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RESUMEN

CARDONA Q., Y.P.; OLIVEROS T. C. E.; ARIAS M., D. F.; DEVIA C., A.; ARCILA P. J.; ALVAREZ
M., F. Caracterizacién de la rugosidad de frutos del café variedad Colombia, en dos estados de desarrollo.
Cenicafé 59 (3): 204-213.2008.

Se determind la rugosidad media (Ra) y cuadratica media (Rms), de area y de linea, del epicarpio del fruto de
café variedad Colombia, en los estados de desarrollo verde y maduro. Se determinaron también las dimensiones
y ladensidad de las células que forman el epicarpio. Las rugosidades medias de area para el fruto maduro y verde
fueron 0,13 y 0,32 pum, respectivamente, y la Rms de area para el fruto maduro y verde fueron 0,16 y 0,40 pm,
respectivamente. Las rugosidades medias de linea para el fruto maduro y verde fueron 0,11 y 0,28 pum; la Rms
de linea para el fruto maduro y verde fueron 0,14 y 0,35 um, respectivamente. Se encontrd que cada estado de
desarrollo posee rangos de rugosidad diferenciados, sin presentarse traslape de los datos, diferenciandose un
rango entre estados. Las células poseen forma elipsoidal con promedios del diametro mayor de 21,35 pum, del
diametro menor de 11,37 pm y del area de 194,62 um?. El nimero de células por cada 3.600 pm? fue de 15,
por lo tanto, la densidad de las células fue 4.206 células/mm?>.

Palabras claves: Epicarpio, densidad de las células, Microscopia de Fuerza Atomica (AFM).

ABSTRACT

Area and line roughness were identified for arithmetic roughness (R ) and root mean square roughness (Rms)
parameters for the coffee berry epicarp at the green and mature stages of development. Also were determined
the dimension and density of epicarp cells. The average roughness obtained were: R, of area of 0,13 pm and
0,32 pm, for mature and green fruits, respectively. Rms of area of 0,16 um and 0,40 pm for mature and green
fruits, respectively. Ra of line of 0,11 pm and 0,28 um for mature and green fruits, respectively. Rms of line of
0,14 pm and 0,35 pm for mature and green fruits. Every development stage presented specific ranges without
interpolated data. Ellipsoidal shape of cells was observed with average major and minor diameter of 21,35
pm and 11,37 pm, respectively, and average area of 194,62 pm?. Number of cells for each 3.600 um? was 15,
therefore the cells density was 4.206 cells/mm?.

Keywords: Epicarp cells, coffee fruit, roughness, Atomic Force Microscopy (AFM).
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El café colombiano es reconocido como
un producto de alta calidad, atribuible a
factores como las variedades cultivadas,
las condiciones ambientales, la recoleccion
selectiva y el beneficio humedo. Para la
obtencion de cafés de alta calidad es esencial
disponer también de materia prima de alta
calidad, principalmente de frutos maduros
y sanos.

De acuerdo con investigaciones realizadas
en Cenicafé, para obtener café seco de alta
calidad en taza, la masa a procesar no debe
contener mas de 2,5% de frutos verdes (13)
y debe tener bajos porcentajes de infestacion
de broca (11) y de dafos ocasionados por
la mancha de hierro (2).

Sin embargo, en la recoleccion manual
del café en ocasiones se presentan altos
porcentajes de frutos verdes en la masa
cosechada, que deben ser retirados en el
proceso de beneficio, utilizando zarandas,
para no afectar la calidad del café seco (13).
La masa de café que llega al beneficiadero
contiene también porcentajes importantes de
frutos pintones, sobremaduros y secos, que
pueden afectar la calidad del producto final.
Actualmente, con la tecnologia utilizada en
los beneficiaderos en Colombia, se logra
retirar los frutos secos utilizando dispositivos
hidraulicos (15).

En Brasil, la empresa HCG Equipamentos
Ltda' desarrolld tecnologia para separar
frutos verdes, por medios opto-electronicos,
y frutos secos, por medios mecanicos.
Esta tecnologia, de alto costo, se adapta a
las condiciones de la caficultura brasilera,
caracterizada por utilizar medios no selectivos
en la cosecha.

! http://www.hcgtecnologia.com.br

Debido a que las tecnologias opto-
electronicas son sensibles a la iluminacion
(3, 12, 18) se han estudiado propiedades
microestructurales de los frutos relacionadas
con su desarrollo (6, 8, 20). Estas variaciones,
de acuerdo con Throop et al. (19) y Zude et
al. (21), se podrian aprovechar para el disefio
de nuevas tecnologias para el reconocimiento
de los frutos por estado de maduracion. Con
este proposito, Khan y Vincent (5) describieron
la morfologia del parénquima de variedades
de manzanas utilizando un Microscopio de
Barrido Electronico. Segun los autores, la
periferia constaba de células esféricas o
achatadas radialmente (50 um de diametro),
con espacios intracelulares esféricos y hacia
el interior. También notaron decrecimiento
progresivo en la adhesion de la célula durante
la maduracion y la senescencia, que condujo a
la separacion de las columnas y al alargamiento
de los espacios intracelulares, que dio a las
manzanas sobremaduras una textura muy
harinosa. De acuerdo con los autores, los
espacios intracelulares pueden considerarse
para definir la edad de la fruta.

Allan-Wojtas et al. (1) describieron
la calidad de 24 cultivares de manzanas,
considerando informacion microestructural,
sensorial de un panel de expertos y de gusto,
por parte de los consumidores. La informacion
de diferentes caracteristicas, obtenida del
panel de expertos, fue reunida en un perfil
de textura. Los perfiles microestructurales
y de textura se combinaron en perfiles de
cultivares, correspondientes a cada muestra.
Con estos ultimos se cred una base de datos
en la cual se identificaron las similitudes y
las diferencias sutiles, de 28 muestras de
calidades marcadas, que fueron interpretadas
y notadas.
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Martens y Thybo (8) midieron caracteristicas
microestructurales de papas frescas y cocidas,
utilizando microscopia de luz y analisis
de imagenes digitales, y observaron que
éstas se relacionaban con caracteristicas
sensoriales.

También se han relacionado variaciones
en la rugosidad superficial de algunos frutos
con cambios en la etapa de maduracion.
Yang et al. (20) determinaron la rugosidad
media (R) y la rugosidad cuadratica media
(Rms) de duraznos amarillos por medio de
la Microscopia de Fuerza Atémica (MFA),
encontrando incremento de los valores de Ra
y Rms con el tiempo de almacenamiento,
en atmoésfera controlada y en ambiente
regular.

La rugosidad es una medida de las
variaciones de la altura de una superficie.
La rugosidad superficial se puede medir y
cuantificar por métodos topograficos y se puede
expresar como el resultado de las mediciones
sobre el perfil de la superficie, ya sea en
dos o tres dimensiones (4). Para ello, existen
técnicas avanzadas de caracterizacion de la
rugosidad superficial, como la microscopia
de fuerza atomica. Esta técnica permite
la observacion de imagenes en dos y tres
dimensiones, de superficies conductoras
y aislantes, por métodos no destructivos,
con resoluciéon atémica (20); a partir de
estas imagenes, con empleo de software,
se analizan las caracteristicas topograficas
de la muestra y se obtiene la medida de la
rugosidad mediante diferentes parametros
de evaluacion. En general, los parametros
utilizados para cuantificar la rugosidad pueden
interpretarse como parametros propios de la
distribucion estadistica de alturas del perfil
o superficies bajo analisis (4).

En esta investigacion se determind la
rugosidad media y la rugosidad cuadratica
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media de frutos de café sanos en los estados
verde y maduro, utilizando microscopia de
fuerza atomica.

MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon. La recoleccion de los frutos
se realizd en el lote La Vitrina de Cenicafé
(latitud N 5°; longitud O 75° 35'; altura:
1.310 m), compuesto por 1.407 plantas de la
variedad Colombia, de frutos rojos, sembradas
en diciembre de 2000, a una distancia de
2,00 m por 0,70 m. Las observaciones de los
frutos con el microscopio de barrido por sonda
(SPM) se efectuaron en el Laboratorio de
Fisica del Plasma de la Universidad Nacional
de Colombia sede Manizales (latitud N 5°
4’; longitud O 75° 3’; altura: 2.150 m).

Materiales. Para la observacion de los frutos
se utilizaron: un Microscopio de barrido por
sonda, Park Scientific Instruments (modelo
AutoProbe CP); el software SPIP para la
medicion de la rugosidad y las dimensiones
de las células y para la realizacion de las
animaciones; un psicrometro Lambretch hasta
60°C, para el registro de la temperatura y de
la humedad en el campo y en el laboratorio;
una camara humeda para el transporte de los
frutos desde Cenicafé hacia el laboratorio
de Fisica del Plasma; un penetrometro con
punzén de 5 mm y rango 0 a 5 kgf para
medir la firmeza ecuatorial de los frutos
verdes; un pie de rey con resolucion de
0,01 mm para la medicion del diametro
caracteristico; un elemento de corte para realizar
el desprendimiento de los frutos; recipientes
esterilizados para la recoleccion de los frutos
y elementos de limpieza, desinfestacion y
manipulacién de los frutos.

Muestra. Const6é de 30 frutos en estado de
desarrollo maduro y 21 frutos en estado verde
3 de acuerdo con Marin et al. (7).




Metodologia. Los frutos se tomaron de 40
arboles de dos anos de edad, entre las cruces
20 y 30, a partir de la base del tallo. El
desprendimiento se realizé utilizando tijeras,
para evitar el contacto con los dedos del
recolector que podian afectar la microestructura
y contaminarla. Los frutos se recolectaron en
un recipiente esterilizado, tapizado en el fondo
con algodon para evitar que se golpearan y
de esta forma se alterara la superficie. En el
momento del desprendimiento se registro la
temperatura y la humedad del ambiente

Los frutos no se recolectaron en una
sola fraccion de tiempo, sino por sesiones
de observacidn, en cada una de las cuales
se recolectaron cuatro frutos, de cada uno
de los estados de desarrollo.

A cada uno de los frutos se le midio el
diametro caracteristico, evitando el contacto
directo con los dedos, y posteriormente, se
selecciond uno de ellos para medir la firmeza
ecuatorial. Si los valores de la firmeza
ecuatorial y el didmetro caracteristico del
fruto seleccionado se encontraban entre los
limites inferiores y superiores establecidos
por Marin et al. (7), para los estados de
desarrollo estudiados, se continuaba con la
observacion de los frutos restantes, de lo
contrario se descartaban y seleccionaban
otros nuevamente.

Los tres frutos restantes, de cada estado
de desarrollo, se depositaron en una camara
humeda, la cual se transportd hasta el
Laboratorio de Fisica del Plasma de la
Universidad Nacional, en Manizales. El
tiempo transcurrido entre la recoleccion y la
observacion fue de maximo cuatro horas.

En el laboratorio se realizé una limpieza
superficial de los frutos, introduciendo cada
uno en un recipiente con agua esterilizada,
sosteniéndolo por el pedinculo para evitar

contacto con el epicarpio y se dejo secar al
ambiente. Una vez finalizado el proceso de
limpieza, se tomo el fruto con las pinzas y
se ubicd, sin realizar cortes en éste, sobre
un disco de metal previamente lavado. El
fruto se colocd con el pedunculo hacia abajo,
sostenido por un material que permitiera su
inmovilizacién, como la plastilina. Se realiz6
el posicionamiento de la ménsula (“cantilever”)
y de la sonda sobre el fruto, y se efectud el
barrido por la técnica de MFA en el modo
contacto intermitente (MFA - I), en un area
cercana al ombligo (2 a 3 mm a partir del
ombligo), sobre el epicarpio, en areas de
60 x 60 um? y 40 x 40 um? Al finalizar
el proceso de observacion se registraron
los valores de humedad y temperatura del
laboratorio donde se encontraba ubicado el
equipo.

A partir del barrido, el equipo elabord
una imagen frontal y una imagen en tres
dimensiones de la morfologia del epicarpio.
Una vez obtenida la imagen morfologica se
obtuvo la rugosidad de area y de linea (Figura
1), en los parametros de rugosidad media
(ecuacion <1>) y rugosidad cuadratica media
(ecuacion <2>) del epicarpio, respectivamente.
La rugosidad de area brinda informacion
de la tendencia de la rugosidad en toda el
area barrida, mientras la rugosidad de linea
unicamente arroja el valor de la rugosidad
en una trayectoria seleccionada. Los valores
de rugosidad se hallaron partiendo de la
imagen de 60 x 60 pum?

& 2]
n
Ra = Z N <1>
n=l
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<2>

donde:

z, = altura de un segmento

z= promedio de las alturas de todos los
segmentos

N = numero de segmentos

A partir de las imagenes frontales de 60
x 60 um? de los frutos verdes, se obtuvo
la densidad de las células, definida como
la relacién entre el ntimero de células y el
area ocupada, el diametro de las células y
su area a partir de este valor.

Por medio del software SPIP se midieron
el diametro mayor (D) y el didmetro menor
de las células (d), a partir de los cuales
se determind el area de las mismas (A)
(ecuacion <3>).

A= %(Dd)

<3>

Se determind el nimero de células en
un area de 3.600 um? a partir de la cual
se obtuvo la densidad de las células (p)
(ecuacion <4>).

p=N/mm?*

<4>

donde:
N: nimero de células

Variables a medir: Las variables de interés
registradas fueron la rugosidad de area y
de linea en los parametros Ra y Rms, las
dimensiones de las células y la densidad
de las células.

Ademas, se registro la temperatura en
el campo y en el laboratorio, y los valores
de la firmeza ecuatorial y el diametro

caracteristico.

Analisis estadistico. Con los valores de las
variables de interés se procedio a:

Estimar las medidas de tendencia central
(media y mediana).

Estimar las medidas de variacion (coeficiente
de variacion, desviacion y rango).

Identificar la distribucion estadistica.
Determinar la distribucion de frecuencias.

Determinar la distribucion acumulada de
frecuencias.

Figura 1.

Medida de la rugosidad.
a. rugosidad de area; b.
rugosidad de linea.
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Para los valores de temperatura, humedad,
firmeza ecuatorial y diametro caracteristico,
se obtuvo el promedio y la desviacion
estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas cualitativas de la rugosidad.
En la Figura 2 se muestra el epicarpio del
fruto verde (a) y del fruto maduro (b), en
un area de 60 x 60 pum?, con altura de 6
um. En la superficie del epicarpio del fruto
verde se diferencian las células que lo forman,
las cuales se encuentran muy juntas, con
pequeiias granulaciones entre ellas. En el
fruto maduro por su parte no se distinguen
las células en el epicarpio, sdlo se observan
pequefias granulaciones con una superficie
casi plana. Para el fruto maduro (Figura 3),
se observaron ademas algunas morfologias
particulares como elevaciones, pliegues y
depresiones. Las elevaciones (Figura 3a) se
presentaron para aproximadamente el 50%
de los frutos maduros analizados, con una
frecuencia maxima de 4 elevaciones por area
barrida, caracterizadas por presentar pequeias
dimensiones (0,7 um de altura, 3 pm de
largo y 2 um de ancho, aproximadamente).
Los pliegues (Figuras 3b) se encontraron en

2 de los 30 frutos maduros observados, los
cuales atravesaron vertical u horizontalmente
el area barrida. El ancho de los pliegues fue
de 4,762 um, aproximadamente. En uno de
los frutos maduros analizados se encontrd
una depresion elipsoidal con base en forma
de toroide, sus dimensiones aproximadas
fueron 33,79 um de largo, 24,18 um de
ancho y 1,24 pm de profundidad. También
se observd la morfologia de los estomas
(Figura 3c).

El conocimiento de la morfologia de los
frutos de café en sus diferentes estados de
desarrollo podria ser de utilidad para identificar
mecanismos utilizados por hongos e insectos
que los atacan (10, 16). Adicionalmente,
también puede ser 1til para el desarrollo de
tecnologias para identificarlos y clasificarlos
segiin su estado de desarrollo.

Caracteristicas cuantitativas de la rugosidad.
En las Tablas 1 y 2 se presentan los valores
de rugosidad media y cuadratica media (Ra
y Rms), de superficie y de linea para frutos
de café en los estados verde 3 y maduro.

Para todas las variables de rugosidad se
encontré que los valores en los frutos maduros

Figura 2. Epicarpio del fruto de café en un area de 60 x 60 um?, con altura de 6 um. a. superficie de un fruto de café verde;

b. superficie de un fruto de café maduro.
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Figura 3. Morfologias particulares del epicarpio del fruto de café maduro, variedad Colombia cereza roja. a. elevaciones;

b. pliegues; c. estomas.

fueron inferiores a los valores de los frutos
verdes. En todos los casos se encontraron
rangos de rugosidad diferenciados para cada
estado de desarrollo del fruto, sin presentarse
interpolacion de los datos. Para las variables
de area el rango entre estados de desarrollo
estuvo entre el 20 y el 25% de cada uno,
mientras para las variables de linea varid
entre el 47 y el 56%. Lo anterior indica

que por medio de la rugosidad seria posible
identificar los frutos de café¢ en los estados
de desarrollo maduro y verde 3.

La rugosidad de 4rea describio el
comportamiento en 60 x 60 um? lo que
dio indicio del valor promedio que puede
tomar la rugosidad en dicha éarea, mientras
la rugosidad de linea mostré un valor

Tabla 1. Rugosidad media Ra (um) de superficie y de linea para frutos de café en los estados verde 3 y

maduro.
Estado del Nimero de Rugosidad Ra, pm
fruto frutos Minimo Maximo Media C.V. %
Verde 3 21 Superfici 0,226 0,382 0,320 14,71
Maduro 30 uperticie 0,126 0,056 0,191 25,92
Verde 3 21 i 0,233 0,380 0,284 12,89
Linea
Maduro 30 0,028 0,159 0,108 11,06

Tabla 2. Rugosidad cuadratica media Rms (um) de superficie y de linea, para frutos de café en los estados

verde 3 y maduro.

Estadodel  Numero de Rugosidad Rms, pm
fruto frutos Minimo Maximo Media C.V. %
Verde 3 21 Superficie 0,290 0,487 0,401 14,98
Maduro 30 0,069 0,244 0,164 9,24
Verde 3 21 Linea 0,233 0,380 0,284 12,89
Maduro 30 0,028 0,159 0,108 30,30
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promedio en un trayecto que se selecciond
buscando que fuera representativo del area
barrida, evitando morfologias particulares
o alteraciones del epicarpio que pudieran
generar un valor erroneo del promedio de
la rugosidad.

Dimensiones de las células. La Tabla 3
muestra los valores de las dimensiones de
las células de los frutos en el estado verde
3. Se encontré que éstas poseen forma
elipsoidal en lugar de isodidmetrica, como
fue reportada por Salazar et al. (17). En la
Figura 4 se presentan imagenes obtenidas en
este estudio y por Salazar et al. (17).

En todos los frutos verdes analizados se
observo que las células poseen areas diferentes,
desde 105,255 um? hasta 430,676 pm?, con
coeficiente de variacion de 41,68%.

Densidad de las células. En la Tabla 4 se
presentan los valores obtenidos para el nimero
y densidad de células. El promedio del nimero
de células fue 15 en un area observada de
3.600 pum? el promedio de la densidad de
las células fue 4.206 células/mm?.

Informacién complementaria. En la Tabla 5
se presentan los promedios y coeficientes de
variacion para la temperatura y la humedad

Figura 4. Células del epicarpio del fruto de café. a. células superficiales de frutos de café verde (5.000x);
b. células superficiales de frutos de café verde observadas por Salazar et al. (17) con microscopia de luz

en 20x.

Tabla 3. Dimensiones de células del epicarpio de frutos de café en el estado verde 3.

Dimension Media Mediana Minimo Maximo CV. %

Diametro 21,32 19,48 15,13 34,82 27,46
mayor, (Lm)

Didmetro 11,37 10,73 7.49 17,68 24,42
menor, (pm)

Area, (um?) 194,62 157,41 105,25 430,68 41,68

Tabla 4. Densidad y nimero de células de los frutos en estado verde 3.

Item Media Mediana Minimo Maximo C.V.

Células en 3600 pm? 15 14 9 24 27,41

Densidad de células 4.206,38 3.888,89 4.166,67 6.666,67 2741

(cel/mm?)
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Tabla 5. A. condiciones ambientales; B. propiedades fisicas de los frutos de café.

A. Condiciones ambientales

Humedad relativa

Sitio Temperatura (°C) C.V.% (%) C.V.%
(]
Plantacion 20,6 0,92 86,7 6,6
Laboratorio 21,0 1,40 67,9 6,6
B. Propiedades fisicas de los frutos de café utilizados
Firmeza o Diametro o
Estado ecuatorial (N) C.V.% caracteristico (mm) C.V.%
Verde 3 5,0 0 13,9 0,078
Maduro 1,2 0 14,2 0,067

relativa en el campo y el laboratorio, asi como
los valores de firmeza ecuatorial y didmetro
caracteristico del fruto en los estados verde
3 y maduro. Los valores obtenidos para la
firmeza ecuatorial y el didmetro caracteristico
de los frutos maduro y verde 3 seleccionados
se encontraron dentro de los rangos reportados
por Marin et al. (7), lo que indica que los
frutos analizados pertenecian a los estados
de desarrollos que se buscaban estudiar.

Los resultados obtenidos, complementados
con valores de rugosidad para frutos de café
en otros estados de desarrollo (pintén y
sobremaduro, especialmente), podrian ser de
utilidad para el desarrollo de dispositivos para
el reconocimiento y clasificacion de frutos
de café en el campo y en el beneficiadero,
posiblemente sin las limitaciones que se
presentan con las tecnologias basadas en
principios opticos y de vision artificial (3, 9,
12, 14, 18). La rugosidad superficial, también
podria ser utilizada como alternativa para el
reconocimiento y posterior clasificacion de
frutos sanos y frutos de inferior calidad y/o
con problemas fitosanitarios.
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