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Evaluacion de maceracion carbonica y adicion de levaduras (Saccharomyces
cerevisiae) durante el lavado de café Geisha (Coffea arabica)

Manuel Alberto Samaniego Rodriguez

Resumen. Se evalud la fermentacion anaerdbica de café con las variables de inyeccion de
CO:- e inoculacion con Saccharomyces cerevisiae. El objetivo principal fue evaluar efectos
sensoriales en el café producidos por el tratamiento con maceracion carbénica y levaduras
a 48 y 60 horas de fermentacion. El estudio se realiz6 en Boquete, Panama. Se utilizé café
Geisha (Coffea arabica), cultivado a 1700 msnm. Este café fue despulpado y
posteriormente colocado en tanques fermentativos donde se hizo la inyeccién de COz y
adicion de inoculo a los tratamientos. Una vez finalizado el proceso fermentativo, el café
fue lavado, secado en patio, empacado y puesto en reposo por un mes aproximadamente.
Se realiz6 una catacion con panelistas certificados. Se hicieron recuentos microbiolégicos
de hongos, levaduras y bacterias acido lacticas al final de la fermentacion. Se tomaron
muestras de todos los cafés tostados, y se realizaron analisis proximales, y contenido de
cafeina y &cidos clorogénicos por HPLC. El café con el tratamiento de 60 horas de
fermentacion, con inyeccion de CO. y la asistencia con levaduras fue el mejor evaluado por
los catadores obteniendo un puntaje de 92.22 (testigo 89.49 puntos). Quimicamente se
encontraron diferencias en el contenido de grasa y fibras. Se concluy6 que las variables
indculo, el tiempo y la interaccion de CO2 x indculo x tiempo, afecta sensorialmente el
café. Las levaduras proveen aromas y sabores que son apreciados por los catadores. La
fermentacion no hace que se produzcan cambios quimicos significativos en los cafés.

Palabras clave: Cafés especiales, catacion, fermentacion, indculo.

Abstract. Anaerobic coffee fermentation was evaluated by variables of CO; injection and
inoculation with Saccharomyces cerevisiae. The main objective was to evaluate sensory
effects in coffee produced by treatment with carbonic maceration and yeasts at 48 and 60
hours of fermentation. The study was conducted in Boquete, Panama. Geisha coffee (Coffea
arabica) was used cultivated at 1700 masl. This coffee was pulped and subsequently placed
in fermentation tanks where CO> injection was made and inoculum added to the treatments.
Once the fermentation process was finished, the coffee was washed, dried in the yard,
packed and put to rest for a month. There was a cupping with certified panelists.
Microbiological counts at the end of the fermentation of fungi, yeasts and lactic acid
bacteria were performed. Samples of all roasted coffees were taken and proximal analysis
was made. Caffeine and chlorogenic acids were counts by HPLC. The coffee with the 60-
hour fermentation treatment, with CO: injection and the assistance with yeasts was the best
evaluated by the tasters obtaining a score of 92.22 (control 89.49 points). Chemically
differences were found in fat and fiber content. It was concluded that the variables
inoculum, time and the interaction of CO> x assistance x time of fermentation, sensorially
affect coffee. Yeasts provide aromas and flavors that are appreciated by tasters.
Fermentation does not cause significant chemical changes in coffees.

Key words: Cupping, fermentation, inoculum, specials coffees.
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1. INTRODUCCION

El café es una de las bebidas més consumidas en el mundo y segin la FAO (2004), el
consumo de café aumenta 0.4% cada afo. Actualmente, existen dos principales rubros en
el mercado de café, uno de ellos es el mercado de cafés de alta calidad o especiales. A nivel
mundial, Panaméa es uno de los principales paises productores de cafés en términos de
calidad (Mundo social 2018). El segmento de cafés especiales representa aproximadamente
el 10% del consumo mundial y segun expertos el consumo de cafés especiales y con
denominacién de origen continuara creciendo exponencialmente (Férum del Café 2018).
Un café se considera especial cuando es percibido y valorado por los consumidores por
alguna caracteristica que lo distinga de los cafés convencionales y por lo cual, los
consumidores estan dispuestos a pagar un precio superior (Cardona 2010). Para producir
cafés especiales, los productores deben controlar factores de campo, asi como el proceso de
beneficiado. Para obtener una taza de café con alta calidad, el proceso de fermentacion es
el mas importante en términos de beneficio (Velmourougane 2013; Puerta 2015). Otros
factores que determinan la calidad del café son las condiciones climaticas, el suelo, el tipo
de manejo del cultivo, procesamiento poscosecha y la forma de preparacion de la bebida
(Puerta 1999).

Con el crecimiento del mercado de cafés especiales, las investigaciones cientificas en este
rubro, han aumentado. Se ha empezado a estudiar la composicién quimica y la microbiota
presente en procesos como la fermentacion del mucilago, buscando siempre el
mejoramiento de la calidad del café. Para el beneficiado de cafés especiales en
Latinoamérica, se manejan dos métodos. El primer método es el método natural, que
consiste en secar el café cereza (fruto completo) al sol por un tiempo de cuatro a cinco dias
aproximadamente. La duracion del proceso dependera de las condiciones climaticas. Para
el café natural, es necesario moverlo constantemente para exponer las frutas himedas y asi
el secado se dé mas rapido y uniforme (Boren et al. 2008). El segundo método consiste en
el café lavado, éste se consigue desmucilaginando ya sea por medio de una maquina
conocida como desmucilaginadora o por fermentacion himeda o seca, en ambientes
abiertos o cerrados y con condiciones aerdbicas o anaerdbicas (Puerta 2013). Durante el
proceso de fermentacion, actian enzimas, bacterias lacticas y levaduras del mucilago que
transforman los compuestos pécticos y azucares en azucares simples, acidos y alcoholes,
que son luego retirados en el lavado (Zuluaga 1988; Puerta 2013). La fermentacion
representa un punto critico en el proceso, si el café no llega al punto de corte, que es cuando
el mucilago se desprende facilmente, podria haber problemas en el secado del mismo. Por
otra parte, si ocurre sobrefermentacion se producira café con aroma y sabor a vinagre, pifia
madura, cebolla o rancio (Puerta 1996). A pesar de que es una técnica muy antigua en el
beneficiado de café, son pocas las personas que han podido controlar la fermentacion
(Puerta 2015). La recomendacion es que cada finca o beneficio, desarrolle su



propio protocolo de fermentacion considerando sus condiciones climaticas, agricolas y sus
limitaciones en implementacion de tecnologias (Puerta 2012).

La maceracion carbonica es un proceso originalmente desarrollado por la industria del vino.
El proceso de la maceracion carbonica, consiste en colocar la fruta entera en el caso de la
uva, en un medio cerrado y hermético, rellenar el contenedor con didxido de carbono
(CO2)y obligar a la uva a entrar en un proceso de fermentacion anaerdbica (Tesniere y
Flanzy 2011). En café, esta técnica se utilizd por primera vez por el barista Sasa Sastic,
quien gano el World Barista Championship con un café lavado por maceracion carbénica
(WBC 2019). El propésito de utilizar esta técnica en café, es el amplio periodo de
exposicion al ambiente fermentativo, ademas tiene la variacion de que se elimina la pulpa
a las cerezas de café. Sastic sefial6 en una entrevista, que llevo la fermentacién hasta 65
horas, a una temperatura ambiente de 20 °C y con esto logré aumentar atributos como la
dulzuray claridad de la taza (Newton 2017).

Para unificar el criterio de evaluacion de café, el SCAA (Specialty Coffee Association of
America) ha desarrollado protocolos de catacién y calificacion, los cuales evaltan atributos
como el cuerpo, sabor, la acidez, entre otros. Quimicamente, existen compuestos que estan
relacionados con el sabor del café, entre ellos se encuentran los azlcares, lipidos proteinas,
alcaloides como la cafeina, compuestos nitrogenados, &cidos clorogéenicos y sustancias
volatiles aromaticas (Puerta 2011). El efecto en los atributos es causado por la combinacién
de reacciones que suceden en conjunto o de manera individual con estas moléculas cuando
ocurren procesos como el tostado. En esta investigacion, se evalud el efecto de la técnica
de maceracion carbonicay la inoculacion con levaduras fermentativas sobre las propiedades
sensoriales y fisicoquimicas de café arabica variedad Geisha. La fermentacion fue cerrada,
sumergida en agua y en ambiente anaerobico. Los objetivos de este estudio fueron:

e Cuantificar los principales grupos de microorganismos presentes en la fermentacion
anaerdbica de café.

e Evaluar el efecto producido por la adicion de levaduras, la inyeccion de CO; y el tiempo
de fermentacion sobre los atributos sensoriales del café.

e Analizar quimicamente todos los tratamientos y determinar si hubo cambios en la
composicion quimica por causa de las variables controladas.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio. El proyecto se realizo en las instalaciones del beneficio de Hacienda
La Esmeralda, ubicada en Palmira, Boquete, Panama, el cual estd a 1120 mshm, con una
temperatura promedio de 21 °C para el mes de febrero, precipitacion histérica de 58 mmy
humedad de 47% (Weather Spark 2019). Las cataciones se realizaron en la sala de catacion
del beneficio de Hacienda La Esmeralda. Los andlisis microbiolégicos y quimicos se
llevaron a cabo en el Centro de Investigacion en Recursos Naturales de la Universidad
Autonoma de Chiriqui (UNACHI), en los laboratorios de micologia y quimica del mismo.

Pruebas preliminares. Previo al estudio, se realizaron pruebas preliminares de
fermentacidn para determinar el indculo que se usaria, también se evalu6 el tiempo en que
se corta 0o desmucilagina totalmente el café en fermentacion bajo las condiciones del
beneficio y se hicieron pruebas preliminares microbioldgicas en laboratorio. El estudio fue
dividido en tres partes, las cuales son etapa de fermentacion, analisis sensoriales o catacion
por panelistas certificados por el SCAA y andlisis microbioldgicos y fisicoquimicos.

Fermentacion del café.

In6culo. Para este experimento, se utilizé una cepa de Saccharomyces cerevisiae, proveida
al beneficio por empresa LALCAFE ™ la cual se usé en la proporcion 1:1000 (g de
levadura: g de café). Esta levadura tiene como funcionalidad principal, realzar los atributos
sensoriales del café, homogenizar la fermentacion y hacer el proceso mas eficiente.

Maceracion carbdnica. Para la maceracidn carboénica, se construy6 un sistema de tuberias
de PVC para la inyeccion de CO2, el cual se conectdo por medio de mangueras y un
manometro a un tanque lleno del gas. El sistema de inyeccion de CO», fue disefiado para
poder aplicar el gas a los tratamientos que lo requieran de manera uniforme. Cuando se
inyecta COg, el oxigeno presente en el medio se desplaza por diferencia de densidades
(Anocibar 1992), obligando al mismo a salir del contenedor. Se utilizara el método utilizado
para uvas descrito por Tesniere y Flanzy (2011).

Fermentacidn. Se utiliz6 un café tipo arabica, variedad Geisha en su punto 6ptimo de corte
con 23 °Brix, medidos con un refractometro optico modelo 300005 de la marca Sper
Scientific. El café fue cosechado en el lote Leon de la finca Cafias Verdes ubicada a 1688
msnm en la empresa Hacienda La Esmeralda S.A. ubicada en Boquete, Panama. Al recibir
el café en cereza de campo, se procedio a retirar la pulpa del mismo. Este procedimiento se
hizo en una maquina despulpadora de la marca Pinhalense modelo ecoflex-4 disefiada para
cafés arabicas. Se realiz6 una fermentacion cerrada y sumergida en agua, en contenedores



plasticos de 3.73 litros. Se hicieron dos niveles de fermentacién los cuales fueron 48 y 60
horas. A cada unidad experimental (UE), se le coloco 2.5 kg de café, se sumergio en agua
y se agreg0 el indculo a los tratamientos que lo requerian. El cuadro 1 describe los
tratamientos de fermentacion.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos durante el proceso de fermentacion de café
geisha.

Tiempo de duracion

(horas) Fermentacion Inyeccion de CO2

Asistida’ S|

48 Asistida NO
Normal S|
Normal NO
Asistida S|

60 Asistida NO
Normal S|
Normal NO

I Asistido con inoculacion de levaduras Saccharomyces cerevisiae.

Lavado del café. Después de haber finalizado la fermentacion, se procedio a lavar el café
para retirar el mucilago del grano. Se utiliz6 el método descrito por Puerta (2012).

Secado del café. El café pergamino fue secado al sol, hasta tener una humedad entre 11 y
12%. Se utiliz6 el método descrito por Puerta (2015).

pH.

Se midié con un medidor portétil, modelo PH60S de la marca APERA instruments. Se
tomaron mediciones al inicio y al final de la fermentacion a cada unidad experimental. Se
recolectaron 50 ml de la solucion de mucilago y agua, y se tomd la medicion con el equipo
portatil.

Anélisis microbioldgicos.

Se hicieron recuentos de bacterias acido lacticas (BAL), hongos y levaduras. Se tomaron
muestras liquidas de aproximadamente 5 mL, extraidas de la masa fermentable al final de
la fermentacion. Para el recuento de hongos y levaduras, se utilizé la metodologia descrita
por Camacho (2011), con variaciones. Se utilizé6 como diluyente buffer fosfato, y el medio
de cultivo fue agar papa dextrosa (PDA), se le agrego al medio un antibiotico (cloranfenicol
al 29%), como inhibidor de bacterias. Se realizaron diluciones decimales y se inocularon
las diluciones 107 y 10-6. Para el recuento de BAL, se utilizé la metodologia descrita por
Rosetti (2016). Como medio de cultivo, se utilizé placas desechables para recuento de
Bacterias Acido Lacticas 3M® Petrifilm®.



Disefio experimental.

Se us6 un DCA (Disefio completamente al azar), con un arreglo factorial (2 x 2 x 2), donde
se tuvieron dos tipos de fermentacion (asistida y normal), inyeccién de CO2 (si 0 no) y dos
tiempos de fermentacion (45 y 60 horas). Se hicieron tres repeticiones, para un total de 24
unidades experimentales. Los datos fueron analizados con el programa estadistico SAS®
version 9.4, se realiz6 un ANDEVA (andlisis de varianzas), mediante un modelo lineal
GLM vy una separacion de medias LS-Means para encontrar diferencias estadisticas entre
tratamientos y se utilizé un nivel de significancia de 95%

Analisis sensorial.

El andlisis sensorial fue desarrollado en la sala de cataciones de la Hacienda la Esmeralda,
el cual fue realizado por tres panelistas entrenados o catadores, certificados por SCAA.
Como estandares para la calificacion, se utilizaron los protocolos y métodos descrito por
SCAA. Cada muestra fue identificada con nimeros del 1 al 8, ordenados completamente al
azar y se prepararon tres mesas correspondientes a las tres repeticiones.

Trillado.

Las muestras fueron trilladas mediante el uso de una trilladora de mesa para muestras
pequefias de la marca SIEMENS, modelo IRF3 092-4YB90. Se limpi6 esta maquina entre
trillas para evitar contaminacién cruzada de las muestras como lo describieron Cruz y
Pivaral (2018).

Tostado y molido.

Las muestras fueron tostadas y molidas segin los métodos descrito por SCAA (2019), para
cataciones de café arabica. El tiempo de tostado de cada café oscil6 entre 7 y 9 minutos,
debido a diferencias en humedad, densidad, tamafio y uniformidad del grano (Cruz y Pivaral
2018) hasta obtener el perfil deseado en la escala AGTRON/SCAA (Cuadro 2). Después
del tostado, las muestras se dejaron reposar por 24 horas, empacadas en bolsas con valvula
de gases de una via, esto con el fin de evacuar el CO2emitido por el café y a la vez proteger
el café tostado del aire evitando la pérdida de atributos por oxidacién (Puerta 2015). Para
tostar se usé una maquina marca PROBAT, modelo VE31DB25. El molido se hizo en un
molino marca BUNN, modelo Coffee Mill, y se hizo justo antes de la catacion, como lo
describe el SCAA (2019).

Cuadro 2. Perfil de tostado para cataciones de cafés especiales.
AGTRON/ SCAA L ax b*

631 37 5 13

Tostado para cataciones, grado
gourmet.

Fuente: SCAA 2019.




Preparacion del café.

Para la preparacion de la infusién, se colocaron 12 g de café por taza, pesados en una
balanza con capacidad de 300 g marca Daewoo. Se procedio a calentar agua a 97 °C en
teteras marca Hamilton Beach. Se afiadio agua caliente a cada taza con café hasta llegar al
méaximo nivel posible y se dejo reposar por 4 minutos.

Andlisis quimicos.

Para todos los analisis quimicos se utilizé café tostado. Se preparé una muestra compuesta
de las tres repeticiones, dando un total de ocho muestras las cuales fueron analizadas cada
una por triplicado.

Analisis proximal. Se realiz6 un andlisis proximal, para medir proteinas, ceniza,
carbohidratos, fibra, lipidos y humedad usando las siguientes metodologias:

e Cenizas: AOAC 942.05 e Proteina: AOAC 2001.11
e Fibra: AOCS Ba 6a-05 e Grasas totales: AOCS Am 5-04
e Humedad: AOAC 934.0 e Carbohidratos: por diferencia.

Cafeina (Método validado del Centro de Investigacidn en Recursos Naturales-
UNACHI). Se realiz6 un analisis de Cafeina por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Los estandares de cafeina fueron preparados en metanol-H20 al 2%.
Primero una solucion madre a 0.875 mg/mL y dos estandares a partir de la solucion madre,
uno a 0.0105 mg/mL para la verificacién del sistema y a 0.035 mg/mL para cuantificacion.
Se molié el café en grano en un molino marca Dayton, modelo 6K428BA. Se pesaron 0.125
g por cada muestra en un vial de 5 mL y se le adiciond 2.5 mL de solucion de extraccion
agua-metanol (1:1). Se agit6 en un vortex marca SCILOGEX por 3 minutos. Se tom6 una
alicuota de 1 mL, se colocd en un matraz volumétrico de 25 mL y se afor6 con agua
destilada. Se filtr6 la solucion con filtros de nylon de 0.45 pm y didmetro de 25 mm de
grado HPLC para jeringas y se procedio a la inyeccion. La identificacion y cuantificacion
se llevo a cabo en un sistema HPLC marca Agilent, modelo1260 Infinity, con bomba
cuaternaria modelo G1311C, compartimiento de columna termostatizado modelo G1316A,
detector de arreglo de diodos modelo G1315D, operando a 275 nm e inyector manual
modelo G13286. La separacion se llevé a cabo con una columna modelo ZORBAX SB-
C18 (4.6 x 150 mm, 5 pum). Las condiciones de separacion establecidas fueron las
siguientes: fase movil isocratica 90% H»0 y 10% acetonitrilo, volumen de inyeccién de 20
pL y flujo de 1.0 mL/min. El contenido de cafeina en café, expresado en porcentaje se
obtuvo mediante la ecuacion 1.

. AmxCexVexVd
% de cafeina = % *100 [1]
Donde:
Am = Area de la muestra Ce = Concentracion del estandar
Ae = Area del estandar Ve = VVolumen de extraccion



Vd = Volumen de dilucién Va = VVolumen de alicuota.
Pm = Peso de la muestra

Acidos clorogénicos. Se analizo la cantidad de acido clorogénicos acido 5-cafeoilquinico
(5-CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-CQA) y acido 3-cafeoilquinico (3-CQA) presentes en
las muestras de café por HPLC, utilizando la metodologia propuesta por (Vega et al. 2018).
Se inici6 preparando los estandares con acido clorogénico 5-CQA a concentraciones 5, 10,
25,50, 75y 100 ppm. Los solventes fueron metanol (pureza: 99.8%) y acido trifluoroacético
(pureza: 99.5%) de grado HPLC. Para la obtencidn del extracto acuoso, se pesaron 0.25 ¢
de café, se mezclé con 25 mL de agua destilada y se coloco en una placa de calentamiento
marca Biomega modelo H-4000-HS, a calentar hasta que alcanzara 90 °C, se mantuvo a
esta temperatura por 5 minutos. Se dejo enfriar, y luego se cambié la muestra a un tubo de
centrifuga de 50 mL y se centrifugd por 15 minutos a 10,000 rpm, a temperatura de 5 °C,
se hizo en una centrifuga marca Hettich Zentrifugen Rotina-38R. El sobrenadante se
decantd en un matraz volumétrico de 25 mL y se aford con agua destilada. Antes de inyectar
en el sistema HPLC, el sobrenadante diluido se filtrd a través de filtros de nylon grado
HPLC de jeringa de 0.45 pum y diametro de 25 mm. La identificacion y cuantificacion se
llevdé a cabo en un sistema HPLC marca Agilent, modelo1260 Infinity, con bomba
cuaternaria modelo G1311C, compartimiento de columna termostatizado modelo G1316A,
detector de arreglo de diodos modelo G1315D, operando a 325 y 280 nm con inyeccion
manual. La separacion se llevd a cabo con una columna ZORBAX SB-C18 Stable Bond
Analytical (4.6 x 150 mm, 5 um). Las condiciones de separacion establecidas fueron las
siguientes: volumen de inyeccion de 20 pL, flujo de 0.4 mL/min, fase movil A (agua con
0.02% de é&cido trifluoroacético), fase mdvil B (metanol con 0.02% de acido
trifluoroacético), temperatura de 25 °C y tiempo de corrida de 60 min. El gradiente
programado fue el siguiente: 98:2 (solvente A: solvente B) a los 0 min, 68:32 a los 30 min,
60:40 a los 40 min, 60:40 a los 45 min y 98:2 a los 50 min. La determinacién de acidos
clorogénicos, se hizo a través de la ecuacion 2.

Cax0.025*Fd "
Pm*%ms

% de acidos clorogénicos = 100 [2]
Donde:

Ca = Concentracion del acido

Fd = Factor de dilucion

Pm = Peso de la muestra

%ms = Porcentaje de materia seca de la muestra

0.25 = Constante.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacion del café.

En la fermentacion de cafe, las bacterias y levaduras del mucilago oxidan parcialmente los
azucares a traves de sus enzimas y producen energia (ATP), etanol, acido lactico, acido
acetico y didxido de carbono (Puerta 2012). La fermentacion, también ayuda al desarrollo
de aromas y sabores que traslocan hasta la taza del consumidor (Haile y Kang 2019). Dentro
de una fermentacion, predominan las levaduras del género Saccharomyces, mientras que de
las bacterias acido lacticas predominan las del género Lactobacillus (Velmourougane
2013). En ambientes anaerdbicos con altas concentraciones de CO2, se reduce el
crecimiento de bacterias acido lacticas (Avallone et al. 2001). Por otra parte, las levaduras
son organismos aerdbicos facultativos, lo cual indica que pueden metabolizar en ambientes
con y sin oxigeno (Jouhten y Penttild 2014; Piskur y Compagno 2014).

Al final de la fermentacion, no hubo diferencias en el crecimiento de las bacterias acido
lacticas. El promedio de los recuentos finales de levaduras, fue mayor cuando la
fermentacion fue asistida. Esto, debido a la poblacion adicional de levaduras (1g
levadura/kg de café baba) que se le colocé a este proceso. La inyeccion de CO; al proceso,
significd una limitante para el crecimiento de las BAL, lo que concuerda con Puerta (2010),
quien encontrd6 que gases como el Nz y COg, inhiben el crecimiento de estos
microorganismos. El pH al final de los procesos, fue mayor en donde se asistio (Cuadro 3).
Esto ocurrié gracias a que las levaduras producen &cidos (citricos, malicos, butiricos) de
menor potencia que los acidos que producen las BAL (Schwan y Fleet 2014).

Levaduras.

Las levaduras son organismos que en ausencia de O, fermentan azucares simples (Puerta
2010; Piskur y Compagno 2014). La inoculacion con levaduras, se hizo para facilitar el
proceso de fermentacion, ya que estos microorganismos producen enzimas como pectinasa,
poligalacturonasa y pectimetilestearasa que se encargan de la hidrélisis de moléculas
complejas (Agate y Bhat 1966; Haile y Kang 2019). Al analizar los recuentos de levaduras
(Cuadro 3), se observo que el tipo de fermentacion (asistida y normal), fue una fuente de
variacion (P < 0.05), al igual que el factor tiempo (48 y 60 horas). El factor CO-, no influyo
en el crecimiento de las levaduras al igual que la interaccion de los tres factores
(Fermentacion x tiempo x COy). En general, la poblacion de levaduras aumenté durante el
proceso, lo que concuerda con Velmourougane (2013), quien encontré que en
fermentaciones de café, las levaduras crecen hasta alcanzar las 72 horas, que es donde su
poblacion llega a su maximo crecimiento y empieza la fase de muerte celular (Cuadro 3).
Los recuentos después de 60 horas de fermentacién fueron en promedio 7.1 log UFC/mL,
mayores que los de 48 horas que fueron de en promedio de 6.8 log UFC/mL



Segln Puerta et al. (2015), la poblacidn inicial de levaduras en una fermentacion es de 5 a
6 log UFC/mL, y cambiara segun las condiciones de clima y sanidad de cada lugar. El
tratamiento de 48 horas, normal y sin inyeccion de CO», presentd el recuento menor de
levaduras. Se pudo observar que, al no haber inyeccién de dioxido de carbono, y no haberse
agregado una poblacién extra de levaduras, los hongos y las BAL crecieron més (Cuadro
3). Las levaduras son los microorganismos dominantes durante un proceso fermentativo,
inhibiendo a sus competidores a través del tiempo (Velmourougane 2013; Schwan y Fleet
2014). Las levaduras realzan los atributos sensoriales de los cafés (Cruz y Pivaral 2018;
Haile y Kang 2019), por lo que se podria esperar mejores puntajes en las evaluaciones
sensoriales de los cafés con asistencia de levaduras.

Bacterias 4cido lacticas.

Son organismos micraeréfilos que pueden sobrevivir en concentraciones de O, menores a
10%. Cuando la presencia de O es casi nula, estas bacterias fermentan los azucares (Puerta
2010). Este grupo de bacterias, al igual que las levaduras poseen enzimas que ayudan al
desdoblamiento de polisacaridos, lipidos, proteinas, entre otros compuestos. De estos
compuestos, se producen alcoholes, azucares simples y acidos (lactico, butirico, acético,
malico y citrico). A la vez, de estos acidos se producen pequefias cantidades de acetaldehido
y diacetilo que posteriormente con la intervencion del proceso de tostado producen
compuestos volatiles otorgando sabores y aromas agradables que son apreciados por los
catadores al evaluar el café (Huertas 2010; Haile y Kang 2019). En el caso de las BAL
(Cuadro 3), se encontr6 que la inyeccion CO2y el tiempo, influyeron significativamente (P
< 0.05) en el crecimiento de estas bacterias. El tipo de fermentacion no fue una fuente de
variacion significativa al igual que la interaccion de los tres factores. Dentro de un ambiente
fermentativo, las bacterias alcanzan sus crecimientos maximos a las 48 horas, después de
este tiempo empiezan a morir por causa de la competencia por nutrientes (Concha et al.
2010; Velmourougane 2013). Durante este experimento, en promedio el bloque de
fermentacidn con 48 horas se obtuvo 4.22 log UFC/mL de BAL. Mientras que el bloque de
60 horas, presentd en promedio recuentos de 4.05 log UFC/mL (Cuadro 3). Probablemente
como lo afirman distintos autores, el CO> inhibi¢ a este grupo de bacterias en este proceso.
Durante el crecimiento de las BAL se producen alcoholes, acidos y CO2 en cantidades
significantes, que cuando alcanzan una concentracion definida, inhiben su crecimiento
(Huertas 2010). Al ver los tratamientos de 48 horas con fermentacion normal e inyeccion
de CO2y 60 horas con fermentacion normal e inyeccion de COz, se puede explicar que el
CO- producido por los microorganismos mas el que fue afiadido, posiblemente ocasiond
que se obtuvieran los recuentos mas bajos (Puerta 2010).

Hongos.

No existes reportes de que los hongos intervengan en la degradacion del mucilago de las
frutas de café (Schwan y Fleet 2014). Los hongos frecuentes en el café y sus partes son del
género Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Trichoderma (Puerta et al. 2015). Al revisar
el comportamiento de los hongos (Cuadro 3), solo la interaccién de las tres variables
(Fermentacion x tiempo x COy), significé una fuente de variacion en el crecimiento de
estos organismos durante la fermentacion. En general, el crecimiento de los hongos fue
menor en comparacion con las levaduras y las BAL. Esto pudo ser causado por la



competencia por nutrientes en el medio fermentativo. Cuando el proceso de fermentacion
no retira completamente el mucilago, se dificulta el proceso de secado y se crea un ambiente
propicio para el desarrollo de hongos, los cuales pueden producir compuestos quimicos
como las micotoxinas y acidos (propidnicos y butiricos), que confieren sabores no deseados,
como el sabor a cebolla por ejemplo (Schwan y Fleet 2014; Haile y Kang 2019). Segun los
resultados obtenidos (Cuadro 3), se coincide con Suarez et al. (2004), quienes encontraron
que se disminuye el riesgo de produccion de toxinas micéticas, cuando en la fermentacion
hay mayor concentracion de levaduras.

pH.

En fermentaciones cerradas y con ausencia de oxigeno, los microorganismos producen COx.
Este didxido de carbono ayudara a la acidificacion del medio (Puerta 2012, 2013). Las
bacterias acido lacticas, producen 4&cidos organicos que se producen gracias al
desdoblamiento de los azlcares del mucilago. Estos acidos contribuyen a las disminucion
del pH (Velmourougane 2013). Las levaduras producen acidos de menor potencia y es por
esto que cuando se asistio con indculo el pH fue mayor. En este estudio, se obtuvieron
resultados distintos a otras investigaciones (Cuadro 3), ya que estadisticamente el pH no se
vio afectado por el CO-, pero si fue afectado por las levaduras y el tiempo.
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Cuadro 3. Recuentos de hongos, levaduras, bacterias acido lacticas y valores de pH al final del proceso de fermentacion por maceracion
carbonica.

2Hongos Levaduras BAL
'Fermentacion pH
Log UFC/MI Log UFC/mL Log UFC/mL

48 h asistida + CO» 3.30 + 0.30" 6.88 + 0.09° 4.12 + 0.20° 4.36 +0.112
48 h asistida 3.20+£0.17" 6.95 + 0.05" 441 +0.112 428 +0.11%
48 h normal + CO; 3.50+0.17% 6.93 + 0.30" 3.76 + 0.13¢ 3.89 + 0.02%
48 h normal 3.67 +£0.18? 6.58 + 0.04¢ 4.44 +0.19? 3.95 + 0.03°
60 h asistida + CO> 3.74 +0.122 7.18 + 0.042 4,04 +0.18 4.28 + 0.06%
60 h asistida 3.49 + 0.20% 7.22 +0.10? 4.24 +0.08%® 4.18 + 0.08°
60 h normal + CO, 3.42 +0.10° 7.12 £ 0.07% 3.92 + 0.15% 3.80 + 0.04¢
60 h normal 3.00 + 0.30° 7.06 + 0.19%¢ 4.2 +0.08% 3.83 +0.10%

SCV (%) 6.05 1.70 3.56 1.86

!Descripcion del proceso fermentativo de cada tratamiento, en donde se especifica el tiempo que duro el proceso (48 y 60 horas), si se
asistié 0 no con indculo de Saccharomyces cerevisiae, y si se inyectd o no CO.. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacion
estandar de tres repeticiones. **Valores seguidos de una letra diferente en cada columna, representan diferencia estadistica entre
tratamientos (P < 0.05). 3CV (%)= coeficiente de variacion expresado en porcentaje.



Anélisis sensorial.

El analisis sensorial o como en el mundo de café se conoce como catacion es el proceso que
se realiza para evaluar cafés de alta calidad. Los catadores, deben ser entrenados para que
el error experimental se reduzca y obtener resultados confiables. EI SCAA, ha establecido
procedimientos y escalas de puntuacion para calificar cafés y estas son aceptadas a nivel
mundial.

En el puntaje final (Cuadro 4), los factores que estuvieron involucrados en los cambios
sensoriales en los cafés (P < 0.05), fueron la asistencia con indculo, la inyeccion con COa,
el catador y la interaccion entre factores (Fermentacion x CO2 x Tiempo). A pesar de que
los catadores resultaron como una fuente de variabilidad en el andlisis estadistico, el
coeficiente de variacion fue de 0.79%. Esto indica que el experimento fue conducido
correctamente y que las pequefias diferencias entre catadores pueden deberse a que son
personas quienes podrian diferir en ciertos criterios de evaluacion. En general, cuando la
fermentacion se asistio con levaduras se obtuvieron puntajes finales mayores que cuando
no se inoculd. Lo mismo sucedidé con la inyeccién de CO3, que reflejé puntajes finales
mayores que cuando no se inyecto este gas. El tratamiento con mejor calificacion (92.22)
fue el de 60 horas de fermentacion, asistido con inoculo e inyeccion de CO2 (Cuadro 4).
Este tratamiento mejoro la puntuacion del café en un 3.13% en comparacién con el testigo
(sin in6culo y sin inyeccion de COz). En cafés especiales esto representa una clara
diferencia debido a que las cataciones consideran hasta los mas minimos detalles de cada
café y un punto de diferencia puede significar un cambio significativo en la valoracion
comercial de un café (Giovannucci 2001).Las levaduras afectan las caracteristicas
sensoriales del café (Puerta et al. 2015; Cruz y Pivaral 2018). Este grupo de
microorganismos producen alcohol, azlcares simples, acidos organicos y compuestos
volatiles. Estos compuestos producidos por las levaduras se traducen en tazas de alta
calidad, aromas florales, frutales y citricos que distinguen una taza de otra (Haile y Kang
2019). Al observar el atributo de aroma (Cuadro 4), los cafés asistidos con inéculo de
levaduras presentaron una calificacion mayor. Los catadores resaltaron aromas a perfume
de flores, frutas citricas y miel silvestre.

Con respecto a la categoria de sabor, los cafés con indculo de levaduras presentaron mejor
calificacion que los que no se les agreg6 levaduras. Los catadores resaltaron sabores a kiwi,
sandia, miel y duraznos. En el café se han registrado acerca de 600 sabores, de los cuales
60 influyen directamente en la taza (Scholes 2014). Las levaduras también influyeron sobre
la acidez debido a la degradacién de compuestos que metabolizan sus enzimas (Agate y
Bhat 1966; Piskur 2014). Los acidos citricos, acéticos, mélicos, formicos, fosforicos,
glicolicos, lacticos y otros acidos producidos por el metabolismo de levaduras, influyen
sobre la acidez de la taza. El cuerpo, balance y evaluacion en frio también fueron influidos
de manera significativa por las levaduras (Cuadro 4). Algunos comentarios de los catadores
respecto al tratamiento mejor calificado fueron excelente acidez, cuerpo muy balanceado,
cremoso, jugoso, fresco y excelente percepcion en la boca.

La inyeccidn de dioxido de carbono es una técnica utilizada por la industria viticola y se le
denomina maceracion carbonica. EI CO, retarda el proceso de fermentacion
principalmente por la inhibicién de BAL que son rapidos acidificadores. Al retardar el
proceso, hay una mayor exposicion de los granos al alcohol y otros compuestos que son
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absorbidos por el grano. Se observo que el COg, represent6 una fuente de variacion (P <
0.05) en los atributos de cuerpo, balance de la taza y el puntaje final (Cuadro 4). Cuando se
inyectd este gas, el tratamiento mejor evaluado mejord su cuerpo un 3.5% en comparacion
con su testigo. El cuerpo es definido como el peso o sensacion que produce un café en la
boca (Duicela et al. 2017). Los principales compuestos quimicos de una taza de café que
contribuyen al atributo de cuerpo, son los polisacaridos, lipidos, acidos clorogénicos y
alifaticos (Puerta 2011). El balance del café se refiere a la estabilidad y regularidad que
presenten todos los atributos en combinacion. El balance de las tazas fue mejor cuando se
inyecto CO> (Cuadro 4). Se observa que el tratamiento con mayor puntaje final (60 h
asistida + CO2), mejoré su balance en un 5% producto de la inyeccion de este gas.

El tiempo de duracion de un proceso fermentativo, dependerd de factores como la
temperatura del ambiente, la microbiota local y la cantidad de sélidos totales que posea el
café (Puerta 2012). Cada beneficio de café, deberia estudiar sus condiciones y desarrollar
su protocolo de fermentacidn de acorde a las mismas. Estadisticamente, se observo que el
tiempo de fermentacion produce cambios en el atributo de aroma (P < 0.05). El tiempo de
fermentacion, es de las variables mas importantes a controlar durante este proceso, ya que
si se extiende mas de lo necesario se desarrollaran sabores y aromas negativos (Schwan y
Fleet 2014). Los compuestos quimicos que se forman cuando sucede la sobrefermentacion,
son los ésteres, dicetonas, dimetilsulfido y 2-isobutilmetoxipirazina (Puerta 2011). Estos
compuestos producen sabores desagradables y nauseabundos. En general, los tratamientos
con un tiempo de fermentacién de 60 horas (Cuadro 4), fueron mejor calificados que los de
40 horas. Esto reafirma que efectivamente el protocolo desarrollado en este beneficio (60
horas), fue el correcto.
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Cuadro 4. Resultados de las cataciones, realizadas a cada uno de los tratamientos.

Fermentacion 2Aroma Sabor Acidez Cuerpo Balance En frio Puntaje final
48 h asistida + CO> 8.94+0.2° 875+03" 8.81+0.1° 872+0.2°° 8.69+0.3°°  8.67+0.2® 90.56 + 0.6"
48 h asistida 897+02° 883+0.2® 883+0.1° 878+0.2° 872+0.2° 8.64 +0.4% 90.69 +0.7°
48 h normal + CO; 8.86 +0.2°° 869+0.2° 858+0.2¢ 8.67+0.3°° 8.56+0.3 8.58+0.3° 89.64 +0.7¢
48 h normal 875+0.2° 861+0.1° 864+02% 861+0.1° 8.56=+0.2 8.53+0.3° 89.56 +0.8¢
60 h asistida + CO; 9.19+0.22 897+03* 8.97+0.22 897+0.2% 8.92+0.3? 8.78+0.22 92.22+0.6°
60 h asistida 9.00+0.2° 872+02 881+0.1° 869+02° 856+0.3¢ 8.64+0.2%° 90.44 + 1.0
60 h normal + CO> 8.78+0.1° 864+02° 8.72+0.3" 867+0.3 858+0.3"¢ 862+0.3 89.47+ 1.0
60 h normal 8.78+0.2° 869+0.2° 867+0.1% 867+0.2°° 847+0.3¢ 850+0.3° 89.42+1.2d
SCV (%) 1.90 1.82 1.67 1.62 2.04 2.11 0.91

!Descripcion del proceso fermentativo de cada tratamiento, en donde se especifica el tiempo que durd el proceso (48 y 60 horas), si se
asistio o no con indculo de Saccharomyces cerevisiae, y si se inyectd o no CO,. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacion
estandar de tres repeticiones. **Valores seguidos de una letra diferente en cada columna, representan diferencia estadistica entre
tratamientos (P < 0.05). *CV (%)= coeficiente de variacion expresado en porcentaje. La catacion fue evaluada de acuerdo a la escala
establecida por la Speciality Coffee Association of America (SCAA).



Andlisis quimicos.

Los atributos de una taza de café son el producto de una serie de reacciones quimicas entre
los distintos componentes y que ocurren durante el proceso de tostado (Franca et al. 2005).
Producto del tostado, el grano sufre una pérdida considerable de agua, llegando a contenidos
hasta del 3.16% (Cuadro 5). Las altas temperaturas durante este proceso, pueden alcanzar
hasta los 177 °C que es cuando el grano empieza a explotar. Estas temperaturas producen
degradacion en lipidos, carbohidratos y desnaturalizacion de proteinas (Scholes 2014).
Paralelamente, se produce reaccion de Maillard y caramelizacion de azUcares. La reaccion
de Maillard sucede por la interaccion de azucares con un grupo amino y altas temperaturas;
en el caso de la caramelizacion, los azlcares son deshidratados por altas temperaturas
(Franca et al. 2005; Puerta 2011; Scholes 2014). La caramelizacién de azucares produce el
color del grano tostado, por lo tanto, dependera del tiempo y la temperatura de tostado.
Como producto del tostado también se forman acidos y compuestos volatiles (furanos,
pirazinas, cetonas, pirroles, alcoholes, ésteres). Estos compuestos son fundamentales en el
desarrollo de aromas y sabores (Puerta 2011). En general, el tostado cambia los contenidos
de los compuestos quimicos y la concentracion de éstos en los granos.

Los resultados de los analisis quimicos (Cuadro 5), indican que hay minimas diferencias
entre tratamientos. La humedad es un parametro que se ve relacionado principalmente al
proceso de tostado del grano. Las pequefias diferencias en la combinacion de tiempo y
temperatura dan como resultado a las pequefias variaciones que hay en el porcentaje de
humedad entre cada muestra. En el contenido de cenizas tampoco hubo ningln tratamiento
con diferencias significativas (P > 0.05). Ninguno de los factores estudiados en este
proyecto causo un efecto sobre el contenido de cenizas. El contenido de cenizas es mayor
en el café Robusta que en Arabica, y mayor en granos obtenidos del beneficio seco (secado
de los frutos o cerezas) que del beneficio himedo (Puerta 2011). EI promedio global del
contenido de cenizas en las muestras fue en promedio de 3.81%, lo que coincide con
diversos autores (Franca et al. 2005; Puerta 2011; Oestreich 2013). Sobre las proteinas,
tampoco hubo influencia por parte de las variables controladas. Las proteinas son
compuestos nitrogenados que participaran en distintas reacciones durante el tostado. Los
aminoacidos reaccionan y generan compuestos del aroma del café tostado, asi, en la
reaccion de Strecker se transforman en aldehidos, CO, y amoniaco. En la reaccion de
Maillard los aminoacidos reaccionan con los azlcares reductores y producen las
melanoidinas y diversos compuestos volatiles nitrogenados y azufrados ( Illy y Viani 2005;
Puerta 2011). Antes de ser tostado, el café posee entre 14 y 17% de proteina, con el tostado
estas se degradan levemente hasta valores entre 13 y 15% (Franca et al. 2005), lo que
coincide con los resultados obtenidos (Cuadro 5), ya que en promedio el contenido de
proteinas fue de 15.13%. En el contenido de grasas si se obtuvieron diferencias
significativas (P < 0.05). Las variables que influyeron sobre el contenido de grasas, fueron
el tipo de fermentacion y la interaccion de los tres factores evaluados (tipo de
fermentacion x tiempo x CO).

Cuando la fermentacion no fue asistida, hubo un 5% mas de grasa que cuando se asistié con

in6culo (Cuadro 5). La adicion de una poblacion extra de levaduras podria explicar esta
reduccion, ya que estos microorganismos pudieron haber metabolizado estas grasas.

15



Las levaduras necesitan lipidos para su funcionamiento ya que son importantes para la
creacion de estructuras como las lipoproteinas de su membrana celular (Piskur 2014). Las
principales variaciones en la composicion quimica del mucilago de café durante la
fermentacion son la disminucion de la concentracion de los azUcares, las producciones de
acidos y etanol y la degradacion de los lipidos (Puerto y Rios 2011). Los lipidos reaccionan
de diferentes maneras, por ejemplo, los &cidos grasos reaccionan con alcoholes para formar
ésteres y agua. Ademas, los lipidos se oxidan en condiciones de oxigeno, luz, altas
temperaturas y presencia de metales catalizadores, asi, se rompen los enlaces insaturados,
se forman radicales libres y se producen aldehidos, cetonas y alcoholes que, en general,
tienen olores desagradables (Puerta 2011).

Al analizar los resultados de fibra (Cuadro 5), se observa que todas las variables (tipo de
fermentacion, inyeccion de CO: y tiempo) influyeron significativamente (P < 0.05) sobre
la cantidad de esta macromolécula. Los tratamientos que fueron asistidos con inoculo de
levadura, presentaron una mayor cantidad de fibra en el grano tostado. Cuando hubo
inyeccion de CO-, el contenido de fibra fue menor al igual que cuando se fermentd por 60
horas (Cuadro 5). No existen evidencias cientificas sobre efectos directos producidos por el
contenido de fibra sobre los atributos sensoriales del café, ya que ésta es eliminada de la
bebida por filtros o se sedimenta en las tazas. En promedio, los cafés presentaron un
contenido de fibra de 16.6 %, concordando con Puerta (2011), quien report6 contenidos de
fibra en cafés arabicas que iban desde 15 a 22%.

El contenido de carbohidratos se reportd por diferencia. Dentro del grupo de carbohidratos
se encuentran polisacaridos disacaridos y azucares reductores. Los carbohidratos participan
en distintas reacciones importantes en las caracteristicas sensoriales, y por lo general éstas
suceden durante el proceso de tostado (Scholes 2014). Entre 15y 20% de los polisacaridos
contenidos en los granos de café almendra se degradan en el tostado; la sacarosa se
descompone completamente por el proceso de caramelizacion (Puerta 2011). La mayoria
de los azucares reductores, reaccionan con grupos nitrogenados (proteinas) en lo que se
conoce como reaccion de Maillard (Stadler et al. 2002). La reaccion de oscurecimiento,
también llamada caramelizacion o pir6lisis, ocurre cuando los azucares se calientan por
encima de su punto de fusién. En este proceso también se forman melanoidinas que brindan
el color del grano. Ademas, se producen los pirroles, tiofenos, oxazoles, tiazoles y pirazinas
compuestos responsables de los aromas del café tostado (Scholes 2014; Gonzélez 2016).

La cafeina fue afectada de manera significativa (P < 0.05) por el tipo de fermentacion
(asistida o normal), la inyeccion de CO2 y la interaccion de las tres variables estudiadas
(tipo de fermentacion x inyeccion de CO. x tiempo). Cuando los tratamientos fueron
asistidos con indéculo de levadura, presentaron 3% mas de cafeina que cuando la
fermentacion fue normal (Cuadro 6). Existen evidencias que comprueban que las bacterias
acido lacticas y algunos hongos (Aspergillus y Penicillium), tienen la capacidad de degradar
la cafeina (Roussos y Gaime 1996). Esto podria explicar la disminucion de la cafeina, ya
que, al no agregar una poblacion extra de levaduras, habia mayor poblacién de hongos y
BAL que posiblemente degradaron la cafeina.
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Existe cierta polémica sobre la degradacion de la cafeina durante el tostado. Sin embargo,
la cafeina es un compuesto alcaloide que es estable a temperaturas de tostado (Scholes
2014). La cafeina aporta amargor a la taza y estudios previos muestran claramente que los
cafés de variedad arabica poseen menos cafeina que los de variedad robusta (Puerta 2011;
Oestreich 2013; Vega et al. 2018). Se separd de manera exitosa la cafeina mediante HPLC
(Figura 1). En promedio, las muestras de cafés en este estudio estuvieron entre 7.37 y 9.83
mg/mL que concuerda con Vega et al. (2018), quienes encontraron valores similares en café
Geisha de altura. Al tener una baja concentracion de cafeina, hay una mayor concentracion
de &cidos organicos, azlcares, lipidos, entre otros compuestos, que serdn responsables del
aroma, sabor y acidez de la taza.

Se logro separar mediante HPLC (Figura 2), los acidos 5-cafeoilquinico (5-CQA), &cido 4-
cafeoilquinico (4-CQA) y acido 3-cafeoilquinico (3-CQA). Los acidos cafeoilquinicos, en
cafés arabica constituyen el 95% de los acidos clorogénicos totales. Los 5-CQA, 4-CQA 'y
3-CQA, son los &cidos clorogénicos de mayor concentracion en el café (Puerta y Marin
2008; Vega et al. 2018). Cuando la fermentacion durd 48 horas, hubo mayor contenido de
acidos clorogeénicos totales. El tiempo y la interaccion de los tres factores estudiados (tipo
de fermentacion x inyeccion de CO2 X tiempo), influyeron de manera significativa (P <
0.05) sobre el contenido final de &cidos clorogénicos. En la taza, los acidos clorogénicos
producen amargor y astringencia, por lo que afectan el atributo de cuerpo (Puerta 2011). El
tratamiento mejor calificado sensorialmente en el atributo de cuerpo (60 h asistida + CO,),
presentd menor contenido total de acidos clorogénicos. Los acidos clorogenicos cumplen
la funcién de proteger la planta contra microorganismos, luz ultravioleta, dafio por
herbivoros e insectos. El contenido de &cidos clorogénicos se ve influenciado por factores
como la variedad de café y la altura a la cual es cultivado el café (Puerta y Marin 2008).
Durante el tostado, parte de los &cidos clorogénicos se degradan en acidos quinicos y
caféicos, que son responsables de los sabores mas audaces del buen café (Scholes 2014).
Después del beneficiado humedo, los granos de café arabica tienen 3.64% de 5-CQA,
0.44% de 4-CQ y 0.34% de 3-CQA (Puerta y Marin 2008). En general el contenido de 5-
CQA, estuvo entre 12.28 y 13.76 mg/g, lo que coincide con Vega et al. (2018), quien
encontrd valores similares en cafés de la misma region. El tostado hace que se disminuya
especificamente el 5-CQA y que aumenten los isomeros 3-CQA y 4-CQA (Puerta y Marin
2008). El contenido del isdbmero 4-CQA estuvo entre 5.75 y 6.43 mg/g, mientras que el
contenido de 3-CQA oscilé entre 5.5 y 6.09 mg/g concordando con lo mencionado
anteriormente ya que los isomeros 4-CQA y 3-CQA aumentaron y el 5-CQA disminuy6
después del tostado. Los resultados obtenidos (Cuadro 6), fueron similares a los
encontrados por Puerta y Marin (2008); Vega et al. (2018), quienes han estudiado a fondo
la composicion quimica de cafés tipo arabica.
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Cuadro 5. Comparacion de analisis proximal, realizado a cada tratamiento en café tostado.

8T

Fermentacion ?Humedad Cenizas Proteina Grasa Fibra Carbohidratos
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
48 h asistida + CO,  3.81 +0.04% 3.80 +0.122 14.81 + 0.05? 9.93 + 0.04° 17.18 + 0.41° 50.47 + 0.46"
48 h asistida 3.40+0.23° 3.81 +0.212 15.30 + 0.16° 9.81 + 0.09° 17.33+0.35%®  50.43 +0.42°
48 hnormal + CO,  3.22 +0.23° 3.79 +0.33? 15.18 + 0.372 9.89 + 0.03° 12.84 +0.47¢ 55.11 + 0.69?
48 h normal 3.24 +0.10° 3.95+0.19° 15.26 + 0.322 11.1 + 1.052 17.44 +0.40®  48.99 + 0.89°
60 h asistida + CO,  3.25 + 0.04° 3.66 + 0.052 15.06 + 0.562 10.4 +0.08° 16.92 + 0.56" 50.61 + 0.76°
60 h asistida 3.39 + 0.06° 3.87 +0.072 15.21 + 0.20? 9.33+0.19° 18.04 + 0.472 50.32 +0.73°
60 h normal + CO,  3.16 + 0.08° 3.77 £0.18? 15.29 + 0.09? 9.78 +0.23° 16.87 + 0.68° 51.14 +0.79°
60 h normal 3.22+0.01° 3.89 + 0.012 14.95 + 0.05? 10.5+0.51®  16.07 £ 0.14° 51.07 + 0.38°
SCV (%) 412 1.86 4.24 4,59 2.77 1.30

!Descripcion del proceso fermentativo de cada tratamiento, en donde se especifica el tiempo que durd el proceso (48 y 60 horas), si se
asistié 0 no con indculo de Saccharomyces cerevisiae, y si se inyectd o no CO,. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacion
estandar de tres repeticiones. **Valores seguidos de una letra diferente en cada columna, representan diferencia estadistica entre
tratamientos (P < 0.05). 3CV (%)= coeficiente de variacion expresado en porcentaje.
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Figura 1. CromatograFna obtenido de la cuantificacion bor HPLC de cafeina en café Geisha, tostado y molido. Resultados obtenidT)s a
una longitud de onda de 275 nm.
Fuente: (Vega et al. 2018)
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Figura 2. Cromatograma obtenido de la cuantificacién por HPLC, de &cido 5-cafeoilquinico (5-CQA), &cido 4-bafeoi|quinico (4-0(526\)
y &cido 3-cafeoilquinico (3-CQA), en café Geisha, tostado. Resultados obtenidos a una longitud de onda de 360 nm.
Fuente: (Vega et al. 2018)
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Cuadro 6. Resultados de andlisis de cafeina y acidos clorogénicos (5-CQA, 4-CQA y 3-CQA), cuantificados por HPLC, en muestras de
café Geisha tostado y molido.

'Fermentacion 25-CQA 4-CQA 3-CQA CQA totales Cafeina
48 h asistida + CO> 13.76 + 0.012 6.42 + 0.03? 6.07 + 0.012 26.25 + 0.052 8.53 + 0.15¢
48 h asistida 13.54 + 0.222 6.41 +0.112 6.09 + 0.022 26.04 + 0.322 9.35 + 0.28"°
48 h normal + CO; 12.55 + 0.50P 6.21 + 0.16% 5.71 +0.10° 24.48 + 0.75 0.83 +0.222
48 h normal 12.69 + 0.31° 6.01 + 0.11°¢ 571+0.11° 24.40 + 0.52°¢ 8.21 + 0.20¢
60 h asistida + CO; 12.28 +0.76° 5.75 + 0.36° 5.50 + 0.26° 23.53 + 1.38° 9.64 + 0.20%
60 h asistida 13.45 + 0.312 6.36 £ 0.07a 5.91 + 0.072 25.73 + 0.412 8.94 +0.31°
60 h normal + CO; 13.21 + 0.09? 6.27 + 0.15% 5.99 + 0.042 25.47 +0.28% 9.81 +0.212
60 h normal 13.39 +0.172 6.43 + 0.042 5.97 + 0.012 25.78 + 0.142 7.37 +0.35¢

SCV (%) 2.82 2.59 1.89 2.48 2.93

!Descripcion del proceso fermentativo de cada tratamiento, en donde se especifica el tiempo que durd el proceso (48 y 60 horas), si se
asistié 0 no con indculo de Saccharomyces cerevisiae, y si se inyectd o no CO,. 2Cada resultado representa el promedio y la desviacion
estandar de tres repeticiones. **Valores seguidos de una letra diferente en cada columna, representan diferencia estadistica entre

tratamientos (P < 0.05). 3CV (%)= coeficiente de variacion expresado en porcentaje



4. CONCLUSIONES

Las levaduras fueron los microorganismos con mayor concentracion al final de la
fermentacidn anaerdbica, seguido de las bacterias &cido lacticas y hongos.

La asistencia con indculo de Saccharomyces cerevisiae influyé de manera positiva
sobre los atributos del café.

La inyeccion de CO2 mejor0 los atributos de cuerpo y balance, influyendo sobre el
puntaje final.

Quimicamente las variables estudiadas (tipo de fermentacidn, inyeccion con CO2 vy el

tiempo de fermentacion) hicieron efecto sobre el contenido de grasas, acidos
clorogénicos y cafeina.
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5. RECOMENDACIONES
Desarrollar un método para asegurar que la fermentacidn sea totalmente en ausencia de
oxigeno.

Medir las concentraciones de CO2 que se inyectan y evaluar el proceso con distintas
concentraciones.

Evaluar el proceso con distintas variedades para observar si éste aplica para cualquier
café.

Cuantificar los microorganismos presentes en el mucilago antes de iniciar la
fermentacidn para obtener una vision mas amplia de su comportamiento durante la
fermentacion.

Hacer una cuantificacién mediante cromatografia de gases de la fraccion volatil del
cafe.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza para Hongos

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 0.18 0.67
CO2 1 3.12 0.10
Tiempo 1 0.01 0.94
Levaduras x CO; x Tiempo 4 6.52 0.003

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 2. Andlisis de varianza para Levaduras.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 7.77 0.01
CO: 1 2.23 0.15
Tiempo 1 40.46 <0.05
Levaduras x COz x Tiempo 4 2.92 0.054

GL= grados de libertad; Valor F= variacién fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 3. Andlisis de varianza para BAL.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 4.00 0.063

CO2 1 35.56 <0.05

Tiempo 1 7.51 0.0145
Levaduras x CO2 x Tiempo 4 1.20 0.35

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).
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Anexo 4. Andlisis de varianza de pH.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 177.06 <.0001

COz 1 0.38 0.544

Tiempo 1 9.96 0.007
Levaduras x CO> x Tiempo 4 1.15 0.367

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 5. Analisis de varianza de aroma.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 34.96 <.0001

CO2 1 3.02 0.087

Tiempo 1 5.93 0.017

Catador 2 16.91 <.0001
Levaduras x CO> x Tiempo 4 1.33 0.269

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 6. Analisis de varianza de sabor.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 18.22 <.0001

CO2 1 1.69 0.198

Tiempo 1 2.79 0.099

Catador 2 25.21 <.0001
Levaduras x CO> x Tiempo 4 2.72 0.037

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 7. Analisis de varianza de acidez.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 34.08 <.0001

CO2 1 1.01 0.318

Tiempo 1 0.04 0.841

Catador 2 17.30 <.0001
Levaduras x CO> x Tiempo 4 2.80 0.034

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).
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Anexo 8. Andlisis de varianza de cuerpo.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 17.29 <.0001

COz 1 4.32 0.042

Tiempo 1 2.77 0.101

Catador 2 35.06 <.0001
Levaduras x CO> x Tiempo 4 3.76 0.008

GL-= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 9. Andlisis de varianza de balance.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 18.79 <.0001

CO; 1 7.12 0.010

Tiempo 1 0.11 0.740

Catador 2 43.07 <.0001
Levaduras x CO> x Tiempo 4 3.48 0.013

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 10. Analisis de varianza de calificacién en frio.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 8.48 0.005

CO: 1 3.77 0.057

Tiempo 1 0.10 0.747

Catador 2 35.34 <.0001
Levaduras x CO> x Tiempo 4 0.44 0.776

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 11. Andlisis de variancia de calificacion general.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 35.28 <.0001

CO: 1 1.56 0.216

Tiempo 1 6.25 0.015

Catador 2 46.19 <.0001
Levaduras x CO> x Tiempo 4 3.66 0.009

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).
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Anexo 12. Anélisis de varianza de puntaje final.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 74.83 <.0001

COz 1 6.95 0.011

Tiempo 1 2.71 0.104

Catador 2 15.44 <.0001
Levaduras x CO2 x Tiempo 4 6.91 0.0001

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 13. Andlisis de varianza de cafeina.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 8.48 0.010
CO; 1 84.96 <.0001
Tiempo 1 0.09 0.768
Levaduras x CO> x Tiempo 4 35.27 <.0001

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).

Anexo 14. Analisis de varianza de acidos clorogénicos.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Levaduras 1 1.96 0.181

CO2 1 4.81 0.043

Tiempo 1 6.72 0.010
Levaduras x CO> x Tiempo 4 9.02 0.0005

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos. P= Probabilidad (P <
0.05).
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Anexo 15. Grafica de concentracion de 5-CQA, 4-CQA y 3-CQA en café Geisha, tostado

y molido

Concentracion de 5-CQA, 4-CQAY 3-CQA

[

60 h normal I
———————————————

60 h normal + CO2 I

Descripcién del tratamiento

u3-CQA =4-CQA m5-CQA
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Anexo 16. Hoja de control de tueste de todos los tratamientos.
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vE

Anexo 17. Formato utilizado para catar los cafés.

Fuente SCAA 2019
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