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Resumen.

En diversos lugares del mundo se ha utilizado animales como fermentadores in vivo, por
ejemplo, la civeta de la India que es utilizada para fermentar granos de café. Este tipo de
procesos brindan una calidad organoléptica Unica al producto final; estudios afirman que la
microbiota que habita en el sistema gastrointestinal de algunos mamiferos junto a las
condiciones fisicoquimicas del medio, dan lugar a procesos de fermentacion que brindan
cualidades especiales a los granos de café. En este sentido, y como alternativa para evitar el
uso de animales para estos procesos, el objetivo de este estudio fue disefiar y evaluar sistemas
gastrointestinales in vitro, en base a la microbiota de sistemas gastrointestinales de animales
omnivoros y herbivoros in vivo, para fermentacion de café. Por tanto, en este trabajo se
disefiaron e implementaron sistemas gastrointestinales in vitro, para posteriormente realizar
comparaciones entre el perfil organoléptico de café fermentado en los sistemas
gastrointestinales in vitro con los perfiles de café fermentado en animales y café fermentado
convencionalmente (sin el uso de animales y con la microbiota natural presente en la pulpa de
café). Se determind que el café fermentado en sistemas gastrointestinales in vitro presenta
rasgos Unicos en cuanto al perfil organoléptico y calificaciones sensoriales similares a las de
un café fermentado en un sistema gastrointestinal in vivo. Aunque el café fermentado en
sistemas gastrointestinales in vitro no logré igualar el puntaje de un café fermentado

convencionalmente, se podria considerar un café de especialidad.

Palabras clave: Microbiota, Microbiologia, fermentacion in vitro, café
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Abstract.

Around the world, animals have been used as in vivo fermenters, for example, the Indian civet
which is used to ferment coffee beans. This type of process provides a unique organoleptic
quality to the final product; Studies affirm that the microbiota that inhabits the gastrointestinal
system of some mammals, together with the physicochemical conditions of the environment,
give rise to fermentation processes that provide special qualities to coffee beans. In this sense,
and as an alternative to avoid the use of animals for these processes, the objective of this study
was to design and evaluate in vitro gastrointestinal systems, based on the microbiota of
gastrointestinal systems of omnivorous and herbivorous animals in vivo, for fermentation of
coffee. Therefore, in this work, in vitro gastrointestinal systems were designed and
implemented, to later make comparisons between the organoleptic profile of fermented coffee
in in vitro gastrointestinal systems with the profiles of coffee fermented in animals and
conventionally fermented coffee (without the use of animals and with the natural microbiota
present in the coffee pulp). Coffee fermented in in vitro gastrointestinal systems was found to
exhibit unique traits in terms of organoleptic profile and sensory ratings like those of coffee
fermented in an in vivo gastrointestinal system. Although coffee fermented in in vitro
gastrointestinal systems failed to match the score of conventionally fermented coffee, it could

be considered a specialty coffee

Key words: Microbiology, microbiota, in vitro fermentation, coffee
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DISENO Y EVALUACION DE SISTEMAS GASTROINTESTINALES IN VITRO EN
BASE A MICROBIOTA DE HERBIVOROS Y OMNIVOROS PARA FERMENTACION
DE CAFE

Introduccion.

El Ecuador a pesar de ser un pais con varios pisos climaticos y diverso con respecto a
la produccion agricola, sigue estancado en cuanto a la produccion de café a comparacion del
mercado regional. Este problema se presenta debido a una limitada experiencia técnica y un
deficiente control en procesos postcosecha como la fermentacion, lavado y secado. (Ordofiez,

2019)

Se conoce que uno de los cafés mas valorados en el mundo es el Kopi Luwak (palabras
indonesias para café y civeta). Este producto se obtiene gracias a la fermentacion de granos de
café en el sistema digestivo de Paradoxurus hermaphroditus, un mamifero omnivoro que vive

en los bosques tropicales de Indonesia. (Marcone, 2004)

La fermentacion de café por Paradoxurus hermaphroditus ha despertado la curiosidad
de varios cientificos que han reportado que microorganismos, enzimas 0 una combinacion de
ambos, que se encuentran en el sistema gastrointestinal de algunos animales pueden ser
utilizados para modificar las propiedades organolépticas de granos de café y que estos procesos
fermentativos pueden ser replicados en un laboratorio, evitando el uso indiscriminado de la
civeta o cualquier otro animal en esta industria. (Muzaifa et al., 2019) Ademas de que los costos
de produccion y operacion de los sistemas de fermentacion in vitro son inferiores. (Fitri et al.,

2019).

Otros estudios como el de Fitri et al (2019), muestran que el café producido en un
sistema gastrointestinal disefiado en un laboratorio se acerca mucho a la calidad que puede
obtenerse en un sistema gastrointestinal in vivo. En este trabajo se buscé disefiar y evaluar
sistemas de fermentacién in vitro para producir un café de especialidad con rasgos sensoriales
nicos, utilizando la microbiota de animales omnivoros como el cerdo y herbivoros como el

caballo.
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Hipotesis

Sistemas gastrointestinales in vitro en base a microbiota de herbivoros y omnivoros

permiten obtener nuevos perfiles organolépticos de café de especialidad.

Obijetivos

Objetivo General

Determinar la capacidad de sistemas gastrointestinales in vitro desarrollados en base a
microbiota de herbivoros y omnivoros para obtener nuevos perfiles organolépticos de café de

especialidad.

Objetivos Especificos

1. Desarrollar sistemas gastrointestinales in vitro basados en microbiota de herbivoros

y omnivoros para fermentacion de café de especialidad.

2. Evaluar la capacidad de los sistemas gastrointestinales in vitro desarrollados para

obtener nuevos perfiles organolepticos de café de especialidad.

Materiales y Métodos

Materiales
e Probetas
e Pipetas
e Matraces

e Tinadeagua

e Vasos de precipitacion
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e Vidrio reloj

e Mangueras de venoclisis

e TermOmetros

Equipos

e Refractdmetro

e Incubadora

e Calentador de peceras
e Espectrofotometro

e Estufas

e Balanza de precision

pH metro

Reactivos

e HySO4al 96% viv
e 1.04 g de H,KPO4
. 2.14 gde KoHPO4

e NaOH al 50 % m/v

Procedimiento
El procedimiento experimental del trabajo se dividio en dos etapas: la Etapa 1 donde se
desarroll6 el montaje de los sistemas gastrointestinales in vitro, y la Etapa 2 donde se evalud

la capacidad de los sistemas gastrointestinales montados para obtener nuevos perfiles

organolépticos de café.
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Etapa 1: Montaje de sistemas gastrointestinales in vitro.

En esta etapa se desarrollaron tres tipos de sistemas gastrointestinales in vitro, disefiados
en base a sistemas gastrointestinales in vivo de animales herbivoros, omnivoros y una

combinacién de ambos (hibridos). Cada sistema gastrointestinal in vitro estuvo compuesto por

tres fases: fase acida (estomago), fase aerobia (intestino delgado) y fase anaerobia (intestino
grueso), como se puede observar en la Figura 1.
Figura 1. Esquema completo del sistema gastrointestinal con sus respectivas fases y

procesos involucrados

Inicio

Fase Acida
{Estdomago)

:

Fase Aerobia
{Intestino
Delgado)

|

Fase Anaercbia
{Intestino
Grueso)

|

Fin

Etapa 1.1 Montaje de Fase Acida (Estdmago)

En esta fase se prepar6 una mezcla de compuestos para digerir en cada sistema
gastrointestinal in vitro correspondiente, es decir, para sistemas omnivoros, herbivoros e

hibridos. Estas mezclas se realizaron en matraces de 500 ml como se observa en la Figura 2,
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y se evaluaron las condiciones dptimas para una digestion efectiva luego de la adicién de HoSO4
concentrado. Se procur6 que las mezclas a digerir se encuentren entre un pH de 1 a 3 para
herbivoros (pH de estdémago de caballos) (Murray & Grodinsky, 1989) y 2 a 3.5 (pH de
estdbmago de cerdos) (Lawlor et al., 2005) para omnivoros e hibridos, basados en la fisiologia
de digestion de estos animales, y posteriormente las mezclas se incubaron por 24 horas a 37°C.
Antes de introducir el &cido se afadieron sales de potasio (2,14 g de K;HPO4 y 1,09 g de
H2PQO4) a las mezclas a digerir, para evitar cambios bruscos en el pH de la solucion (Asad et
al., 2011). En la Figura 3 se indica un esquema de la fase acida implementada, junto con los
distintos tipos de alimentacién que ingresaron a la misma y las condiciones fisicoquimicas
utilizadas. EI tiempo de incubacién se determind luego de que varias pruebas mostraran que en

este periodo se obtuvo un mejor rendimiento en cuanto a digestion de carbohidratos, lo cual se

pudo reflejar en el valor de grados Brix medidos luego de la adicion de H2SOa.

Figura 2. Montaje del sistema en la fase acida (estomago). Mezclas para digerir de

sistemas herbivoros (izquierda) y omnivoros (derecha), con dos réplicas para cada uno.

18



DISENO Y EVALUACION DE SISTEMAS GASTROINTESTINALES IN VITRO EN
BASE A MICROBIOTA DE HERBIVOROS Y OMNIVOROS PARA FERMENTACION
DE CAFE

Figura 3. Esquema de la Fase Acida (Estdmago) con sus respectivas entradas y

condiciones fisicoquimicas utilizadas. a) Omnivoros; b) Herbivoros; ¢) Hibridos.

Inicio

a) Omnivoros:
came, frutas y

agua H,2504
Fase Acida (Estémago) Sales de Fosfato:
b) Herbivoros: 37°C por 24 h; KoHPO4y HoPOy

pH: 1-3 Herbivoros;
pH: 2 - 3,5 Omnivoros e
Hibridos

&

Fase Aerobia

pasto, frutas y
agua

¢} Hibridos:
pasto, carne,
frutas y agua

1.1.1. Herbivoros:

Para formular la mezcla a digerir que ingresé a la fase acida del sistema gastrointestinal
de herbivoros se utilizaron alimentos basados en la dieta de estos animales. Esta mezcla se
compuso de pasto (15 g), frutas (15 g) y agua (200 ml); se usaron frutas como papaya, banana,
fresa y manzana. El pasto recogido fue triturado y mezclado con las frutas, para luego afiadir

agua, sales de fosfato y acido sulfurico.

1.1.2. Omnivoros:

Para formular la mezcla a digerir que ingreso a la fase acida del sistema gastrointestinal
de omnivoros se utilizaron alimentos basados en la dieta de estos animales. Esta mezcla se
compuso de carne molida (15 g), frutas (15 g) y agua (200 ml); se usaron frutas como papaya,
banana, fresa y manzana. La carne molida se mezclé con las frutas, para luego afiadir agua,

sales de fosfato y acido sulfarico.
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1.1.3. Hibrido:

Para formular la mezcla a digerir en la fase acida hibrida se usaron partes iguales del
alimento usado en la fase acida de herbivoros y la fase acida de omnivoros. Esta mezcla se
compuso de carne molida (7,5 g), pasto (7,5 g), frutas (15 g) y agua (200 ml); se usaron frutas
como papaya, banana, fresa y manzana. La carne molida se mezcl6 con el pasto triturado y

posteriormente con las frutas, agua, sales de fosfato y acido sulfurico.

La implementacion del sistema hibrido surgi6 por la recomendacién del personal que
realizo la cata correspondiente del café fermentado en los sistemas herbivoro y omnivoro en
las fases finales del experimento, por lo que no se tiene un registro amplio de las pruebas

realizadas para este sistema hibrido desde el inicio de la experimentacion.

Etapa 1.2 Montaje de Fase aerobia (Intestino delgado)

El siguiente paso fue la digestion aerobia, que simul6 el intestino delgado en el sistema
gastrointestinal. Luego de la digestion realizada en la fase acida (estomago), se utilizaron los
productos salientes de dicha fase para llevar a cabo este procedimiento. En este proceso se
realiz6 el mismo protocolo para todos los tratamientos (omnivoro, herbivoro e hibrido), como

se indica en la Figura 4.

En esta fase a los productos salientes de la fase acida se les afiadié 2 gramos de compost
a cada uno, que aporté tanto microorganismos como enzimas para la descomposicion del
material organico presente en esta fase. Durante esta fase se mantuvo contante la temperatura
(37°C) y el pH (7.0). El pH se reguld tras la adicion de NaOH concentrado al 50% m/v. Se
incubd durante 72 horas, debido a que en este lapso se pudo determinar un crecimiento notorio

en la actividad microbiana luego de la adicién de compost y con esto una digestion en los
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compuestos de las mezclas. Posteriormente, se realizd un monitoreo de la densidad Optica

(DO) de la fase liquida de la mezcla a una longitud de onda de 600 nm, esto ultimo para

evidenciar el crecimiento de microorganismos sobre la mezcla, lo cual es indicativo de que los

compuestos organicos estan siendo degradados. En la Figura 5 se indican fotografias de los

envases en donde se realizé la fase aerobia en el laboratorio.

Figura 4. Esquema de la Fase Aerobia (Intestino delgado) con sus respectivas entradas

y condiciones fisicoquimicas utilizadas.

NaOH

Enzimas
microbianas
(compost)

Fase Acida
(Estomago)

{concentrado),

Fase Aerobia (Intestino
Delgado)
37°Cpor 72 h; pH=7

I

Fase Anaerobia (Intestino
Grueso)

Figura 5. Montaje de Fase Aerobia, adicion de carga microbiana y compost que incluye

enzimas microbianas (se observa sobre el papel aluminio) a los sistemas gastrointestinales con

su respectiva réplica. Sistemas omnivoros (izquierda) y sistemas herbivoros (derecha)
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Etapa 1.3 Montaje de fase anaerobia (Intestino grueso)

En esta fase del proceso se tratd de replicar lo que sucede en el intestino grueso de un
sistema gastrointestinal, tal y como se detalla en el esquema de la Figura 6. Para tal objetivo,
al producto que sali6 de la fase aerobia (intestino delgado) se le afiadié un in6culo enriquecido
(heces animales) para simular el funcionamiento de un intestino grueso. Para el
enriquecimiento del in6culo se inocularon heces en matraces conteniendo agua y sustratos
similares que los animales de donde procedieron las heces utilizan, y posteriormente los

matraces se incubaron a 32°C en condiciones anaerobias por 72 horas.

Figura 6. Esquema de la Fase Anaerobia (Intestino Grueso) con sus respectivas entradas

y condiciones fisicoquimicas.
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Fase Aercbia (Intestino
delgado)

Fase Anaerobia (Intestino

a) Omnivoros: Inéculo
con microbiota
omnivora

I T

) Herbivoros: Inéculo con b Grueso)
microbiota herbivora 37°Cpor 72 h;
pH=7

-

c) Hibridos:
Indculo con microbiota
hibrida

\

Fin

Se montd el sistema en unatina llena de agua como se observa en la Figura 7, la temperatura
del agua en la tina se regulo gracias a un calentador de agua para peceras. También se instalaron
varias probetas parcialmente llenas de agua alrededor de la tina en una posicion invertida y
conectadas a mangueras que salian de los matraces utilizados para la fermentacion, como se
observa en la Figura 8. Esto nos permiti0 constatar la actividad microbiana mediante la
cuantificacion de biogas generado en este proceso a través del desplazamiento del volumen de
agua dentro de las probetas en cada uno de los sistemas gastrointestinales montados. Se

incubaron estas mezclas durante 72 horas (Parajuli, 2011).
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Figura 7. Montaje de Fase Anaerobia (Intestino grueso)

viezclas a digerir
Omnivores (Der.)

Herbivoros (1zq.)

1.3.1 Herbivoros

En los herbivoros se utilizaron heces de caballo para el in6culo enriquecido y después se

agregaron al matraz del tratamiento correspondiente.

1.3.2 Omnivoros

En los omnivoros se utilizaron heces de cerdo para el inéculo enriquecido, y despues se

agregaron al matraz del tratamiento correspondiente.

1.3.3 Hibrido
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Para los hibridos se utilizd una mezcla de heces de cerdo y caballo en el in6culo

enriquecido, después se las agregaron al matraz del tratamiento correspondiente.

Figura 8. Diagrama del dispositivo utilizado para medicién de biogas producido en los
matraces. a y b: representan alturas de gas y liquido, respectivamente. Subindices 1, 2:

Condicion antes de la medicion y después de la medicion. Imagen tomada de Parajuli (2019)

S R

initial level

&

1
[
uduﬂnﬂn-[uthlmhnlndm

D | gas sampling port 7 W measured level
‘ T L\
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Etapa 2: Evaluacion de la capacidad de los sistemas de fermentacion in vitro para
obtener nuevos perfiles organolépticos de café de especialidad

2.1. Obtencion de muestras de café

Los granos de café utilizados se los obtuvo de finca “Perla Negra”, productora de café
en el cantdon Quito, parroquia de Nanegal. Las muestras de café utilizadas en este trabajo

correspondieron a café Arédbico de la variedad tipica mejorada.

2.2. Fermentacion del café
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Se colocaron aproximadamente 120 g de café en la entrada de cada fase del sistema
montado, desde la fase &cida (estdbmago) y se continué de manera secuencial el proceso hasta

llegar a la fase anaerobia.
2.3. Lavado

Luego de que los granos cumplieron su tiempo de fermentacién, se sometieron a un
proceso de lavado con agua potable y se retir6 el mucilago (mesocarpio) presente en la cereza
del café fermentado. Después se procedié a pesar el material restante para enviar los granos

lavados al secado correspondiente.
2.4. Secado

Para poder tostar el café fermentado y seco, se necesita llegar a una humedad del 10-
12% en el grano, por lo cual en este proceso se utilizo una estufa (Muzaifa et al., 2019). Se fijo
una temperatura de 50°C y se dejé secar por 17 horas para alcanzar una humedad de
aproximadamente 12% (Jurado et al., 2009). Para determinar el porcentaje de humedad final

del grano de café se utilizd la ecuacién planteada:

Ecuacion 1. Contenido final de humedad en granos de café. Obtenida de (Jurado etal.,

2009)

Chf _[] _Pi(1-Chi ):I100
Pf

Donde:

Pi: es la masa inicial del café en gramos

Chi: es el contenido inicial de humedad en porcentaje (53% constante)
Pf: el peso de la masa final en gramos

Chf: contenido final de humedad estimada en porcentaje
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2.5. Tueste y Molienda

El tueste del café se realizo en la cafeteria “Perla Negra”, ubicada en el centro historico
de la ciudad de Quito, Ecuador. Se utiliz6 una maquina tostadora de café, a 220°C. La molienda

se realizé con moledora especial para café.

2.6. Evaluacion de muestras de café fermentadas

Para poder asegurar que el café fermentado en los sistemas gastrointestinales in vitro
presentd nuevos perfiles organolépticos (en comparacion con el café fermentado de forma
convencional) se someti6 al café fermentado (seco, tostado y molido) en los sistemas
gastrointestinales in vitro a un proceso de cata en la cafeteria “Perla Negra”, realizado por Lupe
Rogel Zabala (Catador Q Grader, 5701 DEM), donde en base a su experiencia se evaluaron los

aspectos mas importantes del producto final fermentado.

2.7 Analisis de evaluacion sensorial

Dentro del analisis que se llevo a cabo se evaluaron atributos organolépticos en base al
formulario de cata de la “Asociacion de cafés especiales de América”, que evalla 11 aspectos
diferentes, en donde se califica sobre 10 puntos el analisis, donde 10 es extraordinario y 6 es
bueno. También se toma en cuenta los defectos que se presentan en el grano de café en cuanto
al rendimiento total de este, y por Gltimo se hace una caracterizacion del perfil sensorial con

relacion al aroma y sabor que el grano de café presenta.

Una vez completado el andlisis sensorial de las muestras de café fermentado en los
sistemas gastrointestinales in vitro, se realizé un analisis de componentes principales utilizando
los puntajes de cada uno de los atributos sensoriales para determinar si existio similitud o
diferencia en los perfiles organolépticos de café obtenidos en los distintos sistemas

gastrointestinales in vitro y convencional.
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Resultados

Etapa 1: Montaje de sistemas gastrointestinal in vitro.

Etapa 1.1 Montaje de Fase acida (Estobmago)

Para constatar que existié una digestion de los compuestos organicos afiadidos a la
mezcla luego de agregar acido sulfurico, se midieron los grados Brix a traves de un
refractometro dptico (Ugwu et al., 2018). Esto nos permite determinar la ruptura de
carbohidratos de cadena larga tras el incremento de azucares en la mezcla. (Klein, 2014) El
aumento de azUcares es directamente proporcional al valor reflejado en grados Brix y que por

consecuencia representa una digestion efectiva tras la adicion de acido sulfurico en esta fase.

Para conseguir una digestion de mejor rendimiento, se evalué la proporcién de
alimentacion al sistema con la cantidad de azucares liberados en grados Brix, como se puede
visualizar en la Tabla 1y 2 para los sistemas herbivoros y omnivoros, respectivamente. Luego
de siete pruebas realizadas para la fase acida de los sistemas gastrointestinales omnivoro y
herbivoro, se determiné que la prueba N°7 obtuvo un mejor rendimiento en cuanto a liberacién
de azlcares y proporcion de alimento, en ambos casos. Por tanto, a partir de ese momento se
selecciond a la proporcion de alimento y las condiciones fisicoquimicas (pH) de la prueba 7
como condiciones a ser usadas para la Fase &cida de los sistemas gastrointestinales in vitro.
Con este procedimiento estandarizado, se procedié a montar y evaluar la Fase aerobia de los

sistemas gastrointestinales.
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Tabla 1. Evaluacion del rendimiento digestivo (liberacion de aztcares) en la Fase Acida

herbivora (estbmago) con relacion a la cantidad de alimento afiadido.

Herbivoros
N° Fruta(g) Pasto(g) Agua(ml) Brix (sin Brix (con
pruebas acido) acido)

1 28,5 20 275 0 8

2 19 20 250 0 8

3 12,5 10 175 2 9

4 12,5 15 200 1 11

5 12,5 15 200 2 11

6 15 15 200 1 11

7 15 15 200 1 12

Tabla 2. Evaluacion del rendimiento digestivo (liberacion de aztcares) en la Fase Acida

omnivora (estbmago) con relacion a la cantidad de alimento afadido.

Omnivoros
N° Fruta (g) Carne(g) Agua(ml) Brix (sin Brix (con
pruebas acido) acido)

1 28,5 22,65 275 3 8

2 19 13 150 3 7

3 12,5 12,5 175 3 10

4 12,5 12,5 200 2 12

5 12,5 12,5 200 2 13

6 15 15 200 2 13

7 15 15 200 2 13

Etapa 1.2 Montaje de Fase Aerobia (Intestino Delgado)

En esta fase se evalu6 el crecimiento microbiano a partir de una curva trazada en base
al promedio de siete repeticiones con los datos de Densidad Optica (DO) medidos en las
mezclas a digerir de la fase aerobia utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda de
600nm, como se observa en las Figuras 9 y 10. El aumento de Densidad Optica (DO) nos

permitio determinar que efectivamente hubo aumento poblacional microbiano en las mezclas
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a digerir, como también confirmar la actividad enzimética deseada para una digestion efectiva

dentro de esta fase del sistema. (Stevenson et al., 2016)

Figura 9. Valores de densidad optica (DO) a 600 nm del liquido presente en la mezcla
de la fase aerobia del sistema herbivoro. Los puntos muestran el promedio de 7 réplicas

independientes de esta fase y las barras representan la desviacion estandar del promedio.
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Figura 10.Valores de densidad dptica (DO) a 600 nm del liquido presente en la mezcla
de la fase aerobia del sistema omnivoro. Los puntos muestran el promedio de 7 réplicas

independientes de esta fase y las barras representan la desviacion estandar
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Etapa 1.3 Montaje de fase anaerobia (Intestino grueso)

En esta etapa se pudo comprobar la digestion anaerobia con la ayuda del dispositivo indicado
en la Figura 8, el cual permiti6 cuantificar la produccién de biogas (volumen) a través de la
medicion del volumen de agua desplazada en la probeta invertida. La produccion de biogas es
un indicador que permite confirmar la presencia de microorganismos anaerobios y su actividad

en esta fase de la digestion (Parajuli, 2011).

En las Figuras 11 y 12 se indica la produccion (volumen) de biogas durante la fase anaerobia
de los sistemas gastrointestinales herbivoros y omnivoros en siete pruebas realizadas, con un
evidente incremento en el desplazamiento del volumen de agua en la probeta invertida con
respecto al tiempo. Esta actividad microbiana determina la actividad microbiana y con ello la
digestion de componentes presentes en el mucilago del grano de café en los sistemas

gastrointestinales in vitro. (Watanabe et al., 2020)

Figura 11. Produccion de biogas durante el tiempo de incubacion en la fase anaerobia
de herbivoros. Los puntos representan el promedio de siete pruebas realizadas con respecto al

tiempo de incubacion y las barras indican la desviacion estandar del promedio.

Promedio (volumen) de biogds generado en
sistema herbivoro (ml)

volumen de biogds (ml)
w

Oh 24h 48h 72h
Tiempo de incubacién

FASE ANAEROBIA
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Figura 12. Produccion de biogas durante el tiempo de incubacién en la fase aerobia de
omnivoros. Los puntos representan el promedio de siete pruebas realizadas con respecto al

tiempo de incubacion y las barras indican la desviacion estandar con respecto al promedio.

Promedio del volumen de biogas generado
en sistema omnivoro (ml)

Oh 24h 48h 72h
Tiempo de incubacién

FASE ANAEROBIA

Etapa 2: Evaluacion de la capacidad de los sistemas de fermentacion in vitro para obtener

nuevos perfiles organolépticos de café de especialidad

2.7. Andlisis de evaluacién sensorial

En las Figuras 13, 15 y 17 se indica el puntaje obtenido al realizarse el analisis
cuantitativo de los atributos organolépticos del café fermentado en los sistemas
gastrointestinales in vitro. En cuanto a la evaluacion de los defectos encontrados en granos de
café luego de la fermentacidn, se obtuvo un puntaje de rendimiento total del 90%, donde solo
el 10% del total de granos presentd defectos como broca, quakers y granos inmaduros, en todos
los sistemas gastrointestinales in vitro, como se puede apreciar en las Figura 19. Y por dltimo
en las Figuras 14, 16 y 18 se puede visualizar una descripcion cualitativa del perfil sensorial
mas general del café.
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2.7.1 Herbivoros

Figura 13. Puntaje de los atributos organolépticos del café procesado en el sistema

gastrointestinal in vitro herbivoro. El puntaje se representa en una escala del 1 al 10, en donde

1 es deficiente y 10 excelente.

1 FRAGANCA 8100 HERVIVOROS
2 SABOR 7,00
3 SABOR RESIDUAL 7,50
a ACIDEZ 8,50
5 CUERPO 7,00
6 BALANCE 10,00
7 UNIFORMIDAD 10,00
8 TAZA LIMPIA 10,00
9 DULZOR 10,00
10 PUNTAJE CATADOR 7,5
PUNTAJE TOTAL 68,00

Figura 14. Perfil sensorial general del café procesado en el sistema gastrointestinal

vitro herbivoro, presentado de manera cualitativa.

PERFIL SENSORIAL

Fragancia/Aroma Aroma pasto (heces)

Sabor Dulce con notas a vino blanco, uvas verdes y manzana
Dulzor Medio y arménico

Acidez Muy brillante y jugosa similar a un sauvignon blanc
Cuerpo ligero

Residual Corto seco y agrio

in
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2.7.2 Omnivoros

Figura 15. Puntaje de los atributos organolépticos del café procesado en el sistema
gastrointestinal in vitro omnivoro. El puntaje se representa en una escala del 1 al 10, en donde 1

es deficiente y 10 excelente.

1 FRAGANCIA
6,00
2 SABOR 7,75
3 SABOR RESIDUAL 7,50
4 ACIDEZ 7,50
5 CUERPO 8,50
6 BALANCE 10,00
7 UNIFORMIDAD 10,00
8 TAZA LIMPIA 10,00
9 DULZOR 10,00
10 PUNTAJE CATADOR 6,75
PUNTAJE TOTAL 84,00

Figura 16. Perfil sensorial general del café procesado en el sistema gastrointestinal in

vitro omnivoro, presentado de manera cualitativa.

PERFIL SENSORIAL
Fragancia/Aroma Aroma frutos rojos y amarillos (heces)
Sabor Dulce con notas a papaya, ciruela negra y té de pifa
Dulzor Alto y arménico
Acidez Refrescante y jugosa
Cuerpo Alto y cremoso
Residual Prolongado y persistente.
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2.7.3 Hibrido

Figura 17. Puntaje de los atributos organolépticos del café procesado en el sistema
gastrointestinal in vitro hibrido. El puntaje se representa en una escala del 1 al 10, en donde 1

es deficiente y 10 excelente.

FRAGANCIA

[y

700 HIBRIDO
2 SABOR 7,25
3 SABOR RESIDUAL 7,20
a ACIDEZ 8,50
5 CUERPO 8,50
6 BALANCE 10,00
7 UNIFORMIDAD 10,00
8 TAZA LIMPIA 10,00
9 DULZOR 10,00
10 PUNTAJE CATADOR 7,25
PUNTAJE TOTAL 85,75

Figura 18. Perfil sensorial general del café procesado en el sistema gastrointestinal in vitro

hibrido, presentado de manera cualitativa.

PERFIL SENSORIAL
Fragancia/Aroma Aroma frutos rojos y amarillos (heces)
Sabor Dulce con notas a papaya, vino blanco y té de pifa
Dulzor Alto y arménico
Acidez Refrescante y jugosa
Cuerpo Alto y cremoso
Residual Prolongado vy persistente con acidez mineral.
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Figura 19. Porcentaje de rendimiento de los granos de café a tostar presentados en el
total de granos fermentados en los sistemas gastrointestinales in vitro de herbivoros, omnivoros

e hibridos, donde solo un 10% present6 defectos.

DEFECTOS
Quakers 2%
Broca 1%
Grano agrio 0
Grano negro 0
Blanqueados %
Inmaduros 1%
caracolillos 0
% RENDIMIENTO 90%

Para determinar si los sistemas gastrointestinales in vitro cumplieron con su proposito,
se compararon los datos obtenidos del analisis sensorial (de los cafés fermentados en sistemas
in vitro) con datos de analisis sensorial del mismo grano de café, pero con un tratamiento
fermentativo convencional como el que se maneja dentro de los procesos de la Empresa de café
“Perla Negra”. Los resultados del analisis sensorial del tratamiento convencional de

fermentacion de café de la empresa Perla Negra se indican en las Figuras 20, 21 y 22.

También se pudo encontrar en la bibliografia un analisis sensorial de café fermentado
in vivo, en el sistema gastrointestinal de una civeta de palma en Indonesia. Estos valores se

pueden visualizar en las Figuras 23 y 24.
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Figura 20. Puntaje de los atributos organolépticos del café procesado en el sistema

convencional de fermentacion de la empresa “Perla Negra”. El puntaje se representa en una

escala del 1 al 10, en donde 1 es deficiente y 10 excelente.

1 FRAGANCIA 8,50
BOURBON LM16
2 SABOR 8,75
3 SABOR RESIDUAL 8,50 = 1
a ACIDEZ 8,75 g5 .
' 9
CUERPO |
’ o W iy e S0 3
6 BALANCE 10[00 | < / ‘ 8 4.1,{':-'
7 UNIFORMIDAD 10,00 ' _7’7.:5A . .h\
8 TAZA LIMPIA 10,00 sk NSZ r, ll ,
10 PUNTAJE CATADOR 8,75 )7:"- — ) = /,/"'5
PUNTAJE TOTAL 91,75 6

Figura 21. Perfil sensorial general del café fermentado de manera convencional por la

empresa Perla Negra.

PERFIL SENSORIAL

Fragancia/Aroma Aroma floral y tuti fruti con notas a lirios y azahares
arandano rojos, melocotén y ciruela negra

Sabor Dulce con notas a te de pifia y mermelada de frutos
rojos

Dulzor Alto y equilibrado

Acidez Jugosa y brillante

Cuerpo Cremoso y envolvente

Residual Prolongado con notas a leve cardamomo y miel de
cacao
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Figura 23. Rendimiento total en cuanto a los defectos que pudiesen presentarse en el

grano de café fermentado de manera convencional por la empresa “Perla Negra”.

DEFECTOS
Quakers 2%
Broca 1%
Grano agrio 0

Grano negro 0

Blanqueados %
Inmaduros 1%
caracolillos 0

% RENDIMIENTO 96%

Figura 22. Puntaje de atributos sensoriales medidos en tres tipos de café Kopi Luwak
(café fermentado in vivo en el sistema gastrointestinal de la civeta de palma). Obtenido de

Muzaifa et al. (2017).

Sample (location)  Fragrance  Flavour  Aftertaste Acidity = Body Balance  Overall
A (Wih Panas) 8.00 7.80 7.50 7.50 8.00 7.80 7.80
B (Blang Panas) 8.00 8.00 780 750 7.80 7.50 8.00
C (Kenawat
Redelong) 7.80 7.50 7.80 7.50 8.00 8.00 7.80

Figura 24. Caracteristicas aromaticas y puntaje final de tres tipos de café Kopi Luwak
(café fermentado in vivo en el sistema gastrointestinal de la civeta de palma). Obtenido de

Muzaifa et al. (2017).

Sample .
(location) Aroma remarks noted by Q-grader Final score
A (Wih Panas) Nutty, wattery, fishy, chocolaty, citrussy, slighty woody, sweet 84.00

B (Blang Panas) Nutty, chocolaty, wattery, fishy, biscuity, gardenpeas, herby 84.75

C (Kenawat N .

Redelong) Nutty, aged, chocolaty, toasty, herby, fishy, slight earthy 83.75
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Andlisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales que se muestra en la Figura 25, demostré que
los sistemas gastrointestinales in vitro generaron distintos perfiles organolépticos en el café (en
relacion al sistema de fermentacion convencional), por tanto esto permitié aceptar la hipétesis
planteada en el trabajo. Adicionalmente, el analisis de componentes principales indica que
también hay diferencias en perfiles organolépticos entre los sistemas gastrointestinales in vitro
implementados. No obstante, se identifica que el perfil organoléptico del sistema
gastrointestinal omnivoro es mas cercano al perfil organoléptico del sistema hibrido, en

relacion a los perfiles organolépticos del sistema herbivoro y del sistema convencional.

Figura 25. Analisis de componentes principales en base a la informacién de los
atributos organolépticos de los sistemas de fermentacion in vitro implementados y evaluados
en este trabajo (herbivoro, omnivoro e hibrido), y el sistema de fermentacion convencional de

café (utilizado por la empresa de café Perla Negra).
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Herbivoros

Dentro de todos los sistemas gastrointestinales in vitro evaluados, este fue el que menor
calificacion obtuvo en cuanto a sus atributos organolepticos, como se observa en la Figura 13.
Se destaca un extraordinario balance, uniformidad y dulzor. El sabor, cuerpo y sabor residual
se describen como muy buenas. Dentro de sus caracteristicas se pudo remarcar también su muy
buena calificacion en acidez. Pero su valoracion en fragancia es la méas baja en comparacion a
otros rasgos, incluso a la de los otros sistemas gastrointestinales in vitro por su aroma

pronunciado a heces.

Al comparar los perfiles sensoriales de las Figuras 13, 21 y 24, se determina que el café
fermentado en el sistema gastrointestinal herbivoro in vitro apenas tiene similutud en el dulzor
en relacién con los sistemas de fermentacion in vivo y el sistema de fermentacion convencional.
El resto de propiedades son caracteristicas unicas del sistema herbivoro, como por ejemplo, las
notas a vino blanco, uvas verdes y manzana en la fragancia o una acidez brillante y jugosa,

dejando un sabor residual corto, seco y agrio.

Con una calificacion final de 68/100, se llegd a la conclusion de que el sistema
gastrointestinal herbivoro in vitro se aleja del rango aceptable de calidad en cuanto a un café
procesado in vivo como el Kopi Luwak y un café fermentado convencionalmente y no puede

considerarse como un café de especialidad.

Omnivoros

Se puede observar en la Figura 15 una calificacion general de 84/100 con respecto a los
atributos organolépticos de este sistema gastrointestinal in vitro donde destaca el balance, la
uniformidad, y un dulzor extraordinario. En cuanto al sabor, la acidez y el sabor residual se
puede llegar a la conclusion de que es muy bueno y que tiene un gran cuerpo. Con respecto a
la fragancia el resultado es regular, presentando tintes de frutos rojos y amarillos, pero su
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calificacion se ve afectada debido a que permaneci6 un olor a heces en el producto final, como

se detalla en la Figura 16.

El café fermentado en el sistema gastrointestinal omnivoro in vitro presenta mejor
cuerpo y balance que los valores mostrados de un proceso fermentativo in vivo del Kopi Luwak,
observado en la Figura 23, aunque también se encontraron valores bajos en fragancia con

respecto al café tratado en el sistema gastrointestinal in vivo de Kopi Luwak.

Al obtener un puntaje final de 84/100 y compararlo con los valores de la Figura 20 y la
Figura 23, se pudo determinar que el sistema gastrointestinal omnivoro in vitro se encuentra
dentro un rango de calidad aceptable en relacion a un sistema gastrointestinal in vivo. También
se determin6 que comparte un gran balance, uniformidad, taza limpia y dulzor un sistema de

fermentaciéon convencional.

Al superar la calificacion de 80/100, se podria considerar a este café fermentado in vitro

como un café de especialidad.
Hibrido

Este fue el sistema gastrointestinal in vitro que mayor calificacién general obtuvo en
cuanto a sus propiedades organolépticas, como se observa en la Figura 17. En comparacion
con los otros sistemas gastrointestinales in vitro éste refleja una mejor fragancia, sabor y sabor
residual, conservando tambien su extraordinario balance, uniformidad y dulzor; ademas de
tener buen cuerpo, mantiene la acidez caracteristica del café fermentado en el sistema

gastrointestinal herbivoro in vitro.

Al analizar los datos del sistema gastrointestinal in vivo de Kopi Luwak presentes en
las Figuras 23 y 24 y compararlos con los resultados del café fermentado en el sistema

gastrointestinales in vitro hibrido expuestos en las Figuras 17 y 18, se observa una similitud en
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rasgos como su dulzor alto, su jugosidad y refrescancia. En cuanto a los otros atributos del
perfil organoléptico del café fermentado en el sistema gastrointestinal in vitro hibrido, se

asemejan mucho a los obtenidos en sistemas gastrointestinales in vitro de omnivoros.

Un rasgo caracteristico en el perfil organoléptico del café fermentado en el sistema

gastrointestinal in vitro hibrido fue su cremosidad.

Al comparar el sistema gastrointestinal in vitro hibrido con el sistema de fermentacién

convencional de “Perla Negra” se puede afirmar que ambos sistemas coinciden en la calificacion de
atributos organolépticos como la acidez, cuerpo, uniformidad, taza limpia y dulzor. En cuanto a
fragancia, sabor y sabor residual, el sistema gastrointestinal in vitro hibrido difiere del sistema

convencional.

Este sistema gastrointestinal in vitro obtuvo una calificacion general de 85.75/100, lo
que posiciona al café fermentado en este sistema como el de mejor valor en cuanto a sus
atributos organolépticos en comparacion con los otros sistemas gastrointestinales in vitro
evualuados en este trabajo, incluso superando la calificacion obtenida en el analisis sensorial

de sistemas gastrointestinales in vivo mostrado en la Figura 24.

Discusion de Resultados.

Se determind que la fermentacién de café en sistemas gastrointestinales in vitro basados
en la microbiota de animales herbivoros y omnivoros puede generar nuevos perfiles
organolépticos, debido a una digestion de compuestos que se encuentran presentes en el
mucilago de la pulpa de café (Fitri et al., 2019). Esta degradacion permite que el café

fermentado adquiera caracteristicas sensoriales Unicas, dependiendo del sistema de
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fermentacion que se utilice, este adquiere rasgos especificos de sabor y aroma (Wei et al.,

2015).

El proceso de acidificacion y una fermentacion sumergida estan estrechamente
relacionados con la degradacion de mucilago (mesocarpio) del cafe, al simular las condiciones

naturales del estomago en un sistema gastrointestinal in vivo (Marcone, 2004).

Los sistemas gastrointestinales in vitro no alcanzaron el mismo puntaje de atributos
organolépticos que los sistemas convencionales y esto se debe a que uno de los problemas mas
comunes de los sistemas de fermentacion sumergida de café es la falta de control en el tiempo
del fermentado en el sistema, lo que puede generar cambios negativos en el aroma del café.
(Wei et al., 2015) Como se pudo observar en los sistemas gastrointestinales in vivo, el tiempo
fue un factor que pudo haberse controlado con mas cautela si se hubiesen realizado mas
pruebas, para determinar el mejor resultado de analisis sensorial en diferentes periodos de

fermentacion.

El sistema gastrointestinal in vivo hibrido obtuvo la calificacion mas alta de todos los
sistemas gastrointestinales in vitro evaluados en este trabajo, adquiriendo un perfil
organoléptico Unico y presentando rasgos sensoriales positivos que caracterizan a los sistemas
herbivoros y omnivoros a la vez. Las bacterias lacticas son las preferidas para una fermentacion
sumergida y presumiblemente se relacionen con los atributos organolépticos que adquiere el

café luego de la fermentacion, como lo menciona Marcone, (2004) en su estudio.

Se sabe que la bacteria lactica Streptococcus lutetiensis, produce la mayor cantidad de
acido lactico en caballos y es conocida por su rapida produccion de acido en el medio haciendo
que el pH baje bruscamente (Biddle et al., 2013), lo que podria explicar la acidez caracteristica
del sistema gastrointestinal in vitro herbivoro, la misma que se presenta en el sistema

gastrointestinal in vivo hibrido también.
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En varios estudios se ha demostrado que existe una menor cantidad de bacterias lacticas
en herbivoros que en omnivoros, ya que ningun género de bacterias presentes en este sistema
supera el 1% del total de la microbiota en animales monogastricos como el caballo (Kobayashi
et al., 2020). En el caso de los omnivoros como el cerdo, la especie Lactobacillus esta
encargada de la produccién de &cido lactico en el intestino grueso en asociacion con
Megasphoera, la misma que utiliza el lactato para producir butirato; ésta representa la ruta
metabdlica principal de digestion en animales como el cerdo, haciendo que las condiciones de
fermentacion sean Unicas y que probablemente puedan estar relacionadas con los efectos
organolépticos que el café adquiere en el proceso de digestion in vitro en el sistema

gastrointestinal in vitro omnivoro y por consecuencia en la hibrido también (Kobayashi et al.,

2020).

El café fermentado en los sistemas gastrointestinales omnivoros e hibridos se podria
clasificar como un café de especialidad al obtener una calificacion final en sus atributos
organolépticos que supera la calificacion minima que necesita un café para denominarse de
especialidad (80/100) (de Oliveira Junqueira et al., 2019), a excepcion del café fermentado en
el sistema gastointestinal in vitro herbivoro. Ambos sistemas mencionados también igualan la
calidad de atributos organolépticos de un café fermentado en un sistema gastrointestinal in

vivo. (Patria, 2018)

El café fermentado en el sistema gastrointestinal in vitro herbivoro obtuvo la
calificacion méas baja en cuanto a sus atributos organolépticos, aunque polisacaridos como la
celulosa o hemicelulosa (presentes en el mucilago de la pulpa de café) podrian haberse digerido
gracias a la actividad de enzimas microbianas, algunos compuestos no degradados y una menor
cantidad de aminodcidos libres pudieron afectar los atributos organolépticos del café.

(Granados-Sanchez et al., 2008) Los aminoéacidos libres producto de una protedlisis digestiva
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se hacen méas propensos a participar en la reaccion de Maillard, donde posteriormente adquiere

propiedades organolépticas medibles en aroma y sabor. (Marcone, 2004)

Se determin0 que los sistemas gastrointestinales in vitro implementados en este trabajo
permitieron obtener nuevos perfiles organolépticos de café en relacion con el obtenido por el
sistema de fermentacion convencional, dando como resultado una variedad de rasgos
sensoriales que no se encuentran en el café “Perla Negra” ni en un sistema gastrointestinal in
vivo como el de la civeta de Indonesia, aceptandose de esta manera la hipotesis planteada al

inicio de este trabajo.

Se podria obtener un mejor resultado en cuanto a la calidad de la fermentacion del café
si se modifican algunos parametros de los sistemas gastrointestinales in vitro, como por
ejemplo usar enzimas proteoliticas especificas como la tripsina o pepsina, etc. en la fase acida

de los sistemas gastrointestinales in vitro (Marcone, 2004).

Estos sistemas gastrointestinales in vitro también podrian ser implementados en fincas
cafetaleras, en donde existan mecanismos de control mas minuciosos en cada fase del sistema,
y una mayor capacidad de produccion donde se puedan obtener lotes de café fermentado a gran
escala, con rasgos organolépticos Unicos a un precio de produccion relativamente bajo (Wei et
al., 2015). En la industria del café fermentado se sabe que este tiene un sabor superior a los

fermentados en seco y con ello un precio también mas elevado (Marcone, 2004).

Conclusiones.

e Se desarrollaron sistemas gastrointestinales in vitro basados en microbiota de
herbivoros y omnivoros para fermentacién de café de especialidad, aunque una
combinacion de ambos sistemas (sistema gastrointestinal in vitro hibrido) mostrd un

mejor resultado en cuanto a los atributos organolépticos del café.
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e Se determina que los sistemas gastrointestinales in vitro en base a microbiota de
omnivoros e hibridos tienen la capacidad de presentar variaciones interesantes dentro
del perfil organoléptico del café tras un proceso de fermentacion. Adicionalmente, se
demostro que el café procesado en los sistemas gastrointestinales in vitro puede ser
catalogado como un café de especialidad con valores muy cercanos a los de un café

obtenido en condiciones convencionales de fermentacion y el de un café fermentado in

vivo en el sistema de una civeta de palma de Indonesia.

Recomendaciones.

e Se recomienda hacer una evaluacion minuciosa del peso total de material a fermentar,
debido a que se pierde una gran cantidad de masa luego de retirar el mucilago de la
cereza del café y esto puede perjudicar al proceso en caso de llevar los granos a tostar
y catar, donde es necesario cumplir un cierto peso para los analisis respectivos.

e Podrian derivarse trabajos de tesis a partir de esta investigacion , como por ejemplo el
estudio de la digestibilidad de diiferentes tipos de alimentos en cada fase del sistema
gastrointestinal in vitro, o a su vez analizar la actividad de la microbiota animal y la
influencia de esta en alimentos con diferentes condiciones bioquimicas presentes en el
metabolismo de algunos organismos. Tambien podrian estudiarse nuevos perfiles
organolépticos para otros granos utilizando estos sistemas gastrointestinales in vitro

para mejorar la calidad un producto.
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ANexos.
ANEXO A

Al: Café listo para ser procesado en los sistemas gastrointestinales in vitro
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ANEXO B

B1: Proceso de extraccion de mucilago de café luego de la fermentacion anaerobia
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ANEXO C

C1. Grano seco de café, listo para el tueste. (Omnivoros)

C2. Grano seco de café, listo para el tueste. (Herbivoros)

C3. Grano seco de café, listo para el tueste. (Hibrido)

52



