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Resumen
La calidad especial del café Geisha ha llevado a investigar y mejorar sus atributos sensoriales a través
de fermentacién. El objetivo de este estudio fue identificar levaduras nativas en café Geisha, aislarlas
y evaluar su potencial para mejorar calidad sensorial y fisicoquimica en procesos de fermentacién
asistida. El estudio se desarrollé en tres fases, identificando especies y géneros de levaduras (1);
aislandolas y utilizdndolas en procesos de fermentacién en comparaciéon con inéculo comercial (2); y
evaluando la composicidon quimica y capacidad antioxidante del café resultante (3). Las levaduras se
identificaron mediante observaciones macro y microscépicas, con mediciones de pH y grados Brix y
se seleccionaron dos levaduras para compararlas con la levadura comercial. Ademas, se llevaron a
cabo evaluaciones sensoriales y analisis quimicos. Se identificacion de 13 morfoespecies de levaduras
en el café Geisha pertenecientes a seis géneros (Pichia, Candida, Sporobolomyces, Hanseniaspora,
Saccharomyces y Rhodotorula), siendo el género Pichia sp. el mas abundante. Luego, se seleccionaron
levaduras nativas del café Geisha (Pichia sp. y Saccharomyces sp.), para su cultivo e inoculacion en
café lavado Geisha en comparacion con un inéculo control (cepa optimizada de Saccharomyces
cerevisiae). El analisis sensorial reveld que todas las muestras eran consideradas de especialidad (>90
puntos) con las puntuaciones mas altas para inéculo control e indculo Pichia sp. Nativa. Algunos
atributos sensoriales incluyeron notas citricas y afrutadas. A pesar de no ser inoculado, el género
Candida sp. se observé en el café lavado Geisha evaluado. Finalmente, no se demostraron diferencias

en contenido de flavonoides, polifenoles totales y actividad antioxidante.

Palabras clave: Caracterizacion macroscopica, catacion, fermentacién, inoculacién.
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Abstract
The special quality of Geisha coffee has led to research and improvement of its sensory attributes
through fermentation. The aim of this study was to identify native yeasts in Geisha coffee, isolate
them, and assess their potential to enhance sensory and physicochemical quality in assisted
fermentation processes. The study was conducted in three phases, identifying yeast species and
genera (1); isolating and using them in fermentation processes compared to commercial inoculum (2);
and evaluating the chemical composition and antioxidant capacity of the resulting coffee (3). Yeasts
were identified through macro and microscopic observations, pH and Brix measurements, and two
yeasts were selected for comparison with commercial yeast. Additionally, sensory evaluations and
chemical analyses were conducted. Thirteen morphospecies of yeasts belonging to six genera (Pichia,
Candida, Sporobolomyces, Hanseniaspora, Saccharomyces, and Rhodotorula) were identified in
Geisha coffee, with the genus Pichia sp. being the most abundant. Native yeasts from Geisha coffee
(Pichia sp. and Saccharomyces sp.) were then selected for cultivation and inoculation in washed Geisha
coffee, compared to a control inoculum (optimized strain of Saccharomyces cerevisiae). Sensory
analysis revealed that all samples were considered specialty (>90 points) with the highest scores for
the control inoculum and native Pichia sp. inoculum. Some sensory attributes included citrusy and
fruity notes. Despite not being inoculated, the Candida sp. genus was observed in the evaluated
washed Geisha coffee. Finally, no differences were demonstrated in flavonoid content, total

polyphenols, and antioxidant activity.

Keywords: Macroscopic characterization, cupping, fermentation, inoculation
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Introduccién
El café ocupa el segundo lugar dentro de la lista de los productos mas vendidos y es la bebida
mas popular en el mundo (Tucker, 2018). En busca de la diferenciacién, la industria introduce la
produccién de cafés especiales, los cuales se distinguieron porque presentaban atributos Unicos o
especiales como el origen, calidad y variedad (Guimaraes et al., 2016). En consecuencia, surge el café
Geisha, el cual llega a paises de América, como es el caso de Panam3, para producir cafés de calidad

de exportacidn, que ahora son considerados un lujo.

Para mantener la calidad de esta fruta, es importante que este proceso sea realizado lo mas
rapido posible, de esta manera se evitard la pudricién debido a fermentaciones espontaneas y
formaciones de hongos perjudiciales (Vaughan et al., 2015). Ademas de esto, un buen manejo de los
procesos postcosecha provocaria un impacto en el producto final (Toledo, 2020). Por esta razén, para
la industria de café especial, la fermentacién forma parte esencial del procesamiento, ya que es donde
el fruto potencializa su perfil sensorial, ademas de ser de ayuda para la degradacion del mucilago del
café (Haile y Kang, 2019c). Esto dado a que las levaduras, en conjunto con otros microorganismos,
actuan quimica y biolégicamente para producir metabolitos de relevancia en la obtencidn de esos

aspectos sensoriales.

En este momento, la industria utiliza levaduras comerciales o simplemente deja que la
fermentacidn espontanea ocurra. El problema con esto Ultimo es que no se puede estandarizar el
producto debido a que no se han identificado los microorganismos que brindan esas caracteristicas al
fruto. Por eso, la estandarizacién de las caracteristicas del aroma y sabor, buscan mejorar la calidad
del café, provocando un aumento en su valor comercial, lo que ayuda al productor a aumentar sus
ingresos. De acuerdo con Batista et al. (2020) uso de levaduras especificas mejora los puntajes
sensoriales en comparacion con una fermentacion espontanea. De igual manera Silva et al. (2013)
indica que el estudio de levaduras aportan a un mejor desarrollo de las fermentaciones gracias a la

actividad de ciertas enzimas y produccién de metabolitos.
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Actualmente se han optimizado levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, con
caracteristicas especiales para aportar al desarrollo de la fermentacién en café (Lallemand Inc., 2019).
Por tanto, es importante la blisqueda constante de microorganismos que con ciertas formas de
inoculacion y diferentes concentraciones, brinden un aspecto de diferenciacién al café especial. Asi se
demostré en el estudio de A. Pereira et al. (2018) donde se utilizaron levaduras Candida y Torulospora
como cultivos iniciadores, los cuales brindaron puntajes altos en la taza. Algo similar se demostré en
el estudio de Elhalis et al. (2021) que estos microorganismos en conjunto o individuales, producen
percepciones sensoriales distintas, como es el caso de aromas y sabores frutales. A su vez, Haile y
Kang (2019b) determinaron que luego de realizar la identificacidn de levaduras en el fruto del café, el
proceso de fermentacion cambié su velocidad dependiendo de la especie utilizada, lo que forma parte
esencial para descartar ciertas levaduras en este proceso. Ayudando a la eficiencia y a mejorar la

calidad del producto a vender.

Finalmente, teniendo como importancia la innovacién y optimizacion de los procesos
poscosecha, buscando beneficios econdmicos de un producto de agrado para el mercado meta. En
este proyecto se aislaron, caracterizaron e inocularon levaduras nativas de uno de los lotes mas
antiguos de café Geisha en Panama, comparando su efecto con la levadura comercial utilizada
normalmente por la empresa. El aislamiento se realizé durante la fermentacién anaerdbica en café
Geisha natural, mientras que la inoculacidn se realizé utilizando café Geisha lavado en fermentacion

aerdbica. Los objetivos de este estudio fueron:

Aislar e identificar las levaduras con mayor presencia en el proceso natural del café Geisha de

Hacienda La Esmeralda, durante el proceso de fermentacion y secado.

Evaluar el comportamiento de levaduras nativas como cultivo iniciador en el procesamiento

del café lavado Geisha y su efecto en las caracteristicas sensoriales.

Determinar cambios quimicos que puedan generar las levaduras nativas en el café Geisha.
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Materiales y Métodos
El proyecto se desarrollé en la finca de Hacienda La Esmeralda, ubicada en Palmira, Boquete,
Panama. La preparacién del aislamiento y analisis microbioldgicos se realizd6 en la Universidad
Auténoma de Chiriqui (UNACHI) localizada en David, Chiriqui, Panama. Los analisis sensoriales fueron
elaborados en el laboratorio de catacion de la empresa Hacienda La Esmeralda. Y ademas, se
realizaron andlisis quimicos en el Laboratorio de Andlisis de Alimentos (LAAZ), del Departamento de

Agroindustria Alimentaria en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano.

Fase I. Aislamiento e Identificaciéon de Levaduras
Obtencion de Muestras

Se utilizo café arabica, variedad Geisha, del lote Caballeriza, ubicado a una altura de 1600
msnm. El café fue cosechado en su plena etapa de madurez y se seleccionaron los frutos viables
mediante el uso de agua para eliminar flotadores. Luego, estos se llevaron directamente a
fermentacién mediante el proceso natural anaerdbico, aproximadamente 136 kg de café en un tanque
de acero inoxidable de una capacidad de 400L durante 3 dias. Para obtener datos sobre la poblacion
micoldgica en el fruto recién cosechado, se tomaron 25 g de café uva con ayuda de guantes y se
realizaron aislamientos y diluciones para extraer las colonias de levaduras. Se recolectaron muestras
de mosto del dia 1, dia 2 y dia 3 de la fermentacion, las cuales fueron transportadas en hielera al
laboratorio. Ademas, se tomo la temperatura, el pH y los grados Brix una vez al dia de fermentacion,
para demostrar las condiciones en las que sobrevivieron las levaduras recolectadas. Asimismo, se
tomaron muestras durante las 61 horas de secado, para determinar la sobrevivencia de estos en todo

el proceso.

pH
Antes de la toma de muestra, se mezcld el café en fermentacién para que fuese homogéneo.

Luego, una vez al dia se recolecté mosto de la valvula inferior del tanque de fermentacién y con la
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ayuda de un potenciémetro Milwaukee pH56 PRO, se tomaron los datos de pH del liquido proveniente

de la fermentacion.

Grados Brix

En un recipiente previamente limpio y seco, se recolecté una vez al dia, la muestra de mosto
de la valvula inferior del tanque de fermentacién. Inmediatamente, con una pipeta de Pasteur, se
tomé 1 mL de este liquido y con el refractémetro de la marca Aichose, se colocé la muestra y se

anotaron los datos obtenidos.

Recuento e Identificacion Morfoldgica de Levaduras

Se realizé un recuento de levaduras (Andrews y Hammack, 2022; Salfinger y Tortorello, 2015;
Tournas et al., 1998) con variaciones, se utilizé como diluyente agua de peptona y el medio de cultivo
fue agar extracto de levadura glucosa cloranfenicol (YGC). Se realizaron diluciones seriales desde 10/-
1 hasta 107-6 y se realizo el conteo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994 de
la Secretaria de Salud et al. (1994). Ademas, de las diluciones seriales, se tomaron 107-3, 107-4 y 10A-
5 para realizar los aislamientos por triplicado. Los mismos fueron llevados a incubacidn a temperatura
ambiente, con revisiones diarias. En busqueda de identificar estas levaduras, se traspasaron todas las
morfo especies que macroscopicamente parecian distintas a un nuevo plato Petri utilizando el método
de estriado por cuadrante, tomando aspectos como forma, elevacién, consistencia, borde, textura,
color, transparencia y brillo, esto con el objetivo de obtener cepas puras en medios YGC para ser
caracterizados. Ademas, se realizaron analisis microscdpicos para caracterizar las células por forma,
tamafio, color, ornamentacién, gemacion y presencia de pseudohifas. De esta manera y con la lectura

de articulos cientificos (Martins et al., 2022), se identificaron por géneros las levaduras encontradas.

Fase Il. Comportamiento de las Levaduras Nativas como Cultivo Iniciador y su Efecto Sensorial
Reproduccion de Levaduras
Una vez caracterizadas las morfoespecies de levaduras, con ayuda de articulos cientificos

(Elhalis et al., 2021; Evangelista et al., 2013; Silva et al.,, 2013) se identificaron aquellas que
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posiblemente pudieran aportar a las caracteristicas organolépticas del café. Luego, se seleccionaron
dos y se llevaron a reproducir siguiendo la metodologia de S. J. Martinez et al. (2019) la cual utilizaba
medio liquido extracto de levadura peptona glucosa (YEPG). Para este caso, se eligieron Pichia sp. y
Saccharomyces sp. las cuales fueron reproducidas durante 48 h, luego se centrifugaron vy,
suspendiéndolas en agua destilada estéril, se llevaron a los baldes de fermentacién para su inoculacion

segun correspondia.

Para comprobar que la poblacién entre cada una de las cepas fuese similar, se realizé un
estriado por cada una de las levaduras y se sembraron tres puntos en nuevos platos Petri, de los
cuales, al momento de inocular el medio liquido, se hizo un raspado de las tres colonias crecidas en

dos dias.

Manejo del Café

Se utilizé café arabica, variedad Geisha, del lote Trapiche, ubicado a una altura de 1600 msnm.
Para la preparacion de las muestras de café, se procedid a seleccionar el café mediante su peso,
eliminando flotadores con el uso de agua. Seguido de esto, pasd por la despulpadora de la marca
Pinhalense® con zaranda, para llevar 1.7 kg de café despulpado a fermentacion aerdbica en baldes
plasticos de 9.5 litros, los cuales fueron situados en la sala de fermentacién de la empresa, uno al lado
de otro. Listo el café en los baldes, se inocularon 20 mL de células en agua destilada de cada una de
las levaduras escogidas. Colocando un tratamiento control, el cual seria la levadura comercial utilizada
por la empresa. La fermentacion llevé un tiempo de tres dias, con mediciones periddicas de pH,
temperatura y grados Brix, ademas de realizar recuento de levaduras al inicio y al final de la
fermentacidon. Una vez terminado este tiempo, se lavd el café para eliminar cualquier resto de
mucilago y se tomaron muestras para el andlisis de humedad. Asi mismo, se colocd el café en
mezcladores de aproximadamente 50 cm x 50 cm para el secado. Es importante sefialar que durante

este proceso, el clima de la zona se encontraba lluvioso, por lo que se tomd la decisidn de situar el
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café en la parte superior de las camas elevadas en invernadero, para un secado mas rapido. En esta

etapa, se tomo recuento de levaduras durante el quinto y octavo dia.

Disefio Experimental

La investigacion se llevé a cabo con tres tratamientos, un tratamiento inoculado con Pichia
sp., el segundo tratamiento con Saccharomyces sp. y el control, el indculo comercial, a estos se les
realizaron tres repeticiones, obteniendo un total de nueve unidades experimentales (Cuadro 1). El
mismo fue realizado con un Disefio Completamente al Azar (DCA) con medidas repetidas en el tiempo.
La toma de datos de cada una de las unidades experimentales se realizé durante cuatro dias, en la

fermentacién y el secado.

Cuadro 1

Tratamientos evaluados en la investigacion

Medidas a través del

Tratamiento Cultivo iniciador Volumen (mL) . 1
tiempo

1 Pichia sp. nativa 20 4

2 Saccharomyces sp. nativa 20 4

3 Inéculo comercial 20 4

Nota. 'Dia 0y 3 de fermentacidn, dia 5y 8 de secado.

Recuento y Abundancia Relativa de las Levaduras

Siguiendo la metodologia explicada en la Fase |, se realizo el recuento de levaduras para cada
dia unidad experimental con sus respectivas repeticiones (Andrews y Hammack, 2022; Salfinger y
Tortorello, 2015; Tournas et al., 1998). Ademas, con el fin de identificar la abundancia relativa de las
poblaciones inoculadas durante los diferentes dias de fermentacion, se determinaron aspectos
macroscopicos como la forma, elevacién, consistencia, borde, textura, color, transparencia y brillo.
Esto consistid en hacer el recuento total de las colonias, y una vez se diferenciaron los géneros
presentes, se contaron las colonias por género y mediante la siguiente Ecuacién [1] se calculd el

porcentaje de abundancia relativa:

Isi
Y Nsi

Abundancia Relativa (%) = * 100 [1]
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Donde:

Isi= Numero total de géneros individuales

>Nsi= Numero total de poblacion de géneros

Grados Brix
Dos veces al dia, con la ayuda de una pipeta Pasteur, previamente desinfectada, se tomé
aproximadamente 1 mL del liquido en el que se encontraba sumergido el café en fermentacion y con

un refractometro de la marca Aichose, se tomaron los datos en grados Brix.

pH
De igual forma, dos veces al dia, se mezclaba la masa fermentable y utilizando un
potenciometro Milwaukee pH56 PRO, se desinfectaban los electrodos para introducirlos en la misma,

una vez dejase de verse el valor cambiante, se anotaban los datos de pH del café en fermentacion.

Humedad

Luego del lavado de cada unidad experimental, se tomaron 5 g de cada unidad experimental
y se llevaron a secar en un deshidratador de alimentos Aroma® AFD-815B a la temperatura mas baja,
en este caso, 95 °F (35 °C) durante 8-10 horas (Soderberg, 2006). Luego se pesaron las muestras

nuevamente y se calculé el porcentaje de humedad utilizando la siguiente Ecuacién [2].

muestra himeda(g)—muestra seca(g)

Humedad (%) = * 100 [2]

muestra humeda(g)
Andlisis Sensorial

Las muestras se dejaron reposando dos semanas luego de su ultimo dia de secado y se llevaron
a trillar en una descascaradora de muestras de café para laboratorio de la marca Pinhalense® modelo
DRC, esto para obtener 120 g de cada unidad experimental. Veinticuatro horas antes de la catacidn,
en una tostadora de muestras Probat BRZ, se colocaron 120 g de café oro y siguiendo el perfil de

tostados para café especial, se tomd aproximadamente 10 minutos entre muestras lograr alcanzar 58
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en el grano entero segun la escala del M-Basic Agtron, esto de acuerdo con las recomendaciones SCA
para procesos de catacion. Una vez realizado el tueste, se cubrieron las muestras para reducir la

exposicién al aire.

En busqueda de lograr un buen desarrollo durante la catacién, se tomd como referencia el
protocolo del Specialty Coffee Association (2015) y se llevaron dos panelistas certificados por SCA al
laboratorio de catacion de Hacienda La Esmeralda S.A. La puntuacion fue realizada en una escala de 6
a 10 puntos, en donde cada incremento a favor de cierto atributo, se le sumaba 0.25 puntos. Ademas

de que se evalud el aroma, sabor, regusto, acidez, cuerpo, balance, en frio y el puntaje final.

Para este proceso se pesaron 12.5 gramos para 225 mL de agua en tazas de porcelanas. La
molienda se llevd a cabo 10 minutos antes de realizar la catacién, llevando el café en grano a 70-75%
de particulas con la ayuda del molino Mahlkonig EK43®. En cuanto al agua utilizada, se preparé una
solucién de agua con Aquacode Coffee Brewing Water®, producto que permite alcanzar una mejor
extraccion del café. Mientras se realizaba el sensorial para el aroma, se prepararon calentadores de
agua Brewista® para elevar la temperatura del agua a 94 °C. Una vez los catadores culminaran la etapa
de aroma, el agua caliente se vertié hasta el borde de la taza directamente sobre el café molido y se

dejo reposar durante cuatro minutos antes de ser evaluado.

Andlisis Estadistico
Los resultados de los analisis microbioldgicos y sensoriales se analizaron con el programa SAS
OnDemand for Academics®. Se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) con P<0.05 y una separacion

de medias Ls-means.

Fase lll. Efecto de las Levaduras Nativas en las Caracteristicas Quimicas del Café
Andlisis Quimicos

Por motivo de logistica se tomaron los dos tratamientos con mejores evaluaciones sensoriales.
Para analizar flavonoides totales y polifenoles totales, se utilizé espectrofotometria UV/VIS. Todos

estos analisis se realizaron a partir del café tostado.
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Con el uso de la metodologia de Jeszka-Skowron et al. (2016) con ciertas modificaciones, para
la preparacién del extracto acuoso que seria utilizado para todos estos analisis, se realizo lo siguiente:
los granos tostados fueron molidos. Luego, se pesd un gramo del café en tubos cdnicos de
centrifugacion y se afiadieron 50 mL de agua destilada a 90 °C, manteniendo esta temperatura por 10
minutos con ayuda de bafio maria. Luego, se centrifugd el extracto a 3500 rpm durante 5 minutos.

Seguido de esto, el sobrenadante se filtré a través papel filtro de café.

Flavonoides Totales.

Se decidié que el mejor método a adoptar para la realizacidén de esta investigacién seria el de
Zhishen et al. (1999) con ciertas modificaciones. Previo comienzo del estudio, se construyd una curva
de calibracién de catequina (Sigma-Aldrich Inc, MO, EUA) con concentraciones de 50, 200, 400, 600 y
1000 ppm (R?=9998), disueltos en agua desionizada. Una vez lista, se prepararon dos soluciones:
solucion A conformada por 1.8 mL de NaNO2 al 5% mas 24 mL de agua desionizada y la solucién B
conformada por 12 mL de NaOH a 1M mds 14.4 mL de agua desionizada. Luego, se extrajeron 600 yL
del extracto acuoso de cada muestra de café tostado. Muestra a la cual se le afadié 2.58 mL de la
solucidn A, dejandola reposar 5 min y donde luego se le agregd 180 yL de AICI3 al 10%. Tras un periodo
de 1 min de reposo, se le adiciond 2.52 mL de la solucién B. Muestras que por ultimo, se leyeron en el
espectrofotometro UV/VIS (Cary 8454, Agilent Technologuies, EUA) a 415 nm. Los resultados de estos
analisis fueron expresados en mg de equivalentes de catequina por gramo de café tostado. La curva

estandar fue de R2 = 0.9996.

Polifenoles Totales.

De acuerdo con el procedimiento de Singleton et al. (1999) y Wolfe et al. (2003) se
cuantificaron los polifenoles totales, a través del método de Folin-Ciocalteu con ciertas
modificaciones. Se mezclaron 60 yL de muestra con 3 mL de agua destilada y 250 yL del reactivo Folin-
Ciocalteu’s (1 N) (Sigma-Aldrich, Co., MO, EE.UU.). Luego, se dejo reposar 5 min a temperatura

ambiente y se procedié a anadir 750 yL de Na2CO3 al 20% y 950 yL de agua destilada. Terminado este
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procedimiento, se dejé equilibrar por 30 min a temperatura ambiente y se procedié a realizar la
lectura en un espectrofotémetro UV/VIS (Cary 8454, Agilent Technologies, EE.UU.) a 765 nm. Para
comparar los resultados finales, se realizd una curva de calibracién utilizando acido galico (Sigma-
Aldrich, Co., MO, EE.UU.) disuelto en agua con concentraciones de 100, 200, 300, 400, 500, 700 y 1000
ppm. Los resultados fueron expresados en mg de equivalentes de acido galico por gramo de café
tostado. La curva estandar fue de R? = 0.9954

Actividad Antioxidante.

Con el fin de determinar la actividad antioxidante de los extractos de café se midi6 la
reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Esto, a través de la adaptacion del método
utilizado por Trandafir et al. (2013) y Ricci et al. (2019). Se elaboré una solucién de DPPH al 0.004%.
Luego, a 2.50 mL de solucién metandlica de DPPH, se le adiciond 50 ulL del extracto acuoso de caféy
se diluyd con un factor de dilucién de 250. Luego, se agitd vigorosamente, se dejo incubar por media
hora a 27 °C y se llevd al espectrofotdmetro UV/VIS a 517 nm. Ademads, se prepard una curva de
calibracion de acido gélico disuelto en agua desionizada de 10, 20, 30, 60, 90 ppm (R?* = 0.9962)
expresando los resultado en mg equivalentes de acido galico por gramo de café. Para finalmente

determinar la actividad antioxidante utilizando la siguiente Ecuacién [3].

Ao—As

Porcentaje de inhibicion = * 100 [3]

Ao

Donde:

Ao= Absorbancia inicial de DPPH al tiempo de 0 minutos

As= Absorbancia final al tiempo de 30 minutos

Andlisis Estadistico
Los resultados de los parametros quimicos se analizaron con el programa SAS OnDemand for
Academics®. Se realizé las media de los datos mediante la prueba T- Student correspondiente a los

tratamientos mejores evaluados sensoriales para determinar las diferencias estadisticas (P<0.05).
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Resultados y Discusion

Fase I. Aislamiento e Identificacion de Levaduras
Recuento e Identificacion Morfoldgica de Levaduras

Esta etapa tomod aproximadamente un mes para su realizacién. Se evaluaron aspectos macro
y microscépicos para determinar las diferencias entre cada género. La mayoria de las colonias, en
cuanto al aspecto macroscépico, presentaron ser circulares de color crema a blanco hueso brillante,
a excepcién de las posibles colonias del género Pichia sp. que presentaban forma irregular y una
elevacion plana y nada brillante (Figura 1). Ademas de las posibles colonias del género Rhodotorula
sp. y Sporobolomyces sp. que presentaron forma irregulares a circulares en diferentes tonalidades de
salmones. Para que estas colonias de caracteristicas macroscépicas similares se lograran identificar de
forma mads clara, se observaron las células. Y mediante el tamafio, la forma, tipo de gemacién y la
presencia de pseudohifas en la observacidn, se realizd revision de literatura, en donde se presentaban
las caracteristicas e imagenes como complemento para lograr identificarlas de manera mas acertada

(Martins et al., 2022; L. Ramos et al., 2023; Wulan et al., 2021).

Figura 1

Morfoespecies en su aspecto macroscopico

1 Saccharomyces sp. 2 Candida sp. 3 Sporobolomyces sp. 4 Sporoholomyces sp. 5 Candida sp.

& Candida sp 9 Hanseniaspora sp.

6 Pichia sp. 7 Pichia sp. 10 Rhodotorula sp.

I Saccharomyces sp. 12 Candida sp

13 Pichia sp.
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Durante todo el proceso de fermentacion anaerdbica del café natural Geisha, se identificaron
13 morfoespecies distintas que podrian corresponder a estos seis géneros de levaduras: Pichia sp.;
Candida sp.; Sporobolomyces sp.; Hanseniaspora sp.; Saccharomyces sp.; Rhodotorula sp. (Cuadro 2).
La mayoria de estas levaduras se encuentran en el suelo, frutas y arboles, ademds de presentarse en
mucosas, piel, genitales de mamiferos e intestinos (Deak, 2007). Esto explica los resultados de este
estudio, ademas de que indica su similitud con otros estudios, en donde se menciona la presencia de
estos géneros fermentativos (Carvalho Neto et al., 2017; Evangelista et al., 2015; Q. Puerta et al.,
2015). El mucilago de café, ademas de otros compuestos, esta formado por aztcares como la sacarosa
gue se invierte para formar glucosa y fructosa, sustratos importantes para el crecimiento de las

levaduras (D'Amore et al., 1989; G. Puerta y Rios, 2011).

Cuadro 2

Descripcidn de los aislados de levaduras nativas en el proceso del café natural Geisha

Descripcion

Macroscopica

Microscépica

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
diametro de 1-1(2) mm después de cuatro dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias de forma circular, elevacion plana a
ligeramente elevada, consistencia suave, borde entero, textura
lisa, color blanco hueso a ligeramente crema, transparencia
opaca y brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
diametro de (0.5)1-1 mm después de cinco dias del crecimiento
levaduriforme. Forma circular, elevaciéon plana a ligeramente
elevada, consistencia suave, borde entero, textura lisa, color
blanco hueso, transparencia opaca y brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
diametro de 1-1(2) después de dos dias del crecimiento
levaduriforme. Forma circular a irregular, elevadas, consistencia
suave, borde entero a rizado, textura entre lisa y rugosa, color
salmdn oscuro, transparencia opaca, y brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
didmetro de 1-2 mm a los cinco dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma irregular, elevacién plana a
ligeramente elevada, consistencia suave, borde ondulado,
textura lisa, color salmdn oscuro, transparencia opaca vy brillo
notable.

Células con forma globosa a
ampliamente elipsoidal y cilindrica de
(4)5-7x(3)4-6(7) um color hialino,
ornamentacion lisa, gemacion
multilateral, ausencia de pseudohifas.

Células con forma elipsoidal a
ampliamente cilindricas de (4)5-7(8) x
3-5(6) um color hialino, ornamentacion
lisa, gemacion multilateral y ausencia
de pseudohifas.

Células con forma globosa a
ligeramente elipsoidal de (6)7-12(15) x
(3)4-5 um color hialino, ornamentacion
lisa, gemacion monopolar y ausencia de
pseudohifas.

Células con forma globosa a
ampliamente cilindrica de (9)10-14(16)
X 5-7(8) pm color hialino,
ornamentacion lisa, gemacion
multilateral y ausencia de pseudohifas.
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Descripcidn

Macroscopica

Microscépica

10

11

12

13

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
didametro de 1-1(2) mm después de cuatro dias del crecimiento
levaduriforme. Forma circular, elevacién plana a ligeramente
elevada, consistencia suave, borde entero, textura lisa, color
blanco hueso a crema, transparencia opaca y brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
didmetro de 4-7(8) mm a cuatro dias de crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma irregular, elevaciéon plana,
consistencia suave, borde rizado, textura lisa, color blanco hueso
a crema, transparencia opaca y sin brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
didmetro de 1-3(4) mm después de cuatro dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma filamentosa, elevacién plana
a ligeramente elevada, consistencia suave, borde filamentoso,
textura lisa, color blanco hueso, transparencia opaca y sin brillo
notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
diametro de 1-2 mm a cuatro dias de crecimiento levaduriforme.
Colonias con forma filamentosa, elevacién plana a ligeramente
elevada, consistencia suave, borde filamentoso, textura lisa, color
blanco hueso a crema, transparencia opaca vy sin brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
diametro de (1)2-4(5) mm después de cuatro dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma circular, elevacion plana a
ligeramente elevada, consistencia suave, borde entero, textura
lisa, color blanco hueso a crema, transparencia opaca y brillo
notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
didametro de (1)2-3 mm después de siete dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma circular, elevacion elevada,
consistencia suave, borde entero, textura lisa, color salmoén claro,
transparencia opaca, brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
didametro de (1)2-4 mm después de tres dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma circular, elevacién de plana a
elevada, consistencia suave, borde entero, textura lisa alrededor
y rugosa en medio, color blanco en medio y crema alrededor,
transparencia opacay sin brillo en el medio y alrededor brillante.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
diametro de 1-2 mm después de tres dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma irregular, elevacién convexa a
pulvinada, consistencia dura, borde rizado, textura rugosa, color
blanco hueso, transparencia opaca y sin brillo notable.

Las colonias incubadas a 37 °C en agar YGC presentaron un
didmetro de (2)3-6(8) mm después de tres dias del crecimiento
levaduriforme. Colonias con forma irregular, elevacion plana,
consistencia suave, borde ondulado a rizado, textura rugosa,
color blanco, transparencia opaca y sin brillo notable.

Células con forma elipsoidal a
ampliamente cilindricas de (4)5-7(9) x
(2)3-5 pum color hialino,
ornamentacion lisa, gemacion
multilateral y ausencia de
pseudohifas.

Células con forma elipsoidal a
ampliamente cilindrica de (4)6-10(11)
X 3-5 (6) um color hialino, gemacién
multilateral v ausencia de
pseudohifas.

Células con forma elipsoidal a
ampliamente cilindrica de (4)6-10 (11)
X 3-6(7) um  color hialino,
ornamentacion lisa, gemacion
multilateral, presencia de pseudohifas
hialinas septadas.

Células con forma elipsoidal a
ampliamente cilindrica de (5)6-13(19)
X 3-5(6) um color hialino,
ornamentacion lisa, gemacion
multilateral, presencia de pseudohifas
hialinas septadas.

Células con forma globosas a
subglobosas de (3)4-6(7) x (2)3-5(6)
pum color hialino, ornamentacion lisa,
gemacion multilateral, ausencia de
pseudohifas.

Células con forma elipsoidal a
ampliamente cilindrica de (3)4-6(7) x
3-5(6) pum color hialino,
ornamentacion lisa, gemacion
multilateral, ausencia de pseudohifas.

Células con forma globosa a
ampliamente elipsoidal y cilindrica de
(4)5-7x(3)4-6(7) um color hialino,
ornamentacion lisa, gemacion
multilateral, ausencia de pseudohifas.

Células globosas a ampliamente
elipsoidal de 4-8(10)x(1)2-3(4) um
color hialino, ornamentacién lisa,
gemaciéon multilateral y pseudohifas
presentes septadas hialinas.

Células con forma elipsoidal a
cilindrica de (4)5-8(9)x(1)2-4 um color
hialino, ornamentacion lisa, gemacién
multilateral y pseudohifas presentes
septadas hialinas.




24

En cuanto al recuento de levadura, el menor conteo se visualizd para la microbiota del fruto y
para la muestra de secado (Cuadro 3). Esto puede estar relacionado a que con el deterioro del
mucilago durante la fermentacién, los azlcares y metabolitos se tornan disponibles, lo que causa que
estos microorganismos puedan aprovechar los sustratos requeridos para su crecimiento (Péter et al.,
2017). Es interesante observar que en este estudio se identificaron Saccharomyces sp., Candida sp. y
Sporobolomyces sp. en uno de los recuentos mas bajo de esta parte de la investigacion (Figura 2). De
acuerdo con Carvalho Neto et al. (2017) y Q. Puerta et al. (2015) estos géneros tienen la habilidad de
adaptarse a las condiciones ambientales antes y después de la fermentacion, es decir que la calidad

del mucilago no es determinante en su permanencia.

Cuadro 3
Resultados del recuento de levaduras antes, durante y después de la fermentacion anaerdbica del

café natural Geisha

Fermentacién

Muestreo Fruto? Secado®
DIA1 DIA 2 DIA3
log UFC/mL? 6.0 7.3 7.2 6.9 6.7
Morfoespecies caracterizadas 3 2 4 2 4

Nota. *Muestras cosechadas con guantes. 2Valores indican una sola repeticion. *A las 66 horas de secado.
Figura 2
Cambios en la abundancia relativa de levaduras nativas, durante y después (muestreo a las 61 horas

de secado) de la fermentacion anaerdbica del café natural Geisha

100%
90%
80%
70% # Candida sp.
60% B Sporobolomyces sp.
50% = Rhodotorula sp.
40%

# Hanseniaspora sp.
30%

20%

B Saccharomyces sp.
0%

Antes (OH)  DIA1(19H)  DIA2 (43H)  DIA3(66H) Secado (61H)

Pichia sp.
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El recuento inicial de esta fase parecia ser 6 log UFC/g, resultados consistentes con otra
investigacién donde el café cereza fue reportado con 6.3 log UFC/g para el fruto maduro recién
cosechado (Machado et al., 2019). Para el primer dia de fermentacidn la poblacién de levaduras fue
de 7.3 log UFC/mL (Cuadro 3), etapa en donde aparece Pichia sp. acompafiada de Candida sp. (Figura
1). G. Pereira et al. (2014) sefiala que durante las primeras 16 horas de fermentacién se determiné
que las levaduras con mayor presencia fueron Pichia fermentans, Pichia kluyveri, Candida glabrata,
Candida quercitrusa y Pichia guillermondii. De igual importancia, los resultados de este estudio
mostraron un aparente pH de 4.36 y un grado Brix de 10.5 para el primer dia de fermentacién (Cuadro
4). De acuerdo con G. Puerta (2012) el pH y grado Brix del café cereza depende de las actividades de
cosecha, poscosecha, madurez y demas, pero, inicialmente se encontré en un promedio de 5.2 para
pHy 17.1 para el grado Brix. Por lo tanto, se pudo observar que este café desde su cosecha hasta el
primer dia de fermentacidn parecié aumentar su acidez y redujo su contenido de sélidos solubles. Esto
posiblemente relacionado a la produccidn de acidos debido a la interaccidn entre las bacterias acido-
lacticas y levaduras. En donde la levadura proporciona nutrientes para el crecimiento de las bacterias,
y las bacterias producen la acidificacion del medio lo que provoca un ambiente ideal de crecimiento
para las levaduras (Da Silva et al., 2022). Al segundo dia, el recuento de levaduras parecia mantenerse
en 7.2 log UFC/g, sin embargo, en esta ocasién surgieron Hanseniospora sp. y Rhodotorula sp. en un
pH de 4 y un grado Brix de 16. Estos resultados no soportan a Masoud et al. (2004), quienes
demostraron la presencia de Hanseniospora uvarum antes, durante y después de la fermentacién, en
donde disminuia su conteo durante la fermentacién y el secado. Ademas de que se observd
Hanseniospora opuntiae las primeras ocho horas de fermentacion. Por consiguiente, parece posible
gue estos resultados se deban a una especie distinta con caracteristicas fermentativas especiales a las
estudiadas en otros estudios cientificos. Asimismo, la aparicién de estas levaduras durante la mitad
de la fermentacidn podria estar vinculada a los cambios en las condiciones, como lo es el pH y los
grados Brix (Evangelista et al., 2014). En otras palabras, parametros que se interrelacionan a la

hidrélisis de la pectina y el mucilago del café, debido al aumento en la acidez del medio, lo que indica
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una mayor produccién de metabolitos como los 4cidos organicos (Evangelista et al., 2014; Evangelista

et al., 2015; Marques et al., 2010).

Cuadro 4

Valores de grados Brix, pH del mosto durante la fermentacion del café natural Geisha

, ., Parametros!
Dias de fermentacién Py
Brix pH
Dia 1l 10.5 4.36
Dia 2 16.1 4
Dia 3 16 4.06

Nota. *Valores indican una sola repeticién.

Para el final de la fermentacién (DIA 3), la poblacion de levaduras fue de 6.9 log UFC/g, en
donde Saccharomyces sp. mostré su presencia, acompafiada de un alto porcentaje de Pichia sp. Este
resultado difiere de Haile y Kang (2019b) quienes demostraron la presencia de otras levaduras como
S. fibuligera ademas de Pichia sp. y Saccharomyces sp. durante esta fase. Una posible explicacién para
esto es que en este mismo estudio se indica que Saccharomyces cerevisiae es altamente reproducible
en comparacién con otras levaduras debido a su capacidad de sobrevivir en ambientes competitivos.
Asimismo, se presenta como Pichia flavescens y Pichia anomalus no presentaron diferencias con la
cepa de Saccharomyces sp. en ese estudio. Por otra parte, el pH parecia mantenerse cercano a 4.06,
seguido de un grado Brix de 16.1, indicando que la produccién de acidos se mantuvo debido a que no
se proporcionaba las condiciones para el continuo crecimiento de estos microorganismos (T. Pereira
et al., 2022). Esto podria relacionarse a una tasa de proliferacion disminuyente, es decir, la entrada a
la fase estacionaria que entre mayor es la poblacién, mayor requerimiento de nutrientes, lo que
provoca competencia entre las levaduras estudiadas (Gonzdlez, 2021). Entre los principales
compuestos producidos durante las fermentaciones anaerdbicas son el acido lactico, butanol, etanal,
entre otros (Corrales et al., 2015). Esto se relaciona al consumo rapido de los azucares del sustrato
para convertirlo en componentes como el etanol, que causan la inhibicién del crecimiento de otras

especies de levaduras (Dashko et al., 2014). Como es el caso de Saccharomyces sp. y Pichia sp. que
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han demostrado ser las mas resistentes al etanol y son capaces de sobrevivir hacia el final de la

fermentacion (Da Silva et al., 2019; Maicas, 2020).

En la fermentacidn los microorganismos utilizan los azlcares como sustrato para su actividad
metabdlica, por lo que normalmente deberia de disminuir. Sin embargo, un hallazgo inesperado fue
el supuesto aumento de los grados Brix durante la fermentacién en esta fase. Este es un dato que
presenta poca evidencia para el soporte del aumento de los grados Brix durante la fermentacién en
café. Sin embargo, hay que tomar en consideracidn que este dato no solo expresa los azlcares, sino
los sdlidos solubles del mucilago como glucosa, acido malico, lactico, fructosa, galacturdnico, etanal,
compuestos resultados de la degradacion de las sustancias pécticas del café (G. Puerta y Rios, 2011).
Es por ello que G. Puerta (2012) menciond en su estudio, que los grados Brix aumentan durante la
fermentacién de café cuando se realiza en sistemas sumergidos debido a la disolucidon de estas
sustancias en el agua. Por lo tanto, es posible especular que el exudado del café estudiado (mosto)
presentaba ser el medio de disolucidn para estos compuestos, lo que reflejé este posible aumento de

los grados Brix.

Durante el secado las poblaciones de estas levaduras fueron de 6.7 log UFC/g, visualizando un
aumento en el porcentaje de aparicion de Saccharomyces sp., la aparicion de Candida sp. y
Sporobolomyces sp., ademas de presentarse una gran disminucién de Pichia sp. Los cambios en la
abundancia de estas levaduras fue reportado de igual manera con Elhalis et al. (2020) donde se
mencionaba que levaduras como Debarymyces hansenii fue visualizada las primeras 24 horas de
fermentacion y luego desaparecié al final de este proceso, tomando en consideracidn que este
microorganismo es del tipo no fermentativo, lo que podria explicar su pérdida. La prevalencia de estas
levaduras durante el secado, podria estar relacionado a que géneros como Candida sp. pueden tolerar
baja actividad de agua (Zhang et al., 2023). Para el caso de Saccharomyces sp. se ha demostrado que
esta levadura tiene la capacidad de sobrevivir en periodos donde los nutrientes se encuentran escasos

(Smets et al., 2010). De hecho, la trehalosa se considera un disacarido que forma parte importante en
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esta sobrevivencia, esto debido a que este compuesto contribuye al estrés de las células preservando

las células durante el choque térmico del secado (Virgilio, 2012).

El comportamiento de las levaduras estudiadas en esta investigacion fue el esperado, en
paises como Brasil, Colombia, Tanzania y Australia, presentaron especies de los mismos géneros de
microorganismos presentados en este estudio (Cruz-O'Byrne et al., 2021; Elhalis et al., 2020; Masoud
et al., 2004; G. Pereira et al., 2014). De hecho, no solo en café se ha estimado esta conducta, en vino
se ha determinado la presencia de levaduras como Rhodotorula mucilaginosa y Pichia anomala
durante el proceso de fermentacidén espontanea (Diaz et al., 2013). Este hallazgo sugiere que estas
poblaciones micoldgicas forman parte esencial del desarrollo fermentativo de los alimentos. Aun asi,
Delgado et al. (2020) menciona la variabilidad en la existencia de las especies de levaduras,

dependiendo de la zona geografica donde se encuentre la muestra estudiada.

Fase Il. Comportamiento de las Levaduras Nativas como Cultivo Iniciador y su Efecto Sensorial
Luego de identificar morfolégicamente las levaduras nativas del café natural Geisha de
Hacienda La Esmeralda, proveniente del mosto de la fermentacién anaerdbica y seleccionando dos
levaduras a reproducir e inocular. Se eligieron Pichia sp. y Saccharomyces sp., las cuales han
demostrado brindar buenas caracteristicas sensoriales para el café (Elhalis et al., 2021; Evangelista et
al., 2013; Silva et al., 2013). En esta fase se inocularon estas levaduras nativas en café lavado Geisha
de otro de los lotes de la empresa. De esta manera, se realizé la comparacion con la levadura comercial
utilizada cominmente por ellos. Este estudio reportd por primera vez el uso de levaduras nativas de
café Geisha natural anaerdbico en Panama, como cultivo iniciador en la fermentacion del café

especial.

Recuento de Levaduras
De acuerdo con el andlisis estadistico, el modelo no presenté diferencias significativas entre
tratamientos, sin embargo, para los valores entre distintos dias, si hubo diferencias (P<0.05) entre el

primer y ultimo dia de fermentacidn. Ademas, el quinto dia de secado presentd diferencias tanto para
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el tiempo de fermentacion, como para el octavo dia de secado. También, se culmind la toma de
muestras de secado con un valor de carga microbiana similar al inicial (Cuadro 5). A diferencia de la
Fase | en donde el café no fue despulpado y obtuvo un conteo de 6 log UFC/g, el café lavado en esta
fase presentd un conteo de levaduras en promedio de 3.7 log UFC/g. Esto relacionado a que el café
cereza, al retener su pulpa, puede albergar una poblaciéon microbiana diversa y abundante en la capa
externa donde interactua con el medio ambiente y puede tener acceso a una variedad de sustratos
(Silva et al., 2000), y que al momento de retirar esta pulpa, causa la pérdida de esta diferencia de

poblacién.

Cuadro 5

Recuentos de levaduras (log UFC/g) del proceso de fermentacion (DIAOy 3) y secado (DIA5y 8)

Tratamiento? Fermentacion Secado
DIAQ? DIA3 DIAS DIA8
Inéculo con Pichia sp. nativa 3.6+0.05%* 7.1+£0.03% 5.0+0.32% 3.9+0.15*
Indculo con Saccharomyces sp. nativa 3.7 £0.06 # 7.3+0.73 % 52+0.73¥ 4.0+0.08*
Inéculo control 3.7+0.07* 7.1+0.05* 53+050% 43+043%
C.V (%) 1.96 5.72 6.36 7.40

Nota. ! Cultivo iniciador para cada tratamiento. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacién estandar de tres repeticiones.
3Coeficiente de variacién. *®Valores seguidos de una letra diferente en cada columna representan diferencia estadistica entre tratamiento

(P<0.05). **Valores seguidos de una letra diferente en cada fila indica diferencia estadistica entre medidas repetidas en el tiempo (P<0.05).

Por otra parte, se pudo apreciar que para todos los tratamientos hubo un aumento entre el
dia inicial hasta el dia final de fermentacion de 3.6 a 7.1 log UFC/g, correspondiendo al incremento de
la Fase |. Este comportamiento demuestra ser el esperado debido a que de acuerdo con Ribeiro et al.
(2017) las poblaciones de levaduras aumentan durante todo el proceso de fermentacion debido a la
presencia de sacarosa como sustrato. En cambio, se pudo observar que al iniciar el secado, se
disminuyd esta poblacién. En el proceso de secado, el café se expone al aire y a temperaturas elevadas,
lo que puede crear un ambiente menos propicio para la proliferacion de levaduras. Ademas, la
reduccion de la actividad de agua a medida que el café se seca también contribuye a esta disminucion.

Esto, segun Vilela et al. (2010) se entiende como un comportamiento normal debido a que las
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levaduras tienden a descender al momento de que las condiciones de nutrientes, actividad de agua y

temperatura, no son ideales para su crecimiento.

Abundancia Relativa de las Levaduras

De acuerdo con el andlisis estadistico, tanto entre tratamientos, como entre dias, existen
diferencias significativas (P<0.05). Debido a que no se realizé una esterilizacidn previa a la inoculacion,
los cultivos iniciadores fueron mezclados con la poblacién nativa del café lavado en esta fase. Por
tanto, luego de realizar la identificacion macroscdpica de los géneros durante el recuento de estos
microorganismos, se determind la presencia de las posibles levaduras Pichia sp., Saccharomyces sp. y
Candida sp. en todos los tratamientos. Es importante mencionar que en esta fase no se detectd la
presencia de Sporobolomyces sp., Rhodotorula sp.y Hanseniaspora sp., las cuales fueron identificadas
en la Fase |, esto pudiendo estar relacionado al proceso de despulpado en el cual se transporta los

frutos del café con agua, lo que provoca el lavado de ciertos microorganismos (Silva et al., 2000).

Se pudo observar que para el inicio de la fermentacién, dentro del recuento promedio de 3.7
log UFC/g de levaduras, el inéculo de Pichia sp. nativa obtuvo una abundancia relativa de 75%,
Saccharomyces sp. nativa con 78% vy el indculo comercial con 79% (Figura 3). Sin embargo, para el
tercer dia de fermentacion en un promedio de 7 log UFC/g de levaduras, se observé un decrecimiento
gradual en el porcentaje de aparicidon para todos los cultivos inoculados y un aumento en lo que
parecia ser la poblacidn nativa de Candida sp. Tomados juntos estos resultados concuerdan con Vilela
et al. (2010) quién indicé que durante las primeras 24 horas de fermentacién, la mayor poblacion esta
dominada por bacterias y que luego de esto, la poblacién de levaduras crece. Por lo tanto, se puede
inferir que durante este proceso, todas las levaduras presentes en cada tratamiento crecieron, incluso
las que no fueron inoculadas. Es decir que proporcionalmente los cultivos iniciadores disminuyeron
en su porcentaje de apariciéon para abrir espacio al aumento de la presencia de Candida sp. sin
provocar la disminucidon del conteo de levaduras. Ademds, cabe mencionar que pudo haber un

crecimiento de especies distintas a los inoculados de Pichia sp. y Saccharomyces sp.
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Figura 3

Presencia de levaduras en porcentaje de aparicion durante la fermentacion (DIA Oy 3) y secado (DIA
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En contraste con la fase | que para el tercer dia de fermentacién, Pichia sp. y Saccharomyces
sp. fueron los aparentemente encontrados en la fermentacién anaerdbica del café natural Geisha, en
esta fase se puede observar la presencia de Candida sp. ademas de las levaduras inoculadas. Esto
podria llevar a la explicacién de que era una especie distinta a la observada en la primera fase. Este
resultado es consistente a estudios similares, donde especies de este género de levadura incluso
podian mantenerse hasta 216 horas de fermentacién, esto debido a su capacidad de sobrevivencia en

el medio (Oliveira et al., 2019; Vilela et al., 2010).

Los cambios mds notables se obtuvieron en el secado, principalmente para el tratamiento
inoculado con Pichia sp. nativa. Se observd cdmo esta levadura iba disminuyendo su porcentaje de
aparicion durante el desarrollo del procesamiento del café. Para el quinto dia de secado, en un

promedio de 5.2 log UFC/g todos los tratamientos mostraron disminuir en porcentaje de aparicion.
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De igual manera, para el octavo dia de secado Pichia sp. nativa disminuyd del 75 al 31% del porcentaje
de aparicién, mientras que los demds tratamientos aumentaron, siendo el tratamiento inoculado con
Saccharomyces sp. nativa el de mayor aparicion comparandolo con los demds cultivos inoculados. Hay
poca evidencia que soporte estos cambios en el café, pero se sugiere que pudo estar relacionada a la
capacidad de tolerancia a una baja actividad agua. Como lo expresa Delgado et al. (2020) factores
como los rayos UV y las altas temperaturas pueden ser parte de la supervivencia de ciertas levaduras
durante esta etapa. G. Pereira et al. (2012) evalud la habilidad de supervivencia a temperaturas altas
en ciertas levaduras durante el proceso de fermentacién espontanea, determinando que S. cerevisiae
es tolerante a estos cambios, en ese caso, a 45 °C. Ademds, se indica la baja necesidad nutricional de
la levadura mencionada anteriormente, lo que explica la supervivencia en este estudio durante el

secado.

Este hallazgo apoya la investigacion previa de Meersman et al. (2016) quienes observaron en
cacao que, luego de lainoculacidn, las cepas que no pertenecen al género Saccharomyces como Pichia
kluyveri, no alcanzaban tamafos de poblacién altos y tendian a desaparecer en cierto punto. Mientras
gue para el caso de Saccharomyces cereviasiae se demostré que podia reprimir el crecimiento de las
levaduras nativas en el cacao, volviéndose la levadura con dominancia debido a su posible tolerancia

al acido acético o lactico.

Grados Brix

El modelo estadistico mostré que al menos uno de los tratamientos fue diferente
estadisticamente, ademas de presentar diferencias entre los dias de tomas de muestras (P<0.05). Se
determind que los grados Brix iniciales se encontraban en 12% (Cuadro 6). De acuerdo con G. Puerta
(2012) en promedio el café maduro se encuentra entre 15% y 19% de grados Brix, menor a esto se
considera pintdn. Esta disminucién en el café estudiado podria estar relacionado a que en los sistemas
de fermentacion sin agua, este pardmetro tiende a disminuir debido a que la densidad del mucilago

se reduce por el consumo de los microorganismos en esta etapa. Lo que indicaria actividad
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microbioldgica desde antes de la inoculacidon. Ademas, se presentaron diferencias estadisticas entre
el primer y dltimo dia de fermentacién en donde los grados Brix se redujeron de 12% a 8.3%. Haile y
Kang (2019c) mencionaron que durante fermentacién los azucares tienden a disminuir debido a la

formacion de metabolitos que llevan al desarrollo de caracteristicas organolépticas.

Cuadro 6

Valores de grados Brix, pH y porcentaje de humedad durante la fermentacion del café lavado Geisha

Tratamiento! "Brix’ pH
DIA1 DIA3 DIA1 DIA3
Inéculo con Pichia sp. nativa 12.1+0.39>  8.8+0.29% 4.5+0.59 3.5+0.03%
Inéculo con Saccharomyces sp. nativa 12.1+0.13> 87+035% 43+0.12% 3.6+0.06%
Inéculo control 12.0+0.08 * 7.6+047% 42+0.12% 3.7+0.09 %
C.V (%) 2.05 4.56 8.1 1.55

Nota. * Cultivo iniciador para cada tratamiento. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacién estandar de tres repeticiones.
3Coeficiente de variacién. *%Valores seguidos de una letra diferente en cada columna representan diferencia estadistica entre tratamiento

(P<0.05). **Valores seguidos de una letra diferente en cada fila indica diferencia estadistica entre medidas repetidas en el tiempo (P<0.05).

Algo importante a observar es que dentro del tercer dia de fermentacidn, el inéculo comercial
presentd diferencias significativas entre los tratamientos, siendo el que menor porcentaje de sdlidos
solubles presentaba en esta etapa. Este resultado apoya la idea de C. L. Ramos et al. (2014) quien
observé la rapidez fermentativa de Saccharomyces cerevisiae, el cual consumia los carbohidratos
provenientes del mucilago del cacao en menor tiempo para lograr la produccién de etanol. Lo que
permite inferir que el tratamiento con el inéculo comercial metabolizé rapidamente los azlcares para
la produccion de mayores componentes quimicos importantes para la competicion de la levadura. De
igual manera, revisando la descripcién de esta levadura comercial, se menciona la optimizacion de
Saccharomyces cerevisiae para lograr la desmucilaginacion de forma mas eficiente, mejora en la taza
y la consistencia, lo que explicaria su contenido de sélidos solubles mas bajo. Otro hallazgo de
relevancia en este estudio es que antes de la inoculacion, muestras del inéculo comercial fueron
observadas y en la misma se determiné la presencia de células tanto de Saccharomyces sp. como de
Pichia sp. Ademas de presentar lo que podrian ser bacterias, deduciendo que el inéculo comercial esta

conformado por una mezcla de microorganismos y no solo por un género de levadura. Estos resultados
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apoyan alin mas la idea de estudios como los de Wang et al. (2020) que sugiere que el uso de multiples
cepas como inoculantes, podria resultar en mejorar las actividades individuales de las mismas,

aportando a la parte sensorial del café.

pH

El modelo estadistico indicé que no se presentaron diferencias entre tratamientos. Sin
embargo, en cuanto a los dias de toma de muestra se presentaron diferencias significativas (P<0.05)
(Cuadro 6). En este parametro se pudo observar el mismo comportamiento que con los sdlidos
solubles, es decir, diferencias significativas entre el primer dia y ultimo dia de fermentacion,
comprobando un aumento en la acidez. Esto, debido al incremento de la concentracién de los acidos
degradados de la capa del mucilago por los metabolismos de los microorganismos en la fermentacion
que producen compuestos de relevancia en los atributos sensoriales del café (Martinez et al., 2019).
De acuerdo con E. Martinez et al. (2023) los acidos citrico, malico, lactico y succinico son de los que
presentan mayor concentracion al final de la fermentacidn, es por esto que el pH bajé en el ultimo dia

de fermentacion.

G. Puerta (2012) enfatiza que el mucilago contiene un aproximado de 47.5% de azucares
reductores (fructosa, glucosa, maltosa) y un 29.8% de azucares no reductores (sacarosa). Tomando en
consideracion esto, Escalante et al. (2011) concluyé que la especie Pichia anomala fermenta
correctamente monosacdridos, sucrosa y maltosa. Ademads, se ha reportado que la especie Pichia
kluyveri fermenta glucosa y fructosa (Barrera et al., 2013). Siguiendo esta linea, se ha seiialado que las
cepas del género Saccharomyces sp. tienen una gran adaptabilidad a la fermentacidn, aportando
propiedades quimicas que contribuyen a la parte sensorial del café, gracias al rendimiento que tienen
con la glucosa y fructosa que les permite producir mas acidos organicos (Rutay Farcasanu, 2021). Un
resultado a notar es la reduccion en mayor proporcidn de los grados Brix que en el pH, esto debido a
gue durante los procesos de fermentacién el consumo de azlcar es menor en comparacion con la

produccidn de acidos (Aravantinos et al., 1994).
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Humedad

Luego de trascurrir los tres dias de fermentacion, se analizo el porcentaje de humedad, para
inferir en la prevalencia de las levaduras. Segun el andlisis estadistico, el modelo indicé que no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.05). De acuerdo con lo observado, el porcentaje
de humedad se encontrd entre 22.4% y 25.7%. Hay poca evidencia que soporten estos resultados, sin
embargo, Jurado et al. (2009) sefiala que un grano de café, una vez fue lavado, debe contener 53% de
humedad. Este aspecto puede estar relacionado a que la fermentacion realizada fue del tipo sdlida,
es decir que no se le agregd agua, lo que pudo provocar la evaporacion del contenido de agua en el
fruto durante el proceso de fermentacion (Garcia, 2016). Para finalizar el procesamiento de este café,

se llevd a 11-12% de humedad.

Andlisis Sensorial

El modelo estadistico indicdé que al menos uno de los tratamientos presenté diferencias
estadisticas (P<0.05). Se pudo determinar que entre el indculo control, con un puntaje de 91.5 y el
tratamiento inoculado con Pichia sp. nativa, con 91.3, no presentaron diferencias estadisticas entre si
y se consideraron los mejores tratamientos en esta investigacién. El tratamiento inoculado con
Saccharomyces sp. nativa obtuvo el puntaje mas bajo en este estudio, pero aun asi considerandose un

café especial de alta categoria (90.5).

De acuerdo con los atributos calificados durante la catacién (Cuadro 7), se determind que el
mejor tratamiento en cuanto aroma y acidez fue el indculo control con un puntaje de 9.0. En cuanto
al sabor no se encontraron diferencias estadisticas entre el indculo control y el inéculo con Pichia sp.
nativa, ambos obtuvieron un puntaje de 8.8. En cambio, para el atributo de regusto, el tratamiento
inoculado con Pichia sp. nativa representé el mejor tratamiento estadisticamente con un puntaje
promedio de 8.8. Para el atributo de cuerpo no se encontraron diferencias estadisticas entre los tres

tratamientos. En cuanto al balance, Pichia sp. nativa representd el mayor puntaje con 8.6. Por ultimo,
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el atributo en frio obtuvo el mejor puntaje el indculo control y el tratamiento inoculado con

Saccharomyces sp. nativa con 8.6.

Cuadro 7

Resultados del andlisis sensorial

Tratamientos!

Atributos? Indculo con Pichia sp. Indculo con Saccharomyces . C.V (%)?
. . Inéculo control
nativa sp. nativa
Fragancia* 9.9+0.13° 10+£0.00° 9.9+0.26" 1.77
Aroma 8.8+0.14° 8.7+0.00°¢ 9.0£0.00° 1.45
Sabor 8.8+0.14°2 8.6+0.14° 8.8+0.14°2 2.01
Regusto 8.8+0.20°2 8.5+0.00°¢ 8.7+0.00° 2.11
Acidez 8.8+0.14° 8.7+0.00°¢ 9.0+0.00°2 1.45
Cuerpo 8.8+0.14° 8.7+0.00° 8.7+£0.27°2 2.01
Balance 8.6+0.142 8.5+0.00° 8.5+0.00° 1.12
Taza limpia 10+£0.00° 10+£0.00° 10+ 0.00° 0.00
Dulzor 10+£0.00° 10+£0.00° 10+£0.00° 0.00
General 85+0.14° 8.6+0.00°2 8.6+0.14°2 1.41
Puntaje final 91.3+0.41° 90.5+0.00° 91.5+0.27°2 0.58

Nota. * Cultivo iniciador para cada tratamiento. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacién estandar de tres repeticiones.
3Coeficiente de variacion. “Escala de evaluacién de 6 a 10 puntos. *%Valores seguidos de una letra diferente en cada fila representan

diferencia estadistica entre tratamiento (P< 0.05).

El tratamiento control fue calificado con leve citrico, afrutado, dulce, lima y floral. Estos
resultados coinciden con estudios previos donde han mencionado la capacidad aromatica de
Saccharomyces cerevisiae relacionandolo a fragancias de rosas (Sottil et al., 2019). De acuerdo con A.
Pereira et al. (2018) la percepcidn de los aromas del café dependen de la concentracidn de ciertos
compuestos quimicos, por ejemplo, el atributo afrutado lo relaciona al compuesto 2-heptanone vy el
atributo dulce es relacionado a pyrazine-methyl. De igual manera menciona que la presencia de
furanos provee notas herbales o afrutadas. Segun con el fabricante del producto utilizado, se utiliza
una cepa especifica para formular este cultivo iniciador, lo que podria explicar por qué sus atributos

marcan mayores compuestos en aroma.

Para el caso de Pichia sp. se relacioné con un break flojo, especies, poco herbal, nueces,
citricos, limon, dulce, floral, vainilla y bergamota. Estos resultados concuerdan con estudios previos

donde se menciona que levaduras como Pichia kluyveri han demostrado un buen desempefio en la
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produccién de componentes aromaticos como los ésteres, alcoholes, acidos y otros compuestos
volatiles (Chen et al., 2023). De acuerdo con G. Pereira et al. (2014) menciond la relacién del atributo
citrico a la produccién de ésteres durante la fermentacion. También, se ha determinado que la acidez
funciona como potenciador al dulzor del café (Da Mota et al., 2020). Ciertos de los compuestos que
brindan notas frutales y florales durante la fermentacién han sido encontrado en niveles elevados
durante fermentaciones con Pichia kluyveri, como es el caso del octanoato de etilo, el acetato de

isoamilo y el hexilo (Delac et al., 2022).

En cuanto al tratamiento inoculado con Saccharomyces sp. nativa, se describié como citrico,
canela, limdén, poco terroso, floral, herbal, insipido. Ciertos de estos atributos fueron de igual manera
encontrados en un estudio similar realizado por Elhalis et al. (2021) en donde la caracteristicas terrosa
estaba relacionada a la presencia de pirasinas, pirroles, piridinas, furanos, fenoles y azufrados
consecuentes de la reaccién de Maillard durante el tostado. Aunque de acuerdo con Batista et al.
(2020) los pirroles y furanos estimulan altas concentraciones cuando se despulpa el café, lo que indica
gue estos compuestos pudieron haber surgido desde antes de la reaccién mencionada. Ademas, se ha
mencionado que este género presenta bajas producciones de compuestos aromaticos, aspecto que si
poseen otras levaduras fermentativas (Cordero et al., 2013). El hecho de que esta cepa no obtuviese
resultados similares al inéculo control, pudo ser a que la produccidon de compuestos aromaticos como
alcoholes superiores, acidos grasos y ésteres en cantidades y proporciones distintas, tienden a

depender entre especies y cepas obtenidas de Saccharomyces cerevisiae (Vejarano y Calderén, 2021).

Fase Ill. Efecto de las Levaduras Nativas en las Caracteristicas Quimicas del Café
Andlisis Quimicos

Flavonoides Totales.

Los flavonoides son compuestos fendlicos que se encuentran distribuidos en el reino vegetal
y se ha demostrado su efecto antioxidante (Ochoa y Ayala, 2004). De acuerdo con Ramirez et al. (2011)

la concentracién de estos compuestos dependen de la variedad, origen del grano, suelo, condiciones
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del ambiente y aspectos genéticos del cultivo. Para este estudio se analizaron los dos tratamientos
con mejores evaluaciones sensoriales, indculo control y el indculo con Pichia sp. nativa. Sin embargo,
de acuerdo con el modelo estadistico no hubo diferencias estadisticas entre tratamientos (P=0.05)

(Cuadro 8).

El contenido de flavonoides en el café Geisha lavado con el tratamiento del indculo con Pichia
sp. fue en promedio de 39.2 mg equivalentes de catequina/g de café tostado y 41.6 mg equivalentes
de catequina/g de café tostado para el tratamiento del indculo control. De acuerdo con el estudio
realizado por Vega et al. (2017), quien analizaba el contenido total de flavonoides de cafés puros
comerciales de Panamd, determind que los cafés Geisha grado de exportacién, presentaban un
contenido de flavonoides promedio de 34.64 mg equivalentes de catequina/g de café tostado. Esto
indica que los tratamientos realizados en este estudio presentaron contenidos superiores dentro de

la misma variedad y pais.

Cuadro 8
Contenido de flavonoides y polifenoles totales de los mejores tratamientos, expresados en mg
equivalentes a catequina/g de café tostado (mg EC/g café) y mg equivalentes a dcido gdlico/g de

café tostado (mg EAG/q café) respectivamente

Tratamiento! Flavonoides (mg EC/g café)? Polifenoles (mg EAG/g café)
Inéculo con Pichia sp. nativa* 39.2+3.17 33.1+2.85
Inéculo control 41.6 +0.86 33.1+1.55
C.V (%)? 4.69 7.04

Nota. ! Cultivo iniciador para cada tratamiento. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacién estandar de tres repeticiones.

3Coeficiente de variacién. *Valores sin letras indican que no hubo diferencias entre tratamientos (P< 0.05).

Esas diferencias pueden explicarse por el nivel de tostado realizado a cada café. Segln
Hecimovic et al. (2011) el tostado tiene un efecto en los resultados de flavonoides totales, siendo el
tostado ligero y el mediano los mas favorecidos en preservar estos compuestos, mientras los que
presentaban mayor tostado, presentaban bajo contenido de flavonoides. Informacién que concuerda

con este estudio debido a que, como se menciond en la metodologia, estos cafés fueron llevados a 58
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en la escala Agtron, lo que es considerado un tostado ligero a medio (Specialty Coffee Association,
1996). Ademas, estos contrastes pueden deberse a que se ha demostrado que en fermentaciones con
levaduras especificas inoculadas en café, hay una mejoria en el contenido total de flavonoides hasta
cierto punto de la fermentacién (Haile y Kang, 2019a). Esto puede deberse a la conversién de los
compuestos fendlicos insolubles en flavonoides solubles por parte de las levaduras utilizadas en este
estudio, inéculo control y el indculo con Pichia sp. nativa (Lee et al., 2012). Ademas, se ha mencionado
que la produccién de dacidos durante la fermentacién provocan la liberacion de componentes
flavonoides unidos y los pasan a ser biodisponibles, lo que provoca un aumento en su concentracién

(Adetuyi y Ibrahim, 2014).

Polifenoles Totales.
Los polifenoles con moléculas del metabolismo de las plantas, y cuentan con variaciones en
su concentracion dependiendo del grado de madurez, composicion del suelo, localizacién vy

condiciones ambientales donde se encuentre el fruto (Avilés et al., 2017).

El modelo estadistico no mostré diferencias estadisticas entre tratamientos (P=0.05) (Cuadro
8). El contenido de polifenoles totales en el café Geisha lavado para el tratamiento del inéculo con
Pichia sp. fue en promedio de 33.1 mg equivalentes de acido gélico/g de café tostado para ambos.
Vega et al. (2017) demostré que los polifenoles totales del café de la variedad Geisha fueron
superiores en comparacién a cafés de otras variedades evaluadas en su estudio, siendo de un
promedio de 42.19 mg equivalentes a acido galico/g de café tostado. Ademds, en la publicacion de
Haile y Kang (2019a) en donde se evalud el efecto de las fermentaciones con levaduras especificas en
el contenido de polifenoles totales, se observd como el café que fue fermentado con indculo tuvo
concentraciones mayores de estos compuestos que el café que no fue inoculado. Sin embargo, en el
presente estudio se presentaron concentraciones menores, diferencia que pudo estar relacionada a
gue en la fermentacion los polifenoles son hidrolizados a mas simples, lo que causa que se extraigan

de forma mas sencilla en el tostado, esto producido por accion de las enzimas proteoliticas del cultivo
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iniciador (Ademiluyi y Oboh, 2011). Lo que lleva a inducir que las levaduras del inéculo control y el
inéculo con Pichia sp. nativa utilizadas en este estudio, son productoras de enzimas pécticas, factor
importante en la degradacion del mucilago del café durante las fermentaciones y produccién de
metabolitos. Otro punto importante en la concentracién del contenido de polifenoles totales, es que
pudo influir el hecho de que la fermentacidn en este estudio fue mayor a 48 horas y seglin esta misma
publicacion de Haile y Kang (2019a), la concentracién de polifenoles totales, empezaba a decrecer

luego de este tiempo.

Otro aspecto relevante en esta seccidn es que tanto el contenido de flavonoides y polifenoles
actuan como factor determinante en las caracteristicas sensoriales. Segun el estudio realizado por
Stanek et al. (2021) a mayor temperatura de preparacidon del café, mas altos los contenidos de
compuestos fendlicos y flavonoides totales, lo que provocé mayor aroma, sabores intensos, regusto
dulce, acidez, equilibrio y mayores puntuaciones generales debido a que los acidos y aceites fendlicos

se degradan y oxidan mas rapido.

Actividad Antioxidante.

La actividad antioxidante es de relevancia en el estudio del café ya que funciona como
indicador a la presencia de compuestos antioxidantes de importancia en el aporte de caracteristicas
sensoriales, como es el caso de los acidos clorogénicos (Kamiyama et al., 2015). Para este ensayo se
analizaron los dos tratamientos con mejores evaluaciones sensoriales, indculo control y el inéculo con
Pichia sp. nativa. Sin embargo, de acuerdo con el modelo estadistico no hubo diferencias estadisticas

entre tratamientos para la actividad antioxidante y el porcentaje de inhibiciéon (P>0.05) (Cuadro 9).

De acuerdo con Fukushima et al. (2009) la actividad antioxidante estd fuertemente
correlacionada con los contenidos de polifenoles totales. Segin lo discutido en la seccién de
polifenoles totales, esto explicaria la baja actividad antioxidante y por lo tanto, sus bajos porcentajes

de inhibicién en ambos tratamientos. Hay poca literatura al respecto en cuanto al café tostado, sin
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embargo, Jiménez et al. (2012) demostro presentar alta capacidad antioxidante con un porcentaje de

inhibicién al 50%, esto relacionado al tipo de extraccidn realizada al café y a su pais de procedencia.

Cuadro 9
Actividad antioxidante en mg equivalentes a dcido gdlico/g de café tostado (mg EAG/g café) y

porcentaje de inhibicion

Actividad antioxidante

H 1
Tratamiento (mg EAG/g café)?

Porcentaje de inhibicién

Inéculo con Pichia sp. nativa* 13.6 £0.27 38.8+0.83
Inéculo control 14.3+0.15 40.8+0.44
CV (%)? 3.54 2.14

Nota. * Cultivo iniciador para cada tratamiento. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacién estandar de tres repeticiones.

3Coeficiente de variacién. *Valores sin letras indican que no hubo diferencias entre tratamientos (P< 0.05).

De acuerdo a A. Pereira et al. (2018) el uso de Saccharomyces cerevisiae como inéculo brindd
altas concentraciones de compuestos antioxidantes como los acidos clorogénicos en el café. De igual
forma, Pichia kudriavzevii (S R et al., 2022), sin embargo, también se ha demostrado que la mezcla de
estas levaduras producen mayor actividad antioxidante (Liu et al., 2023). Cabe mencionar que en
ninguno de estos estudios se hace el analisis control sin las inoculaciones, lo que podria no comprobar

el efecto del uso de levaduras en las caracteristicas quimica del café.



Conclusiones
Se logrod identificar 13 morfoespecies de levaduras, pertenecientes a seis géneros. Pichia sp.
fue el género mas predominante en el café Geisha natural estudiado, demostrando la diversidad de

estas durante el proceso de fermentacién y secado.

Se observé la presencia del género Candida sp. durante el procesamiento del café lavado

Geisha, a pesar de no ser inoculado.

Se demostrd que las levaduras nativas provenientes del mosto del café Geisha tienen el

potencial de mejorar la calidad sensorial del mismo.

Se determiné que la diversidad de levaduras no tuvo influencia en el contenido de flavonoides,

polifenoles totales y la actividad antioxidante del café lavado Geisha.
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Recomendaciones
Realizar prueba de Reaccién de Cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion para

corroborar la identidad de las levaduras estudiadas.

Aumentar la concentracion de células viables a inocular, con el objetivo de verificar su efecto

en la calidad sensorial.

Hacer el mismo estudio con variedades de Geisha sometidas a diferentes condiciones

ambientales y geograficas.

Formular mezclas de levaduras nativas para determinar su aporte al desarrollo en la calidad

del café.
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Anexos
Anexo A

Resultados microscdpicos de las morfoespecies estudiadas

1 Saccharomyces sp. 2 Candida sp.

5 Candida sp. 6 Pichia sp. 7 Pichia sp.

10 Rhodotorula sp. 11 Saccharomyces sp.

9 Hanseniaspora sp.

13 Pichia sp.

& Candida sp.

12 Candida sp.
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