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RESUMEN DEL CONTENIDO: (M&ximo 250 palabras)

La demanda a nivel mundial de café de especialidad ha generado que se implemente nuevas técnicas para
modular y apoyar la evaluacién de la calidad sensorial de este producto. Es asi, que el objetivo de este estudio
es evaluar la adicion de levaduras comerciales empleadas para la elaboracidon de vino (Saccharomyces
cerevisiae var. Bayanus) y jugo de cafia de azUcar (Saccharum officinarum) como aditivos orgénicos iniciadores
en la fermentacion para modular caracteristicas sensoriales bajo condiciones de beneficio hiumedo en sistema
cerrado. Para los tratamientos empleados se llevd a cabo medicion de pardmetros fisico-quimicos y
microbiol6gicos al inicio y final de la fermentacién. Posterior al secado de los granos de café se realizd analisis
fisico y finalmente un analisis sensorial siguiendo la metodologia SCA. Las muestras tostadas fueron sometidas
a analisis de espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). Los datos recopilados se
analizaron mediante técnicas estadisticas de analisis de varianza (ANOVA simple) y Analisis de Componentes
Principales (PCA). Los resultados sensoriales evidenciaron que la implementacién de los aditivos organicos
(Jugo de cafia de azlcar y levaduras) empleados en la etapa de fermentacion incidio directamente en la
modulacién de atributos y notas sensoriales, permitiendo asi la clasificacion de café especial segun la Asociacion
de Cafés Especiales (SCA) y dejando con clasificaciéon no especial al tratamiento que se adicioné solamente
agua. La implementacion de la técnica FTIR y el tratamiento quimiométrico mediante anélisis de componentes
principales (PCA) de datos del espectro en el rango 1800-650 cm-! permiti6 la clasificacion de las muestras de
café mediante un analisis de conglomerados, agrupando las muestras de los tratamientos en dos grupos,
evidenciando la separacion del tratamiento que se adicion6 agua de los que fueron inoculados con levaduras y

Vigilada Mineducacion
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestion de Calidad. La copia o impresion diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.


http://www.usco.edu.co/

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
GESTION DE BIBLIOTECAS
DESCRIPCION DE LA TESIS Y/O TRABAJOS DE GRADO
Ap-BB-FO-07 NG : EEEN 2014

A B S0\

PAGINA EELTE

jugo de cafia de azucar. Es asi, que la metodologia propuesta permite dar avances adicionales en las técnicas
convencionales para produccion y evaluacion de la calidad para café de especialidad.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

The worldwide demand for specialty coffee has generated the implementation of new techniques to modulate
and support the evaluation of the sensory quality of this product. Thus, the objective of this study is to evaluate
the addition of commercial yeasts used for winemaking (Saccharomyces cerevisiae var. Bayanus) and sugar
cane juice (Saccharum officinarum) as organic starter additives in fermentation to modulate sensory
characteristics under wet processing conditions in a closed system. For the treatments used, physical-chemical
and microbiological parameters were measured at the beginning and end of fermentation. After the coffee beans
were dried, a physical analysis was carried out and finally a sensory analysis was performed following the SCA
methodology. The roasted samples were subjected to Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis.
The data collected were analyzed using statistical techniques of analysis of variance (simple ANOVA) and
Principal Component Analysis (PCA). The sensory results showed that the implementation of organic additives
(sugar cane juice and yeast) used in the fermentation stage had a direct impact on the modulation of sensory
attributes and notes, thus allowing the classification of specialty coffee according to the Specialty Coffee
Association (SCA) and leaving the treatment that only added water with a non-specialty classification. The
implementation of the FTIR technique and the chemometric treatment by means of principal component analysis
(PCA) of spectra data in the range 1800-650 cm-1 allowed the classification of coffee samples by means of a
cluster analysis, grouping the samples of the treatments in two groups, showing the separation of the treatment
that added water from those that were inoculated with yeast and sugar cane juice. Thus, the proposed
methodology allows additional advances in conventional techniques for the production and evaluation of the
quality of specialty coffee.
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Evaluacion del inoculo de Saccharomyces cerevisiae var. Bayanus en jugo de caiia de azucar
(Saccharum officinarum) como cultivo iniciador en la fermentacion de café (Coffea arabica).

Wilmer Licerio Ladino-Garzon, Yeison Fernando Barrios-Rodriguez, Claudia Milena Amorocho-Cruz

Resumen

La demanda a nivel mundial de café de especialidad ha generado que se implemente nuevas técnicas
para modular y apoyar la evaluacion de la calidad sensorial de este producto. Es asi, que el objetivo
de este estudio es evaluar la adicion de levaduras comerciales empleadas para la elaboracion de vino
(Saccharomyces cerevisiae var. Bayanus) y jugo de cafia de azucar (Saccharum officinarum) como
aditivos organicos iniciadores en la fermentacion para modular caracteristicas sensoriales bajo
condiciones de beneficio himedo en sistema cerrado. Para los tratamientos empleados se llevo a cabo
medicion de pardmetros fisico-quimicos y microbioldgicos al inicio y final de la fermentacidn. Posterior
al secado de los granos de café se realiz6 andlisis fisico y finalmente un analisis sensorial siguiendo
la metodologia SCA. Las muestras tostadas fueron sometidas a analisis de espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). Los datos recopilados se analizaron mediante técnicas
estadisticas de analisis de varianza (ANOVA simple) y Analisis de Componentes Principales (PCA).
Los resultados sensoriales evidenciaron que la implementacion de los aditivos organicos (Jugo de
cafia de azucar y levaduras) empleados en la etapa de fermentacion incidi directamente en la
modulacién de atributos y notas sensoriales, permitiendo asi la clasificacién de café especial segun la
Asociacion de Cafés Especiales (SCA) y dejando con clasificacion no especial al tratamiento que se
adicioné solamente agua. La implementacion de la técnica FTIR y el tratamiento quimiométrico
mediante analisis de componentes principales (PCA) de datos del espectro en el rango 1800-650 cm-
! permitié la clasificacion de las muestras de café mediante un anélisis de conglomerados, agrupando
las muestras de los tratamientos en dos grupos, evidenciando la separacion del tratamiento que se
adicion6 agua de los que fueron inoculados con levaduras y jugo de cafia de azcar. Es asi, que la
metodologia propuesta permite dar avances adicionales en las técnicas convencionales para
produccion y evaluacion de la calidad para café de especialidad.

Palabras claves: guarapo, ATR-FTIR, postcosecha de café, inoculacion de levaduras.
Abstract

The worldwide demand for specialty coffee has generated the implementation of new techniques to
modulate and support the evaluation of the sensory quality of this product. Thus, the objective of this
study is to evaluate the addition of commercial yeasts used for winemaking (Saccharomyces cerevisiae
var. Bayanus) and sugar cane juice (Saccharum officinarum) as organic starter additives in
fermentation to modulate sensory characteristics under wet processing conditions in a closed system.
For the treatments used, physical-chemical and microbiological parameters were measured at the
beginning and end of fermentation. After the coffee beans were dried, a physical analysis was carried
out and finally a sensory analysis was performed following the SCA methodology. The roasted samples
were subjected to Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis. The data collected were
analyzed using statistical techniques of analysis of variance (simple ANOVA) and Principal Component
Analysis (PCA). The sensory results showed that the implementation of organic additives (sugar cane



juice and yeast) used in the fermentation stage had a direct impact on the modulation of sensory
attributes and notes, thus allowing the classification of specialty coffee according to the Specialty
Coffee Association (SCA) and leaving the treatment that only added water with a non-specialty
classification. The implementation of the FTIR technique and the chemometric treatment by means of
principal component analysis (PCA) of spectra data in the range 1800-650 cm-' allowed the
classification of coffee samples by means of a cluster analysis, grouping the samples of the treatments
in two groups, showing the separation of the treatment that added water from those that were
inoculated with yeast and sugar cane juice. Thus, the proposed methodology allows additional
advances in conventional techniques for the production and evaluation of the quality of specialty coffee.

Key words: guarapo, ATR-FTIR, coffee post-harvest, yeast inoculation.
1. INTRODUCCION

Los paises productores de café se encuentran ubicados principalmente en la franja tropical terrestre;
este producto ha generado un mercado creciente por la demanda generada a nivel global,
relacionandose directamente con el aumento en la produccion y las exportaciones. Las especies
Coffea Canephora (robusta) y Coffea Arabica (ardbica) se caracterizan por ser las de mayor
importancia econémica mundialmente (ICO, 2020). La principal produccién de esta materia prima es
aportada por paises en via de desarrollo (Dadi et al., 2018; Pereira, et al., 2020), por esta razon este
producto es considerado un eslabén de gran importancia para la economia de las familias cafeteras,
cuyo sustento se basa principalmente en la produccion de café por procesamiento humedo (Pabdn &
Pefiuela, 2016).

El beneficio humedo es realizado en fincas que cuentan con instalaciones para desarrollar actividades
de recibo, despulpado, fermentacién, lavado y secado (Sanz et al., 2013). El secado se caracteriza
por la disminucién del contenido de humedad en un rango Optimo para ser almacenado (Dadi et al.,
2017; Pereira, et al., 2020); es de gran importancia que el Café Pergamino Seco (C.P.S.) tenga una
humedad oscilante entre el 10-12 % para evitar deterioro en el almacenado (Rodriguez et al., 2016;
Sanz et al., 2013; Silva et al., 2013).

La calidad de la bebida de café es un factor diferenciador en la materia prima en el momento de la
comercializacion y puede estar determinada por factores como lo es el proceso de beneficio (Pabon
& Pefuela, 2016; lamanaka et al., 2014; Pereira, et al., 2020). En el proceso de fermentacion de café
los microrganismos pueden tener caracteristicas que permitan la degradacion de mucilago, tolerancia
al estrés, suprimir crecimientos de hongos e influenciar la calidad sensorial en bebida (Haile & Hee,
2019); esto permite optimizar el proceso de produccion de café, dado que existen microorganismos
que intervienen en la calidad atribuyendo caracteristicas sensoriales de forma positiva (Pereira, et al.,
2020; De Carvalho et al., 2017).

Segun Lee etal., (2015) el uso de microorganismos, ademas de potencializar la fermentacion, permite
estandarizar y controlar procesos; es asi, como Evangelista et al., (2014a-b); De Melo et al., (2015);
Bressani et al., (2021), Da Mota, et al., (2020); Bressani et al., (2018) y Martinez et al., (2017)
determinaron que la implementacion de cultivos iniciadores de levaduras en procesos de fermentacion
de café, permiten la modulacion de atributos aromaticos y de sabor en la bebida. También Elhalis et
al., 2020 evidencié un aumento significativo de la concentracién en grano verde de compuestos de



interés, entre los que se destacan ésteres, aldehidos, acidos organicos y glicerol; ademas de la
reduccion de hongos filamentosos, acidos butirico y acético considerados metabolitos indeseables por
las caracteristicas sensoriales que expresan.

La inoculacion de S. cerevisiae mostrd diferencias sensoriales positivas en bebida de café (Bressani
et al., 2018; Da Mota, et al., 2020; Pivaral & Cruz, 2018), por otra parte Kwak et al. (2018) encontr6
que inocular esta especie induce el aumento de la actividad antioxidante, contenido total de
flavonoides y contenido total de polifenoles. Por otra parte en la fermentacion de café se han empleado
diferentes aditivos organicos (miel de panela, infusion de limoncillo y microorganismos eficientes) que
coadyuvan al desarrollo de los microorganismos durante la etapa de fermentacion, con el objetivo de
modular caracteristicas deseadas por el consumidor (Ararat & Trujillo, 2018) es asi, que el jugo de
cafia de azucar tiene potencial en la fermentacion por sus contenidos ricos en carbohidratos (Panigrahi
et al., 2021), ademas las levaduras se consideran microorganismos acidofilos que podrian
desarrollarse bajo las condiciones de este aditivo (Panigrahi et al., 2021).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica no destructiva que
permite analizar la composicién quimica en diferentes matrices biolégicas proporcionando su huella
molecular (Mihoubi et al. 2017; Shapaval et al. 2019; Barrios-Rodriguez et al. 2021a-b; Craig et al.
2011; Craig et al. 2012a), esta técnica se basa en la excitacion de enlaces moleculares que vibran con
la absorcion de la luz infrarroja (Taha et al. 2013). En la actualidad la calidad del café es determinada
mediante técnicas organolépticas, que a su vez emplean métodos subjetivos para evaluarla; por otra
parte, mediante espectroscopia infrarroja se han realizado investigaciones que correlacionan la
composicion quimica del café con la calidad final en taza, lo cual permite emplearse como método
alternativo de alta confiabilidad (Oliveira et al. 2020; Barrios-Rodriguez et al. 2021a; Craig et al. 2011;
Craig et al. 2014; Craig et al. 2012b; Bressani et al., 2021; Belchior et al. 2017), mediante analisis
quimiométricos (Belchior et al. 2017).

Teniendo en cuenta investigaciones existentes donde los atributos de la calidad sensorial del café son
mejorados desde la perspectiva de la fermentacién inducida en el beneficio himedo se propone
evaluar mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), la incidencia de
cultivos iniciadores de Saccharomyces cerevisiae y adicion de jugo de cafia de azlcar durante la
fermentacion de café (Coffea arabica L.) mediante el procesamiento por via himeda y su relacion con
la calidad en taza.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cosechay procesado de café.

Se recolectt café cereza (Coffea arabica L.) variedad Colombia, obtenidas en el departamento Huila,
Colombia. Estas cerezas se conservaron en recipientes de poliestireno expandido (icopor) y geles
refrigerantes hasta el procesamiento. Se realiz6 lavado con agua potable y se descartaron impurezas
por densidad, posteriormente se retird la pulpa mediante despulpadora con zaranda cilindrica de
clasificacion (NTC 2090, 1985); este proceso se realiz sin adicion de agua.

2.2. Cultivos iniciadores, tratamientos empleados y secado.



Se reactivaron cepas de Saccharomyces cerevisiae var. Bayanus en jugo de cafia de azlcar en
concentracion del 50% segun especificaciones de fabricante; bajo condiciones de incubacion a 30 °C,
80% humedad relativa durante 24 horas en camara climatica (Memmert HPP 110, Alemania), que
posteriormente se incorporaron a la masa de café despulpado en la etapa de fermentacion. La adicion
de agua o jugo de cafia empleado en la fermentacion se realizé con una proporcion de 30% en relacion
con la masa de café a fermentar (Puerta-Quintero, 2012a), el jugo de cafia de azucar sometido a
tratamiento térmico de 121 °C durante 15 minutos o agua destilada.

En total se establecieron cuatro tratamientos: tratamiento control con adicion de agua (T1), tratamiento
con adicién de jugo de cafia de azucar (T2) y dos tratamientos con adicién combinada de jugo de cafa
de azUcar con levadura; para los cuales se emple6 la adicion de las cepas de levadura Freddo (T3) y
Color (T4). Se empled masas de 2,6 kg de café baba y todos los ensayos con su respectiva replicas,
distribuidos como se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1: Unidades experimentales.

. Proporcion de agua | Proporcion de jugo Proporcion de
g E (Kg) ’ de cafa (ng) ’ levadura (g)
T1 0,78 0,00* 0,00*
T2 0,00* 0,78 0,00*
T3 0,00* 0,78 0,12*
T4 0,00* 0,78 0,12

* Insumo no incorporado en la fermentacion.
**: Levadura Oenoferm® Freddo.
***: Levadura Oenoferm® Color.

La fermentacion se realiz6 por tiempo de 24 h en bolsas con cierre hermético de polietileno estériles
como unidades experimentales, las condiciones de fermentacion se llevaron a cabo a 22 °C y 70%
humedad relativa mediante camara climatica (Memmert HPP 110, Alemania); se tomaron muestras de
100 g al inicio y final de esta etapa para realizar medicién de parametros fisicoquimicos (solidos
solubles, pH y acidez total titulable) (Ladino-Garzon, 2017). Finalmente, la masa de café se lavé con
agua destilada y llevada a secado solar hasta alcanzar un rango de humedad entre el 10-11% (ISO
6673, 2007; Pabdn & Pefiuela, 2016; Evangelista et al., 2014a-b; Velasquez et al., 2018).

2.3. Analisis microbioldgico.

Se tomaron 10 g de mucilago durante el proceso de fermentacion (0 y 24 h) y se homogeneizaron en
90 mL de agua de peptona tamponada (BPW, 3M Health Care, Alemania), se realizaron diluciones
seriadas para sembrar en placa de agar papa dextrosa (PDA, HiMedia Laboratoeies Pvt. Ltd., India).
Las placas se incubaron a 30 °C por 48 h (Martinez et al., 2017; Silva et al., 2000; Avallone et al.,
2001; Ladino-Garzon, 2017). Transcurrido el tiempo de fermentacion se hizo recuento de unidades
formadoras de colonias viables cultivables (Ladino-Garzon, 2017).

2.4. Analisis fisico y sensorial.

La calidad fisica se determin6 bajo las condiciones de analisis establecidas para la comercializacion
mediante precio interno de referencia para Colombia (FEDECAFE, 2022). El andlisis sensorial se
realiz6 mediante el protocolo de taza descrito por la SCA (SCA, 2020; Ladino-Garzon, 2017; Ladino-



Garzon et al, 2016; Bressani, et al., 2020; Ribeiro et al., 2017; Martinez et al., 2017; Evangelista et al.,
2014a-b).

2.5. Analisis de espectro mediante ATR-FTIR para café tostado.

Las mediciones espectrales se realizaron siguiendo la metodologia de Barrios-Rodriguez et al., (2020)
y Barrios-Rodriguez et al., (2021a-b), con modificaciones, se empled un espectrometro FTIR Cary 630
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) con un detector DLATGS y un accesorio
muestreador ATR, entre las longitudes de onda 4000-650 cm-', con una resolucion de 8 cmy 32
escaneres; el espectro final se obtuvo del promedio de 3 mediciones. Se empled aproximadamente
1,0 g de café tostado molido pasado por el tamiz No. 30 y retenido en No. 40. (600 > D > 426 um),
bajo condiciones ambientales 58% humedad relativa y 23°C. Bajo estas mismas condiciones
(exceptuando granulometria) se realizaron lecturas al estandar de cafeina (Sigma-Aldrich, China) y
acidos clorogénicos (Sigma-Aldrich, China).

2.6. Analisis estadistico.

Los resultados de parametros fisicoquimicos y analisis sensorial se evaluaron mediante ANOVA
simple mediante programa Statgraphics — Centurion XVL.I; se realizé prueba de LSD de Fisher con un
nivel de significancia empleado del 95 %. El espectro infrarrojo fue procesado mediante las siguientes
técnicas de pretatamiento de datos: datos brutos, correccion de la linea base, correccion de dispersion
multiplicativa (MSC, Multiplicative Scatter Correction), primera derivada y segunda derivada. Estos
procesamientos se realizaron mediante programa R con las librerias ChemoSpec, mdatools y
ChemoSpecutils; posteriormente se realizé un Analisis de Componentes Principales (PCA) con la
region comprendida entre 650 y 1800 cm-'. Para el analisis de componentes principales, los datos
inicialmente se escalaron y centraron para obtener media de cero y una desviacion estandar de uno.
Para detectar y eliminar las observaciones atipicas de los datos experimentales, se utilizaron los
estadisticos de control multivariante como los cuadrados de la suma residual (RSS) y el T2 de Hotelling
(T2). Finalmente se tomd la informacion obtenida mediante el PCA para ejecutar un cluster jerarquico.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Parametros fisicoquimicos y microbiolégicos.

Los resultados obtenidos en los tratamientos propuestos sobre los parametros fisicoquimicos (solidos
solubles, pH y acidez total) y microbiolégicos mediante el recuento de células viables cultivables se
presentan en la tabla 2.

TABLA 2: Parametros fisico-quimicos y recuento de células viable cultivables.

Soélidos Solubles H Acidez Total Conteo células viables
Muestra (°Brix) P (% Acido Lactico) (Log UFC/mL)

Oh 24h Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h
T 4,85+0,602 6,430,052 4,86+0,032 | 3,57+0,012 | 0,070,012 | 0,97+0,05° 7,74+0,642 11,140,922
T2 14,08+0,08° 13,77+0,05> 5,00+0,01c | 3,65+0,01° | 0,21+0,02° | 1,24+0,05¢ 8,81+1,002b 12,10+0,00°
T3 14,52+0,12¢ 13,75+0,200 5,01+0,03¢ | 3,65+0,02° | 0,21+0,02° | 1,06+0,07° 9,03+0,92> >12,10£0,00¢
T4 14,45+0,05¢ | 13,72+0,04> 4,95+0,05° | 3,65+0,01° | 0,20+0,02° | 1,00+0,042 9,06+1,27> >12,10£0,00¢

Media + Desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(LSD P<0.05)




Para T2, T3 y T4 se observa un aporte estadisticamente significativo (p<0.05) en el contenido de
solidos solubles por parte del jugo de cafia adicionado en comparacion con T1 donde se diluyo con el
agua agregada en el inicio de la fermentacion. Los tratamientos que contenian cafia de azucar
conservan la tendencia a disminuir los sélidos soluble; debido a que el contenido de carbohidratos del
mismo favorece la actividad metabolica de las levaduras, lo cual se evidencia con la disminucion en la
etapa de fermentacion de la masa de café. Para T1 se observa un comportamiento inverso, los
resultados obtenidos para a las 24 horas de fermentacion coincide con lo reportado por Puerta-
Quintero (2012a) que reporta un aumento entre 5,9% y 8,0% para sistemas bajo las mismas
condiciones experimentales (fermentacion con adicion de agua), esto se puede dar por la disolucidn
de sustancias presente en el mucilago con el agua.

El pH de café baba es acido segun lo reportado por Puerta-Quintero (2012a), esta informacién coincide
con los datos recolectados donde el pH para café con adicion de agua presenta valores de 4,86 y para
café con adicion de jugo de cafia de azucar valores de 4,95 a 5,00, es de resaltar que el jugo de cafia
también presenta caracteristica de pH acido con valores de 4,92. Estos valores iniciales decrecieron
después de las 24 h de fermentacion para todos los tratamientos monitoreados, estos resultados
pueden estar asociado con la produccion de metabolitos de las bacterias acido lacticas presente de
manera natural en los granos de café (Kwak et al., 2018). De acuerdo a Trivifio-Pineda et al., (2022)
la disminucién en el pH puede deberse a la transformacién de azucares presentes en bioetanol, a la
desorcion de CO2y produccién de acidos.

La acidez total (porcentaje de acido lactico) aumenta con el tiempo de fermentacion, lo cual se
relaciona de forma inversa con el comportamiento del pH y puede estar directamente relacionado con
el crecimiento microbiano existente en la masa de café (Kwak et al., 2018). Los tratamientos
inoculados con Saccharomyces cerevisiae no presentan diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre ellos, a la vez si difieren de los tratamientos control sin inoculacién de microorganismos;
el mayor porcentaje de acido lactico esta dado para las unidades experimentales con adicion de jugo
de cafia de azucar, lo que infiere que el aporte de monosacaridos, disacaridos y trisacaridos de este
sustrato coadyuva a la produccién de metabolitos que aportan a la acidificacion.

En el recuento de células viables, se observa una mayor poblacion en los tratamientos con adicion de
levaduras y jugo de cafia; lo que permite considerar que esta combinacion es efectiva permitiendo una
mayor proliferacion de estos microorganismos en la etapa de fermentacion; por otra parte, en los
tratamientos sin inoculacion de levaduras, es importante destacar que el jugo de cafia de azucar
permite una mayor proliferacién de la microbiota nativa de levaduras. En la tabla 2 se observa que al
inicio de la fermentacion el tratamiento control con adiciéon de jugo de cafia de azucar comparte
caracteristicas estadisticas no significativa (p>0.05) con el tratamiento control con adicién de agua y
con los inoculados con levaduras; finalizada la etapa de fermentacion se muestra que el recuento de
viables cultivables muestra diferencia estadisticamente (p<0.05) entre tratamientos que contiene jugo
de cafia de azucar y el tratamiento control con adicidon de agua, esto podria estar relacionado la
presencia de carbohidratos en este (Panigrahi et al., 2021), lo cual proporciona condiciones adecuadas
para el desarrollo de la microbiota presente. La tendencia en aumento del recuento de células viables
de los tratamientos inoculados con Levadura Oenoferm® Freddo y Oenoferm® Color coincide con lo
publicado por Kwak et al., (2018) quienes emplearon al igual cepas Saccharomyces cerevisiae
comerciales utilizadas en la elaboracion de vinos.



En la tabla 2 se observa una incidencia marcada en la adicion de jugo de cafia de azlcar en el
comportamiento final de los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos con excepcion del parametro
acidez total, donde se muestra diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en comparacién
con el tratamiento que se adiciono agua. Lo que muestra que este sustrato proporciona condiciones
que facilitan el crecimiento de microorganismos presentes o inoculados a la masa de café que se
desea fermentar. Es de resaltar que para el parametro acidez total al final de la fermentacion, los
tratamientos tienden a tener diferencias estadisticas (p<0.05), mostrando que T1 y T2 difieren de T3
y T4; de lo cual se deduce que esta diferencia podria estar ligada a la inoculaciéon con Levadura
Oenoferm® Freddo y Levadura Oenoferm® Color.

3.2. Anadlisis fisico y sensorial de muestras de café correspondientes a los tratamientos
empleados.

En la tabla 3 estan consignados los datos de factor de rendimiento que tiene un valor menor a la media
estipulada para todos los tratamientos analizados, resaltando que los aditivos organicos empleados
no influyen estadisticamente en comparacion con el control con adicién de agua.

TABLA 3: Analisis fisico de café.

Factor de
Muestra rendimiento Broca (%) Pasilla (%) Merma (%)
(kg)
T1 91,15+0,212 2,00+0,002 4,95+1,34a 18,500,282
T2 90,60+1,132 2,050,212 3,90+0,282 19,150,072
T3 90,550,782 1,40£0,572 3,60+1,132 19,050,492
T4 91,7540,782 0,90+1,272 5,20%0,992 18,90+0,572

Media + Desviacion estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(LSD P<0.05).

La adicion de jugo de cafia de azlcar y levadura no afect6 la caracteristica fisica del grano en
comparacion con el control adicionado con agua (Tabla 3), ademas el analisis sensorial mostro
resultados satisfactorios en el puntaje final para los tratamientos en los que se empleé estos aditivos,
como se muestra en la tabla 4. Otros estudios han demostrado la eficiencia de emplear aditivos
organicos para mejorar las caracteristicas sensoriales de la bebida (Ararat & Trujillo, 2018; Bressani
et al., 2018; Da Mota, et al., 2020; Martinez et al., 2017; Pivaral & Cruz, 2018; Kwak et al., 2018;
Evangelista et al. 2014a), por lo cual se puede catalogar el jugo de cafia de aztcar como fuente aditiva
potencial que se encuentra al alcance de los productores de café en las zonas rurales.

TABLA 4: Valores medios de los atributos y de la calificacion global por el anlisis sensorial segun el
protocolo de la Asociacion de Café Especiales (SCA) del café.

Atributo sensorial T T2 T3 T4
Fragancia/Aroma 8,18+0,472 8,25+ 0,532 8,23+0,582 8,180,582
Sabor 7,63+0,572 8,04+0,532 8,05+ 0,692 7,80+ 0,422
Sabor Residual 7,630,442 7,85+0,492 7,93+0,502 7,700,452
Acidez 7,00+0,412 7,30+0,23p 7,33+0,26b 7,23+0,1820
Cuerpo 7,08+0,392 7,33+0,312 7,28+0, 342 7,230,252
Uniformidad 6,85+1,332 9,80+0,42b 9,80+0,42b 9,50+0,85b
Balance 7,23+0,792 7,58+0,832 7,74+0,722 7,45+0,752
Taza Limpia 6,83+1,482 9,80+0,42b 9,80+0,42b 9,50+0,85b




Dulzor 9,20+1,692 10,00+0,002 10,00+0,002 9,90+0,322
Puntaje Catador 7,08+1,092 7,1340,342 7,1840,312 7,0340,222
Puntaje Final 73,885,272 82,87+2,030 83,31+2,29 81,30+2,34b

Media £ Desviacion estandar. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (LSD
P<0.05).

El uso de levaduras y jugo de cafia de azucar en la fermentacion favorece la calidad en taza del cafeé,
por lo cual se pueden emplear como alternativas para mejorar calidad y competir en mercados
especializados. El café con adicion de agua obtuvo el puntaje més bajo en comparacion con los otros
tratamientos con jugo de cafia adicionada o la combinacidn de jugo de cafia y levaduras; sobresaliendo
con puntajes dentro del rango de especialidad segun SCA.

El tratamiento control con adicion de agua presento caracteristicas sensoriales negativas como se
muestra en la tabla 4; que influyeron en la puntuacién dada por los analistas sensoriales, posicionando
este tratamiento por fuera de rango de café especiales con puntaje inferior a 80,00 segln la SCA;
adicionalmente se evidencia que los atributos evaluados que tienen mayor incidencia en el puntaje
final en la presente investigacion estan dados por acidez y taza limpia (Tabla 5).

Los resultados sensoriales obtenidos mediante la adicion de levaduras Oenoferm® Freddo y
Oenoferm® Color muestra que, mediante la adicién de microorganismos iniciadores seleccionados
adecuadamente, se pueden obtener bebida de café con gran potencial de atracciéon para
consumidores. Coincidiendo con Da Mota, et al., (2020) que encontrd que el mejor resultado en taza
para café despulpado esta relacionado con Saccharomyces cerevisiae aumentando hasta en 5 puntos
relacionado con el control empleado.

3.3. Descriptores sensoriales.

En la figura 1 se muestra la frecuencia de atributos o defectos encontrados por el panel de catacion
que realiz el andlisis sensorial, se evidencia que los cafés de los tratamientos T3 y T4 presentaron
mayores porcentajes de aceptacion en atributos sensoriales positivos para calificar una bebida, similar
ocurrio con el T2 con diferencia que mostro notas indeseada como plastico y quimico; sin embargo,
no afectaron el puntaje final de calidad; caso contrario ocurrié con el tratamiento T1 que se vio afectada
su calidad final dado que sobresalieron notas desagradables como fenol, gasolina y plastico.
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FIGURA 1: Atributos sensoriales de la rueda de sabor proporcionado por jueces y porcentaje de aparicion en muestras
analizada. Los cddigo en letras mayusculas hacen referencia a la jerarquia empleada en la rueda de sabores (Spencer et
al. 2016). A=Floral (Floral), B=Fruta (Baya), C= Fruta (frutos secos), D=Fruta (Otras frutas), E=Fruta (Fruta citrica),
F=Agrio/fermentado (Alcohol/fermentado), G=0tro (Papel/mohoso), H=0tro (Quimico), I=Especias (Pimienta),
J=Especias (Especia marrén), K=Nuez/cacao (De nuez), L=Nuez/cacao (Cacao), M=Dulce (Azicar moreno), N=Dulce
(En general dulce), N=Herbales y Herbales aromaticos, O=Herbal biche.

En la tabla 5 se observa las notas descriptas por el panel de catacidn, esta agrupacion se realizd para
cada tratamiento de acuerdo a la rueda de sabores de la SCA que esta organizada de forma jerarquica.
Existes descriptores positivos que son compartidos con todos los tratamientos, lo cual permite inferir
que estan relacionado directamente con la materia prima empleada y no con el tratamiento
implementado; asi como: afrutado, limén, naranja, especiado, mani, nuez, panela, caramelo, herbal,
hojas de limdn, astringente. De esta misma forma se relacionan descriptores ligados al tratamiento,
para el caso de T1 se destacan notas indeseadas como fenol, gasolina y plastico; para T2 aparecen
notas a plastico y quimico. Es de resaltar que estos descriptores se percibieron en muestras de café
que no se fermentaron con la adicion de microorganismos, adicionalmente en T2 es de menor
intensidad como se observa en la figura 1, infiriéndose que esto puede estar influenciado por la
fermentacion ligada al jugo de cafia de azucar, lo cual se ve reflejado en el puntaje final en taza
catalogado dentro del rango de café especial.

El tratamiento T3 presentd la mayor calificacidén con 83,31 puntos, es de destacar que este tratamiento
no presento notas negativas relacionada con alcohol/fermentado, papel/mohoso y quimico. Dando
lugar a la discusion que la adicion de la cepa de levadura Oenoferm® Freddo influye de manera
positiva en la modulacion de descriptores sensoriales en la bebida de café. De la misma manera en la
tabla 4 se observa que en los tratamientos que se adicion6 cepas de levadura Oenoferm® Freddo y
Oenoferm® Color, existe mayor percepcion de notas positivas en el anélisis sensorial relacionada con
fruta, especias, dulce, y herbales aromaticos. La cepa Oenoferm® Color (T4) proporciona perfiles a




fruta madura, madera, especies, nuez y tostados (Erbsloh, 2022b); estas caracteristicas se pueden
relacionar con los atributos descritos por el panel de catacién a fresa, mora, afrutado, cereza, manzana
verde, citrico, limon, naranja, especiado, picante, pimienta, nuez moscada, mani, nuez, avellana,
almendra, secas, madera y ciruela, resaltando que las notas secas y a madera podrian estar
relacionada con los defectos de café del grupo de los “terrosos”, al igual la percepcion de ciruela pasa
se relaciona con el grupo de defectos de los “sobrefermentados” con la relacién con pulpa
sobremadura (Osorio, 2021). Para la cepa de levadura Oenoferm® Freddo adicionada a T3 se
relaciona el perfil con caracteristicas afrutadas, frutas citricas y manzana verde (Erbsloh, 2022a), de
esta manera es posible relacionar las notas a afrutado, fresa, mora, cereza, limon, naranja, kiwi y
manzana verde percibidas para muestras de este tratamiento.

TABLA 5: Agrupacion de notas encontradas por tratamiento segun atributos sensoriales de la rueda
de sabores segun los descriptores planteados por Spencer et al. (2016).

Tratamiento
Clase (categoria)
T T2 T3 T4
Floral /(Floral) Floral Floral Floral -
Fruta (Baya) Frutos rojos Fresa, mora. Fresa, mora. Fresa, mora.
Fruta (Frutos secos) - - - Ciruela pasa.
Fruta (Otras frutas) Afrutado, Afrutado, kiwi, | Afrutado, Afrutado,
manzana. cereza. cereza, kiwi, cereza,
manzana manzana
verde. verde.
Fruta (Fruta citrica) Limén, naranja | Limon, naranja. | Limén, naranja. | Citrico, limén,
naranja.
Agrio/fermentado Pulposo Pulposo. - Pulposo
(Alcohol/fermentado)
Otro (Papel/mohoso) fenol Secas. Madera Secas, madera.
Otro (Quimico) Gasolina, Plastico, - -
plastico quimico.
Especias (Pimienta) Especiado, Especiado. Especiado, Especiado,
pimienta. picante, picante,
pimienta. pimienta.
Especias (Especia marrén) | Canela. Canela. Anis. Nuez moscada.
Nuez/cacao (De nuez) Mani, nuez. Mani, nuez. Mani, nuez. Mani, nuez,
avellana,
almendra.
Nuez/cacao (Cacao) Chocolate. Chocolate. - Chocolate.
Dulce (Aztcar moreno) Dulce, panela, | Panela, Panela, Panela,
caramelo. caramelo. caramelo, caramelo,
azlcar morena, | azlcar morena,
arequipe. arequipe.
Dulce (En general dulce) - - Cafia de Cafia de
azlcar. azulcar.
Herbales y Herbales Herbal, Herbal, hojas Herbal, Herbal, herbal
aromaticos. limoncillo, de limén. limoncillo, fresco, hojas de
jengibre, hojas albahaca, limén,
de limén. hojas de limon. | limoncillo.




Herbal biche Astringente, Astringente. Astringente, Astringente,
manchoso, manchoso. biche.
biche.

La percepcion de dulce, caramelo se encontré en todos los tratamientos empleados, segun Bressani
etal., (2018) esta ligado a el benzeacetaldehido, al igual que las notas afrutadas y florales encontradas
en algunos tratamientos. Estas Ultimas notas estan relacionadas también con la fermentacion por
levaduras mediante la transformacion de 2-metilbutanal y 3-metilbutanal en alcoholes, entre las que
se destacan la Saccharomyces cerevisiae var. Bayanus (Duboc et al., 2003).

3.4. Caracterizacion de la composicion quimica del café tostado por medio de espectroscopia
infrarroja.

El efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas quimicas del café tostado se evalué mediante
el analisis ATR-FTIR, el cual nos permite observar cambios en la composicion quimica mediante las
mediciones de la absorbancia en el rango de longitud de onda de 4000-650 cm-!. Se considera segun
la ley de Lambert-Beer, que un aumento de la absorbancia puede representar diferencia en la
composicion de las muestras evaluadas (Lopez Pacheco, 2017). Los datos encontrados evidencian
diferencias en los valores de absorbancia, principalmente en la zona definida como area de huella
dactilar definida entre 1800 a 650 cm-! (Figura 2). Los tratamientos sin adicion de levaduras (T1y T2)
presentaron los mayores valores de absorbancia, lo cual indica que la adicion de levadura durante la
fermentacion tiene un efecto en la caracterizacion quimica obtenida mediante el espectro infrarrojo.
Entre las muestras de los tratamientos con adicion de levaduras (T3 y T4) no se evidencia mayor
diferencia en los espectros obtenidos.

—T1 T2 —T3 —T4

FIGURA 2: Espectros ATR-FTIR de café tostado.

Los numeros de onda donde se observa una mayor diferencia de absorbancia entre las muestras
control y muestras tratadas con levaduras son: 1650 cm, la region comprendida entre 1420-1240 cm-
1,1150 cm'y 1021 cm-!.

Las absorbancias entre 1660-1640 se han relacionado con la absorcién de las amidas ciclicas de la
cafeina como también con la vibracion de su enlace C=0 (Craig et al., 2014; Craig et al, 2018). La
banda a 1150 cm! se ha relacionado con la vibracién del enlace C — O del grupo éter de la celulosa
(Craig et al., 2018; Barrios-Rodriguez et al., 2020; Barrios-Rodriguez et al., 2021a). La region 1420-
1240 cm-' esté asociada a la deformaciéon del grupo O-H de los acidos clorogénicos (Barrios-Rodriguez
et al., 2020; Craig et al., 2012a-b); por otro lado, el numero de onda 1021 cm-' se ha asociado al grupo
funcional ester C-O-C, los cuales pueden deberse a la presencia del acido quinico en el café,
perteneciente a la familia de los &cidos clorogénicos (Silverstein et al., 2005). También Lyman et al.,



(2003) relacioné con los acidos clorogénicos la region de bandas correspondiente a 1300-1150 cm-t,
teniendo en cuenta esta informacion es posible relacionar los picos encontrados a 1300 cm-!, 1240
cmy 1150 cm.

Con el fin de corroborar la presencia de &cidos clorogénicos y cafeina en las muestras de los diferentes
tratamientos, se obtuvieron los de estos compuestos con pureza de 299% y 295% respectivamente.
La figura 3 muestra el espectro del estandar de cafeina y acidos clorogénicos con una ampliacion de
la zona de 1800 cm-' a 650 cm'. Garrigues et al., (2000) y Gallignani et al., (2008) reportaron que para
la caracterizacion de cafeina, las bandas con intensidad en 1710 cm-!, 1659 cm! (originadas por la
vibracién de grupos carbonilos) y 1554 c¢cm-! son las de mayor interés. Los autores resaltan la
importancia de la region comprendida entre 1650-1659 cm-! debido a que no presenta interferencia
por otros compuestos. Estas regiones y nimeros de ondas fueron observadas en las muestras
analizadas en el presente estudio. Ayala (2010) asigno la banda 1700 cm-' con el estiramiento de
C=N, 1658 cm-" con estiramiento asimétrico de C=0 y 1548 cm! con el estiramiento simétrico C=0
de acuerdo a los resultados obtenidos de un espectro de cafeina. En el caso del acido clorogénico
Lee et al. (2015) describio las siguientes bandas de interés para isdmeros del acido clorogénico 1605
cm, 1276 cm™, 1165 cm-'y 1120 cm1. En concordancia con lo reportado y encontrado en el estandar
analizado en este estudio los picos 1599 cm-' 1282 cm-!, 1155 cm' y 1129 cm-! (figura 3) podrian
tener una mayor relevancia para la caracterizacion de este compuesto.

Lo discutido anteriormente asocia la presencia de estos compuestos en las muestras analizadas y
corrobora que dichos picos observados corresponden a la cafeina y &cidos clorogénicos en los
diferentes tratamientos realizados.
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3.5. Analisis exploratorio de espectros IR en café mediante analisis de componentes
principales (PCA) y cluster jerarquico.



El analisis exploratorio que se realizd mediante PCA a partir de la informacién obtenida mediante
segunda derivada de datos del espectro infrarrojo en la regién 1800-650 cm ' se muestra en la figura
4. Los resultados permitieron evidenciar una posible agrupacion de las muestras segun los
tratamientos aplicados con una explicacion del 45,5% de la variabilidad total de los datos con los dos
primeros componentes. Las muestras correspondientes a T1 mostraron una tendencia de agrupacion
sobre el PC1 negativo, mientras el T2 se distribuye sobre la zona negativa PC2. La mayoria de las
muestras de T4 se agruparon en el cuadrante | y en el caso de los datos correspondientes a T3, estos
presentan una mayor variabilidad lo cual genera que las muestras compartan agrupacion con T2y T4.
A partir de estos resultados se infiere que la informacion obtenida del espectro infrarrojo podria
contribuir a obtener agrupacion de los tratamientos y ayudar a explicar el efecto de la levadura y adicion
de jugo de cafia de azucar en la fermentacion de café.
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FIGURA 4: Clasificacion de los tratamientos evaluados mediante PCA para datos obtenidos mediante segunda derivada
en el rango espectral 650-1800 cm* del IR.

Con el fin explotar la informacion entregada por el PCA vy verificar la similitud entre las muestras, se
aplico el andlisis de cluster jerarquico con los 20 componentes obtenidos del PCA. El dendograma
resultante se muestra en la figura 5, donde se puede observar cuatro grupos conformados de la
siguiente manera: i) muestras T2, T3y T4; i) muestras T1, iii) muestras T3 y T4 y iv) muestras del T2
y T3; confirmando lo indicado por PCA. La primera agrupacion mostrada en el dendograma puede ser
debida a un no efecto de las levaduras en T3 y T4 en estas muestras. Este comportamiento no se
pudo considerar anomalo, segun el analisis realizado de sumas de cuadrados residuales (RSS) y el
T2 de Hotelling (T2) por que no son extremos fuertes que generen cambios considerables en el analisis
de la informacion.

Los resultados muestran que T1 (tratamiento control con adicién de agua) presenta caracteristicas
quimicas distintas a los demas tratamientos con adiciéon de jugo de cafa de azucar y levadura, es
decir, que existe una incidencia de la adicion del jugo de cafia de azUcar en la composicidn quimica
final de los granos de café. Esto se puede atribuir a la composicion quimica y su pH acido que puede
favorecer el crecimiento de microorganismo acidéfilos como bacterias acido lacticas y levaduras
(Panigrahi et al., 2021); microorganismos presentes en la masa de café baba (Puerta-Quintero, 2012b;
Elhalis et al., 2020), que mediante su ruta metabolica generan otros compuestos como acido lactico,



acidos organicos, gomas, etanol, oligo y polisacaridos, al igual que la hidrolisis de sacarosa para
generar fructosa y glucosa (Panigrahi et al., 2021).

En cuanto a los tratamientos con adicion de levaduras, el que mostro una agrupacion distinta con
respecto al tratamiento control (T1) y al tratamiento con solo adicién de jugo de cafia (T2) fueron las
muestras tratadas con la cepa de levadura Oenoferm® Color (T4). En cuanto las muestras tratadas
con la cepa de levadura Oenoferm® Freddo (T3) evidencian una distribucién entre el tratamiento T2 y
T4. El comportamiento de T3 se podria relacionar con las condiciones de temperatura de desarrollo
de la fase experimental (22 °C) y sobre las caracteristicas intrinsecas de la cepa; esto relacionado a
que es una cepa que tolera condiciones de frio, con un desarrollo 6ptimo a una temperatura entre 13
y 17 °C (Erbsloh, 2022a). El no contar con una temperatura de crecimiento dptimo, se puede ver
afectada la tasa de crecimiento y por ende las fases de desarrollo microbiano (adaptacion,
exponencial, estacionaria y muerte), lo cual puede disminuir su efecto durante la fermentacion en los
granos de café, generando esta variabilidad de informacidn y manteniendo caracteristicas similares al
tratamiento con jugo de cafia de azUcar (T2). Mientras la levadura Oenoferm® Color empleada en T4
presenta unas condiciones de crecimiento dptimo entre 18 a 28 °C, por lo cual se pudo ver favorecida
durante la fermentacion ejerciendo un efecto en la composicion quimica del grano que los diferencia
de la tratada con agua (T1) y con jugo de cafia de azucar (T2).

De lo anterior se puede deducir que existe un efecto en la composicién quimica del grano de café
debido a la adicion de jugo de cafia de azucar y de levaduras durante el proceso de fermentacion
humedo. Este efecto se puede considerar favorable al relacionarlo con los resultados sensoriales
obtenidos de las muestras de T2, T3 y T4 que mostraron mejor puntuacion en el analisis sensorial
SCA con 82,87+2,03, 83,31+£2,29 y 81,30+2,34 respectivamente, comparados con el tratamiento
control (T1) que obtuvo una puntuacién de 73,88+5,27.

Adicionalmente se observa la primera agrupacién del dendograma que comparte datos de T2, T3y
T4; de lo que puede deducirse que esta agrupacion esta relacionada directamente con el jugo de cafa
de azucar.
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Figura 5: Analisis de cluster para la clasificacién de muestras de acuerdo al tratamiento aplicado en los granos de café
durante la fermentacion.

4, CONCLUSIONES



El empleo de aditivos organicos es una opcién viable para inducir la mejora de la calidad sensorial de
la bebida, posicionando las muestras procedentes de estos tratamientos en el de rango de café de
especialidad. De esta forma, para la variedad Colombia la adicién de jugo de cafia de azlcar o la
combinacion de jugo de cafia de azucar con inoculacién de levaduras Saccharomyces cerevisiae var.
Bayanus durante la etapa de fermentacion, muestran resultados prometedores para mejorar la calidad
en bebida. El analisis quimiométrico de los datos espectrales permitié corroborar que existe un efecto
en la composicion quimica del grano debido a la adicion tanto de jugo de cafia de azucar como las
levaduras. Entre los posibles compuestos afectados se encuentran los &cidos clorogénicos y la
cafeina, verificado mediante los cambios en las zonas espectrales asociados a estos compuestos,
tanto en muestras de café como en sus estandares correspondientes.
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