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Resumen

La fermentacion de café (Coffea arabica L.) envuelve la accion de microorganismos,
cuyo metabolismo posee una gran influencia en la composicion de los granos y, por
consiguiente, en la calidad de la bebida. A pesar de ser reconocida por la produccién de café de
alta calidad, la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM) carece de investigaciones relacionadas
con los procesos de fermentacion llevados a cabo en la region, los microorganismos asociados y
su influencia en los atributos sensoriales de la bebida producida. En el presente estudio, se
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas durante el proceso de
fermentacion de C. arabica L. en la SNSM, asi como las caracteristicas sensoriales de la bebida,
con el fin de establecer la diversidad microbiana presente y la influencia de las variables
estudiadas sobre los atributos sensoriales y la calidad de la bebida. El pH, la temperatura y los
grados Brix fueron medidos in situ, las comunidades microbianas fueron analizadas mediante
secuenciamiento de los genes 16S e ITS, y la calidad sensorial de la bebida fue establecida
mediante el protocolo de catacion de la SCA. El proceso se caracterizé por el descenso del pH y
los grados Brix, fluctuaciones de temperatura y el predominio de las bacterias. Se identificaron
un total de 695 géneros bacterianos y 156 flngicos, siendo los mas abundantes Leuconostoc,
Acetobacter, Lactobacillus, Kazachstania y dos hongos no clasificados. Las bebidas producidas
se clasificaron como cafés especiales, y su puntaje se vio influenciado positivamente por la
riqueza de hongos y la abundancia de levaduras del género Pichia. Esta investigacion se
constituye como el primer esfuerzo por entender la dindmica del proceso de fermentacion en la
SNSM, siendo necesaria para la generacion de nuevo conocimiento cientifico en la region y
representa una herramienta para futuras investigaciones. Los hallazgos obtenidos muestran la
rigueza y diversidad microbiana que posee la SNSM y sirven como insumo para el
establecimiento de cultivos iniciadores en el procesamiento del café, que garanticen a los
caficultores la generacion de bebidas de alta calidad, la estandarizacién de los procesos, la
reduccién de las pérdidas econdmicas y un valor agregado de los productos para un mejor

aprovechamiento del mercado.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, bacterias del acido acético, café especial, fermentacion

en humedo, levaduras, metagendémica.
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Abstract

Coffee (Coffea arabica L.) fermentation involves the action of microorganisms, whose
metabolism has a significant influence on the composition of the beans and, consequently, on the
beverage quality. Despite being recognized for the high-quality coffee production, the Sierra
Nevada de Santa Marta (SNSM) lacks research involving the fermentation processes carried out
in the region, associated microorganisms, and their influence on sensory attributes of the
beverage produced. In the present study, the physicochemical and microbiological characteristics
during the fermentation process of C. arabica L. in the SNSM, as well as the sensory
characteristics of the beverage, were evaluated to establish the microbial diversity present and
the influence of the variables studied on the sensory attributes and quality of the beverage. The
pH, temperature, and Brix degrees were measured in situ, the microbial communities were
analyzed by sequencing the 16S and ITS genes, and the sensory quality of the beverage was
established using the SCA cupping protocol. The process was characterized by a decrease in pH
and Brix degrees, temperature fluctuations, and the predominance of bacteria. A total of 695
bacterial and 156 fungal genera were identified, being the most abundant Leuconostoc,
Acetobacter, Lactobacillus, Kazachstania, and two unclassified fungi. The beverages produced
were classified as specialty coffees, and their score was positively influenced by the fungi
richness and the abundance of yeasts of the genus Pichia. This research constitutes the first effort
to understand the dynamics of the fermentation process in the SNSM, being necessary for the
generation of new scientific knowledge in the region and represents a tool for future research.
The findings obtained show the richness and microbial diversity that the SNSM has and serve as
input for the establishment of starter cultures in coffee processing, which guarantee coffee
growers the generation of high-quality beverages, the standardization of processes, the reduction
of economic losses, and an added value of the products for better use of the market.

Keywords: Lactic acid bacteria, acetic acid bacteria, specialty coffee, wet fermentation, yeasts,

metagenomics.
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1. INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas consumidas y comercializadas en el mundo,
siendo el principal producto de exportacion de alrededor de 60 paises tropicales y
subtropicales (Sakiyama & Ferrao, 2015); donde la especie Coffea arabica L. representa
alrededor del 70-75% del total comercializado (Aristizabal-Marulanda et al., 2017;
Waters et al., 2017). Después de Brasil y Vietnam, Colombia ocupa el tercer lugar en la
lista de mayores productores de café con una produccién de 855.840 t en 2018 con un
area de 742.373 ha (FAO, 2018; MinAgricultura, 2018), siendo su industria una de las
mas importantes para el desarrollo econémico del pais y reconocida por su larga
trayectoria en generacion de tecnologias y conocimientos llegando a ser reconocido a
nivel mundial al obtener proteccion de denominacion de origen “Café de Colombia”
(SIC, 2005).

En esta industria, el mercado de los cafés especiales ha cobrado importancia a
través de los denominados “coffee shops” donde el consumidor estd dispuesto a pagar
precios mas altos por bebidas con atributos muy marcados. Este mercado, mundialmente
representd un ingreso de 35,9 mil millones de dolares en 2018, siendo predominante el
“café especial muy bueno” con el 75% de los ingresos generales, y Se espera que para el
afio 2025 se alcance 83,6 mil millones de dolares (Adroit market research, 2019). En
Colombia, se ha incrementado pasando de representar un 22% del café exportado en 2007
a un 45% en 2017, evidenciando un ingreso mayor en comparacién con los cafés
tradicionales (Velasquez & Travez, 2019). En el departamento del Magdalena, el cultivo
de C. arabica L. se produce en las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta
(SNSM) representando el 1,26% de la produccion nacional (FNC, 2011; MinAgricultura,
2018) y se caracteriza por ser una region con oferta ambiental ideal para la produccion de
cafés especiales. En la produccion de este tipo de cafés, la fermentacion del mucilago del
fruto juega un papel importante al influir directamente en los atributos del grano y de la
bebida producida (Haile & Kang, 2019a; Pereira et al., 2016a).

A pesar de la importancia que posee el cultivo de café en el departamento del
Magdalena y la influencia del procesamiento del fruto para obtener bebidas de calidad, no

existen estudios que involucren el proceso de fermentacion de café realizado en la region.



Por lo anterior, se hace necesario entender los aspectos involucrados en la fermentacion
del mucilago del fruto de café, donde el papel de los microorganismos es esencial debido
a su participacion en degradaciones bioquimicas y enzimaticas, lo que influencia la
calidad de la bebida.

En esta investigacion se realiza un analisis de caracteristicas fisicoquimicas (pH,
°Brix y temperatura) y microbioldgicas (Bacterias, hongos y levaduras) a través de
métodos independientes de cultivo en el proceso de fermentacion, asi como un anélisis
sensorial (atributos, puntaje y clasificacion de calidad) de la bebida producida en la Finca
Barlovento, SNSM, con el fin de caracterizar la diversidad microbiana en el proceso de
fermentacion y su influencia en la calidad de la bebida en la SNSM contribuyendo asi a la
generacion de nuevo conocimiento. Ademas de servir como base para desarrollar
herramientas que permitan llevar a cabo un proceso de fermentacion controlado y
estandarizado, que garantice a los caficultores de la SNSM un valor agregado a la
produccién de café, una alta calidad de la bebida y una reduccion en el riesgo de ofrecer

granos con caracteristicas indeseables que afecten directamente su comercializacion.



2. JUSTIFICACION

El departamento del Magdalena representa el 1,26% del total de café producido
en Colombia y el 2,35% del area nacional cosechada (MinAgricultura, 2018). La zona
cafetera del Magdalena se sitla en las estribaciones Sierra Nevada de Santa Marta
(SNSM) vy sus cultivos estan distribuidos entre los municipios de Santa Marta, Ciénaga,
Aracataca y Fundacion (FNC, 2011). Debido a las caracteristicas propias de la Sierra
Nevada y de su café, la Superintendencia de Industria y Comercio en 2017 declard la
proteccion de denominacion de origen “Café de la Sierra Nevada” (SIC, 2017). Asi
mismo, en 2019 se firma un acuerdo de competitividad para cadena productiva de cafés
especiales del departamento en el cual participan todos los miembros de la cadena,
incluyendo ademés a otros actores como la Universidad del Magdalena (Bustamante,
2019).

La caficultura Magdalenense se caracteriza por un sistema de siembra bajo
sombrio con una concentracion de la cosecha entre octubre y febrero debido a las
condiciones climéticas, y como consecuencia de las precipitaciones que se presentan
entre la floracion y maduracion de los frutos, se generan granos de gran tamafio con un
porcentaje de almendra con mayor peso (FNC, 2011). Esto garantiza una gran
biodiversidad y un ecosistema con la oferta ambiental ideal para la produccion de cafés
especiales (FNC, 2009a).

En la produccién de cafés especiales, la fermentacion se constituye como un
proceso esencial, donde los microorganismos (Bacterias, hongos y levaduras) degradan el
mucilago del fruto y producen alcoholes, acidos, ésteres y cetonas (Puerta, 2012; Puerta
& Echeverry, 2015). Estos compuestos resultantes, influyen directamente en la
composicion del grano y por consiguiente en los atributos sensoriales de la bebida (Haile
& Kang, 2019a; Lee et al., 2015). Por ello, el control de este proceso es necesario para
garantizar el desarrollo de microorganismos beneficiosos que producen una bebida de
alta calidad. Cuando la fermentacion falla, da como resultado el desarrollo de
microorganismos que afectan negativamente los atributos sensoriales de la bebida por la
produccién de granos con compuestos quimicos indeseables, en particular los acidos

propiénico y butirico, que confieren sabores extrafios (Haile & Kang, 2019a).



Adicionalmente, puede influir en la presencia de hongos como Aspergillus y Penicillium,
los cuales son productores de Ocratoxina A (OTA) (Masoud & Kaltoft, 2006; Massawe
& Lifa, 2010; Souza et al., 2017), una micotoxina clasificada como posible carcinogénica
en humanos (IARC, 1993) y que ha sido reportada en muestras de café de diferentes
origenes cuya contaminacion influye directamente en la seguridad alimentaria (FAO,
2006).

A pesar de la potencialidad que tiene el departamento para la produccion de cafés
especiales y el conocimiento que se tiene sobre la importancia del proceso de
fermentacion para la produccion de ellos, hay un vacio de estudios que involucren la
fermentacion realizada en fincas de la SNSM vy, por lo tanto, un desconocimiento sobre
los microorganismos involucrados en el proceso y como ésta microbiota puede
relacionarse con los atributos especificos de la calidad sensorial de la bebida. Si bien en
otros paises y en otras regiones de Colombia se han realizado estudios que involucran la
microbiologia de la fermentacion de café, éstos no son aplicables a regiones diferentes
debido a que la diversidad microbiana es especifica de cada espacio y nicho geogréafico;
razén por la cual cada region posee cafés de sabores distintivos (De Oliveira et al., 2019).

Considerando lo anterior surge la necesidad de caracterizar la diversidad
microbiana especifica de la fermentacion de Coffea arabica L. en la Sierra Nevada de
Santa Marta a través de métodos independientes de cultivo y la influencia que ésta tiene
en los atributos sensoriales de la bebida producida.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion proporcionan nuevos
conocimientos que garantizan el entendimiento del proceso de fermentacion en la SNSM
y la riqueza genética de la region con relacion a la diversidad microbiana que puede
incluir especies autoctonas. Ademas de informacion que ayuda al desarrollo agronémico
y econdmico de la region al proporcionar bases para futuras investigaciones y para la
toma de decisiones con relacion al control de la fermentacién que garantice a los
caficultores del Magdalena un valor agregado de su producto y reducir las pérdidas
economicas, asi como un mejor aprovechamiento del mercado al contribuir con la

produccidn de cafés especiales.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Caracterizar la diversidad microbiana presente en el proceso de fermentacion de
Coffea arabica L. y su influencia en la calidad sensorial de la bebida en la finca
Barlovento, Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM).

3.2. Objetivos especificos

e Realizar el analisis fisicoquimico del proceso de fermentacion de C. arabica L. en
muestras obtenidas a las Oh, 6h, 12h, 18h, 24h, 30h y 36h en la zona de estudio.

e Efectuar una aproximacion de la diversidad microbiana (Bacterias y hongos) a
través de secuenciacion genética ¢ indices de o diversidad del proceso de
fermentacién de C. arabica L. en la SNSM a partir de las muestras obtenidas.

e Analizar las diferencias en la calidad sensorial de la bebida de C. arabica L.
mediante el protocolo de catacion de la Asociacion de Cafés Especiales (SCA) de
muestras de café fermentado por 18h, 24h, 30h y 36h.

e ldentificar la influencia de la diversidad microbiana presente durante la
fermentacion de Coffea arabica L. sobre la calidad sensorial de la bebida

producida.



4. MARCO TEORICO

4.1. Coffea

El género Coffea pertenece a la familia Rubiaceae y comprende 103 especies
provenientes de América Latina, Africa y Asia (Simon-Gruita et al., 2019). Coffea
arabica L. y C. canephora L. son las especies de mayor importancia econémica e
industrial cultivadas para la produccion de bebidas, donde C. arabica representa
alrededor del 70-75% del café total comercializado en el mundo (Aristizabal-Marulanda
et al., 2017; Waters et al., 2017), y la totalidad del café sembrado en Colombia
(Veldsquez & Travez, 2019).

4.2. Fruto del café

Los éarboles de café producen frutos llamados drupas, los cuales son
indehiscentes, comestibles y de color rojo o morado cuando estdn maduros por lo que se
les denomina “cereza” (Simon-Gruita et al., 2019). Consiste en una capa externa de piel
(exocarpio), seguida del mesocarpio (pulpa) y el mucilago (capa de pectina) firmemente
adheridos a una capa rigida llamada pergamino (endocarpio). EI endocarpio protege el
endospermo por una pelicula delgada (tegumento) (Evangelista et al., 2015; Huch &
Franz, 2015). El endospermo es la parte mas interna del fruto y comprende los llamados

“granos de café”; parte usada para la produccion de la bebida (Figura 1).

Corte
central
Grano (endospermo)
| Pelicula plateada (testa, tegumento) Q
Pergamino (endocarpio)
| Mucilago (capa de pectina)
Pulpa (mesocarpio)

| Piel (pericarpio, exocarpio)

Figura 1. Anatomia del fruto del café
Modificado de Gibson & Newsham (2018)



4.2.1. Procesamiento o beneficio del fruto

El procesamiento o beneficio es una actividad importante en la industria del café
que convierte la fruta en café liquido (Murthy & Madhava Naidu, 2012). Una vez
recolectadas las cerezas de café, hay que procesarlas para eliminar el exocarpio,
mesocarpio y la capa de pectina. Esto se puede realizar mediante tres métodos diferentes
(seco, humedo o semiseco) que permiten que se produzca la fermentacion y obtener los
granos (semillas) de café (Huch & Franz, 2015). EI método himedo, se aplica
principalmente para el procesamiento de C. arabica y es el de mayor uso en Colombia
(Aristizabal-Marulanda et al., 2017; Lee et al., 2015; Pereira et al., 2016a).

4.2.1.1. Método himedo o sumergido

Los frutos de café procesados en humedo se denominan “café lavado” y producen
bebidas de mayor calidad (De Melo Pereira et al., 2020; Huch & Franz, 2015). En este
método, primero las cerezas se clasifican vertiéndolas en agua, donde los frutos
inmaduros flotan y se retiran mientras que los maduros se hunden quedando en el fondo.
Luego, mecénicamente se retira el exocarpio del fruto y mediante fermentacion
sumergida, se elimina el mesocarpio y la capa de pectina durante 12-36 horas, seguido de
lavado y secado durante 5-10 dias, dependiendo de las condiciones climaticas (Batista et
al., 2009; Sakwari et al., 2013).

Una vez el café se ha secado se le conoce como “café pergamino” puesto que lo
cubre el endocarpio, éste se somete a proceso de trilla donde se obtiene el “café verde”

que luego se tuesta para la elaboracion de la bebida (Figura 2) (FNC, 2020b).

4.3. Fermentacion del café y actividad microbiana

La fermentacidn es un proceso metabdlico critico para la remocion del mucilago
del fruto del café (Haile & Kang, 2019a). Consiste en una combinacién de reacciones
bioldgicas y quimicas donde moléculas complejas del mucilago son degradados por
bacterias, hongos y levaduras en moléculas mas simples produciendo productos liquidos
y volatiles, los cuales tienen un impacto en los atributos sensoriales de la bebida (Haile &
Kang, 2019a; Pereira et al., 2016a; Silva et al., 2008).
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Figura 2. Procesamiento del fruto de café por método himedo
Fuente: Autor

Dichos microorganismos mediante sus enzimas oxidan los azucares, lipidos y
proteinas presentes en el mucilago produciendo energia en forma de ATP, alcoholes,
acidos, esteres y cetonas (Puerta, 2012; Puerta & Echeverry, 2015). Estas sustancias
formadas cambian las caracteristicas de olor, color, pH, la densidad, los sélidos solubles,
la temperatura y la composicion del sustrato y de los granos de café (Puerta, 2010).

Los factores que influyen en el proceso de fermentacion de café es el tiempo
(duracién), condiciones externas (Temperatura y calidad del aire, calidad del agua e
higiene), sistema de fermentacion (Abierto — cerrado, sélido — sumergido, estatico —
agitado, continuo — discontinuo) y el sustrato (Calidad del café baba despulpado,
variedad, madurez, seleccion, composicion quimica y microbiana) (Puerta, 2010). A su
vez, la microbiota presente durante el proceso de fermentacidon del mucilago depende de
la variedad de café y la humedad del grano, el método de procesamiento, la competencia

de los sustratos, la capacidad enzimatica de las especies colonizadoras, su actividad



antimicrobiana y los factores ambientales como la humedad y la temperatura (Batista et
al., 2009; C. Silva et al., 2008; Vilela et al., 2010).

4.3.1. Métodos para el estudio de la diversidad microbiana

En el proceso de fermentacion se crean interacciones microbianas complejas que
deben entenderse profundamente pero la microbiologia tradicional basada en el
aislamiento y el cultivo de microorganismos (métodos dependientes) ha mostrado
fuertes limitaciones en la comprension de la biodiversidad del ecosistema (Dolci et al.,
2015). Se ha demostrado que las condiciones de cultivo en medios sintéticos no
representan correctamente la estructura de la comunidad y por lo tanto la diversidad
microbiana real es malinterpretada (Temmerman et al., 2004), pues la falta de
conocimiento sobre las condiciones reales de la mayoria de microorganismos en su
habitat natural dificulta desarrollar medios de cultivo que asemejen con precision éstas
condiciones. Adicionalmente, algunas especies son superadas por otras numéricamente
més abundantes (De Oliveira et al., 2019) y las condiciones adversas en el ecosistema
alimentario podrian inducir a las células microbianas a un estado estresado caracterizado
por la incapacidad de producir colonias en los medios de cultivo (Fleet, 1999). Por estas
razones, la tendencia actual es hacia métodos independientes del cultivo, porque se cree
que superan los problemas asociados con el cultivo selectivo y el aislamiento de
microorganismos de las muestras de alimentos (Dolci et al., 2015).

Los métodos independientes de cultivo consisten en nuevas técnicas que se
basan en el analisis directo de ADN para investigar la presencia de microorganismos sin
distinguir entre células viables y muertas, debido a la estabilidad de la molécula (Dolci et
al., 2015).

4.3.1.1. Secuenciacién de ADN

En los dltimos afios, la biologia molecular ha abarcado una amplia gama de
tecnologias basadas en el ADN, como es el caso de la secuenciacion genética que
permite, en una sola ejecucion, determinar la secuencia de nucleétidos de miles a

millones de fragmentos de ADN. Esto ha revolucionado la forma en la que se estudian los



microorganismos y su aplicacion a la microbiologia de los alimentos esta dando lugar a
nuevos e importantes conocimientos sobre este complejo ecosistema microbiano (Dolci et
al., 2015).

Las bacterias se identifican mediante la secuenciacion del ARN ribosomal 16S
que codifica el componente de rRNA 30S del ribosoma bacteriano (Kothari et al., 2018;
X. Wang et al., 2015). Este ARN esta presente en todas las especies bacterianas con una
similitud del 98,65%; actualmente reconocido como el limite para delinear especies (Kim
& Chun, 2014). Los hongos pueden ser identificados a través de la secuenciacion del
rRNA 18S o la regién Espaciadora Transcrita Interna (ITS) de ARN ribosomal (rRNA).
El rRNA 18S es uno de los componentes basicos de las células fungicas y comprende
regiones conservadas e hipervariables. La ITS se encuentra entre los genes de rRNA 18S
y 5.8S y tiene un alto grado de variacion de secuencia. EI rRNA 18S se usa
principalmente para estudios taxonoémicos de alta resolucion de hongos mientras que la
region ITS se usa ampliamente para analizar la diversidad de hongos en muestras

ambientales (Bromberg et al., 2015).

4.3.1.2. Andlisis de rarefaccion

El andlisis de rarefaccion (Sanders, 1968) es una técnica estadistica utilizada para
aproximar el nimero de unidades taxondmicas operacionales (Operational Taxonomic
Units-OTUSs) esperadas en una muestra aleatoria de individuos tomados de una coleccion
de muestras (Kim et al., 2017). Permite hacer comparaciones de numeros de especies
entre comunidades cuando el tamafio de las muestras no es igual. Calcula el nimero
esperado de especies de cada muestra si todas éstas fueran reducidas a un tamafio
estandar, es decir, si la muestra fuera considerada de n individuos (n<N) (C. E. Moreno,
2001). El namero de especies que se habrian registrado dentro de las muestras esta
denotada por:

_ (N— N))/n
E“)—Z“N—/n
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Donde: E(S) = Numero esperado de Especies; N = Numero total de individuos en la
muestra; Ni = NUumero de individuos en la especie i; n = Tamafo de la muestra estandarizado. En

este caso, las muestras son secuencias por muestra.

4.3.1.3. Indices de o diversidad

El término diversidad alfa (o diversidad) fue introducido por Whittaker (1972) y
se refiere a la riqueza de especies de una comunidad; es decir, dentro de un mismo
habitat. La diversidad alfa incluye tanto el namero de especies (riqueza) como la forma
en que se proporciona la importancia entre ellas (uniformidad). La importancia de una
especie es una medida de su actividad bioldgica y de la cantidad de recursos de la
comunidad que utiliza (Whittaker, 1972).

Los indices de o diversidad engloban estimadores de riqueza R (Especies

Observadas, Chaol y ACE) y estimadores de diversidad (Shannon e InvSimpson).

4.3.1.3.1. Especies Observadas (Sobs)
Las Especies Observadas (Sobs) €s un estimador de riqueza R y se refiere al conteo

del niimero de OTUs individuales en una muestra.

4.3.1.3.2. Chaol

El indice Chaol es un estimador de R basado en la abundancia. El primer método
es el estimador simple de Chao (1984) del numero absoluto de especies en un
ensamblaje, el cual se basa en el nimero de especies raras de una muestra (especies que
solo estan representadas por pocos individuos). Colwell & Coddington (1994) llaman a

esta medida Chaol y Chazdon et al. (1998) la describe mediante la ecuacion:
Schao1 = Sobs + iz
2F,

Donde: Sos = EI nimero de especies en una muestra; F1 = ElI nimero de especies
observadas representadas por un solo individuo (singletons); F, = El nimero de especies

observadas representadas por dos individuos (doubletons).
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La estimacion de la riqueza de especies producida por Chaol es una funcion de la
razon de singletons y doubletons, y excedera la riqueza de Especies Observada (Sobs) por
margenes cada vez mayores a medida que aumenta la frecuencia relativa de singletons
(Coddington et al., 1996).

4.3.1.3.3. ACE

El indice ACE (Estimador de cobertura basado en abundancia), también es usado
para estimar la riqueza de especies (Magurran, 2004). ACE se basa en la abundancia de
especies con entre uno y diez individuos; limite que se seleccion6 sobre la base de datos
empiricos (Chao & Yang, 1993). La estimacion se completa sumando el nimero de
especies abundantes, es decir las representadas por > 10 individuos. Siguiendo a Chazdon

et al. (1998), la estimacion de cobertura basada en abundancia (ACE) es:

S. F;
Sace = Sabuna + Cz‘are + C
ACE ACE

2
Y ACE

Donde: Saund = ElI nmero de especies abundantes en una muestra (> 10 individuos);
rare = El numero de especies raras en una muestra (< 10 individuos); Fi = El nUmero de especies
con i individuos (F1 = NUmero de singletons); Nre = EI nimero total de individuos en especies
raras; Y?ace = Estimador del coeficiente de variacion de los F;
1-F

Cace = N
rare

Srare 1121 i(i - 1)F1 ~1 0)
CACE (Nrare)(Nrare - 1) '

YZACE = max <

4.3.1.3.4. Shannon (H’)

El indice Shannon también se le conoce como indice de diversidad de Shannon,
indice de Shannon-Wiener, indice de Shannon-Weaver y entropia de Shannon
(Spellerberg & Fedor, 2003). La medida fue propuesta originalmente por Claude
Shannon para cuantificar la entropia (incertidumbre o contenido de informacion) en
cadenas de texto (Shannon, 1948).

El indice Shannon da el contenido de la informacidn por individuo dentro de una

poblacién infinita:
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N
H' = —Z Pi lnPi
i=1

Donde: P;= La proporcion de individuos en la especie i.

Como medida de heterogenecidad, el indice H toma en cuenta el grado de
uniformidad en la abundancia de especies (Magurran, 2004). Significa el grado de
inseguridad asociado a la identidad especifica de cualquier individuo seleccionado al
azar. Cuanto mayor sea el nimero de especies y cuanto mas iguales sean sus
proporciones, mayor serad la incertidumbre y, por tanto, la diversidad. Debido a que el
contenido de la informacion es una medida de incertidumbre, es una medida valida de
diversidad (Pielou, 1966).

4.3.1.3.5. Inverso de Simpson (1/D)
El indice Simpson (D) es un indice de dominancia que mide la probabilidad de
que dos individuos seleccionados al azar de una muestra pertenezcan a la misma especie

(Simpson, 1949). En su forma més simple, el calculo para una muestra infinita es:

N
D= Z P?
i=1

Donde: P;= La proporcion de individuos en la especie i.

A medida que aumenta D, la diversidad disminuye. Por lo tanto, el indice de
Simpson generalmente se expresa como el inverso (1-D o 1/D) y se considera como un

buen indicador de diversidad (Feinsinger, 2001; Magurran, 2004).

4.4. Calidad de la bebida de café y cafés especiales

Cuando se habla de calidad en la bebida de café se hace referencia a los atributos
sensoriales de la misma. La Asociacion de Cafés Especiales (SCA), por medio de su
Comité de Estadisticas y Estandares, establece un protocolo para la evaluacion de la
bebida que comprende el equipo necesario, la preparacion de la muestra, la evaluacion de

la muestra, puntajes de componentes individuales y puntuacion final (SCA, 2015).
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La SCA recomienda estandares en la evaluacion de la muestra con el que se
analiza la calidad de los atributos de sabor especificos y luego, basandose en la
experiencia previa del catador, las muestras se clasifican en una escala numérica. La
forma de catacion proporciona un medio para registrar importantes atributos para el café:
fragancia/aroma, sabor, retrogusto, acidez, cuerpo, equilibrio, dulzura, uniformidad, taza
limpia, defectos e impresion general (SCA, 2015).

El término Café especial se refiere a un café de buena preparacion, de un origen
Unico y sabor distintivo, que no tiene defectos y tiene un carécter distintivo en la taza, con
un puntaje de 80 puntos 0 mas cuando se clasifica de acuerdo con los estandares de la
SCA (Cague et al., 2002; SCA, 2015). Este concepto hace alusion a la geografia y a los
microclimas, que permiten la produccion de granos de café con sabor Unico y de
caracteristicas particulares que preservan su identidad (Arcila et al., 2007).

A su vez, la Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia (FNC) define los
cafés especiales como “aquellos valorados por los consumidores por sus atributos
consistentes, verificables y sostenibles y por los cuales estan dispuestos a pagar precios
superiores que se traducen en un mayor bienestar de los productores. Estas
caracteristicas estan dadas por el origen del café (categoria origen), por su produccion
en armonia con el medio ambiente (categoria sostenibles) y su compromiso con el

desarrollo social de las comunidades (categoria social) ” (FNC, 2020a).
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5.ESTADO DEL ARTE

Para el analisis del estado del arte relacionado con la diversidad microbiana en
procesos de fermentacion de café y su influencia en la calidad sensorial de la bebida se
adopté un método bibliométrico con enfoque cuantitativo y cualitativo segin la
metodologia propuesta por Cruz-O’Byrne et al. (2020) con base a Angulo Cuentas et al.
(2018), Bildosola et al. (2017) y Fahimnia et al. (2015).

Primero, se definio la ecuacion de busqueda inicial, se descargaron los datos y se
refinaron los resultados. Para la bldsqueda se selecciond la base de datos Scopus de
Elsevier y se consultaron los articulos relacionados con el objeto de estudio mediante la

ecuacion: TITLE-ABS-KEY ( coffee AND fermentation AND ( microb* OR microorganism OR fungi OR
bacter* OR yeast)) AND DOCTYPE ("ar").
Esta ecuacion inicial proporcion6 287 resultados los cuales fueron descargados

para realizar una limpieza de datos y una evaluacion de la calidad de estos segun el objeto
de estudio. Todos los resumenes fueron leidos para identificar aquellos articulos cuyos
estudios corresponden a diversidad microbiana en procesos de fermentacion de café y
fueron descartados aquellos articulos no relacionados.

Luego, teniendo en cuenta las palabras clave de los articulos descartados, se cre6

una nueva ecuacion de busqueda para excluir esos articulos obteniendo la siguiente:

TITLE-ABS-KEY ( coffee AND fermentation AND ( microb* OR microorganism OR fungi OR bacter* OR yeast
) ANDNOT (review OR husk OR waste OR residue OR spent OR spoilage OR by-product OR silverskin OR
skin OR "pulp extract” OR "level of caffeine” OR "value of coffee pulp" OR "coffee bean extract” OR "l. green
coffee” OR "ll. roasted coffee” OR "plant tissue"” OR "fermentation extract" OR "Solid-state fermentation of coffee
pulp” OR "cocoa fermentation” OR theobromine OR bread OR milk OR beer OR cheese OR rice OR wheat
OR kombucha OR kefir OR noni OR mutation OR "gut microbiota" OR intestin* OR disease OR decolour*
OR pancar OR oak OR silage OR weevil OR chitin OR insecticidal OR acrylamide OR "production of 5-
hydroxy"” OR "ethanol production” OR "production of ethanol” OR oil OR biogas OR desempenho OR ohmic))
AND DOCTYPE ("ar").

De dicha ecuacion se obtuvo una lista de 76 articulos. Los articulos fueron leidos
en su totalidad con el propdsito de seleccionar aquellos que estudian diversidad

microbiana en el proceso de fermentacion de café.
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5.1. Estudios relacionados con la diversidad microbiana en el proceso de
fermentacion de café y su influencia en la calidad sensorial de la bebida

Un total de 38 articulos cientificos fueron identificados en los cuales se realiza
estudio de la diversidad microbiana en el proceso de fermentacion de café ya sea por
métodos dependientes o0 independientes de cultivo. De dichos articulos, 23
investigaciones fueron realizadas mediante métodos independientes de cultivo y so6lo 9
incluyen el andlisis sensorial de la bebida aplicando el protocolo de catacion de la
Asociacion de Cafés Especiales (SCA, 2015).

En Brasil se ha estudiado ampliamente la diversidad microbiana en procesos de
fermentacion de Coffea arabica L. a través de biologia molecular. Diversidad de
bacterias y hongos (y/o levaduras) en general han sido determinados en dicho pais (De
Melo Pereira et al., 2015; Evangelista et al., 2015; Martins et al., 2020; Vilela et al.,
2010), en China (Feng et al., 2016; Zhang et al., 2019b), en Cameran (Hamdouche et al.,
2016), en Ecuador (De Bruyn et al., 2016; Pothakos et al., 2020), en Australia (Elhalis et
al., 2020) y en Colombia en el departamento de Narifio (De Oliveira et al., 2019).

Se han realizado investigaciones en Brasil de solo bacterias (De Carvalho Neto et
al., 2018a) y de sblo levaduras en el mismo pais (De Carvalho Neto et al., 2017; De Melo
Pereira et al., 2014) y en Tanzania (Masoud et al., 2004). De levaduras especificas en
Brasil (Bressani et al., 2020) y en Corea (Haile & Kang, 2019b). De determinadas
bacterias y/u hongos en Brasil (De Carvalho Neto et al., 2018b; Evangelista et al., 2014a,
2014b; Martinez et al., 2017; Ribeiro et al., 2018) y en Ecuador (Zhang et al., 2019a).

De los estudios anteriormente mencionados, el anélisis sensorial de la bebida han
sido incluidos en las investigaciones realizadas por Bressani et al. (2020), De Carvalho
Neto et al. (2018a), De Melo Pereira et al. (2014, 2015), Evangelista et al. (2014a,
2014b), Martinez et al. (2017), Martins et al. (2020) y Ribeiro et al. (2018).

5.2. Principales microorganismos encontrados en el proceso de fermentacion de café
y su influencia en la calidad sensorial de la bebida
Las bacterias acidolacticas (BAL) han sido reconocidas como un componente

integral del procesamiento del café (De Melo Pereira et al., 2020). De este tipo de
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bacterias, se han identificado diferentes géneros como Weissella, Lactococcus,
Lactobacillus y Leuconostoc en el departamento de Narifio en Colombia por De Oliveira
et al. (2019), en China por Zhang et al. (2019b), en Ecuador por Pothakos et al. (2020) y
en Brasil por De Carvalho Neto et al. (2018b), Martins et al. (2020) y Ribeiro et al.
(2018). El género Leuconostoc ha sido reconocido como grupo microbiano dominante en
la fermentacion del café en Brasil, Colombia y Ecuador, siendo considerado como una
bacteria central en la fermentacién del grano de café a nivel mundial (De Carvalho Neto
et al., 2018b; De Melo Pereira et al., 2020; De Oliveira et al., 2019; Pothakos et al.,
2020).

Las BAL son un grupo microbiano de sustancial importancia econémica que ha
sido ampliamente utilizado como cultivo iniciador en la produccion de alimentos
fermentados (De Melo Pereira et al., 2020). En el café, se asocian con la generacion de
compuestos aromaticos volatiles que influyen en la calidad de la bebida proporcionando
atributos sensoriales florales y frutales (Wang et al., 2019).

Las levaduras también juegan un papel importante en el proceso de fermentacién
y se ha demostrado que promueven la produccién de bebidas de café de alta calidad
(Haile & Kang, 2019). Entre los géneros de levaduras mas reportados se encuentran
Pichia, Candida, Saccharomyces y Hanseniaspora (De Oliveira et al., 2019; Martins et
al., 2020; Pothakos et al., 2020; Zhang et al., 2019b). Mientras que el género
Saccharomyces ha sido identificado como dominante en Brasil (De Carvalho Neto et al.,
2017) y Hanseniaspora en Ecuador (Pothakos et al., 2020), Pichia fue reportado como
microorganismo lider de la fermentacion de café en Colombia (De Oliveira et al., 2019).
Este género ha sido reconocido por su importancia econdmica al influir en la produccién
de bebidas con atributos dulces, florales y frutales (De Melo Pereira et al., 2014, 2015;
Evangelista et al., 2014a, 2014b).

Cabe resaltar que las BAL y las levaduras presentan un sinergismo como
consecuencia de sus metabolismos. Por un lado, la accion de las levaduras en la autolisis
provoca la liberacion de nutrientes que favorecen el crecimiento bacteriano (Fleet, 2003).
Por otro lado, la acidificacién resultante de la fermentacion por LAB crea un ambiente

optimo para el desarrollo de las levaduras (De Melo Pereira et al.,, 2017). Estas
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interacciones positivas han sido reportadas como promotoras de caracteristicas
sensoriales en vino, masa madre y yogurt. Sin embargo, la informacién sobre estos
mecanismos en la fermentacion del café es escasa (De Melo Pereira et al., 2020).
Considerando los diferentes estudios de diversidad microbiana en la fermentacion
de café llevados a cabo en distintas partes del mundo y la diferencia entre los
microorganismos reportados en cada uno de ellos, se concluye que cada diversidad es
especifica del nicho donde se presenta (De Oliveira et al., 2019). Estos microorganismos
forman microbiomas concretos, produciendo durante el proceso de fermentacion
metabolitos diferenciales que influyen directamente en la composicién de los granos de
café y que conlleva a producir bebidas con sabores distintivos en cada zona cafetera. Por
ello, nace la necesidad de conocer la diversidad microbiana presente en el proceso de
fermentacion de café en la Sierra Nevada de Santa Marta, siendo este proyecto la primera
investigacion realizada en la region, la cual es reconocida por ser la montafia costera mas
alta del mundo y por su café de alta calidad. Los datos obtenidos contribuyen a una
mayor comprension de la riqueza y diversidad microbiana de la region, abriendo asi las
posibilidades de aplicacion de cultivos iniciadores que conlleven a mejorar y estandarizar
los procesos de fermentacion de café que garanticen la produccién de granos con

caracteristicas deseables.
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6. MATERIALES Y METODOS
La investigacion consistio en tres andlisis principales: Un analisis fisicoquimico y
uno microbioldgico realizado a partir de muestras obtenidas directamente de la fase de
fermentacion de C. arabica L. y un andlisis sensorial llevado a cabo al final de proceso de
beneficio con el fin de establecer la relacion existente entre las variables estudiadas
durante el proceso de fermentacion y la calidad final de la bebida. La metodologia usada

en el presente proyecto se resume en la Figura 3, la cual esta enlazada con los objetivos

especificos.
A
- MM
almacafé :
— 7
CAFICOSTAS &2 cenes
TRILLA RELACION DIV.
CLASIFICACION . R LAVADO 6004 TOSTADO 5 MICROBIANA Y
* = DESpuiPADD  HEL QE, SECADO ™ moLiEnpA = CATACION == (a[1pAD SENSORIAL
- - PREPARACION DE LA BEBIDA
A 1 kg x3
FERMENTACION (12 muestras)
0, 6,12, 18,24,30,36 h
50 gx2
(14 muestras) CENTRO \ncm‘:AL
DE SECUENCIACION
GENOMICA - CNSG
OBJ.ESP. 1 OBJ. ESP. 2 OBJ.ESP. 3 OBJ.ESP. 4
Analisis fisicoquimico Aprox. Diversidad microbiana Analisis sensorial Andlisis
T, pH, °Bx (x3) Extraccién ADN, cuantificacién, amplificacién Protacolo de estadistico
genes 165 e ITS, Secuendiamiento, analisis catacidn

bioinformatico (x2)

Figura 3. Metodologia aplicada en el estudio de caracterizacion de la diversidad microbiana
presente en el proceso de fermentacion de Coffea arabica L. y su influencia en la calidad
sensorial de la bebida en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM)

6.1. Descripcion del area de estudio y el procesamiento del café

El estudio se llevd a cabo en la planta de beneficio La Maria de la finca
Barlovento ubicada en la vereda La Tagua, Corregimiento Minca, Municipio Santa
Marta, en las estribaciones de la Sierra Nevada (Figura 4).

La finca Barlovento se sitia a una altura entre los 1593 y 1759 msnm
(11°04'45,91"N - 74°02'18,87"0). Posee un cultivo de C. arabica L. bajo sol y
semisombra, intercalado con aguacate Hass en un area de 4 ha. Los frutos de café
maduros producidos en la finca son cosechados de forma manual, empacados en sacos de
yute y enviados en mulas hasta la planta de beneficio ubicada a pocos kilometros de

distancia (Figura 5).
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Figura 4. Ubicacion de la finca Barlovento y la planta de beneficio La Maria, SNSM

Figura 5. Plantacion de café en la finca Barlovento, SNSM.
A) Frutos maduros (cerezas); B) Empaque de las cerezas cosechadas; C) Transporte de las
cerezas a la planta de beneficio
La planta de beneficio La Maria estd ubicada a una altura de aproximadamente
1618 msnm (11°04'54,58"N - 74°02'52,91"0) y las cerezas son procesadas mediante
método himedo. Una vez los frutos frescos son recibidos se someten a seleccion
vertiéndolos en agua para después ser despulpados mecanicamente (Estrella #6; JM

Estrada, Antioguia, Colombia). Las cerezas despulpadas son sumergidas en agua en
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tanques de cemento (1,65 m x 3,50 m x 0,80 m) para que se desarrolle la fermentacion
por 36 horas. Luego, la masa fermentada se lava y se deja secar al sol por 5 dias (Figura
6). Ya secos los frutos, el café pergamino es empacado en sacos de yute y llevados a
laboratorios de la ciudad de Santa Marta para proseguir con su procesamiento que

engloba la trilla, el tostado y la molienda.

CLASIFICACION DESPULPADO FERMENTACION

36 horas

SECADO =)
5 dias

6.2. Muestreo

El muestreo del café en fermentacion se llevo a cabo en febrero de 2020. El
ambiente exterior se caracteriz6 por poseer una temperatura entre los 14 y 19 °C y una
humedad relativa entre 69 y 87% (Tabla 1). Muestras de 50 g de masa de café fueron
recolectadas por duplicado cada 6 horas (0, 6, 12, 18, 24, 30 y 36 h) en tubos Falcon
estériles y almacenadas en hielo seco durante su transporte al laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad del Magdalena donde fueron finalmente almacenadas a -
80°C hasta su analisis molecular para establecer la diversidad microbiana presente. Las
caracteristicas fisicoquimicas fueron analizadas por triplicado in situ al momento de

tomar las muestras anteriormente mencionadas.
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Tabla 1. Condiciones ambientales durante el muestreo del café en fermentacion en la
Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM)

Tiempo de Temperatura Humedad
fermentacion (h) (°C) relativa (%)
0 17 81
6 15 83
12 14 79
18 19 72
24 19 69
30 16 87
36 14 84

Adicionalmente, se tomaron por triplicado muestras de 1 kg de café fermentado a
las 18, 24, 30 y 36 horas. Dichas muestras fueron lavadas y secadas durante 5 dias bajo el
sol. Una vez secas, de cada una de las muestras se tomaron 600 g de café pergamino los
cuales fueron empacados en sacos de yute para ser transportadas a los laboratorios de
Almacafé, Caficosta y RedEcolsierra en la ciudad de Santa Marta para continuar con su
procesamiento de trilla, tostado y molienda para finalmente ser preparados y catados de
acuerdo al protocolo de la Asociacion de Cafés Especiales (SCA, 2015), y asi establecer

la calidad de la bebida para cada una de las muestras.

6.3. Analisis fisicoquimico

El andlisis fisicoquimico incluy6 la medicién del pH, los grados Brix (°Bx) y la
temperatura del café en fermentacion a las 0, 6, 12, 18, 24, 30y 36 h. El pH y la
temperatura fueron determinadas usando un pHmetro multipardmetro HI2020 edge®
(Hanna Instruments, Woonsocket, Estados Unidos), y los grados Brix con un

refractometro Abbe-2WAJ (PCE Instruments, Southampton, Reino Unido).

6.4. Analisis microbioldgico por método independiente de cultivo
6.4.1. Extraccion de ADN total
Para la extraccion de ADN total de las muestras de mucilago de café

tomadas por duplicado a las 0, 6, 12, 18, 24, 30 y 36 h, fue usado un kit de extraccion



DNeasy® PowerLyzer® PowerSoil® (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo

establecido por el fabricante (Figura 7) (Qiagen, 2020). EI ADN obtenido fue almacenado

a -80°C para aplicaciones posteriores.
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Agregar (.25 g de muestra de café al tubo PowerBead
Agregar 750 pL de solucion PowerBead

Agregar 60 pL dela solucion C1

WVortex a velocidad maxima / 10 min

Centrifugar a 10000x g/ 30s
Transferir &l sobrenadante (400 — 500 pL) a un tubo Eppendorf de 2 mL

Agregar 250 pL de solucion C2
Vortex / 5 min
Incubar a 2-8°C/ 5 min

Centrifugar a 10000 x g/ 1 min
Transferir 600 pL de sobrenadante a un tubo Eppendorf de 2 mL

Agregar 200 pL de solucién C3
Vortex brevemente
Incubara2-8°C/ 5> min

Centrifugar a 10000 x g/ 1 min
Transferir 750 L de sobrenadante a un tubo Eppendorf de 2 mL

Agregar 1200 puL de solucion C4
Vortex / 5 min

Transferir 675 puL de sobrenadante a una columna de centrifugacion
Centrifugar a 10000 x g/ 1 min

Desechar flujo continuo

Agregar 675 pL adicionales de sobrenadante

Centrifugar a 10000 x g/ 1 min

Agregar el sobrenadante restante

Centrifugar a 10000 x g/ 1 min

Agregar 500 pL de solucion C3
Centrifugar a 10000x g/ 30 s
Desechar el flujo confinuo
Centrifugar a 10000x g/ 30 =

Colocar 1a columna de centrifugado en un tubo Eppendorfde 2 mL
Agregar 100 pL de solucion C6 al centro de la membrana del filtro

Centrifugar a 10000x g/ 30 =
Desechar 1a columna de centrifugacion

Figura 7. Procedimiento de extraccion de ADN usando DNeasy® PowerLyzer® PowerSoil®
Modificado de Qiagen (2020)
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6.4.2. Cuantificacion de ADN total

La cuantificacion de ADN total de doble cadena (dsSADN) de las 14 muestras
obtenidas se realiz6 mediante el método de fluorescencia usando el kit de ensayo de
dsDNA Quant-iT™ PicoGreen® (Invitrogen, California, Estados Unidos) siguiendo el
protocolo establecido por los productores (Invitrogen, 2008). Este método al usar
reactivos fluorescentes es mas especifico que el método por espectrofotometria UV
basado en la determinacién de la absorbancia a 260 nm. Esto se debe a que los métodos
basados en fluorescencia utilizan tintes que cuantifican de manera especifica y precisa el
dsDNA incluso en presencia de contaminantes.

Inicialmente se prepard la solucion tampén TE con el componente B (20X TE)
que contiene Trisaminometano (Tris-HCI) 200 mM, Acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 20 nM a pH de 7. Dicha preparacién consistio en la obtencién de una solucién
1X TE mediante una dilucién 1:20 del tampdn concentrado en agua destilada.

Pocas horas antes de realizar la cuantificacion, se prepar6 el reactivo con el
componente A (dsDNA Quant-iT™ PicoGreen®) que contiene Dimetilsulfoxido
(DMSOQ), el cual es un tinte. En dicha preparacion se realiz6 una solucién acuosa que
consiste en una dilucion 1:200 de la solucion concentrada de DMSO en TE en un
recipiente de plastico, ya que el reactivo puede absorberse en las superficies de vidrio.
La solucion tampdn TE se utiliza para diluir el tinte Quant-iT™ PicoGreen® y debido a
que es un reactivo de deteccion extremadamente sensible para dsADN, es imperativo que
la solucién de TE utilizada esté libre de &cidos nucleicos contaminantes. EI tampon 20X
incluido en el kit estd certificado como libre de acido nucleico y libre de Actividad
Desoxirribonucleasa (ADNasa) (Invitrogen, 2008). Una vez obtenido el reactivo, se
cubrié con papel aluminio y se mantuvo en la oscuridad debido a que el tinte es
susceptible a la fotodegradacion.

Se diluyé cada solucion de ADN extraido en la solucion TE hasta un volumen
final de 1 mL en tubos Eppendorf de 2 mL. Se afiadio 1 mL de la solucion acuosa del
reactivo Quant-iT™ PicoGreen® a cada muestra y se incubaron entre 2-5 min a
temperatura ambiente protegido de la luz. Pasado el tiempo de incubacién, se midié la

fluorescencia de las muestras utilizando un fluorémetro Qubit™ (Invitrogen, California,
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Estados Unidos), se resto el valor de fluorescencia del blanco de reactivo del de cada una
de las muestras y se determind la concentracion de ADN de cada muestra a partir de la
curva estandar (Figura 8) generada de acuerdo con las especificaciones del fabricante
usando el componente C (Estandar de ADN Lambda) (Invitrogen, 2008). Los resultados

obtenidos de la cuantificacion del ADN se presentan en la Tabla 2.

Fluorescencia

0 230 iEIrD .‘-310 1000
ADN (ng/mL)
Figura 8. Curva de cuantificacion de ADN usando dsDNA Quant-iT™ PicoGreen®
Modificado de Invitrogen (2008)

Tabla 2. Concentracién de ADN obtenido de las muestras tomadas durante el proceso de
fermentacion de C. arabica L. en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM)

Tiempo de o Concentracion de ADN
fermentacion (h) Réplica ug/pL ng/uL
0 1 0,003 3
2 0,004 4
6 1 0,010 10
2 0,005 5
12 1 0,006
2 0,007 7
18 1 0,013 13
2 0,021 21
24 1 0,002 2
2 0,007 7
30 1 0,003 3
2 0,002 2
36 1 0,043 43
2 0,019 19
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6.4.3. Secuenciamiento de bacterias y hongos

El ADN genomico extraido de cada una de las muestras fue normalizado (diluido)
con solucion TE a una concentracion de 10 ng/uL. Esto se realiza debido a que
concentraciones desiguales de bibliotecas de diferentes tipos y calidades de muestra
pueden dar lugar a inconsistencias en la calidad de los datos. Unificar estas bibliotecas
mediante la normalizacion ayuda a producir datos de secuenciacidén consistentes y
confiables (Tesin, 2019). Posteriormente para cada muestra, se prepararon y secuenciaron
librerias pareadas de 300bp de la plataforma Illumina Miseq (Macrogen Inc, Seoul,
Republica de Korea).
Las regiones hipervariables V3-V4 del gen bacteriano rRNA 16S fueron amplificadas
usando los cebadores (primers) Bakt 341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') y
Bakt 805R (5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") (Herlemann et al., 2011). La
region intergénica ribosomal (ITS) del rRNA eucariota (hongos), fue amplificada usando
los cebadores (primers) ITS3F (5'- GCATCGATGAAGAACGCAGC-3') y ITS4R (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (Shen et al., 2020; White et al., 1990). EI programa
de amplificacion consistié en un 1 ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 3 min, 25 ciclos
de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 30 s, seguido de una extension final a 72°C
por 5 min y finalmente almacenado a 4°C (lllumina, 2013). Los fragmentos obtenidos
para 16S tuvieron un tamafio entre 440 - 465 pb y para ITS entre 316 - 420 pb. Los

primers forward y reverse contenian las secuencias de los adaptadores.

6.5. Analisis sensorial

Las muestras de café tomadas por triplicado a las 18, 24, 30 y 36 h, y
posteriormente secadas, fueron sometidas a trilla, tostado, molienda y preparacion en los
laboratorios de Almacafé, Caficosta y Red Ecolsierra teniendo en cuenta el protocolo de
catacion establecido por la Asociacion de Cafés Especiales (SCA, 2015). La calidad de
la bebida de cada una de las 12 muestras fue establecida por un panel de catadores
entrenados con certificado Q-Grader (Evangelista et al., 2014a) pertenecientes a los

laboratorios anteriormente mencionados. Los atributos sensoriales evaluados
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corresponden a fragancia/aroma, sabor, retrogusto, acidez, cuerpo, equilibrio, dulzura,
uniformidad, taza limpia, defectos e impresion general (SCA, 2015).

Los atributos especificos son puntuaciones positivas de calidad que reflejan una
calificacion de juicio por parte del catador, los defectos son puntuaciones negativas que
denotan sensaciones de sabor desagradables y el puntaje general se basa en la experiencia
de sabor del catador individual como una evaluacion personal. Los puntajes de cada
atributo se registraron en el cuadro correspondiente en el formulario de catacion.

El puntaje final se calculé sumando primero los puntajes individuales dados para
cada uno de los atributos principales en la casilla marcada “puntaje total”. Los defectos se
restaron del “Puntaje total” para llegar a un “Puntaje final” comprendido entre 0 y 100
puntos. Adicionalmente, los catadores proporcionaron una descripcion de las
caracteristicas sensoriales de cada bebida. La Tabla 3 muestra la clave de puntuacion que
ha demostrado ser una forma significativa de describir el rango de calidad del café para el

puntaje final.

Tabla 3. Clasificacién de la calidad de la bebida de café de acuerdo con el puntaje final del
protocolo de catacion

Puntaje Calidad de café
< 80,00 Café no especial
80,00 - 84,99 Café especial muy bueno
85,00 - 89,99 Café especial excelente
90,00 - 100,00 Café especial excepcional

Fuente: SCA (2015)

6.6. Analisis bioinformatico

Los reads crudos (secuencias inferidas de pares base) obtenidos de la
secuenciacion de las muestras fueron analizadas usando la plataforma MOTHUR v1.39.5
y se siguio el protocolo estandar para librerias de Illumina Miseq (SOP) (Schloss et al.,
2009).
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6.6.1. Bacterias

Los reads pareados o paired-end (PE) reads, fueron ensamblados usando la
herramienta make.contigs de MOTHUR v1.39.5 y alineados a la base de datos de
referencia del 16S Silva (Silva.nr v138). Posteriormente se utilizé el algoritmo
VSEARCH para remover las secuencias quiméricas. Las secuencias de linajes no
bacterianos (Secuencias de origen mitocondrial, cloroplasto, de arqueas y de eucariotas)
fueron removidas para los analisis posteriores.

Se utilizd la rutina dist.seqs para agrupar los reads en unidades taxondmicas
operacionales (Operational Taxonomic Units-OTUs), considerando una distancia limite
entre secuencias de 0,03. Los datos fueron normalizados con el método totalgroup. La
clasificacion filogenética de los OTUS fue realizada con la herramienta Clasiffier de la
base de datos del RDP (Ribosomal Database Project-RDP) con un umbral de 80 (80
Bootstrap threshold) (Cole et al., 2014).

La diversidad microbiana para cada muestra fue calculada con el paquete
Phyloseq del software R (R v3.6.3). Ademas, se realiz6 un analisis de rarefaccion y se
calcularon los indices de diversidad alfa incluyendo: Especies Observadas, Chaol, ACE,

Shannon e InvSimpson.

6.6.2. Hongos

Los reads pareados o paired-end (PE) reads, fueron ensamblados usando la
herramienta make.contigs de MOTHUR v1.39.5 y alineados a la base de datos de
referencia del UNITE version 04.02.2020. Posteriormente se utilizd el algoritmo
VSEARCH para remover las secuencias quiméricas. Las secuencias de linajes no fungicos
(Secuencias de origen desconocido y de protistas y plantas -unknown-Plantae-Protista-)
fueron removidas para los analisis posteriores.

Se utilizé la rutina dist.seqs para agrupar los reads en unidades taxonomicas
operacionales (Operational taxonomic units-OTUs), considerando una distancia limite
entre secuencias de 0,03. Los datos fueron normalizados con el método totalgroup. La

clasificacion de los OTUs fue realizada con la herramienta classify.seqs del programa
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MOTHUR con el método k-nearest neighbor con un valor cutoff de 80. Para cada
muestra realiz6 andlisis de rarefaccion y se calcularon los indices de diversidad alfa

incluyendo: Especies Observadas, Chaol, ACE, Shannon e InvSimpson.

6.7 Analisis estadistico

Los datos generados en las variables estudiadas fueron tabulados en Microsoft
Excel v.2104. A los valores obtenidos del anélisis fisicoquimico, microbiologico y
sensorial se les calcul6 la media, la desviacion estandar y fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de p = 0.05 en el software estadistico
InfoStat v.2020 con el fin de establecer diferencias significativas en las caracteristicas
evaluadas, ademas se les aplico el método de comparacién de LSD Fisher para establecer
si los resultados a las distintas horas de muestreo de cada variable son significativamente
diferentes.

Los valores obtenidos para cada variable también fueron sometidos a una
correlacion de Spearman para evaluar la dependencia entre ellos en el software

estadistico R v4.0.3 y fueron graficados usando la libreria corrplot.
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7. RESULTADOS

7.1. Andlisis fisicoquimico

Los resultados de las caracteristicas fisicoquimicas (pH, temperatura y Grados
Brix) durante el proceso de fermentacion de café en la SNSM se encuentran consignados
en la Tabla 4. Se presentd una disminucion del pH pasando de 5,37 a 3,96 y los Grados
Brix de 6,53 °Bx a 4,30 °Bx a través de las 36 horas de fermentacion, evidenciando una
correlacion positiva entre ellos (p = 0,88) (ANEXO A). Respecto a la temperatura de la
masa del café, ésta se situd entre los 17,30°C y 22,57°C y fue superior a la temperatura

ambiental en las horas muestreadas (Tabla 1 y Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas durante el proceso de fermentacion de C. arabica L. en la
Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM)

Tiempo d_e Caracteristicas fisicoquimicas
Fermentacion

(h) pH Temperatura (°C)  Grados Brix (°Bx)
0 537+£0,16 D 22,50£0,26 D 6,53+0,12C

6 517+0,12D 19,47+0,12B 6,40 £0,17 C

12 4,75+£0,14C 19,13+0,60 B 5,00£0,00B

18 431+0,11B 20,87£0,25C 4,93+0,06 B

24 4,10+ 0,11 AB 2257+0,31D 427+0,65A

30 4,07+£0,12 A 19,27+0,40B 4,30+£0,00 A

36 3,96 £0,09 A 17,30 £ 0,26 A 4,30+£0,00 A

Medias con una letra comun (columnas) no son significativamente diferentes en prueba LSD de Fisher (p > 0,05)

7.2. Analisis microbioldgico
7.2.1. Generalidades del secuenciamiento profundo

Los resultados generales del secuenciamiento de los genes 16S e ITS se
encuentran consignados en la Tabla 5. De las secuencias crudas generadas, se asignaron
OTUs a nivel de género alrededor de 21.000 para 16S y de 41.000 para ITS. El anélisis
de rarefaccion mostré un valor de cobertura >99% (>0,99) en el caso de las bacterias y
>98% (>0,98) en el de hongos, indicando que el muestreo fue suficiente y presenta las

caracteristicas apropiadas para estudiar la diversidad en las muestras de interes.
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Tabla 5. Resultados generales del secuenciamiento profundo de muestras obtenidas del proceso de fermentacion de C. arabica L. en la
Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM)

165 ITS

Tiempo o_le; . . i

T e P sy, s RS L
(Q30) (Q30)

0 1 218778 81,70 21058 0997911 156680 7255 41041 0996979

2 191614 81,95 21074 0,999098 265918 75,07 41208 0989953

. . 711402 8443 21045 0.992682 235050 80,82 41154 0,988507

2 160450 85,21 21020 0,093245 212824 80,74 41106 0,990926

12 1 165160 84,62 21028 0,996814 230084 79,57 41091 0.994865

, Y1656 8450 21046 0.995058 237428 80,02 41095 0,995603

18 1 179950 85,05 21036 0,996202 231448 7941 41074 0,995666

2 174162 84,32 21030 0,996053 234616 78,45 41063 0,995519

24 1 244624 84,21 21019 0,996765 209872 79,50 41065 0.997127

2 881762 84,99 21004 0,997239 205440 80,20 41091 0.995449

30 1 203898 84,96 21041 0,996578 230342 79,86 41076 0.996567

, 200004 8420 21057 0.996248 240226 79,03 41062 0,997175

36 1 232694 84,51 21057 0,995726 244706 79,28 41077 0.995155

2 189208 84,51 21038 0,996578 241996 79,56 41081 0,996422




7.2.2. Abundancia, riqueza y diversidad microbiana

La abundancia de las poblaciones microbianas durante el proceso de fermentacion
de café en la SNSM se puede observar en la Figura 9. A nivel general, durante el proceso
de fermentacion, las bacterias fueron mas abundantes que los hongos.

Las bacterias evidencian su menor abundancia al inicio del proceso, aumentando
hasta las 24 horas donde alcanzan su mayor valor y posteriormente disminuyen. Los
hongos no muestran fluctuaciones significativas en su abundancia, sin embargo, a las 0

horas presenta su mayor poblacion y a las 6 horas la menor.

250000.0
200000.0

150000.0
m Bacterias

mHongos
100000.0

JO000,0

Abundancia (Niumero de secuencias)

0.0
] 6 12 18 24 30 36
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Figura 9. Abundancia de poblaciones microbianas durante el proceso de fermentacion de C.

arabica L. en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM)
Medias con una letra comin (columnas) no son significativamente diferentes en prueba LSD de Fisher (p > 0,05)

Los resultados obtenidos de los indices de diversidad alfa (a diversidad) se
encuentran en la Tabla 6. Por un lado, un mayor valor en los indices de especies
observadas, Chaol y ACE indica una mayor riqueza. Por otro lado, un mayor valor en los
indices Shannon e Inverso de Simpson indican una mayor diversidad de especies en
funcion de la riqueza de especies y su abundancia relativa. En general se evidencia que,
durante el proceso de fermentacion de café en la SNSM, la riqueza de hongos (ITS) es
superior a la de bacterias (16S). Sin embargo, la poblacion bacteriana presenta mayor

diversidad que la de hongos.
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Tabla 6. indices de riqueza y diversidad de poblaciones microbianas de las secuencias de genes de rRNA 16S (Bacterias) y rRNA ITS
(Hongos) de muestras obtenidas del proceso de fermentacion de C. arabica L. en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM)

Tiempo de Especies Observadas Chaol ACE

fermentacion
(h) 16S ITS 16S ITS 16S ITS
0 393,50 £ 75,66 C 416,00 £197,99B 41597 +95,34 AB  1546,26 £ 141125 A 405,12 £ 8253 AB 1575,09 + 1571,14 A
6 270,50 £ 16,26 B 707,00£59,40C 602,31 +2,69B 1740,48 + 477,18 A 580,95+2,70 B 1676,02 + 386,30 A
12 154,50 + 24,75 A 374,50 £ 9,19 AB 367,30 £ 169,36 A 644,81 + 101,64 A 399,63 + 166,98 AB 761,42 + 14514 A
18 151,00 £ 2,83 A 322,00 £ 18,38 AB 307,38 £ 25,83 A 783,95 + 244,07 A 327,98 £ 48,48 A 768,41 £ 59,93 A
24 128,00+ 11,31 A 255,00 £ 60,81 AB 250,31 +17,31 A 602,06 £ 272,70 A 264,69 + 36,62 A 650,91 £ 241,14 A
30 134,00+ 1,41 A 204,00 £24,04 A 327,99 £17,56 A 1117,75+£ 570,28 A 334,25+ 39,99 A 594,28 + 30,46 A
36 148,00 £ 5,66 A 259,50 + 30,41 AB 306,64 £ 79,40 A 928,69 + 631,88 A 353,92 £ 87,27 A 871,29 + 302,83 A

Continuacion. ..

Tiempo de Shannon InvSimpson

fermentacion
(h) 16S ITS 16S ITS
0 3,90+0,10D 1,74 £ 0,49 CD 17,10+ 2,27 C 2,56 + 0,88 AB
6 2,12+0,07C 2,25+0,28D 437+0,54B 3,28+£0,89B
12 1,54+ 0,06 A 1,53+ 0,02 ABC 2,38+ 0,13 AB 2,05£0,35A
18 148+0,01 A 155+0,11 BC 2,24+0,04 A 2,30 £ 0,06 AB
24 181+0,04B 1,00 £ 0,07 A 3,54 +0,31 AB 1,65+0,17 A
30 1,76 £+ 0,05B 1,03+ 0,14 AB 3,77 £0,02 AB 181+020A
36 1,68+0,04B 1,13+ 0,07 AB 3,38+ 0,06 AB 191+0,16 A

Medias con una letra comdn (columnas) no son significativamente diferentes en prueba LSD de Fisher (p > 0,05)



La mayor riqueza de bacterias representada por las Especies Observadas se
presento al inicio de fermentacion, mientras que los indices Chaol y ACE mostraron la
mayor riqueza a las 6 horas de fermentacion. En los tres indices de riqueza, se identifica
el menor valor a las 24 horas. Respecto a los hongos, los tres indices de riqueza
mostraron un mayor valor a las 6 horas de fermentacidén. Los indices de Especies
Observadas y ACE sugirieron la menor riqueza de hongos a las 30 horas, mientras que el
indice Chaol presentd el menor valor a las 24 horas de fermentacion.

En el caso de los indicadores de diversidad (Shannon e InvSimpson), ambos
mostraron la mayor diversidad de bacterias al inicio de la fermentacién y su menor
diversidad a las 18 horas. Por otro lado, ambos indices presentaron la mayor diversidad

de hongos a las 6 horas de fermentacién y la menor diversidad a las 24 horas.

7.2.3. Abundancia relativa de géneros microbianos

La Figura 10 muestra el top 15 de géneros bacterianos y fangicos identificados
durante el proceso de fermentacion de café en la SNSM de un total de 695 géneros de
bacterias y 156 de hongos (ANEXO B y ANEXO C). Los géneros bacterianos
relacionadas engloban el 97,65% del total de las secuencias del gen rRNA 16S del
conjunto de muestras, donde el género Leuconostoc es predominante con el 43,77%,
seguido de Acetobacter (22,08%), Lactobacillus (11,36%) y Weissella (11,27%).
Respecto a los géneros fungicos relacionados, éstos comprenden el 99,10% de las
secuencias del gen rRNA ITS y son liderados por Kazachstania (51,53%), Hongo no
clasificado 1 (21,94%), Hongo no clasificado 2 (10,84%) y Hanseniaspora (3,32%).

Las bacterias del género Leuconostoc presenta su menor poblacion al inicio del
proceso de fermentacion, aumentando hasta las 18 horas donde se posiciona como el
género predominante con el 65,47% de la abundancia relativa y vuelve a disminuir hasta
el final del proceso. Acetonacter muestra su menor abundancia a las 18 horas y aumenta
hasta el final del proceso donde representa el género con mayor nimero de individuos
con el 42,91% de la abundancia. Lactobacillus evidencia su mayor abundancia a las 6
horas, la cual disminuye hasta las 30 horas alcanzando su menor valor y vuelve a

aumentar en pequefia proporcién a las 36 horas. Weissella presenta el menor nimero de
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individuos al inicio de fermentacion, el cual asciende hasta las 30 horas alcanzando su
valor maximo y vuelve a disminuir al final del proceso. Los demas géneros bacterianos
relacionados en la Figura 10A evidencian poblaciones significativamente inferiores a los

predominantes.
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Figura 10. Top 15 de géneros microbianos presentes durante el proceso de fermentacién de C.
arabica L. en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM). A) Bacterias; B) Hongos
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En cuanto a los géneros fungicos, Kazachstania presenta su menor poblacién al
inicio de la fermentacion y alcanza su mayor abundancia a las 24 horas, siendo el género
predominante el resto del proceso con el 66,57% a las 24 h, 64,97% a las 30 h y 63,85% a
las 36 h. Seguido se encuentra el género del Hongo no clasificado 1 que se posiciona
como el mas abundante al inicio del proceso con el 60,99% y muestra su menor
poblacién a las 12 h aumentando hasta finalizar el proceso. El género del Hongo no
clasificado 2 evidencia su mayor numero de individuos a las 6 h y disminuye hasta las 36
h donde alcanza su punto minimo. El resto de los géneros de hongos relacionados en la
Figura 10B poseen su mayor poblacion en las primeras 12 horas de fermentacion con

abundancias relativas significativamente menores a los tres géneros lideres.

7.3. Andlisis sensorial

Los resultados obtenidos de la calidad sensorial de las bebidas obtenidas de los
granos de C. arabica L. fermentados en la SNSM por 18, 24, 30 y 36 h se encuentran en
la Tabla 7. De manera general, se obtuvieron puntajes superiores a 80 puntos
clasificandolos como café especial, sin embargo, la bebida preparada con los granos
fermentados por 36 h alcanz6 el mayor puntaje promedio clasificado como café especial
excelente; caracterizado por poseer sabor dulce (panela, miel, caramelo, crema), acidez
media-alta, notas de chocolate, frutales (durazno, naranja, frutos secos, drupas, maracuya)

y florales (Rosas, Limoncillo).

7.4. Influencia de las variables estudiadas sobre la calidad sensorial de la bebida

En la Figura 11 se muestra de manera grafica las correlaciones existentes entre las
caracteristicas fisicoquimicas, los indices de diversidad alfa y la calidad sensorial de las
bebidas obtenidas de la fermentacién de café en la SNSM. La calidad sensorial de la
bebida posee una correlacion positiva perfecta (p = 1) con la riqueza de hongos ACE (H),
una dependencia positiva (p = 0,80) con las especies observadas de hongos y una

asociacion negativa (p = -0,80) con la diversidad de bacterias InvSimpson (B).
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Tabla 7. Caracteristicas sensoriales y clasificacion de calidad de bebidas obtenidas de C. arabica L. fermentado en la Sierra Nevada de

Santa Marta (SNSM)
i ] e g . Calificacion
Tiempo de Puntaje . Clasificacion de Puntaje .
fermentacion Lab . Descriptores . . de calidad
final calidad promedio .
(h) promedio
18 A 82,25  CARAMELO, VAINILLA, MANDARINA Café especial muy bueno 84,92+ 3,22 A Café especial
B 88,50  DULCE, ACIDEZ ALTA, LIMONCILLO, Café especial excelente muy bueno
CARDAMOMO, FLORAL
C 84,00 DULCE (Crema, Miel), FLORAL (Rosas, Limoncillo), Café especial muy bueno
FRUTAL (Mandarina, Maracuyd), CHOCOLATE
24 A 83,25  CHOCOLATE, PANELA, MIEL Café especial muy bueno 84,67 £2,04 A Café especial
B 87,00 DULCE, ACIDEZ MEDIA ALTA, LIMONCILLO, Café especial excelente muy bueno
CARDAMOMO
C 83,75 DULCE (Miel, Caramelo), CHOCOLATE, FLORAL Café especial muy bueno
(Rosas, Limoncillo), FRUTAL (Citrico), TERROSO
(Champifion)
30 A 83,50  MIEL, FLOR DE CAFE, LIMON Café especial muy bueno 84,00 £ 0,50 A  Café especial
B 84,00 DULCE, BALANCEADA, ACIDEZ MEDIA, Café especial muy bueno muy bueno
CREMOSA, LIGERAMENTE CITRICA
C 84,50 DULCE, CHOCOLATE, FLORAL (Rosas), FRUTAL Café especial muy bueno
(Frutos del bosque, Maracuya)
36 A 84,25  DURAZNO, NARANJA, PANELA Café especial muy bueno 85,00 £ 0,66 A  Café especial
B 8550 DULCE, BALANCEADA, ACIDEZ MEDIA ALTA, Café especial excelente excelente
NOTAS A LIMONCILLO
C 85,25 DULCE (Crema, Miel, Caramelo), CHOCOLATE, Café especial excelente

FLORAL (Rosas), FRUTAL (Frutos secos, Drupas,
Maracuya)

Lab: Laboratorio; A: Caficosta, B: Almacafé, C: Red Ecolsierra.
Medias con una letra comdn (columnas) no son significativamente diferentes en prueba LSD de Fisher (p > 0,05)
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Figura 11. Relaciones de co-ocurrencia y co-exclusion entre las caracteristicas fisicoquimicas, la
abundancia microbiana, la riqueza microbiana, la diversidad microbiana y la calidad sensorial de
la bebida obtenidos de la fermentacién de C. arabica L. por 18, 24, 30 y 36 horas en la SNSM
Las correlaciones fuertes se indican mediante circulos grandes, mientras que las correlaciones débiles se indican
mediante circulos pequefios. Los colores de la barra de escala denotan la naturaleza de la correlacién, donde el verde
oscuro (p = 1) indica una correlacidn positiva perfecta (co-ocurrencia) y el rojo oscuro (p = -1) indica una correlacion
negativa perfecta (co-exclusion). B = Bacterias; H = Hongos.

Las correlaciones entre las caracteristicas fisicoquimicas, los géneros microbianos
y la calidad sensorial de la bebida obtenidos de la fermentacion de café en la SNSM estéan
representadas en la Figura 12. La calidad de la bebida presenta una correlacion negativa
perfecta (p = -1) con el género bacteriano Achromobacter, asociaciones negativas (p = -
0,80) con las bacterias de los géneros Weissella, Gluconobacter y Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium, y correlacion negativa (p = -0,74) con la

bacteria del género Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia. Se identifican
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correlaciones positivas de la calidad de la bebida con las levaduras del género Pichia y
del género no clasificado de la familia Saccharomycodaceae (p = 0,80), y con bacterias

del género Pseudomonas (p = 0,74).

g °
g %3
z 248 -
Srst, e
y H@EE52 s g8
Catactctisticas, Temperatura @@ O = S = S8
fisicoquimicas . I8 © R :I bS]
Grados Brix ®~53 85 )
S SR o § =
Leuconostoc @@ @ < S 5 8 £5 3
Acetobacter @@ » @@ S % § 88 =
= < =
Lactobacillus @ ® » @ @@ = £ 5 5 3
Weissella ® ®T 33 ¢ “ g
Gluconobacter @ OO < £ l"
Acetobacteraceae_noclasificado @@ © @ ® o .F-":i 3 § = S
2 ¢ . ] o = S
Enterobacteriaceae_noclasificado @ @ © @ .. = = = 8
Bacterias Tatumella @@ » @ [ Tex} S 3.8
Pantoea @@ > @@ LYY ) g SE8 3
Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium ® @ @ ® Q § s k- ';
Komagataeibacter @@ > @ @@ @5z 8% S
&= STE2 S o ¥
Pseudomonas © @ @ °@®C SSES5 2 &
Chryseobacterium @ ® © @ @@ @ @~=2c8 ¢ g 2 oo
Achromobacter ~ ® [ é : s E S RE 3
]
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia ® @ @ ® ® :5 gJ ° % S 8 8 & g 2
Kazachstania (@) Y R § =£2 5
38 a 8 o9
Hongo no clasificado 1 @@ » @ @ @ @@= £% 8 £ 88 g
Hongo no clasificado 2 .. ... ® .. = § R g ﬂl g| E‘
Hanseniaspora r' e .E § o g g 3 §‘
Wickerhamomyces 00 00~ £ g &% -]
< S8 Ea £
Nectriaceae | noclasificado @ @ .... .... . (Y 0 IS é g2 g
Pichia o @ ® ® ® 090 900 O g5 o
Hongos Saccharomycetaceae_noclasificado @ @ .... Y X ®39¢E £
2.5
Issatchenkia ® @ 5 -
Saccharomycetales_noclasificado @ @ .... .... e O L J L XX 3 g
Saccharomycodaceae_noclasificado ® @ @ ® ¢ [ ] . S
Meyerozyma @ 2
Aureobasidium @] ® 2,
]
Penicillium @ ® @ ‘. g
Saccharomycetales_fam_Incertae_sedis_noclasificado @& ® e ® A
Caracteristica
censorial Puntaje de calidad @ .

T T T
4 09 -08 07 -06 05 -04 -03 02 -01 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
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8. DISCUSION
8.1. Analisis fisicoquimico

La disminucion del pH durante la fermentacion de C. arabica L. mediante método
himedo ha sido reportado en estudios realizados en Brasil y China (De Carvalho Neto et
al.,, 2018b; Zhang et al., 2019b). Este comportamiento se debe al metabolismo
microbiano durante la fermentacion donde se producen &cidos organicos al descomponer
el mucilago del café ocasionando un decrecimiento en el valor del pH (De Carvalho Neto
et al., 2017; Evangelista et al., 2015; Martins et al., 2019). La disminucion de los grados
Brix, que se refiere al contenido de azucares (solidos disueltos), también se puede
explicar por la accion de los microorganismos en el proceso de fermentacion ya que
utilizan los azlcares como fuente de carbono para su crecimiento (Elhalis et al., 2020).

Se ha demostrado de que la reduccién de azucares durante la fermentacion se
acomparfia de la acumulacién de acidos como lactico, acético y succinico (De Carvalho
Neto et al., 2017; De Carvalho Neto et al., 2018b; Elhalis et al., 2020). Lo que también se
puede explicar al analizar el coeficiente de correlacion donde se evidencia dependencia
entre el pH y los grados Brix (p = 0,88) (ANEXO A).

En cuanto a la temperatura de la masa de café, su ligero aumento en comparacion
con la temperatura ambiental pudo ser causado por la presencia de microorganismos
aerdbicos que generan calor en el metabolismo microbiano (Feng et al., 2016). Sin
embargo, también se vio influenciada por la temperatura atmosférica, lo cual es
consistente con estudios previos y fue corroborado con la obtencién de una correlacion
positiva entre ellos (p = 0,89) (ANEXO A) (Nasanit & Satayawut, 2015; Ribeiro et al.,
2018).

Durante la fermentacion, el pH del mucilago disminuye hasta un valor que
depende del sistema y de la temperatura de fermentacion. Valores entre 3,7 y 4,1 son
adecuados y seguros para interrumpir el proceso (Puerta, 2012), por ello se recomienda
realizar un monitoreo de la fermentacion para ejercer un control del proceso. En el caso
de la finca Barlovento en la SNSM, la fermentacion se interrumpe a las 36 horas con un
pH de 3,96, demostrando que en el tiempo fijado se encuentran las condiciones de pH

requeridas.
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8.2. Analisis microbioldgico
8.2.1. Abundancia, riqueza y diversidad microbiana

La dominancia de las poblaciones bacterianas sobre las fungicas durante el
proceso de fermentacion de café mediante método humedo en la SNSM concuerda con la
informacion reportada anteriormente en estudios realizados en Brasil y China
(Evangelista et al., 2015; Feng et al., 2016; Martins et al., 2020; Zhang et al., 2019b).

La riqueza microbiana de la SNSM representada por las especies observadas,
tanto de bacterias como de hongos, es significativamente superior a la encontrada en el
municipio de Buesaco en el departamento de Narifio por De Oliveira et al. (2019). Sin
embargo, la riqueza bacteriana en la SNSM hallada por el indice Chaol es notablemente
inferior mientras que la riqueza fungica es significativamente superior. Esto quiere decir
que la SNSM, en comparacién con Buesaco, posee mayor numero de especies de
bacterias y menor de hongos representadas por pocos individuos (especies raras).

Respecto a la diversidad microbiana, el indice Shannon demuestra que en la
SNSM existe una mayor diversidad de bacterias y hongos en comparaciéon con el
municipio de Buesaco. No obstante, el indice InvSimpson sugiere que la diversidad de

hongos en la SNSM es inferior después de 12 horas de fermentacion.

8.2.2. Abundancia relativa de géneros microbianos

Las secuencias genéticas obtenidas en la presente investigacion correspondientes
a 695 géneros de bacterias y 156 de hongos, representan una mayor diversidad que las
encontradas en las fermentaciones de café realizadas en Brasil, Ecuador y Colombia
usando tecnologias basadas en Illumina (De Bruyn et al., 2016; De Carvalho Neto et al.,
2018b; De Oliveira et al.,, 2019). Cuantos mas microorganismos participen en una
comunidad, mas complejas seran las interacciones (De Oliveira et al., 2019). En la
fermentacién de muchos productos emergen interacciones tanto dentro como entre
diferentes grupos microbianos (Por ejemplo, levadura-levadura, levadura-bacteria,
bacteria-bacteria e interacciones de hongos filamentosos con otras especies) (De Oliveira
et al., 2019; Viljoen, 2006).
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La descripcion de los microorganismos presentes en la fermentacion de café de la
SNSM muestra por primera vez la gran diversidad microbiana que alberga este proceso
en la region, el cual es responsable de la produccion de cafés que son reconocidos por su
alta calidad. Estos microbiomas centrales tienen una fuerte influencia en los metabolitos
producidos durante la fermentacion y pueden afectar la composicion quimica de los cafés
colombianos (De Oliveira et al., 2019). La diversidad encontrada ademas de permitir una
mejor comprension de los microorganismos involucrados, abre la posibilidad de escoger
cultivos iniciadores de fermentacion que ayuden a optimizar y estandarizar procesos que
contribuyan a la produccion de café con atributos sensoriales diferenciales a través de la
modulacion del sabor con grupos microbianos especificos, asi como escoger posibles
candidatos para los marcadores bioldgicos de los cafés colombianos (De Oliveira et al.,
2019).

8.2.2.1. Bacterias

El género de Bacterias del Acido Lactico (BAL) Leuconostoc también ha sido
reportado como el taxon bacterial prevalente durante el proceso de fermentacion de café
por método humedo en investigaciones realizadas en el departamento de Narifio en
Colombia, Ecuador, China, Brasil y Australia (De Bruyn et al., 2016; De Carvalho Neto
et al., 2018b; De Oliveira et al., 2019; Elhalis et al., 2020; Evangelista et al., 2015; Feng
et al., 2016; Martins et al., 2020; Pothakos et al., 2020; Zhang et al., 2019b).

La presencia de Bacterias del Acido acético (BAA) del género Acetobacter ha
sido identificada en la fermentacién del café en diferentes paises, sin embargo su
abundancia relativa no ha sido reportada como dominante (De Carvalho Neto et al.,
2018a; De Oliveira et al., 2019; Elhalis et al., 2020; Pothakos et al., 2020; Ribeiro et al.,
2018; Zhang et al., 2019b).

Lactobacillus y Weissella, géneros pertenecientes a las BAL, han sido
identificados anteriormente en estudios de fermentacion de café. En China, al igual que
en la SNSM, Lactobacillus fue reportado con una abundancia significativa al inicio de la
fermentacién por Zhang et al. (2019b). No obstante, en el departamento de Narifio en

Colombia presentd6 mayor abundancia al final de la fermentacion (De Oliveira et al.,
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2019). En Brasil y Ecuador también ha sido reportada como uno de los géneros mas
abundantes durante el proceso (De Bruyn et al., 2016; Martins et al., 2020; Ribeiro et al.,
2018; Vilela et al., 2010).

Respecto a Weissella, igualmente se le ha reconocido su presencia en la
fermentacion de café en Africa, Brasil, Ecuador y Colombia (De Oliveira et al., 2019;
Evangelista et al., 2015; Hamdouche et al., 2016; Pothakos et al., 2020). Su identificacion
principalmente al inicio del proceso lo reportd también Zhang et al. (2019b) en China y
en Brasil se reconocié como un género dominante (De Carvalho Neto et al., 2018a).

Otras BAA de la familia Acetobacteraceae identificadas en la SNSM durante la
fermentacién de café han sido reconocidas en otros lugares, como por ejemplo
Gluconobacter y Acetobacter (De Carvalho Neto et al., 2018a; De Oliveira et al., 2019;
Pothakos et al., 2020; Ribeiro et al., 2018; Zhang et al., 2019b). Asi como otras BAL de
los géneros Oenococcus y Fructobacillus pertenecientes a la familia Leuconostocaceae y
el género Pediococcus de la familia Lactobacillaceae (De Carvalho Neto et al., 2018a; De
Oliveira et al., 2019). La presencia de miembros de la familia Enterobacteriaceae también
se han identificado en otro estudios, por ejemplo el género Tatumella y Pantoea (Martins
et al., 2020; Pothakos et al., 2020).

Las Bacterias del Acido Léctico han sido reconocido como un componente
integral del procesamiento del café en la mayoria de los paises productores. Estas
bacterias encuentran en la pulpa de café un ambiente propicio para su desarrollo donde
metabolizan los azlcares y otros componentes menores para formar principalmente acido
lactico, lo que resulta en una disminucion del pH (De Melo Pereira et al., 2020). Las BAL
se han asociado a la generacion de compuestos bioactivos como ésteres, cetonas,
alcoholes superiores y aldehidos, las cuales influyen en los atributos sensoriales de las
bebidas de café (Pereira et al., 2016b; Wang et al., 2019).

En el caso de las Bacterias del Acido Acético, estas oxidan principalmente el
etanol producido por las levaduras y el acido lactico producido por BAL en &cido aceético
(Sarbu & Csutak, 2019). Las BAA estdn muy extendidas en la naturaleza y juegan un

papel importante en la produccion de alimentos y bebidas, ya sea de manera beneficiosa
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(productos de chocolate, café, vinagre y cervezas especiales) o de manera perjudicial

(deterioro de cervezas, vinos y sidras) (Xu et al., 2011)

8.2.2.2. Hongos

Kazachstania, el género de levaduras mas abundante en la SNSM, no ha sido
reportado en otros estudios sobre fermentacion del mucilago de café. Sin embargo, se ha
identificado en la fermentacion de residuos de café (aguas residuales, pulpa y cascarilla)
(Pires et al., 2017; Villa et al., 2019, 2020). Este género ha sido reconocido como
predominante en la fermentaciéon de masa madre (de Vuyst et al., 2016; Urien et al.,
2019) y de cebada (Borling et al., 2015). A demaés se ha reportado en la fermentacion de
la masa de Teff consumida en Etiopia (Tadesse et al., 2019), de cerveza Lambic (de Roos
et al., 2018) y de uvas (Wang et al., 2021).

Las secuencias genéticas del segundo y tercer hongo mas predominante en la
fermentacion de café en la SNSM aln no ha sido reportado en las bases de datos UNITE
version 04.02.2020. Esto significa que posiblemente se trate del descubrimiento de
hongos que no han sido descritos anteriormente por la ciencia y que probable sean
especificos de la region geografica y el nicho de la SNSM, es decir especies autoctonas.

Las levaduras de los géneros Hanseniaspora, Wickerhamomyces y Pichia también
han sido reportadas en la misma comunidad de microorganismos durante la fermentacion
de café en China, Ecuador y Brasil (Feng et al., 2016; Martins et al., 2020; Pothakos et
al., 2020; Zhang et al., 2019b). El género Pichia ha sido reportado como una levadura
dominante en la fermentacion del café en distintos paises (De Melo Pereira et al., 2014;
De Oliveira et al., 2019; Feng et al., 2016; Masoud et al., 2004; Pereira et al., 2016a), sin
embargo, en la presente investigacién no fue el género mas abundante. Esto demuestra la
existencia de microbiomas especificos para cada zona cafetera que resulta en la
produccion de cafés con sabores distintivos para cada una de ellas.

Respecto a Nectriaceae, familia del género no clasificado posicionado en el top 15
de los hongos presentes en la SNSM, incluye numerosos patdgenos vegetales y humanos
importantes, asi como varias especies que se utilizan ampliamente en aplicaciones

industriales y comerciales como biodegradantes y agentes de biocontrol. Ademas es bien
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sabido que los conceptos genéricos de esta familia no estan bien definidos, ya que no se
dispone de datos de secuencia de ADN para muchos de estos géneros (Lombard et al.,
2015). En esta investigacion también fue identificado Fusarium, miembro de dicha
familia, caracterizado por ser un patdégeno de importancia agronémica y estar asociado
con la produccién de micotoxinas (Asam et al., 2017). Sin embargo, su abundancia no es
significativa.

El género Issatchenkia ha sido reportado sélo en un estudio de fermentacion de
café llevado a cabo en Arusha, Tanzania (Masoud et al., 2004). No obstante, ha sido
identificado en la fermentacion de granos de cacao en Africa (Daniel et al., 2009;
Jespersen et al., 2005) y en el licor tradicional chino Daqu (Yan et al., 2019).

El género Meyerozyma también fue detectado en procesos de fermentacion de
café en Australia y Brasil (De Carvalho Neto et al., 2017; Elhalis et al., 2020; Evangelista
et al., 2015), y es reconocido como dominante por Evangelista et al. (2015). Sin embargo,
en el presente estudio no representa dominancia. Mientras que Aureobasidium no ha sido
reportado en estudios similares.

Cabe destacar la presencia de los géneros Penicillium y Aspergillus en baja
abundancia relativa en las primeras horas de fermentacion, la cual disminuye
posteriormente hasta el final del proceso. Estos géneros son reconocidos por producir
Ocratoxina A (OTA) (Masoud & Kaltoft, 2006; Massawe & Lifa, 2010; Souza et al.,
2017); una micotoxina clasificada como posible carcinogénica en humanos (IARC, 1993)
y que ha sido reportada en muestras de café de diferentes origenes cuya contaminacién
influye directamente en la seguridad alimentaria (FAO, 2006). El hecho que, una vez
terminada la fermentacion su abundancia no sea significante, garantiza que el café
proveniente de la SNSM sea inocuo. La reduccién de la abundancia de Penicillium pudo
deberse a la inhibicion de su crecimiento por la presencia de la levadura dominante
Kazachstania o por los géneros Pichia y Hanseniaspora (Liu et al., 2017). En el caso de
Aspergillus, su baja abundancia puede ser también consecuencia del biocontrol ejercido
por levaduras Pichia y Hanseniaspora (Masoud & Kaltoft, 2006; Ramos et al., 2010;
Souzaetal., 2017).
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8.3. Influencia de las variables estudiadas sobre la calidad sensorial de la bebida

Los géneros bacterianos que poseen correlaciones negativas significativas con la
calidad sensorial de la bebida (p < -0,80) no han sido reportados anteriormente como
factores de deterioro de la calidad de la bebida de café. Sin embargo, la correlacion
negativa perfecta con el género Achromobacter es consistente con estudios realizados en
productos de lecheria que afirman que estas bacterias producen proteasas y lipasas que
hidrolizan las proteinas y grasas presentes, dando como resultado alteraciones en las
propiedades fisicoquimicas de estos productos y la generacion de sabores desagradables
sin afectar el pH (Frazier & Westhoff, 1993; Niamsiri & Batt, 2009).

Se ha demostrado que las BAA del género Gluconobacter son agentes causantes
del deterioro de bebidas. Las cepas de este género son responsables de un cambio
deletéreo en el jugo de naranja caracterizado por un marcado sabor rancio (Hommel,
2014). También se les considera como el agente mas dafiino del vino; son comunes en las
uvas agrias podridas que pueden aumentar el nivel de acido acético en los jugos de uva,
que junto al acetato de etilo, da lugar a la mancha de “vinagre” (Hommel, 2014;
Malfeito-Ferreira, 2014).

Aunque generalmente las BAL son beneficiosas para los alimentos y se utilizan
para la fermentacion donde contribuyen al sabor, la textura y la vida dtil, algunas especies
pueden desempefiar un papel importante en el deterioro y la descomposicion de los
alimentos, como en el caso de las pertenecientes al genero Weissella (Champomier &
Zagorec, 2014; Petruzzi et al., 2017; Remenant et al., 2015). Estas bacterias han sido
identificadas como responsables del deterioro de ostras (Chen et al., 2013) y carnes
(Duskova et al., 2013; Holm et al., 2013; Nieminen et al., 2011).

Las levaduras del género Pichia, el cual posee una correlacion positiva con la
calidad sensorial de la bebida de café de la SNSM (p = 0,80), han sido reconocidas como
levaduras de importancia econémica por su efecto en la produccion de cafés de alta
calidad con caracteristicas dulces, florales y frutales (De Melo Pereira et al., 2014, 2015;
Evangelista et al., 2014a, 2014b; Silva et al., 2013). Este genero posee actividad
pectinolitica que ayuda en la degradacion de la pectina presente en la pulpa y mucilago

del café al producir metabolitos que se difunden hacia el interior de los granos de café,
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favoreciendo la formacion del sabor de la bebida final (Silva et al., 2013). Ademas son
responsables de la produccion de compuestos volatiles como el acetaldehido (De Oliveira
et al., 2019); molécula aromatica que es conocida ampliamente por contribuir a las notas
sensoriales afrutadas en las bebidas alcohdlicas (Moreno et al., 2005). Sin embargo, adn
no se conoce la relacion directa entre el acetaldehido y la calidad del café.

El género bacteriano Pseudomonas aunque es reconocido como uno de los
principales microorganismos responsables del deterioro de los alimentos (Arslan et al.,
2011; Raposo et al., 2017), en el presente estudio mostrd una dependencia positiva con la
calidad sensorial de la bebida (p = 0,74). También se han reportado como
microrganismos degradadores de cafeina, (Arimurti et al., 2018; Gokulakrishnan et al.,
2007; Yu et al., 2015).

Si bien los resultados de las correlaciones realizadas en la presente investigacion
muestran que la calidad sensorial de la bebida posee una dependencia positiva con la
rigueza de hongos y una relacién negativa con la diversidad de bacterias, asi como una
relacion con algunos géneros microbianos, dichas correlaciones estan influenciadas por
terceras variables no tenidas en cuenta. Se ha demostrado que la calidad sensorial de la
bebida estd relacionada principalmente con los metabolitos que producen ciertos
microorganismos a través de diferentes rutas metabdlicas (Ribeiro et al., 2018).

Por ejemplo, la especie de BAL Leuconostoc lactis, miembro del género mas
abundante durante el proceso de fermentacion de café en la SNSM, se caracteriza por
producir butirato de etilo y hexanoato de etilo a través de reacciones de esterificacion
entre alcoholes y &cidos grasos libres produciendo notas frutales en la bebida (De Melo
Pereira et al.,, 2020). La levadura Pichia fermentans, miembro del género cuya
abundancia tuvo mayor influencia en la calidad sensorial, al usarse como cultivo
iniciador aumentd la produccion de compuestos aromaticos voléatiles especificos como
etanol, acetaldehido, acetato de etilo y acetato de isoamilo, y las bebidas obtenidas
alcanzaron puntajes sensoriales altos con caracteristicas frutales y florales (De Melo
Pereira et al., 2014, 2015).
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9. CONCLUSION

El presente documento representa la primera investigacion llevada a cabo en la
fermentacion de café en la Sierra Nevada de Santa Marta (SNSM) y el segundo estudio
realizado en Colombia sobre diversidad microbiana en el proceso usando secuenciacion
de proxima generacion (NGS). La SNSM posee la mayor diversidad microbiana
reportada en las fermentaciones de café alrededor del mundo y tanto la presencia como la
abundancia de hongos no clasificados durante el proceso, muestran la posibilidad del
descubrimiento de nuevos microorganismos autoctonos. La poblacion bacteriana fue
dominada por los géneros Leuconostoc, Acetobacter y Lactobacillus, mientras que, en la
poblacién fungica el género Kazachstania y dos hongos no clasificados fueron los
predominantes.

El café de la SNSM se caracterizd por producir bebidas con una clasificacion
general de cafés especiales, influenciado de forma positiva por la riqueza de hongos y la
abundancia de las levaduras del género Pichia, y de manera negativa con la diversidad de
bacterias. Sin embargo, se hace necesario el estudio de los metabolitos presentes durante
el proceso de fermentacion para establecer los compuestos responsables de las
caracteristicas sensoriales de la bebida.

La alta diversidad microbiana encontrada durante el proceso de fermentacion de
C. arabica L. en la SNSM proporciona informacion atil sobre microorganismos que
pueden ser usados como cultivos iniciadores de fermentacion y como marcadores
bioldgicos de los cafés colombianos. Se espera que los hallazgos reportados en esta
investigacion se conviertan en una base para futuros estudios y para la toma de decisiones
por parte de los caficultores que conlleven a la optimizacion de sus procesos y asi
garantizar una alta calidad de la bebida de café.
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ANEXQOS
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microbiana obtenidos de la fermentacién de C. arabica L. por 0, 6, 12, 18, 24, 30 y 36 horas en la
SNSM.
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ANEXO B. Abundancia relativa (%) de taxones bacterianos a nivel de género presentes durante el proceso de fermentacion de C. arabica L. en la Sierra Nevada de
Santa Marta (SNSM)

Tiempo de fermentacion (h)

Taxon Total

0 6 12 18 24 30 36
Leuconostoc 43,77 7,12 42,01 63,22 65,47 45,26 31,03 29,40
Acetobacter 22,08 9,65 14,11 9,28 8,18 21,31 37,33 42,91
Lactobacillus 11,36 11,11 23,70 13,12 10,85 10,40 5,74 8,32
Weissella 11,27 3,00 6,59 8,36 8,06 13,46 16,83 11,51
Gluconobacter 3,03 2,53 4,46 2,17 1,36 3,38 3,49 2,78
Acetobacteraceae_unclassified 1,70 0,33 1,26 0,77 0,64 1,97 2,37 2,87
Enterobacteriaceae_unclassified 1,46 14,12 1,98 0,76 1,64 0,65 0,56 0,62
Tatumella 0,91 1,13 0,98 0,28 1,20 1,17 0,90 0,42
Pantoea 0,84 8,00 0,67 0,05 1,22 0,67 0,40 0,03
Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium 0,35 6,21 0,22 0,12 0,05 0,10 0,08 0,01
Komagataeibacter 0,25 0,04 0,32 0,13 0,10 0,27 0,33 0,33
Pseudomonas 0,23 3,83 0,34 0,07 0,05 0,03 0,04 0,05
Chryseobacterium 0,15 2,26 0,21 0,11 0,05 0,04 <0,01 <0,01
Achromobacter 0,12 1,95 0,08 0,05 0,03 0,05 0,07 0,01
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia 0,12 2,12 0,06 0,06 0,01 0,04 0,02 0,01
Prevotella_9 0,12 0,03 0,06 0,20 0,13 0,16 0,07 0,06
Sphingomonadaceae_unclassified 0,11 1,90 0,18 0,04 0,01 0,01 0,01 <0,01
Rhizobiaceae_unclassified 0,09 1,39 0,13 0,04 0,02 0,02 0,05 0,01
Prevotella_7 0,08 0,07 0,03 0,13 0,09 0,11 0,03 0,04
Kozakia 0,08 0,12 0,18 0,06 0,04 0,09 0,04 0,04
Stenotrophomonas 0,07 1,22 0,08 0,02 <0,01 0,01 0,01 <0,01
Methylobacterium 0,06 1,17 0,10 0,01 0,01 0,01 <0,01 <0,01
Muribaculaceae_ge 0,06 1,32 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 <0,01
Delftia 0,06 1,07 0,03 0,03 0,01 0,02 0,02 <0,01
Gluconacetobacter 0,06 0,47 0,09 0,03 0,02 0,03 0,05 0,06

Ameyamaea 0,06 0,01 0,05 0,05 0,04 0,05 0,08 0,11



Leuconostocaceae_unclassified
Clostridium_sensu_stricto_12
Sphingobacterium
Acinetobacter
Lactobacillaceae_unclassified
Burkholderiaceae_unclassified
1174-901-12
Lactobacillales_unclassified
Pedobacter

Selenomonas

Hymenobacter

Sphingobium

Sphingomonas

Erwinia
Microbacteriaceae_unclassified
Brevundimonas

Luteibacter
Caulobacteraceae_unclassified
Siccibacter
Pseudoxanthomonas
Lachnospiraceae_unclassified
Saccharimonadaceae_ge
Novosphingobium
Bacteria_unclassified
Helicobacter

Lactococcus

Dysgonomonas
Pseudomonadaceae_unclassified
Flavobacterium

Clostridium_sensu_stricto_1

0,06
0,05
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,04
0,92
0,35
<0,01
0,61
0,62
0,02
0,65
0,37
0,42
0,52
0,10
0,50
0,38
0,42
0,41
0,34
0,31
0,33
0,32
0,18
0,11
0,33
0,22
0,13
0,16
0,18

0,02
0,05
0,07
0,04
0,11
0,06
0,07
0,05
0,05
0,01
0,10
0,09
0,05
0,02
0,03
0,02
0,03
0,01
<0,01
0,02
<0,01
0,02
0,03
0,03

0,01
0,02
0,02
0,02
<0,01

0,04
0,16
0,02
0,01
0,02
0,01
0,01
0,06
0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
<0,01
0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01
0,02
0,01
0,02
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
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0,08
0,05
0,01
0,10
0,03
0,01
<0,01
0,04

0,02
0,01
<0,01
<0,01
0,01
0,01
<0,01

0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01

0,01
<0,01

0,02
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,08
0,05
0,01
0,03
0,07
0,01
0,01
0,03
<0,01
0,05
0,01
<0,01
<0,01
0,06
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
0,01
0,01

0,02
<0,01
<0,01
<0,01

0,01

0,05
0,02
<0,01
0,04
0,01
0,01
<0,01
0,02
<0,01
0,03
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,02
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
0,02
<0,01
0,01

<0,01

0,06
0,03
0,01
0,02
0,03
0,01
<0,01
0,05

0,03
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01



Curtobacterium

Enterococcus
Actinomycetospora

Spirosoma

Streptococcus
Chitinophagaceae_unclassified

Sphingobacteriaceae_unclassified

Rothia

Serratia

Rosenbergiella
Bifidobacteriaceae_unclassified
Bacteroidales_unclassified
Brachybacterium

Xanthomonas

Turicibacter

Prevotellaceae NK3B31_group
Rikenellaceae_ RC9_gut_group
Bdellovibrio

Taibaiella

Aureimonas

Oenococcus

Tolumonas
Micrococcales_unclassified
SN8

Roseomonas
Rhodobacteraceae_unclassified
uncultured

Pectobacterium
Saccharimonadales_unclassified

Firmicutes_unclassified

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,16
0,08
0,20
0,11
0,21
0,07
0,07
0,14
0,03
0,12
0,02
0,14
0,10
0,14
0,16
0,16
0,15
0,11
0,14
0,12
0,01
0,08
0,08
0,10
0,13
0,07
0,07
0,07
0,08
0,09

0,01
<0,01
0,01
0,04
0,01
0,03
0,03
<0,01
0,04
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
<0,01
0,01
0,02
0,02
<0,01
<0,01

0,01
0,01
<0,01
<0,01

0,01
<0,01
<0,01

0,01
<0,01

0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
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<0,01
0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01

0,01
<0,01



Ottowia

Terriglobus
Clostridiales_unclassified
Duganella
Gammaproteobacteria_unclassified
Massilia

Samsonia

Staphylococcus

Clostridiaceae_1 unclassified
Parcubacteria_unclassified
Faecalibacterium

Bacteroides

Arcobacter

Rahnella
Devosiaceae_unclassified
Bifidobacterium
Corynebacterium_1
Acidipropionibacterium
Prevotella_1
Xanthomonadaceae_unclassified
Rhodococcus

Kineococcus
Prevotellaceae_unclassified
Labrys

Carnimonas

Pediococcus
Lachnospiraceae NK4A136_group
Mucilaginibacter

Dorea

Pedosphaeraceae_ge

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,10
0,09
0,11
0,09
0,07
0,06
0,09
0,08
<0,01
0,09
0,08

0,09
0,01
0,07
0,09
0,06
0,04
0,08
0,04
0,05
0,07
0,03
0,05
0,07
0,08
0,07
0,04
0,08
0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
0,01

0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01

<0,01
<0,01

<0,01
0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01

0,01

0,01

<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

0,01

<0,01

0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

0,01
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<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01



Ruminococcaceae_unclassified
Psychroglaciecola
Enterobacter

Luteimonas
Bacteroidia_unclassified
Kerstersia

Comamonas

Frateuria

uncultured
Oxyphotobacteria_unclassified
uncultured

Blastocatella

Bacillus

Cutibacterium
Bacilli_unclassified
Phascolarctobacterium
Sphingopyxis

Methylobacillus

Verticia

Enterobacillus
Enterorhabdus
Prevotellaceae_Ga6Al_group
uncultured_ge

Solitalea

Terrimonas
Enterococcaceae_unclassified
Acidiphilium

Devosia

Escherichia-Shigella

Luteolibacter

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,06
0,05
<0,01
0,06
0,04
0,06
0,03

0,04
0,03
0,07
0,04
0,04
0,06

0,04
0,06
0,06
0,05
0,01
0,06
0,05

0,05
0,04
0,01
0,04
0,05
0,05
0,03

<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01

0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
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<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
0,01

<0,01
0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01



Megasphaera
Weeksellaceae_unclassified
Lelliottia
Proteobacteria_unclassified
Akkermansia

Microbacterium

Paludibacter

Neokomagataea

Xanthobacter

Marmoricola

uncultured_ge
Erysipelotrichaceae_unclassified
Betaproteobacteriales_unclassified
Blastocatellaceae_unclassified
Actinomyces

Dermacoccus
Chitinophagales_unclassified
Fibrella
Beijerinckiaceae_unclassified
Ochrobactrum

Xenophilus
Xanthomonadales_unclassified
Nakamurella
Saccharimonadales_ge

MND1
Fimbriimonadaceae_unclassified
Veillonellaceae_unclassified
Parasutterella
Bacillaceae_unclassified

Candidatus_Kaiserbacteria_ge

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01
0,03

0,03
0,04
0,03

0,04
0,03
0,01
0,04
0,03
0,04
0,03
0,04
0,03
0,03
0,01
0,01
0,03
0,04
0,03
0,04
0,01
0,03

0,02
0,03
0,02

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
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<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01



Alphaproteobacteria_unclassified

uncultured

Yokenella

Mycobacterium

Gordonia
Muribaculaceae_unclassified
Leadbetterella
Clostridium_sensu_stricto_3
Halanaerobium
Rhodopseudomonas
Sphingoaurantiacus

Kocuria
Micrococcaceae_unclassified
Parabacteroides
Holdemanella
Rhizobiales_unclassified

Xanthobacteraceae_unclassified

Advenella

Orrella
Brevibacterium
Nocardioides
Muribaculum
uncultured
Dyadobacter
Spirosomaceae_unclassified
Paenibacillus
Sporolactobacillus
Zymophilus
Variovorax
Atlantibacter

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01
0,03
<0,01
0,02
0,03
0,02
0,01

0,02
0,03
0,02
0,03
0,02
0,02
0,01

0,03
0,03
0,01
0,01
0,02

0,02
0,02
0,01

0,02
<0,01

0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
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<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01



Prevotella

Alistipes

Fluviicola

Cloacibacterium

Deinococcus

Salimicrobium

Bacteriovorax

0319-6G20_ge

Subgroup_6_ge
Frigoribacterium

MVP-88_ge

Curvibacter
Puniceicoccaceae_unclassified
Lawsonella

Jatrophihabitans
Geodermatophilaceae_unclassified
Micromonosporaceae_unclassified
Armatimonadales_ge

Niabella
Orbaceae_unclassified
Tahibacter

Kineosporia

Amnibacterium
Solirubrobacter
env.OPS_17 _ge

FBP_ge
Carnobacteriaceae_unclassified
Ruminococcaceae UCG-002
Parcubacteria_ge

Dongia

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,02
0,02
0,02
0,01

0,03
0,01
0,01
0,02
0,02
0,03
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,02
<0,01
0,01

0,02
0,02

<0,01

<0,01
0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

71

<0,01
<0,01

0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01



Herbaspirillum
Actinobacteria_unclassified

Intrasporangiaceae_unclassified

67-14_ge
Sediminibacterium
Moheibacter
KD4-96_ge
Fructobacillus
Herbinix
Lachnospira
Roseburia
Romboutsia
Ruminococcaceae_ UCG-014
uncultured
Ketogulonicigenium
Desulfovibrio
Haliangium
Methylotenera
Kosakonia
Raoultella
Gardnerella
uncultured
Olivibacter
Megamonas
uncultured
Paludisphaera
NRL2_ge
Rhodoferax
SC-1-84_ge

Cellulomonas

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,02
<0,01
0,02
0,02
0,01

0,01

0,02
0,02

0,01

0,02

0,01

0,01
0,02
0,01
0,02
0,01
<0,01
0,02
0,02

0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

72

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01



Eggerthellaceae_unclassified
Ferruginibacter

Persicitalea

Blattabacterium
Ruminiclostridium_5
Anaerovibrio

Nitrospira
Isosphaeraceae_unclassified
Bosea

uncultured_ge

Rhizobacter

Acidibacter

Chthoniobacter
Corynebacteriaceae_unclassified
Arthrobacter

Micrococcus

Patulibacter

Flectobacillus
Anaerocolumna
Lachnoclostridium
Lachnospiraceae_ge
Erysipelotrichaceae_ UCG-004
Gemmatimonas
Candidatus_Nomurabacteria_ge
Asaia

Caulobacteraceae_ge
Micropepsaceae_unclassified
Hyphomicrobium
Falsochrobactrum
SM2D12 ge

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01

0,01

0,01

0,01
0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
0,01
<0,01
0,01
0,01

0,01

0,01
0,01

<0,01
0,01
0,01
0,01

<0,01

<0,01

0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

73

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01



Sphingomonadaceae_ge
uncultured

Xylophilus

GOUTAG6

Uliginosibacterium

CCD24 _ge

Cellvibrio

Azotobacter
Candidatus_Udaeobacter
Chthoniobacterales_unclassified
RB41

Williamsia
Nocardioidaceae_unclassified
Pseudonocardia
Atopobiaceae_unclassified
DNF00809
Paludibacteraceae_unclassified
uncultured
Microscillaceae_unclassified
Candidatus_Uzinura
NS9_marine_group_ge
AKYH767_ge

Mucispirillum

FCPU426_ge
Bacillales_unclassified
Saccharibacillus

A2

Blautia

Dubosiella

uncultured

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01

0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

74

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01



GAL15 ge

Candidatus_Jorgensenbacteria_ge

Ellin6055

Zymomonas
Polyangiaceae_unclassified
Spongiibacteraceae_unclassified
Unknown_Family ge

Orbus

Rhodanobacteraceae_unclassified

Terrimicrobium
Opitutaceae_unclassified
Cerasicoccus

Bryobacter

11-24 ge
Corynebacteriales_unclassified
Cellulosimicrobium
Isoptericola

Aeromicrobium

uncultured

Friedmanniella
Propionibacterium
Crocinitomicaceae_unclassified
NS11-12 marine_group_ge
BSV26_ge

AKIW781 _ge

UBA12409 ge

Alkalibacillus
Candidatus_Arthromitus
Fonticella

Peptostreptococcaceae_unclassified

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01
0,01
0,01

0,01
0,01

0,01

0,01
0,01

0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
0,01

0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

75

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01



Caproiciproducens
Ruminococcaceae UCG-013
uncultured

uncultured
Gracilibacteria_ge
uncultured_ge

Aliihoeflea

Rhizobiaceae_ge

Blrii41_ge

NB1-j_ge

Bordetella

Aquitalea

Georgfuchsia

Klebsiella

Morganella

Enhydrobacter

R7C24_ge
S-BQ2-57_soil_group_ge
Solibacteraceae_(Subgroup_3) unclassified
Subgroup_17_ge
IMCC26256_ge
Frankiales_unclassified
Salana
Dermabacteraceae_unclassified
Piscicoccus

Leucobacter

Streptomyces

uncultured_ge
Fimbriimonadaceae_ge

Rikenellaceae_unclassified

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
0,01

0,01
0,01
0,01
<0,01
0,01

0,01

0,01

<0,01
0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

76

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01



37-13 ge

Flavisolibacter

uncultured_ge
Candidatus_Sulcia
Flavobacteriaceae _unclassified
Chishuiella
Candidatus_Rhabdochlamydia
SBR1031_ge

Cohnella
Paenibacillaceae_unclassified
Fusicatenibacter
GCA-900066575
Lachnoclostridium_5
Erysipelatoclostridium
Candidatus_Uhrbacteria_ge
Candidatus_Peribacteria_ge
Candidatus_Adlerbacteria_ge
Candidatus_Staskawiczbacteria_ge
Caulobacter

Hirschia

SWB02

Reyranella

Pedomicrobium

uncultured

Myxococcus

Oligoflexus

uncultured

AAP99

Polynucleobacter

Pseudorhodoferax

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

7

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01



uncultured

Zoogloea

Pseudocitrobacter
JG36-TzT-191_ge

uncultured

Lacunisphaera
Verrucomicrobiae_unclassified
Acidipila
Candidatus_Koribacter
uncultured_ge
Candidatus_Solibacter
JG1_0001001-H03
llumatobacteraceae_unclassified
Actinomycetaceae_unclassified
Quadrisphaera
Cellulomonadaceae_unclassified
Dermatophilaceae_unclassified
Frondihabitans

Sanguibacter
Actinobacteria_unclassified

Coriobacteriales_Incertae_Sedis_unclassified

Coriobacteriales_unclassified
Parvibacter

MB-A2-108_ge
Prevotellaceae_ UCG-001
Tannerellaceae_unclassified
UTBCD1
Saprospiraceae_unclassified
Cytophaga

Lacihabitans

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

78

<0,01
<0,01

<0,01



Larkinella

cvE6_ge

RBG-13-54-9 ge
Ktedonobacteraceae unclassified
Tychonema_CCAP_1459-11B
Vermiphilaceae_ge
Campylobacter

Aerococcus

Desemzia

Melissococcus

Sedimentibacter

Lutispora

Agathobacter

Lachnospiraceae_ UCG-006
Lachnotalea
Peptococcaceae_unclassified
Butyricicoccus
Ruminococcaceae_ UCG-003
Ruminococcaceae_ge
Faecalibaculum

Solobacterium

Anaerosinus

Dialister
Absconditabacteriales_(SR1) ge
Gracilibacteria_unclassified
Candidatus_Yanofskybacteria_ge
OM190 _ge

uncultured

Belnapia

uncultured

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

79

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01



uncultured_ge

A0839 ge

Brucella

Mesorhizobium
Falsirhodobacter
Paracoccus
Candidatus_Hemipteriphilus
Porphyrobacter
Qipengyuania

uncultured_ge

BIfdi19 _ge

Nannocystis
Pajaroellobacter

uncultured
Alteromonadaceae_unclassified
B1-7BS_ge

Aquabacterium
Oxalicibacterium
Undibacterium

Chitinibacter
Methylophilaceae_unclassified
1S-44
Rhodocyclaceae_unclassified
TRA3-20_ge

Kluyvera

Marinospirillum

Blyil0

PLTA13 ge

Perlucidibaca

Azomonas

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

80

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01



Salinivibrio

Dokdonella
Mollicutes_RF39 ge
Mycoplasma
Pedosphaeraceae_unclassified
Rubritaleaceae_unclassified
uncultured

AT-s3-28_ge

Acidobacteriaceae_(Subgroup_1) unclassified

Edaphobacter
Acidobacteriales_unclassified
Elev-16S-1166

Paludibaculum
Subgroup_7_ge
Subgroup_22 ge
CL500-29_marine_group
uncultured

uncultured
Mycobacteriaceae_unclassified
Nocardiaceae_unclassified
uncultured_ge
Kineosporiaceae_unclassified
Beutenbergiaceae_unclassified
Demequina

Devriesea
Dermacoccaceae_unclassified
Janibacter

Lapillicoccus

Agreia

Herbiconiux

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

81



Leifsonia
Renibacterium
Tersicoccus
Timonella
PeM15 ge
Microlunatus

Propionibacteriaceae_unclassified

Amycolatopsis
Atopobiaceae_ge

Gaiella
Chthonomonadales_ge
Fimbriimonas
Prevotella_2

Prevotella_6
Prevotellaceae UCG-003
Chitinophaga

Flavitalea

Parafilimonas
Cytophagales_unclassified
OLB12

KD3-93 ge

Pelobium
Sphingobacteriales_unclassified
SR-FBR-L83 ge
Simkaniaceae_unclassified
AD3_ge

Adb _ge

OLB13

FFCH7168

Chloroflexia_unclassified

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

82

<0,01
<0,01



JG30-KF-CM66_ge
C0119 ge

HSB_OF53-F07
Gastranaerophilales_ge
Campylobacterales_unclassified
possible_genus_04
uncultured

Pelagirhabdus

Gemella

Exiguobacterium
Brevibacillus
Planococcaceae_unclassified
Planomicrobium

Salinicoccus

Alkalibacterium
Marinilactibacillus
Streptococcaceae_unclassified
Clostridium_sensu_stricto_11
Clostridium_sensu_stricto_8
Clostridium_sensu_stricto_9
Alkaliphilus
Clostridiisalibacter
Family_XI_unclassified
Anaerosporobacter
Anaerostipes

Coprococcus_2

Lachnospiraceae_ ND3007_group
Lachnospiraceae NK3A20_group

Desulfosporosinus

Anaerotruncus

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

83

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01



Oscillibacter
Oscillospira
Ruminiclostridium_1

Ruminiclostridium_9

Ruminococcaceae NK4A214 group

Thermoanaerobacterium
Candidatus_Stoquefichus
Erysipelothrix
Latescibacteria_ge
Moduliflexaceae _ge
uncultured_ge
Omnitrophicaeota_ge
ABY1_unclassified
Candidatus_Falkowbacteria_ge
Candidatus_Abawacabacteria_ge
Candidatus_Woesebacteria_ge
Candidatus_Campbellbacteria_ge
Candidatus_Lloydbacteria_ge
Candidatus_Zambryskibacteria_ge
Candidatus_Saccharimonas
AKYG587
WD2101_soil_group_ge
Fimbriiglobus

Singulisphaera

uncultured

Pir4_lineage

Pirellula
Pirellulaceae_unclassified
Neoasaia

Nguyenibacter

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

84

<0,01
<0,01



uncultured

Asticcacaulis

uncultured

Microvirga
Qingshengfania
Roseiarcus

D05-2_ge

Arsenicitalea
Pelagibacterium
KF-JG30-B3 ge

Kaistia

Neorhizobium
Rhodoplanes
Paenirhodobacter
Pseudorhodobacter
Rhodobacter

uncultured
Candidatus_Hepatincola
Rickettsiales_unclassified
Hephaestia

MN_122.2a
Parablastomonas
Candidatus_Alysiosphaera
Geminicoccus
Peredibacter
Deltaproteobacteria_unclassified
MBNT15_ge
27F-1492R_ge
Cystobacter

Nannocystaceae_unclassified

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

85

<0,01



Phaselicystis
Sandaracinus
bacteriap25_ge
Silvanigrella
Syntrophaceae_unclassified
Syntrophus

Aeromonas

Microvirgula

Cupriavidus

Pandoraea

Paucibacter

Pelomonas

Sutterella

uncultured

Neisseria
Neisseriaceae_unclassified
Ellin6067

Azospira

Dechlorosoma
Sulfuritalea
Wobhlfahrtiimonas
Cellvibrionaceae_unclassified
OMB60(NOR5)_clade
BD1-7_clade
Candidatus_Baumannia
Gibbsiella

Halomonas

Zymobacter

Haemophilus

Cavicella

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

86

<0,01

<0,01



Moraxellaceae_unclassified
Chujaibacter

Arenimonas
Xanthomonadaceae_ge

Xylella

Synergistes
Izimaplasmatales_ge
Candidatus_Xiphinematobacter
IMCC26134

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
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<0,01

<0,01

<0,01
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ANEXO C. Abundancia relativa (%) de taxones flngicos a nivel de género presentes durante el proceso de fermentacion de C. arabica L. en la Sierra Nevada de

Santa Marta (SNSM)
Tiempo de fermentacion (h)
Taxon Total

0 6 12 18 24 30 36
Kazachstania 51,53 7,39 46,80 59,25 55,47 66,57 64,97 63,85
unclassified_Fungi 21,94 60,99 10,06 9,75 16,18 13,57 18,36 19,08
Fungi_unclassified 10,84 9,02 15,05 13,40 12,30 11,62 8,39 7,06
Hanseniaspora 3,32 2,00 3,18 4,54 4,09 3,00 3,24 3,32
Wickerhamomyces 2,75 6,33 4,00 2,83 2,26 1,08 1,09 1,45
Nectriaceae_unclassified 2,31 5,07 2,90 2,30 3,38 0,98 0,68 0,68
Pichia 1,52 0,86 4,80 1,28 1,23 0,56 0,84 1,55
Saccharomycetaceae_unclassified 1,27 1,04 2,90 1,87 1,32 0,79 0,55 0,69
Issatchenkia 1,22 0,62 3,52 1,43 1,05 0,56 0,69 0,98
Saccharomycetales_unclassified 0,76 1,06 2,77 0,85 0,48 0,16 0,11 0,14
Saccharomycodaceae_unclassified 0,68 1,02 0,52 0,81 0,84 0,52 0,49 0,55
Meyerozyma 0,44 1,29 0,74 0,36 0,22 0,10 0,15 0,16
Aureobasidium 0,21 0,77 0,16 0,11 0,15 0,06 0,08 0,10
Penicillium 0,20 0,48 0,50 0,17 0,16 0,04 0,05 0,02
Saccharomycetales_fam_Incertae_sedis_unclassified 0,12 0,11 0,47 0,17 0,06 0,02 0,01 0,02
Citeromyces 0,11 0,07 0,33 0,17 0,13 0,03 0,02 0,07
Papiliotrema 0,10 0,46 0,08 0,05 0,04 0,02 0,01 0,03
Tremellales_unclassified 0,08 0,24 0,16 0,03 0,06 0,01 0,03 0,02
Rhynchogastrema 0,07 0,38 0,04 0,01 0,01 - - <0,01
Cladosporium 0,07 0,12 0,16 0,06 0,06 0,04 0,02 0,01
Dipodascaceae_unclassified 0,06 0,19 0,05 0,01 0,04 0,13 0,01 0,01
Ascomycota_unclassified 0,06 0,08 0,13 0,07 0,06 0,02 0,03 0,02
Candida 0,03 0,02 0,09 0,02 0,06 0,01 0,01 0,02
Pleosporales_unclassified 0,02 0,02 0,04 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01
Colletotrichum 0,02 0,01 0,03 0,03 0,03 0,01 <0,01 0,01
Glomerellaceae_unclassified 0,02 0,04 0,01 0,02 0,03 <0,01 <0,01 <0,01



Kwoniella

Aspergillus

Debaryomyces
Dothideomycetes_unclassified
Saccharomyces

Mycosphaerellaceae_unclassified

Phaeosphaeriaceae_unclassified
Apiotrichum
Saccharomycetes_unclassified
Filobasidiales_unclassified
Diaporthe

Talaromyces
Pseudocercospora
Diaporthales_unclassified
Capnodiales_unclassified
Alternaria

Naganishia

Neofusicoccum
Sordariomycetes_unclassified
Trichosporon

Torulaspora
Basidiomycota_unclassified
Agaricomycetes_unclassified
Elsinoaceae_unclassified
Sarocladium
Erythrobasidiales_unclassified
unclassified_Dothideomycetes
Fusarium
Tremellomycetes_unclassified

Cercospora

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,04

<0,01
<0,01
0,01
0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
0,01
<0,01
0,02
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01
0,01

0,01
0,02
0,02
0,02
0,03
0,02
0,02
<0,01
0,02
<0,01
0,01
<0,01
0,02
0,02
0,02
<0,01

0,02
0,01
0,02
0,01
0,01
<0,01
0,01
0,01
<0,01
<0,01
0,01

0,07
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,03
0,01
0,01
0,01
<0,01
0,01

<0,01
0,01
0,02

<0,01
0,01

<0,01

<0,01

<0,01
0,01
0,01
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0,01
0,04
0,02

<0,01
<0,01
0,01

<0,01

0,02
<0,01

0,02

0,01

<0,01

0,01

<0,01

<0,01

0,01

<0,01

<0,01
0,01

0,01

<0,01
0,01
0,01

<0,01
0,01

<0,01

0,01

0,02

0,01

<0,01

0,01

0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01



Pilidium

Cutaneotrichosporon
Metschnikowiaceae unclassified
Clavispora

Saturnispora
Rhynchogastremataceae_unclassified
Acrocalymma
Chaetothyriales_unclassified
Lecanoromycetes_unclassified
unclassified_Helotiales
Helotiales_unclassified
Cordycipitaceae_unclassified
Phaeoacremonium
Corynespora

Curvularia

Kodamaea

Metschnikowia
Sporocadaceae_unclassified
Derxomyces
Didymellaceae_unclassified
unclassified_Chaetothyriales
Starmerella

Rhodotorula
Microascales_unclassified
Hypocreales_unclassified
Cystofilobasidium

Lambertella

Clonostachys

Stephanonectria

Brevistachys

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01
<0,01
<0,01

0,01

0,01

<0,01
<0,01
0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,01
<0,01

<0,01

<0,01

0,01

0,01

0,01
<0,01

0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
0,01
0,01
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0,01
0,01
<0,01
<0,01

0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01



Orbilia

Steccherinum
Symmetrospora

Bannoa

Saitozyma
Pleosporaceae_unclassified
Lachnum

Hyphopichia

Tropicoporus
Eurotiales_unclassified
Lecanorales_unclassified
Orbiliaceae_unclassified
Lodderomyces

Hypoxylon
Cystobasidiomycetes_unclassified
Buckleyzyma
Erythrobasidium
Toxicocladosporium
Pallidocercospora
unclassified_Elsinoaceae
Kalmusia
Sclerotiniaceae_unclassified
unclassified_Dipodascaceae
Nemania
Agaricales_unclassified
Sterigmatomyces

Hannaella

Rhizopus
Dothideales_unclassified

Didymosphaeriaceae_unclassified

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,01

<0,01

<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
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Bipolaris

Cyphellophora

Knufia

Cladonia
Leotiomycetes_unclassified
Phaffomycetaceae_unclassified
Zygotorulaspora

Coprinellus
Ganodermataceae_unclassified
Ganoderma

Rigidoporus

Meira
Microbotryomycetes_unclassified
Pucciniomycetes_unclassified
Cladosporiaceae_unclassified
Mycosphaerella
Teratosphaeria

Boeremia

Paraphaeosphaeria

Preussia
Aspergillaceae_unclassified
Physciaceae_unclassified
Ramalinaceae_unclassified
Wickerhamiella
Ophiocordycipitaceae_unclassified
Stachybotryaceae_unclassified
Microascaceae_unclassified
Microdochium
Xylariales_unclassified

unclassified_Sordariomycetes

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
<0,01
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<0,01
<0,01



Coprinopsis
Ceratobasidiaceae_unclassified
Cystobasidiaceae_unclassified
Curvibasidium

Septobasidium

Bulleribasidium

Vishniacozyma
Trichosporonaceae_unclassified
Wallemia
Gigasporaceae_unclassified

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01

<0,01
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<0,01




