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del café en dos sistemas de fermentacion
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Javier Estuardo Cruz Padilla

Resumen. El uso potencial de cepas (Saccharomyces cerevisiae) fue evaluado como cultivo
inicial para la fermentacion controlada durante el beneficiado humedo de café en dos
sistemas de fermentacion (abierto y cerrado). El crecimiento microbiano y metabolitos
producidos fueron caracterizados. En el sistema de fermentacidn abierto prevalecio el
crecimiento de bacterias acido lacticas y levaduras, mientras que el crecimiento de hongos
no presento un patron definido debido a la supresion ocasionada por el uso de cepas como
cultivo inicial. La inoculacion de levaduras también incrementé la produccion de
compuestos volatiles detectados en andlisis sensorial, produciendo sabores agradables
catalogando el tratamiento fermentacion cerrada con cepa L"ORO (CLO) con la nota mas
alta en la escala SCAA. El desdoblamiento de azUcares por la adicion de levaduras fue
evaluado mediante HPLC, detectando galactosa solo en el tratamiento CLO comparado
contra la fermentacion abierta sin levaduras (ASL; control). El tratamiento CLO presentd
mayor contenido de cenizas y lipidos en el andlisis proximal comparado contra ASL. El
analisis sensorial demostrd que el uso de levaduras como cultivo inicial favorece a una alta
calidad de taza, presentando una intensa percepcién de notas a tamarindo, bayas y ardndano,
cuerpo mantequilloso-cremoso prolongado. En conclusion, el uso de Saccharomyces
cerevisiae cepa L ORO en beneficiado hiumedo sistema cerrado, es una alternativa viable
para establecer control en fermentaciones y asegurar una calidad consistente en el producto
final.

Palabras clave: Beneficiado himedo, catacion, compuestos volatiles, galactosa, levadura.

Abstract. The potential use of strains (Saccharomyces cerevisiae) was evaluated as a starter
culture for controlled fermentation during wet coffee processing in two fermentation
systems (open and closed). Microbial growth and metabolites produced were characterized.
In the open fermentation system, the growth of lactic acid bacteria and yeasts prevailed,
while fungal growth did not present a defined pattern due to the suppression caused by the
use of strains as initial culture. Yeast inoculation also increased the production of volatile
compounds detected in sensory analysis, producing pleasant flavors by cataloging the
closed fermentation treatment with L'ORO strain (CLO) with the highest score on the
SCAA scale. The splitting of sugars was evaluated by the addition of yeasts by HPLC,
detecting galactose alone in the CLO treatment compared to open yeast free fermentation
(ASL, control). The sensory analysis showed that the use of yeast as an initial culture favors
a high-quality cup, presenting an intense perception of notes of tamarind, berries and
cranberry and prolonged buttery-creamy body. In conclusion, the use of Saccharomyces
cerevisiae strain L ORO in wet coffee closed post-harvest processing, is a viable alternative
to establish control in fermentations and ensure a consistent quality in the final product.

Key words: Cupping, galactose, volatile compounds, wet processing, yeast.
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1. INTRODUCCION

El café tiene un impacto econémico mundial siendo considerada la segunda bebida mas
consumida después del agua (Ramirez 2010). Histéricamente el cultivo del café ha sido uno
de los principales motores de la economia del pais; durante el afio cafetero 2010-2011 se
exportaron 4.7 millones de quintales de café oro, lo que generé USD 1,136 millones de
déblares en divisas para el pais, comparado con el afio 2017 en el cual se generd 489.1
millones de dolares en divisas (Anacafé 2017). En términos macroeconoémicos, el grano de
café participd en un 33% en exportaciones representando lo generado por el sector
agropecuario, el 4% del PIB en 2011 y el 2.7% del PIB 2017 (Banguat 2017). La reduccién
de las exportaciones en los Gltimos afios se debe al severo ataque de la roya (Hemileia
vastatrix). Por lo anterior, los caficultores buscaron medidas para aumentar la calidad y
diferenciar sus productos para compensar las pérdidas en produccion. Se ha implementado
el uso de nuevas variedades de café resistentes a la roya y variedades reconocidas por su
alta calidad de taza, que han sido cultivadas con el proposito de buscar nuevas técnicas para
agregar valor, establecer controles y asegurar la calidad consistente de las producciones
cada afio.

La fermentacidn es un proceso que ha sido utilizado en los diferentes alimentos para generar
cambios organolépticos como lo son textura, aroma, sabor e incrementar la vida de anaquel
de algunos productos. La industria cafetalera ha incorporado la fermentacion en el proceso
de beneficiado (Puerta 2012). A medida que se han desarrollado investigaciones enfocadas
en la fermentacién, se ha pasado de una fermentacion tradicional a una fermentacion
controlada, obteniendo bebidas de calidad superior con sabores y aromas muy peculiares
que agregan valor y permiten establecer una calidad constante en el producto (Puerta y
Echeverry 2015). A estos cafés se les denomina con el nombre de “cafés especiales”, esto
se consigue acompafiando la fermentacion con un buen manejo agronémico y buenas
practicas de manufactura en todo el proceso de beneficiado y tostado del cafe.

Durante el proceso de fermentacion natural de un grano de café se obtiene la formacion de
acidos, ésteres, alcoholes y cetonas. Estos compuestos son el resultado de la degradacion
de proteinas, lipidos, azlcares y acidos en los cuales intervienen levaduras, hongos y
bacterias presentes en el mucilago con ayuda de enzimas generando diferentes reacciones
bioquimicas (Chavez et al. 2009). Las levaduras se encuentran entre los microorganismos
aislados con mayor frecuencia, pero se dispone de informacién limitada sobre su efecto en
el desarrollo de las caracteristicas sensoriales del café (Evangelista et al. 2014).

La diversidad de levaduras en la fermentacion de café a menudo abarca los géneros
Candida, Hanseniaspora, Pichia y Saccharomyces. Los cambios en el mucilago durante la
fermentacion también se reflejan en el endospermo, donde se producen altas



concentraciones de metabolitos finales de origen microbianos (&cido acético, etanol,
glicerol, acido lactico y manitol). Ademas, la anoxia del método sumergido desencadena la
germinacién de los endospermos (Bruyn et al. 2017). Las sustancias formadas de la
degradacion de estos compuestos modifican el color, pH, olor y las caracteristicas del grano
de café. Segln Puerta (2012) todos los procesos gque ocurren en la etapa de fermentacion se
generan a partir de la interaccion de siete factores, entre los mas relevantes se encuentran:
la calidad intrinseca del café, pH del sustrato, carga microbiana y tipo de sistema de
fermentacion.

El desarrollo de cepas especializadas de levaduras ya conocidas para café esta teniendo un
impacto en la industria cafetalera. En los sistemas de fermentacion existen diversos métodos
los cuales influyen en la caracterizacion organoléptica de la taza final (o perfil de taza); el
proceso puede ser abierto o cerrado, continuo o discontinuo, estatico o agitado y finalmente
solido o sumergido (Puerta y Echeverry 2015). Actualmente en la industria cafetalera se ha
trabajado con el siguiente método: un sistema abierto, solido, estatico y discontinuo. La
generacidn de tecnologia en los sistemas de produccion y beneficiado de café en Guatemala
ha ido avanzando, a pesar de esto todavia existen fallas por falta de control y estandarizacién
de procesos a nivel de finca. El proceso de secado es otro pardmetro a considerar en el
beneficiado de cafés especiales, la temperatura, porcentaje de sombra y la velocidad de
secado son tres parametros que definen la calidad del grano en este proceso. Los caficultores
buscan las condiciones ideales en secado de cafés especiales para evitar el dafio del grano.

La alta calidad de la taza en café es descrita como sensacion agradable al consumidor,
combinacidn equilibrada de cuerpo, sabor y acidez en ausencia de defectos, catalogando el
sabor como el parametro de mayor importancia (Sunarharum et al. 2014). El perfil de taza
en la caracterizacion de diferentes tipos de café ha tomado auge. Uno de los métodos
empleados en la evaluacion sensorial es la prueba de “catacion” desarrollada por la
Speciality Coffee Association of America (SCAA 2015). En esta investigacion se evalué el
efecto de tres tipos de levadura (L2, L ORO y FERMIPAN) en el sistema de fermentacion
cerrado y abierto, al modificar la flora natural de microorganismos que posee el mucilago
y obtenidos del ambiente, midiendo el efecto en la obtencién de nuevos olores y sabores
especiales. La presente investigacion tiene por objetivos:

e Cuantificar los principales microorganismos presentes al final de la fermentacién del
café.

e Determinar el perfil de taza de café fermentado en diferentes condiciones

e Caracterizar quimicamente el tratamiento con mejor puntuacién en la evaluacion
sensorial y determinar la relacion que estos poseen con los sabores descritos en el perfil
de taza.



2. MATERIALES Y METODOS

Etapa 1. Fermentacion del café.

Descripcion de las levaduras. Se utilizaron tres cepas de levadura Saccharomyces
cerevisiae: LALCAFE ORO™ y LALCAFE L2™ distribuidas por LALLEMAND. Se
caracterizan por su capacidad para optimizar la eficacia del proceso por via huimeda y la
consistencia de la calidad de la taza. Asi mismo, la levadura de nombre comercial conocida
como FERMIPAN™ pertenece a una cepa de la especie Saccharomyces cerevisiae, con la
diferencia que esta cepa no ha sido aislada para uso en café. Las levaduras fueron
rehidratadas en agua potable a una proporcion 1:10 (p/v) a temperatura ambiente (24 °C)
20 minutos antes de su aplicacion.

Fermentacion del café baba. Para esta evaluacion se utilizd café cereza (Coffea arabica
L. var. Catuai) en su punto 6ptimo de corte, concentracion de azucares 25° Brix para la
variedad Catuai (Silva et al. 2011). EI café fue cosechado de la Finca EI Morito (1804
msnm), en el municipio de Mataquescuintla, Jalapa, Guatemala, que posee una temperatura
ambiente promedio de 18.4 °C en el mes de diciembre (Orellana 2005). Las cerezas de café
(160 kg) fueron sometidas al proceso de despulpado en el cual se removi6 el mesocarpio,
guedando el grano cubierto por mucilago. Se homogeneizo6 la masa de café despulpado
previo a la toma de cantidades que conform6 cada unidad experimental de forma aleatoria
dentro del conjunto de sacos cosechados. Cada unidad experimental fue rotulada segun el
tratamiento al cual correspondia (cuadro 1), en el caso de los tratamientos que implicaba el
uso de levaduras se utilizd6 una relacion 1:1000 (p/p) de levadura:café despulpado
(recomendacion del fabricante). Se utilizaron contenedores plasticos con capacidad de 10
litros en los cuales se colocaron 6.36 kilogramos de café cereza despulpado, dando un total
de 24 unidades experimentales. Para los sistemas cerrados se adiciond un tercio de la
capacidad del contenedor con agua para promover la anaerobiosis durante la fermentacion.
Se adiciono levadura a los frascos con tratamientos. El proceso de fermentacion tuvo una
duracion de 36 horas para todos los tratamientos (abierto y cerrado). Se realizaron tomas de
pH inicial y final en el proceso de fermentacion, con ayuda de un potenciémetro
introduciéndolo directamente en la masa de café fermentado (Figura 1).

Transcurridas 36 horas de fermentacion, finalizando el proceso se tom6 una muestra de café
de 100 gramos aproximadamente. Utilizando bolsas estériles para cada unidad
experimental, la muestra fue congelada introducida en una hielera y posteriormente llevadas
a un congelador (-4 °C) con la finalidad de reducir la tasa de crecimiento microbiano.
Fueron llevadas a las instalaciones de Anacafé y se procesaron especificamente en el
departamento de Analab, Laboratorio de microbiologia especial para muestras de café.



Cuadro 1. Descripcién de los tratamientos de fermentacion de café (Coffea arabica L. var.

Catuai).
Meétodo de
Fermentaciébn  Tratamiento  Cdédigo Descripcion de tratamiento
(ambiente)
1 ASL Fermentacion abierta sin levaduras
Abierto 2 AL2 Fermentacion abierta con cepa L2
3 ALO Fermentacién abierta con cepa L"ORO
4 AFP Fermentacidn abierta con Fermipan
5 CSL Fermentacion cerrada sin levaduras
Cerrado 6 CL2 Fermentac!én cerrada con cepa L2
7 CLO Fermentacion cerrada con cepa L"ORO
8 CFP Fermentacién cerrada con Fermipan

Lavado del café. Al finalizar el proceso de fermentacion (36 horas), se procedio a realizar
el lavado del café, con el propdsito de remover el mucilago del grano post-fermentado. Para
remocion del mucilago se introdujo cada muestra dentro de un contenedor realizando
lavados continuos agitando la masa de café removiendo el mucilago. Los lavados se
realizaron hasta el punto donde el agua no cambiaba su tonalidad cristalina.

Secado del café. El proceso de secado del grano se realiz6 después del lavado del café, en
este proceso fue tratado como a un café especial, segin metodologia establecida en Finca
el Morito. Brevemente, el secado se realizd con restriccion de luz de tal manera que los
granos fueron colocados dentro de sacos de yute, esparcidos en el interior de los sacos
cuidando que se formara una capa delgada (1.5 cm de grosor). El objetivo de este secado es
evitar el contacto directo del sol con el grano y prolongar el tiempo de secado para evitar
dafios en el mismo. Cabe mencionar que cada tratamiento fue inoculado por separado
utilizando sacos distintos previamente identificados a fin de evitar contaminacion de los
mismos. El proceso de secado consistio en llevar los granos de café de un estado poco
estable (pergamino humedo) con 50% de humedad hasta su estado mas estable (pergamino
seco) 11.5—12.5% en oro. El porcentaje de humedad se determiné en campo con ayuda de
un medidor de humedad Dolé 400B, el proceso de secado tuvo una duracién de siete dias,
tiempo dependiente de la temperatura (12-20 °C, Min-Max) y humedad relativa (45-55 %,
Min-Max).

Analisis microbiologico. La muestra se utilizd para cuantificar la presencia de bacterias
acido lacticas, levaduras y hongos en cada unidad experimental. Para los analisis
microbioldgicos se utilizd el procedimiento descrito por Pereira et al. (2012) con
modificaciones. Se us6 como diluyente de buffer fosfato. Diez gramos de cada muestra se
diluyeron en proporcion 1:9 (p: v). Se realizé un masajeado de los granos durante 5 min
para posteriormente realizar diluciones en serie. Los recuentos de hongos y levaduras se
realizaron utilizando un Petrifilm 3M Y&M, incubando a una temperatura entre 25-30 °C
por un periodo de 72 horas para el conteo de levaduras y 120 horas para el conteo de hongos.



Para el conteo de bacterias acido lacticas se utilizaron Petrifilm 3M BAL incubandolos a
37 °C por un periodo de 48 horas.
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Figura 1. Flujo de proceso de beneficiado himedo de café cereza.




Andlisis estadistico. Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial 2x4 utilizando dos niveles de fermentacion (abierto y cerrado) y cuatro tipos de
indculo (SL, L2, LO, FP) con tres repeticiones por tratamiento (Cuadro 1) para un total de
24 unidades experimentales. Las variables dependientes fueron el crecimiento de UFC/g de
bacterias acido lacticas, hongos y levaduras. Los datos fueron analizados con el programa
SAS® Version 9.4, por medio de un analisis de varianza (ANDEVA), con el uso un modelo
general lineal (GLM) y una separacién de medias ajustadas (LS-MEANS). El nivel de
significancia utilizado fue 95%.

Etapa 2. Andlisis sensorial (Catacion).

Identificacion de las muestras. Previo a la catacion fueron introducidas a las instalaciones
de Anacafé en el departamento de catacion las 24 unidades experimentales, las cuales
pasaron por un proceso de identificacion para ser tratadas como unidades de investigacion
y evitar sesgo en los datos. Cada muestra fue introducida dentro del sistema de ingreso de
muestras para investigacion de Anacafé, el programa generd un codigo Unico para cada
muestra. Posteriormente las muestras fueron sometidas a una descripcion sensorial (por un
evaluador experto) del grano en pergamino, se consideraron los siguientes factores: color,
homogeneidad y materia extrafia (SCAA 2015).

Trillado. Cada muestra fue trillada individualmente, realizando limpieza de las trillas
marca LOGOS, entre cada muestra para evitar contaminacion entre las mismas. Después de
24 horas se determind el contenido de humedad de los granos en oro con ayuda de un
medidor de humedad Dolé 400B.

Tostado del café. Se sometié el grano oro al proceso de tostado con una temperatura de
160 a 180 °C en tostadores individuales marca PROBAT, por un lapso de 9 a 10 minutos
aproximadamente, sin embargo, cada grano posee tiempos distintos debido a factores que
afectan como la humedad, tamafio, uniformidad, densidad, entre otras. Para la molienda de
los granos tostados se utilizd un molino marca MALKONIG siguiendo protocolo del
SCAA. El perfil del tostado realizado fue claro a claro-medio, medido via la escala
(Gourmet) M-Basica de AGTRON (Cuadro 2), aproximadamente 58 + 1 en grano entero y
63 £ 1 en el café molido (55-60 en la escala estandar o placa AGTRON/SCAA para tostado
No. 55). Segun protocolo del SCAA (2015) en el tostado no deben aparecer granos
guemados (chamuscados), estos errores son penalizados. Se retird el café del tostador, la
muestra se enfrio con aire forzado inmediatamente.

Cuadro 2. Perfil de tostado en escala AGTRO/SCAA, M-bésica y L*a*b*.
Perfil de Tostado

Grano Escala Escala (Gourmet) Valores L*a*b*
AGTRON/SCAA M-basica L* a* b*

Entero 55 58+1 37 5 13

Molido 55-60 63+1 31 4 9

Fuente: SCAA 2015.



Preparacién de la catacion. El tipo de recipiente para realizar la infusion recomendado
por la SCAA es un vaso Manhattan 200 ml. Se asegurd que los vasos estuviesen limpios,
sin olor evidente y a temperatura ambiente. Para la preparacion de la muestra se molieron
con una antelacion maxima de 15 minutos a la sesion de cata. Seguidamente se adicion0
agua a 95 °C en una proporcion 11.5 + 0.25 g de café por 200 + 2.5 ml de agua segin SCAA
(2015). La fase solida a manera de nata sobrenadante se dejo por un periodo de cuatro
minutos y se procedi6 a romper taza con cuchara de catacion por agitacion en tres tiempos,
después de la agitacion se permitid que la espuma corriera por la parte de atras de la cuchara
suavemente mientras olfateaba; posteriormente, cuando la muestra se enfri¢ hasta 71°C, en
aproximadamente 8-10 minutos de infusion, se realizo la evaluacion de la bebida aspirando
el liquido dentro de la boca de tal manera que cubra especialmente la lengua y paladar duro.

Se realizd una sesién de catacion tipo panel, en el que cuatro catadores certificados como
Q Grader evaluaron los distintos tratamientos y asignaron el puntaje correspondiente
indicando el perfil de la taza. Las puntuaciones expresadas por cada catador fueron
comparadas por medio un analisis estadistico. Los atributos de calidad a evaluar fueron
fragancia/ aroma, sabor, post-gusto, acidez, cuerpo, uniformidad, dulzor, limpieza de la
taza, balance e impresion global; los resultados se presentan en la escala de 6 a 10
correspondiente a la valoracion de cafés especiales.

Andlisis estadistico. El analisis sensorial cuantitativo y descriptivo de la bebida, fue
realizado con catadores entrenados, utilizandose un disefio de Blogues Completos al Azar
(BCA). Se utilizaron cuatro catadores siendo estos los bloques con tres repeticiones por
cada tratamiento. Los datos fueron analizados con el programa SAS® Version 9.4, por
medio de un andlisis de varianza (ANDEVA), con el uso un modelo general lineal (GLM),
una separacion de medias ajustadas (LS MEANS) para la interaccion de los principales
factores. El nivel de significancia fue 95%, respectivamente.

Etapa 3. Analisis quimicos.

Preparacién de muestras. El grano en estado verde (Oro) fue sometido a un molido
mecanico, para lograr una reduccion del tamafio de particula hasta alcanzar 0.5 mm, para
este proceso se utilizé un molino marca Perten 3310. EI molido de las muestras fue realizado
el mismo dia de que se realizaron los analisis, respectivamente.

Analisis proximal. Se hizo un analisis proximal completo siguiendo los métodos oficiales
del AOAC (Latimer y Horwitz 2016) a continuacion enunciados:

e Humedad AOAC 950.46B

Grasa por correlacion con el software Genesis R&D.

Proteina Cruda AOAC 2001.11

Fibra Cruda AOAC 962.09

Cenizas AOAC 923.03

Carbohidratos por diferencia.



Analisis perfil de aztucares por HPLC (AOAC 982.14). El analisis se inici6 pesando 1 g
de muestra de cada unidad experimental (por duplicado). En matraces se colocé el gramo
de muestra y se le afiadid 50 ml de una solucion de agua mas metanol grado HPLC al
99.99% (1:1). La mezcla fue sometida a bafio maria con agua a 80-85 °C durante 30
minutos. Pasado el tiempo se dejaron enfriar las muestras, se homogenizaron y se aforé a
100 ml con la solucion de agua mas metanol (1:1).

La muestra se coloco en una jeringa con filtro de nylon de 0.45 um, el contenido se expulso
a traves de la jeringa hacia los viales de lectura. Se utilizd un equipo HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) marca Agilent. Se prepararon estandares para
fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa, lactosa y galactosa para la cuantificacion de los
azucares presentes. Se utilizé una guarda columna Hi Plex 50 x 7.7 mm y una columna Hi
Plex Ca 300 x 7.7 mm 8 um a 85 °C para la segregacion de azucares en el HPLC. La
velocidad del flujo fue de 0.6 ml/min, con un tiempo de corrida de 20 min y un volumen de
inyeccion de 20 pL. Se utiliz6 como fase moévil agua desionizada y como solvente etanol
de grado HPLC al 50%. El anélisis de datos se efectud con el software Agilent Chemstation
Software 2003 para sistemas de cromatografia y Microsoft Excel® 2010.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa 1. Fermentacion del café.

La fermentacion es utilizada principalmente como meétodo para remocion del mucilago del
grano, sin embargo, este proceso tiene como efecto resultado que favorecen el sabor de la
taza de café (Jackels y Jackels 2006). Durante la fermentacion de café se da comensalismo
en donde actlan bacterias y levaduras en donde resaltan las levaduras fermentadoras del
mucilago como Saccharomyces cerevisiae y del género Candida. En el caso de las bacterias
encontramos acido lacticas (Lactobacillus), enterobacterias y el género Bacillus. Las
bacterias han sido reportadas como las mas numerosas durante el proceso (Puerta 2012).

El analisis estadistico de los resultados para bacterias acido lacticas presentd diferencia
significativa (P=0.0052) para el factor ambiente (Cuadro 3) compuesto por dos niveles
(abierto y cerrado). Sin embargo, el tipo de indculo utilizado no tiene una influencia directa
en el crecimiento de bacterias &cido lacticas observado, por lo tanto, no se presentd
diferencia estadisticamente significativa respecto al factor indculo (P=0.3217).
Adicionalmente, la interaccion del inoculo con el ambiente no mostré diferencia
estadisticamente significativa (P=0.3378). Dados los resultados del ANDEVA se realizd
una separacion de medias para el factor ambiente, el cual presenté un mayor crecimiento
de bacterias acido lacticas en el ambiente abierto. Los sistemas abiertos presentan
disminucion del pH a tasa mas reducida que los sistemas cerrados principalmente porque la
produccion de COen el sistema abierto se libera al ambiente lo cual permite el desarrollo
apropiado de las bacterias.

En el caso de las levaduras se encontrd diferencia significativa (P=0.0008) para el factor
indculo compuesto por cuatro niveles (L ORO, L2, Fermipan y Control). Adicionalmente,
el factor ambiente también presento diferencia significativa (P<0.0001). Por consiguiente,
la interaccion de ambos factores si tuvo un efecto significativo (P=0.0002) en los
tratamientos, siendo de mayor efecto el ambiente al cual fueron sometidos y teniendo
diferencia significativa, se realiz6 separacion de medias obteniendo mayor crecimiento los
tratamientos abiertos inoculado con L2 y sin levaduras (AL2 Y ASL).

Los resultados de hongos presentaron diferencia significativa (P=0.0169) para la
interaccion del inoculo compuesto por cuatro niveles (L ORO, L2, Fermipan y Control) y
ambiente compuesto por dos niveles (abierto y cerrado). La combinacion con mayor
crecimiento de hongos fue en sistema abierto con Fermipan la cual presento 1.84 + 0.09
Log UFC/g, que ademas es el que presenta menor crecimiento de levaduras. Todas las
fermentaciones fueron caracterizadas por un valor de pH inicial de 5.5.



Se presento una diferencia estadistica (P =0.0038) respecto al pH el cual se ve influenciado
por el factor indculo. Por consiguiente, el tratamiento cerrado inoculado con Fermipan
(CFP) mostro un pH 5.16 + 0.62 siendo el valor mas alto perteneciendo a un sistema
cerrado. Por otro lado, el tratamiento abierto inoculado con L2 (AL2) presento un pH 3.98
+ 0.12, valor mas bajo, correspondiendo a un sistema abierto. Se present6 diferencia
significativa entre ambos tratamientos con un nivel de confianza del 95%. En la
fermentacion del café el pH del mucilago disminuye hasta un valor que depende del sistema
y de la temperatura de fermentacion. Por otra parte, el pH del mucilago de café se ve
influenciado por la produccion del acido lactico, la eliminacion del diéxido de carbono, la
produccion de otros cidos mas debiles y por otras degradaciones (Puerta 2012).

Cuadro 3. Recuentos de bacterias acido lacticas, levaduras, hongos y valores de pH al final
de la fermentacion de café.

Bacterias

Sistema In6culo _ acido lacticas Levaduras Hongos pH
Log UFCl/g Log UFCl/g Log UFCl/g
Abierto  SL! 7.73 + 0.082 7.06 £0.072  0.70+0.00°  4.20 +0.09«
L22 7.47 + 0.392 6.96+0.48% 1.03+058* 3.98+0.12¢
LO® 7.87 +0.282 514 +0.06°  1.10+0.46" 4.42+0.20%
FP4 7.57 +0.132 452+0.02¢ 1.84+0.09  4.93+0.84%®
Cerrado  SL 7.32+0.22° 455+0.11¢ 1.46+0.15% 4.47 +0.06°™
L2 6.87 + 0.64° 440+025°  1.00+0.00° 4.29 +0.26%
LO 6.91 + 0.14° 493 +0.24"  152+40.07®  4.53+0.12
FP 7.32 +0.53" 462+0.07 116+0.28* 516+0.622
CV (%) 4.13 3.00 1.42 6.04

aMedias seguidas de letra diferente en cada columna representan diferencia estadistica entre
tratamientos (P<0.05).1Sin levaduras; > Cepa L2; 2 Cepa L ORO; # Fermipan; CV (%)= Coeficiente
de variacion en porcentaje; Los resultados representan el promedio + la desviacion estandar de tres
repeticiones.

Bacterias acido lacticas. Los factores que se ven involucrados en el crecimiento de
bacterias acido lacticas son la temperatura interna de la masa fermentada, el pH inicial y
final del sustrato y el tipo de sistema de fermentacion utilizado (ambiente). Puerta (2012)
demostr6 que los °Brix del mucilago de café fresco son un indicador de la madurez del
grano despulpado y los sistemas de sustrato solido (sin adicién de agua) son mas
heterogéneos que los sistemas sumergidos. Adicionalmente, el rango de variacion del pH
es mas amplio para cualquier tiempo en sistemas de sustrato solido. Los sistemas
sumergidos inician con un valor de pH mayor que los sistemas de sustrato solido; sin
embargo, los sistemas abiertos presentan disminucion del pH a tasa méas lenta que los
sistemas cerrados. Asi mismo, la temperatura externa se ve involucrada en una relacion
inversamente proporcional con la disminucién del pH en la fermentacion, a mayor
temperatura mas rapido es el descenso del pH.
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El efecto dado por el tipo de sistema de fermentacion utilizado (ambiente) sobre el
crecimiento de bacterias acido lacticas, se detalla en el cuadro 3. Independientemente del
In6culo utilizado, los tratamientos con sistema abierto predominaron con mayor
crecimiento microbiano. Este comportamiento se debe a las temperaturas alcanzadas
internamente en un sistema cerrado (45 °C) lo cual limita las condiciones idéneas para el
crecimiento de bacterias &cido lacticas. La presencia de microorganismos en sistemas
abiertos es mayor, al estar el café expuesto a la intemperie es colonizado por
microorganismos provenientes del ambiente los cuales llegan por medio del aire, agua,
tierra e insectos que actdan como vectores de microorganismos. Resultado acorde con lo
obtenido por Evangelista et al. (2014) demostrando que no existe diferencia significativa
en los conteos totales de bacterias acido lacticas utilizando diferentes cepas inoculadas
durante la fermentacion en el beneficiado humedo. Adicionalmente las poblaciones totales
de bacterias acido lacticas fueron mayores en sistemas abiertos en beneficiado himedo,
presentando una diferencia de 1.57 Log UFC/g en comparacidn con sistemas abiertos en
beneficiado seco. En este estudio, la diferencia entre el recuento de bacterias acido lacticas
entre los sistemas abiertos y cerrados fue de 0.56 Log UFC/g.

Levaduras. El sistema de fermentacion abierto presento mayor crecimiento que el sistema
cerrado, esto se debe a que un sistema de fermentacion abierto permite el crecimiento de
microorganismos exdgenos. Mientras que, el sistema cerrado restringe el crecimiento de los
mismos y permite el desarrollo de las cepas inoculadas como cultivo inicial. Los
microorganismos fermentadores del café son mesdéfilos. La mayoria de levaduras crecen
entre 5y 39 °C, con éptimos de 28 a 35 °C y todas mueren por encima de 50°C (Puerta
2012). La temperatura es otro factor que tuvo efecto en el crecimiento de las levaduras en
el sistema cerrado. En sistemas cerrados se alcanzan temperaturas internas de la masa
fermentada de 45 °C, disminuyendo la tasa de crecimiento microbiano comparada con el
sistema abierto.

Hongos. En relacion a los resultados obtenidos por Silva et al. (2008) indica que en
investigaciones anteriores, géneros como el Penicillium, Fusarium, Aspergillus y
Cladosporium representan un 42.6% de los géneros que podemos encontrar en la
fermentacion. Segun Puerta (2012) para el desarrollo de hongos se necesita un periodo
mayor a 48 horas.

De acuerdo a Silva et al. (2008) el crecimiento de hongos se reduce conforme el crecimiento
de bacterias acido lacticas y levaduras, incrementa principalmente por la presencia de
Debaryomyces hanseii. Esta se encuentra dentro de la familia Saccharomycetaceae en
donde se encuentra el género Saccharomyces, la cual es ampliamente conocida por la
produccion de micotoxinas que inhiben el crecimiento de otras levaduras y principalmente
hongos.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunas especies de hongos
filamentosos. Las micotoxinas principales son las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, ocratoxina
A (OTA), patulin, fumonisina B1. En granos de café verde (oro), solo ocratoxina A (OTA)
es detectada y es la nica micotoxina con maximos limites de estabilidad, por la importacion
de paises. Especies de Penicillum y Aspergillum son productores de OTA tales como
Penicillum verruscosum, P. nordicum (Larsen et al. 2001). Sin embargo, en café,
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Aspergillum ochraceus es reconocida por ser la mayor fuente de OTA (Velmourougane et
al. 2011). Los niveles de micotoxinas en café dependen de factores bidticos y abidtico, los
cuales pueden influenciar el crecimiento de hongos. Los niveles de hongos y su desarrollo
pueden decrecer con practicas preventivas como buenas practicas agricolas, buenas
practicas de manufactura y buenas practicas de sanitacion (Velmourougane et al. 2006). El
uso de levaduras como cultivos iniciales crea un efecto de competitividad entre levaduras
y microorganismos patdgenos, reduciendo la presencia de hongos obteniendo productos
mas inocuos y estables en almacenamiento en términos de calidad.

Evaluacion del pH. En fermentaciones alcohdlicas y heterolacticas se da la formacion de
dioxido de carbono, en sistemas abiertos este se volatiliza saliendo del medio sin generar
alteracion alguna, en cambio, en los sistemas cerrados contribuye a la acidificacion del
medio (Puerta 2012). Las bacterias acido lacticas incrementan la produccion de &cido
lactico el cual contribuye a la reduccion del pH, tal cual sucedié en el sistema de
fermentacion abierto, dando como resultado pH mas bajo, por otra parte, el pH inicial es
factor a considerar para un crecimiento mas acelerado de bacterias acido lacticas en sistema
abierto que en cerrado. Por lo tanto, la reduccion del pH en el sistema cerrado se debe en
mayor proporcion al dioxido de carbono producido por las levaduras el cual contribuye a la
acidificacion del mismo, que al efecto del &cido lactico producido por bacterias acido
lacticas. Por lo tanto, se generd descenso del pH, pero en menor proporcion que en un
sistema abierto. El pH tiene una relacion inversa con el crecimiento de bacterias acido
lacticas, presentando en sistemas abiertos pH menores y mayor crecimiento de las mismas,
esta correlacion se mantiene al evaluar el crecimiento de bacterias acido lacticas en distintos
sistemas utilizando el mismo indculo. Por lo tanto, al evaluar la relacién del pH con
bacterias acido lacticas sin considerar el indculo no se presenta una relacion significativa.

Etapa 2. Catacion.

Catacion. El analisis sensorial presentd diferencia significativa en la interaccion entre
indculo y ambiente (P<0.05). El resultado de dicha catacion determind que el tratamiento
cerrado con levaduras L ORO presentd diferencia significativa con respecto al tratamiento
convencional abierto sumergido lo cual concuerda con Puerta y Echeverry (2015), quienes
evaluaron distintos sistemas de fermentacion con distintos tiempos de fermentacion y su
estudio identifico que los cafés fermentados durante 36 horas en ambiente cerrado y
sumergido tenian un 65% de probabilidades de obtener sabores especiales en comparacién
al abierto sumergido, el cual en el mismo periodo solamente presento notas superiores a las
convencionales.

El analisis sensorial de granos de café proveniente de tratamientos con y sin uso de
levaduras en la etapa de fermentacion, presentd diferentes punteos en los diferentes
atributos. Todos los tratamientos presentaron una evaluacion final positiva (puntaje arriba
de 84 puntos) y agradable caracterizacion sensorial. Sin embargo, los resultados indicaron
gue cada tratamiento presentd caracteristicas sensoriales distintas, siendo el tratamiento
CLO el mejor evaluado con un puntaje final de 85.70 promedio de cuatro catadores. No
presentd diferencia significativa, sin embargo, fue el mejor apreciado debido a su realce en
los distintos atributos evaluados (cuadro 4).
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El analisis sensorial realizado para los distintos tratamientos presenté un comportamiento
de los atributos (figura 2), en el cual es notorio en la mayoria de los casos que el tratamiento
CLO presenta diferencia en atributos comparado con el sistema tradicional abierto sin
levadura (ASL). Los puntajes dados a dicho tratamiento son positivos resaltando entre ellos
el cuerpo, balance y apreciacion por los catadores. El tratamiento present6 una aceptacion
muy completa por los cuatro catadores. El tratamiento mejor apreciado presentd cuerpo
mantequilloso-cremoso muy consistente y completo, sabor a bayas (arandano), uvas
maduras y tamarindo, considerando una apreciacion general determinada como elegancia
extrema. Por otro lado, el tratamiento control ASL present6 un puntaje final 85.27+0.33
promedio de cuatro catadores, descrito con un sabor a frutas y citricos con un cuerpo
completo, jugoso. Los demaés tratamientos fueron descritos por el panel de catadores como
muestras muy similares con cambios en la intensidad de dulzura, acidez y aroma, de manera
general muestras con caracteristicas citricas (toronja, limon, té de limén) con intensidades
muy moderadas. Informacion generada por panel de cuatro catadores Q Grader.

Cuadro 4. Andlisis sensorial de café producido bajo diferentes procesos de fermentacion.

Tratamiento Punteo
Fermentacion abierta sin levaduras 85.27 + 0.33%°
Fermentacidn abierta con cepa L2 85.23 + 0.31%¢
Fermentacion abierta con cepa L'ORO 84.98 + 0.53¢
Fermentacion abierta con Fermipan 85.28 + 0.36%¢
Fermentacion cerrada sin levaduras 85.25 + 0.43%°¢
Fermentacidn cerrada con cepa L2 85.40 + 0.31%
Fermentacion cerrada con cepa L"ORO 85.70 £ 0.722
Fermentacion cerrada con Fermipan 85.13 + 0.25"°
CV (%) 1.30

acMedias seguidas de letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P<0.05).
Los resultados representan el promedio + la desviacion estandar de tres repeticiones.

% C.V. = Coeficiente de variacion en porcentaje. La catacion fue evaluada de acuerdo a la escala
establecida por la Speciality Coffee Association of America (SCAA).
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Figura 2. Analisis sensorial y separacion de medias por atributo de taza de café segin protocolo SCAA producida bajo distintos
sistemas de fermentacion (abierto y cerrado) en interaccion con 4 in6culos (Fermipan, L ORO, L2 y sin levadura).

&®Valores seguidos de letra diferente representan diferencia estadistica entre tratamientos (P<0.05).

ASL: Fermentacion abierta sin levaduras; AL2: Fermentacion abierta con cepa L2; ALO: Fermentacion abierta con cepa L'ORO; AFP:
Fermentacion abierta con Fermipan; CSL: Fermentacion cerrada sin levaduras; CL2: Fermentacion cerrada con cepa L2; CLO:
Fermentacion cerrada con cepa L"ORO; CFP: Fermentacion cerrada con Fermipan.

Los resultados representan el promedio + la desviacién estandar de tres repeticiones.

CV = Coeficiente de variacion en porcentaje



Los atributos que mas influyeron en el punteo final de la taza de café fueron: balance,
acidez, apreciacion, y sabor (P<0.0001) (cuadro 5).

Cuadro 5. Correlacion de atributos de catacién utilizando coeficiente de Pearson

Correlacion Coeficiente de Pearson® Probabilidad
Aroma-sabor -0.55 <.0001
Aroma-cuerpo -0.39 <.0001
Sabor-postgusto -0.35 0.0004
Postgusto-cuerpo -0.29 0.0039
Postgusto-apreciacion -0.27 0.0083
Acidez-cuerpo -0.22 0.0350
Sabor-acidez -0.20 0.0481
Aroma-postgusto 0.22 0.0316
Aroma-balance 0.22 0.0277
Postgusto-acidez 0.23 0.0244
Cuerpo-punteo 0.26 0.0118
Aroma-acidez 0.26 0.0107
Sabor-punteo 0.28 0.0065
Aroma-punteo 0.28 0.0065
Postgusto-balance 0.31 0.0018
Postgusto-punteo 0.33 0.0011
Sabor-apreciacion 0.39 <.0001
Apreciacion-punteo 0.40 <.0001
Acidez-punteo 0.44 <.0001
Sabor-cuerpo 0.45 <.0001
Balance-punteo 0.55 <.0001

¥Tomando como referencia el siguiente grado de correlacion para clasificacion de la misma; menor
a 0.6 (bajo), 0.6-0.79 (medio) y mayor o igual a 0.8 una correlacion de caracter alto.

Los atributos evaluados en la catacion presentan una relacion entre ellos lo cual explica el
comportamiento de los mismos, sin embargo, no todos los atributos son predecibles, es
decir que no se ven influenciados por alguna otra caracteristica evaluada en la catacion. Las
caracteristicas intrinsecas del grano de café se reflejan al momento de la catacion. Durante
el proceso de fermentacion natural de un grano de café se obtiene la formacion de acidos,
ésteres, alcoholes y cetonas. Estos compuestos son el resultado de la degradaciéon de
proteinas, lipidos, azUcares y acidos en los cuales intervienen levaduras, hongos y bacterias
presentes en el mucilago con ayuda de enzimas generando diferentes reacciones
bioquimicas (Chavez et al. 2009). Las sustancias formadas de la degradacion de estos
compuestos modifican el color, pH, olor y las caracteristicas del grano de café. Todos los
procesos que ocurren y se generan en la fermentacion dependen de la interaccion de siete
factores que afectan directamente el metabolismo de los microorganismos presentes y su
interaccion con el medio, siendo estos la temperatura externa, el tiempo de fermentacion,
el tipo de sistema de fermentacion, la calidad intrinseca del café, el pH del sustrato, la
higiene y la disponibilidad de oxigeno (Puerta 2012).

15



Etapa 3. Andlisis quimicos.

Analisis proximal. Se realiz6 analisis proximal (cuadro 6) para conocer la cantidad de
carbohidratos, fibra cruda, ceniza, grasa, humedad y proteina contenidos en el grano verde
de café del tratamiento convencional y el de mejor calificacion. Como bien se conoce la
caracterizacion sensorial del café es la principal medida utilizada para determinar el precio
del mismo, ademas el contenido de cada una de las partes afecta los sabores percibidos por
el consumidor o catador cuando experimentan la taza.

Cuadro 6. Comparacion de analisis proximal presentes en muestra de mayor calificacion
sensorial y tratamiento control en café verde.

Tipo de fermentacion

Parametro Cerrado L ORO Abierto Sin Levadura CV (%) Pr=l
Fibra cruda (%) 33.99 £ 0.95 33.63+0.24 1.82 0.1419
Grasa (%) 16.08 + 0.13 1492 +0.11 0.77 0.0106¥
Humedad (%) 11.42 +0.15 1147 +0.41 2.47 0.8867
Cenizas (%) 4.700 £ 0.17 4.560 £ 0.01 1.91 0.3032
Carbohidratos (%) 54.64 £ 0.08 55.81+0.21 0.26 0.0192¥
Proteina (%) 13.17 £ 0.07 13.25 £ 0.07 0.53 0.3753
Total (%) 100 100

¥Parametros con diferencia significativa (P<0.05) entre tratamientos

La composicion quimica del café oro/verde depende de su variedad, origen, procesamiento
y clima (Belitz et al. 2009). La humedad de las muestras fue de 11.42% para el L ORO en
ambiente cerrado y 11.47% para la muestra en ambiente abierto sin levaduras. Las cenizas
estdn dominadas principalmente por SiO. y CaO, y en menor cantidad por éxidos de
magnesio, aluminio, potasio y fosforo (Melissari 2012). En la muestra inoculada con
levadura L ORO en ambiente cerrado se presentd 4.70% de cenizas en comparacion a los
4.55% que presentd el control (abierto y sin levadura), existen reportes que indican una
correlacion directa entre el contenido de minerales y la calidad del café, los principales
minerales involucrados en dicha correlacion son: zinc, manganeso y rubidio (Clifford
1975). EIl contenido de fibra cruda encontrado fue de 32.99% y 33.63% respectivamente
son valores mucho mas altos que los encontrados por Puerta (2012) de 21.3%. Los
carbohidratos representan una fraccién importante de mas del 50% de la materia seca,
durante la evaluacion el tratamiento ASL presenté mayor contenido (t=0.0261) siendo este
de 55.81% en comparacion al 54.64% encontrado en el tratamiento CLO. Dentro de los
carbohidratos existen azucares reductores y no reductores que en conjunto con los
aminoacidos producen compuestos importantes via reaccion de Maillard (Flament 2001).
La proteina gracias a su efecto en la reaccion Maillard durante el tueste se considera como
un factor importante ya que esto afecta directamente el sabor, durante los analisis se
presentaron valores de 13.22% para el tratamiento control y 13.16% para €l inoculado con
L ORO en ambiente cerrado lo que segn Farah (2015) son valores esperados para cafées
robusta y no para arabica. En cuanto el contenido graso el cual estd compuesto en un 75%
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por triglicéridos la muestra L ORO presento mayor contenido (t=0.0106) con 16.08%
mientras que la muestra control solamente 15.20%, cabe mencionar que los acidos grasos
volatiles forman parte de la fraccion volatil del café encargado del realce en aromas al
momento de evaluar el perfil de taza, ademas de estar involucrados con los componentes
hidrofobicos que contribuyen significantemente durante el andlisis sensorial (llly y Viani
2005).

Cromatografia liquida (HPLC) para perfil de azUcares. El analisis de perfil de azucares
por HPLC se realizd con estandares de sacarosa, glucosa, fructosa, galactosa, maltosa y
lactosa. Se registré presencia del disacarido sacarosa en ambas muestras y de los
monosacaridos glucosa y fructosa (cuadro 7). Segun estudios realizados por Steiman (2003)
en café verde procesado de manera convencional encontré sacarosa, fructosa y glucosa en
cada una de las muestras evaluadas. El contenido de glucosa mostro diferencia significativa
(t=0.0122), presentando mayor contenido el tratamiento ASL. Segin Geromel et al. (2006)
los carbohidratos de bajo peso molecular como la sucrosa, glucosa y fructosa dependen
principalmente del desarrollo del grano. Durante la evaluacion de los resultados se encontrd
galactosa en la muestra inoculada con la cepa L ORO en condiciones cerradas mostrando
diferencia significativa (t=0.0127), provocado por la limitada cantidad de oxigeno dentro
de la misma se encontraron cantidades promedio de 0.91 mg/g de muestra de café verde.
La presencia de monosacaridos como la galactosa y manosa estan relacionados
especificamente con la expresion gendmica durante el desarrollo del grano (Pré et al. 2008),
las levaduras distribuidas por LALLEMAND, contribuyen a la expresion del potencial
genético del café durante la fermentacion.

Cuadro 7. Comparacion de azUcares presentes en muestra de mayor calificacion sensorial
y tratamiento control en café verde mediante cromatografia liquida de alta resolucion
HPLC.

Tipo de fermentacion

AzUcares - - Pr>Itl
Cerrado L ORO Abierto sin levadura

Sacarosa (mg/q) 10.38 +1.38 8.75 £ 0.627 0.2682
Glucosa (mg/qg) 0.46 £ 0.042 0.85+0.044 0.0122%
Fructosa (mg/g) 1.08 £ 0.005 1.45+0.197 0.2304
Galactosa (mg/g) 0.91 £ 0.026 Nd 0.0127%
Azucares totales (mg/g) 1.28 +0.146 1.10 + 0.087 0.2743
CV (%) 11.371 7.869

¥ Presento diferencia significativa; CV = Coeficiente de variacion; Nd=No detectado

17



4. CONCLUSIONES

El crecimiento de bacterias acido lacticas y levaduras presentaron mayor concentracion
en los sistemas de fermentacion abierto a diferencia de los hongos los cuales, no
presentaron un patron definido.

Todos los tratamientos presentaron punteo final de taza mayor a 84 puntos, catalogdndose
dentro de cafés especiales.

El uso de Saccharomyces cerevisiae L ORO favorece sabores distintivos (ardndano, bayas
y tamarindo) y de alta calidad sensorial.

Saccharomyces cerevisiae L ORO desarrolla perfiles proximales y de azlcares que se
distinguen del sistema tradicional.
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5. RECOMENDACIONES

Crear multipropdsitos mezclando cepas de levaduras o cultivos bacterianos para lograr
una combinacién de propiedades aromaticas y/o funcionales.

Determinar si el uso de levaduras es econdmicamente factible, para la aplicacion de las
mismas en cafés especiales y convencionales en términos beneficio/costo.

Realizar estudios sobre la velocidad de reaccion de la fermentacion para la formacion
de compuestos volatiles y determinar los cambios a través del tiempo en base a las
concentraciones de microorganismos especificos, ademas de la cinética de los procesos
bioquimicos.

Determinar la fraccion volatil de cafés inoculados con levaduras y su relacion con el
café en perfil de taza.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de catacion de SCAA. Fuente SCAA 2015.

Protocolos de catacion de SCAA

Equipo necesario

Tostacion Ambiente Preparacion de la catacion

Tostador de muestras Buena iluminacion Balanza

AGTRON u otro dispositivo de Limpio, sin transferencia de Vasos para catar con tapas

lectura olores

Molino Mesas para catar Cucharas para catar
Silencioso Equipo de Agua caliente
Temperatura comoda Formatos utiles
Distracciones limitadas (sin Lapices y sujetapapeles
teléfonos, radios, etc)

Anexo 2. Analisis de varianza para bacterias acido lacticas.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Inéculo 3 1.44 0.3217
Ambiente 1 18.37 0.0052
Repeticion 2 0.20 0.8266
Inéculo*Ambiente 3 1.37 0.3378
In6culo*Repeticion 6 1.07 0.4681
Ambiente*Repeticion 2 3.06 0.1215

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos.
P= Probabilidad del valor P (<0.05).
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Anexo 3. Analisis de varianza para levaduras.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Inéculo 3 26.20 0.0008
Ambiente 1 132.66 <.0001
Repeticion 2 0.67 0.5484
Inéculo*Ambiente 3 40.55 0.0002
Indculo*Repeticion 6 0.39 0.8636
Ambiente*Repeticion 2 0.04 0.9595
GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos.
P= Probabilidad del valor P (<0.05).
Anexo 4. Analisis de varianza para hongos.
Descripcion GL Valor F Pr>P
Indculo 3 3.96 0.0713
Ambiente 1 1.12 0.3303
Repeticion 2 1.44 0.3087
Inéculo*Ambiente 3 7.84 0.0169
In6culo*Repeticion 6 1.26 0.3922
Ambiente*Repeticion 2 0.68 0.5431
GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos.
P= Probabilidad del valor P (<0.05).
Anexo 5. Analisis de varianza para pH
Descripcion GL Valor F Pr>P
Inéculo 3 14.30 0.0038
Ambiente 1 4.99 0.0669
Repeticion 2 3.56 0.0955
In6culo*Ambiente 3 0.16 0.9187
In6culo*Repeticion 6 4.13 0.0541
Ambiente*Repeticion 2 0.15 0.8605

GL= grados de libertad; Valor F= variacion fuera de los tratamientos.

P= Probabilidad del valor P (<0.05).
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Anexo 6. Analisis de varianza para catacion.

Descripcion GL Valor F Pr>P
Catador 3 93.43 <.0001
Indculo 3 4.9 0.0041
Ambiente 1 1.62 0.2081
Repeticion 2 0.06 0.9374
Catador*Inoculo 9 2.88 0.0065
Catador*Ambiente 3 0.76 0.5236
Indculo*Ambiente 3 3 0.0373
Catador*In6culo*Ambiente 9 2.6 0.0131

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

Anexo 7. Diagrama de telarafia de catacion por atributos de tratamiento cerrado inoculado
con L ORO.

P Gusto Aroma

Cuerpo abor

Apreciacion cidez

Balance
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Anexo 8. Diagrama de telarafia de catacion por atributos de tratamiento abierto sin inoculo
(Control).

P Gusto Aroma

Cuerp

Apreciacion

Balance
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Anexo 9. Picos detectados mediante el uso de HPLC en perfil de azucares para el tratamiento ASL repeticidn A.
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Anexo 10. Picos detectados mediante el uso de HPLC en perfil de azucares para el tratamiento ASL repeticion B.
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Anexo 11. Picos detectados mediante el uso de HPLC en perfil de azucares para el tratamiento CLO repeticion A.
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Anexo 12. Picos detectados mediante el uso de HPLC en perfil de azucares para el tratamiento CLO repeticion B.
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