DE ANTIOQUIA

1803

Estudio de la relacion de procesos de fermentacion de café (Coffea arabica, variedades
Catimor y Castillo) con grupos microbianos y el perfil sensorial de la bebida para la
busqueda de bacterias acidolacticas con propiedades tecnolégicas en la finca “La Antigua”

(municipio de Jardin, Antioquia).

Valentina Gonzalez Montero

Universidad de Antioquia
Escuela de microbiologia
Medellin, Colombia

2022



Estudio de la relacion de procesos de fermentacion de café (Coffea arabica, variedades
Catimor y Castillo) con grupos microbianos y el perfil sensorial de la bebida para la
busqueda de bacterias &dcidolacticas promisorias en la finca “La Antigua” (municipio de

Jardin, Antioquia).

Valentina Gonzalez Montero
Ingeniera Bioldgica

Trabajo de investigacidn presentado como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Microbiologia

ASsesor:

Karina E. Motato Rocha
Doctora y magister en Biotecnologia

Linea de Investigacion:
Fermentaciones alimentarias
GIAS
Universidad de Antioquia
Escuela de microbiologia

Medellin, Colombia

2022



Cita (Gonzélez Montero, 2022)

Gonzalez Montero Valentina. (2022). Estudio de la relacion de procesos de
. fermentacion de café (Coffea arabica, variedades Catimor y Castillo)
Referencia con grupos microbianos y el perfil sensorial de la bebida para la
busqueda de bacterias dacidolacticas promisorias en la finca “La
Antigua” (municipio de Jardin, Antioguia [Tesis de maestria].
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

OLSASs ()OO

Maestria en Microbiologia, Cohorte VII.
Grupo de Investigacion GIAS
CODI

: UNIVERSIDAD .
' DE ANTIOQUIA l Sistema

Vicerrectoria de Docencia I el B4

Repositorio Institucional: http://bibliotecadigital.udea.edu.co

Universidad de Antioquia - www.udea.edu.co

Rector: John Jairo Arboleda Céspedes
Decano/Director: Ricardo Velasco Vélez.
Jefe departamento: Natalia VValencia Lopez.

El contenido de esta obra corresponde al derecho de expresion de los autores y no compromete el
pensamiento institucional de la Universidad de Antioquia ni desata su responsabilidad frente a terceros. Los
autores asumen la responsabilidad por los derechos de autor y conexos.


https://co.creativecommons.net/tipos-de-licencias/
https://co.creativecommons.net/tipos-de-licencias/

Agradecimientos

La autora del presente trabajo expresa sus agradecimientos a las siguientes personas:

Andrés M. Ledn Leal. MsC. Docente del laboratorio de café, Centro Nacional de
Aprendizaje (SENA) Seccional la salada, Caldas. Por compartir su amplio conocimiento
en cuanto a la poscosecha del café.

Guillermo A. Correa Londofio. Docente Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin. Por su asesoria y acompafiamiento en el andlisis de datos.

Jaime Henning Polania. Doctor rerum naturalium. Profesor titular Universidad
Nacional de Colombia Sede Medellin. Por compartir su vasto conocimiento y su
excelente asesoria.

Karina E. Motato Rocha. PhD Biotecnologia. Investigador Principal. Directora de
Tesis. Por guiarme en el transcurso de este trabajo.

Lina M. Garzon Caro. Joven investigadora COLCIENCIAS. Ingenieria de Alimentos.
Por tener siempre toda su disposicion y colaborar en todo momento de la investigacion.

Maria O. Roméan Morales. MsC. Asesora de Tesis. Por sus consejos para la profesion
como investigadora.

Sergio Echeverri. Por tener interés en la ciencia y permitirme realizar todos los
experimentos en su finca.

Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias por prestarme sus instalaciones
para desarrollar mi trabajo de investigacién y sus docentes que me apoyaron con el
préstamo de dispositivos y reactivos.

A mis amigos y familiares por su incondicionalidad y apoyo brindado.



Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de los microorganismos presentes
en la fermentacion de café sobre la calificacion sensorial de la bebida. A su vez, se evaluo el
posible efecto que genera la proporcién de agua/café despulpado y el tiempo de fermentacion
sobre el crecimiento de los microorganismos. Para ello se aplicé un disefio experimental de
dos factores a tres niveles (Proporcion agua/café: I, 11, 111; tiempo: A=24h, B=48h, C=72h),
cada experimento tuvo dos replicas biolégicas para si obtener un total de 18 tratamientos
denominados minilotes. Se registré los datos de pH y temperatura a lo largo de toda la
fermentacion, y de los °Brix al inicio y final de cada uno de los experimentos. Para el recuento
de los grupos microbianos se sembraron muestras de café fermentado en distintos medios de
cultivo: agar Plate count para mesofilos, Chromocult para enterobacterias, Ogye para hongos
filamentosos y levaduras, WL para bacterias acidoaceticas (BAA), MRS y M17 para
bacterias acidolacticas (BAL). Los recuentos mas altos de BAL y de BAA se evidenciaron
en el experimento C (T2=72h) y de levaduras en el experimento A(T2= 24h). Los resultados
evidenciaron que el desarrollo de los microorganismos fue independiente de las variables
estudiadas en el experimento. El puntaje final del café tampoco se vié afectado por los grupos
microbianos encontrados o por el proceso de fermentacién en cada minilote. Siete de los
veinte aislados de bacterias acidolacticas (BAL) presentaron actividad antagénica con los
hongos A. flavus y Penicillium. Los hallazgos de la presente investigacion constituyen las
bases para el disefio de los prototipos biotecnolégicos; Un cultivo iniciador (starter) para la
fermentacion controlada de café que permita a pequefios caficultores producir cafés
especiales o cultivos iniciadores con capacidades bioprotectoras contra hongos

micotoxigénicos. Palabras clave: analisis sensorial, beneficio, proceso semi-seco



Abstract

This work evaluated the effect of microorganisms from coffee fermentations, in the
qualification of coffee as well as the effect of the water proportion and time on the
growth of microorganisms. For this experiment a factorial design was used, the two
factors were water/ coffee proportion and fermentation time, nine experiments were done
by using minilots varying water amount and final time of fermentation. Data of
temperature, pH and °Brix were collected, temperature and pH throughout the time of
the fermentations and °Brix only at the beginning and end of each process. For the
detection and enumeration of the microbial groups, fermented coffee samples were sown
in different media culture: PC agar for mesophiles, Chromocult agar for
Enterobacteriaceae, Ogye agar for filamentous fungi and yeasts, WL agar for acetic acid
bacteria, MRS and M17 agar for lactic acid bacteria. There were no statistically
significant differences in the growth of the microorganisms, neither in the coffee flavors.
Seven out of twenty LAB isolates had significant antagonistic activity against A. flavus
and Penicillium. The results from this research could be used in the future, for the design
of biotechnological prototypes: A starter culture for small coffee growers seeking to
develop specialty coffees with controlled fermentation and LAB cultures with

bioprotective capabilities

Keywords: sensory analysis, wet process, semi-dry process
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Introduccion

El cultivo del cafeto (Coffea spp) tiene gran importancia econdémica, ya que a partir de sus
frutos se obtiene una de las bebidas mas comercializadas en el mundo (FAO, 2021). Este
arbol crece en la zona tropical del planeta, en mas de 70 paises de Africa, Asia, América
central y del sur. Segun la ICO (International Coffee Organization ) Colombia es el tercer
pais con mayor produccion de café (ICO, 2021), se registra que en el 2018 el area de café
sembrada fue aproximadamente 742 mil ha y Antioquia es el lider nacional en la produccién

de café en el pais, con 116.439 ha sembradas (Minagricultura, 2019)

El café ha sido un producto agroindustrial crucial en la economia de nuestro pais por méas de
cien afios, entre otras razones, por los empleos directos e indirectos generados, el desarrollo
rural y la dinamica econémica que genera en su entorno (Kalmanovitz, 2019; Pérez, 2013).
En el ultimo informe de indicadores realizado por la Federacion Nacional de Cafeteros (FNC)
y Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) mas de 545 mil familias dependen
de la produccion del café para su sostenimiento (FNC & MADR, 2020). Por otra parte, el
café es un commodity que esta expuesto a los riesgos de la oferta y la demanda mundial. Los
caficultores colombianos tienen determinado el precio de acuerdo con: el comportamiento de
la bolsa, los grandes comercializadores, la oferta de otros paises y el precio del USD (Estrada,
2011). Es posible tener una diferencia comercial si el café es catalogado como especial, es
decir con perfiles sensoriales diferenciados de los convencionales. Estos atributos deben ser
consistentes, verificables y sostenibles, por los cuales los consumidores estén dispuestos a
pagar un mayor precio beneficiando directamente al caficultor (FNC, 2021). Esta

diferenciacion es posible cuando se controla el proceso de produccion, especialmente durante
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la fermentacion. En esta etapa los microorganismos degradan el mucilago y generan
metabolitos secundarios, que producen sabores y aromas que se difunden dentro del grano.
Sin embargo, no se conocen la variedad de microorganismos ni la influencia de la
fermentacion en las caracteristicas sensoriales del café en las fincas de una de las mayores

zonas de produccién en Antioquia: el suroeste.

Se puede hacer un seguimiento del proceso de fermentacién midiendo y llevando registro de
la temperatura ambiente, temperatura de la masa de café, los grados °Brix del fruto, de la
masa de café y el pH a lo largo del proceso. Esto lo podria hacer cada caficultor en la finca

para conocer su proceso Y asi, de ser necesario, reformarlo y estandarizarlo.

El papel de los microorganismos en la fermentacion del café es ayudar a remover el mucilago
y generar metabolitos que repercuten en el sabor y aroma de la bebida. Los microorganismos
provienen de diferentes fuentes, unos se encuentran naturalmente en el fruto y los otros
pueden provenir del ambiente, insectos o de las manos del caficultor (Schwan & Fleet, 2015).
La variedad de microorganismos depende de los tipos de fermentacion, calidad del agua,
factores geograficos y ambientales. Se pueden encontrar hongos filamentosos, levaduras,
coliformes, bacterias acidolacticas y acidoaceticas (BAA) (Freitas Schwan et al., 2012;

Jiyuan Zhang et al., 2019).

Entre los grupos recientemente estudiados dentro de la fermentacion del café estan las
bacterias acidolacticas (BAL), ya que estas participan en la degradacion del mucilago
(Pereira et al., 2016), estas bacterias producen algunos metabolitos secundarios que juegan
un papel importante en las caracteristicas sensoriales del café y tienen accion bioprotectora.

Estas bacterias usan el mucilago como sustrato, fuente de carbono y nitrégeno y, a causa de
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su metabolismo, producen una cantidad considerable de &cido lactico. En consecuencia, se
da un descenso del pH, lo cual facilita la degradacién del mucilago y asi la obtencién del café
pergamino (Pereira et al., 2016). Adicionalmente a la remocion del mucilago, las BAL han
sido asociadas con la produccion de compuestos como aldehidos, ésteres y cetonas, que son
precursores de aromas y sabores deseables, es decir al tostar el café este podra desarrollar
gusto a mantequilla, flores y frutas (Pereira et al., 2016). Estas especies de bacterias producen
un amplio espectro de metabolitos antifingicos, los cuales inhiben el crecimiento de hongos
filamentosos perjudiciales y también tienen la capacidad de adsorber, degradar o desintoxicar
alimentos contaminados con micotoxinas, como ocratoxinas, aflatoxinas y fumonisinas

(Soriano del Castillo, 2007).

Algunos hongos de los géneros Penicillium, Aspergillus y Fusarium producen micotoxinas
gue causan serias y, a veces, intratables enfermedades en humanos. Ademéas de generar
pérdidas econdmicas en el café por desvalorizacion comercial, las micotoxinas, como
metabolitos secundarios producidos mayoritariamente por hongos filamentosos que parasitan
alimentos, las méas estudiadas son las aflatoxinas y la ocratoxina A (OTA), ya que tienen
efectos nefrotdxicos, hepatotoxicos, genotoxicos y cancerigenos (Ostry et al., 2013; Vieira

etal., 2015).

Este trabajo presenta la identificacion de los diferentes grupos microbianos encontrados en
los sistemas de fermentacion del café de la finca ‘‘La Antigua’’; evaluando el efecto de
variables, como son: la proporcién de agua y granos de café dentro del tanque, el tiempo de
proceso para conocer la influencia que tienen en la calidad de café. Ademas se expone

informacion acerca de parametros fisicoquimicos, como los °Brix, el pH y la temperatura de



MICROORGANISMOS EN LA FERMENTACION DEL CAFE 18

todos los experimentos. A partir de los aislados de los grupos microbianos se seleccionaron
y purificaron las bacterias acidolacticas para realizar ensayos de antagonismo, en los que se
evaluo la capacidad inhibitoria de estas con hongos filamentosos de los géneros Penicillium

y Aspergillus.
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1 Objetivos

1.1 Objetivo general

Identificar la relacion de procesos de fermentacion de cafe (C. arabica, variedades
Catimor y Castillo) con grupos microbianos y el perfil sensorial de la bebida para la
busqueda de bacterias &cidolacticas con propiedades tecnoldgicas en la finca “La

Antigua” (municipio de Jardin, Antioquia).
1.2 Objetivos especificos

1. Identificar preliminarmente microorganismos pertenecientes a los diferentes

grupos microbianos presentes en los procesos de fermentacion.

2. Relacionar el efecto de dos factores (proporcién agua /fruto despulpado de café
y tiempo de fermentacion) en el recuento de grupos microbianos presentes en la

fermentacion.

3.Establecer un seguimiento de pardmetros fisicoquimicos durante el proceso de

fermentacion.

4. Evaluar el efecto de la proporcion agua/fruto despulpado de café y tiempo final

de fermentacion, sobre el perfil sensorial final de la bebida

5. Evaluar la actividad antagénica de bacterias acidolacticas aisladas de las
fermentaciones, frente al crecimiento de los hongos pertenecientes a los géneros

Aspergillus y Penicillium.
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2 Justificacion

Colombia tiene el primer lugar en el mundo como productor de café ardbigo suave
lavado, es decir, producido mediante fermentacion humeda, caracterizada por ser una
bebida con acidez y cuerpo medio-alto de taza limpia, aroma pronunciado y completo
(Moldvaer, 2021; Superintendencia de Industriay Comercio, 2005). Sin embargo, hay fallas
en el control de los procesos en la finca, en particular en la fermentacion, lavado y
secado, lo cual ocasiona defectos, contaminaciones y falta de consistencia en la calidad
del producto, pérdidas econémicas para los caficultores y desaprovechamiento de
mercados (International Trade Centre, 2021; Varangis et al., 2003). Darle valor agregado
al café es, entonces, una alternativa para tener la opcion de venta de Cafés especiales y
no estar expuestos a los riesgos de ofrecerlo en el mercado como un commodity (Cecilia
& Duque, 2018; Fernandez, 2017). Varios cientificos colombianos han notado lo dicho
anteriormente y han realizado estudios en los municipios de Narifio (de Oliveira Junqueira
et al., 2019), Antioquia (Pefiuela-Martinez et al., 2018, 2021) y Magdalena (Cruz-O’byrne
etal., 2021; Menco Tapia, 2020).

La fermentacion es un paso importante durante el procesamiento del fruto del café, esta
busca la degradacion del mucilago por microorganismos presentes de forma natural, los
cuales usan, como una base nutritiva para su crecimiento, varios componentes de la pulpa
y el mucilago (Batt et al., 2014; Sterling et al., 2012). Su duracion varia acorde al método
empleado por el caficultor (himeda o seca 0 Honey) y a lo largo del proceso se presentan
cambios fisicoquimicos en los granos, tales como reduccién del contenido de agua y
azUcares simples, producciéon de acidos organicos, alcoholes y otros metabolitos en
general, que seran precursores de aroma y sabor al penetrar el grano, influyendo en las
caracteristicas sensoriales finales de la bebida (Evangelista, Miguel, Silva, Pinheiro, &
Schwan, 2015a; Ferreira, Danielle, & Vilela, 2013).

El suroeste antioquefio es una de las zonas cafeteras de mayor importancia, pero no se
han hecho los estudios pertinentes para desarrollar un conocimiento cientifico de cada
proceso particular de la finca o localidad cafetera. En consecuencia, los caficultores
siguen haciendo la fermentacidn con los métodos tradicionales y realizando préacticas
que van en contra de las recomendaciones técnicas minimas, tales como mezclar cafés
de diferentes dias de recoleccion y la adicion de sustancias como la urea, para acelerar
el proceso. No sé conocen las comunidades microbianas que hacen posible la
fermentacion, en esta zona cafetera, ni como influyen en las caracteristicas sensoriales
finales.

A partir del estudio de los microorganismos viables aislados de las fermentaciones, se
abre la posibilidad de llevar a cabo varias investigaciones de bioprospeccion, a fin
encontrar aquellos que logren efectos deseados. Entre ellas proteger de la contaminacion
con hongos micotoxigénicos (cultivos bioprotectores)(Siedler et al., 2019), realizar un
proceso eficiente de desmucilaginacion de los granos, predecir y controlar las
caracteristicas finales del grano que se va a procesar. Asi como cultivos iniciadores que
ayuden a optimizar los procesos de fermentacidn y obtener bebidas con aromas y sabores
especiales (Massawe & Lifa, 2010; Mozzi, 2015; Ribeiro et al., 2020): como notas



MICROORGANISMOS EN LA FERMENTACION DEL CAFE 21

dulces, citricas y frutales, que agregan valor y calidad al producto. (Puerta & Echeverry,
2015).

Esta investigacion pretende ampliar el conocimiento sobre los microorganismos
presentes en la fermentacion del fruto de café y la elaboracion futura de nuevas
propuestas de investigacion en el campo de los cafés especiales, obtenidos mediante una
fermentacién estandarizada y controlada.
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3 Marco teorico

3.1 Generalidades acerca del café

El género Coffea L. pertenece a la familia Rubiaceae y fue descrito por Carlos Linneo en
1753. Los cafetos son arbustos que miden entre 4-6 m de altura en estado silvestre pero, para
facilitar la recoleccién en las plantaciones, se podan entre 2-4 m de altura. Este crece y se
cultiva en los paises de la zona tropical de la tierra (UEIA, 2014). Sus hojas son perennes y
tienen un color verde brillante en el haz. La flor es de color blanco, y de vida muy corta, ya

que a los tres dias de florecer, dan paso al desarrollo del fruto (Pulgarin, 2007).

Sus frutos se desarrollan durante los seis a siete meses siguientes a la floracion; son bayas,
comunmente llamadas cerezas, que maduran de un color carmesi brillante; dentro se
encuentran las semillas o granos, que estan cubiertos por varias capas: la piel exterior, una
pulpa dulce, el mucilago y la pelicula plateada. Una planta tarda de cinco a ocho afios para
estar en plena produccion, que dura entre 15 y 20 afios. Dentro de las especies existen
variedades que ofrecen diferentes rendimientos, resistencias ante plagas y caracteristicas
sensoriales en particular. Las variedades de café en Colombia incluyen: borbén, originaria
de las Islas Reunion, tipica, una de las primeras en America; caturra, originada en Brasil;
Maragogipe, mutante de la variedad tipica; Colombia, obtenida mediante el mejoramiento

genetico y resistente a la roya (Diaz Arango, Mejia Gutierrez, & Ledn Agaton, 2018).

El grano de café esta constituido por agua, carbohidratos, lipidos, compuestos nitrogenados,
acidos y minerales. Los é&cidos clorogénicos comprenden varios, entre estos
hidroxicinamicos, los cuales son responsables de la acidez inicial del fruto (Haile & Kang,

2019; Puerta & Echeverry, 2015)
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Las partes de la fruta, del exterior al interior son:

e Epicarpio (cuticula, cascara, pulpa): de color rojo-violeta, rojo profundo,
amarillo o naranja en su madurez (dependiendo del genotipo), envuelve todas
las demas partes del fruto.

e Mesocarpio (mucilago, baba): Consistencia gelatinosa, pulposa, fibrosa y
dulce, de color cremoso la cual es rica en carbohidratos (glucosa, fructosa y
pectina), proteinas, lipidos, minerales y considerables cantidades de taninos,
polifenoles y cafeina.

e Endocarpio (pergamino, cascarilla): Cubierta coracea de color crema a marron
que envuelve la semilla, conformando un polisacarido similar al papel
compuesto de a-celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas.

e Espermoderma (pelicula plateada): Envuelve la semilla (integumento
seminal). Estd compuesta predominantemente de polisacaridos como la
celulosa y la hemicelulosa, ademas de monosacaridos, proteinas, polifenoles y
otros compuestos menores. Es rica en fibra dietaria total y compuestos
fenolicos con actividad antioxidante. Cubre los dos hemisferios de la semilla
de forma eliptica, las cuales a su vez contienen el endospermo y el embridn.

e Endospermo: La semilla propiamente.

e Embrion: Localizado en la superficie convexa de la semilla y representado por
un hipocotilo y dos cotiledones (Diaz Arango et al., 2018; Vinicius de Melo

Pereira et al., 2019) ( figura 1).
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Figura 1. Corte longitudinal de la cereza de café y sus partes. Fuente: Arango et al.

(2018).

Las especies con mayor importancia economica son C. arabica (café arabiga) y C.
canephora (robusta) (ICO, 2021). Los cafés ardbiga tienen mejor sabor y menor
contenido de cafeina (de 0.6 a 1.2% del peso del grano), y los robusta estan catalogados
con menor calidad (Veldsquez & Asociacion Nacional del Café (Anacafé), 2019), tiene
un sabor mas fuerte y amargo, es menos perfumado y tiene mayor contenido de cafeina
(de 2.0 a 3.0% del peso del grano) (Phan et al., 2016).

3.1.1 Produccidn de café en Colombia

Las primeras semillas de café llegaron a Colombia de las Indias Occidentales francesas
a finales del siglo XVIII (Cérdenas Gutiérrez, 1993). Con el tiempo el cultivo de cafeto
se extendid a otros departamentos, las plantaciones se establecieron preferencialmente
en tierras de ladera de clima medio que, por su temperatura y régimen de lluvias,

favorece la produccion, cuya calidad es reconocida en el mundo (Gomez et al.,
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1991). Los primeros cultivos comerciales se produjeron en la zona oriental del pais, en
el afio de 1835y, a partir de 1950, se propagé hacia el centro y el occidente de Colombia
a traves de Cundinamarca, Antioquia y Caldas (FNC, 1958, 2020).

El ministerio de agricultura registra hasta el 2019 que los cultivos de café ocupan mas
de 720 mil ha del territorio colombiano (Minagricultura, 2019). Estos ocupan el 42% de
las hectareas sembradas a lo largo de 590 municipios; los departamentos de mayor
produccion cafetera son: Caldas, Quindio y Risaralda (eje cafetero), seguidos por la
region de Antioquia, Huila, Narifio, Santander y Tolima (FNC, 2018b). Actualmente la
caficultura genera 730 mil empleos directos, 25% del empleo agropecuario (FNC, 2017).
Antioquia es el primer gran productor de café en el pais, con 118.000 ha sembradas, de
las cuales viven 79.254 caficultores . Especificamente en el municipio de Jardin hay
2.320 hay 1.462 caficultores (DANE, 2016; FNC, 2018a).

3.1.2 Composicion fisicoquimica del mucilago del café

El Mucilago es una sustancia gelatinosa, translicida y dulce; rica en polisacaridos tipo
pectina. La cantidad de mucilago del fruto depende de la variedad, del estado de madurez
y tamafio. Entre las variedades de los cafés, los ardbigos, contienen mas azulcares que
los robustas (Sakiyama & Ferrdo, 2014). Las cerezas maduras y mas grandes tendran
mayor cantidad de mucilago que las inmaduras y pequefias. El mucilago se compone de:
84.2% de agua, 8.9% de proteina, 4.1% de azucar, 0.9% de sustancias pécticas y 0.7%
de ceniza, ademas tiene minerales como Ca, K y P, y amino acidos (Belitz, Grosch, &

Schieberle, 2009).
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3.1.3 Beneficio del café (Procesos de postcosecha)

La bebida se obtiene gracias al proceso de postcosecha del fruto y posteriores
operaciones de trillado, tostado y molienda del grano. Estos procesos varian segun el
pais, la region, especie y variedad del cafeto pero, en general, siguen el flujo de la figura

2.

Recoleccion

Tipo de

fermentacion

Fermentacién Fermentacion Fermentacién
Seca Honey Humeda

M Scleccion del
fruto
N Despulpado

W fermentacion en
langue con agua

Trillado o Secado en
descascarillado terrazas

Molienda

Figura 2. Proceso de postcosecha del cafe.

Como se ve en la figura anterior, una de las etapas dentro de los procesos de poscosecha

del café es la fermentacion. Esta puede ser de tres tipos: seca (natural), himeda, o semi-
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seca (Honey) y se da de manera espontanea. El objetivo es remover la capa mucilaginosa
del grano, independientemente del tipo de fermentacidn que se realice.
Las fermentaciones son transformaciones bioquimicas realizadas por las enzimas
producidas por levaduras, bacterias u hongos al degradar compuestos organicos,
produciendo energia, gases, acidos organicos, alcohol y compuestos volatiles (Madigan
et al., 2009; Puerta, 2010; Soto, 2019). En la fermentacion del café, el sustrato para los
microorganismos mencionados anteriormente es el mucilago, ya que contiene azucares
fermentables, aminoacidos libres y proteinas. Durante este periodo ocurren cambios
fisico-quimicos dentro del grano, como degradacién de azlcares, disminucion de
humedad y formacion de los precursores de aroma y sabor (Ferreira Silva et al., 2013).
Cabe resaltar que este paso tiene gran importancia, ya que le brinda ciertas propiedades
organolépticas a la bebida.
3.1.3.1 La fermentacion natural o seca

En esta fermentacion la cereza se seca completa, no hay procesos previos de
despulpado (Diaz Arango et al., 2018). Algunas veces se hace una seleccién de los
granos o limpieza para obtener un producto de mejor calidad, asi se evita tener cerezas
en distintas etapas de maduracion, dafiadas o contaminantes fisicos como tierra, piedras,
hojas, ramas, entre otras. Para llevar a cabo este tipo de fermentacién el café cosechado
se extiende en una capa de hasta 10 cm de altura, en terrazas o plataformas de asfalto,
concreto o tierra compactada. Este proceso tiene una duracidn de 15 a 20 dias. En este
periodo el grano obtiene una humedad entre el 11 y 12%. El tiempo que toma el secado
depende de las condiciones climaticas. Durante este proceso el café es removido entre

ocho y diez veces al dia para que logre un secado homogéneo (Brando & Brando, 2015).
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Este tipo de fermentacion se realiza en la variedad robusta en casi todos los paises del
mundo y en la variedad arabica en Brasil, Etiopia y Yemen (Ferreira Silva et al., 2000).
3.1.3.2 La fermentacion humeda
Este proceso da como producto granos pelados, despulpados, sin mucilago y con
caracteristicas fisicoqguimicas mas homogéneas (Schwan & Fleet, 2015). Este proceso, a
diferencia del método seco, tiene pasos previos al tanque de fermentado, los cuales son:
la seleccién de frutos maduros, el pelado y despulpado mecénico (Freitas Schwan et al.,
2012). En este método la textura del grano debe ser asperay el mucilago desprende con
facilidad de los granos, ademas de que el pH debe tener un valor de 4.6. Por lo tanto, la
duracion de la fermentacion varia entre seis y 72 horas (Jackeles & Jackeles, 2005).
Otros factores que determinan el tiempo de este proceso son la temperatura del ambiente
y el espesor del mucilago: a mayor temperatura y espesor, mas rapida sera la
fermentacién. El mucilago es removido mediante hidrélisis enzimatica y el descenso de
pH, causada por microorganismos pectinoliticos y productores de acidos que estan
normalmente presentes en las cerezas (Liu et al., 2015)
3.1.3.3 Fermentacion semi-seca o Honey

Como su nombre lo indica, es una variante del proceso himedo; en el cual se separan
los granos y se despulpan, pero la fermentacion sucede de forma natural; es decir no se
efectlia en tanques con agua. Esta metodologia se desarrollé para evitar el problema en
la cosecha no selectiva, el cual es la mezcla de cerezas maduras e inmaduras, lo cual
genera baja calidad (Schwan & Fleet, 2015) . Para realizar esta separacidn, las cerezas
maduras, secas, dafiadas o inmaduras se ponen en tanques de flotacion y las maduras

seleccionadas siguen en el proceso. Al igual que en la fermentacion himeda se les
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remueve la pulpa (Brando, 2010). En algunos casos, también se remueve todo o parte
del mucilago con ayuda de maquinaria. Segun la cantidad de mucilago que tengan, los
granos seran directamente secados en tanques rotatorios o al sol mediante técnicas
especiales (Brando & Brando, 2015).

Es importante detener la fermentacion en el momento indicado, sin importar el tipo de
proceso. Las practicas que usan los caficultores para establecer el punto que ellos
consideran adecuado para terminar con la fermentacion, pueden ser imprecisas
(mediante los sentidos como la observacidon, sensacion tactil por frotacion de los granos
o fermaestro) y condicionados por otros factores como la cantidad del café, la seleccion
del fruto, las condiciones higienico-sanitarias y ambientales del lugar de fermentacion,
entre otros. La sobrefermentacion produce olores y sabores fétidos y rancios, lo cual
puede dafar la calidad de todo un lote. Por otra parte, si el tiempo no es suficiente o se
produce de manera muy lenta, apareceran acidos, como el butirico y el propidnico, lo
cual tambien afecta la calidad (Jackeles & Jackeles, 2005). La insuficiente fermentacion
puede dejar restos de mucilago en el grano que pueden retenerse después del lavado,
causan una fermentacion secundaria durante el secado y almacenamiento, y producen
aromas y sabores anormales (Feng, 2016).

3.1.3.4 Diversidad y rol de los microorganismos en la fermentacion hiumeda del café.
La poblacion microbiana durante la fermentacion de los granos de café proviene de
distintas fuentes: la cascara, manos del recolector, contenedores/ sacas para transportar
los frutos, remanentes de mucilago seco en los tanques de fermentacion, insectos, entre
otras, y su desarrollo depende de varios factores. entre ellos, la variedad de la planta y

la humedad del grano, la competencia de los sustratos, la capacidad enzimética de las
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especies colonizadoras, su actividad antimicrobiana y factores ambientales (humedad,
temperatura y microbiota del suelo (Huch & Franz, 2014; Silva et al., 2008).

Los microorganismos involucrados son principalmente bacterias acidolacticas, y
acidoaceticas, coliformes, mohos y levaduras (Freitas Schwan et al., 2012; Jiyuan Zhang
et al., 2019). Sin embargo, no se ha elucidado exactamente si el mucilago se degrada
principalmente por la accion pectinolitica de los microorganismos, al descenso del pH o
a la accion conjunta de ambos; debido a los acidos producidos, como son el citrico,
malico, butirico succinico, lactico, acético, oxalico, isobutirico e isovalénico (Bressani
Pereira et al., 2019; Diaz et al., 2018; Rios & Sara, 2011). Al degradar los sustratos del
mucilago los microorganismos generan alrededor de 700 sustancias volatiles y no
volatiles que difunden dentro de los granos. Estos acidos, junto con los aminoacidos,
ésteres y los azUcares remanentes, son importantes por las reacciones en las que estan
involucradas durante el tueste, que desarrollan y son apreciados (Haile & Kang, 2019;
Schwan & Fleet, 2015).

Un tiempo de fermentacion demasiado largo, debido a circunstancias ambientales
inadecuadas, puede favorecer el crecimiento de microorganismos de descomposicién y
hongos productores de micotoxinas (Huch & Franz, 2014; Silva et al., 2008).

Los géneros de microorganismos pectinoliticos mas comdnmente encontrados en la
fermentacion del café son Klebsiella, Erwinia, Aerobacter, Escherichia, Bacillus,
Saccharomyces y Schizosaccharomyces. Y, en especifico, se hallan bacterias
acidolacticas: Leuconostoc, Fructobacillus, Weissela, Lactobacillus, Pediococcus,

Lactococcus, y Enterococcus (Liu et al., 2015)
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3.1.4 Anélisis sensorial del café

Es el proceso de determinar mediante los sentidos las caracteristicas de aroma y sabor
de una muestra. Es la fase final de una evaluacion de calidad de un lote y consta de
valorar todos procesos subsecuentes después de la fermentacion y el secado. Se inicia
con el café verde y finaliza con la catacion.

3.1.4.1 Graduacion y clasificaciéon del café

Es el primer paso en la valoracion, en el cual el café verde es graduado y clasificado,
para tratar el grano segun los criterios que seran ahondados mas adelante y, ademas,
hacer control de la calidad. La clasificacion también permite a los caficultores vender a
los diferentes mercados, ya sea como especial o como comercial. No existe una
metodologia en comin y estandarizada mundialmente para graduar y clasificar: cada
pais, productor y cooperativa tienen su propio sistema y normas para la venta y

exportacion; los cuales se basan en uno o varios de los siguientes criterios (FAO, 2020):

e Altitud

e Regibn

e Variedad botanica (especie)

e Tipo de fermentacion

e Tamarfio del grano (calibre de la zaranda)
e Formay color del grano

e NUmero de defectos

e Densidad del grano

e Calidad de la taza
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3.1.4.2 Altitud y/o region

La altura incide en varios aspectos: el tamafio, la forma, la densidad y el sabor. Los cafés
arabigos crecen generalmente a alturas mayores (800- 2100 m.s.n.m) y se desarrollan a
menores temperaturas que los robustas (500-1200 m.s.n.m).

Los cafés que crecen a mayor altura tienen un crecimiento mas lento, son mas densos y
tienen la fisura mas cerrada. Producen una bebida con mayor acidez y mas aromatica en

comparacion con los que se cultivan en un ambiente con menor altitud (figura 3).

Especiado

1200 - 1500m | Frutal

900 - 1000m o @ 2 Bayas
o

600 - 800m

Figura 3. Sabor del café respecto a la altitud. Modificado de Instituto del Cafée

Sostenible. Fuente: SCI (2020).
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3.1.4.3 Variedad boténica (especie)

La clasificacion por especie y variedad es la primera requerida e indica qué se puede
esperar de un café, es decir, el cuerpo y las notas que van a tener en el aroma y sabor.
En cada pais existen diversas variedades, algunas de arabiga registradas en World Coffee
Research (Arrieta et al., 2018). Estas variedades se clasifican taxonémicamente por sus
caracteristicas botanicas ejemplo: tipica, borbon, mundo novo, caturra en el caso de
arabigas; indenie, kouillou y niaouli en el caso del robusta (SCA, 2021; Velasquez &
Asociacion Nacional del Café (Anacafé), 2019)

3.1.5 Evaluacién del café verde. Se clasifica segln su apariencia, color, olor, tamafio y
su densidad con el fin de obtener un producto final lo méas uniforme posible.

3.1.5.1 Apariencia. Se evalta a simple vista la uniformidad del color, el tamafio y
forma de los granos; en general la presencia o no de defectos. Los defectos se clasifican
segun la Specialty Coffee Association (SCA, 2019) en seis principales y 10 secundarios,
cada uno con una puntuacion diferente.

Para aceptar un café verde como especial debe tener cero defectos de la categoria 1y
maximo cinco de la categoria 2 en una muestra de 350 g de producto verde. Los defectos
principales son: granos negros, agrios, cereza seca, dafio por hongos, materia extrafia y
dafio severo por insectos. Los secundarios se dividen en: grano negro parcial y agrio
parcial.

3.1.5.2 Color. Se puede evaluar si los procesos previos (fermentacion, secado y
almacenamiento) se hicieron correctamente. Como su nombre lo indica, se observa el
color y tonalidad del grano, el cual debe estar preferiblemente en el rango de verde

azulados (Ruiz et al., 2015).
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3.1.5.3 Olor. Se refiere a la sensacion olfativa que tienen los granos verdes. Existen
dos categorias (Ruiz et al., 2015):

Limpio: olor fresco, se deben percibir notas de verduras frescas y hierba recién
cortada.

Extrafio: olor alcoholico, a moho, a humo, a ceniza, entre otros.

3.1.5.4 Humedad. El nivel ideal en el café verde lavado debe estar entre 10y 12% y
en el natural 10 al 13%. Esta medicion debe ser exacta, ya que el contenido de humedad
de los granos es determinante para mantener la calidad del producto. Por encima de estos
porcentajes permite el crecimiento de hongos y, posiblemente, la generacion de olores
fétidos (stinkers) y, en un porcentaje mas bajo (<8%) da pérdidas a los caficultores, ya
que el agua esta directamente asociada al peso y, ademads, pierde muchas de las
caracteristicas deseables en cuanto a sabor y aroma (International Trade Centre, 2020).

3.1.5.5 Densidad. Medir la densidad es una valiosa informacion para el siguiente
paso: la tostion. Determina la temperatura de carga y el tiempo de residencia en la
tostadora (Wang & Lim, 2014; Wilson, 2021).

3.1.5.6 Tamarfo del grano. Se mide haciendo uso de una serie de laminas con
orificios graduados, denominadas cribas o zarandas. La medida se determina segun
pasen o retengan (Ruiz et al., 2015).

3.1.5.7 Estandar para el café verde comercial

Existen cinco grados determinados por el tamafio del grano (Mutua & FAO, 2000a):

0: granos retenidos por la zaranda No. 18, orificios de 7mm.

I: granos que pasan por la zaranda No. 18 pero son retenidos por la zaranda No.16,

orificios de 6,3 mm.
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I1: granos que pasan por la zaranda No. 16 pero son retenidos por la zaranda No.14,
orificios de 5,5 mm.

I11: granos que pasan por la zaranda No. 14 pero son retenidos por la zaranda No.12,
orificios de 4,7 mm.

VI: granos que pasan por la zaranda No. 12 pero son retenidos por la zaranda No.10,
orificios de 4 mm.
3.1.5.8 Factor de Rendimiento (FR)
Es una medida del rendimiento real del café, es decir la cantidad de pergamino seco
(CPS) necesario para obtener 70 kg de excelso; se determina al momento de realizar el
analisis fisico del producto que se va a vender. El valor maximo permitido de
rendimiento en trilla debe ser 94 kg, con un méximo de 100 kg CPS (Federacion Nacional
de Cafeteros, 2021a). Dadas las condiciones de calidad del café en el pais, el promedio
del FR es 92.8, es decir que se necesitan 92.8 kg de café pergamino seco para obtener
70 kilos de excelso (Federacion Nacional de Cafeteros, 2021).
3.1.6 Tostién de muestras. Es un tratamiento de calor seco aplicado al café verde, para
transformar los diferentes componentes encapsulados en la semilla (proteinas, azlcares,
acidos organicos) en los aromas y sabores que tanto agradan en la bebida: frutales,
nueces, bayas, chocolate, entre otros. A lo largo de la tostion sufre cambios
fisicoquimicos. Se disminuye su contenido de humedad y, por lo tanto, su masa, aumenta
su volumen y porosidad y se da un drastico cambio de color (Wang & Lim, 2014).

Antes de iniciar la tostidn es importante tener la mayor informacién posible del café

verde; el peso de la carga a tostar, la variedad, el tamafio del grano y su densidad, el
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porcentaje de humedad, el tipo de tueste deseado o el mejor, segin el proceso de
fermentacién y la procedencia. Todo esto afecta el perfil que tendra .
El proceso de tueste puede durar entre ocho y 30 minutos y se puede separar en tres
fases: la pérdida de humedad, la tostién y el enfriamiento. En la primera se carga el café,
que baja la temperatura de la tostadora y absorbe calor, y convierte el agua en vapor
libre. El color del grano pasa de verde a marrén (Giner, 2001).. La temperatura de la
carga de la tostadora debe estar entre los 190 y 220°C, que depende directamente de la
humedad y la densidad (Giner, 2009).
La disponibilidad de agua en el grano es importante para que se den las reacciones
quimicas (Maillard, degradacion de Strecker, pirdlisis y caramelizacion), que dan paso
a los sabores. Algunas reacciones se dan a menor velocidad, cuando la humedad llega a
un valor critico.
Durante los Gltimos minutos del tueste todos los aromas y sabores del café se terminan
de desarrollar y se da el primer “‘crack’’ entre los 170 a 190°C (Rodriguez, 2010).
3.1.6.1 Evaluacion del café tostado. Los pardmetros a evaluar son el olor y el color. El
olor de los granos debe ser fresco, fragante y con las notas propias del origen o del nivel
de tostado, sin olores extrafios. El color se evalGa mediante las tablas Agtron, segun la
tonalidad de marrén que se haya generado en el tueste. A cada tonalidad le corresponde
un numero dado por un colorimetro. Los términos o nidmeros mas usados por la SCA,
para evaluar el café tostado generalmente son ligero o medio (Ruiz et al., 2015).
Tueste ligero: grano opaco y de color marrén claro (Agtron > 70) sin aceite en la
superficie. Este sugiere sabores frescos, herbales, florales y citricos. Posee menor cuerpo

y mayor porcentaje de cafeina (Davids, 2020).
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Tueste medio: grano opaco, de color marron medio (Agtron entre 51 - 60)
generalmente con superficie seca. Afloran aromas y sabores mas dulces, con ligeros
toques amargos. Es un café equilibrado, con acidez y cuerpo medio. El contenido de
cafeina es moderado (Davids, 2020).

Quaker: granos inmaduros, café no desarrollado, que no tuesta bien, presenta una
coloracion amarillenta en el tostado. Si no se remueven, daran una taza sin cuerpo y con
sabor astringente, terroso, con notas a hierba y cereal (SCA, 2019).

3.1.7 Evaluacion de la bebida de café. La catacidn es un proceso estandarizado. Para
evaluar el aroma, sabor y textura de una muestra, los catadores experimentados usan sus
sentidos (Lingle & Menon, 2017).

3.1.7.1 Aroma. Es la fraccion volatil del café tostado, esta consiste en méas de 1000
compuestos (Toci & Boldrin, 2018).

El aroma se evalua en las siguientes fases (Ruiz et al., 2015):

En seco: Es la fragancia de los granos acabados de salir del molino.

En humedo: Se refiere a los vapores que suelta el café tostado y molido al contacto
con el agua caliente.

Aroma retronasal: Son los vapores sueltos dentro de la boca al momento de
saborear.

Gusto residual: Son los vapores y residuos que permanecen en el paladar después
de haber saboreado.

3.1.7.2 Sabor. Describe las sensaciones generales y combinadas de las caracteristicas
aromaticas y gustativas. Los componentes quimicos no volatiles son los que generan

principalmente las sensaciones basicas de sabor: amargura, acidez, dulzor y retrogusto.
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Entre estos compuestos se encuentran: la cafeina -que contribuye con la firmeza, cuerpo
y amargura-, trigonelina, proteinas y péptidos, polisacaridos, diversos acidos, lipidos y
minerales (Buffo & Cardelli-Freire, 2004). Todas las globales en el sabor se pueden
separar en cuatro categorias: amargura, acidez, dulzor y retrogusto.

3.1.7.3 Amargura. Es uno de los cinco sabores basicos - acido (acido tartarico), dulce
(sacarosa), salado (cloruro de sodio), amargo (quinina) y umami (glutamato
monosodico) - detectado en la parte posterior de la boca. La amargura es deseable en un
café en cierto grado (Gallego-Nicasio, 2018).

3.1.7.4 Acidez. Es una sensacion deseable en el sabor del café, que se percibe como
una agudeza agradable en los laterales de la lengua. Estd determinada por las
concentraciones de acidos organicos (Baque, 2019; Osorio Pérez et al., 2021).

3.1.7.5 Dulzor. Es un descriptor basico del sabor, pero no es de sensacion fuerte y no
presenta defectos. Esta cualidad a menudo se percibe como un sabor agradable,
generalmente asociado con sabores frutales y se detecta principalmente en la punta de la
lengua. Esta sensacion esté directamente relacionada con el punto de maduracién en que
fue recolectado, ya que esto implica la cantidad de carbohidratos que tendra el grano y
el nivel de caramelizacion que se lograréa durante el proceso de tueste (Ruiz et al., 2015).

3.1.7.6 Retrogusto. Es un sabor que permanece en la boca después de la ingestion de
un sorbo de café preparado. Los regustos van desde chocolate a picante, posiblemente
con notas de caramelo, afrutado, ahumado, tostado y otros sabores. Los vapores que
crean el retrogusto son liberados a partir del residuo que permanece en la boca después

de tragar la bebida (SCA, 2015).
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3.1.7.7 Textura. Conocido como sensacion bucal o sensacion tactil y hace referencia
a la viscosidad y contenido de grasa (conocido colectivamente como cuerpo). La
sensacion recubre la lengua, se asienta y se puede determinar si es graso, granulado,
liquido, o si posee alguna otra caracteristica (FNC & Alcanno, 2019) El cuerpo se
clasifica en delgado, ligero, cremoso y grueso dependiendo del contenido de grasa y
fibra de gano en la taza (SCA, 2015). En general una buena taza de café se caracteriza
por una acidez y amargura balanceada.

3.1.7.8 Cata. EI método mundialmente aceptado y usado es el de la SCA (SCA, 2003),
el cual tiene pasos detallados y estandarizados para la preparacion de la muestra y
correcta realizacion. Se evallan 11 caracteristicas importantes: fragancia, aroma,
uniformidad, ausencia de defectos (taza limpia), dulzura, sabor, acidez, cuerpo,
retrogusto, balance y evaluacion global (SCA, 2003). La importancia de un buen perfil
sensorial a través de la prueba de taza radica en los sobreprecios, con los cuales los lotes
de café pueden llegar a ser vendidos en el mercado, segun las caracteristicas sensoriales
que prefiera el cliente; asi mismo estara en disposicion de ofrecer un muy buen precio
por carga. En Colombia el analisis sensorial esta normalizado por laNTC 4883y laNTC
3566, equivalentes a I1SO 6668:1991. Algunas de las cualidades organolépticas o
sensoriales que se evalUan en la bebida de café son: aroma/fragancia, acidez, sabor,
cuerpo, impresion global (NTC3566, 2002).
3.1.8 Hongos micotoxigenicos en el café (contaminacion). Las micotoxinas son
metabolitos secundarios toxicos para humanos, animales y plantas, tienen bajo peso
molecular y son producidos por cepas toxigénicas de algunos géneros de hongos

filamentosos (Duarte-Vogel & Villamil-Jiménez, 2006). Se han identificado méas de 200
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micotoxinas, pero las mas frecuentes en alimentos para humanos son: aflatoxinas,
ocratoxinas y fumonisinas, producidas principalmente por Aspergillus, Fusarium y
Penicillium. Las micotoxinas pueden causar efectos nocivos en la mayoria de sistemas
en el organismo humano, incluyendo mutagénesis, carcinogénesis e inmunosupresion
(Alvarenga et al., 2013)

Entre las micotoxinas conocidas, la que mas se registra por contaminar el café es la
ocratoxina A (OTA), seguida de las aflatoxinas, producidas por otras especies de
Aspergillus, incluyendo A. flavus (Nakajima et al., 2008). La OTA recibe su nombre por
ser inicialmente encontrada y aislada a partir de cultivos de A. ochraceus, aunque
diversas especies de Aspergillus y Penicillium también la producen (OMS, 2018). La
frecuencia de A. flavus esta entre 4-80% en granos verdes (Soliman, 2002), y la de A.
ochraceus esta entre 65-100% (Mutua & FAO, 2000b).

Quimicamente la OTA es un pentacétido termolabil (figura 4), que se absorbe facilmente
en el tracto gastrointestinal, y presenta alta toxicidad, ya que se elimina lentamente,
reside por largo tiempo en el sistema circulatorio debido a su alta afinidad con las
proteinas plasmaticas, puede inhibir la sintesis de proteinas y la respiracion
mitocondrial. La OTA se acumula principalmente en el rifion, seguido de otros 6rganos,
como el higado, el pancreas e intestino, por lo cual tiene efectos nefrotoxicos,
hepatotoxicos, carcinogenicos, teratogénicos e inmonosupresores (Bui-Klimke & Wu,
2015). Los niveles méaximos aceptados en el café por la Comision Europea y la
legislacién colombiana son los mismos: 5y 10 ug/kg, y dependen de la presentacion
(Comision de las Comunidades Europeas, 2010; Ministerio de Salud y Proteccion Social,

2013).
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Figura 4. Estructura quimica de la ocratoxina A. Fuente: Gupta, Srivastava, & Lall

(2018).

Las aflatoxinas son un gran grupo de compuestos producidos por cepas toxigénicas de
A. flavus y A. parasiticus. Representan un riesgo para la salud cuando contaminan
alimentos, debido a que son carcindgenas y hepatotdxicas, con un mecanismo de accion
genotoxico. La aflatoxina B1 es la mas cominmente encontrada en el café, tiene un anillo
de cinco miembros (figura 5) (Soriano del Castillo, 2007).

Los limites obligatorios para el contenido de aflatoxinas en los alimentos vulnerables se
han fijado segun la legislacion de cada pais. para la Comision Europea es 2-12 pg/kg
(REGLAMENTO (CE) No 1881, 2010) y para Colombia 4-15 pg/kg, segun sea el

alimento (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013).
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Figura 5. Estructura quimica de la aflatoxina B1. Fuente: Campos-Pereira, Prado Veiga-

Menoncello, & Marin-Morales (2014).

3.1.8.1 Contaminacion durante el proceso de fermentacion del café. Como
cualquier otro cultivo estd sujeto a la posible contaminacion por microorganismos
durante las diferentes fases de procesamiento: cosecha, beneficio, transporte vy
almacenamiento. La accién perjudicial para la calidad y seguridad del producto final por
parte de los microorganismos depende de las condiciones ambientales, asi como de la
gestion del cultivo y del producto.

Dos de las principales micotoxinas en alimentos son las ocratoxinas y aflatoxinas,
producidas principalmente por hongos microscopicos filamentosos del género
Aspergillus. Estan presentes en todas las etapas de produccion, desde la recoleccidn
hasta el tostado, aunque las etapas posteriores a la cosecha, como el secado y

almacenamiento del café verde, son las mas propicias para la produccion de estas
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sustancias (Barcelo & Barcelo, 2018; Bokhari & Aly, 2009). Dado su caracter inevitable
e imprevisible, la contaminacion por micotoxinas plantea un problema especial para la
inocuidad de los alimentos, dado que pueden causar efectos agudos o cronicos sobre la
salud del hombre y los animales; afectan distintos 6rganos y sistemas (Soriano del
Castillo, 2007). La tabla 1 reproduce algunos estudios realizados en diferentes paises,

que analizan la presencia de hongos o de micotoxinas en café verde o tostado.
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Tabla 1. Tipos de café (tostado o verde) con sus respectivos hongos y micotoxinas

(cantidades) hallados en su procesamiento en algunos paises (o regiones), con las

referencias correspondientes.

Tipo de Hongo o cantidad de
café micotoxinas

Pais o region

Referencia

Cantidades (en pg/kg) de OTA:
Tostado 1.56-32.40; de aflatoxinas: 0.25-
13.12

Espafia

Garcia-Moraleja et
al. (2015)

Aspergillus (79%), Fusarium (8%),
Penicillium (5%), cantidad de
OTA: 1.53 png/kg

Etiopia

Geremew et al.
(2016)

Aspergillus (68%)

Angola, Brasil, Colombia, Costa Rica,
Guatemala Honduras, India Nicaragua,
Timor, Uganda, Vietnam

Viegas et al. (2017)

Verde

. Brasil, Colombia, .
Cantidades (en. pg/kg) de OTA: Costa de Marfil, China, Etiopia, Bessaire et al.

12.2; de aflatoxinas: 0.25 . ‘- (2019)

Guatemala, Indonesia, México

Cantidad de OTA (en ppm): 0.0146 Japon Rosavani & Harada

a0.4319 (2019)
Aspe_rgillus y Penicillium (94%); Polonia Twaruzek et al.

cantidad de OTA (en ng/g): 0.4 (2020)
Cantidad de OTA (pg/kg): de 0.31 Chile Gonzalez et al.

al (2020)
Aflatoxinas (en ug/kg): G1: 0.17, Doha Al-Ghouti et al.

Verde y (B)_er(?M sz:)O.lzf,,BZ: (21.09 — (2020)
en . café verde (1.114- . -
tostado 18.667); p(F:)afé tostado E1.646- Yemen Humaid, -Alghalibi

31.077)

& Khalgi (2019)




MICROORGANISMOS EN LA FERMENTACION DEL CAFE 45

3.1.8.2 Saneamiento. El café es un alimento de gran importancia para los humanos,
tanto por sus beneficios como por su sabor. A pesar de los avances tecnolégicos y los
procesos, como el tueste, no aseguran la completa destruccién de los hongos o las
micotoxinas y es necesario un apropiado control en la higiene durante la produccion para
asegurar un producto inocuo para los consumidores, y reducir la ingesta de esta toxina
(Soriano del Castillo, 2007). Desde hace unos afios se ha ampliado el uso de
microorganismos 0 sus compuestos antimicrobianos en los alimentos para la
preservacion como bioconservantes, debido a la creciente demanda de los consumidores
para adaptar enfoques de conservacion de alimentos mas naturales, en lugar de depender
de productos quimicos. Asi, el uso de agentes bioldgicos como conservantes en el campo,
procesamiento y en operaciones de poscosecha ha captado la atencion de la comunidad
cientifica porque ofrecen la mejor alternativa a los conservantes quimicos (Remize et
al., 2021). Las bacterias acidolacticas (BAL) son las candidatas mas prometedoras para
su uso en alimentos como antagonistas de los hongos, ya que se han utilizado
ampliamente en las fermentaciones de alimentos tradicionales desde la antigliedad y han
adquirido el estado de GRAS (generalmente considerados seguros)(FDA, 2018;
Schnirer & Magnusson, 2005). Las BAL son un grupo de bacterias que puede convertir
> 50% de los carbohidratos usados como sustrato para su metabolismo en acido lactico.
Se las identifica por ser cocobacilos o bacilos Gram positivos, aerotolerantes, no motiles
y no formadores de esporas (Holzapfel & Wood, 2014). Es posible que las BAL
provengan inicialmente de la superficie de los frutos del café. Sin embargo, el suelo, el
agua, el equipo de café utilizado en el procesamiento son fuentes potenciales de BAL

(Schwan & Fleet, 2015). Este tipo de bacterias tiene la facultad de proliferar rapidamente
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en la fermentacion de café, ya que se adaptan facilmente al medio ambiente, a la
variacion del pH, la disponibilidad de azlcares y la competencia con otros
microorganismos. El efecto protector principal que logran las BAL es debido a la
produccion de acido lactico, el cual disminuye el pH e inhibe otros microorganismos
(Dimitrov Todorov et al., 2017). Ademas del acido lactico, las BAL producen otras
sustancias antimicrobianas, como &cido acético, peréxido de hidrégeno, diacetilo,
reuterina y bacteriocinas, que pueden desemperfiar un papel importante en su capacidad
de conservacion en los alimentos (Reis et al., 2012). El rol de las BAL no se limita a
inhibir el crecimiento de hongos, sino que algunas cepas también interactian con
micotoxinas, lo que resulta en su inactivacion o su eliminacion a través de la unién a la
pared celular (Ahlberg et al., 2015).Varios autores han estudiado la capacidad
antifangica y antimicotoxigénica de las bacterias acidolacticas tanto en la fermentacion
del cacao como en la del café. Algunos de estos estudios se resumen en la tabla 2, donde
se observan buenos porcentajes de inhibicion del crecimiento del hongo o

desintoxicacion de los granos y degradacion de las micotoxinas.
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Tabla 2. Pruebas de antagonismo entre bacterias &cidolacticas (BAL) y hongos obtenidos de

matrices de café y cacao y porcentajes de inhibicidn con sus respectivas referencias.

Matriz BAL Hongos % de inhibicion o desintoxicacion  Referencia
. Aspergillus S Djossou et al.
Lactobacillus plantarum cafbogarius Alto, inhibicion (210 11)
de Melo
L. brevis A. westerdijkiae Inhibicién > 50% Pereira et al.
(2016)
, Inhibicidn del 76-95% .
Café Bacillus spp A. westerdijkiae Reduccién de produccién de OTA (Ezlgll()?f)t et al.
62-96%
Inhibicion por: Bifidobacterium
Bifidobacterium 'y L. 8.24%; por Lactobacillus 23.70%; Radu et al.
. . A. flavus . .
acidophilus por mezcla de microorganismos (2018)
59.39%
L.fermentum y L. Aspergillus o Ruggirello et
plantarum Penicillium Inhibicion de 88.5% al. (2019)
Cacao  Pediococcus spp, L. A. carbonarius, A.

plantarum, L. brevis y L.
sanfranciscensis

niger y
ochraceus

Inhibicion de 15-66.7%

Essia Ngang et
al. (2015)
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4 Materiales y Métodos

4.1 Zona de estudio

La ubicacion de la investigacion corresponde a la finca ‘‘La Antigua’’, vereda La Salada,
sector Cristo Rey, municipio de Jardin, departamento de Antioquia (5°35°54°°N,
75°49°11”> O) a 1850 - 1900 m.s.n.m. Los meses de cosecha van de septiembre a
diciembre. La temperatura del ambiente varia entre 12 y 25°C. La superficie sembrada
es 3.2 ha, el nimero de arboles de café 17000, con edades entre dos y cuatro afios y una
cosecha promedio de 2875 kg/ ha.

4.2 Caracterizacion del grano fresco

Se tomaron cerezas de café (mezcla indefinida C. arabica var. Catimor y Castillo) y se
hizo una seleccion acorde al tamafio, la apariencia visual, sanidad (integridad del grano
por estereoscopio y el estado éptimo de madurez mediante el color. Para este ultimo se
emplearon la tabla pantone (cédigos de color: #fc4f59, #ef2b2d, #d62828, #af2626,
#ef2b2d, #cc2d30, #a03033, #cell26, #afle2d) y también se compar6 con la escala de
maduracion para frutos de café variedad Colombia realizada por Martinez Castro (2016).
Se determind los °Brix, que representan el porcentaje de solidos solubles (azucares) (Gil
Herndndez & Sanchez de Medina Contreras, 2010), mediante  refractometro
(Ultechnovo). Se establecié el porcentaje de frutos maduros en estado 6ptimo mediante
pesaje. A las cerezas despulpadas se les realizaron los analisis microbiol6gicos que se

describen mas adelante.
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4.3 Disefio y condiciones experimentales
4.3.1 Sistemas de fermentacion de café en minilotes

Se seleccionaron dos factores influyentes en las practicas de fermentacion tradicional
de pequefios caficultores del suroeste antioquefio a saber:

1. La proporcion del agua/ fruto despulpado de café.

2. Los tiempos finales de fermentacién.

Por tanto, se aplic6 un disefio factorial 3°2: dos factores de tres niveles cada uno, de
la siguiente manera:

Factor 1. proporcion agua/fruto despulpado de café

Nivel 1 (I). Himedo inmersién: adicion de agua, proporcién agua/frutos despulpados
de café-p/p - 10:25.

Nivel 2 (1. Hamedo inmersién: Adicion de agua proporcién agua/frutos despulpados
de café-p/p - 20:25.

Nivel 3 (I11). Semi-seco (Honey): Con la humedad del despulpado, sin adicion de agua
0:25-p/p

Factor 2. Tiempo final de fermentacién del café.

Nivel 1(A). 24 horas.

Nivel 2(B). 48 horas.

Nivel 3(C). 72 horas.
Se hizo la fermentacion en sistema de minilotes para aplicar un disefio de experimentos,
asi: 18 Kg de fruto despulpado se depositaron equitativamente en recipientes plasticos

de geometria definida rectangular (32 cm x 26 cm x 13 c¢cm) para todos los minilotes
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(figura 6), los cuales se dejaron durante el proceso de fermentacion espontanea, en las
mismas instalaciones donde se efectla el beneficio por parte del caficultor .
Tanto el personal destinado para la recoleccion y beneficio, los utensilios empleados, el
agua adicionada para la fermentacion, fueron todas condiciones iguales a las que el
caficultor emplea de forma habitual en su finca. Cada sistema de fermentacion en
minilote cont6é con su pH-metro de medicién continua y termémetro (Equipo fabricado
por la UdeA).

Cada tipo de fermentacion acorde a su proporcién agua/proporcion frutos despulpados
y tiempos finales de fermentacion se realizé por duplicado biolégico (dos momentos
diferentes en el proceso de experimentacién). Al finalizar la fermentacion de los
experimentos con proporcion de agua/fruto despulpado de café de nivel 1, estos no se

lavaron.
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. . Toma de 100 g para
Café sin despulp analisis visual del fruto

Identificadores:
Tiempo: A: 24 h,B: 48 h, C: 72 h. l
Proporcion agua/café: I: 0:25; 11: 10:25; 111: 20:25.

l

Experimento A
Masa de café:

Masa de agu

Masa de café: 1950 g
Masa de agua 780 g

Masa de café: 1950 g
Masa de agua 1560 g

Experimento B

Masa de café: 1950 g
Masa de agua 0 g

Masa de café: 1950 g
Masa de agua 780 g

Masa de café: 1950 g
Masa de agua 1560 g

Experimento C
Masa de café: 1950 g

Masa de agua 0 g

Masa de café: 1950 g
Masa de agua 780 g

Masa de café: 1950 g
Masa de agua 1560 g

Toma de muestras para analisis microbiolégico 100 g c/u:

-Tl:‘ 12h - T1:36h - T1:60h
-T2:24h - T2:48h - T2:72h
Toma de muestras para medicion de °Brix:

_-I—29:z()hh - To:Oh - To:0h
1224 - T2:48h - T272h

Figura 6. Diagrama de flujo del disefio experimental.

4.3.2 Variable de temperatura durante la fermentacion. Se hizo seguimiento de la

temperatura durante la fermentacion espontanea , asi:

A. Medicidn de la temperatura dentro del sistema minilote de fermentacién con termocuplas

digitales en grados Celsius (°C).

B. Medicion de temperatura ambiental cada 2h con termdmetro (Schneider) en grados Celsius

Q).
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4.3.3 Andlisis fisicoquimico durante la fermentacion. Durante el proceso se midieron

parametros fisicoquimicos, asi:

A. pH de la pulpa del café fermentado en tiempo real, con pH metro Instrumental UdeA. Esto

se realizo en 3 minilotes de cada una de las proporciones agua/café I, 11 y I11.

B. °Brix de la pulpa de café fermentado al inicio y final de cada fermentacion con

refractometro (Ultechnovo).

4.3.4 Toma de muestras para analisis microbiol6gico durante la fermentacion.

Se tomaron 100 g de muestra (mixta) representativas de los sistemas minilotes de
fermentacidn en tres tiempos durante la fermentacion asi: TO (inicio), T1 (intermedio) y
T2 (final), bajo condiciones asépticas en bolsas plasticas resellables de polietileno de
baja densidad (PEBD). Una vez tomadas las muestras, se procedio a su transporte en
refrigeracion (4+2°C) al laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Departamento
de Alimentos de la Universidad de Antioquia y su posterior analisis en un tiempo no
superior a 12 horas. Cada muestra se sembré con una réplica técnica del anélisis
microbioldgico.

4.3.4.1 Analisis microbioldgico de las muestras de café fermentado. A partir de las
muestras tomadas de los sistemas minilotes de fermentacion, se pesaron 10g de muestra
para realizar los recuentos de los grupos microbianos (ufc/g) de la siguiente manera: se
aforaron 90mL de agua peptonada, homogenizando por 30 s en stomacher (Seward 400),
se hicieron seis diluciones seriadas, homogeneizadas en vortex durante 5 s. Las siembras

se realizaron en superficie en los siguientes medios, tiempos y temperaturas (Tabla 3).
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Tabla 3. Grupos microbianos recuperables en el procesamiento del café, medios de cultivo (PC:
Plate Count agar; MRS: Man, Rogosa y Sharpe; OGYE: Oxytetracycline Glucose Yeast Agar),
temperatura y tiempo de incubacidn o anaerobiosis, aplicadas en los experimentos del presente
trabajo.

GruDbo Incubacion
upo. Medio de cultivo ~ Temperatura Tiempo Anaerobiosis
microbiano
(°C) (horas)
Mesofilos PC 30 24 No
. MRS + 0.2%
BAL (bacilos) S+02%(p/v)
fluconazol 32 Microaerofilia
+ 0.29
BAL (cocos) M17+ 0.2% (p / V) 72
fluconazol
BAA WL 30
+
Mohos y levaduras OGYE. . 25 120
gentamicina No
lif I
Coliformes totales Chromocult 37 24

y fecales

4.3.4.2 Caracterizacién macroscopica y purificacion de cepas promisorias aisladas
del cafe fermentado.

El aislamiento y purificacion de microorganismos dominantes y de interés se llevd a
cabo de la siguiente manera: de los medios de cultivo MRS, M17, WL y OGYE se
tomaron las colonias bien diferenciadas. El tamafio, forma, color, altura y borde fueron
descritos y se realizd la observacion macroscopica mediante estereoscopio Optico.
También se procedid a hacer una tincion de Gram para bacterias y tincién con azul de
metileno para hongos y levaduras. La réplica de los aislados purificados se hizo en los
mismos medios y condiciones de incubacion del aislamiento para ser preservados
posteriormente. Se realizo la prueba de catalasa, a las BAL; segun los protocolos para la

identificacion preliminar de aislados bacterianos (Bou et al., 2011).
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4.3.4.3 Conformacion de cepario de bacterias acidolacticas promisorios de la
fermentacion del café.

Una vez realizadas la caracterizacion macroscopica, la purificacion de cepas y las
pruebas bioguimicas preliminares, se procedié a su preservacion de la siguiente manera:
los criterios microbiologicos de seleccion para los aislados de BAL fueron: bacterias
Gram positivas, no esporuladas, catalasa negativa y diferencia notoria en la morfologia
de la colonia. Adicionalmente como criterio de potencial tecnoldgico se tomd en cuenta
el puntaje en taza, ya que a futuro se pueden usar como cultivo starter para mejorar las
caracteristicas sensoriales de la bebida de café. Las BAL que cumplieron las
caracteristicas se tomaron de la caja de petri que tuviera un aislado purificado, a
continuacion, se rastrillo con un asa para ser reinoculada en 1mL del caldo
correspondiente y condiciones idénticas a las de cultivo (ver ‘Analisis microbioldgico
de las muestras’) y se incub6 durante toda la noche (overnight). De este cultivo se tomo
un indculo correspondiente al 2% de 50mL de un nuevo caldo de cultivo. Este cultivo
overnight se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente; el
sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendié en el mismo volumen de agua
peptonada estéril. Nuevamente se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos, se descarté el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en el medio de cultivo correspondiente con
adicion de glicerol al 30% (v/v). Se dispensaron en tubos Eppendorf® de 2 ml y se
conservaron a una temperatura de -80°C.

Las muestras fueron identificadas con un codigo compuesto de las letras ““U”’
correspondiente a la Universidad de Antioquia, la letra *“C’’, correspondiente de palabra

café, un numero ardbigo correspondiente al caficultor y otro ndmero arabigo
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correspondiente al aislado, como en el siguiente ejemplo: UC1-01. El ultimo nimero
arabigo puede ir acompafiado de una letra para distinguir el medio de cultivo de donde
se obtuvo.

4.3.4.4 Pruebas de antagonismo BAL y hongos productores de micotoxinas.

Se realizaron dos pruebas de antagonismo con 10 cepas de BAL reactivadas,
confrontandolas con especies puras de Penicillium y A. flavus provenientes del Instituto
de Biologia de la universidad de Antioquia. Para el primer ensayo se rastrillé con un asa
el hongo filamentoso (A. flavus o Penicillium sp) y se hicieron dos lineas en la mitad de
la caja de Petri con medio MRS o M17, segun el medio de crecimiento de la cepa de
BAL aislada a usar. Se dejo en incubacion a 25°C durante tres dias. Después, se sembrd
en paralelo una asada de la cepa de la BAL y se incub6 a 37°C en condiciones de
anaerobiosis durante 78 h. El otro ensayo se realizd con el método descrito por
Magnusson y Schnirer (2001) con algunas modificaciones. Inicialmente se reactivaron
las cepas de BAL, haciéndolas crecer en condiciones anaerdbicas en el medio
correspondiente, MRS o M17, durante 24 h a 37°C. Pasado este tiempo, se tomo una
asada de cada aislado de BAL y se cultivd en 10 mL de caldo, igual al medio
correspondiente, y se incubaron a 37 °C por 48 h. Después 1 ml de cada uno de los
cultivos liquidos se pasé a 50 ml de caldo y se dejaron crecer a 37°C por 48 h. De este
altimo cultivo en caldo se sembraron lineas de 2 cm de largo de cada uno de los aislados
en cajas con agar MRS o agar M17 y se incubaron a 37°C por 48 h en condiciones de
anaerobiosis. Por ultimo, cada caja de Petri fue cubierta con 10 mL de agar sabouraud
con 10% esporas/ml de A. flavus o Penicillium sp y fueron incubadas a 25°C durante 48

h. Ambos ensayos se realizaron por triplicado con dos réplicas bioldgicas.
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4.4 Secado, tostion y molienda final del café

Secado. En este experimento se dejo el café luego del lavado al sol durante un periodo
necesario para alcanzar una humedad del ~11%. Se emple6 la terraza de cemento
disponible en la finca (Cardenas-Diaz & Pardo-Pinzon, 2014) y se empacaron en el
momento que el caficultor considerd apropiado.

Trillado. Se realiz6 con una maquina Ingsec ING-C-250. Se determind el factor de
rendimiento acorde al disefio experimental propuesto para los minilotes de fermentacion
y bajo los criterios establecidos en el Laboratorio de Café, Servicio Nacional de
Aprendizaje SENA, Centro de los Recursos Naturales Renovables La Salada.

4.4.1 Caracterizacién del grano verde-almendra

Densidad: Meétodo densidad a granel (densidad aparente).

Humedad: Equipo Gehaka Agri g600.

Tamafo e integridad: Se analizaron 250 gramos de muestra de café verde en
almendra para la clasificacion de los defectos tal y como lo establece la Federacion
Nacional de Cafeteros resolucion namero 5 de 2002 (FNC, 2002)

Color: Se realiz6 una medicion de color como método para controlar la calidad
empleando tabla pantone (“Tabla de codigos Pantone y RGB - Logorapid,”)

Examen de calidad: olfativo, visual, materia extrafia y defectos segiin norma
SCA (SCA, 2019).

4.4.2 Proceso de tostion y molienda. Se realiz6 un tipo de tostion ligera, unidad de
color Agtron de 60 a 65 segin NTC 2442 (ICONTEC, 2004) y se moli6 el café para

obtener un tamafio medio de particula entre 300 y 500 micras.
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4.5 Evaluacion sensorial del perfil de la bebida de café.

Esta se realizd aplicando la metodologia SCA (SCA, 2003) y segun protocolos del
Laboratorio de Café, SENA, Centro de los Recursos Naturales Renovables La Salada,
Caldas (Ant). El procedimiento consistio en pesar 12.5 g de café; para el caso del tostado
y molido se procedio a realizar la extraccién por método de goteo directo apoyado en la
NTC 4602-1 (ICONTEC, 1999). La tabla 4 muestra la relacién entre el puntaje
cuantitativo y cualitativo de la catacion de café creada por la SCA, esta fue usada como
parametro para establecer la calificacion cualitativa del café de cada uno de los minilotes

catado y puntuado de manera cuantitativa.

Tabla 4. Calificacion final (cuantitativa y cualitativa, segun SCA, 2021) de café especial y no
especial de la Specialty Coffee Association.

Calificacién final

— — Tipo de café
Cuantitativa Cualitativa
90 - 100 Excepcional
85-89 Excelente Especial
80-84 Muy bueno
<79 Calidad inferior al especial y castigado No especial

4.6 Métodos estadisticos de tratamiento de datos.

Se registraron los datos de cada uno de los minilotes de la fermentacion, estos se
procesaron Yy se les calculd la media. El estadistico que se aplico fue anélisis de varianza
de dos factores (Anova) con un nivel de significancia de p = 0.05 para evaluar el efecto
de los factores sobre las variables dependientes. Se hizo también correlacién de Pearson

y analisis de componentes principales haciendo uso del software R.
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5 Resultados y analisis
5.1 Condiciones Ambientales.

La finca Antigua durante el desarrollo de los experimentos presentd temperaturas entre
11 y 26°C. El seguimiento de la temperatura durante los experimentos se detalla en el
Anexo 1.

5.2 Caracterizacién de la cereza de café (variedades Catimor y Castillo) en fresco

Los frutos de café recolectados cumplieron con el estado de madurez en un 80% (Figura
7), comparado visualmente con la tabla 5 y la variedad Colombia (tabla 6) de Martinez
Castro (2016) sobre cafés especiales. Se usé la tabla de la variedad Colombia ya que es
el referente mas cercano a las variedades usadas en este experimento. también se
corroboro que las cerezas no presentaran signos de contaminacion por hongos, insectos

o dafio mecanico (figura 7).

1cm
—

Figura 7. Frutos maduros de café (C. arabiga), color rojo, brillantes, textura firme y
blanda, piel ligeramente rugosa. Tomados de la cosecha de la finca ‘La Antigua’ en

noviembre de 2019.
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Tabla 5.
Colores del fruto maduro tabla pantone. Fuente:(“Tabla de codigos Pantone y RGB -

Logorapid,”.)

PMS 1785 PMS 1788 PMS 1795 PMS 1805

Red 032 PMS 1797 PMS 1807 PMS 1817

PMS 186 PMS 187 PMS 188 PMS 189
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Tabla 6.

Escala de maduracion para frutos de café variedad Colombia. Fuente: (Martinez Castro,
2016)

Patrén de color del

Fuerza de ot
Estado frutoclig;lal::::delo desprendimiento (N) SST (° Brix)

L*= 45,04a"

a*=-14,16a
*=30,69a

10,60c £ 3,55 ———

Verde AE*= 3,74

L*= 51,64b

a*=15,74b
9,78c £ 3,79 11,232+ 1,87
b*= 35,15b

Pinton AE*=11,09

Maduro

Sobremaduro

L*=34,98c
a*=27,68c
8,10a + 3,60 13,90b + 2,42
b*=14,51c

AE*= 5,39

L*=28,30d
a*=21,19d
6,04b + 3,08 16,54¢ + 2,31
*=7,27d

AE*=4,15

Toda la cadena de produccion del café es importante, empezando por la recoleccién del
fruto, principalmente con grado de madurez apropiado, ya que de ellos dependerd la
cantidad, la calidad del seco y de la almendra, la calidad y caracter final de la bebida,
que influye directamente en el precio que pagard el mercado. Tanto defectos como
tamafo de las almendras dependen en un amplio grado del estado de madurez de los

frutos cosechados. Se ha estudiado que la madurez contribuye en un 35% en la calidad,
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con diferencias respecto de los frutos verdes con tazas defectuosas; y los pintones,
maduros y sobremaduros con tazas de buena calidad (Marin Lopez et al., 2003).
El beneficio de frutos inmaduros, genera un alto porcentaje de granos con sabores y

aromas indeseables en la bebida (SCA, 2019).
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5.3 Variaciones del pH, la temperatura y los grados °Brix

Las siguientes figuras muestran la variabilidad en el comportamiento del pH (figura 8)
y la temperatura (figura 9) durante la fermentacion en cada experimento (promedios de
dos réplicas bioldgicas). La figura 10 muestra el cambio en los grados °Brix de los granos
de café en tiempo inicial y al final de la fermentacion.

Puerta (2013), determin6 que el tiempo de fermentacion es un parametro particular para
cada finca acorde a la temperatura del lugar, altura de la masa en el tanque de
fermentacién, tipo y calidad del agua, cantidad de mucilago en el grano, grado de
madurez, principalmente. Para obtener producto de calidad deben evitarse problemas
como la sobrefermentacion, que afecta las propiedades sensoriales. Pefiuela-Martinez
(2010), afirman que el tiempo de fermentacion puede oscilar entre 15 y 24, con un

promedio de 16.4 horas.

pH vs tiempo (A) pH vs tiempo (B) pH vs tiempo (C)

—— —

Al All AL B.I B.II B.II

Figura 8. Variacion del pH a través de tiempo en los experimentos A (tiempo final de
fermentacion: 24 h), B (tiempo final de fermentacion: 48 h), C (tiempo final de

fermentacién: 72 h) y en las proporciones de agua/café | (0:25), 11 (10:25), 111(20:25).
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La figura 8 indica un descenso del pH en todos los experimentos y sistemas de
fermentacién en minilotes. Los pH del experimento A descendieron hasta 3.92, 4.27 y
4.31 en cada uno de los minilotes I, Il y 111, respectivamente. En el experimento B el
minilote | descendi6 hasta un pH de 3.56 y los minilotes 11 y 111 disminuyeron hasta
tener valores de 3.75y 3.70 respectivamente. Finalmente, el pH del experimento C
tuvo un comportamiento similar al del experimento B ya que el pH del minilote | tuvo
un menor valor al final de la fermentacion mientras que los minilotes 11 y Il tuvieron
un valor de 3.64 y 3.56 respectivamente. Por otra parte, el pH de los sistemas de
fermentacién en minilotes tuvo una correlacién con la proporcién de agua de 0.26
(Anexo 2) ya que como se puede notar (figura 8) a mayor proporcién de agua, mayor
es el pH, esto se explica debido a que el agua actda como solvente y buffer (Voet &

Voet, 2006).

Cenicafé recomienda que el pH inicial para fermentaciones controladas sin adicion de
agua debe estar entre 5.0 y 5.3 y el final entre 3.7 y 3.9, y para las sumergidas el pH
inicial debe estar entre 5.3 y 5.6 y el final entre 3.9 y 4.2 (Puerta & Echeverry, 2015).
Los experimentos realizados en la finca la Antigua, estuvieron por encimay por debajo
de estos valores (5.82 y 3.37), ya que el pH varia dependiendo del tipo de fermentacion,
la temperatura y la variedad del café. Por ejemplo, Jackels & Jackels (2005) con un
proceso de fermentacidn sin adicion de agua registraron pH con valores entre 5.7 y 4.4,
Acorde con Velmourougane (2012), realizando una fermentacion de café natural (fruto
sin despulpar), el descenso del pH se atribuye a la degradacion por microorganismos de

los azlcares complejos en azlcares mas simples y produccion de acidos. En las
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fermentaciones realizadas en minilotes, con el grano despulpado, los azucares
contenidos en el mucilago de café también quedan a disposicidn de los microorganismos,
degradandose y produciendo &cidos, lo cual se ve reflejado en la disminucion paulatina
del pH, debido a la formacion y disociacion de acidos (Puerta Quintero & Cenicafé,

2012).

Temperatura vs. tiempo (A) Temperatura vs. tiempo (B) Temperatura vs. tiempo (C)
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Figura 9. Variacion de la temperatura (°C) a través de tiempo dentro de los experimentos A
(final de fermentacion: 24 h), B (final de fermentacion: 48 h), C (final de fermentacion: 72
h) y en las proporciones de agua/café en naranja: | (0:25), amarillo: 1l (10:25) y verde: 1l

(20:25).

La temperatura del experimento A inicié en 24.0°C y disminuyd progresivamente las
primeras 12 horas, llegando a la minima de 15.9°C. Las horas siguientes aumenté y finalizé
con 20.0°C. Al igual que en el experimento A, los experimentos B y C iniciaron con 24.0°C.
El experimento B tuvo un descenso en casi 10.0°C con minima de 14.1°C; finaliz6 con
20.0°C. El experimento C tuvo dos temperaturas bajas: 14.1°Cy 14.8°C alas 42 h y las 60 h,
respectivamente. Durante las seis Ultimas horas de la fermentacion aumento la temperatura

hasta 20°C al final del proceso. Los cambios fluctuantes de la temperatura dentro de los

n
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minilotes de fermentacidn se vieron condicionada por la temperatura ambiente, ya que se
obtuvo una correlacion positiva es decir al haber un cambio en la temperatura ambiental,
habra un cambio en la temperatura interna de los minilotes (Ver anexo 3).

Las condiciones de temperatura externas e internas son importantes para todo el proceso, ya
que afectan el sabor y la calidad del grano fermentado (Masoud & Jespersen, 2006). Con esto
se entiende que la temperatura tiene efecto en varios aspectos dentro de la fermentacion
incluyendo a la viabilidad y variedad de los microorganismos (Ray & Ward, 2009). En este
estudio, a pesar de que hubo momentos en los que se registraron temperaturas bajas (14.0°C)
se obtuvo un recuento significativo de microorganismos en todos los medios de cultivo (fig.
11-16) con minimos de 4.9 log ufc/g en el medio MRS.

En cuanto al sabor, a bajas temperaturas el café desarrolla mayor cantidad de &cidos
clorogenicos y por lo tanto sabores més &cidos (FNC & Cenicafe, 2013), la cinética de las
reacciones en la fermentacion se ralentiza y la descomposicion del mucilago puede ser mas
lenta. Esto concuerda con los sabores encontrados en las bebidas de café mejor puntuadas
(tabla 8) caracteristicas como especiadas y frutos rojos fueron descritas en algunas muestras.
De manera general, los cafes de altura se caracterizan por un balance del sabor gracias a la
acidez que estos tienen naturalmente (Duicela Guambi et al., 2003). En varias fuentes se
encuentra que las fermentaciones con café despulpado se debe tener en cuenta la temperatura
para que se de completamente la degradacion del mucilago, ya que esto puede producir
sabores desagradables (Clarke, 2012; Kleinwdchter et al., 2015; Puerta & Echeverry, 2015a;

Schwan & Fleet, 2015).
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Figura 10. Grados °Brix de la pulpa de café (tiempo cero TO) y al final del proceso de
fermentacion (tiempo dos T2) en los experimentos A: (final de fermentacion: 24 h), B:
(final de fermentacion: 48 h), C:(final de fermentacion: 72 h) y en las proporciones de

agua/café 1 (0:25), Il (10:25), 111(20:25).

En la figura 10 se observa que en el TO todos los sistemas minilotes tienen una cantidad
de sdlidos solubles totales similares en cada uno de los experimentos; A: 15.8, B: 15.0
y C:15.6. Lo cual es coherente con la madurez de los frutos presentada en la figura 7. En
todos los experimentos se evidencia el consumo de los sélidos (azlcares), en menor
cantidad al final de los experimentos A, By C en los minilotes I y 11 y en mayor cantidad
en el minilote I11.

Segun la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin (Martinez Castro, 2016) los
grados °Brix de los frutos en el punto correcto de madurez para la variedad catimor es
16 y para la variedad castillo 14.4. Dado que el café fermentado en los minilotes es una

mezcla de estas variedades, los grados °Brix estan entre 15.0 y 15.2; incluidos en el
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promedio de los frutos maduros de estas variedades. En este experimento, los minilotes
sin adicion de agua el decrecimiento de los grados °Brix fue menor que en los minilotes
con agua, lo cual puede deberse a que el agua es el medio necesario ya sea como sustrato
o0 intermediario para que se den las reacciones bioquimicas que permiten la degradacion
del mucilago (Frenkel-Pinter et al., 2021) de donde los microorganismos obtienen los
azucares y emplean como fuente de energia (Elhalis et al., 2020). El decrecimiento
exponencial en los grados °Brix también fue registrado en el departamento del Huila

(Pantoja Lopez et al., 2015) y en la cuidad de Santa Marta (Cruz-O’byrne et al., 2020).

5.4 Recuento de los microrganismos viables y cultivables de café

Los resultados de los recuentos microbiologicas de la fermentacion para
microorganismos se presentan en las figuras de la 11 a la 16; en orden, mesofilos (en
PC), de bacterias acidolacticas (en MRS y M17L), acidoaceticas (en WL), de mohos y

levaduras (en OGYE), coliformes totales (en Chromocult).
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Figura 11. Recuento total ufc/g de los microorganismos indicadores mesofilos en PC
durante la fermentacién del café, en los experimentos A (tiempo final de fermentacion:
24 h), B (tiempo final de fermentacion: 48 h), C (tiempo final de fermentacion: 72 h) y

en cada una de las proporciones de agua/café 1 (0:25), 11 (10:25), 111 (20:25).

Los mesofilos en todos los minilotes en todos los experimentos se mantuvieron estables
durante las primeras 24 horas, posiblemente por la poca degradacion de sustratos. Tanto
en el experimento A como en el B hubo un incremento de poblaciones en el tiempo final
entre 0.1 a 0.2 (log ufc/g) en los tanques con agua. En el experimento C los recuentos
aumentaron y su punto mas alto fue 6.7 log ufc/g (C.I11) en la mitad del experimento y
a las 72 h tendieron a estabilizarse en todos los minilotes, con 6.4 log ufc/g
aproximadamente. En general los microorganismos pertenecientes a este grupo
aumentaron en todos los experimentos a diferencia de lo reportado por Puerta et al.,
(2012) en cuya fermentacion del mucilago hubo cantidad de meséfilos en el tiempo cero
357x1075 ufc/g (7,6 log ufc/g) y al final del proceso 74x1075 ufc/g (6,9 log ufc/g) lo
cual indica disminucion de este grupo. Las diferencias entre al experimento desarrollado

en este trabajo con el realizado por Puerta et al., (2012), puede haberse debido a la
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diversidad de microorganismos que conforman el grupo de los meséfilos, los cuales
varian por los factores fisicos y bioldgicos distintos que existen e incluso caracterizan

cada zona (Schwan & Fleet, 2015).

Coliformes
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Figura 12. Recuento total ufc/g de los coliformes totales en Chromocult, durante la
fermentacion del café, en los experimentos A (tiempo final de fermentacion: 24 h), B
(tiempo final de fermentacion: 48 h), C (tiempo final de fermentacion: 72 h) y en cada

una de las proporciones de agua/café I (0:25), 11 (10:25), 1l (20:25).

Las poblaciones de coliformes (figura 12) de los minilotes I y 111, en el experimento A,
descienden desde el inicio de la fermentacion convergiendo a las 24 h a 5.1 (log ufc/g).
En el experimento B en general se mantuvieron estables variando ligeramente entre 5.5
y 5.8 (log ufc/g). Durante las ultimas horas de la fermentacion en el experimento C los
minilotes C.11 y C.III tuvieron un aumento en las poblaciones, mientras que C.I

descendio.
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Figura 13. Recuento total ufc/g de bacterias acidoaceticas (BAA) en WL, durante la
fermentacién del café, en los experimentos A (tiempo final de fermentacion: 24 h), B
(tiempo final de fermentacién: 48 h), C (tiempo final de fermentacion: 72 h) y en cada

una de las proporciones de agua/café | (0:25), Il (10:25), 11l (20:25).

En todos los experimentos, en los minilotes | los recuentos de las BAA estuvieron entre
los rangos de 5.9 y 6.5 (log ufc/g). Con respecto al recuento total de bacterias BAA con
tiempo final de 24 y 48 h presentaron resultados similares entre los diferentes niveles de
proporcidn de agua/ café estando sus valores de ufc entre 5.9y 6.2 (log ufc/g). Se observa
una variacion en los recuentos a las 72 h de fermentacion de acuerdo con su nivel de
agua, en donde el sistema C.11I alcanza un recuento max. de 6.9 log ufc/g en este grupo

de bacterias.
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Levaduras
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Figura 14. Recuento total ufc/g de levaduras en OGYE, durante la fermentacion del café,
en los experimentos A (tiempo final de fermentacion: 24 h), B (tiempo final de
fermentacién: 48 h), C (tiempo final de fermentacion: 72 h) y en cada una de las

proporciones de agua/café 1 (0:25), Il (10:25), I11 (20:25).

En las primeras 12 h del experimento A en los sistemas 11 y Il los recuentos fueron
aumentando y convergieron a las 12h en 6.1 (log ufc/g). En el experimento B a las 24h
los recuentos de levaduras en los minilotes I y Il aumentan, mientras que el |
permanece constante. En el experimento C se observa diferencia a las 36 h (T1) en el
minilote | donde los recuentos son levemente superiores a los sistemas con agua con
5.7 log ufc/g. Al final de este experimento los recuentos en todos los minilotes
disminuyen en una cantidad minima. Los numeros de levaduras de esta investigacion
se mantuvieron fluctuando entre los rangos de 5.4 y 6.0 log ufc/g, mientras que los
recuentos encontrados por Puerta et al., (2012) en el tiempo inicial fueron 38x10"5
ufc/g (6,6 log ufc/g) y al final 159x1075 ufc/g ( 7,2 log ufc/g). Esto nos indica que en
ambos estudios hubo una diferencia semejante (0,6 log ufc/g), pero el nimero de

levaduras siempre fue mayor en el estudio llevado a cabo en cenicafe.
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Zhang et al.(2019) encontraron que las levaduras tuvieron un mayor recuento en
comparacion con este estudio. Se registraron 7.0 log ufc/g, mientras que en este trabajo
inicialmente fue 5.7 log ufc/g (figura 14). Al ir avanzando el tiempo de la fermentacion
se observa que los recuentos se mantuvieron estables con ligeras variaciones y a las 48h
se evidencia una ligera disminucion de las poblaciones. Contrastando los estudios se
puede decir que hay una similitud en las pequefias variaciones que se dan a través del
tiempo de proceso y a las 48 h solo se ve el descenso de recuentos en el minilote B.111

(figura 14).
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Figura 15. Recuento total ufc/g de lactobacilos en MRS durante la fermentacion del
café, en los experimentos A (tiempo final de fermentacion: 24 h), B (tiempo final de
fermentacién: 48 h), C (tiempo final de fermentacion: 72 h) y en cada una de las

proporciones de agua/café 1 (0:25), Il (10:25), 111 (20:25).
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Figura 16. Recuento total ufc/g de lactobacilos en M17 durante la fermentacion del
café, en los experimentos A (tiempo final de fermentacion: 24 h), B (tiempo final de
fermentacién: 48 h), C (tiempo final de fermentacion: 72 h) y en cada una de las

proporciones de agua/café 1 (0:25), Il (10:25), Il (20:25).

En el experimento A las 24 h en el medio MRS como en M17 hubo un descenso de los
recuentos en el minilote I, mientras que los lotes con agua mantuvieron un recuento
relativamente estable en el medio MRS, en donde los recuentos disminuyeron de 5.8 a
5.4 log ufc/g. En el medio M17 en este mismo experimento (A) los recuentos en los
minilotes Il y 11l tuvieron un descenso de 6.5 a 5.7 log ufc/g.

Durante todo el experimento B los recuentos de todos los minilote en MRS son estables,
se ve crecimiento en el minilote Il a las 48h. En el medio M17 los recuentos en los
minilotes Il y I11, aunque més altos en comparacion con MRS, también fueron estables,
mientras que en el minilote | de nuevo se ve un descenso de la misma magnitud que en
el experimento A.

A las 72 h en medio MRS los minilotes con mayor adicion de agua, Il y IlI, tienen

recuentos mayores, del orden de 6.2 log ufc/g y en el medio M17 solo el minilote Il
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tiene un alto nimero de bacterias que se mantiene estable durante todo el experimento.
Los otros dos minilotes en este medio descendieron de 6.8 a 6.0 log ufc/g. La diferencia
en los recuentos de BAL se puede explicar por la composicion de los medios de cultivo;
el medio MRS es un medio semi selectivo que permite el crecimiento de bacterias
acidolacticas mesofilas, estd mas enriquecido y tiene mayor contenido de fuente de
carbono, con un pH de 5.7 (Merck, 2019). Esto pudo haber favorecido la recuperacion
del grupo de BAL en el medio MRS, ya que el pH inhibe otros grupos de
microorganismos como pueden ser los coliformes. EI medio M17 (Scharlau, 2021) es un
medio selectivo para aislar principalmente cocos lacticos, este es menos enriquecido y
tiene un pH que tiende a ser neutro no facilita tanto el crecimiento de muchas especies
pertenecientes a las BAL, mas si el crecimiento de otros microorganismos.

Examinando las gréaficas de recuentos de bacterias &cidolacticas en el experimento
realizado en cenicafé (Puerta et al., 2012) se encontro que la cantidad de BAL siempre
fue mayor en su estudio. Los recuentos en los tiempos Oh (TO0), 24h y 72h fueron
respectivamente 12x1076 ufc/g (7.1 log ufc/g), 24x1076 ufc/g (7.4 log ufc/g) y 13x10"6
ufc/g (7.1 log ufc/g). Contrastando los anteriores recuentos con los de este experimento,
el maximo en MRS fue 6.3 log ufc/g (C.11) y en M17 6.6 log ufc/g (C.I11). La diferencia
de recuentos entre estos dos estudios puede estar dada por las cantidades de café usados
ya que en cenicafé (Puerta et al., 2012) usaron tanques de mayores dimensiones y mayor
proporcion de materia prima lo cual es factible que se genere un ambiente mas

anaerobico, favoreciendo el desarrollo de estas bacterias (Schwan & Fleet, 2015).
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La cantidad de microorganismos encontrados es variable e independiente en los estudios
revisados de la fermentacion de café, aunque se hagan los mismos procesos de
fermentacion y se use la misma especie de café. Ribeiro et al. (2018) informd, al inicio
de la fermentacién hiumeda de C.arabica un maximo de 4.8 y 6.2 log ufc/g de bacterias
mesofilas y BAL (MRS) respectivamente y al finalizar las mesofilas decrecieron casi a
la mitad de la poblacién original. Las BAL tuvieron un comportamiento ligeramente
diferente ya que algunas disminuyeron, mientras que otras aumentaron su namero. Los
recuentos iniciales, encontrados en este estudio, para mesofilos y BAL (MRS) fueron
iguales 5.9 log ufc/g y al contrario que en el estudio mencionado al final de cada
experimento, las mesofilas aumentaron en un 11%. Las BAL, al igual que en Ribeiro et
al. (2018), presentaron comportamientos de descenso o incremento, pero no en la misma
proporcion.

Confrontando los experimentos realizados con la literatura, nombrada a continuacion, se
comparan otros estudios que hicieron identificacion taxonomica de los
microorganismos.

En una fermentacion sin agua se encontré que la cantidad de bacterias y levaduras
identificadas es similar; 16 y 14 especies respectivamente (Vilela et al., 2010). Se ve que
hay un comportamiento igual en un estudio llevado a cabo con fermentacion humeda
(Evangelista et al., 2015b). Mientras, en otra fermentacion himeda realizada, la cantidad
de bacterias es 12 veces mayor (de Oliveira Junqueira et al., 2019). Ademas el desarrollo
de los microorganismos en las fermentaciones de café, casi siempre se hace en sucesion,
es decir, que la abundancia y predominancia de especies en una comunidad microbiana

cambian conforme transcurre el tiempo (Connell & Slatyer, 1977). Esto se ha visto en
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fermentaciones naturales llevadas a cabo en Brasil (Silva et al., 2008; Vilela et al., 2010)
y fermentacion himeda en Ecuador (Pothakos et al., 2020)
En nuestro estudio se observa de manera global que las bacterias también tienen un
numero dominante con un maximo de 6,7 log ufc/g respecto a las levaduras cuyo maximo
fue 6,0 log ufc/g ( figuras 11y 14).

La tabla 7 muestra los valores p de los efectos que tienen la cantidad de agua, el
tiempo de fermentacion y su interaccion. Este analisis se realizé mediante una ANOVA
de dos vias para establecer diferencias significativas en las variables dependientes

(Recuentos de microorganismos y catacion) evaluadas.

Tabla 7. Valores P para evaluar el efecto de las variables cantidad de agua y tiempo

de fermentacion en los diferentes microrganismos y la catacion.

Agua Tiempo AguaXTiempo
Mesofilos 0.7084 0.1245 0.9809
Enterobacterias 0.415 0.308 0.744
Levaduras 0.821 0.128 0.513
BAL 0.1084 0.0213 * 0.3712
BAA 0.0538 0.0176 * 0.0933
BAL (M17) 0.4039 0.2561 0.5729
Catacion 0.286 0.452 0.549

Las BAL y las BAA presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con
relacién al tiempo de fermentacion. Esta interaccidn con el tiempo se puede deber al alto
desarrollo de las BAA en el experimento C en el cual puede haber una mayor disposicion

de etanol producido por las levaduras en el transcurso de la fermentacion favoreciendo
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el crecimiento de este grupo de bacterias (Lopes et al., 2004; Tran et al., 2020). Las BAL
también presentan un aumento en el mismo experimento, pero solo en los mini lotes con
adicion de agua. Las concentraciones alcanzadas de acidos organicos como el acido
lactico y el acido acético, representadas en el descenso del pH, inhiben el crecimiento
de otros grupos microbianos como los coliformes y por tanto permiten la prevalencia de
las BAL.

No hubo ningun efecto de la interaccion Agua x tiempo de fermentacion en los grupos
microbianos.

En cuanto a los puntajes de catacion (tabla 8) no hubo algun tratamiento,
estadisticamente significativo, que sea favorable o desfavorable en cuanto a sabor y
aroma en la bebida.

Esto puede deberse posiblemente a que se usaron dos variedades de café (Castillo y
Catimor) en proporciones desconocidas y la afectacién del proceso espontaneo de
fermentacion por variables ambientales como la humedad y temperatura en el proceso
de secado.

5.5 Evaluacion de café verde, cata y perfilacion

Las siguientes tablas y figuras muestran los resultados y analisis de las principales
variables del analisis fisico y calidad de la bebida.

5.5.1 Humedad y Factor de Rendimiento.

Los resultados correspondientes a la medicién de humedad de las muestras de café

después de su secado natural se presentan en la figura 17.
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Figura 17. Porcentaje de humedad de las muestras de minilotes de café verde.

Dos muestras (B.Il1 y B.1II.) tuvieron humedad por encima del limite superior permitido
(12.00%), las deméas muestras se encuentran entre los rangos de humedad establecidos por la
SCA (8 al 12%) Las précticas tradicionales del secado del café implican el uso de la radiacion
solar natural el terrazas de concreto, como fue el caso de esta investigacion. El punto final
del secado lo determina el caficultor mediante el chasquido de los granos y mordida de grano,
ello implica que no hay una medicion precisa de la humedad lo que causa que los lotes tengan
humedad variable y por fuera de lo establecido (International Trade Centre, 2020). Pese a
esto, los resultados de la perfilacion final de la bebida no fueron desfavorables para las
muestras B.Il y B.111

En la figura 18, se evidencia que las muestras B.l y C.I de café tuvieron un factor de
rendimiento > 92.0 Kg. El factor de rendimiento mas alto se obtuvo a las 72h y en

minilote sin agua (C.l) y el méas bajo a las 24h (A.ll), con valores de 95.7 y 81.2
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respectivamente. El factor de rendimiento esta influenciado por la genética del cafeto,

condiciones ambientales, calidad y fertilidad del suelo (Arcila Pulgarin, 2007).
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Figura 18. Factor de rendimiento del café verde de muestras de cada uno de los
minilotes.

Curva de tostion

La figura 19 muestra el promedio de las curvas de las dieciocho muestras de café trillado
estudiadas. Se observa que para todas las muestras los tiempos y temperaturas de tostion
fueron similares la temperatura para ingresar el café siempre fue de 175°C, a los dos
minutos del proceso llegé a la temperatura mas baja (128°C). Se escuchd el primer crack
a los ocho minutos (480s) y se retir0 a los nueve (540s), en donde la temperatura fue de
174°C en promedio, siendo esta una tostion ligera. Las muestras B.Il A.l, A.ll
presentaron los perfiles sensoriales caracteristicos herbales y citricos de este tipo de

tostion (Giner, 2009).
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Figura 19. Curva de tostion (valores promedio de temperatura (°C) vs tiempo
(segundos) de las muestras de café verde de la finca La Antigua (Jardin, Antioquia)

recolectado en noviembre de 2019.

Dados el analisis fisico y la curva de tostion de las muestras, el proceso (de tostion) de
este café es susceptible de una estandarizacion. Bicho et al., (2013) y Dutra et al., (2001),
también trabajando con cafés arabicas, encontraron que el tiempo final 6ptimo de tostion

también fue de nueve minutos, entrando en la categoria de café gourmet.
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5.5.2 Andlisis sensorial.

En la tabla 8 se resumen las puntuaciones, los sabores y aromas detectados en los
cafés de cada uno de los sistemas de fermentacion (minilotes). En esta tabla estan
incluidas las bebidas obtenidas de la replica (R) del experimento ya que las puntuaciones

de la catacién difirieron.
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Tabla 8. Calificacion cuantitativa, clasificacion cualitativa, sabores y aromas detectados de

las bebidas obtenidas de muestras de cada sistema de fermentacion.

Sistemas de Calificacion

fermentacion

Sabor y aroma

(tiempo en horas, cuantitativa cualitativa

nivel de agua)
chocolate/dulce/especiado/

ATR) fresa/astringente

B chocolate/cereza/frutos

: 81.0 rojos/astringente/baja intensidad
B.I (R) ' frutos rojos/ caramelo/

' chocolate/dulce/seco (posgusto)
champaria/uva verde/

C.l .
vino blanco/ seco

C.11 80.5 chocolate/dulce marcado/frutal
chocolate/dulce/azucar morena/

Al Muy bueno limpio

Al (R) chocolate/dulce/torta de vainilla
chocolate/leve

B.II(R) aromatico/limpio/sutil

80.0 uva/chocolate/caramelo/

C.I(R) . .
seco-astringente/ligero
uva/aromatico/vainilla/dulce de

CIIR) leche/sutil
café estandar (acidez citrica,

B.1I
chocolate, panela)
frutos rojos/especiado caramelo/

Al
dulce herbal

Al chocolate/dulce/herbal/seco/ cereal

79.5 . dulce, intenso en aroma

BAIN(R) (Iars]feer(;?arl al dulce/chocolate, café estandar

C.n P herbal/chocolate/dulce/seco/ ligero

C.I1 (R) frutos rojos/ ligero/grasa

B 78.5 café estandar (acidez citrica,
chocolate, panela) tabaco

Alll (R) 69.0 Penalizado chocolate/herbal/fenol
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Segun los resultados obtenidos en la perfilacion de las muestras de café, no se encuentra la
misma clasificacion entre muestras de un mismo sistema de fermentacion; acorde a los
parametros establecidos por la SCA (SCA, 2015). Aunque numéricamente la calificacion es
cercana en todas las muestras de café evaluadas, excepto en el sistema de fermentacion A.llI
(69 y 80) la SCA tiene rangos de escasa diferencia numérica para clasificar un café como
especial (ver tabla 6). Otra observacion importante a destacar de las muestras de café
analizadas, es que uno de los atributos sensoriales por los catadores, en trece de las muestras,
fue el sabor a chocolate, incluyendo la muestra penalizada (A.11l1 (R)). Once minilotes se
clasificaron como café de Colombia, por que se describieron con acidez citrica, chocolate y
panela (Medina, 2016). Las muestras sancionadas en la catacion presentaron sabores a fenol
y a grasa, estos sabores es posible que se hayan presentado a un error en la seleccion de los
granos de cafe. Esto no significa que todo el lote es defectuoso, si no que puede contener
algin grano con defecto y con este es suficiente para afectar el sabor de la bebida (Lingle &
Menon, 2017). También, se puede advertir que se obtuvieron bebidas con una puntuacion
alta con tiempos de fermentacién de 72 h (muestras C.1 y C.I1I), es decir, no tuvieron sobre
fermentacion lo cual puede haberse debido a que el proceso se realiz6 a partir de la sexta hora
a temperaturas menores a 21°C.

Analizando los factores comunes (proporcion agua/ café y tiempo de fermentacion), que
presentaron las muestras con mayor puntuacién (81) se encuentra que las 4 muestras no
tienen adicion de agua (A.l, B.I, B.I (R) y C.I); este tipo de fermentacion es un acercamiento
a la fermentacion tipo Honey (Ver anexo 4), la cual se caracteriza por dejar parte del mucilago
al despulpar y este al quedarse adherido al grano les da sabores mas dulces, acidez redonda
y notas de chocolate, tostado y moras (frutos rojos) (FNC & Cenicafé, 2013). Otra anotacion
importante de los resultados sensoriales obtenidos de los minilotes de fermentacion
estudiados, es con respecto a los tiempos de fermentacion. Acorde con las recomendaciones
de la SCA en condiciones de procesamiento higiénicas (en particular para el tanque de

fermentacion y el canal de lavado), una fermentacién mas larga permite mas tiempo para que
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se desplieguen las actividades microbianas deseables y resulte en un mayor efecto de la
fermentacion sobre los sabores transmitidos a los granos de café (Jiyuan et al., 2019). En
nuestro estudio evidenciamos que ni la proporcién agua/masa de café ni el tiempo de
fermentacion afectaron de manera significativa los recuentos microbianos y tampoco hacia
una mayor puntuacion correlacionada con los factores evaluados. Sin embargo teniendo en
cuenta que puede disefiarse un proceso de fermentacion que favorezca un grupo microbiano
0 un microorganismo en particular como son las BAL y las levaduras tal como han sido
reportados por otros estudios (de Melo Pereira et al., 2014; Evangelista et al., 2014; Pereira
et al., 2016; de Melo Pereira et al., 2017), se considera que precisamente los resultados
obtenidos de este estudio da cuenta lo importante que resulta controlar un proceso de
fermentacion de café empleando cultivos iniciadores o condicionando sus factores

extrinsecos para favorecer el crecimiento de estos microorganismos.
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5.6 Seleccion aislados de BAL acorde a los perfiles sensoriales més altos
En la figura 20 se resumen los aislados de BAL obtenidos de los minilotes de los
experimentos A y B, seleccionados acorde a las puntuaciones mas altas en la perfilacion

(80 y 81).

Aislados totales de BAL

u Aislados MRS Exp A.1.1
ul Aislados MRS Exp A.1.11
m Aislados MRS Exp A.2.1
u Aislados MRS Exp A.2.11
m Aislados M17 Exp B.2.11

Figura 20. Aislados obtenidos de los medios MRS y M17 de los diferentes minilotes y

tiempos de fermentacion.

Se obtuvieron un total de 20 presuntos aislados distintos, acordes a su caracterizacion
macro y microscopica que fueron debidamente marcados y crio conservados, para
conformar el cepario inicial. Segin otros autores de fermentaciones humedas se han
encontrado entre 5 y 6 especies de BAL, recuperadas de cultivos de fermentaciones

sembradas en MRS (Nasanit & Satayawut, 2015; Ribeiro et al., 2018; Zhang et al., 2019)
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En el trabajo de Nasanit & Satayawut, (2015) obtuvieron 237 aislados de BAL, que al
identificarlas pertenecian a cinco géneros (Leuconostoc, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus y Streptococcus). Esto da un indicio de que probablemente de los 20
aislados varios sean del mismo género o especie.

La identificacion taxondmica preliminar de algunos aislados se muestra en el anexo 5,
lo cual se realiz6 mediante la amplificacion del ARN 16S para su identificacion a nivel

de especie.

5.7 Antagonismo de BAL aisladas de fermentacién de café frente a hongos de los
géeneros Aspergillus y Penicillium

Los aislados que tuvieron actividad antagonica se muestran en las figuras 21y 22.
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Figura 21. Radio promedio de inhibicién de A. flavus causado por cada uno de los
aislados de BAL. Pruebas in vitro realizadas a una temperatura de incubacion de 25°C

durante 48h.
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Figura 22. Radio promedio de inhibicion de Penicillium causado por cada uno de los
aislados de BAL. Pruebas in vitro realizadas a una temperatura de incubacion de 25°C
durante 48h.

Contrastando los radios de inhibicion de las figuras 21 y 22 se puede notar que UC1-
13 solo inhibi6 a A. flavus y que Penicillium fue més sensible a la presencia de las BAL,
es decir que se mididé un radio de inhibicibn mayor de las cepas antagonistas en
Penicillium que en A. flavus. Para ambos hongos se encontré que los aislados que
tuvieron mejor actividad antagonica fueron UC1- 09 y UC1-10. Se han hecho varios
estudios de antagonismo, de hongos contaminantes y micotoxigénicos con BAL
demostrandose que hay varios géneros y especies de este grupo bacteriano que tienen
una alta competencia como agentes biocontroladores de hongos filamentosos (de Melo
Pereira et al., 2016; Djossou et al., 2011; Leong et al., 2014; Siedler et al., 2019). Los
efectos antiflngicos de las bacterias acidolacticas se pueden deber a varios factores y
sustancias, se considera que la produccion de acidos organicos y el consecuente descenso
de pH son los principales agentes de control fungico. Existen otros metabolitos tales
como el etanol, el peréxido de hidrégeno y la reutericiclina, que son producidas en

minimas cantidades como para tener la capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos



MICROORGANISMOS EN LA FERMENTACION DEL CAFE 88

por si solas, por lo que se cree que tienen una actividad sinérgica con los otros
compuestos organicos producidos por las bacterias (Crowley et al., 2013; Nair et al.,
2002; Perczak et al., 2018). En las figuras 23 y 24 se muestra el halo de inhibicién de
los test in vitro causado de los aislados UC1- 09 y UC1-10 de BAL en A. flavus y en

Penicillium respectivamente.

Figura 23. Pruebas de antagonismo in vitro A. flavus vs aislados UC1- 09 y UC1-10 y
muestra control. Se muestran de izquierda a derecha inhibicién de UC1- 09, UC1- 10 y

control de A. flavus.

Figura 24. Pruebas de antagonismo in vitro Penicillium vs aislados UC1- 09 y UC1-10 y
muestra control. Se muestran de izquierda a derecha inhibicién de UC1- 09, UC1- 10 y

control de Penicillium.
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Desde hace afios las BAL han sido seleccionadas de diferentes ambientes y alimentos
para ser estudiadas, no s6lo por su capacidad de transformar alimentos mediante la
fermentacion (Ingraham & Ingraham, 1998), sino también por poder conservar o alargar
la vida util de estos, evitando la proliferacion de hongos y bacterias perjudiciales (Choi
et al., 2018; de Melo Pereira et al., 2016; Savitha & Sankaranarayanan, 2021). Es necesario
hacer las pruebas antagdnicas previamente a los estudios moleculares ya que no es
suficiente hacer identificacién gendmica, debido a que la capacidad de competir depende
de la cepa, es decir no es suficiente saber que en la fermentacidn existe presencia de
géneros de BAL que se conocen, por otras investigaciones, que tienen actividades
inhibitorias (Cheong et al., 2014). En los experimentos realizados con los aislados, se
obtuvieron resultados similares a estudios hechos para evaluar la capacidad de las BAL,
obtenidas de diferentes ambientes, contra Aspergillus y Penicillium (Chen et al., 2021;
Djossou et al., 2011; Ma et al., 2019; Jesper Magnusson et al., 2003). Los géneros y
especies de este grupo de bacterias encontrados frecuentemente son: Lactobacillus sp.,
Leuconostoc sp, L. plantarum, L. fermentum, P. pentosaceus, L. brevis (de Melo Pereira
et al., 2016; Romanens et al., 2019; Rouse et al., 2008; Ruggirello et al., 2019). Es
probable que los aislados quienes presentaron inhibicion contra Penicillium y A. flavus

(figuras 23 y 24), pertenezcan a los géneros o especies mencionados anteriormente.
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6 Conclusiones
Se lograron aislar e identificar preliminarmente microorganismos presentes en los
procesos de fermentacion realizados en la finca ‘‘La antigua’’ vereda la salada municipio
de Jardin, Antioquia. Los grupos microbianos encontrados fueron: bacterias
acidolacticas, bacterias acidoaceticas, enterobacterias y levaduras. La identificacion
taxondémica plena de estos microorganismos, en especial las BAA, BAL y levaduras, es
importante ya que se aporta al conocimiento de la fermentacién del café en Colombia.
Este conocimiento sera crucial para futuros desarrollos tecnoldgicos en miras al
tratamiento de aguas residuales del beneficio del café (mieles), direccionar de la bebida
y la composicion fisicoquimica de la misma desde el control de los procesos de la
fermentacion. En cuanto a las variables de tiempo y proporcion agua/café de la
fermentacion, estas no afectaron el recuento total de los microorganismos viables
cultivables ni el perfil sensorial de la bebida de café. La pertinencia de estos hallazgos
radica en que se pueden aplicar otros procesos de fermentacion en el campo, evitando el
gasto desmesurado de agua, la contaminacion de fuentes hidricas y mejorando la
eficiencia del proceso en términos de tiempo. De los aislados obtenidos de bacterias
acidolacticas, siete presentaron actividad antagdnica frente a hongos de los géneros
Aspergillus y Penicillium. Esto es un primer paso para conocer el alcance de las
propiedades tecnoldgicas de los aislados, tanto para ser usados como cultivos starter

bajo condiciones de mayor control, como para ser cultivos bioprotectores del café.
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Recomendaciones

Realizar una identificacion a nivel de especie de los aislados obtenidos mediante el uso
de técnicas moleculares.

Los cultivos de BAL tienen excelente potencial para controlar, mejorar y mantener la
calidad del proceso de fermentacidn de café. Sin duda el potencial de las BAL aisladas
no ha sido completamente determinado y se deben realizar més estudios para poder hacer
una explotacién de ellas en campo, incluso generando cultivos mixtos de BAL y
levaduras.

Se podrian realizar més estudios para evaluar la dinamica de las comunidades

microbianas.
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Anexo 1. Gréfica de temperaturas ambientales a través del tiempo de duracion de todos

los experimentos en cada una de sus repeticiones.
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Anexo 2. Gréafica de correlaciones de factores fisicos
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Anexo 3. Grafica de correlacion temperaturas ambientales y temperaturas internas

durante los experimentos en orden A, By C.
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Anexo 5. Identificacion aislados de BAL de café

Cddigo aislado

Identificacion taxonémica

UC1-8.2

Acetobacter fabarum 1D%:99

UC1-M13

Bacillus cereus 1D%:99

UC1-M23

Kosakonia cowanii 1D%:99

UC1-10
UC1-13
UC1-15
UC1-26

Lactobacillus brevis 1D%:99

UC1-3.2

Lactobacillus paracasei 1D%:99

UC1-03
UC1-10.2
UC1-09

Lactobacillus pentosus 1D%:99

UC1-04
UC1-05
UC1-07
UC1-11
UC1-14
UC1-5.2
UC1-9.2

Lactobacillus plantarum 1D%:99
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