus efectos en las propiedades 

sensoriales y fisicoquímicas del producto. 

 Evaluar el uso de las microondas en la inactivación del microorganismo termo 

resistente en el extracto de café y sus efectos en las propiedades sensoriales del 

producto. 

 

  



 

33 
 

3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 LOCALIZACIÓN 

El trabajo de investigación fue realizado en los laboratorios de Microbiología Industrial y 

Bioconversiones ubicados en el Bloque 19 de la Universidad Nacional de Colombia, Sede 

Medellín. 

3.2 MATERIALES 

 Refractómetro Mettler Toledo RE50 

 Agua destilada 

 NaOH 0.1 N Merck 

 Extracto de café (COLCAFÉ S.A.S) 

 pH metro (Hanna Instruments) 

 Soluciones de calibración pH 7 y 4 (WTW) 

 Bureta digital  (Brand) 

 Cajas de petri 

 Medios de cultivo: Agar Nutritivo (Merck), Caldo Nutritivo (Merck), Extracto de 

levadura, Cloruro de sodio (Merck) 

 Kit API Biomeroux  CH 50  

 Cepa DSM 13 

 Micropipetas Nichiryo 

 Puntas estériles 
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 Centrifuga Heraeus 

 Tubos de ensayo de 15 mL 

 Tazas de café 

 Beakers Schott 

 Erlenmeyers Schott 

 Pipetas Brand 

 Recipientes para muestras 

 Incubadora Binder 

 Colorantes: cristal violeta, safranina, y verde malaquita Merck 

 Lugol Merck 

 Alcohol cetona Merck 

 Asas estériles 

 Baño maría Memmert 

 Portaobjetos 

 Alcohol 

 Mechero 

 Microondas HACEB (AREZZO HM-07 ME BL) 

 Fibra óptica FT TH G657 

 Cámara de flujo laminar (CSB-85) 

 Shaker (New Brunswick, Innova 4000) 

 Nisina (Nisaplin): se usa esta bacteriocina porque es la más comercial y es aceptada 

por el INVIMA como conservante. 
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 Espectrofotómetro (Genesys 6 Thermo Scientific) 

 Dattalogger (Micron Optics) 

3.3 METODOLOGÍA 

3.3.1 Aislamiento e identificación del microorganismo predominante en el extracto 

de café. El extracto líquido de café fue elaborado siguiendo el procedimiento de la Figura 

6, por la empresa COLCAFE S.A.S. 

Figura 6. Diagrama de flujo de la producción de extracto de café 
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Inicialmente, con el fin de determinar cuál es el microorganismo más resistente presente en 

el extracto de café, se tomaron muestras de tanques de reproceso de la empresa COLCAFÉ 

S.A.S en los cuales el producto estuvo almacenado por 15 días y se realizó el recuento de 

mesófilos, donde además se pudo identificar el tipo de microorganismos presentes en el 

producto, los cuales fueron resistentes a los procesos térmicos de tostión y extracción. 

Se tomó el extracto de café y se realizó la caracterización microbiología determinando el 

recuento de mesófilos por el método de las diluciones seriadas por técnica de siembra en 

superficie inoculando las diluciones 101 a 103 en las respectivas cajas de petri con agar 

nutritivo y se incubaron a 37°C por 48 horas. (ICONTEC, 2009) 

Posteriormente para cada uno de los aislados se les realizó tinción de Gram (Leboffe y 

Pierce, 2006) y de acuerdo al resultado obtenido se realizó la prueba de identificación 

bioquímica usando el kit API Biomeriux para el tipo de microorganismo aislado, logrando 

así identificar el género del microorganismo presente en mayor proporción en el extracto. 

COLCAFÉ S.A.S por razones de seguridad alimentaria en su planta, optó por comprar una 

cepa comercial del microorganismo aislado y se procedió a adquirirlo a través de un 

proveedor nacional. 

3.3.2 Ensayos con nisina sobre el crecimiento de Bacillus licheniformis. Se utilizó la 

nisina por ser un compuesto orgánico producido por bacterias del género Lactobacillus que 

son microorganismos considerados probiótiocos. Sin embargo, para evaluar la acción de 

este compuesto sobre el microorganismo presente en el extracto liquido de café, es 

importante tener en cuenta ciertos factores: la concentración de la nisina y del inoculo 
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inicial, el tiempo de incubación del microorganismo y la concentración de solidos solubles 

(°Brix). 

Preparación de la nisina. De acuerdo a la metodología dada por Mansour (2001), se 

preparó una solución stock a 10.000 IU/mL disolviendo 1 gramo de nisina (nisaplin) en 100 

mL de solución HCl 0,02 N y 0,75% de NaCl estéril.  

Para convertir niveles de nisina pura (µg/mL, µg/g)  a unidades internacionales (IU/mL) o a 

niveles equivalentes de nisaplin (mg/L o mg/kg) se multiplica por 40. (Russell y Warwick, 

2003) 

Preparación del inoculo. En 50 mL de caldo nutritivo se agregó un preinoculo de 5 mL de 

Bacillus licheniformis y se incubó a 37°C y 180 rpm por 24 horas. 

Evaluación de la acción de la nisina sobre B. licheniformis a diferentes grados de 

concentración de sólidos solubles (oBrix) para el extracto de café. Se evaluaron dos 

concentraciones de sólidos solubles del café que fueron 45 y 15 °Brix, los cuales fueron 

seleccionados porque a 45 °Brix es el valor promedio del producto final y 15°Brix, debido 

a que gran parte del proceso productivo el extracto contiene esta concentración. 

Se tomaron tubos cónicos de 15 mL a los cuales se les agregó  4 mL del respectivo extracto 

de café, luego se adicionó 0,5 mL de inoculo a una concentración de 6x106 UFC/mL y 1000 

IU/mL de nisina y se llevó a cabo la incubación 37°C y 180 rpm por 24 horas. 

Inmediatamente se realizó del recuento de colonias en medios sólidos (agar nutritivo) y 

dejando en incubación a 37°C por 48 horas. Se usó como blanco tubos con la preparación 

anterior, sin la presencia de la bacteriocina. 

Evaluación de la concentración de la nisina en la inactivación de Bacillus     

Licheniformis. En tubos cónicos de 15 mL, para un volumen total de 5 mL, se agregan 4 
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mL de extracto de café 15°Brix, luego se adicionan 0,5 mL de inoculo de Bacillus 

licheniformis y la nisina en diversas concentraciones 1000, 500, 400, 300, 200 y 100 

(IU/mL), debido a que en la resolución 4125 de 1991 del Ministerio de Salud, la máxima 

concentración admitida de nisina en un alimento es 125 mg/kg, lo cual corresponde a 

5000IU/mL. Se usó como blanco tubos con la preparación anterior, sin la presencia de la 

bacteriocina. Luego de la inoculación, se incuba a 37°C y 180 rpm por 24 horas, tomando 

muestras cada 2 horas. Luego se realizó  un recuento de colonias en medios sólidos (agar 

nutritivo)  y dejando en incubación 48 horas a 37°C.  

Para la concentración de 1000 IU/mL de nisina se realizó este procedimiento en caldo 

Mueller Hinton para verificar el efecto del medio en la acción de la nisina.  

Evaluación de la acción de la nisina sobre la concentración inicial del inoculo de 

Bacillus licheniformis. En esta etapa del proceso experimental ya se tienen la 

concentración de nisina y la concentración de sólidos solubles (oBrix) del extracto de café 

en los cuales se observa el mayor efecto sobre Bacillus licheniformis, por lo tanto, se 

evaluó el efecto de la concentración de inoculo en la acción de la nisina preparando tres 

soluciones de la bacteria a 5x107, 5x106 y 4x103 UFC/mL. En tubos cónicos de 15 mL se 

agregó 0,5 mL del respectivo inoculo, adicionalmente con extracto de café 15°Brix y nisina 

1000 IU/mL, se incuba a 37°C y 180 rpm por 24 horas, luego de este tiempo se realizó un 

recuento de colonias en medios sólidos (agar nutritivo)  y dejando en incubación 48 horas a 

37°C. Este procedimiento también se desarrolló en caldo Mueller Hinton para visualizar el 

efecto del medio en la concentración inicial del inoculo y la acción de la nisina. 
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Evaluación de la acción de la nisina sobre el tiempo de incubación del 

microorganismo. Luego de determinar la concentración de nisina donde se obtiene el 

mayor efecto de inhibición de la bacteria, se modificó el tiempo de incubación, por lo cual 

se evaluó 2, 24 y 48 horas y en diferentes concentraciones de inoculo inicial. El 

procedimiento realizado fue: se tomaron tubos cónicos de 15 mLy se agregó 0,5  mL de las 

diferentes concentraciones de inoculo (1x107, 1x106, 5x104 UFC/mL), luego se adicionó la 

nisina a 1000 IU/mL y extracto de café 15° Brix. Se tomaron muestras para recuentos de 

colonias en medios sólidos (agar nutritivo)  y dejando en incubación 48 horas a 37°C. 

Obtenidas las condiciones en las cuales se observa el efecto inhibitorio se verificó el efecto 

del uso de la nisina en las propiedades sensoriales usando la prueba triangular y se evaluó el 

pH y la acidez luego de adicionada la bacteriocina. 

3.3.3 Ensayos en microondas para la inactivación de Bacillus licheniformis. Las 

muestras que fueron sometidas al proceso por microondas fueron obtenidas a partir de 

preparar un cultivo de Bacillus licheniformis por 24 horas, luego se centrifugó a 4000 rpm 

por 20 minutos, obteniendo un pelet que luego fue resuspendido con extracto de café 

45°Brix. La concentración inicial de bacterias fue en promedio 2x105 UFC/mL. 

Las pruebas se realizaron en un microondas doméstico marca HACEB (AREZZO HM-07 

ME BL) de una capacidad de 0,02 m3 (0,7 pies3) a una frecuencia de 2,45 GHz. donde fue 

posible variar el nivel de potencia y tiempo total de proceso. Durante el proceso se 

determinó en tiempo real la temperatura del extracto usando una fibra óptica FT TH G657 

en conjunto con un sistema de adquisición de datos (Micron Optics). Inicialmente el sensor 



 

40 
 

de fibra óptica fue calibrado usando un calorímetro obteniendo una relación entre la 

longitud de onda y la temperatura de la muestra (Figura 7). 

Figura 7. Gráfico del modelo ajustado Calibración del sensor de fibra óptica usando un 

calorímetro 

La ecuación de ajuste al modelo fue: 

Longitud de onda= 0,0101 (Temperatura)+1577,9 con R2= 0,9999 

 

Despejando la temperatura de la ecuación anterior se obtiene: 

ܶ =
ߣ − 1577,9

0,0101  

Donde T (°C) es la temperatura de la muestra en un instante t y ߣ (nm) la longitud de onda 

de la reflexión máxima de la onda de microondas. 
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En la Figura 8 se observa la fibra óptica al interior de la cavidad del microondas, lo cual 

permitió la medición de la temperatura en tiempo real de los procesos evaluados. 

Figura 8. Imagen del microondas son la fibra óptica  

 

 

 

Se evaluaron 3 niveles  para cada factor: potencia de 2 a 10,  tiempo del proceso de 5 a 20 

segundos y volumen de muestra entre 10% a 65%  del volumen total del recipiente (beaker 

Schott de 100 mL con diámetro externo 50 mm y altura 70 mm) dejando constante la 

concentración de sólidos solubles (45 oBrix) y la posición del recipiente dentro de la 

cavidad (centro). A partir del software SAS System se obtuvo la planeación de un diseño 

estadístico de superficie de respuesta (central compuesto)  con tres repeticiones en el punto 

central como se observa en la Tabla 4. 
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Tabla 4 Diseño estadístico de superficie de respuesta en extractos líquidos de café 

sometidos a microondas. 

Ensayo 
Nivel de 
Potencia Tiempo(segundos) 

Volumen 
(mL) 

1 2 5 45 
2 2 19 45 
3 10 5 45 
4 10 19 45 
5 6 5 11 
6 6 5 79 
7 6 19 11 
8 6 19 79 
9 2 12 11 

10 10 12 11 
11 2 12 79 
12 10 12 79 
13 6 12 45 
14 6 12 45 
15 6 12 45 

 

Se realizó un proceso de optimización con el fin de encontrar las variables de operación  

(nivel de potencia, tiempo de proceso y volumen de la muestra)  que permitieron obtener el 

mayor grado de destrucción biológica (menor valor de UFC/mL). Durante todos los 

ensayos las variables de respuesta fueron las unidades formadoras de colonia por volumen 

(UFC/mL) y la cinética térmica del proceso (temperatura del extracto vs tiempo del 

proceso) 

Finalmente se validaron las condiciones de proceso para el proceso de optimización  y se 

evaluó si la bebida era diferente al producto convencional usando la prueba sensorial 

triangular y las propiedades fisicoquímicas tales como pH y acidez. 
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3.3.4 Evaluación de propiedades fisicoquímicas 

Concentración de sólidos solubles (oBrix). Para la determinación la concentración de 

sólidos solubles (oBrix) del extracto de café, primero se calibra el refractómetro Mettler 

Toledo RE50 con agua destilada y luego se coloca una gota sobre el lector y se lee la 

medida. (ICONTEC, 1999) 

Determinación del pH y la acidez en el extracto diluido de café. Con base en el 

contenido de sólidos solubles, se prepara una solución al 1% de los sólidos solubles en agua 

destilada, se miden 100 mL de la solución en una probeta y luego se pasa al beaker de 250 

mL, luego se monta la muestra en una plancha agitadora y se introduce un agitador 

magnético y el electrodo, se espera cierto tiempo hasta que se estabilice el valor, el cual 

reporta el dato de pH. (ICONTEC, 1999) 

Para medir la acidez se introduce el conductor NaOH, el cual adiciona la solución hasta que 

el pH sea igual a 7. El equipo reporta la cantidad de NaOH gastado en la titulación y la 

acidez es igual al volumen de NaOH gastada por la concentración de éste. (ICONTEC, 

1999) 

3.3.5 Evaluación de propiedades sensoriales (prueba triangular). Las muestras se 

preparan (distribución y dilución) según las especificaciones, en una provisión de 

cantidades suficientes del producto y se arreglan en grupos, con un orden predeterminado el 

cual se le específica a los catadores (por ejemplo se debe empezar siempre con la muestra 

de izquierda o  derecha). Los catadores tendrán la oportunidad de hacer pruebas repetidas 

de cada muestra de ensayo durante la evaluación del mismo equipo de tres muestras de 
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ensayo, finalmente se le pide a los catadores que identifiquen la muestra diferente de las 

otras dos.  (ICONTEC, 2006) 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
4.1 AISLAMIENTO DEL MICROORGANISMO TERMO RESISTENTE A 

PARTIR DEL EXTRACTO LIQUIDO DE CAFÉ 

Se tomaron muestras de extracto líquido de café en los tanques de reproceso de la empresa 

COLCAFÉ S.A.S. que son los puntos críticos a la contaminación microbiana. Luego se 

realizó la inoculación por el método de diluciones y la técnica de siembra en superficie 

sobre el agar nutritivo y así se aislaron e identificaron los microorganismos mesófilos más 

importantes.  

Se aislaron e identificaron tres tipos de colonias que eran de color café claro, crema y 

amarillo naranja, a las cuales se les realizó la tinción de Gram, donde se observó que estos 

microorganismos eran bacilos Gram positivos esporulados (Figura 9). 

Figura 9. Tinción de gram de la colonia crema aislada en el año 2009 

 

 

Para su identificación bioquímica se utilizó el Kit API CHB50 de Biomeriux, que hace 

referencia a estos microorganismos  y después de inocularla en toda la batería se identificó 
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con un porcentaje de seguridad del  90% como Bacillus licheniformis. (Lara (L-arabinosa) 

97%, DXYL (D- Xilosa) 85%  y MDG  (Metil αD- Glucopiranosa) 97%)                                                                                                                              

Este bacilo no es patógeno a la salud del consumidor. Como la cepa es un aislado nativo 

(con recuentos de 4000 IU/mL)  mas no una cepa comercial, se procedió a conseguir una 

cepa comercial para tener más confiabilidad en los resultados de que fuera una cepa GRAS  

y fue así, como la compañía COLCAFÉ S.A.S., adquirió  la cepa Bacillus licheniformis 

DSM 13, con la cual se realizaron todos los ensayos de la investigación. 

En la figura 10 se observa la colonia de la cepa DMS 13 y en la figura 11 la tinción de gram 

de ésta, donde se verificó que era un bacillo gram positivo por su coloración violeta. 

Figura 10. Colonia de Bacillus licheniformis 
(2010)   

Figura 11. Tinción de gram de Bacillus 
licheniformis (2010)

 

                              
 

 

 

La colonia de Bacillus licheniformis se percibe con borde irregular, de consistencia seca, 

color café y elevación plana.  

De acuerdo con Mikkola et al., (2003), Bacillus  licheniformis  es una bacteria reconocida 

por ser un contaminante de alimentos, aunque, en estudios anteriores, solo habia sido 
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encontrado en aquellos alimentos como vegetales enlatados, leche y  para bebes. Estos 

microorganismos presentan la propiedad de crecer a pHs ácidos por lo que es factible 

encontrarlos en el extracto de café.  

Además de acuerdo con Logan(2011) y Kashid y Ghosh (2010); Bacillus licheniformis 

produce una toxina llamada lichenysin que puede estar presente en los alimentos, la cual 

puede generar nauseas, vomito, diarrea y dolores estomacalas, 5 a 12 horas después de 

consumir el alimento.  

4.2 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA NISINA 

SOBRE Bacillus licheniformis CRECIENDO EN EL EXTRACTO LÍQUIDO DE 

CAFÉ  

Para evaluar la acción de este compuesto sobre el microorganismo presente en el extracto 

liquido de café, es importante tener en cuenta ciertos factores: la concentración de la nisina 

y del inoculo inicial, el tiempo de incubación del microorganismo y la concentración del 

café (expresados en grados Brix). 

4.2.1 Evaluación de la acción de la nisina sobre Bacillus licheniformis a diferentes 

concentraciones de sólidos solubles (oBrix) para el extracto de café. En la figura 12 se 

observan los resultados del uso de nisina a una concentración de 1000 IU/mL de nisina 

sobre B. licheniformis a la concentración inicial del inoculo 6x106 UFC/mL en el extracto 

de café con 45 y 15°Brix.  Después de dejar actuar durante 24 horas se logró establecer que 

no hay diferencias significativas entre las dos concentraciones para los recuentos de 

UFC/mL de Bacillus licheniformis. Esto posiblemente se debe a que la viscosidad se 
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incrementa y eso se convierte en un factor limitante para la acción de la nisina, aunque se 

esperaba que a medida que aumentara la concentración de solidos solubles del café la 

inhibición fuera mayor.   

Figura 12. Evaluación de la acción de la nisina a diferentes grados Brix de café. 

 

De acuerdo a Herman et al., (2009), el pH es fundamental para la acción de la nisina siendo 

mejor a pH bajos.  Para las concentraciones de  45 y 15º Brix  los valores de pH fueron 

respectivamente de 5,06±0,03 y 5,00±0,03, con lo cual se podria inferir que este factor no 

es  determinante en los resultados y por lo tanto, no se observa una diferencia significativa 

en la inhibición de la bacteria de interes. 

4.2.2 Evaluación de la concentración de la nisina en la inactivación de Bacillus     

licheniformis. De acuerdo a Chen  y Hoover( 2003), la nisina es un antibacteriano que 

actúa sobre casi todas las bacterias Gram positivas y también en las cepas Bacillus spp, lo 

que se comprobó con el Bacillus licheniformis, cuando se aplicó una concentración de 1000 
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IU/mL de nisina en medio de cultivo Mueller Hinton. En la figura 13 se puede observar los 

resultados.  

Figura 13. Cinética del crecimiento de Bacillus licheniformis en caldo Mueller Hinton sin 

y con nisina a una concentración de 1000 IU/ mL  

 

La concentración máxima permitida para la nisina como conservante en los alimentos es 

125 mg/kg, que equivale a 5000 IU/mL (Resolución 4125 de 1991 del Ministerio de Salud). 

Esto se utilizó como fundamento para evaluar las concentraciones de nisina: 1000, 500, 

400, 300, 200 y 100 IU/mL por medio de la cinética de crecimiento del microorganismo 

usando como sustrato el extracto de café a 15°Brix durante 24 horas. En la figura 14 se 

puede observar el comportamiento del microorganismo con y sin nisina, teniendo como 

blanco el extracto de café inoculado con la bacteria de interés. 
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Figura 14. Cinética de Bacillus licheniformis sin y con nisina a una concentración de         

1000 IU/mL en extracto de café a 15 °Brix  

 

 

Se puede observar el comportamiento del microorganismo a una concentración inicial de  

1x106 UFC/mL en el extracto de café a 15 °Brix con un concentración de 1000 IU/mL de 

nisina durante 24 horas, un efecto casi inmediato ya que a las 2 horas se observa un 

decrecimiento de la carga microbiana en dos unidades logarítmicas (factor de reducción 

decimal de dos).  Estos datos concuerdan con Jeevarantnam et al., (2004), que observó que 

el efecto es más crítico cuando la bacteria se encuentra en la fase de crecimiento 

exponencial. 
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Figura 15. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo en el extracto de café a 15 °Brix 

con 750 IU/mL de nisina durante 24 horas  

 

Figura 16. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo en el extracto de café a 15 °Brix 

con 500 IU/mL de nisina durante 24 horas  
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En las figuras 15 y 16 se puede observar que a medida que la concentración de nisina 

disminuye el efecto cambia de ser bactericida a ser bacteriostático hasta que no se percibe 

ningún efecto, tal como ocurre cuando las concentraciones de nisina son 750 IU/mL  y 500 

IU/mL. Según Jeevarantnam et al., (2004), dependiendo de la concentración de 

antimicrobial la acción de éste será bactericida o bacteriostático. 

Figura 17. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo en el extracto de café a 15 °Brix 

con 400 y 300 IU/mL de nisina durante 24 horas. 
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Figura 18. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo en el extracto de café a 15 °Brix 

con 200 y 100 IU/mL de nisina durante 24 horas. 

 

 

A partir de los resultados reportados en las figuras 17 y 18, donde están evaluados los 

efectos de la nisina a las concentraciones de 400 IU/mL hasta 100 IU/ mL, se puede inferir 

que no hay efecto inhibitorio, porque el crecimiento de la bacteria en el blanco es igual al 

observado en los tratamientos, debido a que la concentración del péptido no es suficiente 

para actuar sobre la población inicial de 1x 105 UFC/ mL, con lo cual podría inferirse que 

se requiere más nisina para poder observar la inhibición. 

Los resultados obtenidos coinciden con Chatterjee et al., (2005), ya que se logró demostrar 

que la acción de la nisina frente a las células vegetativas de los Bacillus puede ser 

bactericida o bacteriostático dependiendo de la concentración de nisina, ya que cuando la 
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concentración es alta es bactericida y en la medida que disminuye el efecto se vuelve 

bacteriostático hasta que ya no hay efecto.  

4.2.3 Evaluación de la acción de la nisina sobre la concentración inicial del inoculo 

de Bacillus licheniformis creciendo sobre caldo Mueller Hinton y extracto de café. Para 

encontrar la concentración de inoculo en el cual se reduce a lo máximo la posible carga 

microbiana por el efecto de la nisina, se evaluaron varios niveles de concentraciones de 

bacterias  y se usó como medio de cultivo caldo Mueller Hinton y el extracto de café a 15 

°Brix. Esto se hizo  para poder comparar los efectos de los sustratos en la acción de la 

nisina en la concentración en la cual se observó mayor efecto (1000 IU/mL) sobre el 

microorganismo como se muestra en la Figura 19.   

Figura 19. Evaluación de la nisina a una concentración de 1000 IU/mL sobre las diferentes 

concentraciones del inoculo de Bacillus licheniformis en Mueller Hinton luego de 24 horas. 
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Las concentraciones de inoculo evaluadas en el medio Mueller Hinton están en el rango de 

103 a107 y se encontró que la acción de la bacteriocina luego de 24 horas logra disminuir la 

carga bacteriana más no su destrucción total, lográndose mínimo 9x102 UFC/ mL al final 

del proceso, por lo que se hace necesario dejar actuar la bacteriocina por más tiempo o usar 

una concentración de la nisina más alta.  

Figura 20. Evaluación de la acción de la nisina en la concentración de inoculo creciendo en 

el extracto de  café a 15°Brix luego de 24 horas. 

 

 

En la figura 20 se observa el comportamiento del microorganismo creciendo en el extracto 

de café con 15°Brix y con una concentración de nisina de 1000 IU/mL, se puede inferir que 

éste producto tienen un efecto antimicrobial por sí solo, porque con las concentraciones de 

inoculo usadas, la carga microbiana disminuye hasta mínimo 4 x 102 UFC/mL. 

1E+00

1E+01

1E+02

1E+03

1E+04

1E+05

1E+06

1E+07

1E+08

C1 C2 C3

U
FC

/m
L

Concentración de inoculo (UFC/mL)

C1: 5x107 C2: 5x106 C3: 4x103

INICIAL

CAFÉ

CAFÉ + NISINA



 

56 
 

Adicionalmente, la Figura 21 muestra que tanto el café con nisina tienen un efecto 

inhibitorio y que la carga microbiana menor se presenta cuando la concentración inicial de 

inoculo es de 4x103 y se agrega nisina, obteniéndose valores finales de UFC/mL de 2x102. 

Figura 21. Evaluación de la acción antimicrobial del extracto de café a 15°Brix sobre la 

concentración de inoculo de Bacillus licheniformis luego de 24 horas 

 

En la figura 21 se puede apreciar la acción inhibitoria del extracto de café, y se puede 

inferir que para tener valores de UFC/mL menores a 100, la concentración inicial de 

inoculo debe ser menor de  4x103 UFC/mL, ya que con los valores superiores no se logra la 

disminución necesaria, por lo cual debería agregarse nisina para lograr un efecto mayor de 

la inactivación de la bacteria de interés. 
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Al evaluar la acción bactericida del extracto del café a 15 °Brix sobre las diferentes 

concentraciones del inóculo, por medio de un ANOVA se encontró que hay diferencias 

significativas en el factor concentraciones de inoculo (p < 0,05); por lo tanto, al usar la 

prueba de comparaciones LSD (tabla 4), se puede visualizar que las concentraciones donde 

el crecimiento es menor son las  C2 (5x106) y C3 (4x103). En la Tabla 5 están reportadas 

las medias de las UFC/mL de Bacillus licheniformis, luego de 24 horas de incubación de la 

nisina, el extracto de café y la bacteria, partir de las diferentes concentraciones de inoculo 

iniciales. 

Tabla 5. Prueba de comparación de las medias de las concentraciones de inóculos. 

Concentración Media(UFC/mL) Significancia 
C1= 5 x 107 6000 A 
C2= 5 x 106 533,3 C 
C3= 4 x 103 366,7 C 

 

Estadísticamente en la Tabla 5 se observa que las concentraciones C2 y C3 son diferentes 

significativamente de C1, por lo tanto en estos valores se espera que el café actúe como un 

antimicrobial. 

Desde el punto de vista normativo el extracto de café al momento de ser distribuido debe 

tener mínimo 1000 UFC/mL de mesófilos, valor inferior al evaluado, por lo tanto podría 

pensarse que el producto no superará los niveles máximos de la norma por ser 

antimicrobial.  Sin embargo éste debe ser transportado durante varios días para ser utilizado 

y es en este punto donde podría ser afectado por microorganismos que deterioran su 

calidad. 
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Según Murthy y Manonmani (2009), el café tiene propiedades antimicrobiales sobre 

algunos microorganismos tanto gram negativos como gram positivos, aunque, la 

sensibilidad disminuye con este último grupo. De acuerdo con Mueller et al., (2011) el 

peróxido presente en el café es el principal responsable de tal inhibición, por otro lado 

según Antonio et al., (2010), la disminución de bacterias se debe a compuestos como ácido  

5-cafeoilquinico, trigonelina and ácido cafeico. 

Si se mezcla el extracto de café 15 °Brix con nisina a la concentración de 1000 IU/ mL de 

se puede observar el efecto inhibitorio y que existe una correlación con la concentración de 

inoculo. Como se puede observar en la figura 22 la acción de la nisina es dependiente de la 

concentración de bacterias, ya que entre mayor sea la población microbiana se requiere más 

concentración de nisina para obtener valores finales de UFC/mL menores a 100 UFC/mL, 

lo que coincide con los resultados de  Delves-Broughton (2005). 

Figura 22. Evaluación de la acción bactericida de nisina 1000 IU/mL sobre las diferentes 

concentraciones de inoculo de Bacillus licheniformis luego de 24 horas en extracto liquido 

de café. 
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La inhibición observada experimentalmente de puede explicar porque la nisina ejerce 

acción sobre bacterias como Bacillus licheniformis, formando un complejo con el lípido II, 

un precursor en la formación de la pared celular de bacterias gram positivas. El complejo 

nisina-lípido II se inserta en la membrana citoplasmática formando poros y permitiendo que 

los componentes celulares salgan y así generando la inhibición o muerte de la bacteria 

(Mills et al., 2011).  

Para microorganismos similares a Bacillus licheniformis como Bacillus cereus se 

determinó que la concentración mínima inhibitoria de la nisina sobre suspensiones de 104 a 

105 UFC/mL,  fue 2048 IU/ mL de nisina (He y Chen, 2006), valor cercano a la 

concentración de 1000 IU/mL evaluada para el microorganismo de interés.  

4.2.4 Evaluación de la acción de la nisina sobre el tiempo de incubación del 

microorganismo. En los experimentos realizados a diferentes concentraciones de inoculo, 

usando 1000 IU/mL de nisina y medio de cultivo extracto de café a 15° Brix, se evalúa el 

efecto antimicrobial de la bacteriocina en un tiempo de incubación de 2, 24 y 48 horas. Se 

pudo observar que cuando las concentraciones microbianas están en el orden de 107  y 106 

UFC / mL el efecto de la nisina se da principalmente a las 2 horas y luego permanece 

constante, esto está de acuerdo con lo reportado por Mansour (2001), quien comprobó que 

cuando la nisina actúa individualmente, inmediatamente se induce la reducción de la 

población, pero este efecto es  transitorio, porque rápidamente ocurre el crecimiento y la 

esporulación del microorganismo. Figuras 23, 24 y 25  
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Figura 23. Evaluación de la acción bactericida de la nisina  sobre la concentración de 

inoculo 1x107 UFC/mL a 2, 24 y 48 horas de incubación.  

 

Figura 24. Evaluación de la acción bactericida de la nisina  sobre la concentración de 

inoculo 1x106 UFC/mL a 2, 24 y 48 horas de incubación. 
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En las figuras 23 y 24 se puede observar cuando se tienen concentraciones iniciales de 

inoculo altas del orden de 106 y 107 UFC/ mL, aumentar el tiempo de incubación no hace 

que la disminución  de la carga bacteriana sea mayor, por lo cual podría considerarse que 

en estos niveles no es justificado el uso de la nisina. Sin embargo, en la figura 20, se puede 

apreciar que el tiempo de incubación resulta importante para alcanzar los valores tan bajos 

como 3 UFC/ mL. 

Figura 25. Evaluación de la acción bactericida de la nisina sobre Bacillus licheniformis a la 

concentración de inoculo 5x104 UFC/mL a 2, 24 y 48 horas de incubación.  

 

En la figura 25 se puede observar que cuando la concentración bacteriana inicial es de 

(5x104), la acción de la nisina es más contundente, porque se logran disminuir la población 

de Bacillus licheniformis hasta 3 UFC/mL a las 48 horas, mientras que en el medio con solo 

extracto de café, el recuento es 30 UFC/mL. Esto demuestra lo efectividad de la nisina en la 

disminución del crecimiento de Bacillus licheniformis. Además se puede observar que las 
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24 horas el recuento de bacterias con solo extracto de café es de 2x102 UFC/ mL, mientras 

que con la adición de la nisina se obtienen 60 UFC/ mL, con lo cual se cumpliría la norma 

de calidad de COLCAFÉ S.A.S. (<100 UFC/ mL) para este producto que al ser tipo 

exportación tienen requerimientos para exigentes.  

Prueba sensorial y análisis fisicoquímico. De acuerdo con los resultados anteriores, las 

concentraciones ideales de nisina son 500 y 1000 IU/mL, ya que en estas concentraciones 

se observó el efecto bacteriostático y bactericida (figuras 14 y 16) sobre la bacteria Bacillus 

licheniformis, por lo tanto, se evaluaron los efectos en las propiedades fisicoquímicas y 

sensoriales (prueba triangular) y bajos las condiciones expresadas en la Tabla 6 y 7.  

Tabla 6. Análisis fisicoquímicos del extracto de café a 15 °Brix con nisina  

Muestra pH %Acidez 
Café  5,00 ± 0,01 40.08 ± 0,5 
Café  y nisina 1000IU/mL 4,93 ± 0,02 42,87 ± 0,4 
Café  y nisina 500 IU/mL 4,96 ± 0,01 43,48 ± 0,5 

 

El tratamiento con nisina afecta levemente las propiedades fisicoquímicas del extracto de 

café (pH y acidez), esto posiblemente debido a que el pH de la solución en la cual esta 

disuelta la nisina tiene un valor de 2.  

Tabla 7. Prueba triangular del extracto de café  a 15 °Brix con nisina. 

Muestra Valor P 
Café vs (Café y nisina 1000 IU/mL) 0,0197 
Café vs (Café y nisina 500 IU/mL) 0,8049 
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En la prueba triangular hay diferencias significativas entre el factor evaluado cuando el 

valor P < 0,05, es por esto, que cuando se agrega 1000 IU/mL de la  nisina las propiedades 

sensoriales del producto cambian, ya que el panel de catación la identifica como la muestra 

diferente, mientras que cuando se usa 500 IU/mL éstas permanecen sin ninguna alteración 

apreciable. Con  estos resultados, se puede decir que es un inconveniente utilizar la nisina a 

1000 IU/ mL debido a que se altera el bouquet del café, que es una de las propiedades de 

mayor interés en el comercio de este producto.  

4.3 MICROONDAS 

En la Tabla 8 se muestran  los resultados de destrucción microbiana usando las condiciones 

definidas del diseño experimental  y con una concentración inicial del inoculo bacteriano de 

2x105 UFC/mL para todas las muestras analizadas. 
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Tabla 8. Recuentos de Bacillus licheniformis luego del proceso en microondas en extracto 

liquido de café con población inicial 2 x105 UFC/mL a las condiciones de cada ensayo 

Ensayo Nivel de Potencia Tiempo(s) Volumen  (mL) UFC/mL finales 
1a 2 5 45 1x104 
2a 2 19 45 7x103 
3a 10 5 45 1x104 
4a 10 19 45 7x103 
5a 6 5 11 9x103 
6a 6 5 79 8x103 
7a 6 19 11 4x103 
8a 6 19 79 8x103 
9a 2 12 11 1x104 
10a 10 12 11 8x103 
11a 2 12 79 1x104 
12a 10 12 79 7x103 
13a 6 12 45 9x103 
14a 6 12 45 6x103 
15a 6 12 45 7x103 

 

A partir la de los resultados de las UFC/mL finales (Tabla 8), se puede observar que  el 

valor mínimo se obtienen cuando las condiciones del proceso son: nivel de potencia 6, 

tiempo de 19 segundos y volumen 11 mL, lo que  resalta que desde el punto de destrucción 

biológica, energías del proceso medias en conjunto con volúmenes bajos y tiempos altos 

son los más adecuados. 

En la Tabla 9 se muestran los valores de los efectos simples y sus interacciones para el 

modelo de ajuste completo y en la Tabla 10 el modelo final luego de retirar los efectos no 

significativos. 
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Tabla 9. Evaluación de los efectos simples y sus interacciones en el modelo ajustado de la 

inactivación de Bacillus licheniformis usando microondas. 

Efecto Valor P 
Tiempo 0,2845 
Potencia 0,0243 
Volumen 0,3758 
Tiempo*Tiempo 0,0621 
Tiempo*Potencia 0,7451 
Tiempo*Volumen 0,4516 
Potencia*Potencia 0,3324 
Potencia*Volumen 0,0646 
Volumen*Volumen 0,8447 

 

Tabla 10. Evaluación de los efectos significativos en el modelo ajustado de la inactivación 

de Bacillus licheniformis usando microondas. 

Efecto Valor P 
Tiempo 0,1734 
Potencia 0,0057 
Volumen 0,2997 
(Tiempo)2 0,0209 
Potencia*Volumen 0,0254 

 

En la Tabla 10 se observa que los factores significativos en la inactivación por microondas 

es el nivel de potencia empleado y las interacciones (tiempo)2 y (potencia* volumen), al 

tener valores p<0,05, por lo tanto estos son los que forman el modelo de optimización que 

permitió encontrar las condiciones en las cuales se logra el mínimo de UFC/mL. 

En la Tabla 11, se presenta la optimización del modelo minimizando UFC/mL.  

 



 

66 
 

Tabla 11. Optimización del modelo de inactivación de Bacillus licheniformis por medio de 

microondas. 

Factor Valor 
Nivel de potencia 6 
Volumen de extracto de café 11 mL 
Tiempo 19 segundos 
UFC/ mL teóricas 4233, 93 
 

Los valores reportados de optimización de la Tabla 11 coinciden con los valores reportados 

en la tabla 8, donde el menor valor de UFC/mL se obtuvo cuando el proceso se realizó en 

estas condiciones, por lo tanto se puede inferir que el modelo esta sobreprediciendo el valor 

de UFC/mL en un 20%.  

Figura 26. Superficie de respuesta de las UFC/mL con los factores potencia y volumen en 

el tiempo de 19 segundos. 
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Para verificar que el valor obtenido fuera realmente el mínimo se repitió el ensayo bajo esas 

condiciones. En la Tabla 12, se muestran los resultados obtenidos para la verificación del 

mínimo. 

Tabla 12. Validación del modelo de inactivación de Bacillus licheniformis por medio de 

microondas 

UFC/ mL 1 2 3 
Repeticiones 3,2 x 103 2,9 x 103 2,6 x 103 

Promedio 2,9 x 103 ± 2,6 x 102 
 

En la Tabla 12 se muestra que el promedio de la validación del modelo es 2,9 x 103 

UFC/mL valor muy cercano al reportado anteriormente correspondiente al primer ensayo 

que fue   3,5 x103 (Tabla 8). 

Además de la Tabla 12 se puede inferir que dado que los valores reportados de la 

validación del modelo son muy similares a los obtenidos inicialmente, la condición del 

mínimo si es correcta y por lo tanto para obtener la inactivación de Bacillus licheniformis 

usando microondas el nivel de potencia debe ser 6, el volumen 11 mL y el tiempo 19 

segundos. 

De acuerdo con los resultados anteriores, el hecho de que el volumen sea el menor de los 

evaluados coinciden con Watanabe et al., (2000), que observó que los alimentos que son 

sometidos al procesamiento por microondas debe tener un volumen bajo, ya que las 

microondas tienen poca penetración. Por lo tanto, la condición de volumen  de 11 mL 

encontrada por medio de la optimización coincide con lo reportado.  
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Tabla 13. Valores de temperatura inicial y final del proceso  para el extracto de café en 

cada ensayo. 

Ensayo Nivel de 
Potencia 

Tiempo  
(segundos) 

Volumen 
(mL) 

Ti 
(°C) 

Tf 
(°C) 

1a 2 5 45 20,2 22,08 
2a 2 19 45 21,78 30,79 
3a 10 5 45 21,49 22,77 
4a 10 19 45 22,77 79,8 
5a 6 5 11 23,17 24,36 
6a 6 5 79 21,98 22,77 
7a 6 19 11 25,74 84,85 
8a 6 19 79 24,75 35,25 
9a 2 12 11 26,34 30 

10a 10 12 11 25,94 100,9 
11a 2 12 79 20,79 23,86 
12a 10 12 79 26,53 32,67 
13a 6 12 45 27,82 95,64 
14a 6 12 45 27,62 93,66 
15a 6 12 45 27,03 97,62 

 

En la Tabla 13 se encuentran los valores de temperatura inicial y final obtenido por cada 

muestra. Se puede apreciar que las condiciones en las cuales se obtuvo el mínimo recuento 

de UFC /mL fue volumen 11 mL, nivel de potencia 6 y tiempo 19 segundos  para lo cual la 

temperatura final fue 84, 85°C, valor superior a la temperatura de inactivación (80°C) de 

células vegetativas bacterianas. 

En la Figura 27, se muestra la variación de temperatura con relación al tiempo del proceso 

para unas condiciones de nivel de potencia 6,  tiempo 10 segundos y  volumen del extracto 
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de 11 mL. Los resultados muestran que el calentamiento no se da en forma instantánea 

existiendo un incremento notorio de la temperatura para tiempos de procesamiento 

superiores al 50%.  Teniendo en cuenta esto la potencia absorbida por el sistema entre los 9 

y 19 segundos del proceso fue de 22939,59 W/m3. 

Figura 27. Curva de calentamiento para el extracto de café para un nivel de potencia de 6, 

tiempo de proceso de 19 segundos y volumen del extracto de 11 mL.   

 

 

Cañumir et al., (2002), encontró que para la inactivación de Escherichia coli requería 

potencias entre 900 y 720 W en tiempos de proceso de 60 a 90 segundos en jugo de 

manzana, mientras que los resultados obtenidos a partir de este estudio muestran que se 

requiere menos tiempo y menor potencia para la inactivación de una bacteria más resistente 

a las microondas. Las posibles diferencias pueden ser debidas a las variaciones de las 

propiedades dieléctricas de los productos y a los campos de distribución del campo 
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electromagnético dentro de la cavidad del horno. Por otro lado con los tratamientos 

aplicados se logró reducir la población microbiana pero no por completo. De acuerdo con 

Woo et al., (2000), esto se debe a que las bacterias tratadas no fueron lisadas 

completamente. Estudios anteriores reportan tiempos de proceso mayores de 19 segundos 

para la inactivación de bacterias en productos líquidos como jugos (Salazar et al., 2011)                                                                                             

Por medio del análisis sensorial se evaluó si hay diferencias significativas entre el extracto 

de café que no se ha sometido a tratamiento con microondas (control) y el extracto de café 

con tratamiento, donde la condición evaluada fue nivel de potencia 6, tiempo 19 s y  

volumen 11 mL. Se encontró con un valor P de 0,076 que no hay diferencias significativas 

entre el control y el tratamiento. 

En la tabla 14 se muestran las propiedades fisicoquímicas del extracto liquido de café y se 

observa que no hay diferencias entre el control y el tratamiento para los valores de pH, la 

acidez y los grados brix. 

 

Tabla 14. Análisis de propiedades fisicoquímicas del extracto liquido de café sometido al 

proceso en microondas. 

Tratamiento pH Acidez °Brix 
Proceso 2 5,06± 0,01 42,10± 1,3 49,9 
Control 5,06± 0,01 40,67± 2,1 48,1 
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CONCLUSIONES 
 

La nisina puede ser usada como preservante en la concentración de 500IU/ mL en extracto 

de líquido de café a 45 °Brix o 15 °Brix, ya que ayuda a disminuir o mantener constante la 

población microbiana del microorganismo termo resistente presente en el producto. 

 

La adición de la nisina como preservante en el extracto líquido de café depende de la 

concentración inicial de bacterias y la concentración de la nisina, más no de los grados Brix 

del producto. 

 

Las condiciones en las cuales debe ser usada la nisina en el extracto líquido de café es a la 

concentración de 500IU/mL y tiempo de incubación 48 horas cuando la concentración 

inicial de Bacillus licheniformis es 5x104 UFC/mL para obtener una reducción de 4 ciclos 

logarítmicos. 

 

El extracto liquido de café tienen propiedades antimicrobiales contra Bacillus licheniformis 

ya que logra disminuir la población inicial de bacterias por cierto tiempo y luego genera la 

esporulación del microorganismo de interés.  

 

Por otro lado las microondas de igual manera puede ser usadas como tecnología que ayude 

a preservar el extracto liquido de café ya que por medio de los procesos evaluados de logró 

una reducción de 2 ciclos logarítmicos en 19 segundos. 
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La condición de proceso usando microondas, que minimiza las UFC/mL de Bacillus 

licheniformis en el extracto liquido de café 45 °Brix y que no afectan las propiedades 

sensoriales del producto son nivel de potencia 6, tiempo 19 segundos y volumen de muestra 

11 mL.  
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RECOMENDACIONES 
 

Evaluar la estabilidad microbiológica del extracto líquido de café con nisina en tiempos 

superiores a las 48 horas, tales como días y meses, con el fin de determinar si es posible ser 

usada en el extracto de café cuando es distribuido en estos periodos de tiempo. 

 

Evaluar el efecto de la nisina en las esporas de Bacillus licheniformis en el extracto liquido 

de café. 

 

Evaluar el proceso de uso de la nisina y el proceso de microondas con extracto liquido de 

café para la inactivación de Bacillus licheniformis en volúmenes mayores para proyectar el 

uso industrial de estos. 

 

Evaluar las metodologías de preservación en cepas nativas y comparar con los resultados 

obtenidos. 

 

Explorar otras alternativas de  mecanismos de destrucción biológica como altas presiones, 

sistemas ultrasónicos y pulsos eléctricos. 
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ANEXOS 

 

Figura 28. Curva de Temperatura Potencia: 2/Tiempo: 5 segundos  / Volumen: 45 ml 

 

 

Figura 29. Curva de Temperatura Potencia: 2 /Tiempo: 19 segundos/ Volumen: 45 ml 
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Figura 30. Curva de Temperatura Potencia: 10 / Tiempo: 5 segundos / Volumen: 45 ml 

 

Figura 31. Curva de Temperatura Potencia: 10 / Tiempo: 19 segundos / Volumen: 45 ml 
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Figura 32. Curva de Temperatura Potencia: 6/ Tiempo: 5 segundos / Volumen: 11 ml 

 

 

Figura 33. Curva de Temperatura Potencia: 6 / Tiempo: 5 segundos / Volumen: 79 ml 
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Figura 34. Curva de Temperatura Potencia: 6 / Tiempo: 19  segundos / Volumen: 11 ml 

 

 

Figura 35. Curva de Temperatura Potencia: 6 / Tiempo: 19 segundos / Volumen: 79 ml 
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Figura 36. Curva de Temperatura Potencia: 2/ Tiempo: 12 segundos / Volumen: 11 ml 

 

 

 

Figura 37. Curva de Temperatura Potencia: 10 / Tiempo: 12 segundos / Volumen: 11 ml 
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Figura 38. Curva de Temperatura Potencia: 2 / Tiempo: 12 segundos / Volumen: 79 ml 

 

 

Figura 39. Curva de Temperatura Potencia: 10 / Tiempo: 12 segundos / Volumen: 79 ml 
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Figura 40. Curva de Temperatura Potencia: 6 / Tiempo: 12 segundos / Volumen: 45 ml 

 

 

 

Figura 41. Curva de Temperatura Potencia: 6 / Tiempo: 12 segundos / Volumen: 45 ml 
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