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GLOSARIO

ABIOTICO: comprende todos los fendmenos fisicos (presion atmosférica, lluvia, aire, suelo, etc.)
y quimicos (componentes de la rocas, minerales, salinidad del agua, etc.) que afectan a los

Organismos.

ANABOLISMO: conjunto de procesos metabolicos de sintesis de moléculas complejas a partir de

otras mas sencillas.

BIOTICO: comprende todos los seres vivos existentes en un ecosistema, y las interrelaciones que

se forman entre ellos, plantas, animales (incluido el hombre) y microorganismo.

BIOMASA: es el peso seco total de todos los organismos que se miden y equivale al cultivo bruto

existente.

CAFE EN BABA: se denomina de esta manera al café que ha sido despulpado, es decir que se ha
retirado el epicarpio o piel externa, y que esta impregnado de una sustancia azucarada llamada

"mucilago” o "baba".

CATABOLISMO: conjunto de procesos metabdlicos de degradacion de sustancias para obtener

otras mas simples.

CREPITACION: sonidos repetidos, rapidos y secos, como el de la sal en el fuego. En el café, este
sonido es producido por el efecto del calor, e indica un cambio en la presion interna del grano, su

desarrollo como grano tostado y de sus respectivas caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas.



11

DIFUSIVIDAD TERMICA: difusividad térmica de un material, indica la razon a la que el calor
se distribuye en un material. Dicha razon depende no solamente de la conductividad térmica del
material, sino también de la razén a la cual puede almacenar la energia. Este parametro de
transporte térmico, Unico para cada material y por ende relacionado con su microestructura y
composicién quimica, es de especial interés para la optimizacion de procesos de almacenamiento,

congelacion y tostado de alimentos.

EMBRION: es el esbozo de la futura planta contenido en la semilla. Esta formado por una raicilla

o radicula, un tallo o hipocotilo y una especie de pequefias hojas llamadas cotiledones.

ENDOFITO: son distintos organismos que viven dentro de una planta sin que importe la relacion
que guardan con ella. Se utiliza para referirse a los organismos que en algun periodo de su ciclo
de vida habitan dentro de las plantas colonizando sus tejidos sin causar perjuicio aparente. Aunque
no hay certeza sobre los mecanismos de accién, los endéfitos confieren gran potencial adaptativo
a las especies vegetales hospederas frente a condiciones adversas que generen estrés, ya sean de

tipo abiotico (salinidad, acidez) o bidtico (ataque de plagas).

EXERGIA: energia maxima de un sistema que se puede transformar en trabajo (til.

FENOTIPICO: manifestacion variable de las caracteristicas del genoma de un organismo en un

determinado ambiente.

GLUTATION: El glutation (GSH) es un tripéptido que contiene un enlace peptidico inusual entre
el grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral de glutamato. Es un
antioxidante, y protege a las células de toxinas tales como los radicales libres. El glutation se
encuentra casi exclusivamente en su forma reducida, ya que la enzima que lo revierte a partir de
su forma oxidada (GSSG), la glutation reductasa, es constitutivamente activa e inducible bajo
estrés oxidativo. De hecho, la proporcién de glutation reducido respecto a la de glutation oxidado

dentro de las células se utiliza a menudo cientificamente como una medida de toxicidad celular.
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Su formula quimica es C10H17N306S, su masa molar es de 307,3 g/mol, su temperatura de fusion
es 185-195°C y su potencial redox 0,24 V.

HIDROLISIS: desdoblamiento de una molécula por la accion del agua.

HIFAS: son una red de filamentos cilindricos que conforman la morfologia del cuerpo de los
hongos multicelulares. Estan constituidos por una fila de células alargadas y tubulares, envueltas

por una pared celular compuesta de quitina. EI conjunto de estas hifas se denomina micelios.

HOMEOSTASIS: conjunto de fendmenos de autorregulacion, que conducen al mantenimiento de

la constancia en la composicion y propiedades del medio interno de un organismo.

MICROBIOTA: es el término que se utiliza para designar los microorganismos que viven en un
entorno especifico, llamado a si mismo microbioma. Estos microorganismos pueden ser hongos,

levaduras, bacterias o virus.
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RESUMEN

La investigacion busca construir el marco conceptual para comprender el cambio en la
composicion del café que afecta sus cualidades sensoriales, especialmente por la presencia de
acidos clorogénicos, de acuerdo a las variaciones en los pardmetros termodindmicos como la

temperatura y humedad relativa, durante una fermentacion en estado sélido (FES) de café Arabica.

El compuesto especifico a considerar en las reacciones bioquimicas en la FES es el &cido
clorogénico (CGA) 5-CQA en el grano, su incidencia en la taza, y la presencia de este acido en los
subproductos como alternativa para agregar valor. La revision de literatura busca profundizar en
el conocimiento de las generalidades del café, los &cidos clorogénicos, asi como los avances en
procesos FES para la generacidn o conservacion de estos compuestos. Se dedica un capitulo a los
microoganismos y enzimas por considerarse uno de los principales pardmetros en la FES. De igual
manera se presenta una revision de los principales modelos matematicos aplicados a FES que
permita proponer un modelo que represente el sistema, y en el que se establezcan las relaciones o
funciones entre las variables temperatura y humedad para la conservacion, potenciacion y/o
incremento de CGA. Por ultimo se plantean los andlisis quimicos requeridos para determinar el
compuesto de interes, entre los que se encuentra la Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
con detector UV-Vis y Espectroscopia infraroja por transformada de Fourier (FT-IR) para la

identificacion cualitativa y cuantitativa de los acidos organicos presentes en el café verde.

PALABRAS CLAVE: FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO,
MICROORGANISMOS, ENZIMAS, MODELOS MATEMATICOS.
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INTRODUCCION

La especie Coffea arabica y sus variedades V. Colombia, V. Castillo®, V. Caturra, V. Typica, V.
Bourbon, y otras introducidas recientemente con el objetivo de mejorar las caracteristicas
organolépticas y sensoriales del grano, componen el total de la produccién de café en Colombia
que, para el afio cafetero 2016, se reportd cercana a los 14,5 millones de sacos de 60 kg, segln
cifras de la Organizacion Internacional del Café (OIC). De esta produccién, la participacion de
cafés especiales estuvo alrededor del 23,5 %, cifra que no se consolidaba en los afios cafeteros
anteriores, pero que evidencia un creciente interés del mercado internacional y nacional sobre el
café diferenciado, asi como de los productores del grano por la mejora significativa de su precio.
Un café especial en términos sencillos es aquel que se diferencia por sus atributos sensoriales en
la bebida, que tiene una puntuacién mayor a 86 en la escala de la SCAA (Specialty Coffee
Asociation of America) y por el cual el mercado esta dispuesto a pagar precios superiores a los
transados en calidad de commaodity (mercancia genérica o no diferenciada) en las principales bolsas

de valores del mundo.

Con el objetivo de encontrar mecanismos a traves de los cuales se pueda dar la diferenciacion del
café, se ha realizado la consulta sobre estudios que relacionan los procesos poscosecha del café,
las caracteristicas sensoriales y el contenido de compuestos de importancia bioldgica como los
acidos clorogénicos en el grano; con esta finalidad se hace especial énfasis en este trabajo en el
beneficio y el proceso de fermentacion en estado sélido (FES) buscando conservar, potenciar y/o
incrementar los compuestos conocidos como acidos clorogénicos, especialmente el acido 5-O-

Cafeoilquinico.

Los acidos clorogénicos, pertenecientes al grupo de compuestos fenolicos, son actualmente de alto
interés puesto que se consideran antioxidantes, anticancerigenos, con efectos antimicrobiales y de
interés en el tratamiento de diversas enfermedades (Baeza et al., 2014; Erk et al., 2012; Igho,
Rohini, & Edzard, 2011; Mikami & Yamazawa, 2015; Sato et al., 2011; Shimoda, Seki, & Aitani,
2006; Suzuki, Kagawa, Ochiai, Tokimitsu, & Saito, 2002; Thom, 2007; Watanabe et al., 2006).

La produccion de estos &cidos en las plantas se presenta como respuesta del metabolismo
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secundario activado para la adaptacion a factores bidticos y abioticos, y para el caso de una FES,
por accion de los microorganismos (a través de rutas metabolicas secundarias en interaccion con
la pulpa de café) o por la liberacion de estos fendlicos de la matriz del substrato por accion
enzimatica extracelular que se inicia posteriormente en el mismo grano (Dey, Chakraborty, Jain,
Sharma, & Kuhad, 2016; Schwan & Fleet, 2014). Entre los factores ambientales, precursores en
la formacidon y conservacion de estos compuestos en el café, se incluyen la temperatura y humedad
de las regiones productoras en alta montafia. Por lo tanto, las condiciones propicias de humedad,
temperatura y del agente de fermentacion en el proceso FES, dan lugar a la conservacion y

evidencian la produccion de estos compuestos en la fermentacion.

Una de las principales ideas a desarrollar, basada en la informacion obtenida de diversos estudios,
es plantear la etapa experimental en un proceso FES para determinar el efecto de cambios en la
temperatura y humedad en el sistema durante el proceso, Y si estas modificaciones influyen en la
conservacion e incluso en el incremento de los acidos clorogénicos, especificamente el 5-O-
cafeoliquinico. Se espera lograr en primer lugar el desarrollo de sabores y aromas en la bebida o
taza de café que agreguen valor y lo incluyan en el rango de cafés especiales. En otro contexto se
plantea el café y/o el sustrato (pulpa de café) de la FES como materia prima potencial en industrias
como la cosmética, farmacéutica y alimentaria ante el incremento de compuestos de interés y de
origen metabdlico como son los antioxidantes; ademas de encontrar alternativas para disminuir la
presion que ejerce en los ecosistemas, el uso intensivo del recurso hidrico ampliamente difundido
en la producciones cafeteras, al desarrollar métodos de fermentacion con menor consumo de agua,
estableciendo los parametros humedad y temperatura en FES. Se busca desarrollar lo expuesto

anteriormente en coherencia con las buenas précticas de beneficio del fruto y/o semilla del café.

El trabajo que se presenta a continuacion, se divide en tres capitulos. En el primer capitulo se
presenta el marco teérico sobre las generalidades del café, los componentes de importancia
bioldgica en el grano, incluidos los &cidos clorogénicos, los principales métodos de beneficio y los
principales sistemas de fermentacion. El capitulo dos incluye una relacion de los trabajos recientes
encontrados sobre fermentacidn en estados solido (FES) en café, los hallazgos con respecto a los
microorganismos y enzimas investigados en el proceso del café y su relacion con la produccion de

compuestos fendlicos, grupo quimico al que pertenece el &cido 5-O-Cafeoilquinico. En el tercer
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capitulo se plantean las ecuaciones para el balance de masa y energia en FES, con posibilidad de

ser aplicadas al café y al disefio de biorreactores para llevar a cabo procesos FES eficientes.

Con el fin de describir los principales hallazgos en el proceso FES y su incidencia en el contenido
de &cidos clorogeénicos se llevo a cabo una revision de la literatura y la construccion del estado del
arte, a través de consulta en las Bases de datos PubMed, EBSCOhost, Web of Knowledge,
ScienceDirect, Scopus y SciELO. Los términos empleados fueron “Coffee”, “Coffee Chlorogenic
acids”, “Chlorogenic acids”, “coffee solid fermentation”, “solid fermentation”. Las principales
restricciones fueron la fecha de publicacion y los temas Ciencia de alimentos, biotecnologia,
microbiologia aplicada y microbiologia, en relacion al café y su contenido de antioxidantes,

especificamente el acido clorogénico 5-O-cafeoliguinico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La industria del café en Colombia se encuentra en un proceso de cambio que incluye todos los
niveles de la cadena productiva. Desde la produccion primaria, se encuentra un incremento del
83% en la produccidn de sacos de café pergamino verde de 60 kg, al pasar de 7,7 millones en 2012
a 14,2 millones de sacaos en 2015 (Fedecafé, 2016). En el aspecto de mercado, el café no
transformado estd sometido a fluctuaciones ligadas a las condiciones del precio internacional, y
por ser catalogado como un commodity, es susceptible a la especulacidn. Esto hace que se planteen

nuevas alternativas para agregar valor a la produccion.

En aspectos de calidad, Colombia se ha caracterizado por producir un café bajo la denominacién
de suave lavado colombiano, participando en cifras aproximadas con US$ 2.500 millones, en un
mercado mundial cercano a los US$ 30.000 millones de ddlares transados en el afio 2015
(Trademap, 2015). Para el afio 2013, Colombia exportd US$1,2 millones en cafés especiales,
dentro de un segmento de mercado que representa aproximadamente el 12% del consumo mundial
y en volumen similar al de toda la cosecha de café en Colombia. En este sentido, la produccién y
comercializacion de cafés especiales se ha catalogado como una estrategia que contribuye a
mejorar el precio del grano y la rentabilidad de la produccion cafetera (Fedecafé, 2013).

El término “café especial”, es atribuido a la noruega Erna Knutsen, experta tostadora de café, quien
empled por primera vez este término en la conferencia internacional de café, celebrada en Montruil
(Francia) en 1978 (Ponte, 2003, 2004). Este concepto hace alusién a la geografia y a los
microclimas, que permiten la produccion de granos de café con sabor Unico y de caracteristicas
particulares que preservan su identidad. En 1982, se cred la Asociacion Americana de Cafés
Especiales (SCAA), y ésta definio el término “cafe especial” como “un café de buena preparacion,
de un origen Unico y sabor distintivo” (Cague, R.; Hube A.; Gibson, 2002; Farfan, 2011). Segun
la definicion actualizada el café en grano verde especial, es aquel que no tiene defectos y tiene un
caracter distintivo en la taza, con una puntuacion de 87 o mas cuando se califica de acuerdo a las
Normas de la SCAA (SCAA, 2012). Bajo este concepto, todos los atributos que tenga un buen

café se deben entonces a una suma de factores que van desde el manejo de una variedad durante
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la etapa de cultivo, pasando por la poscoseha (beneficio y secado), hasta la adecuada preparacion
de la bebida.

En términos de condiciones de produccion, la caficultura colombiana, se localiza en altitudes que
varian entre los 1.000 y los 2.000 m, en las cuales la temperatura minima fluctia entre 12,2 y
18,1°C y la temperatura méxima entre 22,4 y 28,2°C respectivamente (Jaramillo, 2005). Teniendo
como referencia estos valores, el Centro de Investigaciones e Innovacion en el Café
(CENIFCAFE), evaluo el efecto de la temperatura externa de la fermentacion en la calidad del
café, en los compuestos quimicos del mucilago y en los volatiles del café tostado. Se realizaron
fermentaciones sélidas y sumergidas de café a temperaturas constantes de 15+1 y 20+1°C, y a
temperaturas entre la noche y el dia de 18 a 26°C (promedio 23°C) en sistemas abiertos y cerrados.
Los resultados mostraron mejoras en taza atribuibles al control de la temperatura (Puerta, 2015),
lo que indicaria la relacion directa de la temperatura tanto en beneficios tradicionales en alta

montafia como en sistemas de fermentacién controlados.

Se ha corroborado que las caracteristicas organolépticas en las bebidas de café se deben a la
interaccion y transformacion de los componentes presentes en el grano producto de los procesos
que ocurren desde el cultivo hasta el beneficio y preparacién de la bebida. Los componentes que
interacttan en la modificacion de las caracteristicas organolépticas o de taza son los polisacaridos,
la sacarosa, los azlcares reductores, las proteinas, los aminoacidos, la cafeina, la trigonelina, los
lipidos, los acidos alifaticos, los acidos clorogénicos, los minerales y los compuestos aromaticos.
Entre estos compuestos, los &cidos clorogénicos (CGA) son &cidos organicos que se encuentran
en gran cantidad de plantas, cumplen funciones de proteccién y como antioxidante para la planta,
son termolabiles y son los principales constituyentes entre los acidos organicos del grano de café
verde (T. W. Baumann, 2005). Han sido reconocidos mas de 70 tipos de CGA en los granos de
café verde (Kuhnert, N., Karaklose, H., & Jaiswal, 2012) y son responsables de impartir sabores y
sensaciones organolépticas en la bebida de café. El contenido de CGA en el grano verde varia
entre 4.0-8.4% materia seca en Coffee arabica (Arabica) y 7.0-14.4% materia seca en Coffea
canephora (Robusta) (Bicho, Leitdo, Ramalho, de Alvarenga, & Lidon, 2013; Ky, C. L., Louarn,
J., Dussert, S., Guyot, B., Hamon, S., & Noirot, 2001; Upadhyay & Mohan Rao, 2013). En estudios
recientes se ha encontrado que tienen un efecto antimicrobial, neuroprotector y de regulacion del

metabolismo de los azlcares en el cuerpo humano (Baeza et al., 2014; Bajko, Kalinowska,
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Borowski, Siergiejczyk, & Lewandowski, 2015; Erk et al., 2012; Igho et al., 2011; Mikami &
Yamazawa, 2015; Sato et al., 2011; Shimoda et al., 2006; Suzuki et al., 2002; Thom, 2007;
Watanabe et al., 2006)..

Por su importancia bioldgica, se han empleado técnicas instrumentales quimicas para detectar,
identificar y cuantificar los CGA como son la espectroscopia con Infrarrojo por transformada de
Fourier (FT-IR), espectroscopia con Infrarrojo por transformada de Fourier y acople ATR (FT-IR
ATR), espectroscopia Raman por transformada de Fourier (FT-Raman), espectroscopia con
Infrarrojo cercano (NIRS), Cromatografia liquida de alto rendimiento con acople a Ultravioleta
visible (HPLC-UV-Vis), entre otras, obteniendo datos mas aproximados especialmente del 5-CQA
(Bajko et al., 2015)

Desde la perspectiva de la produccién y transformacion de CGA en las plantas de café, se ha
encontrado que esta asociado a las reacciones del metabolismo celular tanto en su fase de cultivo
como en la postcosecha, y relacionadas con factores bidticos y abidticos que influyen
principalmente en la formacion de estos acidos durante la respiracion (maduracion/respiracién de
la planta y desarrollo del fruto) y el metabolismo secundario (activado como respuesta de defensa
de la planta) (T. Baumann, 2005; Rivera, J. A., & Diaz, 2009).

Con el empleo de cambios en la temperatura y humedad que disminuyan la velocidad metabdlica
para prolongar el estado de maduracion de la semilla, que regulen la actividad de la microbiota
natural, que influyan en la activacion de enzimas de los metabolismos asociados, y considerando
una fermentacién en estado solido, se busca consolidar informacion, a manera de marco
conceptual, que permita determinar en posteriores estudios si existe un incremento o conservacion
de los &cidos clorogénicos, especificamente el 5-O-cafeoliquinico. A partir de la experimentacion
posterior propuesta a través de procesos tipo FES, se espera el desarrollo de nuevos productos y
tazas que agreguen valor al café, por interaccion de sus componentes, introduciéndolo en el
segmento de cafés especiales, y que potencien tanto el grano y los subproductos como insumo, por
su importancia bioldgica, en otras industrias como la cosmética, farmacéutica y alimentaria. Como
parte de los aportes de esta investigacion también se plantea la FES como alternativa en el proceso
de beneficio del café, que permita disminuir la presion que ejerce en los ecosistemas cafeteros el

consumo de agua utilizado en los métodos de beneficio en inmersion.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES DEL CAFE ARABIGO

1.1.1. Especies y variedades de café en Colombia

El cafeto es una planta tropical denominada como arbusto, se encuentra clasificada entre la familia
de las rubiaceas, de los que se desprende la especie “Arabiga o Arabica” y “Robusta”. El café
Arébica es de mayor valor en los mercados nacionales e internacionales que el café Robusta,
porque el café Robusta presenta menos atributos en las propiedades del café en taza. Se denomina
atributos en taza a las caracteristicas tales como: fragancia, aroma, sabor, sabor residual, acidez,

cuerpo, balance, dulzor.

La especie Coffea arabica es una especie autbgama, es decir, se autopoliniza. Como caracteristicas
de las variedades del café Arabica se encuentran las de ser de porte pequefio, mediano y alto con
una forma conica compactada y semi-compacta, con una produccion promedio anual, con un

manejo adecuado, entre 4.5 a 6.5 kilogramos por planta afio.

Las variedades de café Robusta, que aln no se encuentran cultivadas en Colombia, se caracterizan
por su vigor y rusticidad, son resistentes a condiciones mas precarias y presentan un sabor en taza
menos agradable que el ardbica; ademas su tamafio llega a ser tres ¢ cuatro veces mayor en sus
hojas y ramas con respecto al Arabica, aunque curiosamente sus frutos son mas pequefios,
redondos y de escaso mucilago, aunque mas numerosos en cada nudo de la rama. La productividad

de las plantas de variedades Robusta varia entre siete y diez kilogramos por planta afio.

Entre las variedades de café Arabica se pueden encontrar:
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Colombia y Castillo®: debido a la condicion de autogamia, el método de mejoramiento
para estas variedades consistio en cruzar dos plantas que se complementan en sus
caracteristicas agronomicas vigor y resistencia a la enfermedad denominada roya. Las
variedades comerciales, Colombia y Castillo®, provienen del cruzamiento entre dos
plantas (Caturra e Hibrido de Timor) y su seleccién por caracteres agronémicos en
generaciones sucesivas. Dada su resistencia a la roya, el hibrido constituye la principal
fuente de resistencia de la mayoria de variedades actuales de América, Africa y Asia
(Cortina, Moncada, & Herrera, 2012).

Las variedades Castillo® Regionales son el resultado de una seleccion de componentes
especificos (lineas), que tienen un comportamiento agronémico y productivo sobresaliente
en determinadas zonas cafeteras con caracteristicas similares de clima y suelo, también
Ilamados Ecotopos. Como resultado de esta seleccidén se conformaron siete mezclas de
componentes, para igual nimero de zonas agroclimaticas diferentes. A cada mezcla o
variedad regional, se le dio el nombre de la Estacion Experimental donde fueron
seleccionadas. Las variedades Castillo® Regionales disponibles actualmente son:
Naranjal, Paraguaicito, Santa Bérbara, Pueblo Bello, El Rosario, La Trinidad y EI Tambo
(Cortina et al., 2012).

Catuai: ésta es la variedad que mas productividad genera. Su origen viene de la mezcla de
un cruce de Mundo Novo y Caturra, originaria de Brasil, de porte medio (2,25 m), sus
ramas (mejor conocidas como Bandolas) forman un angulo de 45 grados con el eje
principal, sus entrenudos son cortos, las hojas terminales presentan un color verde tierno,
son resistentes al viento y es una de las variedades ardbigas de mayor produccion.
Adaptable a zonas bajas y medianas (Anacafé, 2013).

Caturra: variedad originaria de Brasil, de una mutacion de Bourbon, de porte bajo (1,80
m), sus ramas (Bandolas) forman un angulo de 45 grados con el eje principal, sus hojas son
de color verde tierno, la forma de las hojas son redondeadas y brillantes. De entrenudo
corto, poco resistente al viento, hojas terminales de color bronce y verde, predominando

las primeras y muy productivo. Adaptable a zonas bajas y medianas (Anacafe, 2013).
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Mundo Novo: originario de Brasil, es un cruce de Sumatra (Typica) y Bourbon; de porte
alto (3,00 m), de ramas de 45 grados con el eje principal, de entrenudos cortos, poco
resistente al viento, hojas terminales de color bronce y verde, predominante en las primeras,

igualmente muy productivo. Adaptable a zonas altas (Anacafe, 2013).

Bourbon: variedad de origen francés, de corte alto (3,00 m), de ramas con angulos de 45
grados con el eje principal, entrenudos mas cortos que el Typica, hojas color verde tierno
y de forma maés redondeada y brillantes que la Typica, de produccion alta, poco resistente

al viento. Adaptable a zonas altas (Anacafé, 2013).

Pache: ésta variedad es originaria de Guatemala, su nacimiento fue gracias a la mutacion
de Typica, con porte bajo (1,80 m) ramas con angulo de 60 grados con el eje principal,
entrenudos cortos, hojas terminales de color bronce (café claro), resistente al viento,
soporta bien lo suelos arcillosos, y finalmente su produccion es alta. Adaptable a zonas

bajas y medianas (Anacafé, 2013).

Typica o Arébigo o Criollo: originario de Etiopia, de porte alto (3,00 m), ramas de 60
grados de angulo con el eje principal, entrenudos largos, hojas terminales de color bronce
(cafeé claro) angostas y de poco brillo, es poco resistente al viento y de productividad media

— baja. Adaptable a diferentes zonas (Anacafé, 2013).

Maragogipe: nacié de la mutacion del grano Typica o Criolla en el pueblo de Maragogipe
en Brasil, de poca produccién e irregular, muy sensible a las sequias, de corte bajo (0,80 a
1,25 m), de hojas lanceoladas y puntiagudas. Adaptable a zonas bajas (Anacafé, 2013).

Geisha: el café Geisha de tipo arabica es un café originario de Etiopia al igual que las demaés
variedades de café. Al café Geisha se le denomind de esa forma por el lugar donde tuvo su
origen y porque asi le llaman a los habitantes de la localidad. La travesia que la semilla del
tipo arabica Geisha tuvo que pasar fue de Etiopia a Kenya y més tarde a Tanzania.

Posteriormente las llevaron a Costa Rica y para 1963 llegaron a Panama.

Pacamara: esta variedad es la creacion del Instituto Salvadorefio para Investigaciones del
Cafe en 1958, resultado de un cruce de las variedades Pacas y Maragogipe. El Pacas es una
mutacion natural que proviene de la variedad Bourbon, de acuerdo con una investigacion

realizada a los cientificos de la Universidad de Florida. El arbol del Pacamara es mediano
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con un follaje denso, entrenudos cortos y hojas largas, sus frutos son largos y con una
pequefia protuberancia, y las semillas son largas y de forma ovalada, su follaje compacto
que ayuda a soportar fuertes condiciones del clima como fuertes vientos, rayos de sol y
escasez de agua (Karyan, 2016).

Entre las Robustas se encuentran:

e Robusta Tradicional y Romex Mejorada: éstas son de forma robusta, de gran vigor y
rusticidad, su tamafio llega a ser tres a cuatro veces mayor que cualquiera de las arabicas;
sus hojas y ramas son mayores que la variedad Typica pero no sus frutos, los cuales son
mas pequefios, redondos y con escaso mucilago, su productividad es en promedio de 7 a

10 kilogramos por planta (Anacafé, 2013).

1.2. COMPOSICION DEL FRUTO DE CAFE

El fruto o cereza de café es de forma oval y un tamafio aproximado de 10 mm. El grano o semilla
de café esta en el interior de la cereza y cubierta por una delgada piel llamada pelicula plateada o
“silver skin”, un endocarpio llamado cascarilla o cisco, una capa adhesiva de pectina o mucilago,
pulpa y un epicarpio o piel exterior, en este orden (Saenger, M., Hartge E.-U. J., Werther, Ogada

T., 2001). La Figura 1 muestra la seccion tipica de un fruto o cereza de cafe.
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Semilla de café

Pelicula plateada

Endocarpio
(cascarilla o cisco)

Capa de pectina
adhesiva (mucilago) |

Epicarpio
(piel externa)

Figura 1. Seccion de un fruto de café
Fuente: (Narita & Inouye, 2014).

A continuacion se expone los componentes principales del café.

1.2.1  Composicion bioguimica de la pulpa

Los elementos del fruto diferentes a la semilla de café son considerados como residuos del proceso.
Aunque la naturaleza de los componentes de la pulpa y cascarilla es muy similar, la composicion
varia dependiendo del tipo de beneficio del café (si es seco 0 himedo) y su rendimiento, la variedad
del cultivo, madurez del fruto y el tipo de suelo (Elias, 1978). Colmenares, et al., (1998),
encontraron diferencias significativas entre la pulpa de frutos amarillos, ricos en taninos
(proantocianidinas) y la pulpa de frutos rojos de café y aislaron varias proantocianidinas a partir
de la pulpa de café. Las proantocianidinas son polifenoles poliméricos, que inhibien la germinacion
de Hemileia vastatrix in vitro (hongo del orden Pucciniales que causa la roya en las hojas de café)
(Colmenares, N.G. , Ramirez-Martinez, J.R. , Aldana, J.O. , Ramos-Nini, 1998; Colmenares, N.G.
, Ramirez-Martinez, J.R., Aldana, J.O., Clifford, 1994; Pandey et al., 2000). Los niveles de
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retencion de agua en la pulpa varian entre 62 'y 76 % (Diaz & Fernandez, 2011). La Tabla 1 presenta

la composicion genérica de la pulpa de café.

Tabla 1. Composicion bioguimica de la pulpa de café.

Compuesto bioquimico %/MS

Azlcares reductores 12,4

Glucosa, sacarosa y fructosa (4,2%) 4,7
Azucares no reductores 2,0
Sustancias pécticas 6,5
Taninos 2,6
Acidos clorogénicos 2,6
Cafeina 1,3

Fuente: Tomado de Diaz, M y Fernandez, M. (2011), citando a Bressani et al (1972)

La composicion presentada en la tabla 1 muestra un contenido considerable de azlcares reductores
(12,4 % MS). La funcién original de la pulpa es relativa a la evolucion de las especies, que busca
atraer a los animales para que a partir de su deglucion y digestion puedan propagar la semilla.
Otras funciones estan asociadas a la proteccion de la semilla contra algunos insectos (e.g la Broca)
y microorganismos patogenos (e.g la Roya) por el efecto de los taninos (proantocianidinas en
frutos amarillos), clorogénicos y cafeina, presentes en su composicion bioguimica. El contenido
de agua y azucares esta asociado a la conservacion de la semilla porque proporcionan el alimento
o fuente de energia para las funciones metabdlicas del embridn que se encuentra alojado en el

pericarpio o semilla del cafe.

El contenido de agua ademas de la composicion en azucares reductores son factores clave en los
procesos de fermentacion, debido a que permiten el crecimiento de microorganismos propios a

estos sistemas.
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1.2.2  Composicion bioguimica del mucilago

El mucilago de café esta compuesto esencialmente por agua, azlcares y sustancias pécticas
(Cabrera, S. DE; Calzada, J.F.; GIL, L.A.; Arriola, 1987; Elias, 1978; Martinez N., 1959; Menchu
E., J.F.; Rolz, 1973; Rolz, C.; Menchu E., J.F.; Espinosa, R.; Garcia P., 1971). Las cantidades de
mucilago en los frutos y granos de café varian con la variedad, madurez del fruto y condiciones de
cultivo; es asi como los frutos maduros y frescos contienen en promedio 10,4% (entre 1,1% y
27,3%) en peso de mucilago y un 18% en los granos despulpados de los frutos con mayor contenido
(Puerta & Rios, 2011).

El mucilago contiene principalmente levaduras de los géneros Saccharomyces, Torulopsis,
Candida y Rhodotorula, asi como bacterias lacticas Lactobacillus y Streptococcus, y otras
bacterias y hongos (Arias, M.; Ruiz C., 2001; Avallone, S.; Guyot, B.; Brillouet, J.M.; Olguin P.,
E.; Guiraud, 2001; J. Pee, W. Van; Castelein, 1971; J. M. Pee, W. Van; Castelein, 1972; Puerta,
Marin, & Osorio, 1996). Los niveles de retencion de agua varian entre 85 y 90% (Diaz &
Fernéndez, 2011). La Tabla 2 presenta la composicién genérica del mucilago de café.

Tabla 2. Composicién bioquimica del mucilago.

Componente %/MS 2> 9%/MHP  9%/MS2¢ 9%/MHE  %/MS%e  9p/MH 9
Humedad - - - 85,0 - 88,6
Sustancias pécticas 33,0 5,0 17,0 2,6 11,4 1,3
Glucidos 50,0 7,5 47,0 7,0 - 6,8
Celulosa 17,0 2,5 - - 6,4 0,7
Acidos orgénicos - - 0,5 0,08 - -
Lipidos - - - - 1,1 0,12
Nitrégeno - - - 0,93 - 0,93
Otros - - 1,0 0,15 - 1,5

Fuente: Tomado de Diaz, M y Fernandez, M. (2011), citando los autores: a. Valores obtenidos
considerando una tasa de humedad del mucilago de 85%; b. Picado (1934); c. Menchu y Rolz
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(1973), d. Valores reportados considerando la humedad 88,6% base himeda Puerta y Rios
(2011).

El contenido de los glucidos o azucares (carbohidratos) en el mucilago, hace parte de la reserva de
energia para el embrion localizado en el grano. La propiedad funcional del mucilago (sustancias
pécticas) es la de absorber agua y formar gel, para la reserva del liquido destinado la supervivencia
del embrion. ElI mucilago es en mayor proporcién un gel formado por sustancias pécticas
(protopectinas, acidos pécticos, pectatos, acidos pectinicos, pectinatos y pectinas) y agua, el cual
es removido durante la fermentacion sumergida empleada comUnmente en las zonas cafeteras.
Existen a su vez los microorganismos que degradan estas pectinas por efecto de las pectinasas
(protopectinasas, poligalacturonasas, pectinesterasas y pectinaliasas). En el mucilago, se han
encontrado pectinasas producidas por bacterias Pseudomonas y Xanthomonas campestris; y
levaduras como Saccharomyces cerevisiae que producen poligalacturonasas. Como producto de
la degradacion de estas sustancias pécticas se generan acido galacturdnico, ramanosa, galactosa,
arabinosa, xilosa, fucosa, apiosa, entre otros compuestos (Puerta, 2012a), que son sustancias de
reserva para el desarrollo del embrion durante la germinacion (Bolivar, 2009; Mazzafera &
Purcino, 2004).

1.2.3  Composicién fisicoquimica de la cascarilla de café

Después de la fermentacion, los granos limpios se secan hasta un contenido de humedad entre 10
a 12% vy el endocarpio del fruto pasa a llamarse cascarilla, cisco de café. La cascarilla o también
Ilamada pergamino de café, es la capa amarillenta que cubre el grano verde de café. Este
componente del fruto es removido mediante la accion mecanica de la trilla y los residuos sélidos
resultantes (pergamino y piel plateada) se denominan colectivamente cascaras de pergamino
(Saenger, Hartge, Werther, Ogada, & Siagi, 2001). La cascarilla de café es un material
lignocelul6sico con un espesor alrededor de 150 um y 6,1 % de agua en base humeda (Mendes,

1942). Se puede obtener en promedio una tonelada de pergamino del proceso de beneficio seco (se
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incluye desde la capa externa o epicarpio, hasta el pergamino y pelicula plateada) por cada tonelada
de café limpia producida, mientras que, para el procesamiento en himedo, se generaran un
promedio de 0,28 toneladas de cascarilla de pergamino, dos toneladas de pulpa y més de 22
toneladas de aguas residuales (Adams & Dougan, 1987; Rodriguez-Valencia, Zambrano-Franco,
& Ramirez-Gomez, 2013; Saenger et al., 2001). La Tabla 3 muestra la composicién fisicoquimica

de la cascarilla de café.

Tabla 3. Composicion fisico-quimica de la cascarilla de cafe.

Composicion fisico-quimica de la cascarilla de café

Parametros Cascarilla de cafe
Humedad (%) 13,0+0,6

pH (1:10) 5,32 + 0,05

EC (dS m?) 2,24 +0,15

C organico (%) 545+04

Total N (%) 1,83 + 0,03

C a N ratio 29,8+ 0,7

Fuente: Tomado de (Shemekite et al., 2014). EC: Conductividad eléctrica; C: Carbono; N:

Nitrégeno.

El alto contenido de carbono en la composicion bioquimica del endocarpio o pergamino de café
se debe a que su componente principal es la lignocelulosa. Se ha relacionado su funcion biol6gica
como de proteccion de la semilla de café contra las enzimas digestivas del intestino de animales
frugivoros (Urbaneja, Ferrer, Paez, Arenas, & Colina, 1996). Durante un proceso de fermentacion
también puede actuar como barrera para el intercambio de liquidos y gases al interior de la semilla.
Debido a que la semilla de café es higroscopica, la funcion de barrera del pergamino, despues del
secado del café, permite una mayor duracion de la semilla cuando se almacena envuelta en este, y

contribuye en retardar o evitar los procesos de blanqueamiento que dan como resultado sabores a
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reposo, tierra, polvo caracteristicos de un proceso inadecuado de beneficio y almacenamiento del

café.

1.2.4  Composicion bioguimica de la pelicula plateada de café

En general, se obtiene mas pelicula plateada de granos de café verde procesados por el método en
seco que por el método himedo. El exterior de la piel, pulpa, el mucilago y el pergamino se
eliminan por completo de los granos de café verde en estos dos procesos. Sin embargo, una parte
de pelicula permanece con los granos de café verde después de la trilla. Los granos de café verde
con pelicula plateada adjunta se exportan, los granos se tuestan y la pelicula plateada pasa a ser el
Unico subproducto obtenido en el proceso de torrefaccion en los paises consumidores. (Narita &
Inouye, 2014). Recientemente se ha sugerido la utilizacién de la pelicula plateada como sustancia
bioactiva por sus propiedades de inhibicion de la hyaluronidasa, actividad prebidtica y actividad
antioxidante. Se continda la investigacion sobre sus propiedades y sus posibles aplicaciones como
alimento animal, fertilizante, material de fermentacion microbial para biorefineria 0 como material
energeético para combustion (Narita & Inouye, 2014). La Tabla 4 muestra la composicién de la

pelicula plateada o “silver skin” del caf€.

Tabla 4. Composicion de la pelicula plateada o “silver skin” de café.

Composicion de la Pelicula plateada de café (g por 100 g).

Pelicula plateada

Componente

- De Ardbiga  De Canephora De Ardbiga -
Proteinas 186+0.6 18.6+0.3 17.9-19.0 18.4-19.0 16.2
Grasas 22+0.1 22+05 2.50-2.92 1.56-3.28 N. A.
Carbohidratos 621+16 651+1.2 47.0-80.5 34.6-52.0 N.A.
Az(cares reductores 0.2+0.01 N. A. N.D.P N. D. N. A.

Humedad 7.3x04 7.1+0.2 N. A. N. A. 4.7
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Composicion de la Pelicula plateada de café (g por 100 g).

Pelicula plateada

Componente
- De Ardbiga De Canephora De Ardbiga -

Minerales (cenizas) 7.0x£0.2 70x0.2 N. A. N. A. N. A.
Cafeina N. A2 N. A. 0.81-1.37 0.83-1.16 N.A.
Ocratoxina A <4 ppb N. A. N. A. N. A. N. A.
Fibra dietaria total 624+06 624%05 53.4-69.2 56.4-65.9 N.A.
Fibra dietaria insoluble ~ 53.7+0.2 53.7+0.4 48.5-64.2 50.1-60.7 N. A.
Fibra dietaria soluble 88+04 8.8+0.6 4.9-9.3 5.0-6.3 N. A.
Glucano N. A. N. A. N. A. N. A. 17.8
Xilano N. A. N. A. N. A. N. A. 4.7
Arabinosa N. A. N. A. N. A. N. A. 2.0
Galatosa N. A. N. A. N. A. N. A. 3.8
Manosa N. A. N. A. N. A. N. A. 2.6
Lignina N. A. N. A. N. A. N. A. 30.2
Grupos Acetil N. A. N. A. N. A. N. A. 3.0
Extractivos N. A. N. A. N. A. N. A. 15.0
Referencias A B C C D

Fuente: tomado de Narita, Y. y Inouye, K. (2014); referenciando a Borrelli et al. (2004) and
Napolitano et al. (2006) (A), Pourfarzad et al. (2013)(B), Napolitano et al. (2007) (C), and
Mussatto et al. (2012) (D).

Debido a que la pelicula plateada es un remanente del perisperma (Mendes, 1941). Luego de la

fecundacion y completada la embriogénesis, el cuerpo del évulo, formado por la nucela y el saco
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embrionario, es ocupado por el embrion y el tejido que almacena las sustancias de reserva
(endosperma, perisperma o protalo). Durante el desarrollo del grano o semilla de cafe, el tejido
nutricio es el perisperma. Una vez madura la semilla, el tejido nucelar o perisperma colapsa y

tapizan el endosperma, formando la pelicula plateada del café.

La fibra dietaria presente en la pelicula plateada, consiste en hemicelulosa, celulosa, lignina,
oligosacaridos, polisacaridos, pectinas, gomas y ceras. Dentro del contenido de carbohidratos,
también estan presentes los monosacaridos que se encuentran en menores cantidades. Las
proteinas, grasas (fuente de energia para la germinacion) y cenizas (minerales) presentes en la
pelicula plateada (remanente de perisperma) hacen parte de los componentes de reserva para el
embrion durante el crecimiento del endorperma (Narita & Inouye, 2014) y una vez el fruto es
cosechado, contintan siendo fuente nutricional y de reserva para este. Se ha sugerido como
sustrato en fermentaciones en estado sélido por su composicion en fibra y su relacion con la
actividad prebiotica reportada (Narita & Inouye, 2014). Se presume su utilidad durante los
procesos de fermentacion principalmente en relacion a la actividad metabolica del embrion durante
la fermentacion natural. No se encuentran reportes sobre la incidencia de este componente del fruto

de café en los procesos de fermentacién de cafés despulpados afectados por la broca.

1.2.5 Composicién bioguimica del grano de café

La composicion quimica del grano de café depende de la especie, la variedad, el estado de
desarrollo del fruto y el ambiente o condiciones de produccion, entre otros factores. Las dos
especies de café, Robusta y Arabiga, presentan diferencias importantes en los contenidos de
cafeina, trigonelina, lipidos, acidos clorogénicos (CGA’s), oligosacaridos y polisacaridos. La
mayoria de estos compuestos tienen relacion con las caracteristicas organolépticas de la bebida
(Fedecafé, 2010).

Ademas de las diferencias inherentes a las especies de café, las variedades guardan relacion con la

region de origen y con los procesos productivos utilizados (Fedecafe, 2010).
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En el caso de la denominacién Café de Colombia, se trata de un café que tiene un uso seleccionado
y adaptado de variedades exclusivamente de la especie Arabica (es decir, tetraploides de 44
cromosomas), que crece en altas montafias de los Andes colombianos en altura entre los 1.200 y
1.800 metros sobre el nivel del mar, temperaturas templadas que oscilan entre los 17 y los 23
grados centigrados y con precipitaciones cercanas a los 2.000 milimetros anuales, distribuidas a lo
largo del afio. Es ademas un café artesanal, procesado a través del beneficio hiumedo (Fedecafé,
2010). Los niveles de retencion de agua de los granos de café deben ser de entre 10 y 12% para

ser comercializados y evitar dafios posteriores en proceso después del secado.
En la Tabla 5 se presenta la composicion general de las semillas en C. arabica verde.

Tabla 5. Composicion quimica de las semillas de C. arabica verde.

Concentracion !

Componente
(g /1009)

Polisacaridos 34 - 44
Sucrosa 6,0-9,0
Azucares reductores 0,1
Lignina 3,0
Pectina 3,0
Proteina/Péptidos 10,0-11,0
Amino &cidos libres 0,5
Cafeina 09-1.3
Trigonelina 0,6-2,0
Aceites de café (triglicéridos con insaponificables,
esteroles/tocoferoles) 150-17.0
Diterpenos (libres y esterificados) 05-1.2
Minerales 3,0-4,2

Acidos clorogénicos 41-79
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Concentracion 1

(g /100g)

Componente

Acidos alifaticos 1,0

Acido quinico 0,4

Fuente: (Farah, 2012), Contenido de acuerdo al cultivo, précticas agricolas, clima, composicion
del suelo, y métodos de analisis. Tomado de Farah, 2012, citando a Clarke and Macrae (1985),
Clifford (2000), Trugo and Macrae (1984), Trugo (2003), Clarke (2003), Kélling-Speer and Speer
(2005), Speer and Kolling-Speer (2006), Farah et al. (2006), Farah and Donangelo (2006),
Holscher et al. (1990), and Fischer et al. (2001).

El grano de café verde estd compuesto por el endosperma y el embrion, y representa el 38,9 % y
55,4 % del fruto en base seca y base himeda, respectivamente (Roa, G., et al., 1999). Las células
del endosperma se caracterizan por paredes celulares delgadas que comienzan a espesar entre los
130-190 dias después de la floracion, debido a la exposicidn de polisacaridos complejos como
arabinogalactanos y galactomananos. En la etapa madura (alrededor de los 230 dias después de la
floracion), el endosperma es dividido en endosperma externo duro (con células en forma
poligonal), y un endosperma interno suave con células rectangulares, que rodea al embrion. Las
paredes de ambos tipos de células estan conectadas por plasmodesmas, que permiten el
intercambio de solutos componentes entre células (Dentan, E., 1985). El endosperma es un tejido
duro debido a la alta concentracién de polisacaridos en las paredes celulares (Wolfrom, ML., et
al., 1961). El principal polisacarido es un — (1—4) —D — manano, el cual es pobremente soluble
debido a su bajo grado de ramificacion de galactosa. Como un tejido de almacenamiento, el
endosperma maduro acumula proteinas las cuales representan alrededor de la mitad de las

proteinas solubles (Redgwell, LJ., et al., 2003).

El embridn es el esbozo de la futura planta contenido en la semilla. Esta formado por una raicilla
o radicula, un tallo o hipocotilo y una especie de pequefias hojas llamadas cotiledones. Tiene entre
3y 4 mm de longitud y esta localizado cerca de la superficie convexa del grano. El embrion

contiene pocas reservas almacenadas y depende del endosperma para la nutricion hasta que la
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plantula se vuelva autotrofa (Eira et al., 2006). La Figura 2 , presenta el corte transversal y

longitudinal de la semilla para una mejor observacion del embrion del café (Siermann, 2016).
a)

Endosperma Embrion

Cotiledones

Axis

Figura 2. Localizacion del embrién en el grano de café y forma del embrién. Corte transversal de semilla de café
cubierta con mucilago y vista del embrion completo.
Fuente: a) Eira, et al., (2006); b) Siermann L., (2016).

El tejido de endosperma suave permite una textura esponjosa que hace que la semilla sea
higroscépica cuando esta seca y la parte de tejido duro que retenga los gases generados en la
torrefaccion de la semilla. Durante los procesos de fermentacion, el endospermo o semilla del café
sera la fuente de alimento y el depdsito de compuestos para las reacciones metabdlicas secundarias
activadas por el embridn. Parte de los compuestos generados por los microorganismos en su
metabolismo también migran al grano posiblemente a través de plasmodesmas por las que circulan
los nutrientes. Los productos metabolicos que migran o circulen a través del endospema pueden
dar lugar a caracteristicas positivas 0 negativas en la bebida dadas las condiciones de

almacenamiento del grano.
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1.3. COMPUESTOS VOLATILES DE INTERES BIOLOGICO EN EL CAFE VERDE

En el caso de las semillas de café verde, se han identificado aproximadamente 100 compuestos
volatiles diferentes. Esta fraccion es mucho menor que en café tostado aunque le da al café verde
un aroma débil pero caracteristico (Flament, 1., Gautschi, F., Winter, M., Willhalm, B., Stoll,
1968). Las clases méas abundantes de los compuestos volatiles son alcoholes, ésteres, hidrocarburos
y aldehidos. También se han identificado acetonas, pirazinas, furanos; y minerales como el azufre
(Flament, 1., Gautschi, F., Winter, M., Willhalm, B., Stoll, 1968; Toci & Farah, 2008).

La etapa de maduracion de los frutos de café, es importante para la composicion volatil del café
verde. Se encontré que al igual que con las semillas, la composicion volatil de frutos de café esta
dominada por altos niveles de alcoholes, principalmente etanol, en todas las etapas de madurez.
Los frutos de café sobremaduros, los cuales producen semillas defectuosas de color negro,
mostraron altas concentraciones de compuestos volatiles dominados por ésteres, seguido de
alcoholes, cetonas, y aldehidos, con niveles muy bajos de monoterpenos (Ortiz, Veja, & Posada,
2004). A partir de este hallazgo se identificaron marcadores potenciales para las semillas de café
verde defectuosas generadas a partir de las frutas en diferentes etapas de maduracion (Toci &
Farah, 2008).

1.4. COMPUESTOS NO VOLATILES DE INTERES BIOLOGICO EN EL CAFE
VERDE

Como se ha mostrado anteriormente, el fruto de café esta compuesto por maltiples capas y cada
una de ellas tiene una composicion amplia de elementos organicos e inorganicos que en conjunto

determinan una matriz diversa y compleja.

Dentro de este grupo de compuestos los de mayor interés dentro del café verde, para este trabajo
son los acidos clorogénicos; sin embargo, se plantea una breve descripcion de los demas

compuestos no volatiles.
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1.4.1  Fibradietaria soluble

Dentro de la fibra dietaria soluble se encuentran los polisacéridos de alto peso molecular que
incrementan la viscosidad en la bebida de café (Nunes & Coimbra, 2001). Los tipos mas
importantes de fibra soluble en el café son los Galactomananos y los Arabinogalactanos tipo Il.
Los arabinogalactanos tipo Il son altamente ramificados y unidos covalentemente a proteinas en
las cuales el 10% de las cadenas de amino&cidos son residuos de 4-hidroxiprolina (Toci & Farah,
2008).

Los Galactomananos y los Arabinogalactanos tipo Il no son digeridos por los humanos, sin

embargo sirven como substratos para la fermentacion de colonias microbidticas benéficas.

142 Agua

Después del lavado, el grano de café tiene un contenido de humedad cercano al 53% (b.h). Como
producto del beneficio y secado, el contenido de humedad se reduce a un rango entre 10 -12%
(Puerta, 1999). Por encima de este nivel, la humedad no es deseable tanto para relacion aroma /
sabor de calidad y efectos sobre la salud, ya que aumenta la actividad de agua y por lo tanto la
probabilidad de que el crecimiento microbiano. Por otro lado, la baja humedad produce grietas en

las semillas y disminuye su viabilidad para germinar (Farah, 2012).

1.4.3 Carbohidratos

Los carbohidratos son el principal constituyente del café llegando a ser mas del 50% en peso de
materia seca. Los poli-, oligo-, di- y monosacéaridos pueden ser divididos en reductores y no

reductores (Trugo, 1985). Los polisacaridos (solubles e insolubles) pueden ser cerca del 44% de
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la materia seca en el café Ardbiga. La sucrosa es el mas importante para el sabor y la calidad,
llegando hasta el 9% de la materia seca en C. arabica y la mitad en C. canephora. En café verde,
se han encontrado pequefias cantidades de carbohidratos simples como fructosa, glucosa, manosa,
arabinosa y ramanosa; oligosacaridos como rafinosa y estaquiosa (Flament, I., Gautschi, F.,
Winter, M., Willhalm, B., Stoll, 1968; Kolling-Speer & Speer, 2005). Los carbohidratos son
precursores de la reaccion de Maillard y la caramelizacion, lo que es importante para el desarrollo
del color y aroma. Los carbohidratos también contribuyen en la acidez de la bebida después de la
torrefaccion. El alto contenido de sucrosa es una de las razones del aroma superior y el sabor del
café Arabiga (Farah, 2012).

1.4.4  Proteinas, péptidos y aminoacidos libres.

Estos componentes son esenciales para la reaccion de Maillard. Sirven como precursores en la
formacion de compuestos volatiles como son los furanos, piridinas, piroles, aldehidos, y
melanoidinas que son responsables del color y parte de la actividad antioxidante en el café tostado.
El total de compuestos nitrogenados (sin cafeina y trigonelina) esta entre el 9-16% de la
composicién quimica del café verde. Sin embargo el café no se cuenta como fuente de proteina

porque carece de aminoacidos esenciales (Farah, 2012).

145 Minerales

Los principales minerales encontrados en el café son el potasio, el azufre, el magnesio, el fésforo
y el calcio. El potasio constituye aproximadamente el 40% del mineral contenido en café molido
(alrededor de 1-2 g/100g de café verde). El fosforo es otro mineral que se encuentra cercano al 4%

de la composicion de minerales, y junto al azufre (7,9%), el calcio y el magnesio (3,9%),
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conforman entre el 60 - 63% del peso de las cenizas del café (Puerta, 2011). Se han encontrado
aproximadamente 30 minerales diferentes entre los que se encuentran también el sodio (Antonio
et al., 2011; Clarke, 2003) . De estos elementos solo el contenido de magnesio varia
considerablemente entre especies (1-3 mg/100 g para C. canephora y 2.5-6 mg/100 g para C.
arabica) (Clarke, 2003). El perfil de trazas de minerales en el café varia de acuerdo a la
composicion del suelo, lo cual sugiere que se puede diferenciar los cafés segun el perfil mineral

de los diferentes tipos de suelo en los que crezca (Costa et al., 2010).

1.4.6  Lipidos

Los lipidos son los mayores componentes en el café y varian considerablemente entre las especies
C. arabica y C. canephora. El total de contenido de lipidos en semillas de Arabigas (~14g/100g
materia seca) es dos veces la de Robustas (Stephanucci, P., Hamel, & Kirk-Othmer, 1979). La
fraccion lipidica del café estd compuesta principalmente por triacilgliceroles. (~75%), acidos
grasos libres (1%), esteroles (2,2% no esterificados y 3,2% esterificados con &cidos grasos), y
tocoferoles (0,05%), los cuales son aceites vegetales comestibles. Esta fraccion también contiene
diterpenos en porciones hasta el 20% del total de la fraccion lipidica (Folstar, 1985; Kélling-Speer
& Speer, 2005; Trugo & R., 1984). Los acidos grasos en café se encuentran en formas combinadas,
la mayoria esterificados con glicerol en la fraccion de triacilglicerol, 20% esterificados con
diterpenos y una pequefia porcion en esterol esteres. La mayoria de acidos grasos en café son
insaturados (Farah, 2012).

Los acidos grasos no son solo importantes para la salud, su integridad es importante para mantener
la frescura y el evitar los dafios causados por la hidrolisis y oxidacion de los triacilgliceroles (Toci,
Neto, Torres, Calado, & Farah, 2008).

Aunque la mayoria de lipidos estan localizados en el endospermo de la semilla del café verde, la
cera de café se encuentra en la capa exterior. Esta fraccion representa el 0,2% - 0,3% del peso de
la semilla del café. Los principales componentes de cera de café son los acidos-5-
hidroxytryptamida carboxilicos, que son amidas de serotoninas y acidos grasos, y de diferentes
longitudes de cadena (Speer, K. & Kolling-Speer, 2006).
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1.4.7 Cafeina

La cafeina es un alcaloide estable al calor, es una metilxantina con caracteristicas amargas; sin
embargo, es responsable de no méas de 10% de la amargura percibido de la bebida de café. Su
concentracion en C. canephora es aproximadamente el doble de la encontrada en C. arabica
(Flament, 1., Gautschi, F., Winter, M., Willhalm, B., Stoll, 1968).

La cafeina estimula el sistema nervioso central como un antagonista del receptor de adenosina.
Aunque la cafeina es la sustancia psicoactiva mas consumida y estudiada en la historia, sus efectos
sobre la salud son objeto de controversia (Shlonsky, Klatsky, & Armstrong, 2003). El elevado
consumo de cafeina tuvo efectos negativos sobre la tolerancia a la glucosa, la utilizacion de
glucosa, y la sensibilidad a la insulina del tipo 2, en ratas delgadas y obesas diabéticas y seres
humanos, pero otros compuestos presentes en el café puede contrarrestar este efecto (Shearer,
Sellars, Farah, Graham, & Wasserman, 2007).

Los metabolitos de cafeina, especialmente 1-metilxantinas y 1-metilurato del café regular,
mostraron que la actividad antioxidante in vitro, y la capacidad de hierro-reduccién in vivo, es
mayor que la de café descafeinado (C. Lee, 2000). El efecto antibacteriano de café regular contra
microorganismos cariogénicos también fue mayor que la de café descafeinado (Antonio et al.,
2010).

1.4.8  Trigonelina

La trigonelina es un alcaloide biolégicamente derivado de la metilacion enzimatica del acido
nicotinico. Contribuye a laamargura de la cervezay es un precursor para la formacion de diferentes
clases de compuestos volatiles durante el tueste como pirroles y piridinas, algunos de los cuales
puede conferir un "sabor desagradable.” (Flament, I., Gautschi, F., Winter, M., Willhalm, B., Stoll,
1968). La cantidad de trigonelina en C. canephora es aproximadamente dos tercios que se

encuentra en C. arabica.
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Con respecto a la bioactividad potencial, la trigonelina ha demostrado ser inhibidora de la
invasividad de las células cancerosas in vitro (Hirakawa, Okauchi, Miura, & Yagasaki, 2005).
Ademas, este compuesto ha sido capaz de regenerar las dendritas y axones en animales, lo que
sugiere que puede mejorar la memoria (Tohda, Kuboyama, & Komatsu, 2005). También se ha
considerado como un nuevo fitoestrogeno (Allred, Yackley, Vanamala, & Allred, 2009). La
desmetilacion de la trigonelina durante el tostado del café produce acido nicotinico, una vitamina

del complejo B también conocida como niacina (Trugo, 2003).

1.49  Cafestol y Kahweol

Son alcoholes diterpenos pentaciclicos basados en el esqueleto kaurano. Las formas metiladas de
Cafestol y Kahweol se han identificado en las semillas C. Robusta (Kdlling-Speer & Speer, 2005).
Estos compuestos bioactivos y sus derivados, que son principalmente sales o ésteres de acidos
grasos saturados (predominante) y acidos grasos insaturados; representan aproximadamente el
20% de la fraccion lipidica de café cadena (Cavin et al., 2002; Speer, K. & Kolling-Speer, 2006;
Wattenberg, 1983). El Cafestol es el componente principal de la fraccion insaponificable de aceite
de café, que representa aproximadamente el 0,2% -0,6% del peso del café. Kahweol es mas
sensible al calor, oxigeno, luz, y acidos y por lo tanto es menos abundante (Flament, I., Gautschi,
F., Winter, M., Willhalm, B., Stoll, 1968). Niveles méas altos de diterpenos se encuentran en C.
arabica que en C. canephora. Los diterpenos del café han exhibido propiedades anticancerigenas
y hepatoprotectoras in vitro (K. J. Lee, Choi, & Jeong, 2007; Speer, K. & Kélling-Speer, 2006;
Wattenberg, 1983) Por otra parte, el alto consumo de estos compuestos se ha asociado con los
niveles de homocisteina y lipoproteina de baja densidad elevada en el plasma humano, que pueden
aumentar indirectamente el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Olthof, Hollman, Zock, &
Katan, 2001). Cantidades considerables de estos compuestos estan presentes principalmente en el
café sin filtrar, ya que son poco solubles en agua y por lo tanto son atrapados por los filtros de
papel (Farah, 2012).
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1.4.10 Acidos alifaticos

Después de los clorogénicos, los acidos mas abundantes del café verde son los carboxilicos
alifaticos. Los granos de café verde contienen acidos no volatiles incluyendo el citrico (0.5%),
oxalico (0.2%), malico y tartarico (0.4%)(Clarke & Macrae, 1985; M. N. Clifford, 1975; Puerta,
2011). En la tostion se forman aproximadamente 34 &cidos alifaticos los cuales comprenden 15
acidos volatiles monocarboxilicos saturados mientras el resto son no volatiles. Estos ultimos
incluyen &cidos monocarboxilicos saturados como el glicolico, lactico y piravico; acidos saturados
dicarboxilicos como el oxalico, malodnico, succinico, malico, tartarico, glutérico; &cidos
dicarboxilicos insaturados como el fumarico y maleico, citacronico, mesaconico e itanoico; él
acido tricarboxilico insaturado, aconitico y el acido saturado citrico (Clarke & Macrae, 1985). El
acido fumarico y 2-furéico son producidos probablemente del acido malico y carbohidraros
respectivamente, y el &cido citraconico, itaconico y mesaconico son derivados probablemente del
acido citrico por deshidratacion (M. N. Clifford, 1975).

Los &cidos organicos encontrados en el café o producidos a través de su fermentacion son los
principales responsables de la calidad en taza del café. El sabor y aroma del café estdn compuestos
por un balance y reaccion de cientos de diferentes compuestos quimicos que pueden ser (Diaz &
Fernandez, 2011; Rivera, 2013):

. Sintetizados por la planta, en lo que influye variables como la genética, la altitud en la que

se encuentra el cultivo, las labores culturales, luminosidad y humedad relativa del ambiente.
. De origen mineral, dado por las caracteristicas de suelo y minerales adicionados a este.

. Quimicamente transformados en el beneficiado y tostado del café, a través de la

fermentacion y la conversion por calor en combinacion con los azUcares disponibles en el grano.
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1.4.11 Antioxidantes y Acidos clorogénicos

Son compuestos fendlicos predominantes y unos de los mas fuertes antioxidantes producidos en
los tejidos de las plantas de café y de muchas otras especies. Estos compuestos fendlicos
(fenilpropanoides) son producidos por las plantas para protegerse de la tension oxidativa y las

infecciones fungosas o bacterianas.

Los antioxidantes principales del café son los &cidos clorogénicos (CGA) especialmente los acidos
cafeoilquinicos (&cido 5-cafeoilquinico como principal componente del café verde), que han
mostrado un efecto reductor de hipotension en ratas (Suzuki et al., 2002), la reduccion de la grasa
viceral y el peso en el cuerpo (Igho et al., 2011; Shimoda et al., 2006), y segun estudios recientes,
muestran un rol protector en las neuronas, lo cual indicaria un efecto preventivo de las
enfermedades neurodegenerativas (Mikami & Yamazawa, 2015), entre otros efectos positivos en
el organismo humano (Igho et al., 2011; Shimoda et al., 2006). Otros compuestos bioactivos con
capacidad antioxidante presentes en el café son la cafeina, teofilina y teobromina, tocoferoles,
cafestol, kahweol y trigonelina (Jeszka-Skowron, Sentkowska, Pyrzynska, & De Pefia, 2016;
Jeszka-Skowron, Zgota-Grzeskowiak, Skowiak, & Grzeskowiak, 2015; Kuhnert et al., 2011;
Perrone, Farah, Donangelo, de Paulis, & Martin, 2008).

Se ha reportado que la capacidad antioxidante del extracto de café verde de Arabigas esta asociada
a los niveles de calcio (Stelmach, Pohl, & Szymczycha-Madeja, 2015), y de otras trazas de
minerales como cobre, manganeso y selenio, que desempefian un papel importante en el
metabolismo oxidativo, involucradas en los procesos redox, y que son esenciales para muchas vias

metabdlicas, asi como para la defensa celular contra el estrés oxidativo (Brigelius-Flohé, 2006).

Los acidos clorogénicos se encuentran principalmente en los granos de café como mono-, di-,
tri-, tetra ésteres de uno o0 mas acidos cinamicos y quinicos; algunas veces con un acido alifatico
reemplazando un residuo de acido cindmico (Bajko et al., 2015). Los granos de café verde son los
mas ricos en estos compuestos (70 tipos diferentes han sido reconocidos) (Kuhnert, N., Karaklose,
H., & Jaiswal, 2012) y se ha asociado la acumulacion de estos con diferentes estados después de
la floracion y formacion de la semilla, por efecto de la expresion de enzimas del metabolismo del

fenilpropanoide (Cheng, Furtado, Smyth, & Henry, 2016). Cada acido clorogénico presenta
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diferentes atributos de aroma y sabor. Se presentan en grupos de isomeros, entre los cuales estan
tres del acido quinico: los mono cafeoilquinicos (incluido el 5-CQA), los di-cafeoilquinicos (3di-
CQA) vy los feruloilquinicos (FQA), que representan aproximadamente el 67%, 20% y 13% del
total de CGA en Robustas y el 80%, 15% y 5% CGA en Arabigas (Farah, Monteiro, Donangelo,
& Lafay, 2008; Ky et al., 2001). Aunque el contenido de CGA en Arabigas es menor que en
Robustas (4.0-8.4% y 7.0-14.4% respectivamente) (Bicho et al., 2013; Upadhyay & Mohan Rao,
2013), el contenido de los di-CQA es menor (0.7-1.0% Arébigas y 1.4-2.5% Robustas) (M.
Clifford, 1997) y el contenido de azlcares es mayor en las Arabigas; esto hace que la interaccion
de todos los componentes, genere unas mejores caracteristicas organolépticas en la bebida (Cheng
etal., 2016).

Los CQA vy los di-CQA se descomponen por hidrélisis durante el tueste en la primera y segunda
crepitacion respectivamente, disminuyendo lentamente el sabor amargo-metalico que generan y
aportando cuerpo a la bebida (Rivera, J. A., & Diaz, 2009). En las variedades Arabigas se llegan a
descomponer entre una tostion clara hasta una tostion fuerte entre 60.9% and 96.5% de los CGA
(Trugo & R., 1984). Sin embargo, aquellos de la familia de los di-CQA permanecen relativamente
estables y son los responsables de impartir sabores amargos y sensaciones aromaticas metalicas.
Se encuentran altos niveles de acidos di-CQA en granos de café inmaduros y muertos (negros), y

son la fuente primaria de gustos amargos en los defectos (Cheng et al., 2016).

El principal CGA presente en Arabicas es el isomero del acido quinico, 5-O-cafeoliquinico (5-
CQA) (Bajko et al., 2015). Este CQA se descompone por hidrolisis en la tostion en los acidos
quinico y caféico (Rivera, J. A., & Diaz, 2009), a los cuales se ha atribuido capacidad antioxidante
y se han realizado numerosos estudios del potencial benéfico en los humanos (Baeza et al., 2014;
Erk et al., 2012; Sato et al., 2011; Thom, 2007; Watanabe et al., 2006).

Debido a que sélo unos pocos compuestos de acido clorogénico estan disponibles o se sintetizan
en laboratorios comercialmente, los estudios sobre las propiedades biolégicas de los &cidos
feruloilquinico y coumaroilquinico son escasos (Farah, 2012). En la Figura 3 se presenta la
estructura del principal isomero encontrado en el café y en la Tabla 6 las caracteristicas

fisicoquimicas del isomero.
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OH
OH
HOOC
Figura 3. Estructura del isomero 5-O cafeoil-quinico
Fuente: Bajko, E., et al., 2016
Tabla 6. Caracteristicas fisico-quimicas del acido 5-O cafeoilguinico.
INFORMACION FISICO-QUIMICA CLOROGENICO
Formula molecular C16 His Og
Masa molar 354.31 g/mol
Apariencia Polvo color blanco
Punto de ebullicion 207 - 209 °C
Densidad 1.28 g/cm?®
Solubilidad en agua Si. Solubilidad en etanol.

Fuente: tomado de Sigma-aldrich.

1.5. GENERALIDADES DEL BENEFICIO DEL CAFE

Después de la recoleccion, los frutos de café son procesados por tres métodos diferentes: el método

himedo, seco, y semi-seco.

El proceso himedo es usado principalmente para el café Arabiga: los frutos maduros son

despulpados y sumergidos en tanques de agua de 12 a 48 h, donde sucede una fermentacion
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sumergida. Posteriormente lavados y secados hasta que se logra una humedad final de 10-12%
(Murthy PS, 2012; C. Silva, 2014). EIl café obtenido por este método se denomina "lavado™ o
"café pergamino™ (Leloup, V., Cancel, C., Liardon, R., & Rytz, 2004).

En el proceso seco, los frutos son secados enteros, al sol, en patios o plataformas sin remocion
inicial de la pulpa (Silva CF, Batista LR, Abreu LM, Dias ES, 2008) y se obtiene café que se
denomina “sin lavar” o “natural”; aunque de forma menos controlada, en este proceso también

sucede una fermentacion.

El método semi-seco es una combinacién de ambos métodos, en el cual los frutos de café son
despulpados, pero las reacciones bioquimicas ocurren directamente bajo el sol (Vilela DM, Pereira
GVM, Silva CF, Batista LR, 2010). El café obtenido en este proceso se denomina “despulpado

natural”.

En la Figura 4 se presenta un esquema de los principales métodos de beneficio del café.
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Café Cereza

¥

Lavar

A 4 A 4 A4

Proceso seco Proceso semi-seco Proceso himedo

¥ ¥

Despulpado Despulpado

¥

Fermentacion

¥

Lavado

A 4

Secado

v

Almacenamiento

v

Trillado

v

Clasificacién por
tamafios

Separacion por
gravedad

Clasificacién por
color

v

Pesado

v

Empacado

Figura 4. Principales métodos de beneficio y procesado de café.
Fuente: Adaptado (Pandey et al., 2000; Teixeira, A. A., Brando, C. H., & Thomaziello, 2005).

En Colombia, se emplean regularmente tres tipos de beneficio en las producciones cafeteras. La

Figura 5 muestra el esquema de proceso de dos tipos de beneficio.
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Recibo en himedo H 4,7 H20/kg c.p.s. /

v

Transporte de
»
/ 10 L H20/kg c.p.s. Despulpado con agua »| bulpa con agua 10 L H20/kg c.p.s. /

v v

Fermentacién natural Disposicion de pulpa
acielo abierto

20 L H20/kg c.p.s. .
/ DQO=6.000 ppm Lavado de café

Secado

Venta de café

Contaminacion 115 g DQO/kg fruto de café

| Consumo total agua entre 40y 50 L. kg'1 c.p.s.

b)

Clasificacion
hidraulica H 0,025 L H20/kg c.pAs./
| Despulpado sin agua l— Transpf:rte de pulpa
sin agua

v

Fosa techada para

pulpa
4,2 L H20/kg c.p.s.

T N

b0 26,000 pom

st 7 _07LH0hgcps /
lavador 0,7 LH20/kg ¢

Lavador mecénico H 0,3 L H20/kg c.p.s.

Fermentacién
natural

Desmucilaginado
mecanico

Lavado y clasificacion de
café

Contaminacién: aguas residuales de tanque tina
30 g DQO/kg de fruto; desmucilaginador lavador
10,6 g DQO/kg de fruto en adiciéon de mucilago a
pulpa

Mecénico

Venta de café

Consumo total de agua entre 0,4y 5 L.kg'1 c.p.s.

Figura 5. Dos tipos principales de beneficio de café desarrollado en Colombia. a) Beneficio tradicional; b) Beneficio
ecoldgico (ahorro de agua).

Fuente: Cenicafé —Fedecafé, 2015.
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Con la adopcion del beneficio ecoldgico en sus variantes Belcosub® y Ecomill®, se logré la
disminucion del consumo de agua de 40-50 L.kg * hasta 0.3-5.0 L.kg * de c.p.s (café pergamino
seco) (0.4-5.0 L.kg * de c.p.s. en Belcosub® y 0,3 y 0,5 L.kg* de c.p.s. en Ecomill®)

Se han realizado variaciones a los procesos de beneficio que incluyen o no fermentacion. En la

Tabla 7 se presentan algunas de estas variaciones en los métodos de beneficio de cafe.

Tabla 7. Métodos de beneficio alternativos en el café.

Método de
beneficio

Despulpado Fermentacion Lavado

Notas

Semi-lavado o

Bajo consumo

1 0
ecologico S/F de agua
Semi-lavado o Desmucilagi-
o o 1 1, corta y i
ecologico mini —F nacion parcial
Semi-lavado o 1, después  1-2, en cereza Puede tener 2
ecoldgico F-cereza  de F-cereza y/o despulpado fermentaciones
Lavado FS 1 1, en seco
Lavado FH 1 1, en agua Fermentacion
) 1,ensecoyen 8-12hFSyel
Lavado F semi-H 1
agua resto FH
) 12-24 h F-
1, después 2, encerezay
Lavado F-cereza cerezay
de F-cereza FH (0 FS)
FH(FS) corta
Despulpado .
1, durante 12 Pergamino
natural 1 ]
fase de secado amarillo claro

tradicional
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Método de y
o Despulpado Fermentacion Lavado Secado Notas
beneficio
Pergamino
Despulpando 1, sobre 2, en cerezay )
) 0 1 amarillo
natural rojo maduro 1 2fase secado y
0SCUro 0 rojizo
Despulpado 1,secoen  2,encerezay 1, . Pergamino
natural negro mata 1°%fase secado  ligera café oscuro
Secado en
Natural - 1, _
o 0 1, limitada 0 patio o
tradicional 3-7 dias ;
guardiolas
1,
Natural con F- ) Técnica de
0 1, 1-3 dias 0 15-30 _
cereza “enmielado”
dias
1,
Natural, secado 1, durante 12 . ;
_ _ 15-21  Método Etiope
discontinuo fase del secado
dias
1,
Método
Natural, secado 0 2, durante 1* 0 15- 30 ]
Yemeni
dias

Fuente: (Diaz, 2014)

Nota: los digitos 0, 1, 2, corresponden las veces que ocurre cada etapa del proceso de beneficio del

café en los métodos alternativos. Fermentacion (F), seca (S), himeda (H).

Las variantes en los métodos de beneficio implican o no fermentaciones que pueden repercuten en

cambios en la calidad fisico-quimica, asi como las caracteristicas finales de la bebida de café. Los
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diversos métodos de beneficio también involucran diferencias en costos de produccion y hacen
parte de las caracteristicas de especialidad con las que se promocionan en el mercado. Las
caracteristicas sensoriales del café procesado con los métodos de beneficio alternativos planteados
en la , dependeran en gran medida de la variedad de café que se procese.

Para la comprension de la fermentacion de café, a continuacion se presentan las generalidades

sobre la fermentacién convencional y los sistemas empleados en café.

1.6. GENERALIDADES DE LA FERMENTACION DE CAFE

La fermentacion del café, se produce en la etapa del beneficio del café y se refiere a la hidrdlisis
de la pulpa por el crecimiento microbial (Pereira, Soccol, & Soccol, 2016). En la fermentacion, los
cambios quimicos y fisicos del mucilago, asi como los cambios en sabor y aroma del café,
dependen de la temperatura (Puerta, 2015), debido a que es un factor que influye directamente en
el crecimiento de los microorganismos que participan en la fermentacion y las reacciones

bioguimicas.

Entre los tipos de fermentaciones ocurridas en el café, se destacan la fermentacion lactica, acética,

alcohélica.

1.6.1. Fermentacién lactica

En condiciones de glucosa abundante y oxigeno limitado, las bacteria acido homoléacticas
cataboliza un mol de glucosa (via glicélisis Embden-Meyerhof Pathway - EMP) para producir dos
(2) moles de piruvato. El balance REDOX intracelular se mantiene a través de la oxidacion de
NADH, concomitante con la reduccién del piruvato al acido lactico. Este proceso produce dos (2)
moles de ATP por glucosa consumida. Las bacterias acido lacticas mas representativas son
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, y el grupo | de lactobacilos. Las

bacterias acido-lacticas toleran bajos pH (Diaz & Fernandez, 2011).
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1.6.2. Fermentacion acética

La formacion de acido acético (CH3COOH) resulta de la oxidacion de un alcohol por la bacteria
del vinagre, Acetobacter, un género de bacterias aerobicas. La extrema fermentacion acética del
café produce el defecto agrio y otros sabores desagradables. Sin embargo, a bajas concentraciones
aporta un perfil frutal meloso agradable (Diaz & Fernandez, 2011).

1.6.3. Fermentacion alcohélica

La glucdlisis es la primera etapa de la fermentacion, al igual que en la respiracion celular, esta
necesita de enzimas para su completo funcionamiento. Desde el punto de vista energético la
fermentacion alcoholica es una reaccién exotérmica, pues libera energia. La fermentacién
alcoholica produce gran cantidad de CO2, cuya emergencia provoca burbujas. Este CO2 pesa mas
que el aire, y puede llegar a crear bolsas que desplazan el oxigeno de los recipientes donde se
produce la fermentacion (de ahi que convenga cerrar los recipientes de fermentacion) (Diaz &
Fernandez, 2011).

Cada tipo de fermentacion tiene asociada la formacion de unos productos, entre estos los acidos
asociados a las caracteristicas detectadas en la bebida. A continuacion se relacionan los acidos

generados en cada fermentacion.

1.6.4. Formacién de acidos del café segun la fermentacion

Diaz y Fernandez (2011), presentaron una relacion entre los diferentes tipos de fermentaciones

ocurridas en el café, los principales productos de la fermentacion y su efecto en las caracteristicas
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organolépticas (Diaz & Fernandez, 2011). En la Tabla 8, se muestra la relacion entre el tipo de

fermentacion y acido generado en el cafe.

Tabla 8. Tipo de fermentacion y acido de formacion asociado

Tipo de fermentacion Acido generado Efecto
Acido lactico Sabor mantequilla
Acido malico Sabor manzana, pera, durazno

Fermentacion lactica .
Acido citrico (subproducto )
) o Sabor fruta inmadura,
del ciclo respiracion--- )
o astringente
fotosintesis)

Alcohol

Fermentacion alcohdlico---

acética Se incrementan

Acido acetico considerablemente los niveles

prexistentes

Acido butirico (oxidacion de

fenoles) ] ]
Fermentacién fenélica Sabor a mantequilla rancia,
sudor
Fermentacion butirica Acido propidnico Sabor a cebolla

Fuente: (Diaz & Fernandez, 2011; Rivera, J. A., & Diaz, 2009)

1.7. SISTEMAS DE FERMENTACION DEL CAFE

A continuacién se presentan los principales factores en la fermentacion del café referenciados

como influyentes en las caracteristicas finales en la bebida:
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Fermentaciones sélidas: el proceso de fermentacion en estado sélido (SSF) se define como
una fermentacion casi en ausencia de agua, pero con la humedad suficiente en el sustrato

que permita el crecimiento de los microorganismos (Pandey, 2003).

Fermentaciones sumergidas: el café en baba se deposita en el fermentador y luego se agrega
agua, en una cantidad con relacién a la masa de café a fermentar; de esta forma se cambian
la composicion quimica y microbioldgica del sustrato. Los sistemas de fermentacion
sumergidos son mas homogéneos que los de sustrato solido. Para el café se recomiendan
fermentaciones sumergidas en una relacion 30:100 (30%. Se tapona el desague del
fermentador y se adicionan 30 L de agua limpia por cada 100 kg de café baba (Puerta,
2012b).

Tipo de alimentacion del sustrato: las fermentaciones del café se hacen de forma
discontinua, debido a los tiempos de recoleccidn del café; asi, cada lote de café despulpado
se fermenta y sequidamente se lava y se seca. En las fermentaciones continuas industriales
se suministra nuevo sustrato después de determinado tiempo de proceso y también
microorganismos fermentadores, ademas simultdneamente se van retirando los productos
(Puerta, 2012b).

Abiertos o cerrados: en las fermentaciones del café abiertas ocurren natural y
simultaneamente las fermentaciones lacticas por Lactobacillus spp. y Streptococcus spp.,
y la fermentacién alcohdlica por las levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae.
Por el contrario, en los sistemas cerrados, los fermentadores se tapan, lo cual favorece

también el desarrollo de fermentaciones mixtas, por las Enterobacteriacea (Puerta, 2012b).

Aireacion: usualmente, en la fermentacion discontinua no se agrega ni quita oxigeno y en
los sistemas abiertos el CO> sale naturalmente del sistema. En los procesos continuos se
requiere suministro de oxigeno para mantener el crecimiento de las levaduras y bacterias
fermentadoras (Puerta, 2012b).

Agitacion: en la fermentacion de los granos de café se recomienda una homogeneizacion
al inicio de la fermentacién, y al final, antes del lavado, para la medicion de las

caracteristicas del sustrato fermentado y de los granos, pero no se recomienda una agitacion
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continua del sistema durante el proceso de fermentacion del café. Para producir etanol o
acido lactico en las fermentaciones industriales de los residuos se requiere agitacion
constante del sistema, con el fin de mejorar la homogeneizacién y los rendimientos (Puerta,
2012b).

1.8. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

La fermentacion en estado solido (FES) es entendida como un proceso que mejor imita el habitat
natural de la mayoria de los microorganismos, los cuales pueden desarrollarse con el manejo de
los pardmetros de manera efectiva, para la produccion de metabolitos secundarios (Te Biesebeke
et al., 2002). Se ha presentado algunas ventajas especialmente en escala de laboratorio, tales como
alta productividad en la fermentacion, alta concentracion y estabilidad de productos finales, menor
represion catabolica, cultivo de microorganismos especializados, entre otras (Holker, Hofer, & J,
2004; J. C. Oviedo, Casas, Valencia, & Zapata, 2014)

1.9. MEDICIONES EN LA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

La medicidn principal en un bioproceso es la sintesis de biomasa durante el tiempo. Este se emplea
principalmente en las fermentaciones sumergidas mediante métodos directos. Sin embargo, estos
métodos no son aplicables a fermentaciones sélidas, debido a que en este caso la biomasa es parcial

o totalmente adherida a la superficie del sustrato (Pandey, Soccol, & Larroche, 2008).

Se han desarrollado métodos para medir la biomasa en fermentaciones sélidas que pueden dividirse

en métodos directos e indirectos.

Los métodos directos se basan en la separacion de la biomasa seguida de un procedimiento
estdndar normal como el establecido en fermentaciones sumergidas (conteo celular, etc). La
principal desventaja es que necesita una extraccion completa de la biomasa mantenida en el
sustrato (Pandey et al., 2008).
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Los métodos indirectos estan basados en la determinacién de un compuesto en particular de la
célula, o el micelio que no esta presente en el sustrato. Estos métodos incluyen: a) determinacion
del contenido de glucosamina; b) método ergosterol; ¢) determinacién de ADN; d) determinacion
de proteina. Estos métodos también pueden presentar problemas porque pueden dafar las células
0 los micelios al tomar las muestras. Algunos autores plantean el método de procesamiento de
imagenes (Duan, Wang, & Chen, 2012; Firrao et al., 2010) y el método de balance de gas
metabdlico (Pandey et al., 2008), como otros métodos indirectos que pueden superan estas
dificultades.

1.9.1  Procesamiento digital de iméagenes (PDI)

Una alternativa para la medicion de la biomasa en FES es el procesamiento digital de imégenes.
Las investigaciones del procesamiento digital de imagenes recientemente han tomado fuerza ya
gue proporcionan una respuesta rapida, economicay menos laboriosa como lo implican los analisis
quimicos en laboratorios, ademas de los recursos que estas implican (J. Oviedo, 2014). Para el
café, se encontraron reportes del empleo de esta técnica en la evaluacion de aromas en café (Chen,
Zhang, Zhao, & Ouyang, 2013), en la clasificacion de café (Aycheh, 2008) y en la determinacién
de la afectacion de la enfermedad en la planta del café, denominada mancha de hierro (Guzman,
Gbmez, Rivillas, & Oliveros, 2003)

1.9.2  Meétodo de balance de gas metabolico

Puede ser considerado como método de medida directa de la cinética. EI O2 consumido o el COz
exhalado pueden ser relacionados linealmente con la sintesis de biomasa en un sistema aerobico.
Pero es indirecto para la estimacion de biomasa. En el proceso anaerobico, el CO> es un indicador
directo de sintesis de biomasa y asociado a formacion de productos como es el caso de la

fermentacidn alcoholica. El procedimiento implica un balance de O, y CO2 considerando el flujo
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de aire a traves del fermentador. El balance de O2 consumido considerando el sistema es (Pandey
et al., 2008):

02 consumido = 02 entrada — 02 salida ’
Ecuacion (1).

Fuente: (Pandey et al., 2008)

Los flujos volumétricos de entrada son obtenidos asi (composicion de aire puro se asume como
20.9% Oz y 79.1% Ny);

Vo, = (20,9/100) F, ,

Ecuacion (2).

Vy,, = (79,1/100)F,

Ecuacidn (3).

Fuente: (Pandey et al., 2008)

Donde:

Vo,, - flujo volumétrico de oxigeno a la entrada del fermentador (I/h).
Vn,, - flujo volumétrico de nitrégeno a la entrada del fermentador (I/h)

Fe: flujo de aire a la entrada del fermentador (I/h)

Se asume que el aire de salida del fermentador es consumido y tiene como composicién solo Oa,
CO2y Noa.

Vo,, = (%025/100)F;

Ecuacion (4).

Veo,s = (% CO,5/100)Fs
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Ecuacion (5).

Nzs —

(100 —%0,5 — %COZS) E
100 s

Ecuacion (6).

V0s consu = (20,9/100)F, — (%0,5/100) F;

Ecuacion (7)

Fuente: (Pandey et al., 2008)

La relacion entre Fe y Fs se obtiene considerando que el N2 no es consumido durante el proceso.

VNZ entra = VNZ sale ’

Ecuacidn (8)

Fuente: (Pandey et al., 2008)

Donde:

Vo,,: flujo de oxigeno volumétrico a la salida del fermentador (I/h)

Vco,,: flujo de didxido de carbono volumétrico a la salida del fermentador (I/h)
Vn,,: flujo de nitrégeno volumétrico a la salida del fermentador (I/h)

Fs.flujo de aire volumétrico a la salida del fermentador (I/h)

La relacién entre el flujo de aire de la entrada y la salida del reactor es:

. _( 79,1F, )
$ 7 \100 — %0, — %C0,/ ’

Ecuacion (9)
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El flujo de oxigeno volumétrico consumido es:

0,791 %0, )
e ]

v = (0,209 -
02 cons 100 — %02 — %COS

Ecuacion (10)

Asumiendo que no hay CO: a la entrada del fermentador, el flujo volumétrico de CO producido

€s:

v 0,791 %C0,
COzprod ™ 100 — %0, — %CO, ¢ '

Ecuacion (11)

Fuente: (Pandey et al., 2008)

1.9.3  Modelacion matematica

La modelacion matemaética para la fermentacion en estado sélido es la busqueda de expresiones
matematicas que representen un sistema en consideracion, en las que se establezcan las relaciones
o funciones entre variables que caractericen el sistema. Esto se hace con el objeto de cerciorarse
de la validez del sistema para establecer diferentes parametros que caractericen un proceso
particular y encontrar mecanismos apropiados para desarrollar y controlar el proceso (Pandey,
Soccol, Leo, & Nigam, 2001).

En el capitulo tres se trataran algunos modelos y las ecuaciones que se han reportado en FES y que
pueden ser de utilidad para el desarrollo de un proceso de fermentacion en estado solido para el
café, teniendo como el objetivo la produccion de componentes que enriquezcan la taza como es el

caso del 5-O-cafeoilquinico.

A continuacidn, en el capitulo dos, se incluye una relacion de los trabajos recientes encontrados
sobre fermentacién en estados solido FES vy los hallazgos con respecto a los microorganismos y
enzimas investigados en el proceso del café y su relacion con la produccion de compuestos

fenolicos, grupo quimico al que pertenecen el acido 5-O-Cafeoilquinico.
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CAPITULO 2

FACTORES BIOTICOS Y ABIOTICOS QUE INFLUYEN EN EL CONTENIDO DE 5-O-
CAFEOILQUINICO

En el caso de la planta de café, el principal componente de los &cidos clorogénicos, es el &cido 5
O-cafeoilquinico (5CQA), que cumple también una funcion ecoldgica en la planta. Este &cido es
un metabolito de la ruta metabdlica del fenilpropanoide que es inducida por estrés en relacion a
factores bioticos (herbivoros, microorganismos patégenos) y abioticos (UV, temperatura,
nutrientes y luz). Se cree que la funcion especifica en la planta es defensa contra la infeccion
microbiana y herbivoros, que actiia como una pantalla contra la radiacion UV dafiina y eliminacion

de radicales libres y otras especies oxidativas (T. W. Baumann, 2005; Cheng et al., 2016).

Los fenilpropanoides son un grupo de metabolitos secundarios de las plantas, derivados de
fenilalanina y que tiene una amplia variedad de funciones, tanto como moléculas estructurales y
de sefializacion. La fenilalanina se convierte primero en &cido cinamico por desaminacion. Esta es
seguida por hidroxilacion y frecuente metilacion para generar cido cumarico y otros &cidos, con
una unidad de fenilpropano (Ce-C3). Las reduccién de los grupos carboxilo CoA- activados de
estos acidos resultan en los correspondientes aldehidos y alcoholes. Los alcoholes se denominan
monolignoles, los compuestos de partida para la biosintesis de la lignina (DBGET, 2016). La

Figura 6 presenta la ruta metabolica de los fenilpropanoides.



| PrENYLPROPANOID BIOSYNTHESIS |

|
|
|
|
|
|
|
|
L

62.1.12 112
2311330 114133
-y ﬁl Caffenyl a
. . R shikiraic ac shilairade ac: 5H -
frans-J-ychosgy y CiamogiCos _\__ _ gl Lo Caffeoyl y Doy ferui;d;f-@gﬁ
\ -L-oarmaro -,
——— Lkl e £ ek 11413 > 211104 - 21 11041
|
[ —— o 1 121
p-Coumaroyl
tuinic acid

12144

PETREE| o on BRTTER]

-D-Cucosyl-
B-c:o!.l.mamtey @

O

(20

5-H: -
o eraldxghyds

Sperruidine
NLN5N10- N1N5N10- N1H5 N0 N5 H10-Tr- HLHN3-
Phenylalanine tyrosine T Tricouraroyl- Treaffenyl- Triferdloyl- (hydlqg;feﬂnyl)- Diffrdrosrfenioy])-
and tryptophan binsynthesis - spennidin spermidifie spermidine e H10-sinapoyl-spernidine
= 11413 L% ©
|
. é | 3-(2-Catboupethenyl)-
Phenylalanine | Cis, cis-mw:o)angte ¥ Seopoletin Seopolin
| P O— 2411280
l A 1-0-Sinapoyl-
y Cinnamic acid | l S-Hyrdroorferulic acid Sinapic acid BD it
1141311 21.168 O 211468 241140
l Si.na[;uoyl—
! p Ubisuonone malate
1141314 biostythesis

Coumnaraldehyde — alehick
| F i 11413, e 21168 21162
Cinmaroaldshpde oy
-3 1-
E_wm‘;ﬂr&sﬁj{e Flavonoid binsymthesis
Stilhenoid, diaryTheptanoid and o ] alcohnl - eryl aleohol i
1 ] p-Coumary] alco alehol 1) Sinapyl aleohal
gingerol biosymthesis b .—-—>2.1.1 62 O 21168
p-Coumaryl acetate Coniferyl acetate
Coumarinate O (—?.—-—-CFAT [ CFAT |
[Lriziz]  [riise] [111.17] [Lriaz]  [ri13i] [L1L17] [111121] [FETEE] [
241111
O Chavicol O Isochavicol Y Eugenol O soeugenol ¥ 4 ¥
: ISV EiFE) i . il Syngn
H . 4 Hydmysimanyl- 2011 [2104][2102%]  Guperilemin Coniferin S-H § Syringy] ligni Syringi
pher{g‘?fuhgnym alcognM-D-glumsﬁs + et olenn guamygfr‘f%m
| J
o o] o]
Methylchavizal — Anethole Iethyleugenol Isorethylengenol
00240 4516
() Kanehizsa Laboratories
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Fuente: (DBGET, 2016)

60



61

Con respecto a los acidos clorogénicos, se encontrd relacion entre la expresion de enzimas
especificas y la acumulacion de estos compuestos en la semilla de café, de acuerdo a sus estados
de desarrollo. El incremento del contenido de 5-CQA se relacioné con la expresion de las enzimas
codificadas PAL (fenilalanina amonio liasa), C4H (trans-cinamato 4-hidroxilasa), 4CL (4-
coumarato: CoA ligasa), C3’H (p-coumaroyl CoA 3-hidroxilasa) y HQT (hidroxicinamoyl-CoA
quinato hidroxicinamoyl), durante los 120 a 150 dias después de la floracion (DAF). Durante la
etapa entre los dias 150 y 210 DAF, se encontrd un retraso en la acumulacion en climas mas frios
y una correlacion positiva con la temperatura (Cheng et al., 2016).

PAL (fenilalanina amonio liasa) es la enzima punto de ramificacion entre el metabolismo primario
(via shikimato) y el metabolismo secundario (via fenilpropanoide) (Dixon & Paiva, 1995). Se ha
encontrado que la expresion de PAL y C4H en la regulacion de la biosintesis de CGA esté sujeto
a cambios ambientales incluidos el estrés biotico y abiotico (Benveniste, Salalin, & Durst, 1978;
Tovar, Romero, Girona, & Motilva, 2002), sin embargo, no hay investigaciones sobre el rol de la
influencia ambiental en la calidad del café, méas alla de los estudios de adaptacion de la planta
(Cheng et al., 2016).

A continuacion, se plantean algunas consideraciones basadas en los reportes encontrados en
relacion a la interaccidn de varios factores de relevancia en fermentaciones en estado sélido (FES),
entre estos la humedad, la temperatura y los microorganismos y enzimas, que pueden incidir en la
conservacion, potencial antioxidante y generacion de acidos clorogénicos como el 5-O-
cafeoliquinico en el café.

2.1 FERMENTACION CONTROLADA EN CAFE

En el caso de la fermentacién de café, la emulacion controlada de unas condiciones ambientales
bioticas y abidticas, darian lugar al estimulo de los mecanismos de defensa de la semilla mediante
un estrés oxidativo, similar al que se produce en los cuerpos bioldgicos como el cuerpo humano.
A su vez, el efecto de los productos generados por el metabolismo de los microorganismos y las

enzimas generadas, pueden aportar caracteristicas organolépticas y enriquecer el grano.
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Hace menos de diez afios se consideraba la fermentacion con el objetivo exclusivo de drenar la
pulpa para facilitar el secado de las semillas (Pereira et al., 2016). En los afios recientes se ha
establecido que a partir de los procesos bioquimicos durante la fermentacion, las enzimas
producidas por los microorganismos presentes en el mismo mucilago, fermentan y degradan los
azucares, lipidos, proteinas y acidos, y los convierten en alcoholes, acidos, ésteres y cetonas, que
pasan a ser en sustancias que cambian las caracteristicas de olor, color, pH y composicion del

sustrato (el mucilago) y también de los granos de café (Puerta, 2010, 2012a).

La velocidad y la clase de productos generados en la fermentacion del café dependen de factores
que afectan el metabolismo mismo de los microorganismos como la temperatura externa, el tipo
de sistema de fermentacion, el tiempo de proceso, la calidad del café en baba, la acidez del sustrato,

la disponibilidad de oxigeno y la higiene del proceso, entre otros (Puerta, 2015).

2.2 PARAMETROS DEL BIOPROCESO DE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

2.2.1 Relacion de agua en el sistema

La relacién de agua en un sistema de fermentacion solida es uno de los factores de evaluacion
criticaen el proceso, porque la actividad de agua (aw) del sustrato tiene una influencia determinante
en la actividad microbial. El aw del medio ha sido atribuido como un pardmetro fundamental para
la transferencia de masa de agua y solutos a través de las células microbianas. El control de este
parametro podria ser usado para modificar la produccion metabdlica o la excrecién de un

microorganismo (Rodriguez-Leon et al., n.d.; Singhania et al., 2009).

Al igual que la relacion de agua en el sustrato, la humedad relativa del aire también afecta el
producto de interés en la fermentacion. Al respecto se encontré el incremento de un compuesto
fenolico producido por Aspergillus oryzae en fermentacion en estado sélido por 72 h a 30 °C, con
monitoreo en el suplemento de oxigeno, transferencia de calor y actividad del agua. En este caso,
la circulacion de aire humidificado, disip6 el calor producido por la fermentacion, manteniendo

los porcentajes de agua en el sustrato lo que permitio el incremento en el crecimiento del hongo y
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la produccidn de los compuestos fendlicos (Bhanja, Rout, Banerjee, & Bhattacharyya, 2008). La
adicion de agua al sustrato es extremadamente importante cuando este contiene hemicelulosa y
pectina, debido a que absorben mas agua, y potencian el incremento del crecimiento de los
microorganismos en el sustrato (Madeira Junior et al., 2013; Martiinez-Avila, Aguilera-Carbd,
Rodriguez-Herrera, & Aguilar, 2012).

El monitoreo de las condiciones de humedad en la fermentacion también puede influir en el control
de hongos no benéficos producidos en el café, siendo el caso del hongo Aspergillus ochraceus
(principal productor de la Ochratoxina A, OTA). Este hongo estad ampliamente distribuido en la
fincas cafeteras, en ambientes de beneficiaderos, secadores solares, cisco, café pergamino y café
almendra (Puerta, 2006). Su presencia causa dafio al café s6lo cuando ocurren condiciones
adecuadas de humedad, temperatura, tiempo y deficiencia en higiene. Otros microorganismos no

benéficos para la calidad del café y el aw para produccion de toxinas se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Minima actividad de agua (aw) para el crecimiento y produccion de toxinas por diferentes

hongos.
Minima aw de Minima aw para
Microorganismo crecimiento de produccion de Toxina
microorganismo toxina

Aspergillus 0,83-0,87 Ochratoxina A

0,76 - 0,83
ochraceus 0,81-0,88 A. penicilico
A. clavatus 0,85 0,99 Patulina
A. flavus 0,78 -0,80 0,83-0,87 Aflatoxina
A. parasiticus 0,78-0,82 0,87 Aflatoxina
Penicillium

0,82 -0,85 0,99 Patulina

expansum



64

Minima aw de Minima aw para
Microorganismo crecimiento de produccion de Toxina
microorganismo toxina
P. verrucosum 0,81-0,83 0,83-0,9 Ochratoxina A

Fuente: (Puerta, 2006).

Las condiciones de aw, tanto en las relacionadas con el crecimiento del microorganismo, asi como
para la produccién de toxinas debe ser controlada y monitoreada en la FES. La temperatura afecta
lamovilidad de las moléculas de agua y el equilibrio entre fases de vapor y adsorbente. Un aumento
de la temperatura, para actividad de agua constante, provoca un descenso de la cantidad de agua
absorbida. Una excepcion a esto se presenta en el caso de ciertos azicares y componentes de baja
masa molecular que se disuelven en agua y se vuelven mas higroscopicos a temperaturas mas altas.
Por otra parte, la reactividad quimica y microbioldgica se ve afectada por la relacion temperatura-
contenido de humedad, ya que un aumento de la temperatura provoca un aumento de la actividad

de agua a un contenido de humedad constante (Barbosa-Céanovas, G. & Vega- Mercado, H, 2000).

2.2.2 Propiedades termo-fisicas

Las propiedades termo-fisicas influyen directamente en el disefio de cualquier proceso térmico ya
que estan involucradas en la transferencia de masa y de energia térmica, y tienen una estrecha
relacion con la estructura celular y quimica de los materiales. Normalmente se utilizan modelos
basados en la composicién basica de los materiales (alimentos, proteinas, aceites, agua, etc.) para
calcular indirectamente estas propiedades (Joseph, 2001). Delgado, et al. (2009), encontraron que
los parametros difusividad, efusividad, conductividad y calor especifico cambian apreciablemente
cuando se profundiza en el grano de café. La Tabla 10 muestra los parametros correspondientes a
muestras de café organico y convencional. Las medidas de difusividad y efusividad térmica fueron
obtenidas del ajuste de curvas de intensidad de la sefial fotoacustica, mientras que la conductividad

térmica y el calor especifico fueron calculados.
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Tabla 10. Parametros termo-fisicos de muestras de café organico y convencional.

Efusividad o _
rmi Conductividad Capacidad
e érmica
Variable Difusividad térmica calorifica
, . (Wsl/z
térmica (cm?/s)
(WemiK1)  (Jem3K?
cm 2 K1)
0 0,00152 + 0,094 + 0,0037 + 24+0,2
0,00002 0,007 0,0003
200 0,00152 + 0,26 + 0,0101 + 6,67 £ 0,09
Profundidad 0,00002 0,003 0,0001
(wm) £ um 400 0,00184 + 0,207 + 0,0089 + 48+0,1
0,00002 0,005 0,0002
500 0,0013 + 0,197 + 0,0071 + 55+0,2
0,00007 0,006 0,0003
o 0,00138 = 0,061 + 0,00226 + 1,64 +0.06
Tradicional
0,00002 0,002 0,00008
Cultivo
o 0,00108 = 0,067 £ 0,00220 + 2,04 +£0,04
Organico
0,00002 0,001 0,00004

Fuente: (Delgado, Vela, & Rincon, 2009)

La difusividad térmica de un material, indica la razon a la que el calor se distribuye en un material.
Si se somete a un cambio de temperatura a dicho material su temperatura variard en mayor o menor
medida, cuanto mayor sea la variacion mayor sera su difusividad térmica. Dicha razon depende no
solamente de la conductividad térmica del material, sino también de la razén a la cual puede
almacenar la energia. Segun D. Bicanicm, et al. (2004), S.O. Ferreira, et al., (1998) y G. Ziegler,
et al., (1981), este pardmetro de transporte térmico es Unico para cada material y por ende
relacionado con su microestructura y composicion quimica, y de acuerdo con O. Ochoa, A, et al.,
(2006), es de especial interés para la optimizacion de procesos de almacenamiento, congelacion y

tostado de alimentos (Delgado et al., 2009). La utilidad de estos parametros en FES se puede
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relacionar con la distribucion del calor en la interaccion masa (semilla) — sustrato (mucilago), la
composicién quimica de la semilla de acuerdo a los compuestos que se pueden acumular, asi como
con las condiciones de almacenamiento posteriores a la FES. Para desarrollos de FES se deben
realizar las mediciones de las propiedades termo-fisicas del mucilago.

2.2.3 Temperatura

Estudios alrededor de la temperatura demostraron que esta tiene efecto en la velocidad de las
degradaciones del mucilago de café. Mediante la refrigeracion entre 4 y 8°C se retraso la velocidad
de las fermentaciones alcohdlicas y lacticas; asi, en refrigeracion a las 31 horas se degrado el 20%
de los azlcares reductores en comparacion con 30% a temperatura promedio de 23°C; por otro
lado, a las 20 horas de fermentacién el mucilago de café present6 una acidez 3,5 veces mayor que
la inicial, mientras que en el mucilago refrigerado por el mismo tiempo esta acidez solo aumento
un 20% con respecto al mucilago fresco (Puerta, 2012b). La condicidn de temperatura baja genera
como efecto la ralentizacion de los procesos metabdlicos en los organismos al igual que en los

microorganismos.

Se evaluaron los cambios en los compuestos quimicos del mucilago y en los volatiles del café
tostado, a partir de fermentaciones sélidas y sumergidas de café a temperaturas constantes de 15+1
y 20£1°C, y a temperaturas entre la noche y el dia de 18 a 26°C (promedio 23°C) en sistemas
abiertos y cerrados. Se encontrd que la temperatura del ambiente donde se desarrolla la
fermentacidn controlada del café diferencia la proporcion y tipo de aromas y sabores de la bebida,
asi como, las cantidades de sustancias volatiles en el café tostado y en el mucilago fermentado.
Las diferencias se atribuyen al efecto de la temperatura en la fermentacion, debido a que todos los
otros factores como origen geografico del café, variedad, madurez, agua de proceso, secado y

métodos de analisis se mantuvieron constantes (Puerta, 2015).

Cuando la fermentacion del café se realizd a 15°C se incrementd la frecuencia de sabores
especiales y de café con calidad especial y superior, en comparacion a la calidad obtenida en
fermentaciones a temperatura ambiente de 18 a 26°C. De otra parte, la presencia de defectos

(speros, a madera y agrios) es mas frecuente en fermentaciones realizadas a temperaturas mas
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altas, en sistemas cerrados, sélidos y para tiempos de fermentacion por encima de 42 horas (Puerta,
2015).

2.2.4 pH del sustrato

El pH del sustrato determina las actividades enzimaticas, debido a que cada una depende de
diferentes valores éptimos de pH (Sermanni & Tiso, 2008). Ademas de un pH 6ptimo, cada enzima
presenta termoestabilidad a diferentes rangos de temperatura, lo que optimiza su efecto hidrolitico

segun el sustrato (Patel, Singhania, & Pandey, 2016).

En estudio sobre el efecto del pH en las propiedades antioxidantes en cultivos sumergidos de
Antrodia camphorata, un hongo medicinal y tradicional Chino (Basidiomiceto), que tiene entre
sus componentes quimicos potenciales importantes, las lactonas sesquiterpénicas, esteroides, y
triterpenoides, entre otros, se reporto que a bajo pH (3.0) se favorece el crecimiento celular, pero
altos pH (5.0), favorecen las propiedades antioxidantes, siendo los fenoles totales, los posibles
responsables de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de los micelios y los
filtrados (Shu & Lung, 2008).

El estrés alcalino es un factor importante en la produccion y activacion de compuestos fenoélicos
(Madeira Junior et al., 2013). Se reporta una correlacion linear entre el incremento del pH y la
cantidad de &cido Galico en la fermentacion de bagazo de cafia y semillas de algodon, debido a las
mejores condiciones para la actividad enzimatica generadas por el efecto del pH, mejorando la
hidroélisis del sustrato e incrementando la produccion del compuesto (Ravindran et al., 2011).
Aunque el pH es un factor de mayor incidencia en cultivos sumergidos que en los de estado sélido,
este parametro tiene influencia significativa en la fisiologia del microorganismo y afecta el

rendimiento de los biocompuestos metabolizados(Shu & Lung, 2008).
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2.2.5 Aireacion y agitacion

La aireacion y agitacion son dos parametros importantes en el proceso de fermentacion en estado
solido, debido a la demanda de O> del proceso aerobio, y el fenomeno de transporte de calor y
masa en un sistema heterogéneo. Un criterio para expresar la aireacion en un sistema particular se
obtiene por la intensidad del flujo de aire. Este valor es el flujo de aire expresado por unidad de
peso de sustrato (1 aire kgt m™). Debe quedar claro si el peso considerado para el célculo es en
base seca 0 humeda. Una vez que el nivel de aireacion se encuentra como un factor intensivo, este
valor podria servir como criterio de aireacion para escalas superiores del proceso. Otro punto a
tener en cuenta es la calidad del aire, especialmente la humedad del aire que entra al fermentador.
En fermentaciones sélidas comunmente se utiliza aire saturado para evitar deshidratar el sustrato
(Pandey et al., 2008).

2.2.6 Mezclado

La agitacibn o mezclado puede resultar en ocasiones no conveniente porque algunos
microorganismos no toleran las fuerzas de rozamiento. Por esta razon se ha empleado con mayor

frecuencia la circulacion forzada de aire o aireacion (Mazaheri & Shojaosadati, 2013).

2.2.7 Tamano de particula y uniformidad de la biomasa

Con respecto al tamafio de particula, se debe tener en cuenta que la superficie de la matriz el
sustrato tiende a disminuirse en el caso de la formacion del micelio, particularmente cuando se
utilizan hongos durante la fermentacion. La contraccion de la matriz del sustrato puede provocar
canalizacion durante el proceso. Cuando se emplean residuos agroindustriales, es muy frecuente
realizar un pretratamiento para lograr una mejor funcion de los microorganismos. Generalmente
se utiliza la reduccion de tamafio de particula para exponer mayor superficie de contacto. Una

reduccion minuscula del tamafio de particula también puede crear problemas de canalizacion y
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compactacion de la matriz, generando problemas de transferencia de masa y calor (Pandey et al.,
2008).

Entre los factores criticos, se expone que son la humedad y la naturaleza del sustrato sélido, los
que afectan a los procesos mas importantes de la fermentacion en estado solido. La seleccion de
la humedad depende del microorganismo empleado y también la naturaleza del sustrato. Los
hongos necesitan una humedad entre 40-60%. La seleccion de sustrato depende de varios factores,
principalmente relacionados con el costo y la disponibilidad, y por lo tanto puede implicar la

mezcla de varios residuos agroindustriales (Singhania et al., 2009).

Otros pretratamientos han sido considerados en fermentacion, como es el caso de la hidrolizacion
enzimatica de la pulpa de café, obteniendo azucares reductores, para luego ser llevada a
fermentacion en estado sélido con inoculacion de la bacteria terméfila B. coagulans y producir
L(+)-acido lactico (Pleissner et al., 2016).

2.2.8 Condiciones asépticas e In6culo microbioldgico

El recuento y la clase de microorganismos presentes en un momento dado de la fermentacion del
café dependen de la poblacién inicial en los frutos y granos despulpados, de las condiciones
ambientales como la temperatura, los gases como el COz, la actividad del agua, el pH, el potencial
redox, la higiene, del tiempo transcurrido y del sistema y la dilucion del sustrato. En la
fermentacion de café, una zaranda en inadecuadas condiciones de higiene puede cambiar los

recuentos y tipos de microorganismos del sustrato a fermentar (Puerta, 2012a).

2.2.9 Morfologia de los microorganismos

El potencial de la fermentacién en estado solido se encuentra en la compatibilidad del
microorganismo cultivado con el sustrato y una alta concentracion de sustrato disponible para la

fermentacion. La fermentacion en estado sélido se debe parecer al habitat natural de
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microorganismos (especialmente en los casos de hongos filamentosos), siendo la eleccion
preferida de los microorganismos para crecer y producir productos de valor agregado util
(Singhania et al., 2009).

En el caso especifico de la morfologia de los hongos, su crecimiento en estado sélido es en forma
micelial, donde las hifas son producidas de forma aérea y penetrando el sustrato (Te Biesebeke et
al., 2002). Esta caracteristica fenotipica del patron de crecimiento es comun para todos los tipos
de FES en comparacion con las fermentaciones sumergidas, donde la macro-morfologia varia de
micelio libremente dispersado, a micelial con formacion de grumos y granulos de micelio densos
(Papagianni, 2004).

Se han referenciado varios tratamientos biolégicos, que incluyen el uso de microorganismos en la
FES con el proposito de producir compuestos bioactivos a partir del uso de la pulpa de café como
sustrato. Los microorganismos como los hongos filamentosos han sido los mas utilizados (50%),
seguidos de las levaduras (30%), los actinomicetos (15%) y las bacterias (5%) (Singhania et al.,
2009). La fermentacién en estado sélido (SSF) se utilizé especificamente para la destoxificacion
bioldgica de la pulpa de café con hongos filamentosos en escala de laboratorio (Orozco, A. L.,
Pérez, M. |., Guevara, O., Rodriguez, J., Herndndez, M., Gonzélez-Vila, F. J., ... Arios, 2008) y
para la produccion de antioxidantes fenolicos a partir de residuos agroindustriales y plantas ricas
en taninos (Aguilar et al., 2008). Los desarrollos en FES para obtener cualidades en el café son

muy recientes. A continuacion se trataran algunas referencias encontradas sobre el tema.

Aunqgue a la fecha no se encuentran reportes sobre la correlacion entre un tipo especifico de
microbiota y la acumulacion de acidos clorogénicos en el café; se encuentran algunos estudios
sobre la incidencia de microorganismos, su relacion con el incremento de compuestos fendlicos,
grupo al que pertenecen los acidos clorogénicos como el 5-O-cafeoilquinico, y algunos cambios

en las caracteristicas sensoriales en el café generados a través de la fermentacion.
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2.3 MICROORGANISMOS Y ENZIMAS PARA EL DESARROLLO DE CUALIDADES
EN EL CAFE

Los diferentes tipos de bebidas de café estan caracterizadas por diversos matices en términos de
cuerpo, aroma, acidez y astringencia. Existen varios factores que influyen en la bebida final, y
entre estos esté la accion de los microrganismos (Esquivel & Jiménez, 2012). Aungue las plantas
son la fuente primaria de compuestos fenolicos, estos también se producen como metabolitos
secundarios de hongos basidiomicetos (Palacios et al., 2011; F. S. Reis, Martins, Barros, &
Ferreira, 2012), levaduras (Banach & Ooi, 2014) y enddfitos (de Carvalho, Silva, Chagas-Paula,
Luiz, & Ikegaki, 2016).

Se ha planteado que durante el proceso de fermentacion, los antioxidantes fendlicos son
producidos por dos vias: los microorganismos a través de rutas metabodlicas secundarias en
interaccion con la pulpa de café o la liberacidn de estos fendlicos de la matriz del substrato por
accion enzimatica extracelular que se inician posteriormente en el mismo grano (Schwan & Fleet,
2014). Diferentes enzimas extracelulares son producidas y simultaneamente utilizadas para la
extraccion y liberacion de fendlicos de la matriz del substrato junto con la produccion de nuevos

compuestos fenolicos por el metabolismo secundario de microorganismos (Dey et al., 2016).

La sintesis microbial tiene varias ventajas significativas sobre la sintesis quimicas, la extraccion
de plantas o los cultivos celulares de plantas por su rapido crecimiento, facilidad de cultivo y flujo
del proceso, eficiencia en costos y es mas amigable con el medio ambiente (Fowler & Koffas,
2009).

Los microorganismos involucrados en procesos FES pueden ser clasificados en dos grupos
principales: los naturales (se encuentran en el ecosistema) y los cultivos puros, usando cepas
individuales o una mezcla de cultivos. Los bioprocesos FES, a diferencia del compostaje y el

ensilaje, involucran cultivos puros de cepas conocidas (Pandey et al., 2008)

Un estudio que evalud el contenido de CGA de acuerdo a métodos de beneficio, reportd la

disminucion en el contenido de los CGA en Arabica en el método humedo con fermentacion por
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8 horas, con respecto al método seco y sin manejo de temperaturas; no se encontr6 cambios

significativos entre el método seco y semi-seco para la misma variedad (A. Duarte, 2010).

Con relacion a la actividad enzimatica por efecto de microorganismos y el contenido de CGA, se
reporto el efecto de tres diferentes microorganismos en la FES de salvado de avena como fuente
de compuestos fenolicos. Después de la FES, los &cidos caféico y ferulico incrementaron su
solubilidad y se facilité su extraccion, gracias a la hidrdlisis producida por diferentes tipos de
enzimas microbiales y sus actividades. Entre las enzimas producidas por estos hongos del género
Aspergillus se encuentran la glucésido hidrolasa, enzimas degradantes de celulosa o Xxilano y
esterasa, que pueden suavizar la estructura del ndcleo, descomponer las paredes celulares de los
cereales y liberar sustancias nutritivas esterificadas y de cadena insoluble. Esto representa grandes
ventajas sobre un proceso gque usa altas temperaturas y altos costos energéticos (Cai, Wang, Wu,
& Al., 2012). También encontr6 que las actividades antioxidantes de cereales y pseudocereales
fueron mas o menos mejoradas a través de la fermentacion por bacterias lacticas (Lactobacillus
rhamnosus) y levaduras (Saccharomyces cerevisiae) (Dordevi¢, Siler-Marinkovi¢, & Dimitrijevié-
Brankovic 1., 2010).

Para el caso del café, se ha reportado que las principales levaduras fermentadoras del mucilago
encontradas son Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
lipolytica, C. parasilopsis y C. pintolopesii, que producen etanol y CO», y las no fermentadoras
como Cryptococcus terreus, Rhodotorula rubra y R. glutinis. Las bacterias lacticas del mucilago
son Lactobacillus acidophilus, L. fermentum, L. plantarum y Streptococcus faecalis, entre otras,
las cuales producen &cido lactico, alcohol, &cido acético, acido formico y didxido de carbono
(Puerta, 2012a). También se reportaron bacterias anaerobias facultativas que producen
fermentaciones mixtas como Enterobacter spp., E. agglomerans, E. aerogenes, Erwinia sp.,
Escherichia coli, Klebsiella ozaenae, Proteus sp., Serratia fonticola y Citrobacter freundii;
ademas, bacterias aerobias del género Staphylococcus, actinobacterias del género Streptomyces,
bacterias anaerobias como Clostridium butyricum, y hongos de los generos Trichoderma,
Alternaria y en ocasiones Penicillium y Aspergillus (Puerta, 2012a).

La poblacion de levaduras y de algunas bacterias aerobias y aerobias facultativas aumenta en las
primeras horas de la fermentacion del café en sistemas abiertos y sin agua, sin embargo a medida

que el proceso avanza el pH inicial cercano a 5,2 desciende a valores entre 3,5y 4,0, de esta forma,
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se inhibe el crecimiento de coliformes y de otras bacterias del mucilago, aunque se favorece el
desarrollo de las levaduras y de las bacterias Lactobacillus que son acidéfilas. En el mucilago de
café maduro Saccharomyces crece continuamente durante la fermentacion, Candida y Torulopsis
se mantienen hasta las 50 horas, pero Rhodotorula y Cryptococcus s6lo se presentan en las

primeras 4 a 8 horas (Puerta, 2012a).

En el caso de los subproductos de café, se reportd que la pulpa de café fermentada con la cepa de
bacterias &cido lacticas (BAL) LC-01, podria ser una fuente redituable para la obtencion de
compuestos fendlicos que son capaces de reducir radicales libres, responsables de la aparicion de
células dafinas en el cuerpo humano (Lopez et al., 2013).

Los cultivos BAL son comunmente usados en la industria alimentaria como iniciadores para la
produccién de gran variedad de alimentos fermentados (Yang, Ji, Baik, Kwak, & McCaskey,
2005). La fermentacion lactica es un tipo de cultivo que permite la recuperacién de compuestos
que actualmente tienen un alto impacto en la salud humana y le pueda dar un valor agregado a la
pulpa de café (Cira, Huerta, Hall, & Shirai, 2001). Se ha utilizado la pulpa de café (residuo
lignocelul6sico) como fuente de carbono en la produccién de L(+)- acido lactico mediante
fermentacidn usando la bacteria Bacillus coagulans. EI mejor resultado en la produccion de L(+)-
acido lactico mediante fermentacidn sélida, se dio a escala piloto debido posiblemente a la mejor

mezcla y homogenizacion, lo cual los autores sugieren seguir investigando (Pleissner et al., 2016).

Otras alternativas de microorganismos que puedan participar en el metabolismo de los
componentes del sustrato en una fermentacién solida del café, pueden estar relacionadas con la
busqueda en la biodiversidad de microbiota costarricense, con los microorganismos que realizan
naturalmente la bioconversion de los materiales lignoceluldsicos. Uno de los ejemplos mas
sobresalientes se presenta en los microorganismos que habitan dentro de los intestinos de insectos
que se alimentan de madera en descomposicion. En este microecosistema existe una simbiosis
entre el insecto hospedero y los microorganismos asociados a su tracto digestivo: el insecto les
provee proteccion y un flujo constante de biomasa y los microorganismos degradan los materiales
lignocelulésicos proporcionandole a cambio carbohidratos y otros nutrientes (Rojas-Jiménez,
Hernandez, & Blanco, n.d.), entre ellos la degradacién de la lignina, compuesto que pertenece a la

ruta metabolica del fenilpropanoide, al igual que los CGA.
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Durante la fermentacion, diferentes enzimas extracelulares son producidas y simultaneamente
utilizadas para la extraccion y liberacion de compuestos fendlicos de la matriz del sustrato en un
proceso simple, junto con la producciéon de nuevos compuestos fendlicos por el metabolismo
secundario de microorganismos (Dey et al., 2016). Se ha encontrado que en la mayoria de los
casos, se obtuvieron rendimientos superiores en procesos enzimaticos que en los obtenidos con

procesos microbioldgicos (Madeira Junior et al., 2013).

La liberacion completa de los compuestos fendlicos ligados, es posible por hidrdlisis &cida o base,
sin embargo las condiciones acidas y de calor conducen a la degradacion de los derivados del acido
cindmico, acido p-cumarico, acido caféico y acidos felurénicos (Robbins, 2003). La degradacion
y extraccién de compuestos fendlicos de las paredes celulares por degradacion enzimatica,
representa una alternativa til y ecoldgica mediante el uso de enzimas hidroliticas como a-amilasa,

celulasa, xilanasa and estearasas (Dey et al., 2016)

se ha considerado que los metabolitos producidos en durante los procesos de fermentacidn pueden
difundirse al interior de los granos e influenciar la calidad final de la bebida (Reis-Evangelista,
Ferreira-Silva, PedrozodaCruz-Miguel, M.G. deSouza-Cordeiro, Marques-Pinheiro, A.C.
Ferreira-Duarte, & Freitas-Schwan, 2014). La diversidad microbioldgica en estos procesos es alta
y han sido identificadas varias especies de bacterias, levaduras y hongos filamentosos. Aunque la
actividad de la microbiota natural en el café ya ha sido estudiada por algunos autores, sigue siendo
necesaria la comprension de la influencia de diferentes grupos de microorganismos especificos en
la calidad de los procesos realizados en seco, semi-seco y humedo (C. F. Silva, Batista, Abreu,
Dias, & Schwan, 2008).

La Tabla 11 presenta algunos reportes de microorganismos cultivados en pulpa, cascarilla y

fermentaciones de café y el proposito o resultado de su utilizacion.

Tabla 11. Microorganismos cultivados en pulpa, cascarilla de café y procesos de beneficio

himedo, seco y semi-seco.

Microorganismo Proposito Referencia

(Penaloza, Molina, Gomez,

Asperqillus sp.© Enriguecimiento proteina
Perg P a P & Bressani, 1985)



Microorganismo

Propdsito

Referencia

A. niger @

A. niger ¢

A. Niger NRRL 2001 °

Ceratocystis fimbriata ©

F. moniliforme©

G. fujikuroi ©

L. edodes®

P. tannophilus

P. verrucosum®

Pleurotus sp. ¢

P. ostreatus ©

Produccidn pectinasa

Produccidn pectinasa

Acido citrico

Aroma frutti

Acido giberélico
Acido giberélico

Produccion champifién

Compuestos aromas

Degradacion cafeina

Produccion champifién

Produccion champifion

(Antier, Minijares, Roussos,
Raimbault, & Gonzalez,
1993;  Minjares-Carranco,
Trejo-Aguilar, Aguilar, &
Viniegra-Gonzalez, 1997)

(Boccas, Roussos,
Gutierrez,  Serrano, &
Vineigra, 1994)

(Vandenberghe, Soccol,

Pandey, & Lebeault, 1999)

(Soares, Christen, Pandey,
& Soccol, 2000)

(Machado,
Pandey, & Soccol, 1999)

Oliveira,

(Machado et al., 1999)

(Fan, Pandey, & Soccol,
1999b)

(Soares, Soccol, Pandey, &
Christen, 1999)

(Roussos, Hannibal,
DelosAngeles-Aquiahuatl,
Trejo-Hernandez, &

Marakis, 1994)
(Martinez & Quirarte, 1984)

(Fan, Pandey, & Soccol,
1999a; Thiclke, 1989)
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Microorganismo

Propdsito

Referencia

P. ostreatus °

Penicillium sp. ©

Saccharomyces cerevisiae

UFLAYCN727 ¢

S. cerevisiae UFLA YCN724
d

Candida
UFLAYCN448 ¢

parapsilosis

Pichia guilliermondii UFLA
YCN731¢

Staphylococcus warneri ©

Erwinia persicina ®

Enterobacter asburiae ©

Leuconostoc mesenteroides

e

Degradacion de cafeina

Produccidn pectinasa

Produccién aroma/sabor

Produccién aroma/sabor

Produccién aroma/sabor

Produccién aroma/sabor

Produccién sabor citrico y

herbaceo

Produccién sabor citrico y

herbaceo

Produccién sabor citrico,

herbaceo y nuez

Produccién sabor citrico,

herbaceo y nuez

(Fan,
Vandenberghe, & Soccol,
1999)

Pandey,

(Boccas et al., 1994)

(Reis-Evangelista et al.,
2014)
(Reis-Evangelista et al.,
2014)
(Reis-Evangelista et al.,
2014)
(Reis-Evangelista et al.,
2014)
(Reis-Evangelista, Ferreira-
Silva, PedrozodaCruz-
Miguel, M.G. deSouza-
Cordeiro, Marques-
Pinheiro, A.C. Ferreira-

Duarte, & Freitas-Schwan,
2015)

(Reis-Evangelista et al.,
2015)
(Reis-Evangelista et al.,
2015)
(Reis-Evangelista et al.,

2015)
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Microorganismo Propdsito Referencia

C. parapsilosis  UFLA

Produccion sabor caramelo  (Evangelista et al., 2014)
YCN448'

S. cerevisiae UFLA YCN727

. Produccidn sabor caramelo  (Evangelista et al., 2014)

) _ Produccion y modulacion de (L. W. Lee, Cheong, Curran,
Rhizopus oligosporus

aroma Yu, & Liu, 2016)
a. Mutantes
b. En extracto de cascarilla de café
c. Pulpa
d. Proceso fermentacion en seco en café
e. Proceso fermentacion hiumeda en café
f. Proceso fermentacion semi-seco en café

Fuente: adaptacion (Pandey et al., 2000)

Es claro que el efecto de la interaccion de diversos microorganismos con los diferentes
componentes del fruto de café o procesos de fermentacion, da como resultado aromas, sabores o

la produccion de compuestos Utiles para otras industrias, de acuerdo a los reportes de los autores.

Las propuestas del proceso FES con las que se busca evaluar la conservacion y produccién de

acido 5-O-Cafeoilquinico se plantea en la Figura 7.
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Clasificacion
hidraulica

7/ 0,025 L H20/kg c.p.s. /

Recibo de cereza

v

En seco

Despulpado sin agua

ransporte de pulpa si
agua

/ /

v

Fermentacion

T° =15-20°C
Circulacion forzada
Control °Hr y pH

v

Lavado y clasificacién de
café

0,3 L H:0/kg c.p.s.

v

Secado

v

Natural Mecénico

T° menor a 60°C

ITI

Andlisis fisico-quimico y
sensorial

— FT-IR modo trasmision (pellets de KBr) y ATR
(Bajko et al., 2015); FT-IR con Reflectancia total

v

atenuada (FTIR- ATR) (Reis et al., 2016); HPLC-

Almacenamiento

UV-Vis (Craig et al., 2016).

v

Venta de café

b)

Clasificacion

Recibo de cereza

hidréulica

7/ 0,025 L H20/kg c.p.s. /

A 4

En seco

Fermentacion

T°=15-20°C
Circulacién forzada
Control °Hry pH

Natural Mecanico

Rampa deT°

2

Andlisis fisico-quimico y
sensorial

FT-IR modo trasmision (pellets de KBr) y ATR
(Bajko et al., 2015); FT-IR con Reflectancia total

v

atenuada (FTIR- ATR) (Reis et al., 2016); HPLC-

Alamcenamiento

UV-Vis (Craig et al., 2016).

v

Venta de café

Figura 7. Procesos FES propuestos para evaluacion de la conservacion y produccion de acido 5-O-Cafeoilquinico. a)

Proceso de beneficio propuesto con fermentacion

con control de T°, Hr° y pH.

control de T°, °Hr y pH; b) Proceso de beneficio natural propuesto

En este tipo de fermentacion de café puede ocurrir lo siguiente (Diaz & Fernandez, 2011):



79

. Aumento de la poblacién de microorganismos de forma exponencial, al multiplicarse en el
mucilago.
. Consumo de dos terceras partes de los azucares simples del mucilago por los

microorganismos.
. Produccidn de acido lactico, acido acético y etanol (en una fermentacién normal).

. Disminucion del pH de 5.5 hasta cerca de 3.5 (aumenta la acidez) por la produccién de

estos acidos organicos.
. Aumento de la temperatura de la masa.

. Ruptura de las células que unen al mucilago con el pergamino.

2.4 DESCOMPOSICION DE ACIDOS CLOROGENICOS DURANTE EL PROCESO
DE INDUSTRIALIZACION

Todos los atributos que tenga un buen café son una suma de factores que van desde el manejo de
una variedad durante la etapa de cultivo, pasando por la poscoseha (beneficio y secado), hasta la

adecuada preparacion de la bebida.

Las caracteristicas organolépticas en las bebidas de café se deben a la interaccion y transformacion
de los componentes presentes en el grano, entre estos, los acidos clorogénicos (CGA), que aportan
cuerpo y propiedades antioxidantes, como es el caso del isémero del &cido quinico, 5-O-
cafeoliquinico (5-CQA) (Bajko et al., 2015). Los acidos clorogénicos en el cafe, contribuyen al
aroma, sabor y pigmentos en el producto (Rivera, J. A., & Diaz, 2009). Aunque los factores
genéticos (especie y variedad), aspectos fisiologicos (grado de maduracién), condiciones
ambientales (clima, composicién del suelo y préacticas agricolas) tienen gran influencia en la

composicion de los acidos clorogénicos del café verde (Farah & Donangelo, 2006).

En la etapa de poscosecha, los factores internos que influyen en la conservacion del grano de café
como semilla son la madurez del fruto y la viabilidad de la semilla. El estado o la viabilidad de la
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semilla del café, se refiere a la conservacion de las capacidades de esta para que ocurran las
reacciones metabdlicas asociadas a la germinacién. Factores externos como la humedad, la
temperatura y los gases, influyen en componentes importantes del metabolismo de la semilla, entre
estos el agua para la reactivacion del metabolismo y la difusion de los nutrientes dentro de la
semilla, la temperatura para activar las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones
bioquimicas, y la disponibilidad de O, y CO: para que la semilla mantenga sus actividades
metabdlicas. Estos factores inciden en la generacidn y conservacion de los compuestos de origen

metabdlico (Santamaria, Garcia, & Rosello, 2003).

La concentracion y composicion final de estos compuestos fenolicos dependen fuertemente de las
condiciones de procesamiento, encontrandose cambios en la composicién en relacion al calor al
que es sometido el grano, al punto en el que se presenta un decremento significativo entre el 30 y
el 70 % después del proceso de torrefaccion y molienda del grano; incluso se descomponen hasta
el 80% en el “tostado francés” (Rivera, 2013). Esto no significa que se pierda completamente el
efecto antioxidante, ya que la gran mayoria de los acidos clorogénicos se descomponen en mas de
30 &cidos organicos con un potencial antioxidante menor (Toci & Farah, 2008). La Figura 8
muestra de manera esquematica la hidrdlisis de los &cidos clorogénicos por el calor de la tostion
del café.

Acido clorogénico ———Calor / Tueste— Acido quinico  + Acido caféico

HO, —OH HO

HO

Figura 8. Hidrolisis de los acidos clorogénicos en la tostion
Fuente: (Bajko et al., 2015; Rivera, 2013)

En cuanto a la variacion en la concentracion de los acidos clorogénicos durante la postcosecha se
encuentran reportes en los que el 5-O-CQA decrece en el almacenamiento probablemente por la
actividad enzimatica y no-enzimatica y porque actia como antioxidante minimizando la oxidacion

de proteinas y lipidos (Renddn, Garcia-Salva, & Bragagnolo, 2014; Rodrigues, Benassi, &
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Bragagnolo, 2013), sin embargo se presume la degradacién por posibles efectos de contaminacion

microbiana (Pandey et al., 2000).

Algunos microorganismos como Bacillus coagulans, Pseudomonas aeruginosa, P. putida,
Penicillium rouquifortii, Penicillium curtosum, y Pleurotus sp., han sido reportados con capacidad
de degradacion de cafeina y polifenoles. Las condiciones para el control de los mismos deben ser
dadas para el proceso de fermentacion en estado solido, de tal manera que se pueda conservar los

polifenoles durante el proceso (Pandey et al., 2000).

2.4.1 Andlisis fisicoguimicos de &cidos clorogeénicos.

Por su importancia bioldgica, se han empleado técnicas instrumentales quimicas para detectar,
identificar y cuantificar los CGA’s como FT-IR, FT-IR ATR (N. Reis, Franca, & Oliveira, 2016),
FT-Raman (El-Abassy, Donfack, & Materny, 2011), NIRS, HPLC (G. . Duarte, Pereira, & Farah,
2010; Regazzoni et al., 2016; Wianowska, Typek, & Dawidowicz, 2015), HPLC- UV (Craig,
Fields, Liang, Kitts, & Erickson, 2016), entre otras, obteniendo datos mas aproximados
especialmente del 5-CQA para el andlisis FT-IR, tanto el estdndar puro como las muestras
posteriores a la extraccion, en el rango 4000-400 cm™ con resolucion espectral de 4 cm™ y usando
modo de transmision (pellets de KBr) y ATR (Bajko et al., 2015). Otros estudios en FT-IR con
Reflectancia total atenuada (FTIR- ATR) indicaron esta técnica como mas apropiada, y en espectro
total entre 4.000 — 700 cm™, permiti6 un modelo mas robusto para la discriminacion e
identificacion de compuestos a través de lectura de rangos de longitud de onda de lipidos, acidos
clorogénicos, cafeina y polisacaridos (N. Reis et al., 2016).

En la cuantificacion del acido clorogénico en café verde, se plantea el siguiente protocolo (Craig
etal., 2016):

e Reducir el tamafio de particula del café verde mediante método mecanico a temperatura lo mas
cercana a la ambiental y ponerlo en una solucion con etanol al 70% (V/V) (50 mL) y agitada
por 24 h. Las muestras pueden ser tratadas por el método de Ultra alta presion y puede ser
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realizado para la preparacion de las muestras pulpa seca, cascarilla y café tostado (Hu et al.,
2015).

e Parala preparacion de muestras HPLC-UV-Vis, se usa como diluente el acido formico al 2,0%
en Acetonitrilo ACN al 10% (aq) preparado por mezcla de aforo de 50 mL de ACN, 10 mL de
acido formico y 440 mL de agua Milli-Q. La fase mévil A esta compuesta por 0,1% de &cido
trifluoroacético (TFA) en agua, preparada por adicion de 1 mL de TFA a ~ 900 mL de agua
Milli-Q en un frasco volumétrico de 1000 mL bien agitado. El frasco se lleva a volumen con
agua Milli-Q y se transfiere al contenedor de la fase movil.

e Para las curvas de calibracion se prepara el estdndar con un peso de 5 mg de estandar en un
frasco volumétrico de 10 mL adicionando 10 mL de diluente, mezclando la solucion y llevando
a viales para el analisis. Las muestras de café verde son preparadas con 250 mg del extracto en
50 mL en frasco volumétrico y adicionando 40 mL de diluente. Las soluciones son sonicadas
por 10 minutos y enfriadas a temperatura ambiente y llevandolas a volumen con agua Milli-Q
mezclandolas bien. Alicuotas de la solucidn son filtradas usando filtros de poro 0,45 um. Los
filtrados son llevados a viales HPLC para el anélisis.

e Se realiza el analisis en HPLC. El sistema estaré equipado con columna C18 y detector UV-
Vis. La temperatura es mantenida a 25°C. La fase movil A es 0.1 % de TFA en agua a fase
movil B es ACN. El volumen de inyeccidn de la muestra es de 3 pL y el flujo se establece en
1,5 mL/min. El gradiente de elucion se establece segin la Tabla 12. El detector se establece a
330 nm.

Tabla 12. Gradiente de elucion para analisis HPLC.

Gradiente General

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 95 5
10 80 20

12 80 20



Gradiente General

Tiempo (min) A (%) B (%)
15 95 3)
15.1 5 95
16.5 5 95
16.6 95 5
19 95 )

Fuente: (Craig et al., 2016)
A: la fase movil A es acido trifluoroacetilico (TFA) en agua.

B: la fase maovil B es Acetonitrilo (ACN).
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CAPITULO 3

TERMODINAMICA DE LA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

De acuerdo con Sermanni y Tiso, (2008), los parametros que afectan un bioproceso como la
fermentacion en estado sélido son: actividad del agua y contenido de humedad del sustrato,
temperatura y calor transferido, pH, aireacion, difusion de nutrientes, mezclado, condiciones
asépticas, tamario de particula-densidad, propiedades fisico-mecanicas de la matriz sélida, indculo
microbioldgico, uniformidad de la biomasa y morfologia de los microorganismos. Todos estos
pardmetros se encuentran interconectados, sin embargo algunos toman mayor importancia en el
desarrollo de un nuevo bioproceso, particularmente en términos del producto a obtener y los
aspectos econdmicos del proceso.

En relacion a los principales pardmetros en fermentacion en estado sélido en cafe, a continuacion
trataran algunos modelos que pueden ser empleados para controlarlos de acuerdo a la naturaleza

de este proyecto.

3.1 MODELOS TERMODINAMICOS APLICADOS A BIOPROCESOS

A continuacion se plantearan las ecuaciones de balance de masa y energia a tener en cuenta en la
termodinamica aplicada a la FES y se plantean algunos modelos que pueden ser Utiles para el

disefio y control de procesos FES.

3.1.1 Balance de masa general

El balance de materia aplicado a un proceso de fermentacién en estado solido, puede ser postulado

de manera general, tomando como referencia la fermentacién con produccion de alcohol:
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en presencia de Mo

CoHy,04 2C,HsOH + 2C0, ,

Ecuacion (12)

Fuente: (Sidney, n.d.)
En presencia de oxigeno, la reaccion de formacion se plantea de la siguiente manera:

2C,HsOH + 60, - 4C0, + 6H,0 ,
Ecuacion (13)

Fuente: (Sidney, n.d.)

Ambas reacciones producen un calor de reaccion equivalente al calor metabdlico de la

fermentacion, o entalpia de formacion AH® (kJ mol™). La entalpia de formacion sera calculada asi:

I1 © I1 © Iy ©
AH ren = Z nA H productos — Z nA H reactivos

Ecuacion (14)

Fuente: (Sidney, n.d.)

La suma de las entalpias de formacién en el ejemplo de las reacciones de fermentacion con
produccion de etanol, como un proceso en dos fases y enunciado en las Ecuaciones (12) y (13),

puede verse de manera general como en la fermentacion aerdbica de la glucosa asi:

CeH1206 (5) + 60,(g) = 6C0,(g) + 6H,0(1)  AH,° =—2800,7kJ (25° ,1atm) ,

Ecuacion (15)

Fuente: (ChemPRIME, 2010).
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Para el calculo del calor de reaccion, se toman las entalpias de formacion AHz® (25°C, 1 atm)
(ChemPRIME, 2010; Sidney, n.d.):

AH{® CeH1206 9= -1273,3 kJ mol
AHf® CO;z ()= -393,5 k] mol?

AH¢® H20 (= - 285,5 ki mol*!

AH¢® O2 g)= 0 kJ mol™* por definicion

Una vez conocida la masa de sustrato que se lleve a FES serian medidos por un método que se
establecera posteriormente la masa de etanol y CO2 producidos, y O2 consumido como indicador

de eficiencia de la fermentacién.

3.1.2 Balance de energia

El balance general de energia para una fermentacion en estado sélido, en este caso para el café, se

realiza teniendo en cuenta los siguientes mecanismos:

e El calor involucrado que se disipa como calor transferido del sustrato sélido al aire que fluye
a través de la cama: se consideran las condiciones del aire como la humedad, temperatura y
flujo.

e Calor trasferido de la pared del reactor a los alrededores del reactor: involucra el coeficiente
de transferencia de calor a través de la pared del fermentador y el gradiente de temperatura
entre el sistema y los alrededores.

e Calor metabdlico producido durante la fermentacion.

Eentrada + Emetab(’)lica = Esalida + Ealrededores ’
Ecuacion (16)

donde:
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E entrada: energia del aire de entrada (kcal/h).

E metabdlica: energia liberada por el metabolismo microbial (kcal/h).

E salida: energia del aire a la salida (kcal/h).

E alrededores: energia perdida en los alrededores a través de la pared del fermentador (kcal/h).

Se estima la energia a la entrada y la salida con la entalpia del aire (AH®) definida como:

o
AH aire a determinada humedad — Cpaire a determinada humedadT + /1 H )

AH ° gire humedo = (0,24 +0,45H)T + AH
Ecuacion (17)
Fuente: (Pandey et al., 2008)

donde:

A H °aire = entalpia de aire himedo (kJ/kg aire seco).

H = humedad absoluta del aire (kg agua/kg aire seco).

A = calor latente de vaporizacién del agua (kJ/kg agua).

Cp = calor especifico del aire a una condicion de humedad determinada (kJ/kg °C)
Calor especifico promedio del aire = 0,24 kJ/kg°C

Calor especifico promedio de vapor de agua = 0,45 kJ/kg°C

La energia perdida en los alrededores se calcula segun la siguiente ecuacion:

Ealrededor = hA(Tsalida - Talrededores) )
Ecuacion (18)

Fuente: (Pandey et al., 2008)
donde:

h: coeficiente de transferencia de calor de la pared del fermentador (kcal/m?h°C)
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A: rea de la superficie de la pared del fermentador (m?)
T salida: temperatura del aire de salida (°C)

T alrededores: temperatura del aire de entrada (°C)

Al sustituir la ecuacion (17) y (18) en (16), reordenando y considerando Emetanslica O calor de

reaccién como Qm, la ecuacion se reduce a:

W, = Qm - hA(Tsal - Tent)
g 0'24‘ (Tsal - Tent) + 014‘5(Tsaleal - TentHent) + A (Hsal_Hent) ’

Ecuacion (19)

Fuente: (Pandey et al., 2008)

En la

Ecuacion (19) se considero que la temperatura del aire de entrada es igual a la de los alrededores
del fermentador y que la Wy fue la velocidad de la masa de aire seco (kg aire seco /h). En esta
misma ecuacion, el término 0,45 (TsaHsa-TentHent), corresponde a la produccién del agua

metabolica que podria ser tenida en cuenta, sin embargo queda simplificada de la siguiente forma:

W, = Qm - hA(Tsal - Tent)
g 0.24 (Tsal - Tent) + A (Hsal_Hent) '

Ecuacion (20)
Fuente: (Pandey et al., 2008)

Ashok Pandey et al., (2008) relaciona el termino Qm con la velocidad de sintesis de biomasa (Rb).
Con respecto a la valoracion de la sintesis de biomasa para un proceso en particular, se requiere el

modelo que describa dicha sintesis.
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3.1.3 Modelos de cinética de crecimiento empiricos

Varios modelos han sido reportados para caracterizar el comportamiento en estado sélido y entre
estos un modelo basico que describe la fase de crecimiento exponencial; puede ser postulado
como:
X =X,eltt
Ecuacion (21)

donde:

X: masa de células producida a un tiempo particular (kg)

Xo: masa de células inicial (kg)

u: velocidad de crecimiento especifico en la fase exponencial (h?)
t: tiempo (h)

por lo tanto:

Ecuacion (22)

Relacionando las ecuaciones (22) y (20) se obtiene:

1 —
%( TI) O-byb'uXOe#t - hA(Tsal - Tent)
W, = n

g A (Hsal - Hent) + 0-24(Tsal - Tent) '

Ecuacion (23)
Fuente: (Pandey et al., 2008)
Los términos en la Ecuacién (23) propuesta por A. Pandey et al., 2008, que corresponderian a Qm

y que se relacionan con la velocidad de sintesis de biomasa Ry, estan relacionados con el calor

generado por la reaccion y consumo del sustrato por parte de los microorganismos (Mazaheri &
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Shojaosadati, 2013). Los investigadores no describen los coeficientes de la ecuacion que
acompafan a Ry, sin embargo especifican que la ecuacion de crecimiento esta escrita para la fase
exponencial, y que los cambios deben ser planteados para las otras fases del crecimiento de
microorganismos. También consideran la velocidad de crecimiento especifico (u) como una

funcidn de la demanda y calidad de aire, y que ambos actdan como factores regulantes.

Uno de los modelos ampliamente utilizado en la fermentacion en estado sélido es el modelo
logistico. Este modelo empirico se utiliza con més frecuencia que otros modelos empiricos para
estudiar la cinética de crecimiento de FES (Mazaheri & Shojaosadati, 2013). EI modelo logistico
representa los limites de crecimiento y no requiere las relaciones fendmenos de transporte
(Mitchell, Krieger, Stuart, & Pandey, 2000), y se basa en el hecho de que el area de superficie
disponible esta limitada en el proceso de FES y la tasa de crecimiento de la biomasa depende de
la biomasa maxima, Xm (Mitchell, von Meien, Krieger, & Dalsenter, 2004). Este modelo también
asume que la velocidad de crecimiento especifico (um) durante la fase inicial logaritmica, no

depende de la concentracion del sustrato.

La ecuacion diferenciada e integrada del modelo logistico se expresa como:

dX_ X(l X)
dr ~ Hm X

Ecuacion (24)

Ecuacion (25)

Fuente: (Mazaheri & Shojaosadati, 2013)
donde Xo es la biomasa de microorganismos inicial.

Los tres parametros del modelo logistico, Xo, Xm Y Im pueden tener dependencia de la temperatura.
La cantidad de indculo al comienzo de la fermentacion Xo es no dependiente de la temperatura,

pero en la fase lag pasa a ser dependiente de la temperatura.
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Los modelos de cinética de crecimiento pueden ser usados para desarrollar un modelo de

biorreactor, con el objeto de describir las condiciones ambientales como temperatura y humedad,

en funcion del tiempo, y predecir los cambios en el comportamiento de los microorganismos en

esas condiciones. Como consecuencia del calor generado por la respiracion de los

microorganismos, existe un gradiente de temperatura que no es facilmente removible del

fermentador. En algunas ocasiones se puede emplear agitacion aungue no es lo méas conveniente,

por lo que se prefiere emplear la circulacion forzada de aire o aireacion a determinadas condiciones

de humedad. Este proceso puede ocasionar perdidas de humedad, lo que afecta el proceso de

fermentacion (Mazaheri & Shojaosadati, 2013).

Algunas ecuaciones que describen el efecto de la temperatura en Xm y um en el modelo logistico

se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Ecuaciones que describen el efecto de la temperatura en Xm y um en el modelo logistico.

Modelo Equacion

Definicion de
parametros

Referencia

Essener AH,
A exp(— W)

.umax(T) = 1
AH
/k exp(— R_TZ

Arrhenius

0 —Ey
Hmax(T) = Kg €xp (ﬁ)

16 (77)

um: velocidad maxima
de crecimiento; A, k:
constantes;

AHi=reaccion limite de
entalpia de activacion;
AH>=reaccion de
inactivacion de cambio
de entalpia;
R=constante universal

de los gases.

kg’:constante;
Eg:energia de
activacion de

crecimiento; Eq:energia

(@)
(b)
(©)

(d)
(€)



y Definicion de ]
Modelo Equacion ; Referencia
parametros
de desactivacion
térmica.
Polinomiales  ppax(T) = =Sy + S;T — S,T?  So,....,s5:constantes; bo, (a)
+ S,T3 —S,T* by, ba: constantes. )
+ ST
Umax(T) = —by + by T — szz
Ratkowsky Umax(T) = b(T Tmin: temperatura de (g)
_ Tmin)[l crecimiento  minimo; )
_ exp(c(T Tmax: temperatura de
2 crecimiento maximo; b,
- Tmax))]
C: constantes.
Polinomial X (T) = —Cy + C,T — C,T? Co,...C4: CONStantes. (a)
+ C3T3 - C4_T4
Saucedo- 2,964 * 101 exp (—7}(?)72125> @)
Castaneda u= 583356
1+1,3*exp (T)

X,, = —127,08 + 7,95(T — 273)
—0,016(T
—273)% 4,03
«1073(T — 273)3
+4.73
x 1075(T — 273)*

Fuente: (Mazaheri & Shojaosadati, 2013).
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(a) (Saucedo-Castaneda, Gutierrez-Rojas, Bacquet, Raimbault, & Viniegra-Gonzalez, 1990).
(b) (Esener, Roels, & Kossen, 1981).

(c) (Mitchell & von Meien, 2000)

(d) (Szewczyk & Myszka, 1994)

(e) (Ikasari, Mitchell, & Stuart, 1999)

() (Rajagopalan & Modak, 1995)

(9) (Ratkowsky, Lowry, McMeekin, Stokes, & Chandler, 1983)

(h) (Weber, Oostra, Tramper, & Rinzema, 2002)

3.1.4 Modelos de ruta metabdlica

Autores como Mazutti et al, (2010), reportaron uno de los primeros estudios de fermentacion en
estado sélido, usando modelo de ruta metabolica y basado en modelo de redes neuronales. Con
este modelo se buscé predecir las velocidades de crecimiento microbial en funcién del tiempo de
fermentacidn, concentracidn de azUcares reductores iniciales totales, y temperaturas de entrada y
salida del fermentador. Los autores consideraron una estequiometria general para el crecimiento

microbial aerobio con formacién de etanol, de la siguiente forma:

Ecuacion (26)

Fuente: (Mazutti et al., 2010)

donde a, B, 0, & y o son coeficientes estequiométricos sobre la base de las moles de carbono (C)
de biomasa. Los balances de C, H, O y N, las mediciones experimentales de CO> y de los azUcares
reductores totales se harian con estos coeficientes. En esta estequiometria el metabolismo de una
levadura fue considerado aerobio y fue asumido que el oxigeno no es limitado dentro del reactor.
Las mediciones de COzen el flujo de salida de aire del biorreactor, el agua metabdlica total y el
etanol producido en el biorreactor serian calculadas de acuerdo a la estequimoetria planteada en la
Ecuacion (26).
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Mazultti et al., utilizo la Ecuacion (27) para calcular el crecimiento microbial expresado en términos

de la células considerando la velocidad de toma de oxigeno.

1(do, ao, n 40, _a _ n-1

B Yx/OAt [2 (dttzo + dtt:n) + Zi:l dt,—; + (1 2)X0 aZi=1 X;

Hn = 1+3 '
2

Ecuacion (27)

Fuente: (Brand et al., 2001)

donde:
o m.Yxo.At

Este modelo basado en redes neuronales puede correlacionar velocidades de metabolismo
complejo involucradas en la FES, ademas de encontrar que los métodos de redes neuronales son
aceptados como métodos de modelado para aplicaciones cientificas e industriales (J. C. Oviedo et
al., 2014).

3.1.5 Modelo de formacion de producto

El crecimiento de los microorganismos va acompafiado por el consumo de oxigeno, nutrientes y
la produccion de calor metabolico agua, CO: y otros productos. Los modelos para la formacion de
producto son esenciales para la optimizacion y escalado de los procesos FES, debido a la
dificultades en la separacion de los productos formados del medio.

La ecuacion general que relaciona el cambio en la biomasa (X) con el cambio en un producto (P)

€es.

dP ax
E: YPXE‘l‘me )

Ecuacion (28)
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Fuente: (Mitchell, von Meien, Krieger, & FDH., 2004)
donde:
Ypx : coeficiente estequiométrico

mp: coeficiente de mantenimiento.

Cuando el producto es un metabolito secundario, la biomasa activa y el sustrato limitante pueden
ser descritos por las ecuaciones desarrolladas por Gelmi et al., (2002). En este caso, el modelo
logistico no puede ser usado porque no predice completamente el comportamiento del
microorganismo durante la fase de muerte. Entre los modelos de formacion de producto se pueden
encontrar el desarrollado por Gelmi et al., que expresa el crecimiento del hongo Gibberella
fujikuroi y la produccion de acido giberélico en FES bajo condiciones de nitrogeno limitado
(Gelmi, Pérez-Correa, & Agosin, 2002).

Otro modelo es el desarrollado por Hashemi et al., (2011), que aproxima el modelo a las diferentes
fases de la curva de crecimiento de bacterial y la produccion de a-amylase por Bacillus sp. en un
proceso FES. Este modelo asume que los cambios en peso medio fermentado seco total (W)
corresponde a la velocidad de consumo de sustrato (dS/dt), la velocidad de crecimiento de la
biomasa (dB/dt) y a la velocidad de formacion (dP/dt) (Hashemi, Mousavi, Razavi, &
Shojaosadati, 2011). Hashemi et al, usa la ecuacién de Luedeking-Piret para la cinética de

produccion de a-amilasa (Luedeking & Piret, 2000).

El desarrollo de modelos en fermentacion en estado solido esta basado en los principales
problemas: la cinética de la actividad microbial, estudio de los problemas de transferencia de calor
y masa de los sistemas sélidos, conexion entre los sistemas anteriores, los productos de formacion

y la seleccion del mejor tipo de fermentador (Singhania et al., 2009).
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3.2 CLASES DE BIORREACTORES FES

Un biorreactor es el equipo en que se desarrolla el bioproceso. Los biorreactores tienen acoplados
los elementos que son necesarios para realizar el cultivo de los microorganismos, tales como
mezclado, control de temperatura, suministro de oxigeno, entradas para adicion de nutrientes,

control del pH, entre otros (Ruiz et al., 2007)

3.2.1 Clasificacion de los biorreactores en FES

Duran (Durand, 2003), clasifico los biorreactores para FES en dos categorias: (i) a escala de
laboratorio, empleado sustrato de gramos hasta unos pocos kilogramos, (ii) piloto y a escala
industrial, que va desde varios kilogramos a toneladas. La primera categoria incluye varios disefios
mas o menos sofisticados, mientras que la segunda categoria, es empleada por el sector industrial,

€S menos variada.

Mitchell y colaboradores (Mitchell, D. Krieger, N. Berovic, M, 2006), hacen una clasificacion mas
especifica de los biorreactores, donde la division se lleva a cabo por grupos de acuerdo al

funcionamiento del mismo y a su configuracién:

3.2.1.1 Grupo I.

Por lo general el sustrato es estatico, o el mezclado no es frecuente, y la circulacion del aire se da
alrededor del sustrato, sin ser forzado a través de él. Ejemplo de este grupo son los biorreactores

de bandeja; la Figura 9 (a) muestra un biorreactor de bandejas.
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3.2.1.2 Grupo II.

En este grupo de biorreactores el lecho o sustrato es estatico o con movimiento infrecuente (por
ejemplo una vez al dia). Pertenecen a este grupo, los biorreactores de lecho empacado. Constan de
una columna cilindrica o de seccidn transversal rectangular, la cual esta orientada verticalmente,
con una placa base perforada en su parte inferior, la cual es compatible con una cama de sustrato.

El aire entra a través de la placa base. Ver la Figura 9 (b).

3.2.1.3 Grupo III.

En este tipo de biorreactores, el sustrato tiene una mezcla intermitente de minutos a horas. El aire
se distribuye a través del sustrato. Ejemplos de este son los biorreactores de tambor con agitadores

y los biorreactores con tambor giratorio. Ver la Figurar 9 (c).

3.2.1.4 Grupo IV.

En este grupo estan los biorreactores en los que el sustrato es agitado vy el aire es expulsado con
fuerza a través del mismo. Este grupo se puede subdividir en los biorreactores de agitacion
continua (IVa), y los de agitacion intermitentemente con intervalos de minutos a horas entre la
mezcla (IVb). Ver la Figura 9 (d).
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Mezclado Sin mezcla (o muy Mezcla continua o frecuente
Aireacion infrecuente) intermitencia
Grupo 1 (a) Grupo 111 (c)
Renaiteed |~
T nasaiad | ©
Sin aireacion forzada >
W - Tambor Tambor
BRRvad Rotatorio Agitado
Bandejas
Grupo 11 (b) Grupo 1V(d)

Con aireacion forzada

Lecho Lecho Tambor
Fluidizado Agitado Mecedor

Lecho
Empacado

Figura 9. Clasificacion de los bioreactores en FES. Fuente: tomado de (J. Oviedo, 2014), modificado de (Mitchell,
D. Krieger, N. Berovic, M, 2006)

Como retos en el escalamiento de biorreactores estan el proporcionar adecuada transferencia de
calor y masa dentro del lecho de sustrato, monitorear en linea varios parametros de los procesos
clave y mezclar adecuadamente el lecho del sustrato sin dafiar los microorganismos, asi como las

particulas de sustrato (Khanahmadia, Mitchell, Beheshtic, Roostaazadc, & Sanchezd, 2006).

La generacion de calor debido a las actividades metabolicas de los microorganismos, es deseable
en el compostaje pero no deseable para procesos biotecnoldgicos porque una gran parte de los
enzimas producidos durante la fermentacién se puede desnaturalizaron por calor al final del
proceso (Muller dos Santos, Souza das Rosa, Dal’Boit, Mitchell, & Krieger, 2004). Como
resultados se presenta un alto porcentaje de humedad lo cual resulta en una baja porosidad del

sustrato e impide la penetracion de oxigeno, mientras que un bajo contenido de humedad puede
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conducir a una mala accesibilidad de nutrientes que obstaculiza el crecimiento microbiano
(Pandey, 2003). Para el caso de la FES en cafe, se buscara adaptaciones a los grupos 11 y IV de
clasificacion realizada por Mitchell y colaboradores, con algunas adaptaciones que permitan la
aireacion o incluso agitacion en algin momento del proceso, de acuerdo a la naturaleza del

sustrato.

Aunque la FES ha sido utilizada industrialmente desde hace siglos, los biorreactores
instrumentados todavia no estan bien establecidos, y se encuentran publicaciones recientes que
investigan el uso de varias configuraciones de biorreactores (Castro, Castilho, & Freire, 2015),
como de lecho fijo (Rodriguez-Duaran, Contreras-Esquivel, Rodriguez, Prado-Barragin, &
Aguilar, 2011; Silveira, Mazutti, & Salau, 2014), bandejas aireadas (Figueroa-Montero et al.,
2011), tambores rotativos (Thomas, Larroche, & Pandey, 2013), asi como diferentes modos de
funcionamiento, por ejemplo, por lotes (Rodriguez-Zuniga, Couri, Neto, Crestana, & Farinas,
2013), lotes alimentados (Astolfi et al., 2011) y continuos (van de Lagemaat & Pyle, 2004), y
estrategias de mezcla, por ejemplo mezcla intermitente (Flodman & Noureddini, 2013). En la

Figura 10 se presentan el esquema de algunos biorreactores empleados en FES.

Figura 10. Biorreactores para FES. (A) reactor tambor de pie, disefiado por Lyven, incluye control de temperatura,
entrada de sustrato, y la agitacion. B) reactor de rotacion de tambor. (C) reactor de lecho empacado y entrada de aire

suministrado desde la parte inferior de la bandeja. (D) reactor de bandeja multiple, con rotacion.

Fuente: (Hansen, Lubeck, Frisvad, Lubeck, & Andersen, 2015)
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CONCLUSIONES

. Existe interés econdmico y potencial en la investigacion sobre los compuestos de interés
bioldgico como los acidos clorogénicos, especialmente sobre el compuesto 5-O-Cafeoilquinico,
por su efecto bioldgico en el cuerpo humano como antioxidante y efecto neuroprotector, entre
otros efectos que continGan en estudio. La ventaja que presenta el grano de café en cuanto a su
composicion permite incluirlo como una fuente importante de este antioxidante, y llevarlo al
consumidor a través de los diferentes tipos de preparacion de la bebida o infusién de café, como

método eficiente para ser ingerido por el ser humano.

. El Beneficio del Café se plantea como una actividad de alta importancia que representa uno
de los primeros procesos para conservar y potenciar en el grano los compuestos antioxidantes
como son los &cidos clorogénicos. El control en etapas como la fermentacion y en especial aquella
tipo FES, muestran el potencial efecto sobre la conservacion y dan indicios del posible incremento

de estos compuestos en el grano.

. Existe un gran interés en el proceso FES, debido a que el proceso es generalmente mas
econdmico en recursos, por ejemplo el sustrato es el mismo fruto o la pulpa, y presentando asi una
productividad mas alta que las fermentaciones sumergidas. Este tipo de fermentacion emerge como
una alternativa atractiva para la obtencion de compuestos fenélicos con efectos antioxidantes. En
el caso de un proceso FES en café, puede resultar mas interesante incorporar al grano los
componentes de interés a través de una hidrolisis por via enzimatica. De esta manera no solo se
lograria mejorar la calidad para alcanzar mejores precios del café en el mercado, sino que se puede

llegar a incrementar el valor nutricional de una bebida que es ampliamente consumida en el mundo.

. De acuerdo a la revision bibliogréfica realizada en para la construccién de este documento,
los problemas de transferencia de calor en las FES pueden ser mitigados con la incorporacién de
aire humedo en el sistema y mejoras en los disefios de los fermentadores. Se recomienda el control
de la temperatura del sistema con aire a condiciones de humedad y temperatura apropiadas, segin

la naturaleza del sustrato, los productos de interés y los microorganismos involucrados.
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. El embrion del café esta desempefiando un rol de importancia en los procesos metabdlicos
en el fruto y en la semilla. Es posible que durante el proceso FES, el embrién con toda la
informacion genética de planta en potencia o alguna célula especifica con caracteristicas de
totipotencialidad, pueda estar activando los metabolitos primario y secundario mediante la
expresion de enzimas involucradas en la formacion de nuevos compuestos, entre estos los acidos
clorogénicos. La funcion del embrion durante todo el proceso de beneficio del café, asi como en

el almacenamiento, continda siendo objeto de estudio.
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RECOMENDACIONES

Los retos encontradas por los distintos investigadores en el proceso FES para el beneficio de café,
se relacionan con las limitaciones en la transferencia de calor y masa, la estimacion de la biomasa
microbial y la extraccion de compuestos de interés del sustrato solido. Esto indica que se requieren
mas investigaciones en la cinética de crecimiento de los microorganismos y de formacion de
producto, el modelo matematico de la transferencia de masa y calor en la FES de acuerdo al
objetivo del proceso, la medicién del contenido de biomasa, sustrato y la concentracién de los

metabolitos producidos y otros parametros segun la finalidad del proceso.

Para llevar la investigacion a escala piloto, se requiere modelos de formacién de producto que
obtienen a escala de laboratorio. Aunque algunos investigadores han incluido la produccion de un
metabolito especifico en FES, no se ha incluido la velocidad de formacion del producto, lo cual es

requerido para establecer la eficiencia de los recursos en el proceso.

Otro aspecto a considerar sobre la produccion de metabolitos secundarios a través de FES son los
altos costos de los métodos de extraccion actuales, que llevan a plantear en su lugar, la
incorporacion de estos en el café y la pulpa. De la misma manera deben ser considerados los
métodos de extraccion para medir las eficiencias del proceso, ya que estos contindan siendo
mejorados para determinar las composiciones mas aproximadas de metabolitos incluidos en el

grano.

Es conveniente hacer seguimiento a los estudios sobre la ruta metabdlica de generacion de los
acidos clorogénicos en el café y el rol que desempefia el embridn en los procesos bioguimicos
durante las etapas de fermentacion y almacenamiento (maduracion) de la semilla. Es claro que
siendo el embrién una planta en potencia con todo el material genético, puede ser esta parte de la
semilla o una célula especifica, la que esté activando todo el mecanismo del metabolismo

secundario para la expresién de enzimas que estan involucradas en la produccién de antioxidantes.
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