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RESUMEN

El café es una de las bebidas mas populares en el mundo y se le atribuye muchos
beneficios a la salud, pero se requiere de varias etapas y procesos posteriores a la cosecha
para transformar las cerezas en una taza de café. Uno de los procesos méas importantes es
el de fermentacion que constituye un proceso importante en la produccion de
determinados sabores y olores por la interaccion de las bacterias LAB y levaduras con
capacidad de degradar macromoléculas y generar metabolitos secundarios como ésteres,
alcoholes, cetonas entre otros. En esta investigacion se identificaron los microorganismos
y los compuestos volatiles asociados al proceso de fermentacion. Para ello, se colectaron
muestras de café en proceso de fermentacion procedentes de las regiones de Cajamarca y
Amazonas, cuyos procesos de fermentacién fueron largos (32 horas) y corta (10 horas),
respectivamente. El analisis metagendmico permitio la identificacién de 14 géneros
correspondientes al grupo bacteria Gluconobacter, Leuconostoc, Acetobacter, Frateuria,
Sphingobacterium, Tatumella, Lactobacillus, Weissella, Pseudomonas,
Methylobacterium, Novosphingobium, Mycobacterium, Escherichia, Stenotrophomonas
y 6 géneros correspondientes al grupo fungi: Hanseniaspora, Pichia, Starmerella,
Lachancea, Penicillium y Fusarium; ademas de 2 grupos asignados como
Ba_Unidentified y Eu_Unidentified, que correspondieron a microorganismos (bacterias
y eucariotas cuyas secuencias) sin identificacion. El analisis de cromatografia de gases
permitid la identificacion de 157 compuestos volatiles categorizados en: 3 acidos, 13
alcoholes, 16 aldehidos, 13 alcanos, 2 hidrocarburos aromaticos, 5 bencenos, 24 ésteres,
1 éter, 2 furanos, 10 cetonas, 2 pirazinas, 9 terpenos y otros 57 compuestos cuyo grupo

funcional no fue asignado.

Palabras clave: Café, cromatografia de gases, fermentacion, metagenémica

microorganismos
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ABSTRACT

Coffee is one of the most popular beverages in the world and its production requires
several stages and processes after the harvest to transform the cherries into a cup of coffee.
One of the most important process is the fermentation, because of the production of
certain flavors and odors due to the interaction of bacteria and yeasts with the capacity to
degrade macromolecules and generate secondary metabolites such as esters, alcohols,
ketones, among others. In this research, the microorganisms and volatile compounds
associated with the fermentation process were identified. For this purpose, coffee samples
from two fermentation times were collected, a long fermentation process from Cajamarca
(32 hours) and a short fermentation process from Amazonas (10 hours). The metagenomic
analysis allowed the identification of 14 genera corresponding to the bacterial group
Gluconobacter, Leuconostoc, Acetobacter, Frateuria, Sphingobacterium, Tatumella,
Lactobacillus, Weissella, Pseudomonas, Methylobacterium, Novosphingobium,
Mycobacterium, Escherichia, Stenotrophomonas and 6 genera corresponding to the fungi
group: Hanseniaspora, Pichia, Starmerella, Lachancea, Penicillium and Fusarium; in
addition to two groups assigned as Ba_ Unidentified and Eu_Unidentified that
corresponded to unidentified bacterial and eukaryotic microorganisms. The gas
chromatography analysis identified 157 volatile compounds categorized into: 3 acids, 13
alcohols, 16 aldehydes, 13 alkanes, 13 alkanes, 2 aromatic hydrocarbons, 5 benzenes, 24
esters, 1 ether, 2 furans, 10 ketones, 2 pyrazines, 9 terpenes, and 57 other compounds

whose functional group was not assigned.

Key words: Coffee, fermentation, gas chromatography, metagenomics, microorganisms
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INTRODUCCION

Una de las bebidas méas populares a nivel mundial es el café, con mas de 148
millones de tazas consumidas anualmente (ICO, 2018). Pese a la pandemia
generada por la Covid-19, las exportaciones mundiales de café han ascendido
a 11,4 millones de sacos en abril del 2021, en comparacion con los 11,29
millones de sacos en abril del 2020 (ICO, 2021). Esta produccion abarca al
alrededor de 170 paises productores de café y al consumo del mismo en casi
todas las naciones (Rodrigues y Florencio, 2020). Al café, la bebida mas
popular del mundo, se le atribuye muchos beneficios a la salud, tales como
efectos antibidticos, antiinflamatorios, hepatoprotectores y antioxidantes
(Janisenn y Huynh, 2018), asi como propiedades estimulantes (Ballesteros et
al., 2014).

En Sudamérica, los paises con mayor produccion de café son Brasil y
Colombia con 63 400 sacos y 14 300 sacos respectivamente, seguidos de Per(
con 3794 sacos de 60 kg (ICO, 2021). En el Perd, segln el ultimo censo
nacional agropecuario, el café se posiciona como el principal producto agricola
de exportacion, destacando las regiones de Junin, San Martin, Cuzco, Huanuco,
Pasco, Cajamarca y Amazonas, quienes concentran el 91% del total de
productores y del &rea cultivable (425 400 ha) (INEI, 2012).

Se requieren de varias etapas y procesos posteriores a la cosecha para
transformar las cerezas del café hasta una taza de café (Zhang et al., 2019),
siendo uno de ellos el proceso de fermentacion, el cual tiene como objetivo
principal, eliminar el mucilago de las semillas y reducir el contenido de agua
(Silva et al., 2013). La fermentacion es uno de los pasos primarios asociados al
impacto en la calidad del café, incluido el sabor y el aroma (Silva et al., 2000;
Knopp et al., 2006), ya que se encuentra relacionado a la formacion de
precursores de aroma y sabor, mediante la interaccion entre las actividades

microbianas y el metabolismo enddgeno del grano (Vaast et al., 2006).

Diversas investigaciones han demostrado que la ecologia microbiana de la
fermentacion de los granos de café, involucra a una amplia gama de grupos
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microbianos que incluyen bacterias acido lactico (LAB), bacterias de &cido
acético (AAB), Bacillus, Enterobacterias, levaduras y hongos filamentosos
(Vaughn et al., 1958; Masoud et al., 2004; Silva et al., 2008; Vilela et al., 2010;
Pereira et al., 2014; De Oliveira et al., 2019; Elhalis et al., 2020), ademas de
microorganismos que se originan en el medio ambiente (Evangelista et al.,
2015; Lee et al., 2015).

Generalmente, el proceso de fermentacion dura entre 12 y 72 horas (Brando &
Brando, 2014) y estd conformada por tres fases: mesofilica, termofilica y
maduracion (Hadiwidodo et al, 2019), dando como resultado no solo un cambio
microbiano sino también de la composicion quimica de los granos verdes de
café, brindando atributos sensoriales distintos en la taza ya elaborada (De
Bruyn et al., 2017; Zhang et al., 2019). Analisis microscopicos y estudios de
marcadores moleculares establecen que menos del 1% de los microorganismos
pueden identificarse y cultivarse empleando técnicas microbiolégicas de rutina
(Cocolinetal., 2011, Sharma et al., 2020). Como consecuencia, usar solamente
métodos microbiol6gicos convencionales no es la mejor opcién para estudiar
la diversidad de organismos en los procesos fermentativos (Rajapaksha et al.,
2018; Alam et al., 2021; Saide et al., 2021), debido a que i) se presentan
desafios para aislar Unicamente el microorganismo de interés (Lee et al., 2013;
Lewis et al., 2020), ii) la gran mayoria de los microorganismos no son
cultivables en el entorno del laboratorio (Kaeberleinet al., 2002; Basu et al.,
2015; Ma y Kim, 2018), v iii) es dificil reproducir y mantener las estrictas
condiciones para el crecimiento (como los requisitos de nutrientes y pH
optimo) (Vartoukian et al., 2010; Stewart, 2012; Duquenne, 2017; Lim et al.,
2020).

En los dltimos afios, el analisis metagenomico ha permitido estudiar
comunidades de microorganismos directamente en sus entornos naturales,
evitando la necesidad de aislarlos y cultivarlos en laboratorio (Chen y Patcher,
2005; Bilal et al., 2018; Lapidus y Korobeynikov, 2021). Diversas
investigaciones basadas en tecnicas moleculares demostraron la presencia de

levaduras como: Candida parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae, Pichia



guilliernondii y Hanseniaspora opuntiae, al principio y al final del proceso de

fermentacion del café lavado y no lavado en Brasil (Evangelista et al., 2014).

La fermentacién constituye un proceso importante en la produccién y
determinacion de sabores y aromas del café (Lee et al., 2015), ya que existe
interaccion de las LAB y levaduras con capacidad de degradar macromoléculas
como los polisacaridos, ademas de la produccién de metabolitos secundarios
como ésteres, alcoholes, cetonas y otros compuestos aromaticos que
contribuyen al sabor y aroma del café (Avallone et al., 2001; 2002). Estos
aromas se generan a causa de los compuestos volatiles, cuya formacion se debe
tanto a los compuestos de los granos inertes y también a los metabolitos

microbianos formados durante la fermentacion (Yeretzian et al., 2002).

Estos compuestos volatiles pueden ser identificados mediante cromatografia
de gases. Evangelista et al., (2014); evaluaron los compuestos volatiles
presentes en la fermentacion y en el café tostado; encontrando compuestos
volatiles como cetonas (2,3-butanodiona; 2-nonanone), alcoholes (methanol;
1-propanol; 1-butanol; 2-heptanol), aldehidos (acetaldehido; butiraldehido;
hexanal; octanal) y acidos (acido isobutirico; &cido hexanoico; acido
decanoico), donde los alcoholes fueron los compuestos méas abundantes (11—
27%) seguidos de furanos en granos tostados (~ 27%) y aldehidos (~ 13%) en

granos verdes.

En ese sentido, la presente investigacion tuvo como objetivo general
caracterizar bioldgica y quimicamente el fermentado espontaneo de café
(Coffea arabica) de la region Amazonas. En referencia a ello, se trabajaron los
siguientes objetivos especificos: 1. Determinar la composicion de especies
bacterianas y fungicas presentes en el fermentado espontaneo de café usando
analisis metagenomicos; 2. ldentificar y cuantificar los compuestos voléatiles
presentes en el fermentado espontaneo de café usando cromatografia; 3.
Discutir el impacto de este estudio en la sostenibilidad de la produccién de café

en Amazonas.



MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

Se incluyeron fincas cafetaleras pertenecientes al distrito de La Peca, en la
provincia de Bagua, distrito de Lonya Grande, provincia de Utcubamba vy
distrito de San Nicolas, y provincia de Rodriguez de Mendoza (region
Amazonas), asi como las fincas de los distritos de Chirinos y La Coipa, ambos
en la provincia de San Ignacio (region Cajamarca) (Figura 1). Se incluyeron
muestras de la provincia de San Ignacio, departamento de Cajamarca, por ser
considerados cafés de alta calidad en los afios 2018 y 2019, ademas de haber
sido galardonados con premios en taza excelencia (CAFELAB, 2018; 2019).
Estas muestras sirvieron para comparar las diferencias con los cafés de

Amazonas.

América del Sur

3US

Altitud (m.s.n.

Figura 1. Puntos de colecta de material muestral para anélisis biologico y
quimico ubicados en Amazonas (AMI: distrito de La Peca, AM2: distrito de
Lonya Grande y AM3: distrito de San Nicolas) y Cajamarca (CJ1: distrito de
Chirinos y CJ2: distrito de La Coipa). Se muestran las altitudes a las que fueron

colectados.

. . & CI1-Cajamarca % AMI-Amazonas ® AM3-Amazonas () Limitc provincial @8 130-877 @D 1749-2763
Regiones de estudio ® CJ2-Cajamarca @ AM2-Amazonas (O Limite regional £} Limite distrital ) 877 -1 749 @ 2 763 - 4 668



El tiempo de fermentacion entre Cajamarca y Amazonas no es constante y
depende principalmente del criterio del agricultor. Por otro lado, debido a las
dificultades logisticas presentadas (p.e., mal estado de las carreteras, mala sefial
de telefonia para comunicacién constate con agricultores, etc.), se arribo a las
fincas cuando el proceso de fermentacién ya habia comenzado, por lo que las
muestras de fermento de café se colectaron a diferentes horas en las regiones
de Cajamarca y Amazonas. Sin embargo, se decidié seguir con la colecta de
muestras, ya que el objetivo de este estudio fue estudiar la composicion de
microorganismos  (caracterizacion biologica) y compuestos volatiles
(caracterizacion quimica) en los fermentos de café, informacion que es escasa
en esta parte del Perd. En Cajamarca, las muestras se colectaron a las 6, 12 y
18 horas (en el distrito de La Coipa) y a las 22, 27 y 32 horas para cafés (en el
distrito Chirinos), en tanto, en Amazonas, se colectaron a las 5y 9 horas en los
distritos de La Peca (provincia Bagua) y Lonya Grande (provincia Utcubamba),
y a las 22, 27 y 32 horas en el distrito San Nicolas (provincia Rodriguez de

Mendoza).

Estas horas corresponden a las horas consideradas propicias para el crecimiento
de microorganismos (Avallone et al., 2001), concebidas en las fases de
fermentacion mesofilica, termofilica y maduracion (Hadiwidodo et al., 2019).
Se colectaron 600 g de muestras de café en proceso de fermentacion, midiendo
a su vez los parametros de temperatura (°C) y pH del fermento Los granos se
homogenizaron en el recipiente de fermentacion, posteriormente se colocaron
en bolsas de plastico estériles (Evangelista et al., 2014), y fueron conservados
en nitrgeno liquido hasta iniciar el proceso de extraccion de ADN y de
compuestos volatiles en el laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal
(FISIOBVEG), Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de

Amazonas.



Figura 2. Colecta de muestras en la Finca Bombon, distrito de La Peca,

Provincia de Bagua, region Amazonas.

Figura 3. Colecta de muestras en la Finca La Palma, distrito de Chirinos,

Provincia de San Ignacio, region Cajamarca.




Figura 4. Colecta de muestras en la Finca Laurel, distrito de La Coipa,

Provincia de San Ignacio, region Cajamarca.

2.2. Caracterizacion bioldgica

2.2.1. Andlisis metagendmico

a)

b)

Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra se realizd en el area de Biologia
Molecular y Genomica del laboratorio FISIOBVEG de la
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza. Se agreg6
800 pL de agua libre de nucleédtidos a las muestras de café en
proceso de fermentacion y se procedié a homogenizar. Luego se
extrajo 600 pL de la muestra y se agregd a un microtubo de 2 mL
para realizar la extraccion de ADN metagenémico.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se uso el kit comercial ZymoBIOMICS
DNA Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, California, USA),
segun las instrucciones del fabricante.

v Se afiadié la muestra a los ZR BashingBead Lysis Tubes (0,1 y
0,5 mm) y luego se agregd 750 uL de ZymoBIOMICS Lysis
Solution.

v Se agito los tubos por un tiempo mayor o igual a 5 minutos.

v Se centrifugo los ZR BashingBead Lysis Tubes (0,1 y 0,5 mm)
a> 10000 x g por 1 minuto.




v Se transfirio 400 pL del sobrenadante al Zymo-Spin I1I-F Filter
en un tubo de colecta, luego se centrifugé a 8000 x g por 1 minuto,

luego se descarto el Zymo-Spin IlI-F Filter.

v Se agreg6 800 uL de ZymoBIOMICS DNA Binding Buffer y
400 pL de etanol al 95% al filtrado en él tubo, se mezcl6 con la
pipeta.

v Se transfirio 800 pL de la mezcla a Zymo-Spin I1C-RColumn en
un nuevo tubo de colecta, se centrifugd a 10000 x g por 1 minuto.
v Se descart6 el liquido sobrante y se repitio el paso.

v Se agreg6 400 uL de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 1 al

Zymo-Spin 1IC-R Column en un nuevo tubo de colecta y se

centrifugd a 10000 x g por 1 minuto. Se descarto el sobrante.
v Se agreg6 700 uL de ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer 2 a

Zymo-Spin 11C-R Column en el tubo de coleccion y se centrifugo

a 10000 x g por 1 minuto. Se descarté el sobrante.

v Se procedié a agregar 200 uL de ZymoBIOMICS DNA Wash
Buffer 2 a Zymo-Spin 11C-R Column en el tubo de colecta y se
centrifugd a 10000 x g por 1 minuto.

v/ Se transfirio la Zymo-Spin IIC-R Column a un tubo para
centrifuga de 1,5 mL y luego se afiadio 100 pL (50 uL minimo) de
ZymoBIOMICS DNase/RNase Free Water, directo hacia la matriz,
luego se incub6 por 1 minuto. Se centrifugd a 10000 x g por 1
minuto para diluir el ADN.

v Se coloc6 Zymo-Spin 111-HRC Filter en un nuevo tubo de
colectay se afiadio 600 uL de ZymoBIOMICS HRC Prep Solution.
Se centrifugo6 a 8000 x g por 3 minutos.

v Finalmente se transfirié todo el eluido de ADN a la Zymo-Spin
I11-HRC Filter preparado, en un tubo para microcentrifuga limpio

de 1,5 mL y luego se centrifug6 a 16000 x g por 3 minutos.



c)

d)

Secuenciamiento de ADN metagenémico

La calidad del ADN extraido se determin0 cuantitativamente
mediante corridas en geles de agarosa (1%) (Tineo et al., 2020).
Adicionalmente, el ADN genémico extraido fue evaluado
cuantitativamente mediante el kit Qubit™ dsDNA BR Assay
(Invitrogen, Carlsbad CA) (Tineo et al., 2020). La construccién y
secuenciacion de la biblioteca PE Illumina de 150 pb fue realizada
comercialmente por myGenomics LLC (Georgia, USA). En donde
el ADN genémico fue cuantificado mediante mediciones de
densidad 6ptica en NanoDrop y Qubit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA EE. UU.). La calidad del ADN se evalud en
electroforesis en gel de agarosa y en TapeStation Agilent. Para la
preparacion de las librerias, el ADN gendémico fue fragmentado y
ligado a adaptadores Unicos utilizando el kit de preparacién de la
biblioteca Swift 2S Turbo DNA (Swift Bioscience, Ann Harbor,
MI, EE. UU.). La libreria resultante fue probada para la
distribucion del tamafio y la concentracién usando nuevamente
Qubit 'y Tapestation. Las librerias fueron secuenciadas
masivamente en una NextSeq 500 (Illumina, San Diego, CA) de
acuerdo al protocolo estandar. Se generaron al menos 20 millones
de reads pareados y se verifico la calidad de los mismos utilizando
FASTQC (Babraham Institute, Cambridge, Reino Unido). Los
datos RAW de la secuencia fueron depositados en el Archivo
Europeo de Nucledtidos (ENA) bajo el bioproyecto
MGYS00005613 y los numeros de acceso ERS4539875-
ERS4539887.

Anélisis bioinformatico

En el preprocesamiento de los datos se emple6 FASTQC (v0.11.9)
para el andlisis de calidad (Andrews, 2010) y la eliminacién de
adaptadores con Trimmomatic (v. 0.039) con un valor de phred <
25 (Martin, 2011). Ademas, la alineacion con BOWTIE2 (v.
2.3.4.3) (Langmead y Salzberg, 2012) filtré los pares de lecturas



que no se mapeaban en C. arabica (genoma de NCBI Cara 1.0
voucher GCF003713225).

Los andlisis taxonémicos como los funcionales de las lecturas
metagendmicas en bruto fueron ejecutados siguiendo el proceso
establecido en MGnify (Mitchell et al., 2020). Para los analisis
taxondémicos, las secuencias de extremos emparejados se
fusionaron con SeqgPrep (v1.2) (Lindgreen, 2012) y fueron
sometidos a un control de calidad (QC), recortando las regiones de
secuenciacion de baja calidad con Trimmomatic (0.36) (Bolger et
al., 2014) y eliminando las secuencias de menos de 100 nucle6tidos
de longitud. Los conjuntos de datos se compararon con los modelos
LSU de Rfam (v13.0) (Kalvari et al., 2018), con un analisis
realizado en las secuencias coincidentes utilizando las bases de
datos MAPseq (v1.2.3) (Rodrigues et al., 2017) y SILVA (v132)
(Quast et al., 2013). Los resultados de los marcadores LSU se
visualizaron en el sitio web de MGnify como gréficos Krona,
graficos de barras y tablas (Ondov et al., 2011). La identificacién
de genes diferencialmente abundantes se basé en KEGG
(Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto) Orthology (Parks y
Beiko, 2010). La base de datos KO (KEGG Orthology) contiene
datos moleculares representadas en términos de ort6logos
funcionales. Siendo este definido en: redes moleculares KEGG,
mapas de vias KEGG, jerarquias BRITE y médulos KEGG. A cada
nodo se le asign6 un identificador KO (nimero K) definido a partir
de genes y proteinas de organismos especificos, que fueron usados
para asignar genes ortélogos en nuestros organismos basados en la

similitud de sus secuencias.

2.3. Caracterizacién quimica
2.3.1. Analisis cromatografico
a) Preparacion de la muestra
La preparacion de la muestra se realizo en el area de Cromatografia
del laboratorio FISIOBVEG de la Universidad Nacional Toribio

Rodriguez de Mendoza. Granos de café en proceso de fermentacion
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congelados con nitrégeno liquido, fueron cortados con ayuda de un
bisturi y luego triturados empleando un mortero y pistilo. Se
pesaron aprox. 2 g del material triturado en viales de vidrio por
triplicado haciendo uso de una balanza (Eurotech, Alemania)
(Figura 5).
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Figura 5. Preparacion de la muestra para el analisis cromatogréfico.
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b) Extraccion de compuestos volatiles
Los compuestos volatiles se extrajeron mediante la técnica de
microextraccién en fase sélida (SPME) y se analizaron mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). Se utilizdé una fibora de 50/30 mm de
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) (Supelco Co., USA) para extraer los
compuestos volatiles de la muestra. Se empled un tiempo de
equilibrio de 15 min a 50 °C y luego se expuso la fibra durante 45
min a la misma temperatura (Lee et al., 2017). Los compuestos se
analizaron utilizando un cromatégrafo de gases (Agilent
Technologies, 7890B GC System, USA) equipado con un detector
de masas (Agilent Technologies 5977B MSD) y una columna
capilar DB-5MS Ul (60 m x 0,25 pm de diametro x 1 pum de
espesor de empaquetamiento) (Lee et al., 2012). La programacion
de la temperatura se inici6 con 50 °C hasta 170 °C a 3 °C/miny se
incrementd hasta 250 °C a 8 °C/min (Lee et al., 2017). Las
temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron a 250 °C.
Se empleo helio (He) como gas portador a un flujo de 1,5 mL/min.
Las inyecciones se realizaron exponiendo la fibra durante 4 min.
Los compuestos volatiles se identificaron mediante la comparacion
de los espectros de masas de cada compuesto de la muestra y la
base de datos de la biblioteca NIST 2017. La identidad de los
compuestos se confirmé mediante la inyeccidn del estandar de n-
alcano (C10 a C40) y la comparacidon de sus indices de retencion.
Todas las muestras se analizaron por triplicado.
2.4. Analisis estadistico de datos

Elaboracion de mapas de calor (Heatmap)

Se realizaron mapas de calor para representar las abundancias relativas de

los microorganismos y compuestos volatiles por hora de colecta. La

elaboracion de mapas de calor se realiz6 empleando las bibliotecas

Pheatmap, grid, ggplot2, Colorspace y RcolorBrewer en el software

Rstudio v4.1 (Zapala y Schork, 2006; Zhao et al., 2014).
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2.5.

Anélisis de correlacion

El analisis de correlacion de Pearson entre la abundancia relativa de
secuencias de microorganismos con la abundancia relativa de compuestos
volatiles y la abundancia relativa de genes expresados en sus vias
metabdlicas, se realizd utilizando el software Rstudio v4.1, para
correlaciones significativas (coeficiente de correlacion Pearson, |r|>0,8)
(McKenzie et al., 2016; Han et al., 2021). Los coeficientes de correlacion

fueron representados en mapas de calor.

Analisis de Componentes Principales (PCA)

Los datos de los compuestos volatiles relacionados con las caracteristicas
organolépticas se analizaron estadisticamente mediante el andlisis de
componentes principales (PCA) utilizando las bibliotecas Stats,
FactoMineR, factoextra y ggplot2 en el software Rstudio v4.1 (Evangelista
et al., 2014; Kim et al., 2019; Li et al., 2019). Se construy6 una matriz m
x n con el porcentaje relativo de las areas relativas de los “n” picos
cromatogréficos identificados para las diferentes muestras (Evangelista et

al., 2014). Los datos se escalaron automaticamente.

Implicancias de la investigacion en la sostenibilidad del cultivo de café

Los distintos ambientes asociados a los microorganismos presentan
muchos desafios, de hecho, la mayor parte del bioma que se encuentra en
nuestro planeta es microbiana, 1o que los hace foco de estudio (Daniel,
2005). No obstante, existen atn diversos desafios que vencer en el estudio
de ellos mediante la metagendmica, para asi poder acceder a toda la
diversidad microbiana, conocer sus genomas, relaciones filogenéticas o
sus capacidades metabdlicas. Es por ello que, en base a una revision
bibliografica, se discutieron las implicancias de la presente investigacion
en la sostenibilidad del cultivo de café, dandole un especial énfasis en los
enfoques social, econdmico y ambiental. Ademas, se plantearon los
distintos desafios que se deben superar, asi como nuevas oportunidades

biotecnoldgicas que salen a relucir utilizando esta herramienta.
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RESULTADOS

3.1. Recuento de resultados obtenidos

A pesar que se realizaron las colectas de fermentos de café en dos fincas de
Cajamarca (provincias de San Ignacio) y tres fincas de Amazonas (provincias
de Bagua, Utcubamba y Rodriguez de Mendoza), no todas las muestras
pudieron ser incluidas en los analisis biologicos y quimicos posteriores.

Las muestras provenientes de las provincias de Utcubamba y Rodriguez de
Mendoza tuvieron que ser excluidas de los analisis, ya que para el analisis
metagendmico no se obtuvieron concentraciones 6ptimas de ADN, por lo que
las muestras no pasaron al proceso de secuenciamiento; mientras que en el
analisis cromatografico no se obtuvieron porcentajes de compatibilidad
mayores al 80%.

Por la problemética de la pandemia del SARS-CoV-2, no se pudo volver a
colectar muestras de fermento de las fincas excluidas. Por esta razon, en este
estudio se realizo la caracterizacion biologica y quimica de fermentos de cafée
de: i) la provincia de San Ignacio, con fermentos colectados a las 6, 12 y 18
horas, denominado inicio de fermentacion larga (IFL) y a las 22, 27 y 32 horas,
denominado fin de fermentacion larga (FFL), y ii) la provincia de Bagua, con
fermentos colectados a 5 y 9 horas, proceso que se denomind fermentacion
corta (FC).

Tabla 01: Resumen dicotémico de resultados obtenidos en los analisis

bioldgico y quimico.

Resultados obtenidos de analisis de

laboratorio
Puntos de colecta

Andlisis biolégico  Anélisis quimico

(Provincia) o :
(Metagendmica) (Cromatografia)
Sl NO Sl NO
San Ignacio, Cajamarca X X
Bagua, Amazonas X X
Utcubamba, Amazonas X X
Rodriguez de Mendoza,
- X - X

Amazonas
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3.2. Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos de pH y temperatura (T°) del café en
proceso de fermentacion fueron medidos para las fincas de Laurel, La
Palma en Cajamarca, y Bombon en Amazonas. Los valores de pH en el
inicio de la fermentacion larga (IFL) fueron de 4,69; 4,04 y 3,71 a las 6,
12 y 18 horas, respectivamente; mientras que al final de la fermentacion
larga (FFL) se observo que el pH fue 3,74; 3,57 y 3,62 a las 22, 27 y 32
horas. En la fermentacion corta (FC), los valores de pH fueron de 5,29 y
4,92 a las 5 y 9 horas, respectivamente. Por otra parte, los valores de
temperatura (°C) en la fermentacion larga (FL) fueron de 18,5; 17,3; 17,4;
22,6; 19,9y 20,4 alas 6, 12, 18, 22, 27 y 32 horas respectivamente. A su
vez en el proceso de fermentacion corta (FC) la temperatura fue de 23 y

22,5 °C para las 5y 9 horas, respectivamente.

Tabla 02: Parametros fisicoquimicos de temperatura y pH

correspondientes al cafe en proceso de fermentacion, de las fincas Laurel,

La Palmay Bombon.

UBICACION HORA DE EEAI:QI-I\O/ISEI\DI'EIC_)
FINCA _ - . COLECTA Temperatura
Distrito Provincia Region (H) pH (°C)
6 4.69 18.5
Laurel  La Coipa 12 4.04 17.3
San_ Cajamarca 18 3.71 17.4
Ignacio 22 3.74 22.6
La Palma Chirinos 27 3.57 19.9
32 3.62 20.4
, 5 5.29 23.0
Bombon  LaPeca Bagua Amazonas 9 492 99 &

3.3. Caracterizacion bioldgica

a) Diversidad microbiolodgica total
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Para la identificacién taxonémica de microorganismos asociados al
proceso fermentativo del café se empled el gen de rRNA de subunidad
grande (LSU; 23S/28S). Dentro del grupo de las bacterias, en total se
logré asignar 14 géneros: Gluconobacter, Leuconostoc, Acetobacter,
Frateuria, Sphingobacterium, Tatumella, Lactobacillus, Weissella,
Pseudomonas, Methylobacterium, Novosphingobium, Mycobacterium,
Escherichia, Stenotrophomonas, ademas de un grupo asignado c6mo
“Ba_Unidentified”, el cual corresponde a microorganismos cuyas
secuencias no coinciden con las anteriores mencionadas ni con otras
secuencias de las bases de datos consultadas, por lo que se trataria de
secuencias que corresponden a géneros aun no caracterizados y, por

ende, no han sido asignados taxondmicamente.

El rol de las bacterias de &cido lactico (BAL) como Leuconostoc,
Frateuria, Lactobacillus, Weisella en el fermento del café es el de
emplear los azucares del mucilago para producir metabolitos que
intervienen en la calidad del café, especialmente el &cido lactico, que
contribuye a la acidez del producto final, y mejora la produccién de
compuestos volatiles durante la fermentacion hiumeda (De Jesus et al.,
2022). Ademas, la fermentacion del &cido lactico juega un papel
prometedor para la produccion de cafés especiales con caracteristicas
sensoriales novedosas, siendo el principal acido producido durante la

fermentacion (Wang et al., 2018).

Dentro del grupo fungi, en total se encontraron 6 géneros:
Hanseniaspora, Pichia, Starmerella, Lachancea, Penicillium vy
Fusarium, ademés de un grupo asignado como “Eu_Unidentified”, que
al igual que el anterior grupo, corresponde a microorganismos cuyas
secuencias no han sido asignadas taxonémicamente. Las levaduras del
género Hanseniaspora y Pichia exhiben actividades enzimaticas
relevantes para la fermentacion del grano de café (Elhalis et al., 2020),
ya que cumplen el rol de mejorar la produccién y concentracion de
compuestos volatiles responsables del aroma especifico (etanol,

acetaldehido, acetato de etilo y acetato de isoamilo), disminuir la
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produccion de &cido lactico durante el proceso de fermentacion. (De
Melo Pereira et al., 2014), y modular la via de las reacciones piroliticas
durante el tostado (Wang et al., 2020). Ademas, estas levaduras tienen
un papel esencial en la prevencién del crecimiento de hongos
filamentosos oxigénicos y en el aumento de la produccién de enzimas
pectinoliticas, lo que ayuda a la degradacion del mucilago y la pulpa del
café (Silva, 2014). En este sentido son muy importantes también para
prevenir el crecimiento de hongos filamentosos, especialmente los
productores de Ocratoxina A (OTA) (Massawe y Lifa, 2010).

b) Diversidad microbioldgica (Bacteria)

Abundancia relativa de secuencias del marcador LSU por tipo de
fermentacion

Se calculd la abundancia relativa de bacterias presentes en las muestras
de café en proceso de fermentacion segin el nimero de secuencias
identificadas. En el inicio de la fermentacion larga (IFL) (en
Cajamarca), se obtuvo la abundancia relativa de los siguientes géneros
identificados: Gluconobacter (7,81%), Frateuria (7,81%), Leuconostoc
(4,69%), Tatumella (3,13%), Escherichia (1,56%), no obstante, el
grupo mas representativo fue “Ba_Unidentified” con un 75,00% de las
secuencias (Figura 6). Mientras que en la parte al final de la
fernentacion larga (FFL), las abundancias estuvieron dadas de la
siguiente manera: Gluconobacter (7,84%), Frateuria (3,92%),
Leuconostoc (2,94%), Methylobacterium (0,98%), con el grupo mas
abundante “Ba_Unidentified” con un 76,47% (Figura 6).

En el proceso de fermentacion corta (FC) (en Amazonas) se obtuvo la
siguiente distribucion de los géneros identificados: Gluconobacter
(7,05%), Leuconostoc (5,63%), Sphingobacterium  (5,63%),
Lactobacillus (4,23%), Weissella (4,23%), Acetobacter (2,82%),
Tatumella (2,82%), Pseudomonas (2,82%), Novosphingobium (1,41%),
Mycobacterium (1,41%), Stenotrophomonas (1,41%), y al igual que en
el proceso de fermentacion largo, aqui también destaco el grupo
“Ba_Unidentified” con un 60,56% (Figura 6).
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M Ba_Unidentified

Figura 6. Abundancia relativa de secuencias de géneros dentro del grupo

Bacteria con respecto al inicio de la fermentacion larga (IFL), final de la

fermentacion larga (FFL) y fermentacién corta (FC).

Abundancia relativa de secuencias del marcador LSU por hora

En todas las horas colectadas del proceso del inicio y final de la

fermentacion larga (IFL-FFL) (en Cajamarca), se obtuvo la siguiente

distribucién de los géneros por hora: lider6 el grupo “Ba_Unidentified”
con mayor nimero de secuencias: 72,22%; 81,82%; 70,38%; 73,08%;
81,08%; 74,36% a las 6, 12, 18, 22, 27 y 32 horas, respectivamente. Por

otra parte, los valores maximos y minimos de abundancia de secuencia

en cada hora fueron de la siguiente manera: Gluconobacter (12,50% vs
4,55%) a las 18 y 12 horas, Leuconostoc (5,56% vs 2,56%) a las 6 y 32
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horas, Frateuria (11,11% vs 2,56%) a las 6 y 32 horas, Tatumella
(5,56% vs 4,17%) a las 6 y 18 horas. Acetobacter (12,82%),
Methylobacterium (2,56%) solo estuvieron presentes a las 32h y
Escherichia (4,55%) a las 12h (Figura 7-8).

En el proceso de fermentacién corto (FC) (en Amazonas), se obtuvo la
siguiente distribucion de los géneros por hora: destacé el grupo
“Ba_Unidentified”, con una abundancia relativa de 63,64% y 55,56% a
las 5 y 9 horas, respectivamente. Mientras que el resto de géneros la
abundancia relativa a las 5 y 9 horas fue la siguiente manera:
Gluconobacter (9,09% vs 3,70%), Leuconostoc (4,55% vs 7,41%),
Acetobacter (0,00% vs 7,41%), Sphingobacterium (6,82% vs 3,70%),
Tatumella (2,27% vs 3,70%), Lactobacillus (2,27% vs 7,41%),
Weisella (2,27% vs 7,41%), Pseudomonas (2,27% vs 3,70%),
Novosphingobium (2,27% vs 0,00%), Mycobacterium (2,27% vs
0,00%) y Stenotrophomonas (2,27% vs 0,00%) (Figura 7-8).

100%
Stenotrophomonas
90% W Escherichia
W Mycobacterium
80%
W Novosphingobium
70% m Methylobacterium
m Pseudomonas
60%
m Weissella
50% W Lactobacillus
W Tatumella
40%
® Sphingobacterium
30% W Frateuria
558 m Acetobacter
0
m Leuconostoc
\0,
10% W Gluconobacter
- M Ba_Unidentified
6

12H 18 |22 271 32H |[ s

(IFL) (FFL) (l-(.)
Tiempo de fermentacnon(H)

Abundancia relativa de secuencias en géneros (%)
X X X X X X X X

X
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Figura 7. Abundancia relativa de secuencias de géneros dentro del grupo

Bacteria con respecto al inicio (IFL) (6h-18h) y final de la fermentacion
larga (FFL) (22h-32h) y fermentacion corta (FC) (5h-9h).

12
Acefobacter l
10

Escherichia

8
[
Methylobacterium 4
2:
Stenotrophomonas
0

Novosphingobium

Mycobacterium

Sphingobacterium

Pseudomonas

Lactobacillus

Weissella

Gluconobacter

Frateuria

Leuconostoc

Tatumella

[6h 12h 18h | [ 22h 27h 32h | [5h oh |

(IFL) (FFL) (FC)

Figura 8. Mapa de calor que representa la abundancia relativa de
secuencias de géneros con asignacion taxondmica (excluyendo el grupo de
secuencias no identificadas) dentro del grupo Bacteria con respecto al
inicio (IFL)(6h-18h) y final de fermentacién larga (FFL) (22h-32h) y
fermentacion corta (FC) (5h-9h).

c) Diversidad microbiol6gica (Fungi)
Abundancia relativa de secuencias del marcador LSU por tipo de
fermentacion
Se calcul6 la abundancia relativa de hongos presentes en las muestras
de café en proceso de fermentacion seglin el nimero de secuencias
identificadas. En el inicio de la fermentacion larga (IFL) (en

Cajamarca), se obtuvo la abundancia relativa de los siguientes géneros
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identificados: Hanseniaspora (36,36%), Pichia (13,64%), Starmerella
(9,09%), no obstante, el grupo mas representativo fue
“Eu_Unidentified” con un 40,91% de las secuencias. Mientras que en
la parte al final de la fermentacion larga (FFL), las abundancias
estuvieron dadas de la siguiente manera: Hanseniaspora (21,62%),
Pichia (13,51%), Starmerella (13,51%) y Lachancea (8,11%), no
obstante, el grupo mas representativo fue “Eu_Unidentified” con un
43,24% (Figura 9).

En el proceso de fermentacion corta (FC) (en Amazonas) se obtuvo la
siguiente distribucion de los géneros identificados: Hanseniaspora
(10,53%), Pichia (5,26%), Penicillium (5,26%), Fusarium (5,26%), y
al igual que en el proceso de fermentacion largo, aqui también destaco
el grupo “Eu_Unidentified” con un 73,68% (Figura 9).

- -
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Figura 9. Abundancia de secuencias de géneros dentro del grupo Fungi con
respecto al inicio de la fermentacion larga (IFL), final de la fermentacion

larga (FFL) y fermentacién corta (FC).

Abundancia de secuencias por del marcador LSU hora

En todas las horas colectadas del inicio (IFL) y final (FFL) de la
fermentacién larga (en Cajamarca), se calculd la abundancia relativa,
obteniendo la siguiente distribucion de los géneros por hora: liderd el
grupo “Eu_Unidentified” con mayor numero de secuencias: 37,50%,
55,56%, 20,00%, 41,67%, 33,33%, 53,85% a las 6, 12, 18, 22, 27y 32
horas respectivamente. Por otra parte, los valores maximos y minimos
de abundancia de secuencia en cada hora fueron de la siguiente manera:
Hanseniaspora (40,00% vs 15,38%) a las 18 y 32 horas, Pichia
(25,00% vs 7,69%) a las 6 y 32 horas, Starmerella (20,00% vs 7,69%)
a las 18 y 32 horas, Lachancea (15,38% vs 8,33%) a las 32 y 27 horas
(Figura 10-11).

En el proceso de fermentacion corta (FC) (en Amazonas) se obtuvo la
siguiente distribucion de los géneros por hora: destaco el grupo
“Eu_Unidentified”, 70,00% y 77,78%, mientras que el resto de valores
fueron de la siguiente manera: Hanseniaspora (10,00% vs 11,11%),
Pichia (00,00% vs 11,00%), Penicillium (10,00% vs 0,00%), Fusarium
(10,00% vs 0,00%), todos a las 5y 9 horas respectivamente (Figura 10-
11).

23



100%
90%
80%
70%
B Fusarium
60% B Penicillium
50% M [achancea
— B Starmerella
M Pichia
30%
B Hanseniaspora
20% M Eu_Unidentified
10%
0

18H | [22H 32H| |[sH
(IFL) (FFL) (FC)
Tiempo de fermentacion (H)

Abundancia relativa de secuencias en géneros (%)
X

Figura 10. Abundancia de secuencias de géneros dentro del grupo Fungi con
respecto al inicio (IFL) (6h-18h) y final de la fermentacion larga (FFL) (22h-
32h) y fermentacion corta (FC) (5h-9h).
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Figura 11. Mapa de calor que representa la abundancia de secuencias

de géneros dentro del grupo Fungi con asignacion taxondémica
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(excluyendo el grupo de secuencias no identificadas) con respecto al
inicio (IFL) (6h-18h) y final de la fermentacion larga (FFL) (22h-32h)
y fermentacion corta (FC) (5h-9h).

d) Analisis funcional
La Figura 12 muestra la abundancia relativa de genes basada en la
ortologia KEGG, que mostr6é un predominio de las vias metabdlicas,
realizadas en el inicio (FL) (6-18 horas) y final de la fermentacion larga
(FFL) (22-32 horas) y fermentacion corta (FC) (5-9 horas) a
temperatura ambiente.
La mayor proporcion de genes detectados durante los procesos de
fermentacion estuvieron relacionados a las propiedades del genoma
34,90 % a las 18 horas en el inicio de la fermentacion larga (IFL) y
34,81% a las 5 horas en fermentacion corta (FC). A estos valores le
siguieron los valores de: i) genes relacionados al metabolismo, 31,05%
a las 22 horas (FFL) y 30,90% a las 9 horas (FC); ii) genes relacionados
a la biosintesis, 12,17% a las 22 horas (FFL) y 12,16% a las 5 horas
(FC); iii) genes relacionados al catabolismo, 5,49% a las 12 horas (IFL)
y 5,00% a las 9 horas (FC); y iv) otros genes relacionados a otros
procesos abarcaron valores méximos de 4,20% a las 18 horas (IFL) y
4,14% a las 5 horas (FC).
Por otro lado, la menos abundancia relativa se encontré en genes
relacionados al transporte, 1,70% a las 18 horas (IFL) y 1,56% a las 9
horas (FC) y en genes relacionados al metabolismo intermediario
central, 1,39% a las 6 horas (IFL) y 1,25% a las 5 horas (FC).
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Figura 12. Abundancia relativa de genes encontrados en los metagenomas de

microorganismos presentes en inicio de la fermentacion larga (IFL), final de

la fermentaciéon larga (FFL) y la fermentacion corta (FC) utilizando la

ortologia KEGG (KO), basado en la abundancia de genes implicados en el

metabolismao.

3.4. Abundancia relativa de microorganismos associados a parametros

fisicoquimicos temperatura 'y pH

a) Grupo Bacteria asociado a temperaturay pH

Las abundancias relativas de los géneros de bacterias de acido acético

(BAA) como Gluconobacter y Acetobacter en relacion a la

temperatura, pH y tiempo estuvo dado de la siguiente manera (Figura

13, 14). El género Gluconobacter presentd su mayor abundancia

relativa (12,50%) a las 18 horas de fermentacién, con una temperatura

de 17,4°C y un pH equivalente a 3,71; mientras que su menor

abundancia relativa (4,55%) se presentd a las 12 horas, con una

temperatura de 17,3°C y un pH de 4,04. El género Acetobacter presentd
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su mayor abundancia relativa (12,82%) a las 32 horas de fermentacion,
con una temperatura de 20,4°C y un pH equivalente a 3,62; no obstante,
ésta no estuvo presente ni a las 6, 12 y 18 horas de fermentacion,
apareciendo en su abundancia minima (3,85%) a las 22 horas con una
temperatura de 22,6°C y un pH de 3,74.

Por otra parte, los géneros de bacterias de acido lactico (BAL) como
Leuconostoc y Frateuria presentaron su mayor abundancia relativa
5,56% y 11,11 respectivamente, a las 6 horas de fermentacién, con una
temperatura de 18,5°C y un pH equivalente a 4,69; mientras que su
menor abundancia relativa fue 2,56% para ambos y se presento a las 32

horas, con una temperatura de 20,4°C y un pH de 3,62.
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Figura 13: Dindmica de los cambios en la abundancia relativa del
grupo bacteria asociado a la temperatura en las horas (6, 12, 18, 22, 27
y 32 h) enel inicio y final de la fermentacion larga. La figura refleja los
cambios en la abundancia relativa de los géneros mas importantes,
Gluconobacter, Leuconostoc, Acetobacter y Frateuria. Las cifras se
expresan en relacion con el tiempo de muestreo, el porcentaje de
abundancia relativa de los distintos géneros y los grados centigrados de

temperatura.
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Figura 14: Dinamica de los cambios en la abundancia relativa del
grupo bacteria asociado al pH en las horas (6, 12, 18, 22, 27 y 32 h) en
el inicio y final de la fermentacion larga. La figura refleja los cambios
en la abundancia relativa de los géneros mas importantes,
Gluconobacter, Leuconostoc, Acetobacter y Frateuria. Las cifras se
expresan en relacion con el tiempo de muestreo, el porcentaje de

abundancia relativa de los distintos géneros y los valores de pH.

b) Grupo Fungi asociado a temperatura 'y pH
Las abundancias relativas de los géneros del grupo fungi como
Hanseniaspora, Pichia y Starmerella en relacion a la temperatura, pH
y tiempo estuvo dado de la siguiente manera (Figura 15, 16). El género
Hanseniaspora presentd su mayor abundancia relativa (40%) a las 18
horas de fermentacion, con una temperatura de 17,4°C y un pH
equivalente a 3,71; mientras que su menor abundancia relativa
(15,38%) se presento a las 32 horas, con una temperatura de 20,4°C y
un pH de 3,62. El género Pichia present6 su mayor abundancia relativa
(25%) a las 6 horas de fermentacién, con una temperatura de 18,5°C y
un pH equivalente a 4,69; mientras que su menor abundancia relativa
(7,69%) se presento a las 32 horas, con una temperatura de 20,4°C y un
pH de 3,62. Por dltimo, el género Starmerella presentd su mayor
abundancia relativa (20%) a las 18 horas de fermentacion, con una
temperatura de 17,4°C y un pH equivalente a 3,71; mientras que su
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menor abundancia relativa (7,69%) se presento6 a las 32 horas, con una
temperatura de 20,4°C y un pH de 3,62.
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Figura 15: Dinamica de los cambios en la abundancia relativa del
grupo fungi asociado a la temperatura en las horas (6, 12, 18, 22, 27 y
32 h) en el inicio y final de la fermentacion larga. La figura refleja los
cambios en la abundancia relativa de los géneros mas importantes,
Hanseniaspora, Pichiay Starmerella. Las cifras se expresan en relacion
con el tiempo de muestreo, el porcentaje de abundancia relativa de los
distintos géneros y los grados centigrados de temperatura.
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Figura 16: Dinamica de los cambios en la abundancia relativa del

grupo fungi asociado al pH en las horas (6, 12, 18, 22, 27 y 32 h) en el
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inicio y final de la fermentacién larga. La figura refleja los cambios en
la abundancia relativa de los géneros mas importantes, Hanseniaspora,
Pichia y Starmerella. Las cifras se expresan en relacion con el tiempo
de muestreo, el porcentaje de abundancia relativa de los distintos

géneros y los valores de pH.

3.5. Caracterizacién quimica
a) ldentificacion de compuestos volatiles
Se detectaron compuestos volatiles en cada hora de colecta de muestras
de mucilago de café, durante procesos de fermentacion cortos (5y 9
horas) y largos (6, 12, 18, 22, 27 y 32 horas) de las regiones de
Amazonas y Cajamarca, respectivamente. Todos estos compuestos
presentaron picos con similitud >80% e indice de retencion lineal (LRI)
igualado. En total, se detectaron 157 compuestos volatiles por SPME-
GC-MS (Anexo 1): 3 &cidos, 13 alcoholes, 16 aldehidos, 13 alcanos, 2
hidrocarburos aromaticos, 5 bencenos, 24 ésteres, 1 éter, 2 furanos, 10
cetonas, 2 pirazinas, 9 terpenos y 57 compuestos pertenecientes a otros
grupos quimicos. En la fermentacion corta se encontraron 68 y 72
compuestos a las 5y 9 horas, respectivamente. Por el contrario, durante
el largo proceso de fermentacion, se identificaron 82, 80, 85, 69, 74 y
80 compuestos volatiles a las 6, 12, 18, 22, 27 y 32 horas,
respectivamente.
b) Grupos quimicos

De un total de 157 compuestos volatiles identificados tanto en el
proceso de fermentacion largo como en el corto, se clasificaron en 13
grupos quimicos: acidos, alcoholes, aldehidos, alcanos, hidrocarburos
aromaticos, bencenos, ésteres, éteres, furanos, cetonas, pirazinas y
terpenos (Figura 13), ademéas de un grupo de otros compuestos no
clasificados. En el proceso de fermentacion largo, los grupos quimicos
mas abundantes fueron los alcoholes, los ésteres y los aldehidos. A las
22h se registro la mayor abundancia relativa de alcoholes con un valor
de 35,51%, a las 32h la mayor abundancia relativa de ésteres con un
registro de 28,47% vy finalmente la mayor abundancia relativa de

aldehidos se registr6 a las 6h con un valor de 15,34%.
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En el proceso de fermentacion corto, los grupos quimicos mas
abundantes fueron los aldehidos, los alcoholes y el grupo formado por
compuestos volatiles no clasificados como "Otros". Los aldehidos
presentaron su mayor abundancia relativa a las 5h con un porcentaje del
37,04%, al mismo tiempo la abundancia relativa de los alcoholes fue
del 27,53%; mientras que la mayor abundancia relativa de otros
compuestos fue a las 9h con un valor del 24,44% (Figura 17).
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Figura 17: Abundancia relativa de los grupos quimicos voléatiles
detectados en los cafés en el inicio de la fermentacion larga (IFL), final

de la fermentacion larga (FFL) y fermentacion corta (FC).
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c) Compuestos volatiles asociados con caracteristicas organolépticas
Entre los compuestos identificados, 6 de ellos estan especificamente
asociados a las caracteristicas organolépticas del café (Elhalis et al.,
2020; Chindapan et al., 2021). Los compuestos fueron agrupados segun

su clase quimica en alcoholes, furanos, cetonas y, aldehidos (Tabla 03).

Tabla 03: Compuestos volatiles asociados a las caracteristicas
organolépticas identificadas por el espectro de masas (MS) en

comparacion con la base de datos NIST 17.

GI:UPO Compuesto Volatil Descrlpc_lon
Quimico Sensorial
Floral,
Alcoholes Phenylethyl Alcohol afrutado
Aldehidos Hexanal Verde,
afrutado
Benzaldehyde Almendra
grasa
2-Butenal, 3-
methyl- -
Furanos Furan, 2-pentyl- _
Cetonas 3-Pentanone

*MS = Espectro de masas comparado con la base de datos NIST 17.
Los descriptores sensoriales se han tomado de Flament et al. (1968),
Semmelroch y Grosch (1995), Czerny y Grosch (2000), Mottram
(2005), Pereira et al., (2014), Sunarharum et al., (2014), Febrianto et
al., (2016), Yang et al., (2016), Caporaso et al., (2018) y Liu et al.,
(2019).

En el proceso de fermentacion corta, se identificaron tres compuestos
volatiles dentro del grupo funcional de los aldehidos (hexanal,
benzaldehido y 2-butenal, 3-metil), un compuesto dentro del grupo
funcional alcoholes (alcohol feniletilico) y otros compuestos
pertenecientes a los grupos funcionales furanos (furano, 2-pentilo-) y

cetonas (3-pentanona).
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Para el proceso de fermentacion largo, se identificaron tres compuestos
volatiles pertenecientes al grupo funcional de los aldehidos, cuyos
compuestos presentaron la siguiente abundancia relativa minima vy
méaxima a las 12h y 27h de iniciada la fermentacion, respectivamente:
hexanal (1,78 vs 2,24 %), benzaldehido (6,94 vs 8,54 %), 2-Butenal, 3-
metil- (0,00 vs 0,23 %) (Figura 18a). Por otro lado, se detectaron
compuestos individuales dentro de los siguientes grupos funcionales:
furanos (furano, 2-pentilo-), con un valor minimo a las 27h (0,70%) y
un valor maximo a las 18h (1,91%); alcoholes (alcohol feniletilico), el
cual estuvo presente durante todas las horas de colecta y cuyo valor
minimo y maximo de abundancia relativa fue a las 18h (3,26%) y a las
32h (13,10%), respectivamente. Finalmente, el grupo de las cetonas (3-
pentanona) sélo estuvo presente a las 6h, 12h 'y 22h y ausente en el resto

de los tiempos de muestreo establecidos (Figura 18Db).
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Figura 18: Dindmica de los cambios en la abundancia relativa de los
compuestos volatiles segun horas de colecta (6, 12, 18, 22, 27 y 32 h)
en el inicio y final de la fermentacidon larga. La figura (a) refleja los
cambios en la abundancia relativa del grupo funcional aldehido. La
figura (b) expresa los cambios en la abundancia relativa de los
compuestos pertenecientes a los grupos funcionales furanos, alcoholes
y cetonas. Las cifras se expresan en relacion con el tiempo de muestreo

y el porcentaje de abundancia relativa de los distintos compuestos.

3.6. Analisis estadistico de datos

Analisis de correlacion del grupo bacteriay compuestos volatiles (IFL)
El andlisis de correlacion entre el grupo bacterias y los compuestos
volatiles en el inicio de la fermentaciéon larga (IFL) se exploré mediante el
analisis de correlacion de Pearson (Figura 19). Se encontraron
correlaciones positivas significantes entre: Ba_Unidentified y Phenylethyl
alcohol (r=0,98); Leuconostoc y 2-Butenal, 3-methyl- (r=0,96);
Leuconostoc y hexanal (r=0,96); Escherichia y Phenylethyl alcohol
(r=0,95); Leuconostoc y Benzaldehyde (r=0,94); Leuconostoc y 3-
Pentanone (r=0,83); Frateuria y Hexanal (r=0,83); Frateuria y 2-Butenal,
3-methyl- (r=0,82); Gluconobacter y Furan, 2-pentyl- (r=0,80).
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Figura 19: Mapa de calor del analisis de correlacion del grupo Bacteria 'y
los compuestos volatiles presentes en el inicio de la fermentacion larga
(IFL).

Andlisis de correlacion del grupo bacteria y compuestos volatiles
(FFL)

El analisis de correlacion entre el grupo bacterias y los compuestos
volatiles en el final de la fermentacion larga (FFL) se exploré mediante el
analisis de correlacion de Pearson (Figura 20). Se encontraron
correlaciones positivas significantes entre: Leuconostoc y 3-Pentanone
(r=1,00); Frateuria y 3-Pentanone (r=1,00); Gluconobacter y 2-Butenal,
3-methyl- (r=0,98); Methylobacterium y Phenylethyl alcohol (r=0,92),
Ba_Unidentified y Benzaldehyde (r=0,91);; Gluconobacter y 3-Pentanone
(r=0,89); Leuconostoc y 2-Butenal, 3-methyl- (r=0,89);; Acetobacter y
Phenylethyl alcohol (r=0,85); Frateuria y 2-Butenal, 3-methyl- (r=0,80).
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Figura 20: Mapa de calor del andlisis de correlacion del grupo Bacteria 'y

los compuestos volatiles presentes en el proceso final de la fermentacién
larga (FFL).

Andlisis de correlacion del grupo bacteria y las rutas metabolicas
(IFL)

El analisis de correlacion entre el grupo bacterias y las rutas metabdlicas
en el inicio de la fermentacion larga (IFL) también se exploré mediante el
analisis de correlacion de Pearson (Figura. 21). Se encontraron
correlaciones  positivas  significantes entre:  Ba_Unidentified y
Catabolismo (r=1,00); Leuconostoc y Metabolismo de acidos nucléicos
(r=1,00); Leuconostoc y Metabolismo (r=1,00); Escherichia vy
Catabolismo (r=1,00); Gluconobacter y Transporte (r=0,99); Leuconostoc
y Metabolismo de aminoéacidos (r=0,99); Tatumella y Metabolismo de
proteinas (r=0,95); Gluconobacter y Biosintesis (r=0,92); Leuconostoc y
Metabolismo intermediario central (r=0,89); Frateuria y Metabolismo de

proteinas (r=0,87).
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Analisis de correlacion del grupo bacteria y las rutas metabdlicas
(FFL)

El anélisis de correlacion entre el grupo bacterias y las rutas metabdlicas
en el final de la fermentacion larga (FFL) también se exploré mediante el
analisis de correlacion de Pearson (Figura 22). Se encontraron
correlaciones positivas significantes entre: Frateuria y Metabolismo de
proteinas (r=1,00); Leuconostoc y Metabolismo (r=1,00); Leuconostoc y
Metabolismo de &cidos nucleicos (r=1,00); Frateuria y Metabolismo de
acidos nucleicos (r=1,00); Leuconostoc y Metabolismo de proteinas
(r=0,99); Frateuria y Metabolismo (r=0,99); Gluconobacter y
Metabolismo (r=0,94); Ba_Unidentified y Transporte (r=0,92); Frateuria
y Metabolismo de aminoacidos (r=0,92); Gluconobacter y Metabolismo
de &cidos nucleicos (r=0,91); Gluconobacter y Biosintesis (r=0,90);
Leuconostoc y Metabolismo de aminoacidos (r=0,89); Gluconobacter y
Metabolismo de proteinas (r=0,88); Gluconobacter y Catabolismo
(r=0,84).
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Figura 22: Mapa de calor del analisis de correlacion del grupo Bacteria 'y

las rutas metabdlicas presentes en el final de la fermentacion larga (FFL).

Andlisis de correlacion del grupo fungi y compuestos volatiles (IFL)

De la misma forma, el analisis de correlacion entre el grupo fungi y los
compuestos volatiles al inicio de la fermentacion larga (IFL) se realizd
mediante el analisis de correlacion de Pearson (Figura 23). Se encontraron

correlaciones positivas significantes entre: Starmerella y Furan, 2-pentyl-
(r=1,00); Eu_Unidentified y Phenylethyl Alcohol (r=0,98).
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Figura 23: Mapa de calor del analisis de correlacion del grupo Fungi y los

compuestos volatiles presentes en el inicio de la fermentacion larga (IFL).

Andlisis de correlacion del grupo fungi y compuestos volatiles (FFL)

De la misma forma, el andlisis de correlacion entre el grupo fungi y los
compuestos volatiles al final de la fermentacion larga (FFL) se realizd
mediante el analisis de correlacion de Pearson (Figura 24). Se encontraron

correlaciones positivas significantes entre: Eu_Unidentified y Phenylethyl
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Alcohol (r=1,00); Hanseniaspora y hexanal (r=0.95); Pichia y hexanal
(r=0,95); Starmerella y hexanal (r=0,95); Eu_Unidentified y Furan, 2-
pentyl- (r=0,93); Hanseniaspora y 2-Butenal, 3-methyl-(r=0,93); Pichia 'y
-Butenal, 3-methyl- (r=0,93); Starmerellay 2-Butenal, 3-methyl- (r=0,93).
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Figura 24: Mapa de calor del andlisis de correlacion del grupo Fungi y los
compuestos volatiles presentes al final de la fermentacion larga (FFL).

Analisis de correlacion del grupo fungi y las rutas metabolicas (IFL)

También se realizd el andlisis de correlacion de Pearson entre el grupo
fungi y las rutas metabdlicas en el inicio de la fermentacion larga (IFL)
(Figura 25). Se encontraron correlaciones positivas significantes entre:
Starmerella y Propiedades del genoma (r=0,98); Pichia y Metabolismo de
proteinas (r=0,97); Starmerella y Biosintesis (r=0,96); Hanseniaspora y
Metabolismo de proteinas (r=0,95); Eu_Unidentified y Catabolismo
(r=0,90); Starmerella y Transporte (r=0,84).
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Figura 25: Mapa de calor del analisis de correlacién del grupo Fungi y las
rutas metabdlicas presentes en el inicio de la fermentacion larga (IFL).

Analisis de correlacion del grupo fungi y las rutas metabdlicas (FFL)
También se realizo el analisis de correlacion de Pearson entre el grupo
fungi y las rutas metabdlicas en el final de la fermentacién larga (FFL)
(Figura 26). Se encontraron correlaciones positivas significantes entre:
Hanseniaspora y Catabolismo (r=1,00); Pichia y Catabolismo (r=1,00);;
Starmerella y Catabolismo (r=1,00); Hanseniaspora y Biosintesis
(r=0,99); Pichiay Biosintesis (r=0,99); Starmerella y Biosintesis (r=0,99);
Lachancea y Propiedades del genoma (r=0,94); Eu_Unidentified y
Metabolismo intermediario central (r=0,93); Lachancea y Metabolismo
energético (r=0,87).
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Figura 26: Mapa de calor del anélisis de correlacién del grupo Fungi y las

rutas metabolicas presentes en el final de la fermentacion larga (FFL).

Andlisis de Componentes Principales (PCA)

Se aplicé el Analisis de Componentes Principales (PCA) sobre el
porcentaje de abundancia relativa de los 6 compuestos volatiles (descritos
en la tabla 1) para cada tiempo durante la fermentacion corta y larga, con
el fin de representar la varianza del conjunto de datos. El analisis de los
compuestos se realizd mediante la confirmacion del valor propio, con una
variabilidad de los datos que supera el 80% tras la confirmacion de los

componentes.

En la grafica PCA de los compuestos volatiles (Figura 27) se muestra el
mapa de distribucion de los dos primeros componentes principales
determinados por el PCA, que describen el 43,8% y el 31,1% de la

variabilidad. Observamos que 4 de los 6 compuestos volatiles del proceso
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standardized PC2 (31.1%)

de fermentacion larga (alcohol feniletilico, benzaldehido, hexanal,
furano,2-pentil-) tienden a agruparse a lo largo del primer componente
(Dim 1 que representa el 43,8% de la varianza total), mientras que los 2
compuestos restantes (3-pentanona, 2-butenal, 3-metil-,) se encuentran
dispersos a lo largo de los ejes superior izquierdo y derecho. El
componente secundario Dim 2 (31,1% de la varianza) mostré que los

compuestos volatiles variaban con el tiempo de fermentacion.

El proceso de fermentacion largo esta relacionado principalmente con los
compuestos furano, 2-pentilo-(entre las 12 y 18 horas), alcohol feniletilico,
benzaldehido y hexanal (entre las 22 y 32 horas). Estos compuestos
volatiles dan caracteristicas afrutadas, florales, verdes y almendradas
(Febrianto et al., 2016; Caporaso et al., 2018). En cuanto al proceso de
fermentacion corto, los compuestos destacados fueron 3-Pentanona y 2-
butenal, 3-metil- (a las 9 horas). Asi, el grafico muestra cada compuesto
volatil, colocado segun su relacién con los componentes, y puede utilizarse
para explicar como vario para cada hora de fermentacion en durante los

procesos de fermentacion estudiados.
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Figura 27: Grafico del andlisis de componentes principales de los compuestos
volatiles durante el proceso de fermentacion corto (5h-9h, en color verde), inicio
de la fermentacion larga (6h-18h, en color azul) y final de la fermentacion larga
(22h-32h, en color morado) con respecto al porcentaje de abundancia relativa del
hexanal; benzaldehido; 2-butenal, 3-metil-; furano, 2-pentil-; alcohol feniletilico

y 3-pentanona.

3.7. Implicancias de la investigacion en la sostenibilidad del cultivo de café

3.5.1. El rol de la agricultura sostenible

El rol de la agricultura en el desarrollo econémico de un pais es crucial (Begyaraj,
2014). La existencia de una mayor poblacion, mayores ingresos percibidos,
ademas de un mayor consumo y consumismo requieren de cultivos mas
intensivos y, por lo tanto, intensifican el uso del suelo (Singh y Trivedi, 2017).
Existen diversos problemas ambientales asociados a ello como son:
compactacion, erosion y perdida de la fertilidad del suelo; contaminacion de las
aguas subterraneas, entre otros; sumado a ello, se prevé que la demanda mundial

de la produccion agricola aumente ~70% para el 2050 (Godfray et al., 2010).

Ante ello, las practicas agricolas sostenibles son el punto clave para satisfacer la
creciente demanda agricola mundial del futuro (Altieri et al., 2012), fomentando
la prosperidad del ser humano y su entorno sin causar dafio al medio ambiente
(Asghar et al., 2020). Tal como lo mencionan los objetivos del desarrollo
sostenible, se debe garantizar los sistemas de produccion de alimentos sostenibles
y la implementacién de practicas agricolas flexibles, que sean capaces de
aumentar la productividad manteniendo nuestros ecosistemas y fortaleciendo la

adaptacion al cambio climatico (Wang et al., 2018).

3.5.2. Enfoque social: La importancia de las précticas agricolas en el cultivo
de café

El procesamiento del café es una préactica agricola que emplea técnicas de
produccion tradicionales, instalaciones dedicadas y equipos especializado (da

Silva et al., 2021), ademés su crecimiento y productividad depende de distintos
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factores ambientales como la temperatura, disponibilidad de agua, intensidad de
la luz solar, viento, tipo de suelo y la topografia del terreno (Descroix y Snoeck,
2009). Durante las etapas de cosecha, transporte y despulpado, los granos de café
tienen estrecha relacion con una gran variedad de microorganismos, muchos de
los cuéles contribuyen al proceso de fermentacidén posterior (da Silva et al.,
2021). En cualquier proceso de fermentacion, el impacto de la microflora nativa
es muy importante, ya que se postula que los sabores regionales y aromas en los
productos fermentados se deben en gran parte a la diversidad microbiana
estructurada regionalmente (Miura et al., 2017; Morrison y Goddard, 2018; Belda
et al., 2020).

El fruto del café es una gran fuente de diversidad microbiana, sin embargo, los
ecosistemas manejados cercanos (suelo, agua, hojas de café, superficie exterior
de los frutos y aire) tienen también poblaciones muy altas de una diversidad de
especies de hongos, levaduras y bacterias que pueden afectar la ecologia
microbiana del proceso de fermentacion (Lee et al., 2016; Junqueira et al., 2019).
No obstante, la interaccion entre las comunidades microbianas de fermentacion
y los entornos de procesamiento del café, asi como su rol dentro de la calidad
final en taza siguen adn sin comprenderse bien, ya que los estudios de fuentes

microbianas son limitados (Zhang et al., 2009; Bokulich et al., 2013).

En ese sentido, el presente estudio ha demostrado cdmo la practica post cosecha
del tiempo de fermentacion utilizado puede afectar a la comunidad microbiana y
la produccién de compuestos volatiles, y, en consecuencia, puede modificar los
perfiles sensoriales del café para favorecer el sabor y el aroma de la bebida y
aumenten el valor final del producto (Ribeiro et al., 2017; Lee et al., 2017;
Martinez et al., 2017, Bressani et al., 2020). Por tal motivo, el conocimiento de
la microbiota nativa y sus potencialidades puede ayudar a la elaboracion de
cultivos iniciadores en el proceso fermentacion del café, que pueden mejorar su
calidad y aumentar los beneficios econdmicos para los productores (Haile y
Kang, 2019). Para esto, los cultivos iniciadores deben cumplir con caracteristicas,
como ser no patdgenos, no toxigenicos y adaptables a las materias primas y al
proceso (Vinicius et al., 2015), ademas, de producir calidad sensorial, prolongar

la vida atil, reducir el tiempo de procesamiento y reprimir el desarrollo de
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microorganismos patdgenos relacionados con los alimentos (Corsetti et al.,
2012). Esta es una manera adecuada de influir positivamente en la gestion
sostenible de los sistemas agricolas, combinada con la implementacion adecuada
de los planes de bienestar social, para asi conducir en la realizacion oportuna del
ODS 1 (no pobreza), ODS 2 (hambre cero) y ODS 3 (buena salud y bienestar)
(Priyadarshini y Abhilash, 2020).

3.5.3. Enfoque econdmico: Aplicaciones de conocer los microbiomas del
café:

Actualmente, la comprension de las actividades microbianas del café se basa en
las investigaciones de sus funciones en la fermentacion del café (Ferreira, 2014),
la composicion y la dindmica de la comunidad microbiana durante la
fermentacion (Schwan et al., 2012; Ferreira, 2014) y los impactos microbianos
en la calidad del café (Hocking, 2006; Ferreira, 2014; Taniwaki et al., 2014). No
obstante, a medida que la comunidad cientifica comienza a ir mas alla de los
estudios descriptivos de diversidad microbiana, surge un nuacleo de
microorganismos, los cuales podrian ser Gtiles a nivel funcional. Por ejemplo, los
inoculantes microbianos se han empleado durante mucho tiempo para alterar,
conservar y mejorar los productos alimenticios (EI-Mansi et al., 2011). Por ende,
aqui destacamos varias aplicaciones en las que se han empleado o podrian
emplearse microorganismos para ayudar a mejorar la produccién del café y

contribuir para que sea mas rentable.

En la actualidad, la OTA (Ocratoxina), micotoxina que puede causar dafio renal,
es un factor importante en la evaluacién de la calidad del café, la cual se encuentra
regulada para la importacion a Europa en niveles de <5ppb (Bayman & Baker,
2006). Se ha examinado el uso de Lactobacillium plantarum, aislado de la pulpa
de café, como antagonista bioldgico contra los hongos productores de OTA
(Masoud et al., 2005; Masoud y Kaltof, 2006; Masoud y Jespersen, 2006;
Djossou et al., 2011; Ferreira, 2014). Para la gestion de residuos de café como
subproductos en forma de pulpa, cascarilla, aguas residuales y pozos de café
gastados se han empleado microorganismos tales como, Pseudomonas, Serratia,
Klebsiella, Rhodococcus, Alcalignes, Aspergillus, Penicillium, Fusarium y

Stemphylium, aislados del mismo café para su remediacion, enfocados en la
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desintoxicacién de la cafeina (Mussatto et al., 2011; Nayak et al., 2012; Ribeiro
et al., 2014). Esto haria posible la creacion de un producto con valor agregado en
forma de ensilado para alimentacion animal, o al menos puedan almacenarse y
compostarse de forma segura. Por otra parte, para el control de plagas del café,
que es de sumo interés para apoyar sistemas de cultivos sostenibles y reducir el
uso de plaguicidas toxicos (Jaramillo et al., 2011), varias investigaciones se
enfocan en el uso de agentes biolégicos (Waller y Masaba, 2006), centrados en
los endofitos, ya que son conocidos por su capacidad para conferir mayor
resistencia a las plagas (Silva et al., 2012), resistencia a la herbivoria y tolerancia

al estrés ambiental (Redman et al., 2002).

A la actualidad, existen pocos estudios que analicen las comunidades indigenas
de microorganismos en los cafetales, aun a pesar de que el café es un producto
importante en mas de 50 paises que participan en su produccién, comercio y
consumo (Urgiles et al., 2021). El presente estudio muestra el vacio de
informacion existente sobre los microorganismos nativos en los fermentos de
café (60-75% de bacterias y 42-73 % de hongos que no han podido ser
identificados) y sus potencialidades, siendo un reto a llenar para futuras

investigaciones en el area.

La aplicacion de la biotecnologia microbiana, integrada con técnicas
convencionales, permitira plantear soluciones que permitan el mejoramiento de
la calidad del café, los bajos rendimientos, la falta de hibridos mejorados, suelos
pobres, enfermedades, plagas, cambio climéatico y malas practicas de manejo de
cultivos (Fekede y Gosa, 2015; Melese y Kolech, 2021). En los altimos afios se
ha aplicado la biotecnologia moderna e ingenieria de microbiomas vegetales para
modificar microbiomas hacia comunidades especificas de microorganismos, para
optimizar el crecimiento de los cultivos y, por lo tanto, aumentar la rentabilidad
(Urgiles et al., 2021).

3.5.4. Enfoque ambiental: preservacion de los ecosistemas Enfocando

nuevos horizontes para la preservacion de los agroecosistemas
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La mayoria de microorganismos asociados a las plantas son considerados
comensales, teniendo impactos positivos en la salud de las plantas a traves de la
promocion del desarrollo y crecimiento de las mismas, la resistencia a las
enfermedades y la tolerancia al estrés ambiental, por lo que requieren de un nuevo
punto de vista (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Rodriguez et al., 2009; Kim et
al., 2012).

Las tecnologias de secuenciacion de ADN de préxima generacion, a la
actualidad, se han convertido en una alternativa competitiva para el analisis
comunitario a través de la secuenciacion masiva de amplicones de ADN y la
secuenciacion de metagendémica directa derivados de las comunidades de
microorganismos para su identificacion (Debenport et al., 2014; Debenport et al.,
2015; Vaughan et al., 2015), los cuales probablemente proporcionaran nuevos
inoculantes valiosos para la prevencion de enfermedades, promover la tolerancia
al estrés y mejorar la calidad del grano. No obstante, para determinar el impacto
de un microorganismo en un objetivo deseado y para incluirlo en la produccion,
este debe recuperarse en un cultivo, no obstante, la mayor parte de la diversidad
microbiana ain no se ha cultivado, debido a una serie de factores, incluidos
medios de aislamiento o condiciones de crecimiento inadecuados (Elhalis et al.,
2020).

Sabiendo todo esto, se debe contemplar el desarrollo de tecnologias (Microbiome
Biotechnology) que permitan la manipulacién del microbioma del cultivo in situ,
de tal manera que se conviertan en una parte integral del aumento sostenible de
la productividad agricola y asi garantice la seguridad alimentaria y nutricional de
las futuras poblaciones mundiales (Mueller y Sachs, 2015). Para lograr esto, se
necesitara la integracion multidisciplinaria para integrar tecnologias emergentes
(6micas, impresion 3D, biologia sintética) con enfoques mas tradicionales como
la ecologia microbiana, ecofisiologia vegetal y genética (Mishra, 2021), que
luego se deberan integrar con tecnologias de deteccion remota, satelitales y
basadas en sensores, que tengan la capacidad de trabajar con datos masivos para
resaltar el verdadero potencial de las herramientas de microbiomas en los sectores

de agricultura y alimentos (Singh y Trivedi, 2017).
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Estudios como la presente investigacion nos ayudan a tener una mejor
comprension de los microbiomas, ya que practicamente todos los procesos de los
ecosistemas estan influenciados por microorganismos, y muchos procesos son
llevados a cabo exclusivamente por ellos (Graham et al., 2014; Graham et al.,
2016). Ademas, su uso en el cultivo y la industria del café ain no se explota a
pesar de su capacidad potencial para reducir la cantidad de insumos quimicos,
mejorar la calidad del café y aumentar los ingresos de los agricultores a través de
certificaciones sostenibles (Mithofer et al., 2017). También se puede enfocar el
microbioma/microbiota vegetal como nueva estrategia de fitomejoramiento para
mantener la productividad de manera sostenible (Nogales et al., 2016; Orozco-
Mosqueda et al., 2018; Arif et al., 2020), integrando principios bioldgicos,
fisicos, quimicos y ecoldgicos para desarrollar nuevas practicas que no sean
dafinas para el medio ambiente y que beneficien econémicamente a los
agricultores (Tahat et al., 2020).

DISCUSION

El café es considerado una de las bebidas con mayor consumo a nivel mundial
y uno de los principales cultivos comerciales (ICO, 2018). La calidad del café
tiende a ser influenciada por distintos factores como: clima, genotipo, practicas
agrondmicas y ubicacidn geografica (Bressani etal., 2019; Pereira et al., 2021),
asi como también por procesos posteriores a la cosecha que incluyen el
procesamiento primario, el secado, el tostado y las condiciones de
almacenamiento (Pereira y Moreira, 2017). El proceso de fermentacion del
café es uno de los principales métodos primarios de procesamiento y si se
realiza correctamente, puede producir cafés de altas cualidades sensoriales
(Pereira et al., 2014; Silva et al., 2014; Evangelista et al., 2015; Pereira et al.,
2015; Mariyam et al., 2022).

Este proceso de fermentacion es una fuente rica de microorganismos que
incluyen bacterias del acido lactico, bacterias del é&cido acético,
enterobacterias, levaduras y hongos (De Bruyn et al., 2017; De Carvalho et al.,
2017; De Oliveira et al., 2019), que, en este entorno en constante cambio de
metabolitos, alteran significativamente el sabor, aroma y la calidad general del

café (Restrepo, 2022). Debido a esta relacion se generan perfiles aromaticos
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(compuestos volatiles) que contribuyen a la generacién de atributos deseables
para la calidad del café (Caporaso et al., 2018). Es asi que, en el presente
estudio, se empled el analisis de metagendmica para estudiar los distintos
microorganismos presentes durante el proceso de fermentacién del café, que
permitié la secuenciacion y el andlisis del ADN genémico combinado de
muestras completas (Lapidus y Korobeynikov, 2021) en las regiones de
Cajamarca y Amazonas, ademas se empled la cromatografia de gases que
permitio la identificacion de los compuestos organicos volatiles asociados a
este mismo (Stilo et al., 2021).

Diversos estudios han identificado bacterias de acido lactico (LBA) (De Melo
et al., 2020), entre los géneros Lactococcus, Weissella, Lactobacillus y
Leuconostoc (De Carvalho et al., 2018; De Oliveira et al., 2019; Martins et al.,
2020; Pothakos et al., 2020). Coincidiendo estos tres ualtimos con los
identificados en el proceso de fermentacion corta, mientras que en el proceso
de fermentacion larga solo coincidié el género Leuconostoc. Las levaduras
también juegan un papel esencial en el proceso de fermentacion (Elhalis et al.,
2020). Entre los géneros de levadura mas reportados se encuentran Pichia,
Saccharomyces, Hanseniaspora y Candida (De Melo Pereira et al., 2014; De
Oliveira et al., 2019; Zhang et al., 2019), habiendo sido estas Gltimas
identificadas en este estudio junto con los géneros Starmerella, Lachancea, en

fermentacion larga y Penicillium, Fusarium en fermentacién corta.

Los héabitats naturales de estos microorganismos incluyen frutas, corteza de los
arboles, el suelo, agua, aire, entre otros (Ruta y Farcasanu, 2021), si bien la
diversidad microbiana en el proceso de fermentacion del café ha sido estudiada
en diferentes paises, se ha demostrado que dicha diversidad es especifica de
cada region geografica y nicho (De Oliveira et al., 2019), lo que ahora se suele
conocer como “terrufio microbiano”, que postula que "los sabores y aromas
regionales en los productos fermentados pueden deberse en parte a la
diversidad microbiana estructurada regionalmente™ (Miura et al., 2017;
Morrison-Whittle y Goddard, 2018; Belda et al., 2020).
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No obstante, se conoce desde hace ya muchos afios que entre 80-90% de los
microorganismos que habitan en los distintos biomas son desconocidos
(Lapidus y Korobeynikov, 2021), el cual se ve reflejado en el presente estudio
ya que existieron en el inicio y final de la fermentacion larga un 75,90% vy
42,37% y en el proceso de fermentacion corta un 60,56% y 73,68%, de
microorganismos correspondientes al grupo bacteria y fungi respectivamente
cuyas secuencias no coinciden con las identificadas ni con otras secuencias de
las bases de datos consultadas, por lo que se trataria de secuencias que
corresponden a géneros aun no caracterizados y, por ende, no han sido

asignados taxondmicamente.

Es alli donde el estudio e investigacion de los distintos grupos microbianos es
de suma importancia ya que, si se utilizan criticamente, pueden contribuir
significativamente al desarrollo sostenible (Kuhad, 2012). En este enfoque de
desarrollo sostenible, los microorganismos se pueden utilizar en la agricultura
como una tecnologia verde, para mejorar la fertilidad del suelo, la
productividad de los cultivos y el biocontrol de los patdgenos de las plantas
(Johansson et al., 2004; Khan et al., 2009; Akinsemolu, 2018). Es alli donde la
informacion obtenida de la metagendmica centrada en genes, a veces en
combinacién con la secuenciacion de ARN (metatranscriptomica) y la
identificacion de proteinas (metaprotedmica), proporciona una mayor
comprension de los procesos microbianos que rigen los ciclos biogeoquimicos
en los ecosistemas (Tas et al., 2021), ademas de realizar andlisis de genomas
comparativos para estudiar las caracteristicas filogenéticas y funcionales de las
comunidades microbianas, empleando este enfoque para identificar rasgos

ecogenomicos (Wilhelm et al., 2021).

El andlisis funcional reveld caracteristicas metabolicas interesantes que nos
ayudaran a entender los distintos procesos biolégicos que suceden en el
fermento del café y su importancia. En cuanto al metabolismo de aminoéacidos,
la produccion de GABA por los géneros Lactobacillus y Leuconostoc, estan
relacionados a eludir el estrés &cido (Kim et al., 2009; Filannino et al., 2014;
Laroute et al., 2016), asi tambien el uso de acido cafeico por el género

Lactobacillus se relacionan al cofactor de regeneracion, asi como la absorcion
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de &cido citrico, acido malico y acido quinico, que generalmente tienen lugar
durante las fermentaciones de vegetales y frutas (Filannino et al.,
2014; Ganzle, 2015). Ademas, las bacterias de acido lactico (BAL),
involucradas en la produccidn de acidos organicos como el acido lactico, acido
acético y acido succinico, pero en menos vias de metabolismo secundario y en
funciones auxotroficas para vitaminas y aminoacidos (Pothakos et al., 2020).
Mientras que el género Pichia puede participar en el proceso de fermentacion
del café humedo, las levaduras estan particularmente involucradas en el
procesamiento del café en seco, al igual que las especies de bacterias de acido
acético (BAA) (De Bruyn et al., 2017)

El proceso de fermentacion puede aumentar la diversidad de compuestos de
aroma y sabor del café. En esta investigacion se identific un total de 157
compuestos volatiles diferente, pero como mencionan Tressi (1989) y Farah et
al., (2012), se han identificado mas de 700 compuestos volatiles y no volatiles
que contribuyen al sabor del café. La mayor parte de estudios cientificos ha
estudiado a los compuestos volatiles en granos de café verde y tostado tales
como los de, Dong et al.,, (2018), identificaron 90 compuestos volatiles
incluyendo incluyendo 11 furanos, 19 pirazinas, 31 cetonas, 9 aldehidos, 9
fenoles, 7 pirroles, 7 piridinas, 5 ésteres, 8 acidos, 7 alcoholes y otros 18; Kim
et al., (2019), donde identificaron 98 compuestos volatiles diferentes;
Chindapan et al., (2021), identificaron 45 compuestos entre pirazinas, furanos,
piridinas, pirroles, fenoles, cetonas, amina, aldehido, pirano, pirazol y un acido
alifatico, que se desarrollaron a partir de los 230 °C. Lo que indicaria que se
requiere de una mayor investigacion de estos compuestos volatiles, dentro del

proceso de fermentacion.

Para identificar la microbiota funcional central responsable de la fermentacion
y los compuestos aromaticos volatiles, se utiliz6 un modelo de correlacién para
revelar las posibles correlaciones entre los microorganismos y los compuestos
aromaticos volatiles en el proceso de fermentacion. Presentaron correlaciones
positivas miembros del grupo bacteria y fungi: Ba_Unidentified y Escherichia
al inicio de la fermentacion larga, mientras que Acetobacter vy

methylobacterium al final de la fermentacion larga, Eu-unidentified tanto para
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el inicioy final de la fermentacidn larga, con el compuesto phenylethyl alcohol,
los cuales serian responsables de otorgar caracteristicas florales y frutadas
(Caporaso et al., 2018) El género Pichia present6 correlaciéon positiva con
hexanal y 2butenal, 3-methyl, los cuales aportan caracteristicas verdes
almendrosas al café (Liu et al., 2019). Brioschi et al., (2020) mencionan que la
diversidad bacteriana y las caracteristicas sensoriales tuvieron una correlacion
positiva, ya que el aumento de la diversidad bacteriana es directamente
proporcional al aumento del regusto y la fragancia, sin embargo, estas
caracteristicas sensoriales no se correlacionaron directamente con la diversidad
de hongos. Pero se confirma la influencia de las comunidades bacterianas y
fangicas en los perfiles sensoriales, tal como lo mencionan Lee et al., (2015)
quienes sugieren que la formacion de compuestos aromaticos puede estar

asociada con microorganismos.

En cuanto a la presencia/ausencia de microorganismos en los distintos tiempos
de fermentacion, se pudo apreciar que dentro del grupo bacterias, Acetobacter
y Methylobacterium estuvieron ausentes en el IFL, apareciendo sin embargo
en el FFL, ocurriendo lo opuesto con Tatumella y Escherichia, quienes
estuvieron presentes en el IFL, pero ausentes en el FFL. En cuanto al grupo
fungi, solo el género Lachancea estuvo ausente en el IFL, pero aparecio en el
FFL. Esto podria deberse como lo explica Hadiwidodo et al, (2019) al distinto
desarrollo microbiano en las fases mesofilica, termofilica y de maduracién,
asociado a los distintos cambios el pH, temperatura y oxigeno (De Bruyn et al.,
2017)

En diversos estudios los analisis de correlacion de la poblacion microbiana con
las variables sensoriales convergen con las propuestas de Pereira et al. (2020),
donde gran parte de la composicion sensorial y quimica del café es resultado
de metabolitos generados por microorganismos que actlian espontaneamente o
inducidos durante la fermentacion. Siendo los factores principales que afectan
los perfiles de las comunidades microbianas la temperatura y el tiempo de
fermentacion (Hamdouche et al., 2016; Brioschi et al., 2020), mientras que
factores como el clima, altitud, entorno ambiental y las diferentes condiciones

de procesamiento de los cerezos y granos de café influyen en la composicion

53



y actividad de las comunidades microbianas (De Bruyn et al., 2017; Guzzon et
al., 2020), conjuntamente con el origen geografico, métodos de procesamiento
seco 0 humedo, especie de café, topografia del suelo y factores edaficos
(Hamdouche et al., 2016; Veloso et al., 2020). No obstante, aln es un reto para
la ciencia el comprender completamente las condiciones de procesamiento y
qué compuestos promueven rasgos como la acidez beneficiosa o perjudicial

para la calidad sensorial del café (Ribeiro et al., 2017).

CONCLUSIONES

1. Este estudio, a través del uso del analisis de metagendmica se confirmé la
presencia de 14 géneros correspondientes al grupo bacteria: Gluconobacter,
Leuconostoc, Acetobacter, Frateuria, Sphingobacterium, Tatumella,
Lactobacillus, Weissella, Pseudomonas, Methylobacterium,
Novosphingobium, Mycobacterium, Escherichia, Stenotrophomonas y 6
géneros correspondientes al grupo fungi: Hanseniaspora, Pichia,
Starmerella, Lachancea, Penicillium y Fusarium.

2. Se identificaron 2 grupos asignados como Ba_Unidentified vy
Eu_Unidentified que correspondieron a microorganismos bacterias y
eucariotas cuyas secuencias corresponden a géneros aun no caracterizados.
La abundancia relativa del grupo designado como Ba_Unidentified fue de
75,90% y 60, 56%; mientas que del grupo Eu_Unidentified fue de 42,37%
y 73,68%, ambos para fermentacion larga y corta respectivamente.

3. Las abundancias relativas de los géneros del grupo bacteria fue de:
Gluconobacter (7,83%), Frateuria (5,42%), Acetobacter (4,82%),
Leuconostoc (3,61%), Tatumella (1,20%), Methylobacterium (0,60%),
Escherichia (0,60%) en ambas etapas de la fermentacion larga y de
Gluconobacter (7,05%), Leuconostoc (5,63%), Sphingobacterium (5,63%),
Lactobacillus (4,23%), Weissella (4,23%), Acetobacter (2,82%), Tatumella
(2,82%),  Pseudomonas  (2,82%),  Novosphingobium  (1,41%),
Mycobacterium (1,41%), Stenotrophomonas (1,41%) en el proceso de
fermentacion corta.

4. Las abundancias relativas de los géneros del grupo fungi fue de:
Hanseniaspora (27,12%), Pichia (13,56%), Starmerella (11,86%),

Lachancea (5,08%) en ambas etapas de la fermentacion larga y de
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Hanseniaspora (10,53%), Pichia (5,26%), Penicillium (5,26%), Fusarium
(5,26%) en el proceso de fermentacion corta.

. La mayor proporcion de genes detectados en ambos procesos de
fermentacion estuvieron relacionados con: propiedades del genoma,
metabolismo, biosintesis, catabolismo, metabolismo de &cidos nucleicos,
metabolismo energético, metabolismo de aminoacidos, transporte,
metabolismo intermediario central, y otros en menor proporcion.

. El andlisis de cromatografia de gases permitio identificar 157 compuestos
volatiles, divididos de la siguiente manera: 3 &cidos, 13 alcoholes, 16
aldehidos, 13 alcanos, 2 hidrocarburos aromaticos, 5 bencenos, 24 ésteres,
1 éter, 2 furanos, 10 cetonas, 2 pirazinas, 9 terpenos y otros 57 compuestos
cuyo grupo funcional no fue asigando.

. Los analisis y consultas bibliograficas permitieron identificar 6 compuestos
volatiles especificamente asociados a las caracteristicas organolépticas del
café en proceso de fermentacion, estos fueron: phenylethyl alcohol (floral,
afrutado), hexanal (verde, afrutado), benzaldehyde (almendra grasa), 2-
Butenal, 3-methyl-, Furan, 2-pentyl-, 3-Pentanone, estos tres ltimos se los
describe, mas aln no esta detallado sus atributos.

. Existieron correlaciones positivas (r>0,90) entre géneros del grupo bacteria
y compuestos volatiles:); Escherichia y Phenylethyl alcohol; Leuconostoc y
Benzaldehyde, hexanal; 2-Butenal, 3-methyl-, 3-Pentanone; Frateuria y 3-
Pentanone; Gluconobacter y 2-Butenal, 3-methyl; Methylobacterium y
Phenylethyl alcohol. Géneros del grupo bacteria y rutas metabdlicas
(r>0,90): Escherichia y catabolismo; Frateuria y metabolismo,
metabolismo de 4&cidos nucleicos, metabolismo de amino4cidos,
metabolismo de proteinas; Gluconobacter y biosintesis, transporte,
metabolismo, metabolismo de é&cidos nucleicos; Leuconostoc Yy
metabolismo, metabolismo de acidos nucléicos, metabolismo energético,
metabolismo de aminoécidos, metabolismo de proteinas; Tatumella y
metabolismo de proteinas.

. Existieron correlaciones positivas (r>0,90) entre géneros del grupo fungi y
compuestos volatiles: Hanseniaspora y hexanal, 2-Butenal, 3-methyl-
(r=0,93); Pichia y hexanal, -butenal, 3-methyl-; Starmerella y hexanal,

Furan, 2-pentyl-, 2-Butenal, 3-methyl-. Géneros del grupo fungi y rutas
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metabolicas: Hanseniaspora y Metabolismo de proteinas, biosintesis,
catabolismo; Lachancea y propiedades del genoma; Pichia y metabolismo
de proteinas, catabolismo, biosintesis; Starmerella y propiedades del

genoma, biosintesis, transporte, catabolismo.

VI. RECOMENDACIONES

1.

La importancia de la microbiota nativa en los diferentes aspectos que
denotan la fertilidad de un suelo, el mejoramiento de la calidad de un cultivo
y su aprovechamiento para la sostenibilidad de ecosistemas vy
agroecosistemas, hacen que sea crucial el levantamiento de lineas de base
para su caracterizacion en detalle, mediante el empleo de marcadores
moleculares que se han constituido en herramientas valiosas para la

deteccion y el uso de la diversidad genética.

. En paises megadiversos como el nuestro, el desarrollo de bioconocimiento

es todavia insuficiente, como para poder tener datos cuantitativos de la
certera riqueza biol6gica que posee el Perd y dimensionar la relevancia de
los procesos bioecoldgicos y evolutivos en los diferentes ecosistemas. Por
lo tanto, el desarrollo consecuente de los anélisis moleculares es de crucial

importancia.

. Se recomienda complementar los datos de cromatografia de gases con datos

andlisis de cromatografia liquida para caracterizar otro tipo de componentes
como compuestos inorganicos, organicos, gases disueltos, particulas,
incluso microorganismos, preferentemente que sean de peso molecular
superior a 300 u.m.a., sensibles a una elevacion de la temperatura incluso

moderada y que se encuentren en forma ionica.

. Se debe implementar un banco de microorganismos a nivel nacional de

importancia en investigacion agricola, por ejemplo, como lo tiene Europa,
Microbial Resource Research Infrastructure (MIRRI), el cual tiene como
objetivo la conservacion, investigacion sistematica, suministro vy

valorizacion de los recursos microbianos y la biodiversidad.

. Se recomienda concientizar sobre la importancia del tiempo de

fermentacion en la calidad final del café y tratar de estandarizar ese proceso
segun condiciones ambientales (altura, temperatura, humeda, etc),

microorganismos asociados y técnicas adecuadas. Con el fin de lograr
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aumentar su valor comercial, de tal manera que se establezcan propiedades
sensoriales sobre el producto final que permitan identificar caracteristicas
especificas de dicho café, para asi garantizar estandares de calidad sobre el

producto y asegurar su calidad en el tiempo.
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ANEXOS

Anexo 01: Compuestos volatiles detectados por SPME-GC-MS.

Abundancia Relativa (%)

Grupo Quimico Compuestos Fermentacién Larga Fermentacién Corta
6H |12H | 18H | 22H | 27H | 32H 5H 9H
n-Decanoic acid 0.48 [ 0.69]0.34] 0.28 | 0.10 | 0.11 0.28 0.73
Acidos Dodecanoic acid 0.29 [ 0.31]0.19| 0.04 | 0.03 | 0.00 0.08 0.15
Nonanoic acid 0.22 | 0.38/0.00 | 0.09 | 0.05 | 0.04 0.00 0.00
Phenylethyl Alcohol 4.29 [ 6.40|3.26 | 8.43 | 5.42 |13.10{ 11.32 5.63
3-Octanol 0.68 | 0.66 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 1.21 2.21
1-Butanol, 2-methyl- 0.63 [1.10]|0.99| 1.53 | 1.74 | 1.97 1.33 0.58
1-Hexanol, 2-ethyl- 0.24 [ 0.19]1.77 | 0.00 | 0.00 | 0.12 0.00 0.00
2-Heptanol 10.24[9.87/9.86 | 2.15 | 1.22 | 1.53 7.45 9.77
1-Hexanol 0.06 | 0.06]0.29| 0.13 | 0.15 | 0.00 0.65 0.00
Alcoholes 3-Octen-2-ol, (Z)- 0.68 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.33 ] 0.00 0.00 0.00
2-Hexanol 0.08 [ 0.00]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
3-Octen-2-ol, (E)- 0.00 [ 1.64]0.00| 0.00 | 0.28 | 0.21 0.00 0.00
1-Butanol, 3-methyl- 0.00 [0.84]|1.55| 3.84 | 4.52 | 5.38 3.04 0.00
1-Butanol, 3-methyl-, acetate 9.70 | 7.60 [ 7.49 [ 19.43|19.81| 6.01 0.67 1.82
1-Pentanol, 4-methyl- 0.00 | 0.00|0.00| 0.00 | 0.00 | 0.11 0.00 0.00
1-Octen-3-ol 0.00 [ 0.00|0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 1.88 4.62
Benzaldehyde 7.71 [6.94(5.91| 3.34 | 8.54 | 6.19 21.28 0.00
Tridecanal 0.47 [ 0.16]0.19] 0.00 | 0.09 | 0.14 0.05 0.00
Nonanal 1.09 | 1.13[1.04| 0.00 | 1.06 | 0.33 0.00 0.00
2-Octenal, (E)- 0.94 | 0.96/0.83| 1.11 | 1.00 | 1.41 1.41 0.00
Tetradecanal 0.43 [ 0.32]0.24| 0.00 | 0.14 | 0.45 0.08 0.00
2-Hexenal 0.57 {0.73[0.79| 0.41 | 0.13 | 0.15 1.19 0.00
Methional 0.62 [ 0.78]0.61| 0.84 | 0.99 | 0.55 6.84 0.74
. Hexanal 2.04 [1.78]|1.79] 2.19 | 2.24 | 2.08 3.71 0.66
Aldehidos 15 adecanal 0.90 [0.00]0.87] 0.00 | 0.40 | 0.95] 1.08_| 0.00
2-Butenal, 3-methyl- 0.36 [ 0.00]|0.00| 0.29 | 0.23 | 0.14 1.06 1.26
2-Hexenal, (E)- 0.22 | 0.00 | 0.00| 0.00 | 0.15 | 0.06 0.00 0.09
2-Nonenal, (E)- 0.00 [ 0.00]0.23] 0.30 | 0.00 | 0.29 0.00 0.00
Pentanal 0.00 [ 0.00]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.04 0.00 0.00
4-Quinolinecarboxaldehyde 0.00 | 0.00| 0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.01 0.00
2-Butenal, 2-methyl- 0.00 | 0.00|0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.10 0.00
Octanal 0.00 | 0.00 | 0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.22 0.00
Tetradecane 5.79 | 4.76 | 3.22 | 6.46 |11.33| 7.45 3.30 3.69
Undecane, 2,5-dimethyl- 0.54 {0.34[0.39 | 0.79 | 0.47 | 0.05 0.64 3.48
Tridecane 1.15 |0.77]0.82] 1.23 | 1.87 | 1.41 1.37 1.02
Dodecane 1.05 | 0.86[0.79| 0.59 | 0.71 | 0.40 2.36 2.97
Decane 0.44 | 0.00 | 0.51| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.08 0.00
Pentadecane 2.80 [2.40)|1.64| 1.08 | 1.05 | 1.37 0.00 0.37
Alcanos Hexadecane 0.23 {0.14(0.14 | 0.15 | 0.27 | 0.23 0.07 0.00
Nonane, 2,6-dimethyl- 0.11 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.37
Undecane, 3,8-dimethyl- 0.00 [ 0.00)0.08 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.20
Dodecane, 4,6-dimethyl- 0.00 | 0.00|0.04 | 0.00 | 0.00 | 0.18 0.55 1.23
Tridecane, 2-methyl- 0.00 [ 0.00]0.00| 0.18 | 0.12 | 0.00 0.31 0.58
Dodecane, 2,6,11-trimethyl- 0.00 | 0.00|0.00| 0.35 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Undecane, 4,7-dimethyl- 0.00 [ 0.00]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.42
Hidrocarburos |Toluene 0.92 [0.91]0.94| 0.46 | 0.58 | 1.02 0.09 2.50
Aromaticos Styrene 9.64 [5.99]|5.60| 1.69 | 2.07 | 2.95 3.09 5.47
Ethylbenzene 1.14 | 0.56]0.28 | 0.13 | 0.09 | 0.12 0.28 0.57
Benzene, propyl- 0.76 | 0.40[0.39 | 0.04 | 0.00 | 0.00 0.19 0.32
Bencenos Benzene, 1,4-dimethoxy- 0.55 | 0.74[0.56 | 0.29 | 0.27 | 0.23 0.00 0.00
Benzene, 1,4-diethyl- 0.00 | 0.00|0.00| 0.00 | 0.04]0.13 0.00 0.00
Benzene, 1,3-diethyl- 0.00 [ 0.00]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.05 0.00 0.00
Benzoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 0.07 {0.11(0.11 | 0.04 | 0.02 | 0.02 0.01 0.10
Acetic acid, 2-ethylhexy! ester 0.32 | 0.00[0.36 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Acetic acid, 2-phenylethyl ester 2.23 |5.34(4.43| 5.14 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Benzeneacetic acid, ethyl ester 3.66 [3.27[7.71| 4.68 | 8.05 | 8.55 0.00 2.45
Acetic acid, hexyl ester 0.15 | 0.36[0.35| 1.48 | 1.37 | 2.11 0.00 0.00
Acetic acid, butyl ester 0.12 | 0.05(0.24 | 0.03 | 0.05 | 0.22 0.00 0.00
Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 0.15 10.17{0.39| 0.10 | 0.10 | 0.17 0.12 0.21
Hexanoic acid, methyl ester 0.08 | 0.04[0.10 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.23 0.41
Propanoic acid, butyl ester 1.20 [1.28]1.78 | 0.00 | 0.01 | 0.03 0.00 1.86
Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester 1.80 [1.83]|3.66| 2.79 | 3.13 | 3.87 0.78 2.81
Benzeneacetic acid, methyl ester 0.00 | 0.21(0.00 | 0.00 | 0.10 | 0.00 0.00 0.37
Esteres Acetic a_lcid,_octyl ester 0.00 | 0.77[0.63 | 2.90 | 2.43 | 3.90 0.00 0.00
Butanoic acid, butyl ester 0.00 | 0.00(0.36 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Hexanoic acid, ethyl ester 0.00 {0.00(0.64| 1.34 | 1.44 | 1.80 0.00 0.00
Octanoic acid, ethyl ester 0.00 | 0.00(0.05| 0.90 | 1.57 | 3.51 0.00 0.00
Benzoic acid, ethyl ester 0.00 { 0.00(0.00| 0.04 | 0.17 | 0.73 0.00 0.00
Isobutyl acetate 0.86 [ 0.37]0.20| 0.61 | 0.48 | 0.44 0.00 0.13
Dodecanoic acid, ethyl ester 0.00 | 0.00(0.00| 0.14 | 0.26 | 0.86 0.00 0.00
Tetradecanoic acid, ethyl ester 0.00 | 0.00(0.00| 0.00 | 0.05 | 0.14 0.00 0.00
Decanoic acid, ethyl ester 0.00 | 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.35 0.00 0.00
Acetic acid, nony| ester 0.00 | 0.00[0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.32 0.00 0.00
Pentanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.08 0.00 0.00
Acetic acid, heptyl ester 0.00 | 0.00(0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.31 0.00 0.00
Butanoic acid, ethyl ester 0.00 | 0.00{0.00| 0.00 | 0.00 ] 0.05 0.00 0.00
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Eteres n-Butyl ether 0.60 | 1.03[0.00| 0.02 | 0.00 | 0.07 0.00 0.81
I Furan, 2,3-dihydro-4-methyl- 0.29 |1 0.70(0.89 | 0.00 | 0.11 | 0.07 0.00 0.00
Furan, 2-pentyl- 0.99 |1.47[1.91| 0.96 | 0.70 | 1.05 0.00 0.59
3-Pentanone 0.78 |1 0.63|0.00 | 0.08 | 0.00 | 0.00 0.08 1.24
2-Pentanone 0.33 1 0.00(0.31| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.12
3-Octanone 0.35 (0.37(0.28 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.68 0.82
5-Hepten-2-one, 6-methyl- 0.65 [0.63]0.54| 0.16 | 0.12 | 0.19 0.70 1.00
2-Heptanone 1.62 |1.50|1.66 | 0.18 | 0.05 | 0.09 1.27 1.85
Cetonas Acetophenone 0.77 | 0.57]0.41] 0.00 | 0.00 | 0.51] 0.00 0.00
Acetoin 0.75 | 1.16[2.70| 0.89 | 0.98 | 1.56 0.03 2.61
2-Nonanone 0.00 | 0.08 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
2-Acetoxy-3-butanone 0.00 [0.00|2.51] 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
2-Octanone 0.00 | 0.00(0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.05 0.00
I Pyrazine, 2-methoxy-3-(2-methylpropyl)- 1.63 12.21|1.76 | 0.55 | 0.68 | 0.62 2.67 5.57
Pirazinas Pyrazine, 2-methoxy-3-(1-methylpropyl)- 0.00 | 0.00]0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00] 0.00 0.09
0-Cymene 2.21 |1 0.87[0.99 | 0.13 | 0.00 | 0.06 0.36 0.83
1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (Z)- 0.08 | 0.00 [ 0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
3-Carene 0.07 [ 0.07 [ 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
.gamma.-Terpinene 0.62 [ 0.00]0.08 | 0.09 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Terpenos p-Cymene i 0.00 | 0.27 [ 0.36 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Azulene, 1,2,3,3a,4,5,6,7-octahydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)-,
[1R-(1.alpha.,3a.beta.,4.alpha.,7.beta.)]- 0.00 | 0.00{0.25| 0.00 | 0.00 | 0.26 0.00 0.00
.beta.-Guaiene 0.00 | 0.00(0.00| 0.16 | 0.50 | 0.00 0.00 0.00
Valerena-4,7(11)-diene 0.00 | 0.00{0.00| 0.19 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- 0.00 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.16 0.20
, (S)- 0.15 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Methy! salicylate 0.96 [0.66|1.14| 0.00 | 0.00 | 0.19 1.07 1.44
Naphthalene, 1,2,4a,5,8,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1-(1-methylethyl)-,
(1.alpha.,4a.beta.,8a.alpha.)-(.+/-.)- 0.34 10.08[0.16 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.10
Benzene, (1-methylethyl)- 0.27 [0.12(0.14 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.08 0.13
Benzene, 1,3-dimethyl- 1.27 11.00|1.23| 0.20 | 0.17 | 0.25 0.33 0.84
Benzene, 1-methoxy-3-methyl- 0.79 [0.55]0.63 | 0.22 | 0.20 | 0.36 0.42 0.40
Benzene, 1,3-dichloro- 0.19 | 0.06 | 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Undecane, 2-methyl- 0.28 | 0.25[0.28 | 0.30 | 0.16 | 0.00 0.91 1.40
Anisole 0.73 | 0.08 [ 0.06 | 0.00 | 0.05 | 0.00 0.17 0.25
cis-2-(2-Pentenyl)furan 0.20 (0.13(0.17 | 0.09 | 0.00 | 0.00 0.11 0.34
Benzene, 1,2-dimethoxy- 0.76 [ 0.76 ] 0.58 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
1-Butanol, 2-methyl-, acetate 0.96 [ 1.00]1.08 [ 10.02| 3.51 | 0.00 0.00 0.25
2-Pentanol, acetate 0.10 {0.04)0.13 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
2,4-Dimethyldodecane 0.41 |1 0.00|0.11] 1.09 | 0.62 | 0.00 2.49 1.96
Benzene, 1,2,4-trimethyl- 0.47 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Cyclohexane, pentyl- 0.21 [ 0.00 | 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Heptane, 2,2,4,6,6-pentamethyl- 0.36 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
2,6,10-Trimethyltridecane 0.04 |1 0.00|0.00| 0.40 | 0.93 | 0.54 0.44 0.55
Benzene, 1,4-dichloro- 0.13 |1 0.16 | 0.09 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Benzene, 1,2,3-trimethyl- 0.48 |1 0.00|0.62 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
trans-4a-Methyl-decahydronaphthalene 0.10 | 0.00] 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
2-Ethyl-oxetane 0.00 [ 7.70(3.06 | 0.58 | 1.54 | 2.67 6.28 7.31
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 0.00 [ 0.04|0.03 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.01 0.03
Nonane, 4,5-dimethyl- 0.00 | 0.48(0.00 | 0.20 | 0.19 | 0.00 0.28 0.00
Undecane, 2,6-dimethyl- 0.00 | 0.35[0.11| 0.00 | 0.07 | 0.17 0.00 1.64
Undecane, 3-methyl- 0.00 | 0.03|0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
2-Butanol, 3-methyl-, acetate 0.00 | 0.02]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
5-Ethylcyclopent-1-enecarboxaldehyde 0.00 {0.36]0.00| 1.35 | 1.14 | 1.37 0.00 2.20
Otros 3-Ethyl-4-methylpentan-1-ol 0.00 | 0.16]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.31] 0.0 0.00
Benzene, 1,2,4,5-tetramethyl- 0.00 [ 0.03]0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.02 0.03
Nonane, 5-methyl-5-propyl- 0.00 {0.04)0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Undecane, 2,7-dimethyl- 0.00 | 0.04|0.04] 0.15 | 0.09 | 0.00 0.59 0.94
4-Heptanone, 3-methyl- 0.00 | 0.00{0.10 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Undecane, 2,8-dimethyl- 0.00 [ 0.00|0.05| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
1-Isopropylcyclohex-1-ene 0.00 [0.00{0.00 | 0.09 | 0.02 | 0.06 0.00 0.00
Benzene, 1,3-dimethoxy- 0.00 [0.00]0.00| 0.14 | 0.09 | 0.12 0.15 0.34
Ammonium acetate 0.00 {0.00)0.00| 3.40 | 0.97 | 0.00 0.00 0.00
Undecane, 2,4-dimethyl- 0.00 | 0.00{0.00| 0.17 | 0.11 | 0.00 0.60 0.98
Nonane, 3-methyl-5-propyl- 0.00 | 0.00 [ 0.00| 0.15 | 0.00 | 0.00 0.35 0.20
Dodecane, 6-methyl- 0.00 | 0.00]0.00| 0.00 | 0.17 | 0.00 0.41 0.23
Nonane, 5-(2-methylpropyl)- 0.00 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.02 | 0.00 0.00 0.00
1H-Benzocycloheptene, 2,4a,5,6,7,8-hexahydro-3,5,5,9-tetramethyl-, (R)- | 0.00 | 0.00|0.00 | 0.00 | 0.13 | 0.00 0.00 0.00
Benzene, 1-ethyl-2,4-dimethyl- 0.00 | 0.00 [ 0.05| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
1,4-Dioxane, 2,5-dimethyl- 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.02 0.00 0.00
3,5-Octadien-2-one, (E,E)- 0.00 | 0.00 [ 0.00| 0.00 | 0.00 | 0.07 0.00 0.00
Cyclohexanecarboxaldehyde 0.00 | 0.00]0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.16 0.00 0.00
2,4-Heptadienal, (E,E)- 0.00 | 0.00(0.00| 0.00 | 0.00 | 0.17 0.00 0.00
Selina-3,7(11)-diene 0.00 | 0.00{0.00| 0.00 | 0.00 | 0.07 0.00 0.00
1-Decanol, 2-methyl- 0.00 | 0.00 [ 0.00| 0.00 | 0.00 | 0.06 0.00 0.00
Nonane, 2-methyl-5-propyl- 0.00 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.13 0.73
Dodecane, 4-methyl- 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.58 0.86
Ethane, 1,1-diethoxy- 0.00 | 0.00]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.01 0.00
Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 3,6,6-trimethyl- 0.00 | 0.00]0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.01 0.00
(1R,9R,E)-4,11,11-Trimethyl-8-methylenebicyclo[7.2.0]undec-4-ene 0.00 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.31
Cyclohexene, 1-propyl- 0.00 [ 0.00|0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.05
Cyclohexene, 1-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (R)- 0.00 | 0.00{0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.90
5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl-, (E)- 0.00 | 0.00[0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.03
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