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Resumen

El género Coffea pertenece a la familia Rubiaceae y las especies C. arabica (arabica) y
C. canephora (robusta) son las mas cultivadas a nivel mundial. La fermentacion,
juntamente con el tostado, son procesos postcosecha que deben ser controlados como
parte de la produccion de café, siendo importante desarrollar cultivos iniciadores que
proporcionen propiedades, tanto microbianas como bioguimicas, apropiadas para realizar
eficientemente la fermentacion. EI tiempo de fermentacion es un parametro importante
que se debe controlar para obtener un café de calidad. En la presente investigacion se tuvo
como objetivo evaluar el efecto de la levadura Saccharomyces cerevisiae utilizada como
inoculo en la fermentacion del café ardbica (Coffea arabica) en las caracteristicas
fisicoquimicas de los granos y en el perfil de compuestos organicos volatiles (COV) de
la bebida. Se emple6 un disefio experimental completamente al azar con tres réplicas por
tratamiento y una réplica por cada tiempo de fermentacion sin adicion de levadura que
fue utilizada como control, totalizando 28 unidades experimentales. Fueron utilizados
tiempos de fermentacién de 100, 150, 200 y 220 horas y las dosis de levadura fueron 0, 1
y 2%. El café fue cosechado con madurez organoléptica, seleccionado, despulpado,
fermentado con la aplicacion de los tratamientos mencionados, lavado, secado,
almacenado, tostado y la bebida de café fue preparada por la técnica expreso. Se
determind el pH, la acidez titulable, capacidad antioxidante por el método del DPPH y
los COV por SPME/GC-MS. En el analisis del pH no se observo una diferencia estadistica
y con respecto a la acidez de la bebida mientras méas bajo el pH es més alto la acidez. En
la capacidad antioxidante hubo una reduccion respecto al tiempo de fermentacion,
mientras mas tiempo menor capacidad antioxidante. Los COV fueron clasificados segun
sus grupos funcionales en: acido (1), alcoholes (4), aldehidos (10), cetonas (6), ésteres
(15), éteres (2), fenoles (4), furanos (7), pirazinas (8), piridina (1), pirroles (6) y otros (5).

Palabras claves: café, caracteristicas fisicoquimicas, COV, fermentacion, levadura.
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Abstract

The Coffea genus belongs to the Rubiaceae family and the species C. arabica (arabica)
and C. canephora (robusta) are the most cultivated worldwide. Fermentation, together
with roasting, are postharvest processes that must be controlled as part of coffee
production, making it important to develop starter cultures that provide properties, both
microbial and biochemical, appropriate to efficiently carry out fermentation.
Fermentation time is an important parameter that must be controlled to obtain quality
coffee. The objective of this research was to evaluate the effect of the yeast
Saccharomyces cerevisiae used as inoculum in the fermentation of Arabica coffee (Coffea
arabica) on the physicochemical characteristics of the beans and on the volatile organic
compound (VOC) profile of the beverage. A completely randomized experimental design
was used with three replicates per treatment and one replicate for each fermentation time
without addition of yeast that was used as a control, totaling 28 experimental units.
Fermentation times of 100, 150, 200 and 220 hours were used and the yeast doses were
0, 1 and 2%. The coffee was harvested with organoleptic maturity, selected, pulped,
fermented with the application of the aforementioned treatments, washed, dried, stored,
roasted and the coffee drink was prepared by the espresso technique. The pH, titratable
acidity, antioxidant capacity were determined by the DPPH method and VOCs by
SPME/GC-MS. In the pH analysis, no statistical difference was observed and with respect
to the acidity of the drink, the lower the pH, the higher the acidity. In the antioxidant
capacity there was a reduction with respect to the fermentation time, the longer the time,
the lower the antioxidant capacity. VOCs were classified according to their functional
groups into: acid (1), alcohols (4), aldehydes (10), ketones (6), esters (15), ethers (2),
phenols (4), furans (7), pyrazines (8), pyridine (1), pyrroles (6) and others (5).

Keywords: coffee, physicochemical characteristics, VOC, fermentation, yeast.
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. INTRODUCCION

El café en la actualidad es uno de los cultivos de gran importancia en la economia. El
género Coffea pertenece a la familia Rubiaceae, pudiendo ser encontradas mas de 103
especies distribuidas por todo el mundo, siendo el C. arabica (arabica) y C.
canephora (robusta) las especies mas cultivadas a nivel mundial, con un aproximado de
70% y 30% del mercado, respectivamente (Bastian et al., 2021). Brasil es el pais que tiene
mas del tercio de la produccion como también de la exportacion mundial, seguido de

Vietnam, Indonesia y Colombia (Hall et al., 2022).

El término “café de especialidad” en el mercado del caf¢ se refiere a la bebida que posee
alta calidad, su composicion quimica va depender de su proceso de postcosecha y
principalmente de los cuidados en la fermentacion. Para poder estar en el mercado el café
esta calidad es considerada un criterio consolidado (Alcantara et al., 2021). La Specialty
Coffee Association (SCA) establecidé metodologias para ayudar a los productores a
evaluar la calidad sensorial de sus productos y, esencialmente, para un comercio justo
como también atractivo. EI método que es desarrollado por SCA consiste en evaluar la
prueba de cata considerando los atributos de fragancia, acidez, sabor, cuerpo, regusto,

uniformidad, dulzura, equilibrio, limpieza y puntuacion (Carvalho et al., 2023).

El sabor y el aroma del café se da primordialmente por la presencia de contribuyentes
quimicos volatiles, como aldehidos, acidos, cetonas, asi como los compuestos no
volatiles, tales como proteinas, azlcares, acidos grasos, aminoacidos y compuestos
fendlicos. Las enzimas producidas por los microorganismos epifitos (bacterias, levaduras
y hongos que tienen capacidad de crecer en el interior de los tejidos de las plantas) son
capaces de degradar sustancias pécticas y esto sucede en el proceso de la fermentacién
(Bressani et al., 2018). Ademas, el cambio sensorial asi como la composicion quimica del
café, va a depender del manejo aplicado al grano en el proceso de fermentaciéon (Braga
et al., 2023).

Para que la fermentacion sea un proceso industrial controlado es importante desarrollar
cultivos iniciadores microbianos que tengan propiedades, tanto microbianas como
bioquimicas, apropiadas para que sean capaces de realizar eficientemente la fermentacion
y con ello también generar un café de alta calidad (Elhalis et al., 2021). Los géneros de

levadura mas reportados en la fermentacion del café son Candida, Pichia, Hanseniaspora
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y Saccharomyces. Ellas son las principales encargadas del aroma que posee el café (Cruz-
O’Byrne et al., 2023).

Existen métodos innovadores en la fermentacion anaerobica. De acuerdo al método
aplicado, seran generados cambios en el grano del café y un sabor significante, asimismo
va cambiar el contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante (Varady
et al., 2022). Cuando se modifica el medio de fermentacion por levaduras, se debe tener
en cuenta el proceso de fermentacion que se va hacer y también el tipo de indculo que se
va utilizar (Mota et al., 2020).

Ambas fermentaciones, aerdbica y anaerdbica, afectan la acidez, el pH y también la
concentracion de compuestos organicos volatiles (COV). Los principales grupos de COV
que representan el perfil aroméatico del café son las cetonas, aldehidos, alcoholes,
pirazinas, ésteres, acidos, furanos, compuestos fenolicos y compuestos nitrogenados
(Galarza & Figueroa, 2022) que son formados, principalmente, por azucares reductores y
compuestos nitrogenados. Sin embargo, largos tiempos de fermentacion pueden llevar a
una disminucion de los COV (Bodner etal., 2019). Investigadores encontraron 17
volatiles en los granos de café frescos (sin fermentar) y fermentados, incluyendo a las
clases de compuestos: acidos organicos, aldehidos, alcoholes, terpenos, alcanos y

aromaticos (Oliveira Junqueira et al., 2019).

Al optimizar el proceso de fermentacion de los granos de café para mejorar la calidad
sensorial con métodos de procesamiento que promueven la reduccién de la cafeina y de
compuestos fendlicos, también implica en la formacion de COV, ademas de los
precursores del sabor y acidos organicos (Febrianto & Zhu, 2023). Existen levaduras que
se adicionan en la fermentacion de café semiseco como la Saccharomyces cerevisiae
(CCMA 0200 y CCMA 0543) por un tiempo de 12 dias, donde encontraron que el aislado
CCMA 0543 es lo mas indicado y apropiado para usar en la fermentacién de café para
que tenga una buena calidad en taza (Ribeiro et al., 2017) y puntajes mayores a 84 en el
analisis sensorial (Bressani et al., 2021).

El café expreso es una bebida muy consumida, por ello que se ejecuto el presente trabajo
en base a la problematica que fue la condicion de fermentacion en las caracteristicas
fisicoquimicas y en los COV de la bebida elaborada con café arabica. En el proceso de

fermentacién consolida propiedades de un producto, los factores mas influyentes son la
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presencia de levaduras, el tiempo y temperatura; por este motivo en la investigacion se
propuso la evaluacion fisicoquimica y determinacion de COV de la bebida de café (C.
arabica) fermentado anaerdbicamente con diferentes concentraciones de Saccharomyces

cerevisiae y tiempos de fermentacion.
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1. MATERIAL Y METODOS
2.1. Material de estudio

Se utiliz6 42 kg del cafeé (Coffea arabica L.) de la variedad Typica del distrito de Pisuquia,
provincia de Luya, regidbn Amazonas, para el proceso de fermentacion y se empleo la

levadura comercial Saccharomyces cerevisiae liofilizada.
2.2.  Lugar de ejecucion

La cosecha, seleccion, despulpado, fermentacion, lavado y secado del café se realizo en
el distrito de Pisuquia. La cosecha se realizé en canastas y luego el café fue trasladado en
sacos al lugar de la seleccion. Se hizo un lavado y se seleccion6 solo los granos con
madurez fisioldgica que presentaron color rojo. Estos granos pasaron por un despulpador
a motor para separar el grano de la cascara. Se pesd, en recipientes plasticos
(fermentador), 1.5 kg del café despulpado para la fermentacién y se adicioné la levadura
en dos concentraciones, 1 y 2%, lo que equivale a 15 y 30 g/1.5 kg de café por
fermentador. La fermentacion fue realizada por 100, 150, 200 y 220 horas, con tres
replicas para ambas concentraciones de levadura. Ademas, se incluyeron los controles sin
adicion de levadura para los cuatro tiempos de fermentacion. Pasado el tiempo de
fermentacion, se lavd el grano de café para luego secarlo en un secador solar hasta
alcanzar la humedad de 10.5 al 12.5. Los granos de café secos se almacenaron en bolsas
plasticas con cierre hermético y llevados al laboratorio de Ceincafé de la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza Amazonas para los analisis fisicoquimicos y de

CQOV de la bebida de café expreso.
2.3.  Andlisis fisicoquimicos

Para la medicion de los analisis fisicoquimicos en grano seco y también andlisis
fisicoquimicos y compuestos volatiles de la bebida de café expreso se utilizd los

siguientes métodos, técnicas y procedimientos.
2.3.1. Humedad

El contenido de humedad fue determinado agregando 100 g de café pergamino en el
determinador de humedad (I- TERMO16 3 M, BEL). Los analisis fueron realizados por
duplicado.
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2.3.2. pH

El pH fue determinado utilizando el pHmetro digital (modelo Checker plus HANNA),
basado en la metodologia descrita por Vega et al. (2021). Para ello se pes6 13 g de café
molido para preparar la bebida de café expreso en la cafetera (QUALITY EXPRESS) con
100 mL de agua a 90 °C. Se esper6 que la bebida se enfrie hasta aproximadamente 30 a

40 °Cy, luego se determind el pH. Se realizaron tres repeticiones de cada muestra.
2.3.3. Acidez titulable

Para evaluar la acidez titulable de la bebida de café expreso de siguio la metodologia
descrita por Rao & Fuller (2018). Consistio en utilizar un pHmetro para titular con NaOH
0.1N hasta alcanzar un pH de 6 y luego a 8. Teniendo en cuenta el volumen del gasto. La
bebida estuvo en una temperatura de 30 a 40 °C con un volumen de 40 mL. Los resultados
se expresaron con el promedio del gasto de NaOH 0.1N + desviacién estandar. Se

realizaron tres repeticiones de cada muestra.
2.3.4. Actividad Antioxidante por el método DPPH

La actividad eliminadora de radicales DPPH se determiné empleando una solucion de
DPPH en etanol a una absorbancia de 1 a 517 nm, utilizando un espectrofotdmetro
UV/Vis (modelo portable peak USA T-9200). Las bebidas de café se diluyeron (1:60,
v/v) en agua destilada antes del analisis. Se agreg6 50 puLL de muestra diluida a 950 pL de
solucion DPPH, y se mezclaron completamente. Finalmente, la absorbancia se midi6 a
517 nm después de 30 min de incubacion a temperatura ambiente usando etanol como
blanco. La capacidad antioxidante fue expresada en miligramos de equivalentes de Trolox

por mililitro de la bebida de café expreso (mg TE/mL).
2.3.5. Determinacién de los COV en la bebida de café por SPME/GC-MS

Para la determinacion de los COV de la bebida de café, se utiliz6 el método de preparacion
expreso transfiriendo 4.5 mL de la bebida a un vial de 20 mL. Se realizé la
microextraccion en fase solida con una fibra de
Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) y un tiempo de
extraccion de 5 min a 50 °C, segtin Carcea et al. (2023). La fibra fue insertada en el puerto
de inyeccion del GC-MS por 5 min a 250 °C en modo splitless (Zhang et al., 2022). Los
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COV extraidos fueron separados en una columna capilar DB-5MS UI (60 m x 250 um X
1 pm) instalada en un cromatdgrafo de gases (7890B GC System, Agilent
Techonologies®) acoplado a un detector de masas (5977B MSD, Agilent
Technologies®), utilizando el gas helio con un flujo de 1.2 mL.min™. El horno estuvo
inicialmente a 40 °C durante 2 min, alcanzo los 220 °C subiendo 3 °C.min, luego subi6
5 °C.min"! hasta 240 °C y se mantuvo por 5 min. La fuente de iones y el detector de masas
(cuadrupolo) estuvieron a 280 °C y 150 °C, respectivamente. Se utiliz6 una corriente
ionica total (70 eV) en un rango de masa de 10 a 700 amu (unidad atdmica de masa) en

modo scan. Los analisis se realizaron por duplicado.

Los COV fueron identificados por comparacion con la Biblioteca NIST 17 y la identidad
de cada uno de ellos fue confirmada por el calculo del indice de retencion utilizando el

estandar de n-alcano (Cs-Cxo).
2.4.  Analisis de datos

Los resultados obtenidos fueron evaluados con analisis de varianza (ANOVA) vy la
comparacion de medias con la prueba de Tukey con una probabilidad de error de 5%. Se
utilizaron los softwares Orange 3.36.2 para analizar los COV en un mapa de calor y
también el SPSS V.26 para los graficos del contenido de humedad, pH y actividad

antioxidante.
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1. RESULTADOS
3.1. Humedad

En la Figura 1 se muestra el contenido de humedad respecto al tiempo de fermentacion y
el porcentaje de levadura afiadido. Aunque el proceso de secado tuvo por finalidad reducir
la humedad a menos de 12.5% de todos los tratamientos, se observa que el café
fermentado sin adicion de levadura facilita la deshidratacion obteniendo valores finales
menores al café fermentado con adicion de levadura. Hasta las 200 h de fermentacion, se
observa diferencias significativas en el contenido de humedad de los tres tratamientos
(p<0.05).

Figural

Contenido de humedad final del café pergamino
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Barras de error: +/- 1 SE

Nota. * al menos un tratamiento es estadisticamente diferente (p < 0.05).
3.2. pHde la bebida de café

En la Figura 2 se observa el pH de la bebida de café expreso de cada tratamiento. Aunque
no hay diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre los tratamientos, a mayor
dosis de levadura empleada en la fermentacion, menor es el pH de la bebida, excepto para
el café fermentado durante 200 h, en donde los valores de pH son similares entre las

diferentes concentraciones de levadura empleada.
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Figura 2
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En la Tabla 1 se aprecia el cambio de la acidez titulable de la bebida de café cuando se

afiade la levadura durante la fermentacion. EIl pH es inversamente proporcional a la acidez

titulable, o sea, cuanto menor es el pH, mayor es la acidez titulable que puede ser

evidenciada por el mayor gasto de la solucién de NaOH para llegar al mismo pH (6 y 8).

Los tratamientos con levadura afiadida presentaron mayor acidez titulable.

Tabla 1

pH y acidez titulable de la bebida de café

Acidez total Acidez total
Tiempo de Contenido de H
fermentacion (h) levadura (%) P pH=6(mLO.IN  pH=8(mLO.IN
NaOH) NaOH)

5.14+0.01° 2.70+0.00% 6.10+0.00¢

100 5.08+0.07? 3.04+0.50% 6.86+0.47%¢
4.99+0.01° 3.44+0.10? 7.34+0.15°

5.15+0.012 2.73+0.21b¢ 6.53+0.400¢

150 5.12+0.06 2.67+0.26" 6.53+0.35%¢
4.95+1.01° 2.29+0.11° 6.24+0.21%

200 5.02+0.01? 3.00+0.00%® 6.43+0.06¢
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Acidez total Acidez total

Tiempo de Contenido de H
fermentacion (h) levadura (%) P pH=6 (ML O.IN  pH=8(mL 0.IN
NaOH) NaOH)
1 5.05+£0.04 2 3.19+0.11® 6.92+0.16%¢
2 5.07+0.102 3.22+0.48% 7.12+0.56%¢
0 5.15+0.012 2.73+0.21°¢ 6.53+0.40°¢
220 1 5.12+0.072 3.33+0.51® 7.20+0.57%
2 5.08+0.122 2.94+0.43%*¢ 6.59+0.31%¢

Nota. Resultados expresados como promedio + desviacion estandar. Letras minusculas
iguales en la misma columna indican que no hay diferencia estadisticamente significativa

por la prueba de Tukey (p > 0.05).
3.4. Capacidad antioxidante por el método DPPH

En la Figura 3 se evidencia que existieron diferencias estadisticas significativas de
capacidad antioxidante de la bebida de café elaborada con café fermentado, tanto con
respecto al tiempo de fermentacion como entre tratamientos. A medida que transcurrio el
tiempo de fermentacién entre las 100 y 220 h, la capacidad antioxidante de la bebida de
café disminuyd cuando se uso levadura al 1% o no se usd. Sin embargo, con 2% de
levadura, no se encontraron diferencias significativas para ese periodo. La incorporacion
de 1% de levadura aumento de manera significativa la capacidad antioxidante de la bebida
de café fermentado a las 100 y 220 h, con respecto al control y la adicion de 2% de

levadura.
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Figura 3

Diagrama de caja y bigote de la capacidad antioxidante de la bebida de café
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Nota. Letras minusculas iguales indican que no hay diferencia estadisticamente

significativa por la prueba de Tukey (p > 0.05).
3.5.  COV en la bebida de café por SPME/GC-MS

Se identificaron 58 COV en la bebida de café presentes en distinta composicion segun
tratamiento. Los compuestos volatiles fueron agrupados segun su funcién quimica en:
acido (1), alcoholes (4), aldehidos (10), cetonas (6), ésteres (15), éteres (2), fenoles (4),
furanos (7), pirazinas (8), piridina (1), pirroles (6) y otros (5). Conforme se observa en la
Tabla 2.

El &cido 4-hidroxibutanoico fue el Gnico &cido detectado en las bebidas de café evaluadas,
estando presente en las bebidas de café fermentadas a 100, 150 y 200 horas con adicion
de levadura del 1%. Los alcoholes detectados fueron el alcohol isoamilico, 2-metil-1-
butanol, linalool y el alcohol furfurilico, siendo que sus concentraciones aumentaron
hasta las 200 horas y luego hubo una tendencia a bajar su contenido. Los aldehidos
presentes en las muestras fueron el hexanal, isovaleraldehido, 2-metilbutiraldehido,
benzaldehido, 1-etil-1H-pirrol-2-carbaldehido, furfural, 3-furaldehido y 5-metilfurfural.
El 5-metilfurfural fue el aldehido encontrado en mayor concentracion en todos los

tratamientos, mientras que el furfural disminuyd con relacion al tiempo de fermentacion.
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El 3-furaldehido estuvo presente solamente en las bebidas del control de 150 horas. Entre
las cetonas detectadas, 2-3-pentanediona estuvo presente en mayor cantidad en las
bebidas de café fermentadas sin adicion de levadura. La 3-hexanona fue detectada
solamente en las bebidas control, mientras la 3-4-hexanodiona y la 2-3-hexanodiona no
fueron detectadas en las bebidas de café fermentadas con adicion de levadura al 2%. La
acetoxiacetona estuvo presente en todas las bebidas y el 3-n-Propil-5-metilhexan-2-ona,
presente solamente en bebidas de café fermentados con adicion del 1y 2% de levadura.
Fueron 15 los ésteres detectados, siendo que el formato de isopentilo, 2-metilbutirato de
etilo, isovalerato de etilo, isobutirato de etilo, acetato de isobutilo, butirato de etilo,
propionato de etilo y isovalerato de furfurilo estuvieron presentes solamente en bebidas
de café que fueron fermentadas con adicién de levadura. El acetato de isoamilo y acetato
de 2-metilbutilo fueron encontrados solamente en las bebidas de café fermentados con
adicion de levadura en ambas concentraciones. El acetato de etilo, acetato de 2-oxobutil,
acetato de furfurilo, formato de furfurilo y propionato de furfurilo fueron detectados en
todas las bebidas. Se detectaron 2 éteres, siendo ellos el 2-(etoximetil)furano presente en
méas cantidad en bebidas de café fermentadas con adicion de levadura y el éter
difurfurilico presentes en todas las bebidas. Entre los cuatro fenoles detectados, el fenol,
el guayacol y 2-metoxi-4-vinilfenol estuvieron presentes en todas las bebidas, mientras
que el 5-etenil-2-metoxifenol solamente en las bebidas de café fermentadas con adicion
de levadura. Los furanos 3-metilfurano, 2-metilfurano, 2,5-dimetilfurano y 5-metil-2,2'-
metilendi-furano no estaban presentes en las bebidas de café fermentadas con adicion de
2% de levadura mientras que los COV 2-acetilfurano, sulfuro de furfurilmetilo y 2,2'-
metilenbis-furano se detectaron en todas las bebidas. Se detectaron 8 pirazinas: 2-
metilpirazina, 2,5-dimetilpirazina, 2-etilpirazina, 2,3-Dimetilpirazina, 2-etil-6-
metilpirazina, 3-etil-2,5-dimetilpirazina y 3,5-dietil-2-metilpirazina, presentes en todas
las bebidas. La 2,6-dimetilpirazina estuvo presente solamente en las bebidas de café
fermentadas a 150 horas con adicion de levadura en ambas concentraciones. EI COV
piridina fue el Unico compuesto de esta clase (piridinas) identificado, se observé una
reduccion en la bebida de café que fue fermentado con levadura al 1% con el aumento del
tiempo de fermentacion y sucedid lo inverso en las bebidas de control. Se detectaron 6
pirroles: 1-metilpirrol, pirrol y 1-furfurilpirrol, presentes en todas las bebidas, mientras
que el N-etilpirrol, el 2-acetilpirrol y el 2-acetil-1-metilpirrol estuvieron presentes
solamente en las bebidas de café fermentadas con adicion de levadura. Cinco COV fueron

clasificados como otros, siendo que el disulfuro de dimetilo estuvo presente solamente en

26



las bebidas control elaboradas con café fermentado por 200 horas. Los COV 8-
oxabiciclo[3.2.1]oct-6-en-3-ona, anhidrido 2-metilbutanoico, p-anisidina y tolueno
estuvieron presentes en bajas concentraciones en las bebidas de café fermentadas con

adicion de levadura.

La Figura 4 permite observar los clusters segun la abundancia de los COV por
tratamiento. En general, se observa que el grupo de compuestos mas abundantes esta
conformado por un alcohol, tres aldehidos, una piridina, dos ésteres y un éter (regién mas
amarilla del mapa de calor); el segundo grupo en abundancia estd compuesto por dos
aldehidos, dos pirazinas, una cetona, un éster, dos furanos y un pirrol. En este tltimo se
observa un subgrupo conformado por los COV 3-furaldehido y 2-metilfurano,
predominantes en las bebidas obtenidas de café fermentado sin adicién de levadura. Los
demés compuestos, en concentraciones muy bajas, conforman un tercer cluster (mas

azul).
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Tabla 2

Compuestos organicos volatiles de la bebida de café determinados por SPME/GC-MS

Nombre de los compuestos

Tratamientos

1% levadura

2% levadura

0% levadura (control)

100h  150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h
Acidos
Acido 4-hidroxibutanoico 0.69% 0.76% 0.56% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Alcoholes
Alcohol isoamilico 0.89% 1.65% 1.76% 1.14% 158% 1.59% 2.18% 2.48% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Metil-1-butanol 081% 1.10% 1.05% 0.73% 1.30% 1.14% 1.26% 1.19% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Linalool 0.98% 0.69% 1.02% 1.11% 1.44% 1.19% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.33% 1.66%
Alcohol furfurilico 14.39% 15.03% 14.41% 14.69% 12.67% 12.84% 13.18% 12.74% 17.28% 15.86% 14.97% 0.00%
Aldehidos
Hexanal 0.52% 0.69% 0.68% 0.82% 0.72% 0.75% 1.29% 0.68% 0.91% 0.90% 1.03% 1.22%
Isovaleraldehido 159% 3.07% 263% 287% 220% 1.72% 197% 1.72% 3.43% 283% 1.93% 3.13%
2-Metilbutiraldehido 213% 4.41% 3.80% 4.25% 3.10% 259% 2.84% 2.26% 6.26% 4.34% 2.81% 4.54%
Benzaldehido 0.40% 0.37% 0.38% 0.48% 0.49% 0.46% 0.57% 0.48% 0.56% 0.54% 0.57% 0.61%
1-Metilpirrol-2-carboxaldehido 1.21% 0.86% 1.19% 1.21% 1.39% 1.18% 1.32% 1.19% 143% 1.36% 1.53% 1.73%
Fenilacetaldehido 0.34% 0.00% 0.31% 0.33% 0.39% 0.31% 0.39% 0.38% 0.38% 0.42% 0.48% 0.52%
1-Etil-1H-pirrol-2-carbaldehido 0.52% 0.00% 0.39% 0.00% 0.70% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.52% 0.00% 0.00%
Furfural 7.92% 5.33% 6.61% 587% 8.44% 0.00% 6.27% 6.22% 11.7% 0.00% 8.54% 0.00%
3-Furaldehido 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 4.51% 0.00% 0.00% 0.00% 7.94% 0.00% 0.00%
5-Metilfurfural 6.74% 4.82% 5.68% 5.71% 7.69% 4.94% 6.27% 6.46% 9.41% 7.19% 8.28% 8.64%
Cetonas
2,3-Pentanediona 1.30% 1.75% 1.78% 1.69% 1.84% 1.03% 154% 1.14% 282% 2.12% 1.73% 2.22%
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Nombre de los compuestos

Tratamientos

1% levadura

2% levadura

0% levadura (control)

100 h 150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h

3-Hexanona 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.63% 0.57% 0.00% 0.64%
3,4-Hexanodiona 0.27% 0.33% 0.28% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.24% 0.00%
2,3-Hexanodiona 0.36% 0.00% 0.39% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.35% 0.00%
Acetoxiacetona 1.04% 097% 0.77% 0.85% 0.78% 0.71% 0.76% 0.73% 1.03% 0.97% 0.91% 1.05%
3-n-Propil-5-metilhexan-2-ona 0.00% 0.48% 0.00% 0.46% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Esteres

Acetato de 2-metilbutilo 0.28% 0.00% 0.31% 0.25% 0.25% 0.40% 0.43% 0.29% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Acetato de isoamilo 041% 0.36% 0.72% 0.55% 0.40% 0.77% 0.93% 0.72% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Formato de isopentilo 0.00% 0.44% 0.39% 0.30% 0.28% 0.46% 0.47% 0.52% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Metilbutirato de etilo 0.33% 0.00% 0.48% 0.43% 0.49% 0.44% 0.55% 0.32% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Isovalerato de etilo 1.78% 184% 241% 267% 2.73% 2.29% 3.00% 1.95% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Acetato de etilo 255% 8.95% 5.09% 3.74% 3.23% 0.00% 0.00% 4.81% 0.00% 1.42% 1.09% 2.65%
Propionato de etilo 0.00% 0.85% 0.00% 0.00% 0.00% 0.52% 0.00% 0.47% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Isobutirato de etilo 0.00% 0.23% 0.38% 0.00% 0.29% 0.38% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Acetato de isobutilo 0.00% 0.00% 0.53% 0.47% 0.00% 0.56% 0.52% 0.33% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Butirato de etilo 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.35% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Acetato de 2-oxobutil 0.27% 0.00% 0.25% 0.24% 0.25% 0.00% 0.00% 0.00% 0.21% 0.23% 0.25% 0.26%
Acetato de furfurilo 19.2% 13.0% 17.2% 195% 17.8% 224% 22.7% 18.4% 16.2% 22.6% 25.0% 33.1%
Isovalerato de furfurilo 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.23% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Formato de furfurilo 249% 2.12% 2.19% 2.36% 1.74% 2.10% 1.88% 158% 2.38% 2.30% 2.04% 2.56%
Propionato de furfurilo 0.59% 0.48% 0.49% 0.64% 0.67% 0.89% 0.92% 0.76% 0.00% 0.00% 0.00% 0.98%
Eteres

2-(Etoximetil)furano 5.16% 6.96% 3.86% 3.42% 4.43% 9.24% 4.69% 8.72% 0.63% 1.65% 1.98% 3.20%
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Nombre de los compuestos

Tratamientos

1% levadura

2% levadura

0% levadura (control)

100h  150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h
Eter difurfurilico 0.20% 0.16% 0.20% 0.00% 0.25% 0.34% 0.43% 0.27% 0.12% 0.18% 0.30% 0.34%
Fenoles
Fenol 0.35% 0.37% 0.35% 0.37% 0.32% 0.43% 0.58% 0.44% 0.38% 0.45% 0.36% 0.47%
Guayacol 0.59% 057% 0.61% 0.70% 0.70% 0.96% 1.00% 0.88% 0.53% 0.59% 0.82% 1.09%
5-Etenil-2-metoxifenol 0.00% 0.00% 0.00% 0.83% 0.00% 1.03% 0.00% 0.99% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Metoxi-4-vinilfenol 0.45% 0.66% 0.74% 0.00% 0.86% 0.28% 0.84% 0.29% 0.00% 0.69% 0.76% 0.00%
Furanos
3-Metilfurano 0.00% 3.98% 2.55% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Metilfurano 1.73% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 5.42% 4.72% 0.00% 4.34%
2,5-Dimetilfurano 0.00% 0.54% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Acetilfurano 197% 1.40% 161% 161% 2.09% 160% 1.86% 156% 244% 2.09% 2.65% 2.63%
Sulfuro de furfurilmetilo 0.79% 0.00% 0.42% 0.47% 0.47% 0.50% 0.00% 0.00% 0.29% 0.00% 0.58% 0.82%
2,2'-Metilenbis-furano 1.16% 0.63% 0.78% 0.98% 1.08% 1.30% 129% 1.16% 0.86% 1.05% 1.29% 1.69%
5-Metil-2,2'-metilendi-furano 0.38% 0.27% 0.00% 0.43% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.29% 0.33% 0.00% 0.00%
Pirazinas
2-Metilpirazina 2.82% 249% 245% 256% 253% 250% 244% 2.88% 2.58% 3.00% 2.96% 3.66%
2,5-Dimetilpirazina 2.09% 0.00% 1.68% 1.73% 1.86% 0.00% 2.03% 2.20% 1.79% 1.78% 2.13% 2.26%
2,6-Dimetilpirazina 0.00% 157% 0.00% 0.00% 0.00% 1.58% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Etilpirazina 0.93% 0.88% 0.92% 0.97% 1.02% 0.90% 1.06% 1.21% 0.92% 0.93% 1.13% 1.18%
2,3-Dimetilpirazina 0.26% 0.00% 0.00% 0.27% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Etil-6-metilpirazina 0.94% 0.79% 0.89% 1.03% 1.13% 1.04% 1.22% 1.31% 0.65% 0.86% 1.19% 1.22%
3-Etil-2,5-dimetilpirazina 0.69% 057% 0.64% 0.77% 0.91% 0.87% 0.96% 1.09% 0.00% 0.47% 0.00% 0.79%
3,5-Dietil-2-metilpirazina 0.00% 0.18% 0.20% 0.00% 0.27% 0.00% 0.31% 0.32% 0.00% 0.00% 0.20% 0.20%
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Nombre de los compuestos

Tratamientos

1% levadura

2% levadura

0% levadura (control)

100h  150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h 100h 150h 200h 220h
Piridinas
Piridina 520% 4.11% 3.91% 4.60% 4.10% 563% 4.99% 4.04% 5.02% 5.01% 5.73% 6.27%
Pirroles
1-Metilpirrol 097% 1.40% 1.26% 141% 1.02% 1.32% 1.37% 0.84% 156% 1.45% 1.15% 0.00%
Pirrol 051% 0.47% 0.45% 0.55% 0.36% 0.44% 0.00% 0.00% 0.00% 0.54% 0.41% 0.70%
N-Etilpirrol 0.00% 0.00% 0.23% 0.27% 0.32% 0.00% 0.26% 0.19% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Acetilpirrol 0.00% 0.00% 0.28% 0.29% 0.21% 0.30% 0.00% 0.62% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
2-Acetil-1-metilpirrol 0.00% 0.00% 0.00% 0.74% 0.62% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
1-Furfurilpirrol 199% 147% 187% 2.14% 257% 2.38% 2.68% 271% 189% 2.16% 2.96% 3.67%
Otros
Disulfuro de dimetilo 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.36% 0.00%
8-Oxabiciclo[3.2.1]oct-6-en-3-ona  0.58% 0.00% 0.00% 0.50% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Anhidrido 2-metilbutanoico 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.51% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
p-Anisidina 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.63% 0.75% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Tolueno 0.27% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
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Figura 4

Mapa de calor de los COV identificados en la bebida de café
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IV. DISCUSION

La humedad final del grano de café pergamino obtenida estuvo entre 10y 12.5 %, valores
recomendados por la Norma Técnica Peruana NTP-1SO8455:2018 que son importantes
para minimizar el crecimiento de microorganismos y ataque de insectos que pueden ser

dafiinos para la salud, asi como para la calidad del producto final (Kath et al., 2021).

La utilizacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae afectd el pH de la bebida de cafe,
mayor cantidad de levadura reduce el pH a menos de 5 coincidiendo con el trabajo
realizado por Rabelo et al. (2024), quienes obtuvieron valores entre 4 y 4.5, lo cual
favorece a la bebida. Alta poblacion de bacterias mesdéfilas producen mayor cantidad de
enzimas que sintetizan los carbohidratos y azucares del mucilago (da Silva et al., 2021).
Sin embargo, valores inferiores a 4 afectan la calidad sensorial de la bebida, debido a que

es producto de sobrefermentacién (Hameed et al., 2018).

A medida que el pH disminuye, la acidez aumenta debido a los acidos generados por la
degradacidn de pectinas y de azlcares del grano de café (Cordoba & Guerrero, 2016). La
acidez titulable de las bebidas estuvo entre 2.29 y 3.44 cuando se estandarizo el pH a 6
de acuerdo a lo detallado por Rao y Fuller (2018). Los &cidos mas importantes de la
bebida de café son &cidos acético y lactico, los cuales contribuyen al perfil sensorial y
calidad (Pereira et al., 2021). La fermentacion anaerdbica, favorece el crecimiento de
levaduras y bacterias acido lacticas, asociadas a la produccién de acido, incrementando

la acidez de la bebida de café (Bressani et al., 2018).

La capacidad antioxidante, de forma general, disminuy6 en las muestras fermentadas por
mas horas, sin embargo, las bebidas elaboradas con el café fermentado con 1% de
levadura por 100 y 220 h presentaron un aumento en la capacidad antioxidante cuando
comparada con la muestra control de los mismos tiempos de fermentacion. No obstante,
Therdtatha et al. (2023) reportaron un aumento en la capacidad antioxidante, también
determinada por el método del DPPH, en la bebida elaborada con los cafés fermentados
utilizando S. cerevisiae por largos tiempos. Las diferencias en la capacidad antioxidante
de la bebida de café dependen de la adicion de levadura, asi como, del tiempo de
fermentacion (Varady et al., 2022; Aswathi et al., 2024).
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El acido 4-hidroxibutanoico fue detectado solamente en las bebidas que elaboradas con
el café fermentado con adicion de 1% de levadura. Esta clase de compuestos contribuye
en la acidez y el brillo de la bebida, es importante para la calidad ya que influye en el

aroma que va desde vinagre hasta notas de chocolate (Belchior et al., 2019).

Los alcoholes se detectaron en mayor cantidad en las bebidas que fueron fermentadas con
la adicion de levadura y puede deberse a una mayor degradacion de la glucosa durante la
fermentacion y el catabolismo de aminoacidos (Cassimiro etal., 2023). El alcohol
furfurilico fue observado en la mayoria de las bebidas en mayor cantidad. Este COV se
genera mediante la reaccion de Maillard y procesos térmicos, como la degradacion
térmica de dxidos de acidos grasos poliinsaturados, tiamina, nucledsidos, azucares
presentes en la caramelizacién, acido ascérbico, carbohidratos y degradacion de acidos
grasos insaturados (Zakidou et al., 2021). Este compuesto agrega aromas dulces en la
bebida de café durante tostado (Kipkorir et al., 2015; Ongo et al., 2020), sin embargo,
valores altos generan un olor amargo (Zakidou et al., 2021). Presentes en cafés arabicas
y robustas, ofrece notas dulces. El linalool es un compuesto volatil que aumenta en la
fermentacion con levadura, su aroma es fresco, amaderado y citrico (Pereira et al., 2019).
S. cervisiae biotransforma a los alcoholes monoterpénicos en terpenos como el linalool
(Sharma et al., 2020), siendo el posible motivo de su presencia, tanto en los tratamientos

control como en los tratamientos con adicion de levadura.

De los 10 aldehidos presentes en las bebidas, dos (5-metilfurfural y furfural) fueron
encontrados en mayor cantidad. EI furfural es formado por la degradacion térmica de la
glucosa durante el tostado, proporcionando un olor dulce y contribuyendo con un alto
sabor y aroma afrutado en la bebida, siendo las levaduras las principales responsables por
este proceso durante la fermentacion (Elhalis et al., 2020). EI 5-metilfurfural es un COV
reportado como siendo clave para determinar el origen geografico y el clima de cultivo
(Toledo et al., 2016), asimismo fue encontrado en la bebida de café expreso preparada
con 100% del café arébica (Petisca et al., 2013, 2014). El fenilacetaldehido es un COV
importante en el aroma (da Silva Vale et al., 2019) y el contenido fue mayor para la bebida

de café fermentado sin adicion de levadura.

Las cetonas proporcionan notas afrutadas, florales y de miel a la bebida de café y son
formadas por la degradacion de Strecker de aminoacidos (Prakash et al., 2022). La cetona

2,3-pentanodiona estuvo presente en todas las bebidas, disminuyendo en los tratamientos
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con la adicién de levadura (1 y 2%), ademas, es considerada un COV enddgeno que, a
temperatura ambiente, puede volatilizarse durante el almacenamiento del café generar
pérdidas de aroma. Se encontraron investigaciones donde la acetoxiacetona fue
encontrada en el café tostado (Teixeira et al., 2022) también en el aceite de café que fue
extraido por técnica de didxido de carbono supercritico (Pattaraprachyakul et al., 2023),
y en almendras (Gabriella et al., 2022), no hay investigaciones alin que se encontraron en
la bebida.

Los ésteres son producidos a partir de la reaccion de esterificacion entre acidos grasos y
una molécula de alcohol. Ellos contribuyen a notas sensoriales florales y frutales en la
bebida de café. El grano fermentado con la adicion de levadura tiene un potencial de
aumentar el contenido de ésteres el cual es positivo para la calidad del café (Lee et al.,
2016). Fueron identificados quince ésteres y de los cuales la mayoria fueron encontrados
solamente en las bebidas de café fermentado con la adicion de S. cerevisiae. EI compuesto
volatil propionato de furfurilo, se detectd en mayor cantidad en las bebidas de café
fermentados con adicion de levadura. La presencia de este compuesto en la bebida influye
en la calidad sensorial; las bebidas podrian superar los 80 puntos en taza en la escala de
la Specialty Coffee Association (SCA), segun Martins et al. (2019), puesto que le confiere
notas a caramelo, frutas, nuez y refrescante a la bebida (Ruta & Farcasanu, 2021). El
acetato de etilo estuvo en mayor cantidad en la bebida de café fermentado durante 150 h
con 1% de S. cerevisiae, producto atribuido al proceso metabdlico de la levadura (Neto
et al., 2020). La presencia de este compuesto es importante en el aroma del café (Elhalis
et al., 2020), significando un efecto positivo de la levadura en la fermentacién (Liu et al.,
2021).

Los fenoles en las bebidas de café se sintetizan durante el tostado mediante pérdida de
agua y desnaturalizacion de proteinas, pirdlisis y caramelizacion. Estos COV influyen en
el aroma y sabor caracteristico de la bebida (Caporaso et al., 2018), sin embargo, la
adicioén de levadura no afect6 de forma considerable la presencia o concentracion de esta
clase de COV en la bebida de café.

Las pirazinas son producidas en la reaccion de Maillard implicando la condensacion de
grupos carbonilo y amina. Tienen notas dulces, de nueces, caramelo y chocolate
(Caporaso, Whitworth, Grebby, etal., 2018). La 2-6-dimetilpirazina y la 2-3-

dimetilpirazina son comunes en las bebidas fermentadas con levaduras y confieren un
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buen aroma (Cassimiro et al., 2023). Estos compuestos volatiles fueron detectados en las
bebidas fermentadas con adicién de levadura.

Las piridinas son generadas por reacciones térmicas de los intermedios de Amadori,
pirolisis de aminodcidos, trigonelina y proteinas (Kalschne et al., 2018). Son los COV
que dan caracteristicas sensoriales como dulce, tostado, mantecoso y terroso a la bebida.
Las levaduras durante la fermentacidn tienen impacto en los componentes internos como
los azlcares y aminoacidos (Elhalis et al., 2021). En las bebidas evaluadas se detectd
solamente la piridina en esta clase de compuestos, fendbmeno observado también por
Aswathi et al. (2024) y Cao et al. (2023).

Finalmente de los pirroles, el 1-metilpirrol estuvo presente en todas las bebidas de café,
siendo encontrado en mayores concentraciones en la bebida de café elaborada con los
cafés fermentados con adicion de levadura, esto también fue reportado por Kim et al.

(2019), quienes encontraron que fue un compuesto volatil resaltante en las bebidas.

En consecuencia, la incorporacion de levadura durante la fermentacion del café permite,
segun Mynsen et al. (2023), que la bebida tenga mayor concentracién de alcoholes,
pirazinas, ésteres, cetonas y aldehidos; lo cual se ha corroborado en este trabajo de

investigacion.
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V. CONCLUSIONES

El pH de la bebida es un factor fundamental en la aceptabilidad de la bebida de café por
el consumidor y en esta investigacion la adicion de levadura afecto el pH de la bebida de

café ya que mayor cantidad de levadura reduce el pH a menos de 5.

La acidez titulable de las bebidas estuvo entre 2.29 y 3.44 cuando se estandarizé el pH a
6; los acidos més importantes de la bebida de café son &cidos acéticos y lacticos; los

cuales, contribuyen al perfil sensorial y calidad.

La fermentacion anaerobica, favorece el desarrollo de levaduras y bacterias acido-

lacticas, asociadas a la produccion de &cido, incrementando la acidez de la bebida de café.

Las diferencias en la capacidad antioxidante de la bebida de café dependen de la adicién

de levadura y del tiempo de fermentacion.

Finalmente, la incorporacion de levadura durante la fermentacion del café permite que la
bebida tenga mayores concentraciones en alcoholes y ésteres, generando hasta 10
compuestos nuevos de los ultimos, ademas de la reduccion otros compuestos como los
aldehidos. En esta investigacion se encontraron compuestos volatiles que son importantes
en la bebida para el aroma como: aldehidos; cetonas, ésteres (presentes solo en bebidas
de café fermentados con adicién de levadura), fenoles, furanos, pirazinas, piridina,

alcohol (linalool).
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ANEXOS
Figura 5

Preparacion de las muestras de café segun las condiciones de fermentacion

Figura 6

Fermentacioén de las muestras de café
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Figura7

Proceso de lavado de las muestras de café

Figura 8

Proceso de secado de las muestras de café
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Figura 9

Determinacion del porcentaje de humedad de las muestras de café

Figura 10

Proceso de tostado de las muestras de café
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Figura 11

Preparacion del café expreso para los analisis fisicoquimicos y de COV

Figura 12

Evaluacion del pH de las bebidas de café
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Figura 13

Evaluacion de la acidez titulable de las bebidas de café

Figura 14

Determinacion de la capacidad antioxidante de las bebidas de café
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Figura 15
Extraccion (SPME) e andlisis de los COV de las bebidas de café por GC-MS
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