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Evaluacion de la adicion de levaduras en el proceso de
fermentacion de café (coffea arabica) y su incidencia en la
calidad en taza.
Evaluation of the addition of yeast in the coffee fermentation

process (coffea arabica) and its impact on cup quality.
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Resumen

El departamento del Huila en los ultimos diez afios es considerado uno de los mayores productores de café
tradicional de Colombia, pero la cadena consumidora de café esta evolucionando en cafés de alta calidad con mejores
atributos en taza, menor factor de rendimiento y mejoras en la técnica de recoleccion. Asi, se propone evaluar los
cambios sensoriales que puede provocar la adicion de levaduras a diferentes concentraciones en el proceso de
fermentacion de café lavado en un periodo de 18 horas de fermentacién. Inicialmente se activé la levadura
sometiéndose a pruebas bioquimicas, monitoreo de curvas de crecimiento microbiano (Log UFC ml? y absorbancia),
y pruebas antimicrobianas con diferentes patégenos (S. sonnei ATCC 25931, Salmonella ATT 9270, S. aureus ATCC
1632, E. coli ATCC 8739, K. pneumoniae ATCC BAA-1705). Para el proceso del café (cereza y café baba) se realiz6
caracterizacion fisicoquimica, evaluando pardmetros como color, pH y solidos solubles pasando al proceso de
fermentacion donde se obtuvieron 9 tanques en los que se adiciond levadura con concentraciones entre 3,8*10"° y
2,0*107® UFC/ml, adicionalmente se obtuvo crecimiento e identificacion de hongos en los granos de café pergamino
seco (CPS) con humedad del 12% y se finaliz6 con andlisis sensorial basados en el protocolo de cata segin la SCA
(Specialty Coffee Association).

Palabras clave: Analisis sensorial; actividad antimicrobiana; cultivos monospoéricos; Candida krusei/inconspicua; APl 20 C
aux.

The department of Huila in the last ten years is considered one of the largest producers of traditional coffee in
Colombia, but the coffee consumption chain is evolving in high quality coffees with better cup attributes, lower yield
factor and improvements in the harvesting technique. Thus, it is proposed to evaluate the sensory changes that can be
provoked by the addition of yeasts at different concentrations in the process of fermentation of washed coffee in a
period of 18 hours of fermentation. Initially the yeast was activated by undergoing biochemical tests, monitoring of
microbial growth curves (Log CFU/mI and absorbance), and antimicrobial tests with different pathogens (S. sonnei
ATCC 25931, Salmonella ATT 9270, S. aureus ATCC 1632, E. coli ATCC 8739, K. pneumoniae ATCC BAA-1705).
For the process of coffee (cherry and slime coffee) it was carried out a physicochemical characterization, evaluating
parameters such as color, pH and Brix degrees, passing to the fermentation process where 9 tanks were obtained in
which yeast was added with concentrations between 3,8*10"5 y 2,0¥10"6 UFC/ml, additionally it was obtained
growth and identification of fungi in the grains of dry parchment coffee (CPS) with humidity of 12% and it was
finished with sensorial analysis based on the tasting protocol according to the SCA (Specialty Coffee Association).

Keywords: sensory andlisis; antimicrobial activity; monosporic crops; Candida krusei/inconspicua; APl 20 C aux.
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1. Introduccion

El café sobresale en la economia mundial
ocupando el segundo puesto después del
petroleo, teniendo un movimiento de mas de
90 billones de dolares por afo, es la segunda
bebida mas consumida en el mundo siendo
universal sin distincién socioecondmica, raza,
cultura y religién. Presenta una enorme
importancia en el campo cientifico, agro-
cultural, social y comercial (Arias et al., 2018;
Gava et al., 2017; Haile & Kang, 2019; Patay
et al., 2017).

En el mercado internacional Colombia es
reconocido por la produccion de café suave
lavado dentro de los cafés arabicos (Arias et
al., 2018; Vasquez, 2015) convirtiéndolo en el
mayor proveedor de cafés especiales (Yela,
2019). Colombia cuenta con 20 departamentos
cafeteros de los cuales 16 presentan
produccion significativa con mas de 500.000
familias cafeteras (Samboni, 2017; Yela,
2019). El Huila es un departamento de 37
municipios de los cuales 35 son cafeteros, es
categorizado como el productor mas
importante, con una participacién del 18,48 %
gue equivale a 800 mil sacos de 60 kilos de
café pergamino seco (Marique & Gutierrez,
2018; Yela, 2019).

El café es una planta tropical que pertenece
a la familia de las Rubiaceas con 450 géneros
y mas de 6500 especies, la planta de café
puede llegar a medir entre 4,5a 10 my crece a
una altitud de 950 a 2000 m.s.n.m con
temperaturas entre 18 y 22°C, sus hojas miden
12 cm de longitud aproximadamente, su
floracion es pequefia y muy aromatica de color
blanco, sus frutos son drupas que se
caracterizan por tener una hendidura en la
parte central, se presenta en diferentes
tamafios, colores y formas (Gava et al., 2017,
Virgliez & Castro, 2019); de las especies de
café existentes solo se destacan dos desde el
punto de vista agroeconémico que son el
Coffea arabica y el Coffea canephora (Gava

et al., 2017; Patay et al., 2017; R. Schwan et
al., 2012; Vasquez, 2015). El Coffea arabica
se le considera el mayor productor con alta
valoracion para el comercio de los granos de
café, esta especie se adapta mejor a regiones
templadas y altitudes elevadas, contiene
mayor concentracion de lipidos y sacarosas
con un sabor mas fino y acentuado comparado
con el Coffea canephora.; el Coffea
canephora es mas rustico con mejor
adaptacion en regiones de baja altitud y
temperaturas  altas,  contiene  mayor
concentracién de polisacaridos, cafeina,
acidos clorogénicos y cenizas (Toledo et al.,
2016; Trejo et al., 2018).

El café es llamado kahvah o cahue que
provienen de vocablo &rabe quahweh y
significa vino, también es llamado caffé en
Italia, kaffee y koffie en Alemania, coffee en
estados unidos e Inglaterra y en América del
Sur y Francia es llamado café (Gava et al.,
2017).

Originalmente el café se cultivaba en la
region de Kaffa en Etiopia, en los afios 1000
D.C se realizaban infusiones de cereza de café,
para el siglo XIV los granos de café eran
mezclados con grasa animal y se utilizaba
como alimento energizante para las personas,
también eran proporcionados como alimento
para los rebafios siendo un energizante para
largos viajes. Finalmente para el siglo XV se
desarrollé el proceso de tueste, progresando a
una bebida equivalente a la de hoy en dia
(Camacho & Merino, 2018; Patay et al., 2017;
R. Schwan et al., 2012).

La calidad de café depende de varios
factores como el origen genético, latitud,
altitud, clima del lugar del cultivo, cuidados
sanitarios, practicas agrondmicas, cultura
cafetera, calidad de la cosecha y control
durante los procesos de beneficio, trilla,
almacenamiento, tueste y preparacion de la
bebida (Camacho & Merino, 2018; Ladino et
al., 2016; Trejo et al., 2018; Vasquez, 2015).



La cadena productiva del café se integra en
tres etapas, en la primera etapa se encuentra el
proceso de siembra, la recoleccion y beneficio
del café; en la segunda etapa se encuentra la
trilla (Separacion de la cascarilla del grano
verde), el tueste, la molienda y el empaque; y
en la tercera etapa se encuentra la distribucién
y comercializacion del producto (J. J. G.
Quintero et al., 2017).

En los procesos de beneficio una vez
cosechado el fruto de café maduro (café
cereza) debe ser procesado y transformado
rapidamente a café pergamino seco (CPS)
existiendo diferentes métodos para el
beneficio del café en los que se encuentran el
beneficio por via seca, beneficio himedo
convencional, beneficio semi-humedo vy
beneficio ecoldgico (S. Carvajal, 2019;
Duicela & Sofia, 2018; J. J. G. Quintero et al.,
2017; N. Rodriguez et al., 2015). El beneficio
por via seca es la transformacion del café
cereza a café natural por medio de la
deshidratacion (secado) del fruto sin retirar el
pericarpio (piel externa del fruto); en el
beneficio himedo convencional el grano de
café es sometido a los procesos de despulpado,
fermentado, lavado y secado; en el beneficio
semi-humedo el grano de café es sometido a
los procesos de despulpado y secado ; vy, para
el beneficio ecoldgico el grano de café es
despulpado y pasado por el desmucilaginador
mecanico que realiza el retiro de mucilago
mecanicamente dejandolo listo para el secado
(S. Carvajal, 2019; Duicela & Sofia, 2018;
Elizabeth et al., 2016; N. Rodriguez et al.,
2015).

Dentro del beneficio del café para los
métodos de via seca y humeda el grano
presenta procesos microbioldgicos que se
asocia a la degradacién de la pulpa y mucilago
por medio de microrganismos debido a los
azucares y pectinas presentes en el fruto
(Cérdoba & Guerrero, 2016; G. I. P. Quintero
& Molina, 2015). La fermentacién puede ser
determinante para la calidad del grano

generando cambios en el color, olor, densidad,
acidez, pH, actividad de agua y composicion
quimica del grano que son factores relevantes
en la calidad final de la bebida y van
directamente asociados con el tiempo de
fermentacion (Cordoba & Guerrero, 2016; G.
I. P. Quintero & Molina, 2015).

La fermentacion es un proceso metabdlico
de bacterias y levaduras en la descomposicion
de azucares para la produccion de alcoholes,
acidos y otros compuestos que pueden inferir
en la calidad de la bebida final (Evangelista et
al., 2014; Ladino, 2017; Ramos et al., 2010;
Sanchez, 2018; Silva et al., 2013) . El tiempo
de fermentacién es variable debido a que los
granos inmersos en el sustrato absorban los
compuestos resultantes de la fermentacion
afiadiendo propiedades positivas o negativas a
la bebida (Ladino, 2017; G. I. P. Quintero &
Molina, 2015; Ramos et al., 2010).

Desde la década de 1920 han aislado
bacterias, levaduras y hongos de los frutos del
café, algunos autores infieren que no hay
participacion de microorganismos en la
degradacion del mucilago, pero otros afirman
lo contrario (Schwan et al., 2012). Las
bacterias tienen un tamafio de unas pocas
micras entre 0,5 y 5 um, tienen diversas
formas como esferas, barras, sacacorchos,
hélices, filamentos; son procariotas (Salvador
& Molina, 2017) y se encuentran las bacterias
aerdbicas y anaerébicas (Codina et al., 2011;
Corrales et al., 2015; Ordofiez, 2019; Pineda,
2017; Sanz & Hidalgo, 2018) con una
subdivision entre las bacterias acido lacticas
y bacterias patégenas (Amorocho, 2011). Las
levaduras son microorganismo unicelulares
con caracteristicas esféricas ovaladas con
tamafios entre 6 y 12 um existen diferentes
tipos de levaduras que generan deterioro en los
alimentos en las que se pueden identificar la
zygosaccharomyces, Debaryomyces hansenii,
Saccharomyces spp, Candida y
Dekkera/Brettanomyces como los grupos
principales (Carrillo, 2003; Ladino, 2017),



pero algunas levaduras son utilizas dentro de
los procesos fermentativos para el
mejoramiento de propiedades sensoriales y
organolépticas de los alimentos, levaduras
como Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Candida Rhodotorula,C. tropicalis,
C. krusei, C. lipolytica, C. parasilpsis,
C.pintolopesii se han implementado en
diferentes alimentos en el que se encuentra el
mejoramiento sensorial del café (Ladino,
2017; Sanchez, 2018); los hongos no son
plantas ni animales son organismos con nucleo
gue se reproducen por esporas, carecen de
clorofila y no realizan proceso de fotosintesis.
Los hongos se encuentran en un reino aparte,
el Reino Fungi con diversos criterios de
agrupacion que convergen en la taxonomia
(Carrillo, 2003; Ladino, 2017), dentro de la
diversidad de hongos se encuentran
Aspergillus y Penicillium. Penicillium es un
grupo definido de fidlides que van unidos
directamente a un estipe mediante una 0 mas
etapas de ramificacion que llevan conidios
pequefos, unicelulares en cadenas (Pitt &
Hocking, 2009b). Ademas, Penicillium son
mohos productores de micotoxinas (Carrillo,
2003; Chavez, 2015; Escobar, 2015; Fournier,
2013; Nufez, 2018; Yinsheng, 2016) (Tabla
1), se caracterizan por ser ubicuas y saprofitas,
crecen en varios sustratos tales como semillas,
madera, cuero, textiles y alimentos preparados
0 sus componentes ya sean de origen animal o
vegetal, crece en diversidad de condiciones
fisicoquimicas (Camiletti, 2018; Carrillo,
2003). Este género no es afectado por la luz y
esporula facilmente en la oscuridad, forma
conidios en estructura de ramas similares a
pinceles que terminan en células conididégenas
denominadas fialides (Nieto & Bernal, 2018).

Penicillium generalmente es blanco, pero
difiere en algunas especies en amarillo,
anaranjado, parpura, con aspecto superficial
aterciopelado, ligeramente algodonoso (Pérez
& Zarate, 2013). Algunas especies de este
género tienen gran importancia en la
alimentacion humana y animal (Pérez &

Zérate, 2013) en la produccion de quesos y
embutidos fermentados los cuales
modificando el aroma y sabor del alimento
(Camiletti, 2018).

Aspergillus pertenece a la familia de las
Aspergillaceae (Pérez & Zérate, 2013), es un
hongo filamentoso compuesto de cadenas de
células llamadas hifas (Rodriguez, 2018). El
género Aspergillus carece de gran cantidad y
diversidad de especies comparado con
Penicillium, tiene la capacidad de crecer en
temperaturas altas y ambientes acuéaticos, son
muy resistentes a la luz y a los quimicos (Pitt
& Hocking, 2009a).

Aspergillus se caracteriza por producir
enzimas para la degradacion de almidon,
celulosa, pectinas y otros polimeros, causando
dafios en muchos productos alimenticios
(Camiletti, 2018), vive como saprofito en el
suelo y vegetales en descomposicion,
produciendo inhibicion de la germinacion,
cambios de color, calentamiento, amohosado,
apelmazado y podredumbre de las semillas.
Pueden producir micotoxinas (Carrillo, 2003;
Chéavez, 2015; Escobar, 2015; Fournier, 2013;
Nufiez, 2018; Yinsheng, 2016) (Tabla 1)
siendo toxicos para los seres vivos (Carrillo,
2003; Pérez & Zarate, 2013).

Los  Aspergillus poseen  diferentes
pigmentaciones que varian desde el color
blanco, verde, café, pardo, amarillo, rojizo,
gris, negro y difiere de una difusién en el
medio de cultivo, su aspecto superficial puede
variar entre aterciopelado, granuloso o
pulverulento con margenes bien delineadas,
irregulares o difusas (Carrillo, 2003; Pérez &
Zarate, 2013). Se caracterizan por la
formacién de conidi6foros, largos estipes que
terminan en forma globosa denominada
vesicula. (Camiletti, 2018; Rodriguez, 2018).

En este trabajo de investigacion se evalud la
adicion de levaduras en el proceso de
fermentacion de café (Coffea arabica), su



influencia en el andlisis sensorial y calidad en

taza del café proveniente del departamento del

Huila municipio de Gigante.

2. Materiales y métodos

2.1. Localizacion y materia prima

El proyecto se desarrollé en la Universidad
Surcolombiana en las instalaciones del Centro

Tabla 1. Principales micotoxinas.

Micotoxinas Algunas especies

Efectos negativos en humanos y
animales

Bibliografia

Aspergillus

ochraceus

Penicillum
simplicissimum

Acido penicilico

Hepatotoxico y cancerigeno.

(Carrillo, 2003;
Nufiez, 2018).

Penicillium

Aci I6nico D iali
cido secalonico oxialicum

Teratogénico.

Aspergillus flavus

Aspergillus nonius

Dafio hepatico agudo, cirrosis,

(Carrillo, 2003;

Aflotoxinas Aspergillus induccion de tumores, teratogénesis. Nufiez, 2018).
parasiticus
Penicillium
Citrinina Pg:;[:’(;ﬂllﬂm Toxicidad renal en monogastricos. (53%2202323)3 '
verrucosum.
Aspergillus
. - terreus Lo . Carrillo, 2003;
Citroviridina Penicillium Beriberi cardiaco agudo. (Chévez, 2015)
citreonigrum.
. - Aspergillus Cambios patolégicos en higado, (Carrillo, 2003;
Esterigmatocistina versicolor induccion de tumores. Nufiez, 2018).
- Inhiben la actividad .
Luteoskirina 'I:’S"ig'ncci:::t:m adenosintrifostasa (Fosforilacion (Ecsac:)rtl)g(r),’ 228?3)
oxidativa)
Aspergillus
Ocratoxinas och_ra}ce_:us Nefropatia en cerdos y aves (Carrillo, 2003;
Penicillium Nufiez, 2018).
verrucosum
Penicillium
expansum
Patulina Penicillium Trastornos gastrointestinales y (Carrillo, 2003;
griseofulfum neuroldgicos. Nufiez, 2018).
Penicillium
roqueforti
Aspergillus flavus
Acido As:[g(raTI]'g:Iilius Desorden gastrointestinales y (Carrillo, 2003;
ciclopiazonico S neuroldgicos. Nufez, 2018).
Penicillium
commune
Citocalasinas Aspergillus I?Sr:tc):glr??ir(:)?c::ad;/vslzlcizsigl: Icliaer ’ (Carrillo, 2003;
terreus . Nufiez, 2018).
amilasa.
- Utilizado para la produccion de . i
Roquefortinas F;%gf;g?g] quesos de tipo Roqueforti, Danish \((?:srr?el;(; 22%01%)

blue y Gorgonzola.




Penitrem A Penicillium Dafios en el sistema nervioso central,  (Carrillo, 2003;
crustosum tumores. Nufez, 2018)

. Penicillium . " (Carrillo, 2003;
Rubratoxinas purpugenum Causan hemorragias hepaticas Fournier, 2013)

Surcolombiano de investigacion en café
CESURCAFE de la facultad de ingenieria,
mas especificamente en los laboratorios de
Microbiologia de alimentos, Tueste y Planta
piloto.

Se obtuvo café cereza variedad Castillo de
la finca La Florida con altura de 1650 m.s.n.m
ubicada en el municipio de Gigante. El café
fue despulpado y agregado a tanques de
fermentacion (plasticos) de 22 litros, se afiadid
agua destilada con levaduras a diferentes
concentraciones (Tabla 2) a cada tanque.
Posteriormente fueron rotulados y finalmente
fermentado durante 18 horas.

Tabla 2. UFC/ml de las levaduras
agregadas al inicio de la fermentacién

Tratamiento UFC/mlI LO?n:iFC
T1,1 4, 3E+05 5,63
T1,2 3,8E+05 5,58
T2,1 9,5E+05 5,98
T2,2 1,1E+06 6,03
T3,1 1,5E+06 6,16
T3,2 2,0 E+06 6,30

2.2.Caracterizacién fisicoquimica

2.2.1. Potencial de hidrogeniones (pH)
en cereza de café

Se tomo 4 vasos de precipitado de 100 ml
(BOECO, ALEMANIA) cada uno y se agregd
7 gramos de café cereza debidamente pesados
en balanza (METTLER  TOLEDO
NEWCLASSIC, SWITZERLAND). Se
realizd presion con el dedo pulgar tratando de
sacar los jugos de la cereza de café sobre los
vasos de precipitado para medir pH con
potenciometro (OHAUS STARTER 5000,
ALEMANIA). Las medidas se tomaron por
triplicado.

2.2.2. Solidos solubles (°Brix) en cereza
de café y café despulpado (café
baba)

Los solidos solubles en café cereza y café
despulpado se determinaron por el método
refractométrico. En café cereza se realizaron a
las gotas de los jugos de la cereza de café en
refractometro optico (BRIXCO 3010), para la
determinacién de soélidos solubles en café
despulpado se determin6é por medio del
mucilago (baba del café) del café despulpado
en refractdmetro dptico (BRIXCO 3010). Las
medidas se tomaron por triplicado.

2.2.3. Potencial de hidrogeniones (pH)
en café despulpado (café baba)

Se tomo 4 vasos de precipitado de 100 ml
(BOECO, ALEMANIA) cada uno y se agregd
10 gramos de café despulpado (café en baba)
debidamente pesados en balanza (METTLER
TOLEDO NEWCLASSIC, SWITZERLAND)
para medir pH con potenciometro (OHAUS
STARTER 5000, ALEMANIA). Las medidas
se tomaron por triplicado.

2.2.4, Grado de madurez en la cereza
de café

El color fue obtenido por medio de técnica
Optica de  espectroscopia utilizando
colorimetro (KONICA MINOLTA CR-410,
JAPON), basados en las metodologias de
Cortes, Juarez y colaboradores expuestas en
los afios 2015 y 2018. Se obtuvo las
coordenadas L*, a* y b* para calcular el tono
(h*) e indice de saturacién (c*) con las
ecuaciones 1y 2. Adicionalmente las variables
L*, a* y b* fueron evaluadas en el software X-
Rite Master para determinar color.



h* =tan~! (b—) 1
= tan pr D
1
¢t = ((@)? + (b")?): 2)
Fuente: Juarez et al., 2018; McGuire, 2019

2.3. Caracterizacion Microbioldgica

2.3.1. ldentificacion morfologica vy
bioquimica

Se realizo identificacion con el kit AP120 C
AUX (BIOMERIEUX, FRANCIA) que
consta de 20 capsulas de las cuales 19
contienen azucares deshidratados, también se
evallo la presencia o ausencia de hifas /
pseudohifas en agar YGC y PDA, tincion
Gram, presencia y ausencia de catalasa. El kit
cuenta con controles de D-glucosa (GLU),
glicerol (GLY), calcio 2-cetogluconato
(2KG), L-arabinosa (ARA), D-xilosa (XYL),
adonitol (ADO), xilitol (XLT), D-galactosa
(GAL), inositol (INO), D-sorbitol (SOR),
metil-aD-glucopiranosida (MDG), N-acetil-
glucosamina (NAG), D-celobiosa (CEL), D-
lactosa (LAC)(de origen bovino), D- maltosa
(MAL), D-sacarosa (SAC), D-trehalosa
(TRE), D-melezitosa (MLZ), D-rafinosa
(RAF). La tira de API 20 C AUX se prepard
segun lo sugerido por el fabricante, se incubo
a 30°C durante 72 horas, tomando lectura a las
48 horas y 72 horas después del inicio de la
prueba. Los datos fueron analizados por el
software apiweb ™,

2.3.2. Proceso de fermentacion con
adicién de levaduras

Se activo la cepa de levadura conservada a -
20 °C de la coleccion del laboratorio de
Microbiologia de alimentos de la facultad de
ingenieria de la Universidad Surcolombiana,
recolectada por investigaciones preliminares.
La levadura hace parte del proyecto de
investigacion Caracterizacion de las bacterias
acido lacticas (BAL), hongos y levaduras que
inciden durante el proceso de fermentacién de
café arabica (Coffea arabica) y su influencia

en el analisis sensorial y calidad de la taza; la
cual fue asilada a las 12 horas de fermentacion
del café variedad caturra de la finca San isidro
del municipio de Palestina ubicada a 1600
m.s.n.m. (Ladino, 2017).

En la activacion, inicialmente se tomo parte
de la cepay se realiz6 siembra en superficie en
medio agar Chloramphenicol (YGC AGAR

ISO 7954, CONDA  PRONADISA,
ESPANA), se llevd6 a incubadora
(HERATHERM IMHG60-S, THERMO

SCIENTIFIC, ALEMANIA) durante 24 horas
a 30° C, seguidamente se tomd parte de ella
con un asa de platino y se realizd el método
triple estria en agar YGC, para la obtencién de
un cultivo puro. Posteriormente se realizd
resiembra en superficie en agar YGC y se
incub6 durante 24 horas a 30 °C después, se
tomaron diferentes proporciones de levadura
de la resiembra y se inocularon en seis tubos
de ensayo con 9 ml agua de peptona (MERCK
KGAA, AGUA DE PEPTONA
TAMPONADA ISO 6579, ALEMANIA)
cada uno para obtener muestras a diferentes
concentraciones. Las muestras inoculadas en
tubos de ensayo fueron incubadas durante 24
horas a 30° C, se realiz6 diluciones seriadas vy
siembra en placa en agar YGC, posteriormente
los cultivos en agua de peptona fueron
centrifugados (ZENTRIFUGEN HETTICH
EBA 200/200 S, ALEMANIA) a 5000 rpm
durante 2,28 min, se elimind el sobrenadante y
se lavé con agua destilada tres veces con el fin
de eliminar los restos de agua de peptona.
Finalmente, las células se resuspendieron en 2
ml de agua destilada llegando a contenido
celular a la escala 4% de MacFarland. Las
muestras resuspendidas en agua destilada
fueron centrifugadas y adicionadas al café
despulpado para una fermentacion de 18
horas.

2.3.3. Curvade crecimiento microbiano
Se activo la cepa de levadura L-CPA12-1

con los métodos de siembra en superficie,
siembra en triple estria y resiembra en



superficie con tiempos de incubacion de 24
horas a 30 °C.

Se tomO parte de la resiembra y se
inocularon en dos erlenmeyer ajustando las
muestras inicialmente a 0,178 y 0,259 nm con
espectrofotéometro (PHARMACIA BIOTECH
ULTROSPEC 2000), se realizaron diluciones
seriadas y se llevaron a incubadora durante 48
horas a 30°C. Durante las 48 horas se
realizaron diluciones seriadas y densidad
oOptica. Las primeras 12 horas cada hora, desde
las 24 a las 36 horas se realizaron cada 4 horas
y finalizd a las 48 horas. Se determind
promedio y desviacion estandar de las
muestras tomadas.

2.3.4. Actividad antimicrobiana

Se activaron las cepas de levadura (L-
CPA12-1) y patdgenos (S. sonnei ATCC
25931, Salmonella ATT 9270, S. aureus
ATCC 1632, E. coli ATCC 8739, K.
pneumoniae ATCC BAA-1705) (Figura 1) en
YGC y PCA (STANDARD METODS AGAR
APHA Y ISO 4833, ESPANA) con los
métodos de siembra en superficie, siembra en
triple estria y resiembra en superficie con
tiempos de incubacion de 24 horas a 30 °C para
levadura y 37 °C para patdgenos.
Posteriormente se realizaron los métodos de
discos y pocillos

2.3.5. Método de discos

Para medir la inhibicién de patdgenos en
presencia de células de levadura se utiliz6 la
técnica de difusion de discos. Con ayuda de un
sacabocados estéril se cortd en discos de 7 mm
de diametro la placa de la resiembra de la
levadura, posteriormente se deposité un disco
en el medio PCA donde se encontraba
sembrado 100 ul del patdégeno ajustado a
contenido celular a la escala 0,5 %
MacFarland, posteriormente se realiz6 medida
en espectrofotometro. Adicionalmente, se
realizaron dos pocillos para el control positivo

en los que se depositaron antibiéticos como
Bencilpenicilina (FARMACEUTICA DE
COLOMBIA S.A, COLOMBIA) vy
Cloranfenicol (PROCAPS S.A,
COLOMBIA). Las placas se incubaron a 30 °C
durante 24 horas y el parametro de medicién
de inhibicién fue medido en milimetros. Este
procedimiento se realizd6 para todo los
patégenos (S. sonnei ATCC 25931,
Salmonella ATT 9270, S. aureus ATCC 1632,
E. coli ATCC 8739, K. pneumoniae ATCC
BAA-1705) por duplicado (Figura 1).

2.3.6. Método de sobrenadante en
pocillos

Se tom6 levadura de la resiembra y se
inoculo en 9 ml de agua de peptona, se dej6 en
incubadora durante 24 horas a 30 °C,
Seguidamente se centrifugo a 6000 rpm
durante 5 minutos, se retir6 el sobrenadante
con ayuda de una jeringa (ONTOMEDICA,
CHINA) y se paso por filtro de membrana de
acetato de celulosa de 0,2um (MINISART,
SARTORIUS STEDIM BIOTECH,
ESPANA) con el fin de obtener el
sobrenadante libre de células.

Posteriormente se realizaron 3 pocillos de 7
mm de didmetro con ayuda de un sacabocados
al agar de PCA donde se encontraba sembrado
100 pl del patégeno ajustado a contenido
celular a la escala 0,5 % MacFarland. En uno
de los pocillos se adiciono 50 pl del
sobrenadante libre de células y en los pocillos
restantes se adiciono 50 ul de Bencilpenicilina
(FARMACEUTICA DE COLOMBIA S.A,
COLOMBIA) y Cloranfenicol (PROCAPS
S.A, COLOMBIA) como control positivo.

B bun PATOGENOS
(_1_\

-

Figura 1. Crioviales de conservacion



2.3.7. Siembray asilamiento de cultivos
monosporicos

Finalizada la etapa de secado se tomd
muestra de 5 tratamientos (T2; T2,2;
Testigo.1; Testigo.2; Testigo.3) en café
pergamino seco (CPS). De las muestras
tomadas se eligieron 5 granos CPS de forma
aleatoria por muestra a cada muestra,
seguidamente fueron desinfectados con
hipoclorito de sodio al 15% (PISCICLOR), y
lavados tres veces con agua destilada,
posteriormente se depositaron en la superficie
de cajas de Petri con agar PDA (POTATO
DEXTROSE AGAR EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, ESPANA) evitando el
contacto entre granos y perimetro de la caja de
Petri. Finalmente fueron incubados a 30°C
durante una semana.

Para el aislamiento se identificaron los
hongos con crecimiento en el perimetro o
sobre el grano, tomando muestra de ellos y se
hizo un cultivo monospdrico de cada uno en
agar PDA durante una semana a 30°C.

Finalmente se realiz6 tincion con azul de
lactofenol (ALBOR QUMICO, COLOMBIA)
y se observaron al microscopio para su
posterior identificacion con el uso de las
siguientes claves Carrillo, 2003; Pérez &
Zarate, 2013; Pitt & Hocking, 2009a, 2009b.

2.4. Analisis Sensorial

De los 9 tanques de fermentacion se
evaluaron 5 muestras (Testigo,1; Testigo,2;
Testigo,3; T2,1; T2,2) de acuerdo con la
metodologia de la Asociacion de cafés
Especiales — SCA (SCA, 2015). Se realiz6
preparacion de las muestras en café verde que
fueron sometidas a seleccion, tueste vy
dosificacion con relacion peso/volumen, de
8,25 gr (+/- 0,25 gr) de café para 150 ml de
agua por taza; en la evaluacion de la bebida se
valoraron 10 atributos (Fragancia/aroma,

sabor, sabor residual, acidez, cuerpo,
uniformidad balance, limpieza de taza, dulzor
y valoracion final de catador) para cada
muestra, registradas en el formato de
evaluacion disefiado por la SCA.

2.5. Andlisis estadistico

Se realizo una ANOVA simple con el
objetivo de determinar si existen diferencias
significativas entre muestras independientes
de pH, solidos solubles y UFC/ml entre inicio
y final de la fermentacion usando el paquete
estadistico  Statgraphics centurion XVI.I-
Version 16.01.0018 con nivel de significancia
de 0.05

3. Resultados y discusion

3.1.Rendimiento de la materia prima

Se obtuvo 200 kilogramos de cereza de café
de los cuales 99,14 Kg (49,97%) fueron de
café despulpado (Café baba) y 100,86 Kg
(50,43%) de pulpa de café (Cacota de cafe)
qgue comparados con los datos obtenidos por
Ramirez y  Mineducacion en  sus
investigaciones en los afios 2018 y 2019 se
obtuvieron datos dentro del rango del 40 a
60% de pérdida de peso que se asocia al
mucilago y a la pulpa del café.

3.2. Caracterizacién fisicoquimica

De acuerdo con los datos obtenidos se
puede establecer que no hay diferencias
significativas en pH y solidos solubles del café
cereza y café despulpado (Tabla 3)

Tabla 3. pH — Solidos solubles antes y
después de despulpado

Promedio pH Promedio pH
cereza despulpado
6,30+0,27 6,00+0,27

Promedios sélidos
solubles despulpado
13,0040,58

Promedios solidos
solubles cereza
13,33+0,58




Se puede determinar una reduccion del pH
y solidos solubles dentro del proceso
fermentativo. El pH pasa de ligeramente acido
a moderadamente acido variando entre 6,3 a
4,08 (Tabla 4), los solidos solubles se
presentan en el rango de 13 a 12,37 (Tabla 5).

Para Cordoba y Ladino en los afios 2016 y
2017 en sus investigaciones asocian la
disminucién de pH y solidos solubles al
aumento de la acidez en masa, ruptura de
pectinas presentes en el mucilago, produccion
de &cidos, enzimas y alcoholes a partir de la
degradacion de azucares que se encuentra en
el mucilago por medio de microrganismos
presentes en el fruto. Adicional a ello Cérdoba
& Guerrero informan que el pH de 4,6 puede
ser un indicador adecuado para la finalizacion
del proceso de fermentacion sin generar
problemas de sobrefermentacion del grano.

Tabla 4. Valores de pH al inicio y final de
la fermentacion

Tratamiento Promgd_io Promgdio
pH Inicio pH Final

T1,1 6,0+0,27 4,13+0,008
T1,2 6,0+0,27 4,15+0,008
T2,1 6,0+0,27 4,12+0,008
T2,2 6,0+0,27 4,14+0,008
T3,1 6,0+0,27 4,20+0,008
T3,2 6,0+0,27 4,14+0,008
Testigo.1 6,0+0,27 4,08+0,008
Testigo.2 6,0+0,27 4,09+0,008
Testigo.3 6,0+0,27 4,10+0,008

Tabla 5. Solidos solubles al inicio y final de
la fermentacion

Promedios Promedios

T . solidos solidos
ratamiento
solubles solubles
inicio final

T1,1 13+0,58 12,70+0,2
T1,2 13+0,58 12,80+0,2
T2,1 13+0,58 11,63+0,2
T2,2 13+0,58 12,47+0,2
T3,1 13+0,58 12,90+0,2
T3,2 13+0,58 12,66+0,2
Testigo.1 13+0,58 12,90+0,2
Testigo.2 13+0,58 12,37+0,2

Testigo.3 13+0,58 12,73+0,2

Se puede establecer que hay diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en pH
y sélidos solubles entre la condicion inicial y
final de la fermentacién como se observa en el
grafico de caja y bigotes en la figura 2 donde
los datos obtenidos no se cruzan entre ellos,
con un valor de p<0,05 (Tabla 6) con un nivel
de confianza del 95%.

Grafico Caja y Bigotes

medio °brix inicial }

romedio °brix final e '7 - _|
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Figura 2. Caja de bigotes comparando las
medias de pH y solidos solubles al inicio y
final de la fermentacion.

Tabla 6. Prueba de hipétesis de las medias
de pH y solidos solubles al inicio y final de
la fermentacion.

Solidos solubles pH
Prueba t Prueba t
Hipotesis Nula Media = 0 Media=0
Alternativa No igual No igual
Estadistico t 3,23197 179,403
Valor-P 0,00242736 0

Se rechaza la hip6tesis nula por alfa = 0,05

3.3.Grado de madurez del grano

Se obtuvo 8 mediciones de las coordenadas
L*, a*y b* las cuales fueron analizadas por el
software X-Rite Master para obtener el color
del grano como se observa en la figura 3:A'y
compararlos con la figura 3:B en la



determinacion del grado de madurez por color,
adicional se determing el tono (h*) e indice de
saturacion (c*) como se puede observar en la
tabla 7.

N d
:,:"ees:orase Coordenadas Color
tomadas Lae
=] 2372
a- 17,99
. o 7,1
= 24,3
a= 19,42
5 =t 7,86
L 26,06
a- 14,01
. B 6,2
L 28,8
s 18,41
% P 10,63
T 22,52
e 14,93
. = 472
T 23,78
2= 18,01
5 o 6,08
T 23,43
as 14,46
. Be 485
= 21,48
=< 13,37
s s 3,51
" 21,57
Promedio
de las a~ S
muestras [~ 5,66
de color

a. Autor

B.(J. Carvajal et 2l 2011)

Figura 3. Comparacion del color para el grado
de Madurez.

Para Carvajal y colaboradores en el 2011 los
frutos inmaduros presentan una coloracion
amarillo-verdosa con valor de tono (h*) igual
a 107,82 y 106,54 con luminosidad (L*) de
37,88 e indice de saturacion (c*) de 26,47 y
24,33; los granos maduros presentan
coloracion rojiza con valor de tono (h*) igual
a 32,86 con luminosidad (L*) de 35,94 e indice
de saturaciéon (c*) de 21,40 y 21,77; vy, los
frutos sobremaduros presentan una coloracién
rojiza-marrén con valor de tono (h*) igual a
15,74 con luminosidad de 30,5 e indice de
saturacion (c*) de 10,12, pero para Juérez y
colaboradores en el 2018 los frutos inmaduros
presentan una coloracion amarillo-verdosa con
valor de tono (h*) igual a 101,95 con
luminosidad (L*) de 41,85 e indice de
saturacion (c*) de 31,35 y los granos maduros
presentan coloracion rojiza con valor de tono
(h*) igual a 29,84 con luminosidad (L*) de
30,18 e indice de saturacion (c*) de 24,34.

Comparando los datos obtenidos en tono
(Tabla 7), luminosidad (Tabla 7), indice de
saturacion (Tabla 7) y gama de colores
expuestas por Carvajal, Juarez y colaboradores
se determina que el grano estaba en el grado
de madurez de maduro y sobremaduro (Figura
3).

3.4.Proceso de fermentacion con adicion
de levaduras

Se obtuvo 9 tanques con 10 kg de café
despulpado cada uno, se adicion6 2 ml de agua
destilada con levaduras a diferentes
concentraciones (Tabla 1), posteriormente
fueron rotulados como Testigo,1; Testigo,2;
Testigo,3; T1,1; T1,2; T2,1; T2,2; T3,1; T3,2.
Finalmente se fermento durante 18 horas
encontrado un aumento en las concentraciones
de levaduras inoculadas inicialmente.

En la Tabla 8 se plasma el recuento de
viables y el aumento de la concentracion de las



levaduras durante el proceso de fermentacion
que se relaciona con lo encontrado por
Caroline, Schwan y colaboradores en el 2020
y 2012 en sus investigaciones sobre influencia
de las condiciones de fermentacion sobre la
calidad sensorial del café inoculado con
levaduras y fermentacion de café donde
informa que la microbiota del café procesado
en himedo, despulpado y lavado inicialmente
presenta una concentracion de Log UFC mi*
menores a las alcanzadas a finalizar la
fermentacion.

El crecimiento de levaduras en Log UFC
ml* al inicio y final de la fermentacion
presento diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) (Tabla 9; Figura 4) con
un nivel de confianza del 95%. También se
puede establecer que hay diferencias
estadisticamente  significativas  (P<0,05)
(Figura 5; Figura 6; Figura 7; Tabla 10; Tabla
11; Tabla 12, respectivamente) en Log UFC
ml™ finales entre los tratamientos con adicion
de levaduras y los tratamientos sin adicion de
levaduras.

Tabla 7. Determinacion del grado de madurez por tono, luminosidad y saturacién

Promedio de la presente

Fuente (J. Carvajal et al., 2011) (Juarez et al., 2018) | Jor
nVGStlgaClon
Madurez
Inmaduros 37,88 078 9547 4185 10195 3135 - ; ;
aauros , 106,54 ’ y y y
Maduros 3594 3286 2240 3018 2984 2434
! : 2177 30 : 3% 515748, 1854482 15,6264

Sobreor;wadur 305 1574 10,12 ) ) 36 2 5

Tabla 8. Recuento de levaduras viables
UFC/ml al final de la fermentacion
Tratamiento UFC/mi Log

UFC ml*
T1,1 2,6E+06 6,42
T1,2 3,7E+08 6,56
T2,1 4,7E+07 7,67
T2,2 1,8E+07 7,26
T3,1 5,0E+06 6,70
T3,2 9,0E+06 6,95
Testigo.1 5,2E+06 5,72
Testigo.2 1,7E+05 5,23
Testigo.3 1,8E+05 5,26

Tabla 9. Prueba de hipétesis de las medias
de Log UFC ml* al inicio y final de la
fermentacion

Prueba t
Hipdtesis Nula Media =0
Alternativa No igual
Estadistico t 5,64176
Valor-P 0,00242736

Se rechaza la hipdtesis nula por alfa = 0,05

Tabla 10. Prueba de hipoétesis de las medias
de Log UFC ml?t del testigo.l con los
tratamientos

Prueba t
Hipdtesis Nula Media =0
Alternativa No igual
Estadistico t -6,28241
Valor-P 0,00150128

Se rechaza la hipétesis nula por alfa = 0,05

Grafico Caja y Bigotes
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Figura 4. Caja de bigotes comparando las
medias de Log UFC ml™* al inicio y final de la
fermentacion.



Gréafico Caja y Bigotes
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Figura 5. Caja de bigotes comparando las
medias de Log UFC ml™ del testigol con los
tratamientos.

Tabla 12. Prueba de hipotesis de las medias
de Log UFC mlI* del testigo.3 con los
tratamientos

Prueba t
Hipotesis Nula Media =0
Alternativa No igual
Estadistico t -8,67737
Valor-P 0,000336105

Se rechaza la hipotesis nula por alfa = 0,05

Gréfico Cajay Bigotes

Testigo 2

Tratamientos l— G —|

5,2 5,7 6,2 6,7 7,2 7,7

Figura 6. Caja de bigotes comparando las
medias de Log UFC ml™ del testigo.2 con los
tratamientos.

Tabla 11. Prueba de hipotesis de las medias
de Log UFC ml?' del testigo.2 con los
tratamientos

Prueba t
Hipdtesis Nula Media =0
Alternativa No igual
Estadistico t -8,83356
Valor-P 0,000308869

Se rechaza la hipétesis nula por alfa = 0,05

Gréfico Caja y Bigotes

Testigo 3

Tratamientos |— G —|

5.2 57 6,2 6,7 7.2 7,7

Figura 7. Caja de bigotes comparando las
medias de Log UFC ml™ del testigo.3 con los
tratamientos.

3.5. Identificacion
bioquimica

morfolégica y

En la levadura CPA12-1 se identifico
colonias de color blancuzcas (Figura 8:B)
Gram positivas con morfologia de bacilos
terminados en punta (Figura 8:C), con
presencia de catalasa (Figura 8:A).

En la prueba bioguimica APl 20C AUX se
obtuvieron resultados positivos en D-glucosa
(GLU), glicerol (GLY), N-acetil-glucosamina
(NAG) y resultados negativos en el resto de los
componentes efectuados por la prueba. Los
datos fueron analizados en la pagina apiweb™
donde se identifico la levadura como Candida
krusei/inconspicua con un 98% de
confiabilidad, también se determind que no
hay presencia de hifas o pseudohifas (Figura
9).

a \ . YA
Figura 8. A. Prueba de catalasa; B. Color de
las colonias; C. Morfologia Gram positiva.

La levadura candida krusei/inconspicua es
predominante en la produccién de queso
Oaxaca segun lo encontrado por Garnier y
colaboradores en el 2017. El género Candida
es una levadura que cuenta con muchas
especies las cuales se caracterizan por ser
blancuzcas, cremosas, no formadoras de
esporas (Stratford, 2014). Las levaduras se



consideran oportunistas, son gram positivas
con morfologia de cocos o bacilos (Carrillo,
2003) pueden ser beneficiosas para los seres
vivos; las cuales son utilizadas en diversos
procesos alimenticios como la produccion de
quesos y bebidas fermentadas en las que se
identifican diversos generos de levadura
Candida para la modificacion sensorial del
alimento (Kim et al., 2017; R. F. Schwan et al.,
2007). Las levaduras con presencia de enzimas
oxidativas (catalasa, superéxido dismutasa y
tiorredoxina) pueden presentar caracteristicas
termotolerantes comparadas con las levaduras
con ausencia de enzimas oxidativas que se
tornan sensibles a las altas temperaturas.

Comparando la literatura con los datos
obtenidos se afirma que el microorganismo
utilizado para la modificacion del proceso
fermentativo es una levadura con probabilidad
de ser termotolerante debido a la presencia de
catalasa.

Figura 9. Tincidn con azul de lactofenol.

3.6. Curva de crecimiento microbiano

Los modelos de crecimiento cinético
describen el comportamiento celular con el
consumo de sustrato, la formacién de
productos por medio de caracteristicas de rutas
metabolicas, adaptabilidad de las células al
medio y actividades intracelulares (Suarez,
2018), que van relacionadas con el medio que
lo rodea y factores determinantes como el pH,
actividad de agua y temperatura, que controlan
el crecimiento celular (divisién celular y la
replicacion de cromosomas)(Aguilar et al.,
2015; Cattaneo & Larcher, 2006; Virglez &
Castro, 2019)

El crecimiento celular se puede determinar
por curvas de crecimiento microbianos, en el
proceso se debe desarrollar la fase de latencia
que representa el tiempo para reiniciar el ciclo
celular después de un periodo de ayuno
nutricional; fase exponencial o periodo de
crecimiento balanceado que representa el
periodo donde hay suficiente nutrimiento con
recuperacion del ciclo celular, incrementando
su numero de células exponencialmente; fase
estacionaria representa el periodo de
crecimiento nulo, momento en que el nimero
de células en el cultivo no varia, y la fase de
senescencia que representa el periodo en que
la velocidad de muerte es mayor que la
velocidad de crecimiento (Cattaneo et al.,
2007; Ladino, 2017).

En la figura 10 se puede observar el
comportamiento microbiano con respecto al
tiempo. Se observa variaciones en la poblacion
de levaduras en Log UFC ml? y densidad
Optica con una absorbancia de 600 nm en cada
tiempo de medicion, en la gréfica se puede
apreciar las diferentes fases: latencia,
exponencial, estacionaria y senescencia.

En la absorbancia se observa que empieza
con una fase de latencia que va desde 0 (0,22
nm=+0,06) a 1 (0,31 nm % 0,04), seguidamente
obtuvo la fase exponencial que va desde 1 a 2
(1,18 nm £ 0,01) y finalmente obtuvo la fase
estacionaria que va desde el 2 al 3 (1,32 nm %
0,01). En la curva de Log UFC ml™ se obtuvo
la fase exponencial que va desde 0 a 4 (6,87
Log UFC mlt + 0,16), seguida de la fase
estacionaria que va desde 4 a 5 (6,69 Log UFC
ml* + 0,06) y finalizada con la fase de
senescencia que va desde 5 a 6 (6,47 Log UFC
ml + 0,03), estos datos también se pueden
observar en la tabla 13 donde se plasma el
comportamiento numéricamente.

De acuerdo con los datos obtenidos en la
levadura C. krusei/inconspicua (CPA12-1) se
pueden comparar con los datos encontrados
por Zumbado y colobaradores (figura 11) en
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Figura 10. Curvas de comportamiento microbiano de la levadura CPA12-1.

Absorbancia (600 nm)

Tabla 13. Comportamiento microbiano

Tiempo (h) Log UFC ml* Absorbancia (nm)
0 5,80+0,10 0,22+0,06
2 6,71+ 0,12 0,24+0,04
4 6,87+0,16 0,26+0,03
6 6,72+0,25 0,26+0,03
8 6,72+0,11 0,26+0,03
10 6,63+0,04 0,28+0,04
12 6,66+0,16 0,31+0,04
24 6,65+0,21 1,18+0,01
28 6,65+0,16 1,19+0,01
32 6,70+0,08 1,21+0,00
36 6,69+0,06 1,26+0,02
48 6,47+0,03 1,32+0,01
600
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Figura 11. Levaduras en suero de queso. (Zumbado et al., 2006).



curvas de crecimiento microbiano de las
levaduras S. cerevisiae, K.marxianus, C.Kefyr
aislada de suero de queso y evaluadas a 620
nm.

Dentro de las levaduras evaluadas por
Zumbado y colobaradores se encuetra la
levadura C.Kefyr que comparte el mismo
género con la levadura C. krusei/inconspicua
utilizada durante el proceso de investigacion;
las dos levaduras son del género Candida, en
el tiempo de latencia se observa que la
levadura C.Kefyr finaliza la adaptabilidad
cerca de las 8 horas con un rango menor a 1,0
nm, en cambio la levadura C.
krusei/inconspicua (CPA12-1) finaliza la
adaptabilidad a las 12 horas con un rango
igualmente menor a 1,0 nm; El tiempo
exponencial dura alrededor de 4 horas para la
levadura C.Kefyr alcanzando un rango mayor
a 4,0 nm a diferencia de la levadura C.
krusei/inconspicua que tiene un tiempo de
crecimiento exponencial de 12 horas
alcanzando un rango aproximado de 1,20 nm.
Para el tiempo de la fase estacionaria se
observa que la levadura C.Kefyr se mantiene
entre 5,0 y 4,0 nm por un periodo de 31 horas
aproximadamente, para la levadura C.
krusei/inconspicua se observa que en la fase
estacionaria se mantiene entre 1,40 y 1,20 nm
por un periodo de 24 horas

3.7. Actividad antimicrobiana
3.7.1. Método de discos

Las células de levadura Candida
krusei/inconspicua (CPA12-1) no inhibe S.
sonnei ATCC 25931, Salmonella ATT 9270,
S. aureus ATCC 1632, E. coli ATCC 8739, K.
pneumoniae ATCC BAA-1705, mientras que
los antibiodticos (control positivo)
Bencilpenicilina (800,000 Ui) y cloranfenicol
(250 mg) afectaron el crecimiento de los
patogenos estudiados, siendo mas efectivo el
cloranfenicol (Tabla 14)

3.7.2.  Meétodo de pocillos

Es conocido que las levaduras poseen una
enzima encargada de transformar los azucares
en etanol y dioxido de carbono; los productos
generados en la fermentacion de café durante
18 horas no presentaron efecto inhibitorio
frente a los patdgenos evaluados en el presente
estudio, mientras los antibioticos
Bencilpenicilina (a) y Cloranfenicol (b)
afectaron el crecimiento de los patégenos
estudiados, siendo mas efectivo el
cloranfenicol (Tabla 15).

Tabla 14. Actividad antimicrobiana método
de discos

Inhibicion (mm)

Levadu L.
Positivos
, ra
Patogenos =
CPA12- a b
1
sal I 0 26,74+0,1 45,73+0,5
almonella 91 69
. 20,98+0,1 49,95+0,6
E.coli 0 27 43
S aureus 0 25,89+0,6 49,19+2,0
’ 15 72
K.Pneumoni 15,04+1,2 41,42+17,
0
ae 7 11
. 17,15+1,3 35,38+2,5
S. Sonnei 0 79 03

Tabla 15. Actividad antimicrobiana método
de pocillos

Inhibicién (mm)

Levadur .
, Positivos
Patdgenos a
|__
cpal2-1 2 B
40,05+0,2 62,6%6,22
Salmonella 0
12 3
. 20,97+0,1 50,95+0,7
E.coli 0 13 78
S aureus 0 40,8+0,70 64,15+1,9
' 7 09
K.Pneumon 0 31,2+12,4 49,5+9,19
iae 5 2
S. Sonnei 0 2041414 46’795212’1



3.7.3. ldentificacion los cultivos
monosporicos

Todas las placas presentaron crecimiento de
hongos con  diferentes  aspectos vy
pigmentaciones (anexo. A;), de cada placa se
obtuvieron entre 2 a 4 hongos de diferente
apariencia; los cuales fueron aislados para
obtener cultivos monospoéricos. En total se
obtuvieron 13 hongos con diferentes
pigmentaciones (anexo. B). Finalmente se
identificaron, de los cuales 3 pertenecen al
género Aspergillus (Figura 12; Figura 13;
Figura 14) y 9 pertenecen al género
Penicillium (Figura 15; Figura 16; Figura 17;
Figura 18; Figura 19; Figura 20; Figura 21;
Figura 22; Figura 23).

ergillus terreus

—

(Camillo, 2003)

Figura 12. Hongo encontrado en el
tratamiento T2,2.

Asneraillus
(Carrillo, 2003)

Figura 13. Hongo encontrado en el
tratamiento T2,1.

|
Aspergillus
(Camilla, 2003)

Figura 14. Hongo encontrado en el
tratamiento T2,1.

conidiéforo
ramificado

(Carrillo, 2003)
Figura 15. Hongo encontrado en el
tratamiento T2,1.

conidi6foro
ramificado

(Carrillo, 2003)

Figura 16. Hongo encontrado en el
tratamiento T2,2.

W estigol,1 Penicillium monoverticillate

conidiéforo
ramificado

fialide s‘&
— &

(Carrillo, 2003)

Figura 17. Hongo encontrado en el Testigol.




Testigo 1,2 Penicillium Biverticillium

i
A

conidioforo

fidlide
ramificado

(Carrillo, 2003)

Figura 18. Hongo encontrado en el Testigo 1.

Testigo 2,2 Penicillium terverticillate
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ramificado

fialide

e
(Carrillo, 2003)

Figura 19. Hongo encontrado en el Testigo
2,1.

{Testigo 3,1 Penicillium Biverticilado
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ramiﬁcad_o

fialide

—
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Figura 20. Hongo encontrado en el testigo 3.

Testigo 3,2 Penicillium terverticillate

conidi6foro
ramificado

fialide

S
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Figura 21. Hongo encontrado en el testigo 3.

Testigo 3,3 Penicillium Biverticillium

conidi6foro
ramificado

fislide

—_—
(Carrillo, 2003)

Figura 22. Hongo encontrado en el testigo 3.

Testigo 3,4 Penicillium Subgenus furcatum

conidiéforo
ramificado

(Carrillo, 2003)

Figura 23. Hongo encontrado en el testigo T3.

3.8. Andlisis Sensorial

En el andlisis segun la metodologia
Asociacion de cafés Especiales (SCA) se pudo
identificar que todos los cafés presentaron
puntuaciones mayores a 80 puntos (Tabla 16),
indicando que las muestras son cafés
especiales segun lo descrito por SCA en 2015,
Silva y colaboradores en 2017.

El café con adicion de levaduras en el
proceso de fermentacién se torna mas
agradable, dulce con fragancias aromaticas y
achocolatadas comparado con el café sin
adicion de levaduras donde presenta notas a
frutos amarillos secos, citricos y herbales
(Tabla 16). Entre las muestras con adicion de
levaduras se puede identificar que el
tratamiento T2,1 tiene mayor cantidad de
UFC/ml tornando sabores dulces agradables
comparado con el tratamiento T2,2 que tiene
menor cantidad de UFC/ml con sabor dulzén
pulposo &spero (Tabla 16). Lo anterior



muestra que el café es de calidad especial y
que la adicion de levaduras contribuye a
introducir en el café caracteristicas diferentes
a los testigos.

Los cambios sensoriales se pueden atribuir
a la levadura Candida Kkrusei/inconspicua
utilizada en el proceso de fermentacion que
genero variaciones estadisticamente
significativas en variables como la cantidad de
la levadura (Log UFC ml™t) y cambios en
factores fisicoquimicos, pero también pueden
ser atribuidos a los hongos del género
Penicillium, ya que algunas especies de este
género de hongos se utilizan para la
fabricacion de quesos y embutidos en la
modificacion de aroma y sabor del producto

4, Conclusiones

Dentro del estudio realizado se puede
establecer que el tiempo de fermentacién fue
el adecuado debido a que no se obtuvo café
sobre fermentados o sabores negativos en
ningln tratamiento realizado, pero se
encontraron cambios en el analisis sensorial
del café microbiol6gicamente modificado en
base al atributo de fragancia / aroma con notas
aromaticas, achocolatadas y dulces. Los
cambios encontrados dentro del atributo de
Fragancia / aroma no se resaltaron en el
atributo de sabor por ello no se obtuvieron

cambios significativos en el puntaje en taza.

Tabla 16. Relacion UFC/ml, puntaje en taza y analisis sensorial

Log

Tratamiento UFC/mI UFC ml- I:ﬁr:;azj: Fragancia/Aroma Sabor Acidez  Cuerpo
1
Dulce, aromatico, Dulce tenso Media-
T2,1 4,70E+07 7,67 84,75 Especiado, pronunciado Media Medio
chocolate, citrico Agradable
o Dulzén .
Dulce, citrica, ' Media - .
T2,2 1,80E+07 7,26 82,25 herbal, chocolate quposo y Media Medio
aspero
Dulce un poco
. Dulce, citrico, maderoso en Media - .
Testigo.1 5,20E+06 5,72 84,00 herbal frio se torna Media Medio
aspero.
Dulce un poco Medio,
. Dulce, Citrico, astringente en  Media - en frio
Testigo.2 1,70E+05 523 83,50 Frutos rojos frio se torna Media  se hace
aspera. ligero
Un poco
Dulce, citrico, asperay . .
Testigo.3 1,80E+05 5,26 83,25 herbal, Dulce maderosa, en Media - Medio-
. . Media Medio
amarillos frescos frio se coloca
aspera
5. Bibliografia

Aguilar, J., Espinoza, M., Cabanillas, J., & Avila, I. (2015). Evaluacion de la cinética de
crecimiento de saccharomyces cerevisiae utilizando un medio de cultivo a base de melaza de
cafia y suero lacteo. 5. http://dx.doi.org/10.17268/agroind.science.2015.01.04

Amorocho, C. M. (2011). Caracterizacion y potencial probiético de bacterias lacticas aisladas de

leche de oveja Guirra. In Universidad Politecnica de Vlaencia.
https://doi.org/10.4995/Thesis/10251/13830

Arias, F., Ruiz, A., & Londofio, J. (2018). Analisis del mercado de cafés especiales y el

posicionamiento colombiano en las nuevas tendencias mundiales. Journal of Research,

Education and Society, 1(1), 1-7.



Bastista da Motaa, M., Batistaa, N., Sances, M., Ribeiroc, D., Borémb, F., & Schawana, R. (2020).
Influence of fermentation conditions on the sensorial quality of coffee inoculated with yeast.
Food Research International, 136. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.1094820btén

Camacho, A., & Merino, M. (2018). Estimacion del contenido de polifenoles y capacidad
antioxidante del café arabiga (Coffea arabica) organico y convencional en el proceso de
elaboracion de yogur aromatizado con café. Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas
(UPC). https://repositorioacademico.upc.edu.pe/handle/10757/623034

Camiletti, B. X. (2018). Estrategias de manejo de aspergillus y penicillium spp. Para la reduccion
de los niveles de micotoxinas en maiz [Universidad Nacional de La Plata].
https://ri.conicet.gov.ar/handle/11336/92372

Carrillo, L. (2003). Microbiologia Agricola. Universidad Nacional de salta.

Carvajal, J., Aristizabal, 1., Oliveros, E., & Mejia, W. (2011). Colorimetria del Fruto de Café
(Coffea arabica L.) Durante su Desarrollo y Maduracion. Revista Facultad Nacional
Agronomia- Medellin, 64(2), 6229-6240.

Carvajal, S. (2019). Aprovechamiento de los desperdicios del café para la elaboracién de una
Kombucha (Medusomyces Gisevi) a partir de borras de café. Universidad de Guayaquil
Facultad de Ingenieria Qumica Licenciatura En Gastronimia.

Cattaneo, C., & Larcher, L. (2006). Simulacién de crecimiento de microorganismos utilizando el
método de Monte Carlo. Mecanica Computacional, 15(2591-3522).

Cattaneo, C., Larcher, L., Togo, S., & Chaillou, L. (2007). Aplicacién de Método de Monte Carlo
para el Estudio de Crecimiento de Bacterias y Levaduras. Mecanica Computacional, 16(2591—
3522). http://venus.santafe-conicet.gov.ar/ojs/index.php/mc/article/view/1351

Chavez, J. (2015). “Identificacidn de fitopatogenos fungosos y bacterianos en frutos de cuatro
especies del género Capsicum al estado post cosecha.” (Issue Cajamarca — Per(-).
Universidad de Nacional de cajamarca.

Codina, M. G., De Cueto, M., Vicente, D., Echevarria, J. E., & Prats, G. (2011). Microbiological
diagnosis of central nervous system infections. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica, 29(2), 127-134. https://doi.org/10.1016/j.eimc.2010.10.003

Cordoba, N. M., & Guerrero, J. esteban. (2016). Caracterizacion De Los Procesos Tradicionales De
Fermentacion De Café En El Departamento De Narifio. Biotecnologia En EI Sector
Agropecuario y Agroindustrial, 14(2), 75. https://doi.org/10.18684/bsaa(14)75-83

Corrales, L., Antolinez, D., Bohorquez, J., & Corredero, A. (2015). Anaerobic bacteria: processes
they perform and their contribution to life sustainability on the planet. Nova, 13(23), 55-81.
http://www.scielo.org.co/pdf/nova/v13n24/v13n24a06.pdf

Cortes, E. (2015). Evolucion de atributos de calidad en quesillo huilense en almacenamiento
refrigerado. Ingenieria y Region.

Duicela, L., & Sofia, V. (2018). Calidad organoléptica , métodos de beneficio y cultivares de café
robusta ( Coffea canephora Pierre ex Froehner ) en la amazonia del Ecuador. 19(2).

Elizabeth, M., Rico, C., Beatriz, O., & Soto, L. (2016). Elaboracion De Una Bebida Alcohdlica
Usando Subproductos Del Proceso De Beneficio Del Café (Pulpa De Café). In Revista Nova
(Vol. 2, Issue 1). http://revistas.sena.edu.co/index.php/rnova/rt/printerFriendly/619/0

Escobar, R. (2015). “Aflatoxina b1, b2, g1, g2 en arroz al granel en el mercado mayorista el
arenal. cuenca. 2014” [Universidad de Guayaquil].
http://repositorio.ug.edu.ec/handle/redug/47183

Evangelista, S. R., Silva, C. F., Miguel, M. G. P. da C., Cordeiro, C. de S., Pinheiro, A. C. M.,
Duarte, W. F., & Schwan, R. F. (2014). Improvement of coffee beverage quality by using
selected yeasts strains during the fermentation in dry process. Food Research International,
61, 183-195. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2013.11.033

Fournier, P. (2013). Respuesta productiva de pollos de carne de linea coobb 500 a la
suplementacion de una hepatoprotector en dos diferentes edades. [Universidad nacional de
Trujillo]. http://dspace.unitru.edu.pe/bitstream/handle/UNITRU/4923/FOURNIER



CASTILLO PIERRE.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Garnier, L., Valence, F., Pawtowski, A., Auhustsinava-Galerne, L., Frotté, N., Baroncelli, R.,
Deniel, F., Coton, E., & Mounier, J. (2017). Diversity of spoilage fungi associated with
various French dairy products. International Journal of Food Microbiology, 241, 191-197.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2016.10.026

Gava, R., Almeida da fonseca, A., Gava, M., & Herzorg, L. (2017). Café Conilon (Incaper (ed.);
2nd ed.). https://biblioteca.incaper.es.gov.br/digital/handle/123456789/3114

Haile, M., & Kang, W. H. (2019). The Role of Microbes in Coffee Fermentation and Their Impact
on Coffee Quality. Journal of Food Quality, 2019, 1-6. https://doi.org/10.1155/2019/4836709

Juarez, A., Debernard, H., Quevedo, A., Malago, F., & Morales, V. . (2018). caracteristicas fisicas
del fruto de café (Coffea arabica L.) en hibridos de timor. Agroproductividad, 11(3), 115-120.
http://www.revista-agroproductividad.org/index.php/agroproductividad/article/view/226/169

Kim, J.-H., Kim, B.-M., Jeong, S.-G., & Oh, M. (2017). The Prevalence and Control of Spoilage
Mold and Yeast in Cheese. Journal of Milk Science and Biotechnology, 35(3), 152-161.
https://doi.org/10.22424/jmsb.2017.35.3.152

Ladino, W. (2017). Caracterizacion de las bacterias acido lacticas (bal), hongos y levaduras que
inciden durante el proceso de fermentacion de café arabica (coffea arabica) y su influencia en
el analisis sensorial y calidad de la taza. Ingenieria y Region, 108.

Ladino, W., Cortés, E. T., Amorocho, C. M., & Gutiérrez, N. (2016). Calidad de taza de café (
Coffea arabica L .) procesado en fermentacion semi-seca Coffee ( Coffea arabica L .) cup
quality processed by semi-dry method. ResearchGate, 34(November 2018), 5-6.
https://doi.org/10.15446/agron.colomb.v34nlsupl.57773

Marique, C., & Gutierrez, N. (2018). Evaluacion del proceso de clasificacion de café (Coffee
arabica L .) por el método de la espectroscopia infrarroja FTIR Evaluation of the coffee
classification process ( Coffee arabica L .) by the FTIR infrared spectroscopy method. Rev.
Ingenieria y Region., 20. https://doi.org/https://doi.org/10.25054/22161325.1890

McGuire, R. G. (2019). Reporting of Objective Color Measurements. HortScience, 27(12), 1254—
1255. https://doi.org/10.21273/hortsci.27.12.1254

Mineducacion. (2019). Cartillla educativa en produccion de cafés especiales (Colombia).
https://www.ucc.edu.co/sitios/catalogo/Site Assets/Lists/saladeprensa/poranyomes/cartillla
produccion de cafes especiales.pdf

Nieto, D., & Bernal, J. (2018). Ensayo experimental basado en el crecimiento y produccion
enzimatica del hongo penicillium sp y su potencial en la ensefianza interdisciplinar a partir del
manejo de variables en estudios bioldgicos de laboratorio. In Universidad Pedagogica
Nacional (Vol. 10, Issue 1). http://repositorio.pedagogica.edu.co/handle/20.500.12209/9680

Nufiez, C. (2018). Determinacion de la aflatoxina M1 en lecherias de la Region Metropolitana y
Regidn de Valparaiso [Universidad de Chile]. http://repositorio.uchile.cl/handle/2250/168623

Ordofiez, L. (2019). Bacterias presentes en teléfonos mdviles del personal que labora en el area de
microbiologia del hospital general de ambato, 2020. Repositorio Digital de La UTMACH.
https://doi.org/https://doi.org/10.26820/reciamuc/1.4.2017.649-683

Patay, E. B., Fritea, L., Antonescu, A., Antonescu, A., & Dobjanschi, L. (2017). Coffea arabica: A
Plant with Rich Content in Caffeine. In The Question of Caffeine. InTech.
https://doi.org/10.5772/intechopen.68149

Pérez, D., & Zarate, M. (2013). Determinacion de la flora micol6gica del maiz seco y su harina en
la parroguia San Juan-Canton Gualaceo. 1-85.

Pineda, J. (2017). Identificacion de estreptococo b-hemolitico en hisopados nasofaringeos de perros
con patologias respiratorias en diferentes clinicas en la ciudad de machala. In Universidad
tecnica de Machala.

Pitt, J. I., & Hocking, A. D. (2009a). Aspergillus and Related Teleomorphs. In Fungi and Food
Spoilage (pp. 275-337). Springer US. https://doi.org/10.1007/978-0-387-92207-2_8

Pitt, J. I., & Hocking, A. D. (2009b). Penicillium and Related Genera. In Fungi and Food Spoilage



(Vol. 2, Issue 1, pp. 169-273). Springer US. https://doi.org/10.1007/978-0-387-92207-2_7
Quintero, G. I. P., & Molina, J. G. E. (2015). Fermentacion controlada del café: Tecnologia para

agregar valor a la calidad. Gerencia Técnica / Programa de Investigacion Cientifica Fondo

Nacional Del Café, 12. http://biblioteca.cenicafe.org/bitstream/10778/558/1/avt0454.pdf

Quintero, J. J. G., Mendez, C. D. N., & Viancha Sanchez, Z. (2017). Analisis de buenas practicas en
el proceso de beneficio del café: experiencia de estudio en el municipio de Viota
(Cundinamarca, Colombia). Ingenieria Solidaria, 13(22), 121-136.
https://doi.org/10.16925/in.v13i22.1839

Ramirez, A. (2018). Rendimiento del café pergamino hiumedo determinado por caracteristicas
especificas de los productores. Coporacién Universitaria Lasallista, 1-107.
http://repository.lasallista.edu.co/dspace/bitstream/10567/2421/1/Rendimiento_cafe_pergamin
0_humedo.pdf

Ramos, C. L., de Almeida, E. G., Pereira, G. V. de M., Cardoso, P. G,, Dias, E. S., & Schwan, R. F.
(2010). Determination of dynamic characteristics of microbiota in a fermented beverage
produced by Brazilian Amerindians using culture-dependent and culture-independent
methods. International Journal of Food Microbiology, 140(2—3), 225-231.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2010.03.029

Ribeiro, L. S., Miguel, M. G. da C. P., Evangelista, S. R., Martins, P. M. M., van Mullem, J.,
Belizario, M. H., & Schwan, R. F. (2017). Behavior of yeast inoculated during semi-dry coffee
fermentation and the effect on chemical and sensorial properties of the final beverage. Food
Research International, 92, 26-32. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2016.12.011

Rodriguez, A. (2018). Comportamiento de hibridos de maiz ante una cepa de Aspergillus flavus en
la provincia de Cordoba [Universidad Nacional de La Plata].
https://doi.org/10.35537/10915/70667

Rodriguez, N., Sanz, J., Oliveros, C., & Ramirez, C. (2015). Beneficio del café en Colombia. FNC-
Cenicafé.

Salvador, C., & Molina, H. (2017). “Prevalencia de bacterias portadoras de blee y kpc en pacientes
de nuevo ingreso a la unidad de cuidados intensivos en el hospital san francisco de quito
durante el periodo junio del 2016 a junio del 2017. Repositorio Digital UCE.
https://doi.org/http://www.dspace.uce.edu.ec/handle/25000/13356

Samboni, A. (2017). Evaluacién de sistemas de tratamiento de aguas residuales producto del
beneficio de café en el municipio de Pitalito, Huila. Universidad Nacional Abiertay a
Distancia — UNAD, 3(1), 1-14.

Sanchez, 1. (2018). Efecto de la adicion de levadura(Saccharomyces sp) en el proceso de
fermentacion de café (Coffea arabica). Universidad Nacional Toribio Rodriguez De Mendoza
De Amazonas., 71. http://repositorio.untrm.edu.pe/bitstream/handle/UNTRM/1514/Sanchez
De La Cruz Inder Gley.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Sanz, S., & Hidalgo, M. (2018). Identificacion y Caracterizacion de Microorganismos Alterantes
del Vino en Bodega : Revision de Aplicaciones de las Nuevas Técnicas Moleculares Alumno /
a : Sandra Sanz Heras Tutor / a : Elena Hidalgo Rodriguez.
http://uvadoc.uva.es/handle/10324/31871

SCA. (2015). SCAA Protocols Cupping Specialty Coffee. Specialty Coffee Association of America,
1-10. http://www.scaa.org/?page=resources&d=coffee-protocols.

Schwan, R. F., Almeida, E. G., Souza-Dias, M. A. G., & Jespersen, L. (2007). Yeast diversity in
rice-cassava fermentations produced by the indigenous Tapirapecpeople of Brazil. FEMS
Yeast Research, 7(6), 966-972. https://doi.org/10.1111/j.1567-1364.2007.00241.x

Schwan, R., Hui, Y., Evranuz, E., Silva, C., & Batista, L. (2012). Coffee Fermentation. Handbook
of Plant-Based Fermented Food and Beverage Technology, Second Edition, 677—690.
https://doi.org/10.1201/b12055-49

Silva, C. F., Vilela, D. M., de Souza Cordeiro, C., Duarte, W. F., Dias, D. R., & Schwan, R. F.
(2013). Evaluation of a potential starter culture for enhance quality of coffee fermentation.



World Journal of Microbiology and Biotechnology, 29(2), 235-247.
https://doi.org/10.1007/s11274-012-1175-2

Stratford, M. (2014). Food and Beverage Spoilage Yeasts. In Yeasts in Food and Beverages (Vol.
99, Issue 2, pp. 335-379). Springer Berlin Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-540-
28398-0_11

Suarez, D. (2018). Andlisis de datos cineticos para la produccion de acido lactico a partir de
lactobacillus acidophilus en un sustrato complejo [FUNDACION UNIVERSIDAD DE
AMERICA]. In Universidad de américas. https://hdl.handle.net/20.500.11839/6766

Toledo, P. R. A. B., Pezza, L., Pezza, H. R., & Toci, A. T. (2016). Relationship Between the
Different Aspects Related to Coffee Quality and Their Volatile Compounds. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, 15(4), 705-719. https://doi.org/10.1111/1541-
4337.12205

Trejo, L., Gomez, F., Morales, V., Marin, T., Castafieda, O., & Pastelin, M. (2018). concentracion
de macronutrimentos y micronutrimentos en granos de café (coffea sp.) de diferentes origenes.
In AgroProductividad (Vol. 11, Issue 4). https://doi.org/10.32854/agrop.v11i4.263

Vasquez, J. (2015). Propuesta de plan de negocio para exportar cafés especiales a la republica de
corea del sur. Universidad Eafit Escuela, 1-94.
https://repository.eafit.edu.co/bitstream/handle/10784/7378/JuanFernando_VasquezEscobar_2
015.pdf?sequence=2&isAllowed=y

Virguez, N., & Castro, E. C. (2019). Evaluacion del mucilago de café (Coffea arabica L, Caturra)
como potencial prebidtico en una bebida de arroz.
https://ciencia.lasalle.edu.co/cgi/viewcontent.cgi?article=1277&context=ing_alimentos

Yela, R. (2019). Caracterizacion de las diferentes técnicas de manejo de plagas y enfermedades en
cafés. Universidad de Narifio Facultad de Ciencias Agricolas.
http://sired.udenar.edu.co/5915/2//articulo cientifico.pdf

Yinsheng, X. U. (2016). Utilizacao de leveduras saccharomyces no controle da deterioracéo do
queijo parmeséao. 73. http://repositorio.uft.edu.br/bitstream/11612/522/1/Xu Yinsheng -
Dissertacao.pdf

Zumbado, W., Esquivel, P., & Wong, E. (2006). Seleccién de una levadura para la produccién de
biomasa: Crecimiento en suero de queso. Agronomia Mesoamericana, 17 °N2(1021-7444),
151-160. https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=5039970

ANEXOS

ANEXO A

Granos de café pergamino seco con crecimiento de hongos en agar PDA.

ANEXO B

Pigmentacion de los cultivos monospoéricos
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