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RESUMEN

La postcosecha y procesamiento del café pueden crear condiciones favorables de
temperatura y humedad para el desarrollo de hongos, lo que puede afectar la calidad del
producto. Algunos hongos del género Penicillium son capaces de producir micotoxinas,
como la ocratoxina A (OTA), que pueden tener efectos negativos para la salud. En ese
sentido, se evalud el efecto de granos de café infectados con Penicillium no toxigénico
(PNT) y Penicillium toxigénicos (PT1 y PT2) sobre el perfil volatil de la bebida de café
y del grano verde. Para determinar el potencial toxigénico de los aislados, estos fueron
sembrados en medio agar coco (CAM). Ademas, los granos de café fueron esterilizados
por calor humedo para garantizar el crecimiento de solamente los hongos inoculados en
el grano y asegurar que los volatiles emitidos correspondan a la cepa evaluada o
interaccion de ella. Los compuestos organicos volatiles (COV) fueron determinados por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), encontrando un
total de 131 COV en la bebida de café, de ellos el compuesto 4-(5-metil-2-furanil)-2-
butanona podria ser considerado como un marcador quimico de la presencia de
Penicillium no toxigénico en esta matriz. En los granos verdes se encontr6 116 COV,
donde el 4-etenil-1,2-dimetoxi-benceno y el (R)-(+)-3-metilciclopentanona serian
considerados como posibles marcadores quimicos de la presencia de Penicillium no

toxigénico en los granos verdes de café.

Palabras-clave: Penicillium, marcador quimico, GC-MS, COV.
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ABSTRACT

Postharvest and processing of coffee can create favorable temperature and wet conditions
for the development of fungi, which can affect the quality of the product. Some fungi of
the genus Penicillium can produce mycotoxins, such as ochratoxin A (OTA), which can
have negative health effects. In this sense, the effect of coffee beans infected with non-
toxigenic Penicillium (PNT) and toxigenic Penicillium (PT1 and PT2) on the volatile
profile of the coffee beverage and the green bean was evaluated. To determine the
toxigenic potential of the isolates, they were inoculated into coconut agar medium
(CAM). In addition, the coffee beans were sterilized by moist heat to guarantee the growth
of only the fungi inoculated in the beans and to ensure that the volatiles emitted
correspond to the evaluated strain or its interaction. Volatile organic compounds (VOC)
were determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), finding
a total of 131 VOCs in the coffee beverage, including the 4-(5-methyl-2-furanyl)-2-
butanone compound that could be considered as a chemical marker of the presence of
non-toxigenic Penicillium in this matrix. In the green beans, 116 VOCs were found,
where 4-ethenyl-1,2-dimethoxy-benzene and (R)-(+)-3-methylcyclopentanone would be
considered as possible chemical markers of the presence of non-toxigenic Penicillium in

the green beans of coffee.

Keywords: Penicillium, chemical marker, GC-MS, VOC.
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I.  INTRODUCCION

El cultivo de café (Coffea arabica) es una de las actividades agricolas mas importantes
de la selva amazonica del Pert (Pérez-Escalante et al., 2021) correspondiéndole alrededor
del 9% del PBI agricola del pais (Vargas et al., 2021). Durante las etapas postcosecha y
procesamiento, los granos de café pueden contaminarse con hongos que afectan la calidad
y sabor del producto (Maman et al., 2021; Viegas et al., 2017). Las micotoxinas son
metabolitos secundarios producidos por hongos toxigénicos generalmente de los géneros
Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Aguilar-Alvarez et al., 2021; Murthy et al., 2019).
La principal micotoxina encontrada en el café es la ocratoxina A (OTA). La OTA puede
generar efectos negativos a la salud por ser considerada nefrotdxica, inmunosupresora,
teratogénica y carcinogénica (Aguilar-Alvarez et al., 2021). Ademas, cuando los granos
de café¢ estdn contaminados por OTA, es dificil eliminarla, incluso en el proceso del
tostado, por tener una estructura quimica muy estable (Maman et al., 2021; Pitt &
Hocking, 2022). No obstante, la Union Europea en 2006 (No. 1881/2006) establecio
limites maximos permitidos de OTA en café tostado en grano y café tostado molido de 5

ng/kg y de 10 pg/kg para café soluble o instantaneo (Paterson et al., 2014).

Los hongos filamentosos del género Penicillium son capaces de producir una gran
cantidad de enzimas que podrian ser utilizadas para el procesamiento de productos
alimenticios (Meena et al., 2020). Algunas especies como P. brevicompactum producen
aromas deseables en el procesamiento de café, mientras que otras como Penicillium sp.
nov. originan notas negativas (Iamanaka et al., 2014). La posibilidad de la generacion de
caracteristicas organolépticas negativas, asi como su produccién de micotoxinas, hacen
que el uso de especies de Penicillium en el procesamiento de alimentos sea limitado
(Meena et al., 2020). El aroma y sabor del café estdn formados por una mezcla compleja
de alrededor de trescientos compuestos organicos volatiles (COV), incluyendo
principalmente los hidrocarburos alifaticos, compuestos de azufre, pirazinas, piridinas,
oxazoles, pirroles, furanos, aldehidos, ésteres, alcoholes, cetonas y fenoles (Borém et al.,
2021). Los compuestos se caracterizan por su capacidad de producir notas sensoriales

positivas y negativas al café.

Los COV son mezclas de compuestos organicos (cadena de carbono) capaces de
volatilizarse y pueden ser producidos por microorganismos como los hongos, y se

difunden facilmente a través del ambiente, de la atmodsfera y del suelo, debido a su
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pequeio tamafio y bajo peso molecular (Kumar et al., 2021). El analisis de los COV de
café se puede realizar utilizando una gran variedad de técnicas analiticas. Sin embargo,
la microextraccion en fase solida (SPME) es un método relativamente reciente que tiene
la ventaja de requerir pequefias porciones de muestra y la extraccion de los COV liberados
en el espacio de cabeza es efectiva, sin generar residuos toxicos al dispensar solventes
organicos. Al combinar la SPME con la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS) se obtiene una técnica confiable para el analisis de

COV liberados de matrices alimentarias (Caporaso et al., 2018).

En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la infeccion de
granos de café con aislados toxigénicos y no toxigénico del género Penicillium en el perfil
de COV del grano verde y de la bebida de café en el perfil de compuestos organicos
volatiles, con foco en la identificacion de un marcador quimico de la contaminacion por

estos microorganismos.
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II. MATERIAL Y METODOS
2.1 Lugar de ejecucion

Los ensayos con los microorganismos, asi como el procesamiento del café¢ y la
preparacion de la bebida, se realizaron en el area de la Clinica Fitopatologica del
Laboratorio de Investigacion de Sanidad Vegetal (LABISANV). Los analisis
cromatograficos fueron realizados en el Area de Cromatografia de Gases del Laboratorio
de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal (FISIOVEG). Ambos laboratorios pertenecen al
Instituto de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES)
de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM-A).

2.2 Material de estudio

Café (Coffea arabica), de la variedad Catimor, procedentes del caserio Ortiz Arrieta,
distrito de Lonya Grande, provincia de Utcubamba, departamento Amazonas. La muestra
de 6 kg se mezcld sobre una mesa y las impurezas identificadas fueron retiradas. Los
granos fueron divididos en submuestras de 500 g, en bolsas de polietileno con cierre
hermético, y conservados a -20 °C. La obtencion de los microorganismos y evaluacion

de sus caracteristicas estan descritas a continuacion.
2.3 Caracterizacion morfologica de Penicillium

Con el fin de evaluar las caracteristicas biologicas de los aislados de Penicillium, estos
fueron sembrados en tres puntos equidistantes en placas de Petri conteniendo agar Czapek
extracto de levadura (CY A), agar extracto de malta (MEA), agar glicerol al 25% y nitrato
(G25N), DG18 y agar extracto de levadura sacarosa (YES) e incubados a 25 °C durante
7 dias. En el medio CY A se incluyeron réplicas incubadas a 5 °C y 37 °C. El didmetro de
las colonias fue registrado y se describi6 la forma, textura y colores del anverso y reverso
de las placas de Petri. Las observaciones microscopicas fueron realizadas con montajes
del hongo de 7 dias de edad. Para ello, se utilizoé alcohol 70%, para dispersar las esporas,
y acido lactico, para visualizar el color real de las estructuras. Las caracteristicas
observadas, como los patrones de ramificacion de conididforos, la forma y tamafio de los
conidios y fidlide, fueron utilizadas para su clasificacion, segin las claves dicotdmicas

descritas por Pitt y Hocking (2009) y Samson et al. (2010).
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Figura 1

Estructura morfologica del conidioforo de Penicillium

Conidios

) Métula
Métula

Estipe

Nota. Adaptado de Samson et al. (2010) usando micrografias del Penicillium no toxigénico

(izquierda) y del Penicillium toxigénico 1 (derecha).

2.4 Obtencion de cultivos monosporicos

Para obtener un cultivo puro se sigui6 la metodologia de Alfenas y Mafia (2007). Una
masa de esporas se transfirié a una gota de 20 pL de agua destilada con polisorbato 20
(Tween® 20) al 0.05%, depositada preliminarmente de forma aséptica en la superficie
del medio agar agua so6lido contenido en una placa de Petri. La siembra se realizod
mediante la técnica de estriado, arrastrando las esporas fungicas en zigzag. Las placas se
incubaron a 25 °Cy, 24 h después, cuando las esporas ya habian germinado, se realizo el
corte y la transferencia de la punta de hifa de una espora hacia otra placa de Petri con
medio CYA (Figura 22, en anexo). Las placas se incubaron a 25 °C por 5 dias. Todo este
proceso fue repetido nuevamente para garantizar la obtencion de las colonias puras. Los
aislados fueron conservados a 5 °C, a corto y mediano plazo, en microtubos de
polipropileno de 1.5 mL de capacidad conteniendo agar semiliquido (Tween® 20 al

0.05% y agar-agar al 0.2%)).
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2.5 Analisis de la produccion de micotoxinas

Los aislados de Penicillium fueron sembrados en el medio agar coco (CAM, pH 6.9) e
incubados a 30 °C durante 5 dias. Las cepas que presentaron fluorescencia en el reverso
de las colonias al ser expuestas a luz ultravioleta (UV), a una longitud de onda de 366 nm
(Faria et al., 2017; Maman et al., 2021), fueron consideradas como productoras de
micotoxinas. Estas podrian ser aflatoxinas, ocratoxinas (Pitt & Hocking, 2022) o citrinina
(Mohamed et al., 2013). Este proceso fue realizado para confirmar la capacidad de los
aislados para producir toxinas, ya que las cepas fueron aisladas y evaluadas en

investigaciones anteriores (Davila-Garcia, 2023; Gaslac-Culqui, 2022).
2.6 Humedad de los granos de café verde

Para tener registro de las condiciones de los granos de café¢ verde a ser inoculados, se
determind el contenido de humedad. El procedimiento seguido fue el descrito por Sualeh
et al. (2020), con algunas modificaciones. Dos gramos de los granos verdes de café
pilados manualmente y molidos en molino eléctrico de la marca Bosch fueron pesados en
papel aluminio. Las muestras fueron secadas en estufa a 136 °C por una hora. Luego,
enfriaron en una campana desecadora para no absorber humedad del ambiente y fueron
pesadas. Este proceso se repitio dos veces por un tiempo de 30 min a 136 °C, hasta
alcanzar peso constante. La pérdida de peso fue representada como la pérdida de
humedad, expresada en porcentaje. Las muestras fueron analizadas por triplicado. La
humedad fue calculada de acuerdo con la ecuacion 1:

Pi—P

Porcentaje de humedad = ﬁx 100 (D)

Donde:

Pi: peso inicial (g) de la muestra
Pf: peso final (g) de la muestra
Pp: peso del papel (g) aluminio

2.7 pH de los granos de café verde

Para tener registro de las condiciones del substrato a ser inoculado y verificar posibles
cambios en los granos por causa de la esterilizacion por calor humedo, se realizd la

determinacion del pH mediante la metodologia propuesta por Gebrekidan et al. (2019).
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Para ello, 20 g de las muestras piladas y molidas de café verde esterilizado y de café verde
sin esterilizar fueron mezcladas con 100 mL de agua destilada. Después de homogenizar,
se dejo sedimentar por 30 min. La lectura del pH de las muestras se realiz6 a temperatura
ambiente utilizando un potenciometro digital (Thermo Scientific, modelo Orion Star

A215). Las muestras se analizaron por triplicado.
2.8 Conteo de esporas

Colonias de 10 dias de crecimiento sembradas en medio CYA e incubadas a 25 °C fueron
utilizadas para preparar la soluciéon de suspension de esporas. Para ello, todos los
materiales y reactivos utilizados fueron autoclavados a 121 °C por 15 min. Se anadi6 30
mL de una soluciéon de Tween® 20 al 0.05% sobre la colonia y con la ayuda de una
espatula de Drigalsky se raspod suavemente la superficie de la colonia para soltar las
esporas. La suspension de esporas fue filtrada a través de una gasa estéril para obtener un
filtrado de esporas con pocas impurezas como hifas. Para obtener la concentracion de
esporas requerida mayor a 10 esporas.mL!, se realizo una diluciéon con 0.5 mL de la
suspension de esporas mas 9.5 mL del mismo solvente en un tubo de ensayo con tapa de
rosca de 10 mL. El tubo fue agitado con vortex a 2000 rpm por 20 s. Se agreg6 una gota
de la suspension de esporas en cada recuadro de la camara de Neubauer, se tapo con la
lamina cubreobjetos y se realizé el conteo de esporas en el microscopio de luz. Para
calcular el nimero de esporas inoculadas se utiliz6 la ecuacion 2 (Alfenas & Mafia, 2007)
y los cuadrantes utilizados para el conteo de las esporas en la camara de Neubauer se

puede ver en la Figura 2.11I.

Cl+C2+C3+C4+C5 esporas
( >2.5 105 = ——— (2)
5 mL

2.9 Inoculacion de granos de café con aislados de Penicillium

Los granos fueron esterilizados por calor himedo a 121 °C por 15 min y secados en estufa
a 37 °C durante 48 h. En seguida, fueron distribuidos en porciones de 180 g en matraces
de Erlenmeyer. Los granos de café esterilizados fueron inoculados con 2.4 mL de 1.21,
1.06 y 1.03 x 10° esporas.mL™!' de suspension de esporas de Penicillium no toxigénico,
Penicillium no toxigénico 1 y Penicillium no toxigénico 2, respectivamente (Tabla 3).

Seguidamente, 3.6 mL de agua destilada estéril fueron adicionados a cada matraz para
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aumentar la actividad de agua (Aw) de la muestra y favorecer el crecimiento fungico. En
la muestra control, el in6culo fue remplazado por el mismo volumen (2.4 mL) de Tween®
20 al 0.05%. Todos los matraces fueron incubados por 7 dias a 25 °C (Iamanaka et al.,

2014).

Figura 2
Cuantificacion de esporas, (I) Camara de Neubauer, (II) Cuadrantes con aumento de

40X y (111) con aumento de 400X indicando los 5 cuadrantes donde se realizo el conteo

O OO E :
e Depth Neubave:
L i oL » @ » Cs
= (WOW
C4 C3
1 I I

2.10 Tostado y molido de los granos de café

Los granos verdes de café inoculados y sin inocular fueron pilados manualmente y
separados en matraces de Erlenmeyer de 100 mL con el orificio cubierto con papel de
aluminio. Los matraces fueron introducidos a la estufa a 220 °C y fueron mantenidos alli
a esta temperatura por 35 min. Los granos fueron molidos en un molino eléctrico de la
marca Bosch y pasados por un tamiz con malla de 850 um para estandarizar el tamafo de

la particula.

2.11 Preparacion de la bebida de café

La bebida fue preparada de acuerdo al método de filtrado descrito por Sanchez y
Chambers (2015), con modificaciones. Sobre un embudo forrado con papel filtro se
deposito 5.8 g de cada muestra tostada y molida y sobre ella fue vertida 100 mL de agua

destilada calentada hasta el punto de ebullicion alcanzado a los 92 °C.
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2.12 Analisis de COV de la bebida de café

En un vial de 20 mL se adicion6 0.4 g de cloruro de sodio seguido de 5 mL de la bebida
filtrada de café. El vial fue cerrado herméticamente con una tapa de aluminio y septa de
PTFE / silicona y, en seguida, agitado durante 15 s en un agitador programado a 2000
rpm. El cloruro de sodio fue utilizado para promover la liberacion de méas compuestos
organicos volatiles (COV) de la fase liquida en el espacio de cabeza o fase gaseosa

(Thammarat et al., 2018).

El vial fue colocado en un termobloque a 60 °C por 15 min para alcanzar el equilibrio
entre la fase solida (muestra) y gaseosa (espacio de cabeza). La extraccion de los COV
fue realizada por microextraccion en fase solida (SPME), utilizando la fibra
Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). La fibra fue
expuesta directamente al espacio de cabeza para la extraccion de los COV por un tiempo
de 30 min, a la misma temperatura de equilibrio. Después de la adsorcion, la fibra fue
insertada directamente en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo de gases para la
desorcion térmica a 250 °C en modo splitless por 10 min (Budryn et al., 2011). La
separacion de los COV fue realizada en una columna capilar DB-5MS UI (60 m de largo
% 250 um didmetro interno % 1 pm espesor del film de relleno). Se utiliz6 helio como gas
de arrastre con un flujo de 1.0 mL.min"!. La programacién del horno fue inicialmente de
35 °C por 5 min, subiendo 4 °C.min! hasta 250 °C y fue mantenida por 16 min. Las
temperaturas de la fuente de iones y del detector de masas (cuadrupolo) fue de 280 °C'y
150 °C, respectivamente. El espectrometro de masas registrd la corriente ionica total (70
eV) en un rango de masa de 35 a 500 amu (unidad atémica de masa, del inglés, atomic

mass units) con modo scan de 1562 amu.s!. Los analisis fueron realizados por triplicado.
2.13  Analisis de COV de los granos de café verde

Los granos de café verde fueron molidos con nitrogeno liquido. En un vial de 20 mL
fueron depositados dos gramos y luego cerrado herméticamente. Para extraer los COV
también se utilizo la SPME (Bertrand et al., 2012). Las condiciones de extraccion,
inyeccion, separacion y deteccion fueron las mismas indicadas en el item 2.12. Los

analisis fueron realizados por triplicado.
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2.14 Analisis de COV producidos por los microorganismos

Los microorganismos fueron sembrados en medio CYA estéril en plano inclinado en
viales de 20 mL. El vial fue cerrado herméticamente e incubado a 25 °C por 7 dias. La
extraccion de los COV fue a través de la SPME. El vial fue colocado en un termobloque
a 25 °C por 15 min y, utilizando la misma fibra mencionada anteriormente, se extrajo los
COV por 30 min. Pasado el tiempo de adsorcion, la fibra fue insertada en el puerto de
inyeccion del GC para la desorcion térmica a 270 °C en modo splitless por 5 min. Se
utiliz6 la columna capilar mencionada (DB-5MS Ul). La corrida fue de 45 min y la
temperatura del horno empez6 en 40 °C y subi6 a un rango de 5 °C.min"! hasta 250 °C en
donde se mantuvo por 3 min. El helio fue utilizado con un flujo de 1.0 mL.min"!. Las
temperaturas de la fuente de iones y del detector de masas (cuadrupolo) fue,
respectivamente, de 280 °C y 150 °C. El espectrometro de masas registr6 la corriente
i6nica total en un rango de masa de 10 a 700 amu con modo scan de 1562 amu.s™. Los

analisis fueron realizados por triplicado.
2.15 Identificacion de compuestos organicos volatiles

Los COV fueron identificados por la comparacion de los espectros de masa de la muestra
con la base de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (Biblioteca NIST
17). La identidad de los compuestos fue confirmada por la inyeccion del estandar de n-

alcanos (Cio a C40) y la comparacion de sus indices de retencion.
2.16 Analisis de datos

Debido al gran nimero de tratamientos, estos serdn designados con siglas a lo largo del
texto. Las descripciones detalladas se presentan en la Tabla 1. Los COV de todos los
tratamientos fueron considerados en los resultados tal cual fueron identificados. Existe
una excepcion en el caso de los COV de los tratamientos PNT-CYA, PTI-CYA y PT2-
CYA, donde se filtraron los COV encontrados en CYA con el software Unknowns
Analysis, porque estos no eran de interés para la presente investigacion, estando el
enfoque solo en los volatiles producidos por Penicillium y no en el medio en el que fueron

cultivados.
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Tabla 1
Codificacion de los tratamientos con la descripcion de las variables consideradas para

la determinacion del perfil de COV en el café inoculado con cepas de Penicillium

Factor 2: Bebida de café
Sustrato (BC) preparada Grano verde (GV) Médio de cultivo
con grano verde o .
- esterilizado de café CYA

Factor 1: esterilizado y
Penicillium (P) tostado
No toxigénico (NT) PNT-BC PNT-GV PNT-CYA
Toxigénico 1 (T1) PT1-BC PTI-GV PTI-CYA
Toxigénico 2 (T2) PT2-BC PT2-GV PT2-CYA
Sin inoculacion BC GV CYA

Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) para el contenido de humedad y el pH de GV
esterilizado y GV sin esterilizar, luego de confirmar y cumplir los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianza de los residuos para cada variable observada.

Con la finalidad de recoger la mayor parte de la informacion o variabilidad de los datos,
asi como identificar grupos uniformes o atipicos de informaciones observadas se realizo
un analisis de componentes principales (ACP), técnica del anélisis multivariado que sirve
para estudiar las relaciones que se presentan entre las variables correlacionadas (COV) y
transformar a un conjunto de nuevas variables correlacionadas entre si llamadas
componentes principales o dimensiones. El ACP fue realizado para todos los
tratamientos, pero de forma independiente para cada substrato (ver Tabla 1). En todos los
casos se consideraron las dos primeras dimensiones. Al ser la suma de los porcentajes de
variabilidad superior a 80%, esas dos dimensiones fueron suficientes como informacion
fiable de la explicacion de la variabilidad de los datos. Asimismo, se realizé un analisis
de cluster jerarquico, que también es una técnica del analisis multivariado que se basa en
la similitud entre sus observaciones. Esto generd cuatro, cuatro y dos agrupamientos de
los COV para cada substrato, respectivamente. Todas las variables fueron estimadas por
triplicado y los datos fueron analizados con el software R (R Development Core Team,

2020).

29



III. RESULTADOS
3.1.Caracterizacion morfologica de los aislados de Penicillium

En la Figura 3 se observan las caracteristicas macroscopicas de las colonias de Penicillium
no toxigénico en medio CYA, que mididé 26-29 mm de didmetro. Las colonias eran
radialmente surcadas, densas, relativamente bajas, velutinosas, granulares o menos
flocosas y el micelio usualmente discreto, blanco, con producciéon moderada de conidios
a intensa, siendo los conidios amarillo-verdosos, generalmente cerca del verde petrdleo,

sin exudado presente. El reverso de la colonia presentaba tonos de amarillo palido.

Figura 3
Apariencia macroscopica de Penicillium no toxigénico en diferentes medios de cultivo

(a hasta h) y conidioforos (i, j), incubados a 25 °C por 7 dias, barras = 20 um

Anverso

Reverso

Estructuras
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En medio MEA present6 un diametro de 30-33 mm, de caracteristicas planas, velutinosas
a granulares o centralmente flocosas, micelio blanco o marrén y con produccion
moderada de conidios de color amarillo verdoso. El reverso de la colonia presentaba tonos
de amarillo verdoso. En medio G25N, alcanz6 un crecimiento de 24-27 mm de diametro.
Las colonias eran planas o finamente surcadas radialmente, densas, centralmente flocosas
o granulares y con produccion de conidios azul grisaceo, amarillo verdoso o pardo. El
reverso de la colonia mostrd tonos de amarillo palido a verde amarillento, con bordes
blanquecinos. En medio YES las colonias fueron de crecimiento lento (19-24 mm de
diametro), ligeramente surcadas, velutinosas, presentaban un color verde petréleo con
bordes amplios blancos. El reverso de la colonia fue en tonos de amarillo blanquecino.
En medio DG18, las colonias eran de crecimiento vertiginoso, de 30-32 mm de didmetro,
de color verde grisaceo, levemente flocosas centralmente. El reverso de la colonia fue en
tonos de verde amarillento. No present6 crecimiento a 5 y 37 °C en medio CYA
(micrografias no presentadas). Las colonias presentaron conidioforos nacidos de hifas
superficiales o subterraneas. Los estipes midieron de 70-200 um de largo, en su mayoria
eran terverticilados y en ocasiones diverticilados, generalmente con paredes rugosas. Las
métulas eran de 8-29 x 1.4-4.4 um. Las fidlides fueron lectiformes de 1.5-3.6 x 815 um
de largo. Los conidios fueron subesferoidales a elipsoidales de 2 — 4 pm de largo, con

paredes lisas o finamente rugosas, soportadas en cadenas desordenadas.

En la Figura 4 se observan las caracteristicas macroscopicas de las colonias de Penicillium
toxigénico 1. En medio CYA alcanz6 diametros de 26-28 mm, produciendo conidios de
color verde puro. Las colonias fueron velutinosas a granulares, de tono gris (centro de la
colonia) a verde petrdleo, micelio blanco con grandes gotas de exudado transparente. El
reverso de la colonia present6 tonos de amarillo palido. En MEA, la colonia tuvo 19-22
mm de didmetro, las colonias fueron planas, de color verde petroleo, con un reverso de
color amarillo verdoso palido. En G25N, de 22-25 mm de didmetro, colonias flocosas,
sulcadas centralmente, en el centro presentd un color blanco grisaceo, seguido de un verde
grisaceo con bordes blancos. El reverso de la colonia era de tonos de verde palido. En
YES el grado de esporulacion fue débil y su crecimiento fue lento (diametro 15-19 mm).
El color del reverso de la colonia present6 tonos de amarillo claro. En DG18, colonias de
29-31 mm de didmetro, planas, ligeramente flocosa en el centro, con una cloracion desde

marrén amarillento a verde petroleo. El reverso de la colonia era desde un color verde
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amarillento a verde palido. A 37 °C se observo un crecimiento macroscopico (Figura 23-

Anexos) de 8—11 mm de didmetro y a 5 °C se registr6 crecimiento de la colonia.

Figura 4
Apariencia macroscopica de Penicillium toxigénico 1, en diferentes medios de cultivo

(a hasta h) y conidioforos (i, j), incubados a 25 °C por 7 dias, barras = 20 um

CYA MEA YES DGI8

Anverso

Reverso

Estructuras

Las caracteristicas microscopicas de este aislado fueron de conidioforos nacidos de hifas
subsuperficiales y eran terverticilados. Estipes de 120-350 um de largo con paredes lisas.
Meétulas cilindricas de 11-35 x 1.8-3.8 um, con 5-8 fidlides. Fialides cilindricas que se
estrechan hasta un cuello definido, midiendo de 5-18 um de largo x 1.3-2.8 pm de ancho.
Conidios globosos a subglobosos de 1.3 - 4.4 um de diametro en tonos verdosos y de

paredes lisas.
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Las caracteristicas macroscopicas de Penicillium toxigénico 2 se muestran en la Figura
5. En agar CYA, las colonias median de 23—-29 mm de diametro, con caracteristicas
granulares a fasciculadas y grandes gotas de exudado transparente. Los conidios fueron
de color verde grisadceo a verde opaco. El reverso de la colonia era amarillo grisaceo. A
37 °C se observo un crecimiento de 11-14 mm de diametro y a 5 °C no hubo crecimiento.
En MEA present6 didmetro de 19-23 mm, con colonias planas u ocasionalmente surcadas

radialmente, velutinosas a granulares o centralmente flocosas y micelio blanco.

Figura 5
Apariencia macroscopica de Penicillium toxigénico 2, en diferentes medios de cultivo

(a hasta h) y conidioforos (i, j), incubados a 25 °C por 7 dias, barras = 20 um

Anverso

Reverso

Estructuras
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La formacion de conidios, de colores amarillo verdosos, fue moderada. El reverso de la
colonia present6 tonos de amarillo blanquecino débil. En G25N la colonia tuvo
crecimiento lento, de 17-21 mm de diametro, levemente surcadas radialmente, flocosas
en el centro, presentd un color verde petréleo con bordes blancos. El reverso de la colonia
tenia un amarillo intenso a un verde amarillento. En medio YES las colonias tuvieron 24-
27 mm de didmetro, con caracteristicas surcadas, flocosas, velutinosas y con micelio
blanco. El reverso de la colonia presentd un color amarillo intenso. En agar DG18 la
colonia era flocosa en el centro, exhibiendo una coloracion de verde grisaceo a verde
blanquecino, con un crecimiento de 24-16 mm de didmetro. El reverso de la colonia fue
verde amarillento palido. A 37 °C se observo un crecimiento macroscopico (Figura 23-
Anexos) de 10-13 mm de diametro y a 5 °C se registrd crecimiento de la colonia. Las
caracteristicas microscopicas observadas fueron conidioforos nacidos de hifas
subsuperficiales, generalmente terverticilados. Los estipes presentaron paredes rugosas
de 145-165 um de largo, con paredes finas a visiblemente rugosas. Las métulas tenian
forma cilindrica de 9-21 pm x 1.3-2.9 um, de largo y de ancho, con 5-8 fidlides. Las
fidlides cilindricas se estrechan, midiendo de 6-9 pm x 1.4-2.8 um, de largo y de ancho
y los conidios eran globosos a subglobosos con 1.4-3.4 um de didmetro, con paredes lisas

y una coloracion en tonos verdosos.
3.2.Analisis de produccion de micotoxinas

En la Figura 6 se observa la ausencia (Figura 6a) y la presencia de fluorescencia (Figura
6b y 6¢c) alrededor de las colonias de los hongos, lo que indica el potencial para la
produccion de aflatoxinas, ocratoxinas (Pitt & Hocking, 2022) o citrinina (Mohamed et

al., 2013).
3.3.Determinacion del porcentaje de humedad y pH de los granos de café

La Tabla 2 muestra el porcentaje de humedad y el pH de los granos de café esterilizados
y sin esterilizar donde no se encontrd diferencia estadisticamente significativa. Los
resultados del contenido de humedad y pH de los granos verdes esterilizados y sin
esterilizar presentan un coeficiente de variacion del 5.91 y 0.91%, respectivamente,
indicando la homogeneidad de los datos entre si, lo mismo que demuestra la prueba de
Bartlett al 5% de significancia, considerandolos homocedésticos. La prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk al 5% de significancia, considera a los residuos como

normales. Segun la prueba F, las medias no son distintas (p > 0.05).
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Figura 6

Fluorescencia de cepas de Penicillium en medio CAM bajo luz UV, incubados por 5

dias a 30 °C

CAM Anverso Reverso

Penicillium no toxigénico |

Penicillium toxigénico 1

Penicillium toxigénico 2

Tabla 2

Efecto del procedimiento de esterilizacion por autoclavado en la humedad y el pH de

granos verdes de café

Desviacion Error
Tratamientos Promedio
estandar estandar
Porcentaje de GSE 12.6 0.17 0.098
Humedad GE 13.7 1.09 0.627
GSE 5.8 0.01 0.007
pH
GE 5.8 0.06 0.033

Nota. Granos sin esterilizar (GSE), Granos esterilizados (GE). Los resultados no fueron

considerados estadisticamente diferentes (p < 0.05), segtin la prueba de F
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3.4.Calibracion de esporas e inoculacion de granos con esporas de Penicillium

En la Figura 7 se observan las colonias utilizadas para la preparacion de las suspensiones
de esporas para las inoculaciones de los granos de café. Aunque las colonias no llegaron

a cubrir la superficie del medio de cultivo, produjeron suficientes esporas.

Figura 7
Cepas de Penicillium en medio CYA, incubadas a 25 °C por 10 dias para la obtencion

de suspension de esporas

Penicillium Penicillium Penicillium
no toxigénico toxigénico 1 toxigénico 2

Anverso

Reverso

La Tabla 3 presenta el conteo de esporas realizado para verificar la calibracion de in6culo
a una concentracion de 1x10° esporas.

Tabla 3

Concentracién de esporas.mL™ de cepas de Penicillium utilizadas para inocular granos

de café esterilizados

Penicillium Penicillium Penicillium
Lecturas
no toxigénico toxigénico 1 toxigénico 2
1 1.30x10° 9.50x10° 1.50%10°
2 1.30%10° 1.00x10° 1.55%10°
3 1.40%10° 1.20%10° 9.50x10°
4 8.50x10° 1.10x10° 1.20x10°
Promedio 1.21x10° 1.06x10° 1.03x10°
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En la Figura 8 se observan los granos de café autoclavados y sin inocular (control) y
aquellos inoculados con los tres aislados de Penicillium, por separado. Es evidente que
aparecieron colonias solamente a partir de los granos de los tratamientos inoculados y con
un porcentaje mayor al 80%. En la muestra control, las colonias presentes son de hongos

contaminantes y no se originaron de los granos sembrados.

Figura 8
Granos no inoculados (Control) e cepas de Penicillium sembrados en medio DG18 e

incubados por 7 dias a 25 °C

Penicillium Penicillium Penicillium
no toxigénico toxigénico 1 toxigénico 2

Control

Anverso

Reverso

3.5.Tostado de granos de café inoculados y sin inocular

Las temperaturas y tiempos empleados en el tostado de los granos de café fueron

registrados y pueden ser observados en la Figura 9.

Figura 9

Registro del tiempo y temperatura de tostado de granos verdes de café en estufa

220°C 18.09min 8.46 min 6.32 min 8.15min  14.17 min tf=55.19 min

5 min 10 min 10 min 5 min 5 min =35 min
a220°C
175°C 180°C
161°C

Temperatura

166°C
Tiempo 153°C

Nota. Tiempo de fluctuacion térmica (tf)
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3.6.Compuestos organicos volatiles de la bebida de café

Antes de la realizacion de los analisis estadisticos se hizo una exploracion de datos que
puede ser observado en los diagramas de cajas (Figuras 26, 27, 28 y 29 — Anexos), siendo
esto importante para conocer el comportamiento de los datos y de las variables (COV) en
los tratamientos consistente en la bebida filtrada de café¢, PNT-BC, PT1-BC, PT2-BC y
BC.

En la Figura 10 se observa comportamiento variable con relacion a cada COV de la bebida
del caf¢, independiente de si fueron inoculados o no con microorganismos, en el que los
compuestos acetato de 2—furanmetanol y 5S—metil-2—furancarboxaldehido, presentan una
mayor variabilidad frente a los demas. Existe presencia de valores atipicos como en los
compuestos  2—etenil-5—metil-pirazina; o6xido de trans—linalool (furanoide);
2—(2—propenil)—furano;  1—(2—hidroxi—5—metilfenil)—etanona;  diisobutirato  de
2,2, 4—trimetil—1,3—pentanodiol; 2—isoamil-6—metilpirazina y 1—(2—piridinil)—1—
propanona. Debido a esa variabilidad y valores atipicos los datos fueron estandarizados a
través de la transformacion de los datos aplicando la raiz cuadrada a los valores de
abundancia (areas) de los COV de la bebida. Seguidamente se realizo el analisis de
componentes principales (ACP) y andlisis cluster utilizando una matriz de correlaciones

con los valores previamente transformados.

La Tabla 4 muestra los resultados del ACP para la bebida siendo que, con las dos primeras
componentes, se explica el 82.68% de la variacion de los COV detectados en todos los
tratamientos de la bebida. La Figura 11, muestra graficamente los resultados de los dos
primeros componentes principales descritos en la Tabla 4, donde se identifica la
importancia o contribucion de aquellos COV que explican la variabilidad total de los

datos.

Los dos componentes muestran evidencias significativas en las relaciones entre los COV
y los tratamientos, con posibles agrupaciones de los compuestos sobre los tratamientos.
Asi, por ejemplo, existen evidencias de que los tratamientos BC y PNT-BC estan
alrededor de los compuestos que mas contribuyen como el tridecano; 2,3-dihidro-
benzofurano y el 1H-pirrol-2-carboxaldehido, mientras que PT1-BC y PT2-BC se
encuentran alrededor de aquellos COV como el 2-isoamil-6-metilpirazina; benzaldehido,
entre otros. En el Gltimo tratamiento se destaca la contribucion del 2,3-dietil-5-metil-

pirazina; 4-metilthiazole.
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Figura 10

Diagrama de cajas y bigotes de los COV de la bebida de café preparada con grano esterilizado
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Dim2 (29.2%)

Tabla 4

Valores propios de la matriz de correlacion de los COV de la bebida, CP = componente

principal
CP1 CP2 CP3 CP4
Desviacion estandar 8.2899 6.1597 4.7261 3.818x1071°
Proporcion de variancia 0.5327 0.2941 0.1731 0.000e+00
Proporcion acumulada 0.5327 0.8268 1.0000 1.000e+00
Figura 11

Grdfico de doble proyeccion de los COV de los tratamientos PNT-BC, PTI1-BC, PT2-
BCyBC

PCA - Biplot
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En el dendrograma de la Figura 12 se visualiza los agrupamientos de los COV de la bebida
con una particion final de 4 conglomerados que pueden ser diferenciados por medio de
los colores. La agrupacion ocurre a un nivel de similitud de aproximadamente 1x10',
con una correlacion de 0.8702 y una distancia de varianza minima obtenida por el método

de Ward.

Figura 12
Dendrograma de los COV de la bebida del café
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En el dendrograma de la Figura 13 se muestra el agrupamiento de los COV discriminado
por tratamientos, como lo observado en el ACP (Figura 11). Se observa que los COV que
mas contribuyen en el BC son el 2-etil-tiazol, el 4cido propanoico anhidrido y el 2-metil-
benzoxazol. En el PNT-BC los que mas contribuyen son el (E)-2-heptenal, trimetil-
pirazina, 2-heptanona, entre otros. Los compuestos que mas contribuyen en el PT1-BC
son 2,3-dietil-5-metil- pirazina, 2,6-dimetil- pirazina, ente otros. Ademds, un gran
numero de compuestos de la clase de las pirazinas contribuyen en el PT1-BC, mientras
que en el PT2-BC los COV que contribuyen son el 2-acetiltiazol, formiato de metilo, 2,4-

dimetil- tiazol, entre otros.
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Figura 13

Dendrograma de los COV de la bebida de café agrupados segun tratamientos
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El COV etilbencina es aquel que esta presente en el BC y el PNT-BC con un aporte de
0.4368 y 0.2363 respectivamente, mientras que los compuestos 3-(1-metiletil)-oxetano,
2,3-dihidro-benzofurano y tridecano aportan entre 0.5 y 1.0. Asimismo, se observa en la
Figura 13 cinco agrupaciones de COV reunidos en los 4 tratamientos con las siguientes

cifras:

e Un primer clister conformado por 19 COV y con una contribucion alta entre 0.5 y
1.5 (amarillo claro hacia la tonalidad de color rojo) en el PT2-BC, exceptuando el
etilbenceno con 0.2363;

e Un segundo cluster conformado por 48 compuestos y con una contribucion que varia
entre 0 y 1.0 en los tratamientos PT1-BC y PT2-BC.

e Un tercer conglomerado conformado por 34 COV y con una contribucién que varia
entre 0.5y 1.5 en el PT1-BC;

e Un cuarto conglomerado conformado por 11 COV y con una contribucién que varia
entre 1.0 y 1.5 en el BC;

e Un quinto cluster conformado por 18 COV y con una contribucion que varia entre 0

y 1.5 en el PNT-BC.
3.7.Compuestos organicos volatiles de los granos verdes esterilizados

La exploracion de los datos se realizé a través de diagramas de cajas (Figuras 30, 31, 32
y 33 — Anexos) para conocer el comportamiento de los resultados y el comportamiento

de la variable COV de los tratamientos PNT-GV, PT1-GV, PT2-GV y GV.

En la Figura 14 se puede observar el comportamiento variable abundancia en relacion con
cada COV, en el que los compuestos estireno; 2—pentil—furano; benzaldehido; nonanal;
2—-metoxi—3—(2—metilpropil)— pirazina y 1—-octen—3—ol presentan una mayor
variabilidad y mayores valores en sus areas frente a los demas. Se encontr6 presencia de
valores atipicos en los compuestos 1,3—dimetil—benceno; 2,6,6—trimetil—2—ciclohexeno—
1,4—diona, 2—acetil-5—metilfurano, 4,8—dimetil-1-nonanol, alcohol metilico y
2—metoxi—4—vinilfenol. Por la variabilidad y los valores atipicos mencionados se
estandariz6 los valores de abundancia utilizando la funcion raiz cuadrada por ser un
requisito indispensable para aplicar el ACP y analisis de claster utilizando una matriz de

correlaciones con los valores previamente transformados.

43



Figura 14

Diagrama de cajas y bigotes de los COV del grano verde de café esterilizado
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La Tabla 5 muestra la proporcion de variabilidad explicada por los COV en cada
componente principal, donde se observa que las dos primeras componentes explican el
87.48% de la variacion total de los datos. La Figura 15 muestra los resultados de los dos
primeros componentes principales descritos en la Tabla 5 (valores en negrita) sobre la

contribucion de aquellos COV que explican la variabilidad total de los datos.

Tabla §
Valores propios de la matriz de correlacion de los COV del grano verde, CP =

componente principal

CP1 CP2 CP3 CP4
Desviacion estandar 8.6289 4.7585 3.7280 1.676e-15
Proporcién de variancia 0.6708 0.2040 0.1252 0.000e+00
Proporciéon acumulada 0.6708 0.8748 1.0000 1.000e+00

Figura 15
Grdfico de doble proyeccion de los COV de los tratamientos PNT-GV, PT1-GV, PT2-
GVy GV
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Hay evidencias significativas en las relaciones entre los COV y los tratamientos, con
posibles agrupaciones de los COV sobre PNT-GV, PT1-GV, PT2-GV y GV. Asi, por
ejemplo, existen evidencias que el GV tiene contribucion de los compuestos 1-octen-3-
ol; tiglato de etilo; etc. En el PNT-GV hay contribucién de compuestos como decanal,
(1.alfa.,2.beta.,5.alfa.)-2-metil-5-(1-metiletilo)-biciclo[3.1.0]hexan-2-0l, mientras que
para el PT1-GV existen evidencias estadisticas que los COV presentes son 3-metil-
ciclohexanona, 6xido de translinalool (furanoide), entre otros y, en el PT2-GV son 1,2,3-
trimetil-benceno,  2-metil-ciclohexanona,  (1s)-1,5-dimetil-6,8-dioxabicyclo[3.2.1]
octano, entre otros, los que mas contribuyen, informacion que fue agrupada segun el

analisis cluster.

En la Figura 16 estdn los COV detectados en los granos verdes de café siendo separados

en 4 conglomerados.

Figura 16
Dendrograma de los compuestos volatiles del grano verde
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El agrupamiento ocurre a un nivel de similitud de aproximadamente 0.7 e+14, con una
correlacion de 0.8786 y una distancia de varianza minima obtenida por el método de

Ward.

En la Figura 17 se muestran agrupamientos bien definidos tanto para los COV como para
los tratamientos. Se observa (a) un primer cluster conformado por 73 COV y con una
contribucion alta entre 1.0 a 1.5 en el tratamiento PNT-GV, como en los casos del octanal
=0.9662312, nonanal = 0.9831568 y el 2,6,10-trimetiltridecano = 0.6515788; (b) en un
segundo cluster estan 20 COV y con una contribucién que varia entre 0 y 1.5 en el
tratamiento GV. Entre los COV se tiene: 1-octen-3-ol = 0.9983776 y el 2,6-lutidina =
0.1878819; (c) el tercer conglomerado es conformado por 7 COV y con una contribucion
que varia entre 1.0 y 1.5 en el tratamiento PT1-GV, teniendo el alcohol metilico =
0.6798051 y el 3-metil- benzaldehido = 1.000000 y; (d) el cuarto conglomerado
conformado por 12 COV y con una contribucion que varia entre 0.5 y 1.5 en el tratamiento
PT2-GV, algunos ejemplos son el 1,2,3-trimetil- benceno = 0.5487629 y el (1S)-1,5-
dimetilo-6,8-dioxabiciclo[3.2.1]octano = 1.000000.

3.8.Compuestos organicos volatiles de los hongos en medio inerte

La exploracion de los datos del anélisis de COV emitidos por los hongos cultivados en
medio CYA fue realizada a través de diagramas de cajas (Figuras 34, 35, 36 y 37 —

Anexos).

En la Figura 18 se puede observar el comportamiento variable de la abundancia (area) en
relacion a cada COV, donde los compuestos éster etilico del acido 3-metil butirico, éster
etilico del acido 2-metil y 2,2.4,6,6-pentametil-heptano son los que presentan mayor
variacion de sus dreas. La presencia de valores atipicos en compuestos como
3—metil-2—butanona y 1—octen—3—ol fue observada. Debido a la variabilidad y presencia
de valores atipicos, asi como en los tratamientos que tuvieron como substrato a la bebida
de café y a los granos verdes, en los tratamientos PNT-CYA, PT1-CYA y PT2-CYA se
estandarizo6 los valores de abundancia (areas) utilizando una funcion raiz cuadrada por ser
un requisito para aplicar el ACP y andlisis cluster utilizando una matriz de correlaciones

con los valores previamente transformados.
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Figura 17

Dendrograma de los COV del grano verde agrupados segun tratamientos
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Figura 18

Diagrama de cajas y bigotes de los COV de los hongos
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La Tabla 6 muestra la proporciéon de variabilidad explicada por los COV en cada
componente principal, donde también se observa que las dos primeras componentes

principales (valores en negrita) explican el 95.66% de la variacion total de los datos.

Tabla 6
Valores propios de la matriz de correlacion de los COV de los microorganismos

cultivados en CYA, CP = componente principal

CP1 CP2 CP3 CP4
Desviacion estandar 6.4209 4.5775 1.67870 4.202e-15
Proporcion de variancia 0.6343 0.3224 0.04335 0.000e+00
Proporcion acumulada 0.6343 0.9566 1.0000 1.000e+00

La Figura 19, muestra los resultados de los dos primeros componentes principales
descritos en la Tabla 6 sobre la importancia de aquellos COV que explican la variabilidad
total de los datos. Los dos primeros componentes explican el 95.6% de la variacion total
de los datos mostrando evidencias significativas en las relaciones entre los COV y los
tratamientos, con posibles agrupaciones de los compuestos sobre CYA, PNT-CYA, PT1-

CYA y PT2-CYA.

Figura 19
Grdfico de doble proyeccion de los COV de los tratamientos PNT-CYA, PT1-CYA, PT2-
CYAy CYA
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Asi, por ejemplo, existen evidencias que CYA tiene contribucion del compuesto (1R)-
2,6,6-trimetilbiciclo [3.1.1]hept-2-eno. El tratamiento PNT-CYA tiene contribucién del
compuesto 2-metil-5-(1-metiletil)-biciclo [3.1.0]hex-2-eno, mientras que en los PT1-
CYA y PT2-CYA el 3-metil-2-butanone, 2,2-dimetil-hexanal, entre otros, contribuyen

mas, informacién que fue agrupada segun el andlisis cluster.

En la Figura 20 se muestra un dendrograma de los COV emitidos por los hongos en medio
de cultivo CYA con una particion final de dos conglomerados. Esta separacion ocurre a
un nivel de similitud de aproximadamente 6e+14, con una correlacion de 0.9066 y una

distancia de varianza minima obtenida por el método de Ward.

Figura 20

Dendrograma de compuestos voldtiles de los hongos
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En la Figura 21, se muestra un dendrograma en que se presenta la contribucion de los
COV como lo observado en el ACP, pero con un mapa de calor y especificando los

tratamientos que tuvieron al medio CY A como substrato.
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Figura 21
Dendrograma de los COV de los hongos en medio de cultivo CYA agrupados segun

tratamientos

1 [

15
tetraciorostileno CYA
Pimzing, 2.5 matl- pNT-CYA

E’“&:ﬂ B 1 PTI-CYA
Monanal - PT2- CYA

_Aoruvoaa metleno
AACR O, U1 D00
MGEO, S BOmaCiono-

W0, BNOMTo Clono- os
a0 2 34-51"«[

rﬁaoc.ro 22 Js,swr..ﬂv:.
‘a‘\.r:'

Ao

Efiboncing

dsutso. dmetlo

c..-t-ﬂr-m ce Salilo o5

O(.-J‘uooocmro

Fitllo co bercilo
BnC OO ol SaNico
Barcero. 1. M—oel
1

OOEG O
2';2266&‘1*::6(&( iclof3 1. 1Pept-2ero
ZAdmatl-1repeno
2acetivazol
1rexancl, 2<l-

Furano, 2pankl-

SCaero

Bici clcﬂ 1 O'rm-za'o ZmedliS{1matlietiok
conal fen

Aci oob_x.r-o-co 2-"061 &ster ealico
Hoptaro, 2.3 m

Cn. PR SrO. w:té-d"ﬂl A 1raticdl )34 1matiiatiicenol, (S
GO AN CO. 3k, zww co
Iu_ G0 Detancico, &ster prood|
Nonano, 4 5amali-
Joctanons
Cicionaeanal, 441, |or~moocu-.;caum vars-
cico Benzaico. &5tr atdl

Iu: i00 za.n:ronco wcﬂu éster atdico
Banceno, 1.348m

Aci egzwoco amew co. (Z}

s

]
ciclohaxero, &mratieno-141matictio)
2Ieotanona
BACEIr0, Y OS0-
2o k2000, 3l
H:ot;-'-} 25 5m~a:.

Los COV que mas contribuyeron en el tratamiento CYA fueron el tetracloroetileno, 2,5-

dimetil-pirazina, p-xileno, entre otros. En el PNT-CYA, los que mas contribuyeron fueron
el 2-etil-1-hexanol y el 3-carene; en el PT1-CYA el 3-metil-2-butanona y 2,2 dimetil-
hexanal, mientras que en el PT2-CYA, los COV que contribuyeron fueron el 1-octen-3-
ol y el 4-metileno-1-(1-metiletilo)-cyclohexene. Los COV 2-etil-1-hexanol y 2-pentil-
furano estuvieron presentes en CYA y PNT-CYA y tuvieron una contribucion que varia
entre 0.5 y 1.0. También se observa en la Figura 21 cuatro clusteres de COV agrupados
en los 4 tratamientos con las siguientes cifras: (a) el primer claster esta conformado por
36 COV y con una contribucion alta entre 1.0 a 1.5 en el CYA; (b) el segundo cluster
conformado por 22 COV y con una contribucion que varia entre 0.75 y 1.5 en el PNT-
CYA; (c) un tercer conglomerado conformado por 5 COV y una contribucién que varia
entre 0.75y 1.5 en el PT1-CYA; y (d) el cuarto conglomerado conformado por 2 COV y

con una contribucidon que varia entre 0.5 y 1.0 en el PT2-CYA.
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IV. DISCUSION

Los granos de café en las etapas postcosecha pueden contaminarse con hongos
filamentosos, algunos capaces de producir micotoxinas que pueden dafiar la calidad del
producto (Geremew et al., 2016; Maman et al., 2021). Los hongos toxigénicos son un
problema de importancia mundial. Dafian la calidad de los productos agricolas y tienen
un impacto negativo en la seguridad alimentaria (Balendres et al., 2019). La principal
micotoxina que afecta al grano de café es la ocratoxina A (OTA) (Barcelo & Barcelo,
2017) producida por algunas especies toxigénicas de los géneros Penicillium y
Aspergillus (seccion Nigri 'y Circumdati) (Pitt & Hocking, 2022). Ademas, la citrinina,
otra micotoxina nefrotoxica, también puede estar presente si se detecta la infeccion por

algunas especies de Penicillium, Aspergillus y Monascus (Mohamed et al., 2013).

Vega et al. (2006) aislaron cuatro especies de Penicillium endofiticas que fueron
consideradas como potenciales productoras de OTA, siendo ellas P. brevicompactum, P.
crustosum, P. olsonii y P. oxalicum. Por su parte, Alvindia y de Guzman (2016) aislaron
P. implicatum, P. montanense, P. purpurogenum, P. variabile, P. verruculosum, P.
citrinum, P. corylophylum, P. decumbens, P. pelutatum, P. oxalicum, P. waksmanii y P.
digitatum de granos de café, de los cuales solo P. verruculosum producia OTA en medios
artificiales. No obstante, Larsen et al. (2001) y Paterson et al. (2014) indican que
Penicillium verrucosum y Penicillium nordicum son los productores principales de OTA
a temperaturas templadas. Sin embargo, debido a que varias especies de Aspergillus y
Penicillium producen OTA en determinadas condiciones ambientales (climaticas, de
almacenamiento y de transporte) y condiciones de procesamiento, sea el himedo o el seco
(Pérez De Obanos et al., 2005), se originan algunas dificultades en la identificacion de
los hongos responsables de la contaminacion por OTA (Vieira et al., 2015). Utilizando la
técnica de fluorescencia en medio CAM, se puede detectar el potencial de produccion de
OTA o aflatoxinas y los resultados permiten verificar el potencial toxigénico del
Penicillium toxigénico 1 y del Penicillium toxigénico 2 estudiados en la presente

investigacion.

La identificacion correcta de los microorganismos es de gran importancia para poder
controlar la contaminacidn, su crecimiento o el riesgo por la produccion de micotoxinas
(Rodrigues et al., 2012). No obstante, la identificacion de Penicillium por el color de la
colonia y estructuras es complicada. El color de los conidios varia de tonos de gris a azul
y de azul a azul verdoso, por lo que los colores no son tan utiles en la identificacion de
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especies de Penicillium como es el caso de Aspergillus. Otro factor es que algunas
especies de Penicillium forman ascosporas en la cleistotecia y también se ubican en los
géneros teleomorficos de Talaromyces o Eupenicillium (Bullerman, 2003). En general, la
caracterizacion de los aislados permitid confirmar el comportamiento esperado para el
género Penicillium como el crecimiento considerable en el medio DG18 por ser un
microorganismo xerofilico. Los aislados toxigénicos fueron capaces de crecer a 37 °C,
caracteristica inesperada que amerita ser tomada en cuenta, confirmada y, en caso
necesario, estudiada. El aspecto de las colonias cultivadas a 25 °C vari6 dependiendo de
los medios de cultivo utilizados y, si en algunos casos no fueron tan evidentes las
diferencias (ver el Penicillium toxigénico 1 y el 2 en el medio MEA), eso dependi6
también de la cepa (comparar en el medio MEA el Penicillium toxigénico 1 y el no
toxigénico). Las micrografias de las estructuras de reproduccidon se presentan como
sustento de la identidad del hongo, sin pretension de una identificacion biologica a nivel
de especie, debido a que esto requiere mayor analisis y experiencia (Pitt & Hocking,

2022).

El café es uno de los productos agricolas mas valiosos del mundo y altamente
comercializado (Lashermes et al., 2008). La calidad de los granos de café se relaciona
con sus propiedades fisicas, quimicas y sensoriales (Febrianto & Zhu, 2023), y
especificamente del aroma obtenido después del tostado y las caracteristicas
fisicoquimicas del grano verde (Caporaso et al., 2022) que incluye el pH y contenido de
humedad del mismo. En estudios anteriores acerca de la determinacion del pH de granos
verdes de café, se encontr6é pH de 5.91 para café verde no defectuoso (Mazzafera, 1999)
y valores entre 5.70 y 5.84 que fueron determinados por espectroscopia de infrarrojo
cercano y regresion multivariante (Aragjo et al., 2020). Los resultados del pH encontrados
de los granos sin esterilizar (5.83) y esterilizados (5.76) del presente trabajo estan dentro
del rango reportado en la literatura (Araujo et al., 2020; Mazzafera, 1999) para el grano
de café verde. El contenido de humedad de los granos verdes evaluados fue de 12.4% y
14.92%, estando el segundo valor levemente por encima del recomendado (12.5%) en la
identidad y calidad técnica de los granos verdes de café (Bicho et al., 2014). No obstante,
tanto para los valores de pH como para la humedad, no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos, a pesar de que los diagramas de cajas en las Figuras
24 y 25, en anexos, muestren datos que no se sobreponen. Los resultados muestran que

el autoclavado de los granos, que se espera que haya elevado el porcentaje de humedad,
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fue corregido con el secado en incubadora a 37 °C para dejarlo en condiciones semejantes
al grano corriente, con el detalle de que ya estaban estériles y adecuados para un
experimento donde los microorganismos de interés fueron apenas los que irian a ser

inoculados.

Con respecto al método de esterilizacion empleado en esta investigacion, Alvindia y de
Guzman (2016) realizaron la esterilizacion de la superficie de los granos de café con una
solucion de hipoclorito de sodio al 1% y determinaron que no presenta un efecto
considerable sobre la micobiota de los granos, especificamente para los géneros
Aspergillus y Penicillium, lo que sugiere que estos estan presentes principalmente dentro
de los granos. En el presente trabajo se realizé la desinfeccion con hipoclorito de sodio al
0.4% con la misma intencion de los autores mencionados, o sea, la obtencion de aquellos
microorganismos que infectaron el grano, siendo igualmente eficiente la menor
concentracion utilizada para eliminar los hongos presentes en la superficie. Los ensayos
realizados, a pesar de las contaminaciones en el procedimiento (Figura 8), permiten
confirmar que el método de esterilizacion e inoculacion funcioné adecuadamente. Con
respecto a la inoculacion, el porcentaje superior a 80% de incidencia se considero
satisfactorio. La concentracion de esporas utilizadas para la inoculacion de granos en los
ensayos fue bastante semejante en todos los tratamientos (Tabla 3), importante para la

estandarizacion.

La idea de realizar la exposicion de los granos a los microorganismos y, por lo tanto,
también a sus toxinas, y no recurrir al uso de toxina sintética, presenta sus desventajas,
ya que depende del proceso bioldgico del microorganismo que es afectado por su
ambiente, pero tiene también un sustento. Tsubouchi et al. (1987) inocularon granos de
café verde con diferentes aislados de Aspergillus ochraceus y reportaron que la toxina
producida por inoculacion del hongo puede ser mas resistente al calor como resultado de
la uniéon de la OTA a los componentes de los granos y puede representar, con mayor
precision, la contaminacion natural de los granos de café. Ademas, demostraron que, si
los granos de café verde estan contaminados con OTA, casi toda la toxina estara presente
en la bebida de café preparada con ellos. Estos resultados fueron comparados con Levi et
al. (1974) en que inocularon directamente la OTA en los granos de café y, se verificd que
durante el proceso de tostado, la mayor parte de la OTA fue degradada. Durante el proceso
de tostado, el grano de café incrementa considerablemente su volumen y pierde alrededor

del 18% de su peso por accidn del aire caliente (Drunday & Pacin, 2013). Generalmente,
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las esporas de hongos y el micelio son sensibles a la temperatura de tostado del café,
mientras que algunas micotoxinas ya sintetizadas como la OTA no son afectadas (Attiya
et al., 2021). La reduccion del nivel de OTA durante el tostado depende de la severidad
del proceso térmico, del producto final requerido y de la contaminacion inicial por OTA
(Castellanos-Onorio et al., 2011; Romani et al., 2003). Otros autores (Barcelo & Barcelo,
2017) obtuvieron una disminucién de OTA entre 53 y 99% después de 12 min del tostado
de granos de café en un rango de temperatura de 180 a 240 °C. Sin embargo, Boudra et
al. (1995) reportaron que la completa degradacion de la OTA no va a ocurrir aunque se

aplique una temperatura de 250 °C.

El proceso de tostado en el presente trabajo, al haber sido realizado en una estufa y tener
que abrirla para mezclar los granos peridodicamente para la obtencion de un tostado
regular, present6 el inconveniente de ser afectado por fluctuaciones de temperatura que
prolongaron el proceso al punto de ser necesario 1.5 h hasta que el grano presentase el
punto de tostado deseado. El tiempo de tostado fue bastante prolongado, estando muy por
encima de los 11, 12.5 y 15 min de los niveles de tueste claro, medio y oscuro,
respectivamente, obtenido utilizando un tostador de café Genecafe CR-100 a 245 °C (Lee
et al., 2016). Asimismo, Murthy et al. (2019) realizaron el tostado de los granos de café¢

utilizando un tostador de tambor en 3 a 5 min a 230 °C.

Un factor importante para la liberacion de los COV es el tamafio de la particula obtenida
después del molido del café tostado, asi como la especie de café¢ utilizada en la
preparacion de la bebida. Algunos autores mencionan que la concentracion de la mayoria
de los COV de la bebida de café Robusta se mostrd en un tamano de particula entre 200
a 300 um, excepto el furano, 2-metilfurano y 2,5-dimetilfurano. En la bebida elaborada
con café Arabica, los aldehidos no fueron afectados del tamaiio de la particula. El hexanal,
los fenoles y algunos furanos se detectan en mayor cantidad con un tamafio de particula
de 300 a 425 um (De Vivo et al., 2022). En el proceso del molido se utilizé un tamiz con
una apertura de 850 um. Sin embargo, eso no fue una barrera para la extraccion de los

131 COV de los 4 tratamientos de la bebida analizados.

A continuacion, se realiza una valoraciéon de algunos COV con respecto a sus
caracteristicas reportadas y lo encontrado en el presente trabajo. Es importante destacar,
como se observa en los resultados, que los analisis fueron realizados independientemente

para cada substrato, es decir, el analisis del PNT-BC, PT1-BC, PT2-BC, BC, fue realizado
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de forma independiente del andlisis del PNT-GV, PT1-GV, PT2-GV, GV, y este a su vez,
independiente del PNT-CYA, PT1-CYA, PT2-CYA, CYA.

A priori, los resultados de interés son aquellos COV encontrados de forma absoluta, es
decir, en las 3 repeticiones del analisis, en los tratamientos que involucran a los
tratamientos con PT1 y PT2, que son los hongos toxigénicos, tanto en la bebida, el grano
verde, como directamente de los hongos. Esto significaria que son COV especificos. En
su defecto, el resultado de interés seria detectar los COV en el PT1-BC y PT2-BC, el
PTI-GV y PT2-GV o directamente del PT1-CYA y PT2-CYA. En tercer lugar, un
resultado de interés seria aquel en el que se detecten los COV solamente en el BC y el
PNT-BC y en el GV y el PNT-GV. El interés inicial en la presente investigacion fue
detectar COV especificos de los hongos toxigénicos en la bebida por su importancia en
la seguridad alimentaria y las pocas investigaciones realizadas para esta etapa del proceso
del café. Ademas, existiria el potencial de proteger a los catadores rechazando lotes
sospechosos antes de que sean evaluados sensorialmente. Sin embargo, por razones
précticas, la deteccidon de COV que permitan detectar los hongos toxigénicos en el grano
verde serian mejor aplicadas. Debido a que las condiciones de deteccion entre la bebida
y el grano verde fueron distintas y ello incluye la presencia de agua en el primer caso, era
esperada la posibilidad de encontrar COV distintos, ya que el agua es un solvente polar,
y en el caso del grano verde no se utilizd ninguna solucién. Ademas, en el caso de los
tratamientos PNT-CYA, PT1-CYA y el PT2-CYA, no hubo disrupcion de las células
fangicas o molido. Esto quiere decir que esta investigacion podria ser complementada por
multiples tratamientos que hagan de eslabones entre los actuales tratamientos y permitan
evaluar la influencia del molido, los solventes y confirmar si los COV son especificos del
hongo o de la interaccion de estos con los granos de café. Ademas, en proximos analisis
podria ser importante incluir un tratamiento de granos no esterilizados para confirmar la

especificidad de los COV para los aislados toxigénicos o el género Penicillium.

Después de realizar un ordenamiento manual de los 271 COV detectados en una planilla
de Excel, se reconocieron 25 COV que fueron detectados sélo el BC, PNT-BC, PT1-BC
y el PT2-BC y en todas las repeticiones. Otros 12 COV estuvieron presentes en la mayoria
de los tratamientos BC, PNT-BC, PT1-BC, PT2-BC, con menores detecciones en algunos
casos, pero que no parecen representar alguna ventaja para diferenciar los tratamientos de
interés. Lo mas probable es que estos compuestos se forman como producto del proceso

de la obtencion de la bebida, esto es, el tostado, el molido y el filtrado. En el caso de los
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tratamientos que tuvieron como substrato a los granos verdes, es decir, el GV, PNT-GV,
PT1-GV y el PT2-GV, se encontraron 3 compuestos detectados de forma exclusiva y en
todas las repeticiones tales como acetato 3-metil-1-butanol; (1-metiletilo)-benceno; éster
etilico del acido bencenoacético. Se puede deducir que son compuestos propios del grano
verde, probablemente no presentes en los hongos y que se pierden después de la
exposicion al calor y todo el proceso que involucra la obtencion de la bebida filtrada. De
forma general, parece que el proceso de filtrado y presencia de agua en estos tratamientos
permitid6 una deteccion mayor o diferente de COV con el método cromatografico

utilizado.

En solo un tratamiento, pero s6lo en 1 repeticion, fueron detectados 78 COV. Aunque con
una optimizacion del método de preparacion de la muestra podria conseguirse una mayor

sensibilidad, para efectos de este trabajo, se descartaron como posibles marcadores.

A continuacion, se mencionan algunos COV interesantes. E1 COV 1-(1-metil-1H-pirrol-
2-il)-etanona fue encontrado en las tres repeticiones del tratamiento PT2-BC. En el caso
del GV fueron encontrados de forma exclusiva 4 COV: el (R,S)-5-etil-6-metil-3E-hepten-
2-ono, (E)-2-nonenal, 1-metoxi-3-metil-benceno y éster etilico del acido octanoico con
potencial para ser utilizado como un marcador negativo de la infestacion por Penicillium,
suponiendo que este no sea encontrado en granos no estériles. Los COV (Z)-éster etilico
del 4cido 2-butanoico, 3-octanona, anisole y el éster etilico 3-metil del acido butanoico
fueron encontrados exclusivamente en el PNT-CYA. Su ausencia en los otros substratos
sea grano verde o la bebida filtrada, lo hacen bastante particular en su comportamiento,
pudiendo tratarse de un COV producido especificamente en el medio de cultivo, que en
este caso fue el CYA, y lo diferencia de las cepas toxigénicas. Entre los compuestos que
solo pudieron ser encontrados en los tratamientos PT1-CYA y PT2-CY A se destaca so6lo
al yodo-metano, pero s6lo en 2 de las 3 repeticiones, en ambos tratamientos. De la misma
forma, se destaca al 1,2,3-trimetil-benceno, en el caso del PT1-GV y el PT2-GV, y el 2-
(2-propenil)-furano, en el caso del PT1-BC y el PT2-BC, respectivamente, pero con 3

detecciones en el caso del PT2-BC.

Los diagramas de cajas presentados en la Figura 10, 14 y 18 muestran una aparente amplia
variabilidad en algunos COV encontrados en la bebida, los granos verdes o directamente
de los aislados fungicos. También se encuentran algunos datos inconsistentes que no
fueron descartados del analisis, por no haber evidencias de ser producto de un error en el
registro de los datos o fallas identificadas en los procedimientos. En el caso del analisis
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de componentes principales (ACP), se encontrd en todos los experimentos que los dos
primeros componentes principales consiguieron explicar mas del 80% de la variabilidad
de los datos, que es un porcentaje aceptable para su seleccion, dispensandose las demas
dimensiones o componentes. El diagrama del ACP o el grafico de doble proyeccion
(Figura 11) muestra que muchos compuestos aportan mas a algunos tratamientos que a
otros. Es importante sefalar que este diagrama hace parte de la exploracion de los datos.
Por el gran nimero de COV encontrados, no es posible una visualizacion detallada de los
resultados. Aun asi, permite visualizar algunas relaciones interesantes, como la cercania
entre los tratamientos PT1-GV y PT2-GV y entre los tratamientos PT1-CYA y PT2-CYA
(Figura 15 y 19). Es importante recordar que los COV encontrados en el CYA fueron
desconsiderados en el PNT-CYA, PT1-CYA y el PT2-CYA, por no ser de interés en la
presente investigacion. Es decir, el CYA funcioné como un blanco o control. Ese es en
parte el motivo de encontrar menos COV en los tratamientos que tuvieron como sustrato
al CYA. Los dendrogramas de las Figuras 13, 17 y 21 acaban siendo mds informativos
para el proposito del estudio. Queda evidente que los tratamientos donde fueron
inoculados los hongos toxigénicos 1 y 2 fueron mas proximos entre ellos que los
inoculados con el PNT. Los dendrogramas también permiten diferenciar clusters o
agrupamientos dentro de cada tratamiento que hace posible diferenciarlos de los otros. Es
decir, COV especiales que podrian servir como marcadores de identificacion en base a
las areas determinadas por el GC-MS. Es importante notar que no so6lo la mayor
contribucion (color rojo), sino también la menor (color azul) indican potenciales
marcadores que podrian servir mas adelante, después de mas pruebas de confirmacion,
para la identificacion de bebida preparada con grano esterilizado o sometido al calor,
grano infestado por Penicillium toxigénicos o no toxigénicos, con implicancias practicas
o cientificas no completamente predecibles. En el caso de la Figura 17 y 21, se aprecia
que las agrupaciones de COV son mas nitidas, con aparentemente mas candidatos a

marcadores quimicos.

Los furanos son COV importantes en el café tostado, tanto en términos de cantidad de
compuestos como de contribucion de aroma a la bebida (Rabelo et al., 2021). Las
pirazinas son el segundo compuesto aromatico mas abundante y le dan al café sus sabores
tostados y a nuez, mientras que las cetonas son responsables de las notas afrutadas,
florales y de miel. (Prakash et al., 2022). En el presente trabajo se reportaron 15 furanos,

22 pirazinas y 20 cetonas en la bebida de café. Compuestos como el 2,3,5,6-

59



tetrametilpirazina, pirazina, 2,3-butanodiol meso, 2-metil-5-(1-propenil) pirazina, acido
hexanoico, 4-etil-guayacol y sulfuro de isopropil p-cresilo son marcadores potenciales de
granos de café defectuosos (Toci & Farah, 2008). Aunque los granos inoculados con los
hongos podrian ser considerados defectuosos, no se encontré estos COV en los granos

verdes inoculados, tampoco en la bebida preparada con los granos inoculados.

La bebida de café¢ generalmente es caracterizada por la presencia de compuestos
azufrados y pirazinas, como el 2-furfuriltiol, sulfuro de metilo de furfurilo y 2-etil-6-
metilpirazina (Cheong et al., 2013). El 2-etil-6-metilpirazina fue encontrado en todos los
tratamientos de la bebida a pesar de no haber sido detectado en los granos verdes, lo que
podria indicar su formacion durante el tostado de los granos, concordando con Ramli et
al. (2006) que menciona que las pirazinas, asi como los aldehidos, son formados durante
el tostado por la reaccion de aminoacidos y azicares reductores durante la Reaccion de
Maillard. Ademas, este compuesto puede considerarse uno de los precursores del aroma
de la bebida de café (Cheong et al., 2013). Sin embargo, mas importante que la
identificacion de las pirazinas en los alimentos, es definir su via de formacion y el efecto

sensorial en el alimento (Maga, 1992).

El 2-furanmetanol fue el compuesto principal en los cafés tostados impartiendo notas de
nuez, dulce, caramelo, horneado, cereza y mani (Prakash et al., 2022; Vérady et al., 2022).
Sin embargo, en nuestros resultados no se reportd este compuesto que pudo haberse
afectado en la elaboracion de la bebida. Por otra parte, se encontrd que el compuesto 4-
(5-metil-2-furanil)-2-butanona, se report6 solo en el PNT-BC y ademads presenta una alta

contribucion hacia este tratamiento (Figura 13).

Franca et al. (2009) realizaron una comparacion de los COV de los granos de café
defectuosos (negros, verdes y amargos) y sanos, con el fin de identificar posibles
marcadores quimicos para la deteccion de granos defectuosos en café tostado. Los
compuestos acido benceno acético (éster metilico), 2-isoamil-6-metilpirazina, 1H-pirrol,
4-metiltiazol y 1,5-dimetil-2-pirrolcarbonitrilo fueron considerados como posibles
marcadores quimicos de granos defectuosos (Agresti et al., 2008; Toledo et al., 2016).
Uno de los compuestos que presentaron mayor contribucion en el tratamiento PT1-BC
fue el 2-isoamil-6-metilpirazina reportado como posible marcador quimico en la
literatura. Los COV 4-metilthiazol (Toledo et al., 2016) y 2,3-dietil-5-metil-pirazina que
confieren notas terrosas negativas (Sanz et al., 2002), son algunos de los compuestos que

presentan mayor contribucion en el PT2-BC.
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En la investigacion de Yang et al. (2016) acerca de los COV de la bebida de café,
mencionaron algunos compuestos como el 2,3-dimetilpirazina, que confiere notas de
nuez, tostada y verde, el 2,6-dimetilpirazina (aroma a nuez, dulce, frita), 2-etil-6-
metilpirazina (aroma a tostado, parecido a una avellana) y 2,5-dimetilpirazina (nuez,
tostada, hierba, maiz), que también fueron encontrados en nuestros resultados, resaltando
una contribucion alta de los 3 primeros COV mencionados a la PT1-BC. El compuesto 1-
(1H-pirrol-2-il)-etanona, que confiere caracteristicas de nuez y mohoso (Agresti et al.,
2008; Yang et al., 2016), el 1-(2-furanilmetil)-1H-pirrol (Agresti et al., 2008; Zambonin
et al., 2005) y el 2-etil-5-metilpirazina (Zambonin et al., 2005) fueron reportados tanto en
granos defectuosos como en granos sanos de café tostado. Estos compuestos fueron
encontrados en nuestros resultados de la bebida, siendo que los 2 primeros compuestos
presentan una contribucién moderada positiva hacia el PT1-BC y una contribucién alta

negativa al PNT-BC.

El alcohol bencilico y el alcohol feniletilico atribuyen una nota floral a los granos de café
verde (Zhang et al., 2022), siendo estos compuestos encontrados en todos los tratamientos
asociados al grano verde, teniendo una mayor contribucion en el GV, pudiendo ser

indicadores de la ausencia de microorganismos.

Toci y Farah (2014) encontraron compuestos como el 3-octanol, 1-octen-3-ol, 2-
heptanona, 2-pentil-furano y el benzaldehido en granos verdes, coincidiendo con nuestros
resultados. Por otra parte, los compuestos 4-etenil-1,2-dimetoxi-benceno y (R)-(+)-3-
metilciclopentanona, solo se detectaron como COV del PNT-GV, presentando una
contribucion alta en este tratamiento (Figura 17). Dichos compuestos pueden considerarse
como posibles marcadores quimicos de la presencia del Penicillium no toxigénico en el

grano verde.

El compuesto pentadecan-2-ona (aroma floral) no fue encontrado en ningtn tratamiento
de la bebida, y el 3-octanona (olor herbal) fue encontrado solo en el PNT-CYA. Estas
cetonas asociadas a caracteristicas positivas de la bebida, han sido reportadas en el café
inoculado con P. brevicompactum (lamanaka et al., 2014). Esta falta de deteccion de la
3-octanona no era esperada, en vista de que ha sido reportada como el compuesto
producido con mayor frecuencia por 16 especies de Penicillium, entre ellos P. commune,
P. hirsutum var. venetum y P. viridicatum. Se considera que este compuesto esta
biosintéticamente relacionado con la produccién del 1-octen-3-ol y del 3-octanol porque
siempre han sido detectados juntos (Larsen y Frisvad, 1995). Es interesante notar que en
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el caso del PNT-CY A no se detectaron esos dos alcoholes, a pesar de estar presente la 3-
octanona. Ademas, en los tratamientos PT1-CYA y PT2-CY A fue detectado el compuesto
I-octen-3-o0l, pero no el otro alcohol ni la cetona. Finalmente, el 3-octanol no fue

encontrado en ningun tratamiento.

El 1-octen-3-ol fue encontrado en todos los tratamientos, con excepcion del PNT-CYA y
el CYA, y tuvo mayor abundancia en el PT2-CYA. Este COV es conocido como alcohol
de hongos y presenta un olor tipico a hongos (Zhang et al., 2021). Es posible que sea
responsable por el olor indeseable a tierra y moho producido por Penicillium crustosum
en medio de cultivo CYA (Iamanaka et al., 2014). Este COV también es producido con
frecuencia por P. verucosum (Pasanen et al., 1996), P. chrysogenum, P. camembertiy P.

viridicalum (Larsen y Frisvad, 1995).

Los compuestos, 3-metil-2-butenoato de etilo y (Z)-2-butenoato de etilo fueron
detectados solamente como COV emitidos por PNT-CYA. Sin embargo, de las 47
especies de Penicillium evaluadas por Larsen y Frisvad (1995), ninguna de ellas producen

estos compuestos.

Investigaciones con reportes sobre la influencia de la infeccion de granos de café en los
COV de la bebida filtrada final no son muy numerosas. Es posible que esto se deba a la
complejidad de factores que afectan la presencia y abundancia de COV. El potencial uso
de los datos generados es previsible en el sentido de su uso en narices electronicas y otros
métodos que permitan evaluar la calidad del café, en inspecciones, auditorias, entre otros.
Sin embargo, existe amplio espacio para otras investigaciones aplicadas y tecnologias que
podran ser mas previsibles, conforme se continlle avanzando y complementando esta

linea de investigacion.
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V. CONCLUSIONES

Se encontro un total de 131 compuestos volatiles en la bebida de café¢ y 116 COV en el

grano verde.

El compuesto 4-(5-metil-2-furanil)-2-butanona y los compuestos 4-etenil-1,2-dimetoxi-
benceno y (R)-(+)-3-metilciclopentanona podrian ser considerados como posibles
marcadores quimicos de la presencia de Penicillium no toxigénico en la bebida y en los

granos verdes de café, respectivamente.

Para los aislados toxigénicos no se logroé encontrar un marcador quimico absoluto que
nos pueda dar una pista de la presencia de estas cepas en la bebida y en el grano verde de
café. Sin embargo, se detectd posibles candidatos a marcadores quimicos de la presencia
de estas cepas toxigénicas en la bebida, entre ellos a los compuestos 2-(2-propenil)-furano
y 2-metil-3-octanona, y en el grano verde al 1,2,3-trimetil-benceno; entre otros. Estos
COV aun requieren de un proceso de validacion, para su confirmacion como marcadores

quimicos.

VI. RECOMENDACIONES

» Realizar un andlisis sensorial de la bebida preparada con los granos esterilizados y sin
esterilizar.

» Analizar y cuantificar la o las toxinas en los granos inoculados.
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ANEXOS

Figura 22
Proceso de obtencion de un cultivo puro a partir de punta de hifa, (a) técnica de

estriado, (b) observacion de esporas individualizadas y (c) recorte bajo el

estereoscopio

Figura 23
Cepas de Penicillium en medio CYA, incubadas a 37°C por 7 dias. PNT (primera fila de
a, ¢, byd), PTI (segunda filade a y c¢) y PT2 (segunda fila de b y d)

Anverso Reverso

PNT

PT1

PNT

PT2
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Tabla 7
Didametro de los hongos en medios CYA, MEA, G25N, YES y DG18, medidos del 5to al 7mo dia de incubacion a 25°C

CYA MEA G25N YES DGI8
HONGOS CREC. DIAM. Rl R2 R3 PROM. RI R2 R3 PROM. RI1 R2 R3 PROM. RI R2 R3 PROM. RI1 R2 R3 PROM.
D1 222 2153 2135 2421 246 2517 20.02 20.7 - 17.48 19.77 21.24 203 21.12 21.06
DIA 5 21.62 24.57 19.68 19.6 20.93
D2 222 2153 209 23.78 24.55 25.12 188 192 - 17.45 20.43 21.23 205 21.12 215
D1 2525 24.68 245 27.52 28.42 28091 22.79 238 - 18.09 21.44 22.43 2545 25.89 26.1
PNT DIAG6 24.62 27.83 22.63 20.61 25.86
D2 2525 2396 24.07 26.22 27.54 28.37 2131 226 - 18.39 209 2243 25.73 25.89 26.09
D1 279 28.09 27.44 303 3197 3254 2548 26.61 - 19.05 23.16 23.67 3045 30.23 31.04
DIA 7 27.51 31.16 25.66 21.81 30.61
D2 27.71 2698 26.96 3024 30.6 31.31 25.66 249 - 19.54 21.78 23.68 30.55 30.23 31.13
D1 21.65 22.66 22.42 19.03 19.12 17.56 15.64 17.13 - 16.16 17.06 15.03 22.1 23.15 24.17
DIA S 21.96 18.45 16.01 16.02 23.07
D2 2135 21.58 22.1 18.52 18.74 17.72 1534 1591 - 16.25 17.04 14.57 22.1 22.84 24.06
D1 25.16 25.57 2492 20.08 20.26 18.79 19.7 1987 - 169 179 1516 26.58 26.88 27.56
PTI DIA 6 24.62 19.6 20.06 16.6 26.83
D2 24.07 243 23.71 18.79 20.26 19.42 20.8 19.87 - 16.77 17.77 15.12 25.68 26.76 27.51
D1 2631 27.26 26.43 21.13 2043 19.78 23.75 2293 - 17.52 18.61 1534 30.03 29.85 30.17
DIA 7 26.54 20.27 23.43 17.09 29.98
D2 2627 2624 26.73 19.18 21.09 20 2495 2207 - 17.25 1853 153 29.12 30.15 30.56
D1 2135 2222 214 17.52 19.22 19.34 134 14 - 219 2272 19.68 20.02 22.62 18.88
DIA S 21.91 19.23 13.97 21.69 20.66
D2 1979 219 248 20.52 19.44 19.34 134 15.06 - 219 23.13 20.81 20.21 22.55 19.67
D1 2449 2484 25 18.91 20.67 20.5 16.68 16.58 - 22.87 24.06 2223 22.76 23.88 21.42
PT2 DIA 6 25 20.4 16.82 23.29 22.66
D2 233 24.84 2754 22.11 2043 19.75 16.52 175 - 23.56 248 2222 2275 24 21.15
D1 25.89 26.13 26.05 22.69 21.09 21.19 18.81 18.67 - 24.06 26.08 25.65 25.03 255 24.87
DIA 7 26.16 20.94 18.8 25.47 25.11
D2 23.87 2642 28.61 19.25 21.19 20.2 17.55 20.17 - 24.76 2624 26.04 25.13 25.87 24.23
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Figura 24

Diagrama de cajas y bigotes del pH de los granos de café esterilizados y sin esterilizar
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Diagrama de cajas y bigotes del contenido de humedad de los granos de café

esterilizados y sin esterilizar
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Figura 26

Diagrama de cajas y bigotes de los COV del BC
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Figura 27

Diagrama de cajas y bigotes de los COV del PNT-BC

tridecano

pirazina, etil-

Pirazina, 3,5-dietil-2-metil-

Pirazina, 2,6-dietil-

Pirazina, 2,5-dietil-

Pirazina, 2,3-diefil-5-metil-

Pirazina, 2-metil-6-(1-propenil)-, (Z)-
Pirazina, 2-etil-5-metfil-

Pirazina, 2-etenil-5-metfil-

p-cresol

Oxetano, 3-(1-metiletilo)-
Hidroxitolueno butilado
Furano, 2 5-dietiltetrahidro-

formiato de furfurilo

Fenol, 2-metoxi-

Fenol

Etanona, 1-(2-furanilo)-

estireno

Benzofurano, 2,3-dihidro-
Bencenoacetaldehido, alfa-etilideno-
Benceno, 4-etenil-1,2-dimetoxi-
aziridina, 2-fenil-

Acido bencenoacético, éster metilico
5-hepten-2-ona, 6-metil-
3,3-dietoxi-1-propino

3-octanol

3-Formil-4 5-dimetil-pirrol
3-ciclobuteno-1,2-diona, 3 ,4-dihidroxi-
2 5-furandicarboxaldehido
2,3-dimetil-5-efilpirazina
2-tiofencarboxaldehido
2-isoamil-6-metilpirazina
2-Heptenal, (E)-
2-furanmetanol,acetato
2-buten-1-ona, 1-(2,6,6-trimetil-1,3-ciclohexadien-1-il)-, (E)-
2-butanona, 1-(acetiloxi)-
2-acetil-5-metilfurano
2-(3-Metilbutil)-3,5-dimetilpirazina
1H-pirrol-2-carboxaldehido, 1-metil-
1H-pirrol-2-carboxaldehido
1-propanona, 1-(2-piridinil)-
1-octen-3-ol

1-hexanol, 2-etil-

0e+00

2e+07

77

4e+07

6e+07

8e+07

1e+C



Figura 28

Diagrama de cajas y bigotes de los COV del PT1-BC

pirazina, etil- 1
Pirazina, 3,5-dietil-2-metil-
Pirazina, 2,6-dimetil-
Pirazina, 2,5-dimetil-
Pirazina, 2,3-dimetil-
Pirazina, 2-metoxi-3-(2-metilpropil)- L]
Pirazina, 2-etil-5-metil- 1
Pirazina, 2-etenil-5-metil- 4
p-cresol
Linalol 1.‘
Geraniol 1
Furano, 2,2'-metilenbis-
Furano, 2-[(metiltio) metil}- ]
Furano, 2-(2-propenil)- |
formiato de furfurilo H
Fenol, 2-metoxi-
Fenol 11
Etanona, 1-(2-hidroxi-5-metitfenil)- L

dodecano

Etanona, 1-(1H-pirrol-2-il)- F H

Cetona, metilo 6-metil-2-piridilo 1 »

Bencenoacetaldehido, .alfa -etilideno- #
Benceno, 4-etenil-1,2-dimetoxi- [ ’
alcoholfeniletiico I|
acetofenona | ]
5-hepten-2-ona, 6-metil- ||
4-hidroxi-3-meftilacetofenona II
3,5-dimetil-4-heptanona
3-octanona, 2-metil- ||
3-hexanona, 2,2-dimetil-
2,5-hexanodiona t
]

2 4-di-terc-butilfenol
2.2'-bifurano
2-tiofencarboxaldehido |
2-isoamil-6-metilpirazina []
2-furanmetanol, propanoato
2-furancarboxaldehido, 5-metil- .
2-ciclopenten-1-ona, 2-metil- 1 1
2-butanona, 1-(acetiloxi)-
2-acetil-5-metiliofeno |
2-aceti-4-metipiridina W
1H-pirrol, 1-(2-furanilmetil)-
1H-pirrol-2-carboxaldehido, 1-etfil- ]
1,2 4-ciclopentanetriona, 3-metil- 1
1-propanona, 1-(2-piridinil)- ]
1-octen-3-ol

—T

— 4

0.0e+00

5.0e+07 1.0e+08

78

1.5e+08

2.0e+08

2.5e+08



Figura 29

Diagrama de cajas y bigotes de los COV del PT2-BC
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Figura 30

Diagrama de cajas y bigotes de los COV del GV
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Figura 31

Diagrama de cajas y bigotes de los COV del PNT-GV
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Figura 32
Diagrama de cajas y bigotes de los COV del PT1-GV
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Figura 33
Diagrama de cajas y bigotes de los COV del PT2-GV
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Figura 34

Diagrama de cajas y bigotes de los COV emitidos por el medio de cultivo CYA
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Figura 35

Diagrama de cajas y bigotes de los COV emitidos por el PNT-CYA
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Figura 36

Diagrama de cajas y bigotes de los COV emitidos por el PT1-CYA
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Figura 37

Diagrama de cajas y bigotes de los COV emitidos por el PT2-CYA
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