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ABSTRACT

Coffee is the beverage prepared from seeds or grains processed from red fruits obtained from
plants of the genus Coffea. Coffee is one of the most popular drinks in the world, third in
consumption after water and tea. It occupies the fifth line among the agricultural enterprises of
Puerto Rico, representing in its contribution to the economy the main business and way of life
for much of the population of the island’s central zone. The quality and chemical composition in
the final product may vary due to processing conditions and geographical factors. For this
reason, the effect of the factors of altitude (upper and lower) and variety (Caturra and Bourbon)
on the chlorogenic acids profile, caffeine, antioxidant activity, as well as the degree of bitterness,
were evaluated. The chlorogenic acids and caffeine content were determined simultaneously
using the LC-DAD/MS/MS technique. The antioxidant activity was evaluated using the ORAC
and DPPH methodologies, while the evaluation of the bitter attribute was carried out by a group
of trained panelists. The results for caffeine showed that its content is significantly higher in
samples from the upper zone, but there was no significant difference with variety. In regards to
chlorogenic acids, 5-CQA was the predominant one followed by 4-CQA, 3-CQA, 3,4-CQA and
3,5-CQA, the sum of which was significantly higher in the upper zone and for Caturra. In both
ORAC and DPPH, a higher antioxidant activity was observed in samples from the upper zone,
although Caturra showed higher ORAC than Bourbon, but the opposite was for DPPH. Finally,
the attribute of bitterness, which is mainly due to caffeine and chlorogenic acids, was

significantly higher for upper zone, which confirmed the results mentioned above.



RESUMEN

El café es la bebida preparada a partir de las semillas o granos procesados a partir de frutos rojos
obtenidos de plantas del género botanico Coffea. El café es una de las bebidas mas populares del
mundo, tercera en consumo luego del agua y el té. Este ocupa el quinto renglén entre las
empresas agropecuarias de Puerto Rico, representando en su aportacion a la economia el
principal negocio y modo de vida para gran parte de la poblacion de la zona central de la isla. La
calidad y composicion quimica en el producto final puede variar por las condiciones de
procesamiento y factores geogréaficos. Es por esto que se evaluo el efecto de los factores altitud
(alta y baja) y variedad (Caturra y Borbon) en la composicion de &cidos clorogénicos, cafeina,
actividad antioxidante, ademas en el grado de amargo. El contenido de acidos clorogénicos y
cafeina se determind simultdneamente usando la técnica LC-DAD/MS/MS, la actividad
antioxidante fue evaluada por medio de las metodologias ORAC y DPPH. La evaluacion del
atributo de amargo fue llevada a cabo por parte de un grupo de panelistas entrenados. Los
resultados para cafeina mostraron que su contenido es significativamente mayor en muestras
sembradas en zona alta, sin embargo no hubo diferencia significativa entre variedades. En
términos de los acidos clorogénicos, se encontrd que 5-CQA fue el predominante seguido de 4-
CQA, 3-CQA, 3,4-CQA y 3,5-CQA, siendo la suma de estos significativamente mayor en zona
alta y para la variedad Caturra. Tanto en ORAC y DPPH, se presentd una actividad antioxidante
significativamente mayor en las muestras provenientes de zona alta, aunque Caturra presento
mayor ORAC que Borbdn, mientras lo opuesto se presentd para DPPH. Por ultimo, el atributo de
amargo, debido principalmente a la cafeina y los acidos clorogénicos, fue significativamente

mayor en la zona alta, lo que confirma los resultados antes mencionados.
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1. JUSTIFICACION

El café es la bebida preparada a partir de los granos de frutos maduros obtenidos de plantas
del género botanico Coffea (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2009). El café es uno de los
principales productos en la economia mundial siendo superado por el petréleo en el “ranking” de
comercio internacional (Borrelli, Visconti, Mennella, Anese, & Fogliano, 2002). De igual
manera el café es una de las bebidas mas populares del mundo, tercera en consumo luego del
agua y el té (Fujioka & Shibamoto, 2008; Mills, Oruna-Concha, Mottram, Gibson, & Spencer,
2013). En el ambito local, el café ocupa el quinto renglon entre las empresas agropecuarias de
Puerto Rico, representando en su aportacién a la economia el principal negocio y modo de vida
para gran parte de la poblacion de la zona central de la Isla, aportando cerca del 15% entre la
categoria de cosechas al ingreso bruto agricola de Puerto Rico (Flores, 2011).

El consumo de café es principalmente motivado y preferido sobre otras bebidas por su
agradable sabor y aroma, ademas de las sensaciones positivas que este produce. Las especies de
café méas usadas para la elaboracion de bebidas y derivados son Coffea ardbica (arabica) y
Coffea canephora (robusta), siendo la Gltima la de menor calidad sensorial, sin embargo, su
mayor ventaja radica en que permite una mayor extraccion de solidos solubles, lo cual favorece
su uso en la elaboracion de mezclas y la industria del café soluble (Vignoli, Bassoli, & Benassi,
2011).

Ademas de las excelentes propiedades sensoriales que ofrece el café al consumidor, su
consumo regular lo ha hecho destacar sobre otras bebidas por brindar efectos beneficiosos sobre
varios aspectos de la salud, tales como, respuestas psicoactivas (alerta y estado de animo),
condiciones neuroldgicas (reduccion del riesgo de enfermedad de Parkinson), desordenes

metabdlicos (diabetes, célculos biliares), incremento en el rendimiento en actividades fisicas y



funcion hepatica (Dérea & da Costa, 2007; Uthus, 2006; Wang & Ho, 2009). Tales efectos
beneficiosos que provee el consumo de café son atribuidos principalmente a su capacidad
antioxidante y al contenido de compuestos fendlicos, entre los que destaca el acido clorogénico,
del cual el isdbmero acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) ha mostrado una efectiva capacidad
antioxidante (Vignoli, Viegas, Bassoli, & Benassi, 2013). Otros compuestos presentes en el café
con actividad antioxidante incluyen cafeina, trigonelina, &cidos cindmicos, y productos de la
reaccion de Maillard que se presentan durante el proceso de tostado del café, tales como
melanoidinas, y compuestos volatiles heterociclicos, por ejemplo, el hidroximetilfurfural (HMF)
(Sacchetti, Di Mattia, Pittia, & Mastrocola, 2009; Vignoli et al., 2013).

Por otro lado, ademés de los efectos benéficos a la salud que proporcionan los compuestos
fendlicos, estos son responsables de la astringencia y el amargo del café. El sabor constituye el
criterio mas importante para la evaluacion de calidad del café, y ademas, uno de los principales
factores que motiva la preferencia del consumidor. Convencionalmente la evaluacion de calidad
del café se basa en el método sensorial denominado “prueba de taza”, que usa un panel de
expertos, cuya respuesta puede llegar a ser subjetiva y no unanime (Consonni, Cagliani, &
Cogliati, 2012). Por tanto, se requiere la implementacion de herramientas analiticas objetivas que
permitan la determinacion de la composicion quimica de manera segura y confiable, dada la
composicion compleja de metabolitos que intervienen en el desarrollo del sabor en los granos de
café tras el proceso de tostado (Farah, Monteiro, Calado, Franca, & Trugo, 2006). Teniendo en
cuenta que la composicion quimica en el producto final puede variar por las condiciones de
tostado, las condiciones de procesamiento, el tipo de granos de café usado y factores geograficos,
resulta pertinente evaluar el contenido de estos compuestos en variedades de café de Puerto Rico

y correlacionarlas con los atributos de sabor antes mencionados bajo condiciones de



procesamiento controladas, ademas de conocer el aporte en compuestos beneficiosos a la salud

por su actividad antioxidante.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Elcafé

Los origenes del café se sitian en Etiopia, donde fue cultivado por primera vez para preparar
una bebida (Belitz et al., 2009; Flament, 2002). Luego fue exportado en el siglo quince al otro
lado del mar Rojo para llegar a Adén, ubicada en Yemen, antes de pasar a Constantinopla un
siglo después, donde se establecio el primer local de consumo de café. Un siglo después el café
fue introducido en Europa occidental, especificamente en Londres y Francia, donde al comienzo
no gozé de aceptacién por parte de los gobernantes, pues los sitios para su consumo se
consideraban que promovian una conducta rebelde (Flament, 2002). Luego de la introduccion en
Europa, el café se convirtié en el centro del comercio, pero la edad dorada lleg6 a su fin hacia el
siglo dieciocho, cuando las plantaciones de café se extendieron a otras regiones, como Indonesia
y las Indias occidentales (Flament, 2002).

El café es un arbol o arbusto perteneciente a la familia Rubiaceae que se caracteriza por
crecer entre 3-12 metros en altura, dependiendo de la especie, y son podados para mantenerlos a
una altura de 2-2.5 metros y asi facilitar su cosecha (Belitz et al., 2009). La primera especie de
café cultivada fue llamada Coffea arabica, la cual crece bien en terrenos montafiosos, bien
irrigados y drenados (Flament, 2002). Hoy en dia son también importantes las especies Coffea
canephora variedad robusta, principalmente producida en Africa, y la especie C. libérica. Estas

tres especies son las que proveen la mayor produccion de café a nivel mundial, con C. arabica y



C. canaephora representando las dos especies mas relevantes y ampliamente cultivadas. A enero
de 2017 la especie ardbica representd un 64 % de las exportaciones totales de café a nivel
mundial, mientras que la especie robusta represent6 un 36 % de este renglon (ICO, 2017). Sin
embargo, la especie ardbica se caracteriza por su calidad superior y exquisito sabor con un
marcado perfil floral/frutoso (Cagliani, Pellegrino, Giugno, & Consonni, 2013; Cheong et al.,
2013). Se conocen alrededor de 80 variedades de las tres especies de café antes mencionadas. De
la especie Coffea ardbica las més importantes son typica, bourbon, maragogips y moca, y de
Coffea canephora son robusta (la mas comuan), uganda y Quillén (Belitz et al., 2009).

Los frutos de café o bayas que son cultivados en regiones tropicales a altitudes de 600-1200
m sobre el nivel del mar, tal como se muestra en la Figura 1, se caracterizan por poseer una
cubierta verde exterior, o cascara, llamada exocarpo, que, cuando madura, se vuelve rojo-violeta
0 rojo intenso, e incluso algunas variedades alcanzan una coloracion amarilla a naranja. Bajo esta
se encuentra una capa de pulpa, seguida por el mesocarpo mucilaginoso (mucilago) firmemente
unida a una capa rigida llamada pergamino (endocarpo), la cual envuelve el grano interno de la
fruta (endoesperma). Este Gltimo se compone de dos semillas cubiertas por una membrana
Ilamada piel plateada, que se encuentran separadas una de la otra por medio del pergamino
(Belitz et al., 2009; Esquivel & Jiménez, 2012; Evangelista, Miguel, Silva, Pinheiro, & Schwan,

2015).
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Figura 1. Partes del fruto de café (Esquivel & Jiménez, 2012)

2.2 Procesamiento del café
En la produccion de granos de café para el consumo final se distinguen dos etapas
principales. La primera, es el procesamiento o beneficiado para obtener café verde o pergamino a
partir de café cereza. La segunda, es el tueste del café. El beneficiado del café puede ser llevado
a cabo por dos metodos, el seco o el himedo. La seleccion de uno u otro depende

primordialmente de la variedad y la region entre otros factores.

2.2.1 Cosecha del café

El café es comercializado internacionalmente como café verde maduro, luego de ser
cosechado en la época de diciembre a febrero en la region del norte del Ecuador al trépico de
Cancer, y de mayo hasta agosto, del sur del Ecuador al trépico de Capricornio. Una vez los frutos
han alcanzado la maduracion, la recoleccion se hace manual, bien sea arrancando cada fruto
maduro, o por tiras de cada una de las ramas del arbusto. La recoleccion también se puede hacer

barriendo los frutos caidos bajo los arbustos (Belitz, 2009; Esquivel & Jiménez, 2012). Luego de



la recoleccién de los frutos, estos son trasladados a facilidades donde se les remueve la pulpa
fresca, bien sea por el método en seco (natural o mecénico) o en himedo.

La recoleccion del café juega un papel importante en la calidad de la bebida final, por
ejemplo; los granos negros y perforados por la broca ocasionan aroma y sabor acre en la bebida;
la recoleccion de granos sobre madurados y verdes puede llevar a la generacion del defecto
fermento, el cual consiste en producir aroma, acidez y sabor agrio similar a la cebolla. Por otro
lado, la astringencia es ocasionada por granos inmaduros (Federacién Nacional de Cafeteros de

Colombia, 2016; Puerta, 1999).

2.2.2 Beneficiado en seco

El beneficiado en seco, que es el método mas viejo, simple y econémico produce cafés
denominados no lavados o naturales. Este consiste en extender los frutos y secarlos bien sea al
sol o en secadores eléctricos, hasta que el grano se separa por encogimiento de la capa de
pergamino que lo rodea (Belitz et al., 2009; Esquivel & Jiménez, 2012; Puerta, 1999; Silva,
Batista, Abreu, Dias, & Schwan, 2008). Este método envuelve fermentacidn natural microbiana
de los frutos enteros por un periodo de 10 a 25 dias de exposicion al sol, tiempo durante el cual
son esparcidos sobre una superficie (ej: suelo, concreto, asfalto) en capas de aproximadamente
10 cm de espesor, en la noche son recogidos y en el dia esparcidos nuevamente (Evangelista et
al., 2015; Silva et al., 2008). Una variante es realizar el proceso de pelado mecanicamente. En
cualquiera de los casos el material organico que rodea el grano (piel, pulpa, mucilago y
pergamino) es retirado, y en la medida de lo posible, también se remueve la cubierta plateada del
grano (Belitz, 2009; Esquivel & Jiménez, 2012).

La importancia del secado radica en que es un proceso de conservacion de la calidad

microbioldgica y quimica del café durante su almacenamiento y transporte. En el secado el



contenido y la actividad de agua deben llegar a niveles inferiores al 12 % y 0.67,
respectivamente, para evitar la proliferacion de hongos que deterioran el producto (Puerta, 1999).
En este proceso, la operacion de secado es el paso méas importante por que incide directamente
en la calidad final del café, ya que frutos sobre secados seran mas fragiles y produciran muchos
granos rotos durante el descascarado. Por otro lado, los frutos que no se sequen correctamente
seran vulnerables al deterioro por ataque microbiano (Duarte, Pereira, & Farah, 2010)

El procesamiento en seco es usado generalmente para la variedad Robusta, y se prefiere
principalmente en regiones donde las precipitaciones son escasas y se cuenta con largos periodos
de sol disponibles (Gonzélez-Rios et al., 2007b). Tal es el caso de Brasil, donde se procesa por
via seca 85-95% de café ardbica, al igual que la mayor parte del café producido en Etiopia,
Haiti, Indonesia y Paraguay, y una parte del producido en la India y Ecuador (Evangelista et al.,

2015; Silva et al., 2008).

2.2.3 Beneficiado en hiumedo y beneficiado ecoldgico

El beneficiado en himedo es un proceso mas sofisticado que produce granos de calidad
superior, denominados usualmente como ‘“cafés lavados” o “café pergamino”. Es usado
principalmente para la especie arébica en regiones como Colombia, América Central y Hawai
(Silva et al., 2008).

En éste, los granos son inicialmente sumergidos en agua, lo que permite la separacion de
frutos dafiados o inmaduros de los frutos maduros y en buen estado (los cuales se hundiran)
(Esquivel & Jimenez, 2012). Posteriormente la cascara y la mayor parte de la pulpa son
removidas mecanicamente comprimiendo los frutos suavemente en agua empleando una

despulpadora, la cual consiste de un cilindro giratorio o disco y una placa, ademas de una malla.



El exceso de pulpa y el mucilago son removidos por medio de fermentacion en tanques de
concreto por espacio de 6-72 horas (dependiendo de la temperatura ambiental) (Belitz et al.,
2009; Duarte et al., 2010; Evangelista et al., 2015). Los granos resultantes de la etapa de
despulpado permanecen rodeados por el pergamino, el cual se retira después de subsecuentes
pasos de lavado, secado y pelado (Duarte et al., 2010). La cubierta plateada se puede quitar
opcionalmente por una méquina de pulido para producir granos de café de alta calidad (Belitz et
al., 2009).

La fermentacion que permite la hidrolisis del mucilago, el cual dificulta el secado de los
granos, es llevada a cabo por enzimas presentes en el tejido del café y por enzimas producidas
por microorganismos endogenos de la céascara del fruto. La poblacion de estos tiene una
influencia directa en la calidad final del grano, pues usan los diferentes compuestos presentes en
la pulpa y mucilago como nutrientes durante la fermentacion, secretando &cidos organicos y
otros metabolitos que pueden afectar la calidad sensorial final de la bebida (Avallone, Guyot,
Brillouet, Olguin, & Guiraud, 2001; Belitz et al., 2009; Esquivel & Jiménez, 2012; Evangelista et
al., 2015).

La biodiversidad microbiana presente en las frutas y los granos de café depende entre otros
factores, de la variedad de café, método de fermentacién, composicion de la fruta y los factores
ambientales de la regién en la que se cultivan como la humedad, la temperatura, y la poblacién
en el suelo (Evangelista et al., 2015; Vilela, Pereira, Silva, Batista, & Schwan, 2010). Avallone
et al (2001) reportaron que la microflora responsable de la fermentacion del café y la eliminacion
del mucilago estd compuesta principalmente por bacterias aerdbicas, especialmente bacillos
Gram-negativos, dentro de los que aparecen con mayor frecuencia cepas de los géneros

Klebsiella y Erwinia. En un estudio adicional desarrollado en dos regiones de Brazil, Evangelista



y colaboradores (2015), encontraron que las levaduras predominantes en la fermentacién fueron
Meyerozyma caribbica y Hanseniaspora uvarum, en una de ellas. En la otra region, Torulaspora
delbrueckii fue la levadura predominante. En cuanto a las bacterias, las especies Staphylococcus
warneri y Erwinia persicina predominaron en la primera, mientras, Enterobacter asburiae y
Leuconostoc mesenteroides predominaron en la otra. Simultdneamente se determind que el acido
lactico fue el acido orgéanico predominante durante la fermentacién. La presencia de este y otros
acidos orgénicos, provocan cambios en el pH, alterando la microbiota presente en el tanque.
Adicionalmente, la difusion de acidos producidos durante la fermentacion hacia los granos
afectan la calidad y sabor de la bebida final.

Debido a que en el método himedo se usan grandes cantidades de agua y no hay control de
los desperdicios en la etapa de fermentacién, se desarrollé en Colombia la tecnologia
BECOLSUB (beneficio ecoldgico del café y aprovechamiento de sus sub-productos) como
alternativa amigable con el medio ambiente (Puerta, 1999; Roa et al., 1997; Rodriguez, Sanz,
Oliveros, & Ramirez, 2015; Sanz, Oliveros, Ramirez, Lopez, & Velasquez, 2011). En este
proceso se obtiene una reduccion en el consumo de agua mayor al 95% y un control en la
contaminacion de las aguas de méas del 90% sin afectar la calidad intrinseca del producto (Sanz et
al., 2011). La tecnologia consiste basicamente en la remocién mecénica de pulpa sin el uso de
agua y el mucilago es retirado mecanicamente consumiendo cerca de 1 litro de agua por cada
kilogramo de café pergamino seco. La mezcla de pulpa y mucilago residual se combinan y
transportan usando un tornillo sinfin hasta un lecho donde son transformados bioldgicamente
para aprovecharse como biomasa (Puerta, 1999; Roa et al., 1997; Sanz et al., 2011).

Aunque el beneficiado ecoldgico tenga un mayor impacto favorable tanto econdmicamente,

cémo ambientalmente, se ha mostrado que cafés verdes-maduros procesados de esta manera



presentan una menor calidad aromatica en comparacién con cafés beneficiados por el método en
himedo tradicional (Gonzélez-Rios et al., 2007b). EI mismo resultado se obtuvo en café tostado
beneficiado ecol6gicamente, el cual presentd notas aromaticas neutrales, contrario a los tratados
por el método humedo tradicional, que presentaron notas a caramelo, frutales y florales,
confirmando la importancia de la remocién microbiana del mucilago (Gonzélez-Rios et al.,

2007a).

2.2.4 Tostado del café

Los granos de café verde-maduro obtenidos al final de las etapas de beneficiado presentan
unas caracteristicas organolépticas no adecuadas, en particular un olor muy poco agradable,
asociandose a los descriptores de herbal, césped y tierra. Para lograr obtener el color, aroma y
sabor agradables, deseados en la bebida final, los granos deben ser tratados térmicamente en un
proceso denominado tostado o torrefaccion (Esquivel & Jiménez, 2012). El proceso del tostado
del café es llevado a cabo por calentamiento controlado desde temperatura ambiente hasta cerca
de 240 °C en un lapso de 10 a 15 minutos (Belitz et al., 2009; Lyman, Benck, Dell, Merle, &
Murray-Wijelath, 2003). Este tratamiento provoca profundos cambios fisicos y quimicos en los
granos, ademas del caracteristico sabor obtenido por la combinacion de numerosos productos
quimicos generados.

Entre los cambios fisicos que ocurren, estan que los granos con una excepcional dureza
cambian su estructura aumentando de volumen (50-80%), volviéndose mas fragiles y suaves. El
aumento en volumen se debe a que durante el calentamiento la pared celular de los granos de
café cambia de un estado inicial vitreo a uno elastico, soportando presiones de hasta 16 Bares, lo
cual es posible porque esta es gruesa y carece de espacios intracelulares, viéndose como una

agregacion de unidades de microreactores (Baggenstoss, Poisson, Kaegi, Perren, & Escher,
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2008). Otro cambio fisico importante es el color, el cual de un verde se torna a un color marrén o
incluso negro. La pérdida de peso de los granos verdes alcanza valores de 11-20%.
Adicionalmente, la gravedad especifica disminuye de 1.126-1.172 a 0.570-0.694, por lo que los
granos tostados flotan en el agua (Belitz et al., 2009; He¢imovic et al., 2011).

En el tostado se presenta la transferencia de calor por contacto, conduccion, conveccion y
radiacion, siendo conveccion el méas efectivo y apropiado para un tueste homogéneo. Ademas,
permite el transcurso de las cuatro etapas importantes: secado, desarrollo, descomposicion y el
tostado completo (Baggenstoss et al., 2008; Belitz et al., 2009). A continuacidn se describen cada
una de estas fases.

Los cambios iniciales ocurren en la etapa de secado por encima de 50 °C, cuando las
proteinas del tejido se desnaturalizan y el grano pierde agua por evaporacion de la misma (Belitz
et al., 2009). En este punto también se presentan reacciones hidroliticas involucrando los
monosacaridos presentes en los granos verdes, dandose un incremento de glucosa, fructosa,
galactosa y manosa, en especial de glucosa a consecuencia de la hidrdlisis de la celulosa presente
en la estructura celular de los granos, favorecida en parte por el ambiente ligeramente &cido del
grano (Lyman et al., 2003).

Por encima de 100 °C inicia la etapa de desarrollo, en la cual, el agua débilmente enlazada a
las moléculas organicas comienza a evaporarse. Al alcanzarse una presion de vapor cercana a 30
psi (por sus siglas en inglés), parte de la pared de celulosa debilitada comienza a agrietarse,
dando el primer crujido desde el tostador por parte de los granos, los cuales actdan como
pequefias ollas a presion, liberando el exceso de presion (Lyman et al., 2003). Simultaneamente
comienza a presentarse el oscurecimiento, debido a reacciones de pir6lisis de compuestos

organicos, tales como proteinas, carbohidratos, polisacaridos, entre otros, acompafiado por
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hinchazén y una destilacion seca (Belitz et al., 2009). En esta etapa también se presentan
reacciones de Maillard o reaccion de oscurecimiento no enzimatica (Somporn, Kamtuo,
Theerakulpisut, & Siriamornpun, 2011). La primera de ellas, consiste en la interaccion entre el
grupo carbonilo de un monosacérido reductor con el grupo amino libre de un aminodcido, un
péptido, o incluso una proteina, favoreciéndose por la alta temperatura y por la baja actividad de
agua de los granos (BeMiller & Whistler, 1996; Flament, 2002; Lyman et al., 2003; Vignoli et
al., 2013). Los productos finales de esta reaccion son heterociclos nitrogenados y melanoidinas.
Estas Gltimas son macromoléculas responsables del color café, cuya estructura y composicion es
aun desconocida (Andriot, Le Quéré & Guichard, 2004; BeMiller & Whistler, 1996; Flament,
2002; Lyman et al., 2003). A medida que la temperatura supera los 160 °C se inicia otra reaccion
importante, la degradacion de Strecker, en la cual ocurre la condensacion de compuestos
dicarbonilicos (formados de la oxidacion de moléculas de azlcares) con aminoacidos,
produciendo aminocetonas, aldehidos y productos volatiles, tales como, agua, CO, y CO. Otro
cambio que ocurre con el aumento en la temperatura es el aumento en el volumen del grano.

La etapa de descomposicion se da a temperaturas de 180-200 °C, en la cual continGa
ocurriendo la hidrdlisis de la celulosa, haciendo a los granos méas débiles y quebradizos. En este
punto se presenta el segundo sonido de crujido como consecuencia de que la presién de CO;
formado en la degradacién de Strecker supera la fuerza de la pared celulésica del grano, como
consecuencia los granos revientan, liberdndose el aroma a café y un humo color azul (Belitz et
al., 2009; Lyman et al., 2003).

Ya en la ultima etapa, la del tostado final, a medida que la temperatura pasa de 200 °C, y
como consecuencia de la pérdida de CO,, las moléculas de azucar en exceso comienzan a

oxidarse (o caramelizarse), produciendo aldehidos lineales, cetonas y acidos (Lyman et al.,
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2003). Incluso, a medida que la temperatura sigue en aumento comienza la degradacion termal
de muchas moléculas orgénicas, entre ellas, el acido pirivico que se forma, se degrada a
acetaldehido, el &cido cafeico se puede oxidar para formar diversos hidroxibenzaldehidos, y el
acido quinico puede sufrir deshidratacion y formar &cidos fendlicos, que imparten sabor amargo
(Lyman et al., 2003). Cuando se ha conseguido la caramelizacion Optima, la humedad de los
granos cae a su nivel mas bajo, de 1.5-3.5%, completandose asi el tostado (Belitz et al., 2009).

El tostado del café requiere habilidad y experiencia para alcanzar uniformidad en color y
conseguir el desarrollo de un aroma Optimo. Este proceso requiere control de tiempo y
temperatura para que se presenten las reacciones quimicas necesarias sin que los granos se
quemen comprometiendo el sabor de la bebida (Belitz et al., 2009). El grado de tueste de café es
controlado por tiempo y temperatura, y se suele evaluar cualitativamente midiendo su color;
permitiendo clasificarlo como tostado claro, medio u oscuro (Somporn et al., 2011; Vignoli et

al., 2013).

2.3 Composicion quimica del café

La composicién y las caracteristicas de los granos de café, ademas de depender de la
especie, condiciones de cultivo de las plantas (tales como sombra, poda, suelo, exposicion al sol,
régimen de lluvias y temperatura), grado de madurez al momento de la cosecha, y la manera en
que se realice la cosecha, también depende del método de procesamiento, bien sea en seco o en
himedo. Si se selecciona el método en himedo, el paso de fermentacion para retirar el mucilago
resulta critico (Esquivel & Jiménez, 2012b; Vignoli, Bassoli, & Benassi, 2011). A continuacion

se describe la composicion quimica del café verde y como esta se afecta con la torrefaccion.
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2.3.1 Café verde

Sin importar si la especie es arabica o robusta, los principales componentes en café verde
son los polisacéaridos insolubles (fibra dietaria), con mayor predominancia de celulosa (41-43%
en arabica; 32-40% robusta expresados en % de sélidos), y en menor alcance hemicelulosa (5-
10% en arabica; 3-4% robusta). Luego, los compuestos mas abundantes corresponden a los
lipidos, pero con mayor abundancia en arabica (15-18%) que en robusta (8-12%), siendo los
triacilgliceroles los lipidos mas representativos (Toci, Neto, Torres, & Farah, 2013). Siguiendo
los lipidos en abundancia, estan los carbohidratos solubles con 9.0-12.5% en arébica y 6.0-
11.5% en robusta. El siguiente grupo de componentes representativos en café verde son los
acidos clorogénicos, siendo en este caso robusta la de mayor contenido en dicho componente,
con 7.1-12.1% en comparacion con 6.7-9.2% en arabica. Entre los &cidos clorogénicos, el mas
abundante es el 5-cafeoilquinico, presente en ardbica en un 3.0-5.6%, mientras en robusta
alcanza valores de 4.4-6.6%. Comparable al nivel de &cidos clorogénicos, se encuentran los
compuestos nitrogenados, representados mayoritariamente por proteinas 8.5-12.0%, seguido por
la cafeina y trigonelina, mientras los aminoacidos estan en menor proporcién. Otro grupo de
sustancias quimicas importantes son los minerales, que alcanzan valores entre 3.0- 5.4% (Belitz

et al., 2009).

2.3.2 Café tostado

Como ocurre con el café verde, la composicion del café tostado cambia significativamente
dependiendo de la variedad y grado de tueste. El proceso de tostado causa cambios en la
composicion quimica y actividad bioldgica del café, asi componentes como los polisacaridos

insolubles, tales como celulosa, son degradados a fragmentos solubles. La sacarosa presente en el
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café crudo es descompuesta hasta concentraciones de 0.4-2.8%. El contenido de carbohidratos
totales llega a ser de 38% (en % de solidos) y de 42% (en % de sdlidos) para arabica y robusta,
respectivamente (Belitz et al., 2009).

La fraccion lipidica es bien estable y supera el proceso de tostado con cambios muy
pequefios. Los &cidos linoleico y palmitico son los mas abundantes. El contenido total de lipidos
en la especie arabica es de 17%, mientras que en robusta llega a 11%. Los diterpenos presentes
como cafestol y kahweol son degradados por el tostado. ElI 16-O-metilcafestol, que sélo se
encuentra en robusta, resiste el proceso de tostado, por lo que este compuesto permite detectar
mezclas de robusta y arabica (Belitz et al., 2009).

Las proteinas que presentan un contenido de 10% tanto en café tostado producido a partir de
arabica como robusta, sufren cambios significativos por el calentamiento en presencia de
carbohidratos. Los aminoécidos sufren una disminucion del 30%, en especial, arginina, acido
aspartico, lisina, serina, treonina y metionina, mientras que aminoacidos estables, como alanina,
acido glutamico y leucina se mantienen. Es importante el hecho que aminoéacidos libres se
presentan solo a nivel trazas en el café tostado (Belitz et al., 2009).

En cuanto a los minerales, permanecen casi estables con 4.5% en ardbica y 4.7% en
robusta. Los cationes predominantes en las cenizas son potasio, calcio y magnesio, en tanto que
los aniones predominantes son sulfato y fosfato (Belitz et al., 2009)).

Respecto a los compuestos de aroma, se han identificado cerca de 850 voléatiles formando
una mezcla muy compleja, de los cuales alrededor de 40 contribuyen al aroma, asociados
principalmente  con los descriptores dulce/caramelo, tierra, sulfuroso/tostado y
ahumado/fendlico. Por su parte los compuestos responsables del sabor, tales como los acidos

clorogénicos (ACG) son de los componentes que mas se pierden en el tostado debido a su alta
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inestabilidad termal alcanzandose valores de 2.7-3.1% en arabica y robusta, respectivamente,
(Belitz et al., 2009; Mills et al., 2013).

Una de las principales caracteristicas de la bebida de café es su significativo aporte en
compuestos con actividad antioxidante. Aunque compuestos fendlicos antioxidantes, tales como
el &cido clorogénico, son parcialmente degradados durante el tostado, la capacidad antioxidante
puede mantenerse o incluso mejorarse gracias a la formacion de compuestos con actividad
antioxidante a partir de la reaccion de Maillard. Las melanoidinas, que alcanzan valores de hasta
23% para ambas especies en cuestion, han sido reportados como los compuestos responsables de
la actividad antioxidante de la fraccion de alto peso molecular aislada de café tostado (Sacchetti,
Di Mattia, Pittia, & Mastrocola, 2009; Vignoli et al., 2011). Simultaneamente, la cafeina, un
importante compuesto con actividad bioldgica sufre una ligera disminucién durante el tostado,

Ilegando a valores de 1.3% y2.4% para arédbica y robusta, respectivamente (Belitz et al., 2009).

2.3.3 Compuestos fenolicos y actividad biolégica

La amplia popularidad que goza la bebida preparada por infusion de café tostado, tercera
después del té y el agua, no es s6lo por su agradable aroma y sabor, sino por sus propiedades
fisioldgicas y psicoactivas sobre la salud. Tales efectos son asociados con el hecho de que el café
es rico en sustancias biolégicamente activas tales como, acido nicotinico, trigonelina, acido
quinolinico, &cido tanico, acido pirogalico, y metilxantinas, particularmente cafeina. También, es
importante la presencia de polifenoles, tales como los flavonoides y los de la familia de los
acidos hidroxicinamicos, especificamente acido clorogénico, cafeico, cumarico, ferulico y

sinapico (Doérea & da Costa, 2007; Mills et al., 2013; Wang & Ho, 2009).
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En general, los compuestos fendlicos son constituyentes ubicuos de muchas plantas
superiores. Estos estan distribuidos dentro de un rango amplio de alimentos de origen vegetal
consumidos masivamente, tales como, cereales, vegetales, frutas, leguminosas, y en bebidas de
origen vegetal, tales como vino, té, cerveza y café (Farah & Donangelo, 2006). Los compuestos
fendlicos que son metabolitos secundarios producidos por las plantas como mecanismos de
defensa ante situaciones de estrés, como por ejemplo, radiacion ultravioleta o agresion por
patdgenos, se pueden agrupar en diferentes clases, de acuerdo a su estructura quimica bésica
(numero y tipo de anillos de fenol), y en diferentes sub-clases seglin las substituciones
especificas en la estructura bésica, asociacion con carbohidratos y formas polimerizadas (Farah
& Donangelo, 2006; Wang & Ho, 2009).

Los miles de compuestos fendlicos conocidos hasta el momento se pueden agrupar en dos
grandes clases: en flavonoides y compuestos no flavonoides. Los flavonoides son derivados de
benzo-y-pirona y estructuralmente estan formados por anillos de fenol y de pirano. Existen siete
clases principales de flavonoides: los flavonoles (kaempferol, quercitina y mirecitina), flavonas
(apigenina y luteolina), flavanonas (Naringenina y hesperetina), flavanoles (catequinas y
galocatequinas), antocianidinas (pelargonidina, cianidina y malvidina), taninos condensados o
proantocianidinas (procianidina trimerica y prodelfinidinas) y las isoflavonas (daidzeina,
genisteina y gliciteina). Por otro lado, dentro de los compuestos fendlicos no flavonoides se
encuentran: los acidos fenolicos de tipo benzoico (&cido galico, acido procatechuico y acido p-
hidroxibenzoico), y de tipo hidroxicinamico (&cido cumérico, acido cafeico, &cido ferulico y
acido sinadpico), ademas de los taninos hidrolizables (pentagaloilglucosa), estilbenos
(resveratrol), y lignanos (secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol y pinoresinol) (Adriana

Farah & Donangelo, 2006; Wang & Ho, 2009).
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Los beneficios a la salud que provee el consumo de alimentos ricos en flavonoides y
polifenoles, que han despertado gran interés entre la comunidad cientifica y los mismos
consumidores, incluyen contribucién en la prevencion contra enfermedades cronicas
degenerativas, las cuales incluyen, cataratas, enfermedades neurodegenerativas, y diabetes
mellitus, ademéas de céncer, enfermedades cardiovasculares, enfermedades del corazon,
inhibicion de lesion arteriosclerotica, reduccion de colesterol en sangre y osteoporosis ( (Farah &
Donangelo, 2006; Hodgson & Croft, 2010; Scalbert, Johnson, & Saltmarsh, 2005). Aunque
muchos estudios epidemioldgicos tienden a confirmar los efectos protectores del consumo de
polifenoles contra enfermedades cardiovasculares, en contraste, el efecto protector de polifenoles
contra el céncer, enfermedades neurodegenarativas, se deriva de experimentos in vitro o con
animales, que a menudo se llevan a cabo con dosis mucho més altas que aquellas a las que los
seres humanos estan expuestos a través de la dieta (Scalbert et al., 2005)

Los flavonoides junto con los acidos clorogénicos constituyen los principales compuestos
fendlicos en el café (Wang & Ho, 2009). Mientras en la pulpa los principales compuestos
fendlicos son los taninos condensados, en las semillas los compuestos fendlicos se distribuyen
predominantemente como 4&cidos clorogénicos (Farah & Donangelo, 2006). Los &cidos
clorogénicos, quimicamente, se describen como ésteres de una a tres moléculas de &cidos trans-
cindmicos, tales como, cafeico, fertlico y p-cumarico, con una molécula de acido quinico
(Monteiro & Farah, 2012).

En la Figura 2 se muestran los acidos clorogénicos més abundantes del café, los cuales
forman parte de tres grupos de isomeros principales: los acidos cafeoilquinicos, los acidos
feruloilquinicos y los &cidos dicafeoilquinicos. De estas familias, la mas abundante es la de los

acidos cafeoilquinicos, alcanzando proporciones entre 65-85%, con el isomero 5-CQA como el
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mas abundante. Los otros tipos de isébmeros representan en proporcion entre un 3-20% cada uno,

respectivamente (Fujioka & Shibamoto, 2008; Mullen et al., 2011; Trugo & Nogueira, 2003).
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Figura 2. Principales acidos clorogénicos en café tostado (autoria personal)

Otros compuestos fendlicos que se encuentran en la semilla del café incluyen: taninos,
lignanos, y antocianidinas. Estos se encuentran en menor cantidad que los acidos clorogénicos
(Farah & Donangelo, 2006). Los acidos clorogénicos se caracterizan por tener varias propiedades
beneficiosas para la salud, la cual se explica en gran medida por su potente actividad
antioxidante. Ademas, se han mostrado actividades antivirales, hepatoprotectoras vy
antiespasmaodicos. De hecho, particularmente el isomero acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) ha

mostrado ser un excelente antioxidante en ensayos in vitro y ex vivo (Vignoli et al., 2013). El
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contenido de &cidos clorogénicos varia por las condiciones de cultivo, de procesamiento y grado
de maduracién. Durante el proceso de tostado, el contenido de estos compuestos disminuye
debido a que son inestables a altas temperaturas. Entre especies se ha reportado que robusta tiene
mayor capacidad antioxidante que arébica cuando el café es tostado (Vignoli et al., 2013). Por
esta razén se buscan nuevos cultivares de la especie C. arabica, con buenas propiedades
sensoriales y que posean altos contenidos de &cidos clorogénicos.

Otro compuesto en el café con importante actividad antioxidante, es la cafeina (1,3,7-
metilxantina), el compuesto més estudiado del café. Quimicamente, esta se describe como un
alcaloide del grupo xantina ampliamente distribuido entre muchas bebidas y alimentos,
incluyendo ademaés de las diferentes variedades de café, hojas de té (Camellia sinensis), semillas
de guarana (Paullinia cupana), hojas de mate (Llex paraguariensis), semillas de nuez de cola
(Cola nitida, Cola acuminata) y granos de cocoa (Theobroma cacao) (Tello, Viguera, & Calvo,

2011).

2.4 Medicion de la actividad antioxidante

Dado al creciente interés en la poblacion en general, la industria y la ciencia de alimentos en
conocer la capacidad antioxidante de diferentes alimentos, se han desarrollado diferentes
metodologias para lograr satisfacer esta necesidad. Sin embargo, ninguna de estas se considera
un método estandar. Esto es debido en parte a la complejidad en la composicién de los alimentos,
a las interacciones sinérgicas entre los compuestos antioxidantes, la carencia de un método
validado, el uso de diferentes condiciones de ensayo y a que los resultados no son comparables.

Como muestra la Tabla 1, los principales ensayos para medir capacidad antioxidante se

agrupan en dos categorias: la primera, ensayos basados en reacciones de transferencia de atomos

20



de hidrégeno (HAT, por sus siglas en inglés); la segunda, ensayos basados en reacciones de
transferencia de electrones (ET, por sus siglas en inglés) (Huang, Ou, & Prior, 2005). La mayoria
de los ensayos basados en transferencia de hidrégeno se componen de un generador de radicales
libres sintético de tipo azo (generalmente AAPH), una molécula de prueba oxidable y un
antioxidante, que permiten monitorear la cinética de reacciones competitivas y llevar a cabo la
cuantificacion a partir de las curvas cinéticas (Huang et al., 2005). Por otro lado, los métodos de
transferencia de electrones involucran un proceso redox con el oxidante como un indicador del
punto final de reaccién. Los dos tipos de ensayos tienen en comdn que miden la capacidad de
secuestro de radicales (u oxidantes), en lugar de la capacidad antioxidante preventiva de una
muestra. Debido a que en el presente estudio se us6 un método de medicién de capacidad
antioxidante de cada tipo, ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay) y DPPH’, estos

se describen a continuacion.

Tabla 1. Clasificacidn de ensayos para medir capacidad antioxidante

Tipo de ensayo Ensayo

Reacciones de Transferencia de ORAC (Capacidad de secuestro de radicales oxigeno)
atomo de hidrdégeno (HAT) TRAP (Parametro antioxidante de captura de radicales totales)
Ensayo de blanqueo de crocina
IOU (Consumo de oxigeno inhibido)
Inhibicion de oxidacion de acido linoleico
Inhibicién de oxidacion de LDL (lipoproteinas de baja
densidad)
Reacciones de Transferencia de TEAC (Capacidad antioxidante de Trolox equivalente)
Electrones (ET) FRAP (Parametro antioxidante de reduccion del ion férrico)
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
Capacidad de reduccion de cobre (11)

Ensayo de fenoles totales por el reactivo de Folin-Ciocalteu
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2.4.1 Ensayo de capacidad de secuestro de radicales oxigeno (ORAC)

Este ensayo fue desarrollado por Cao et al. (1993) usando inicialmente B-ficoeritrina (B-PE,
una proteina fluorescente) como molécula de prueba. A medida que la fluorescencia de B-PE
decae indica el grado en el que la molécula se degrada por reaccion con el radical peroxilo.
Posteriormente, Ou et al. (2001) modificaron la B-PE por fluoresceina, ya que la primera
presentaba ciertas desventajas, tales como: falta de uniformidad entre lotes al ser aislada del
organismo Porphyridium cruentum, y presencia de interacciones no especificas con polifenoles,
al punto de perder fluorescencia aun en ausencia del radical (Huang et al., 2005).

En si, el método consiste en mezclar la muestra, o el control, o el estandar, con la solucién
de fluoresceina, los cuales se incuban a 37 °C antes de adicionar la solucion del radical AAPH
para iniciar la reaccién (Huang, Ou, Hampsch-Woodill, Flanagan, & Prior, 2002; Huang et al.,
2005). Una vez la reaccion se inicia se mide la intensidad de la fluorescencia cada minuto por 35
minutos. Todo el proceso es llevado a cabo bajo condiciones fisioldgicas (37 °C y pH 7.40).

Como el método fue concebido inicialmente, se consumia mucho tiempo y labor del
analista, limitando el analisis de altos volimenes de muestras. Huang et al (2002) implementaron
el uso de un lector de fluorescencia de microplato con capacidad para 96 muestras, permitiendo
analizar por lo menos 130 muestras por dia. Esta optimizacion, no solo libera tiempo de analisis,

sino que elimina en gran proporcién el error humano en varias etapas de preparacion de muestra.

2.4.2 Ensayo de capacidad de secuestro de radicales usando el radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil)
Entre los diversos metodos que se han desarrollado para medir la actividad antioxidante

basados en diferentes mecanismos de reaccion quimicos o bilogicos, la metodologia usando el
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radical DPPH constituye una de las mas empleadas. Este ensayo que fue desarrollado
inicialmente por Brand-Williams et al. (1995). Consiste en monitorear el descenso en la
absorbancia del radical estable DPPH -cuando reacciona con compuestos antioxidantes aislados
0 extraidos. La capacidad de eliminar el radical estable DPPH" es una medida directa de la
actividad antioxidante. En su forma radical, el DPPH, el cual presenta un color violeta, absorbe a
515 nm, pero al reducirse por un antioxidante (AH), su absorbancia desaparece y se torna al
correspondiente compuesto amarillo, Figura 3 (Musa, Abdullah, Kuswandi, & Hidayat, 2013).
Tipicamente el ensayo es llevado a cabo en metanol, y el monitoreo de la reaccion se da por

espacio de 30 minutos o hasta alcanzar una lectura estable a 515 nm (Huang et al., 2005).

QN O,N
N—~N NO, + AH . N—N NO, + A
O,N O;N
DPPH', Amax=515 nm DPPH

Figura 3.Reaccion entre el radical DPPH"y un compuesto antioxidante (autoria personal)

Esta metodologia se destaca en particular por ser simple, llevarse a cabo bajo condiciones
ambientales y no requerir preparaciones especiales ni instrumentos sofisticados, tales como,
cromatdgrafos de gases o de liquidos. Sin embargo, la mayor desventaja radica en que se deben
preparar diariamente grandes cantidades de solucion de DPPH’ fresco. Para intentar buscar una
solucion, Deng et al. (2011) encontraron que el radical sufre una mayor descomposicion al ser
retirado del refrigerador luego de ser almacenado para llevarlo a temperatura ambiente. En el

mismo estudio se logro determinar que el radical es estable a temperatura de 25 °C hasta por dos
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horas, concluyendo que la temperatura tiene mayor efecto que el tiempo en la estabilidad de la
concentracion de DPPH" en solucion.

Para superar los problemas de la preparacion de la solucion de DPPH’, Musa et al. (2013)
reportaron un nuevo método basado en DPPH" en seco. En este, implementaron el uso de un
colorimetro con capacidad para leer microplatos de 96 celdas, en las cuales depositaban la
solucién fresca de DPPH' y luego la secaban con flujo de nitrogeno. Los investigadores
obtuvieron que este método es comparable al procedimiento clésico, con excelente sensibilidad,
permite manejar menores cantidades de solvente y se puede analizar un mayor volumen de

muestras al implementar el uso del microplato.

2.5 Percepcion del sabor y andlisis sensorial

La calidad sensorial del café usualmente se evalia por medio de la técnica de catacion
también denominada prueba de taza. Esta evaluacién constituye el criterio aceptado
internacionalmente entre compradores y vendedores para llevar a cabo transacciones del grano.
Este método es ejecutado por parte de catadores expertos que son entrenados para llevar a cabo
la calificacion de los parametros de sabor y aroma de café molido y la bebida preparada por
infusion de este, junto con el juzgamiento visual de granos de café verde y tostados (Farah et al.,
2006; Lara, 2005; Sunarharum, Williams, & Smyth, 2014).

La técnica de catacidn consiste en presentar al evaluador los granos de café para evaluar su
aroma. Luego de ello se da a lugar la adicion de agua en ebullicion, para evaluar el aroma de la
bebida y posteriormente su sabor. De este pardmetro usualmente se valora el cuerpo, amargo,

dulce, acidez y caracter (“Buen café,” 2002; SCAA, 2015).
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Dado que la prueba de taza del café requiere que sea llevada a cabo por parte de individuos
expertos, su juzgamiento sobre los parametros de interés no deja de resultar subjetivo y propenso
al error causado por la diferencia en percepcion entre los expertos. Esta falta de objetividad parte
del hecho de que cada individuo forma una opinién diferente con base a factores fisiolégicos y
psicologicos apoyados en un desarrollo de habilidades tanto naturales como empiricas
(Meilgaard, Carr, & Civille, 1999a).

La calidad de taza tiene una marcada influencia por los acidos clorogénicos, los cuales s
juegan un papel importante en la formacion del sabor del café, contribuyen con acidez,
astringencia y sabor amargo a la bebida final (Farah & Donangelo, 2006). Por otro lado, se
conoce que los cafés procesados en himedo (cafés lavados) presentan una mejor calidad, menos
cuerpo, mayor acidez y mas aroma que los cafés tratados por el método en seco, mientras que los
cafés beneficiados ecolégicamente presentan un cuerpo intermedio entre los lavados y tratados

en seco (Duarte et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales
Determinar si hay diferencia significativas en el contenido de diferentes acidos clorogénicos,
cafeina, actividad antioxidante y grado de amargo entre muestras de café tostado de dos

variedades de la especie arabica sembradas a dos altitudes diferentes.

3.2 Objetivos especificos
e Desarrollar una técnica para la determinacion simultanea de cinco acidos clorogénicos y
cafeina en las muestras de café.
e Determinar si hay diferencias significativas en el contenido de &cidos clorogénicos entre las
distintas muestras bajo estudio.
e Determinar si hay diferencias significativas en el contenido de cafeina entre las diferentes
muestras bajo estudio.
e Entrenar un panel sensorial para evaluar el atributo de amargo, y establecer si hay correlacién
entre este y el contenido de acidos clorogénicos y cafeina.
e Medir la actividad antioxidante por los métodos de ORAC y DPPH de extractos de café, y

determinar si hay diferencia significativa entre las distintas muestras evaluadas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Origen y obtencion de las muestras

Para llevar a cabo esta investigacion fueron objeto de estudio muestras de café de las
variedades Borbdn y Caturra, ambas pertenecientes a la especie arabica. Las mismas fueron
obtenidas en diferentes fincas ubicadas en los municipios de Adjuntas, San Sebastidn y Jayuya
del area central cafetalera de Puerto Rico. Las muestras fueron clasificadas de acuerdo a la
localizacion de cada una de las fincas donde se recolectaron, diferenciadas por su ubicacién en
una de dos regiones, zona alta (1,800-2,000 metros sobre el nivel del mar) y zona baja (500-
1,100 metros sobre el nivel del mar). Estas fincas tenian el café sembrado a pleno sol, llevaban
planes adecuados de fertilizacion y permitian la cosecha del fruto de café completamente
maduro.

Donde fuera posible, de cada finca se cosech6 un almud (28 libras) de café cereza de arboles
de cada variedad. Los arboles presentaban en promedio entre 7 y 11 afios de edad. El café cereza
fue transportado con hielo hasta las facilidades del beneficiado de la Estacion Experimental
Agricola en Adjuntas, perteneciente al Recinto Universitario de Mayagliez. Posteriormente, el
café fue despulpado usando un beneficio ecoldgico, secado al sol, para finalmente escoger el café
libre de dafo. Subsecuentemente, las muestras fueron transportadas hasta el Laboratorio de
Plaguicidas del Departamento de Ciencias Agroambientales de la Universidad de Puerto Rico en
Rio Piedras, donde se almacenaron por 30 dias en cdmaras con gel de silice, para controlar la
humedad y evitar el sabor herbaceo del café.

Cada muestra se dividio en dos sub-muestras de aproximadamente 250 g cada una, la

primera para el andlisis de café verde-maduro, y la segunda, la de interés en esta investigacion,
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fue tostada al grado nimero 54 (tueste medio). Las muestras de café tostado fueron almacenadas
al vacio dentro de bolsas plasticas y transportadas hasta el laboratorio de Investigacion de
Quimica de Alimentos a cargo de la Dra. Maria Plaza del Departamento de Ciencias
Agroambientales. Este laboratorio esta ubicado en el Centro de Innovacion y Tecnologia
Agroindustrial de la Universidad de Puerto Rico en Mayaguez. Las muestras se almacenaron a -
80 °C £ 1 °C, hasta el momento previo de preparar los extractos para los analisis quimicos, de

actividad antioxidante, y evaluacion sensorial.

4.2 Preparacion de los extractos acuosos de café

Para la determinacion de cafeina, &cidos clorogénicos y actividad antioxidante, se
prepararon extractos acuosos a partir de las muestras de café tostado. Para ello el café en grano
tal como se recibio, fue inicialmente molido usando un molino de café Cusinart® modelo DBM-
8, hasta obtener un tamafio de particula, tal que, del 70-75 % pasara por un tamiz No. 20, segln
la recomendacion de la Sociedad Americana de Cafés Especiales (SCAA, por sus siglas en
inglés) (SCAA, 2015).

Siguiendo el protocolo de Fujioka y Shibamoto (2008), muestras en triplicado de 3.5 g £ 0.1
g de cada café molido fueron sometidas a extraccion con 125.0 mL de agua en ebullicion por 10
minutos, con agitacion periodica. Luego de este periodo, se llevd a cabo una filtracion por
gravedad usando filtros de café, recogiendo el extracto acuoso de café (sobrenadante) en tubos

de centrifuga de 50 mL.
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4.3 Determinacion simultanea de cafeina y acidos clorogénicos por LC-DAD/MS/MS

La determinacion simultanea de cafeina y los &cidos clorogénicos: 3-cafeoilquinico (3-
CQA), 4-cafeoilquinico (4-CQA), 5-cafeoilquinico (5-CQA), 3,4-dicafeoilquinico (3,4-diCQA) y
3,5-dicafeoilquinico (3,5-diCQA), fue llevada a cabo sobre los extractos acuosos de café
obtenidos de acuerdo a la seccién 4.2 por medio de un instrumento de cromatografia de liquidos
de alta resolucion acoplado a un espectrometro de masas (LC-MS, por sus siglas en ingles).
Previo al andlisis cromatografico los extractos acuosos fueron sometidos a un proceso de

limpieza para eliminar material polimérico.

4.3.1 Limpieza de extractos

Para eliminar material polimérico de los extractos acuosos de café se siguid el
procedimiento reportado por Fujioka y Shibamoto (2008). Para ello, estos fueron tratados con los
reactivos de Carrez | y Il, los cuales consisten, en una solucién de ferrocianuro de potasio
trihidratado y una de sulfato de zinc heptahidratado, respectivamente. Para eliminar el material
polimérico, se combind una alicuota de 3.00 mL de extracto, con 100 pL de cada uno de los
reactivos de Carrez | y Il, y 800 pL de metanol en un tubo de centrifuga. Esto fue mezclado por

3

10 segundos usando un agitador tipo “vortex” (VWR) y se dejo reposar por 10 minutos. El
precipitado obtenido de este proceso, fue separado por centrifugacién a 3000 x g por 10 minutos,
usando una centrifuga Eppendorf modelo 5702 (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). El
sobrenadante obtenido fue diluido 10 veces en agua grado HPLC y a su vez filtrado a través de

un filtro de politetrafluoretileno (PTFE, por sus siglas en inglés) de 0.25 pm.
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4.3.2 Optimizacion de la técnica cromatogréafica

La determinacion simultanea de acidos clorogenicos y cafeina fue llevada a cabo usando un
cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion Agilent serie 1260 (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, USA). El mismo, esta compuesto de: (1) un desgasificador de fase movil, (2) una
bomba binaria, (3) un inyector automatizado mantenido a 4 °C, (4) un compartimento de
columna, (5) un detector de ultravioleta con arreglo de diodos (DAD) y (6) un espectrometro de
masas de triple cuadrupolo modelo 6410a (MS/MS). Este instrumento es controlado por medio
del software Mass Hunter Workstation version B.04.01.

Con el fin de obtener la mejor separacion posible de los compuestos de interés, fue necesario
optimizar las condiciones cromatograficas en fase reversa. Esto incluyé la evaluacion de
diferentes columnas de fase estacionaria C18 y la composicion de la fase mévil. Se probaron las
siguientes columnas: Dionex C18 (4.6 mm x 250 mm x 5 pm), Zorbax XDB C18 (4.6 mm x 150
mm X 5 um), pBondapak C18 (3.9 mm x 150 mm x 10 pum) y Poroshell 120 C18 (3.0 mm x 50
mm x 2.7 um). Con cada columna se probaron diferentes composiciones de fase movil, tanto en
modo isocratico, como modo gradiente, hasta conseguir la mejor separacion en el menor tiempo
de analisis posible. Los solventes ensayados para la fase mavil fueron acido férmico al 0.1% en
agua, acido formico al 0.1% en acetonitrilo y &cido férmico al 0.1% en metanol. El flujo se
mantuvo constante en 0.9 mL/min. El transcurso de la optimizacion fue seguido con base en el

cromatograma registrado a 276 nm.

4.3.3 Analisis cromatografico usando LC-DAD/MS/MS

Para la separacion cromatografica de acuerdo a la optimizacion, se utilizé una columna

Poroshell 120 EC-C18 (3.0 x 50 mm 2.7 um) (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
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USA). La fase movil consistié de dos solventes: &cido formico 0.1% en agua grado HPLC (A) y
acido férmico 0.1% en acetonitrilo (B). Para la separacion de los compuestos se utiliz6 el
siguiente gradiente: 0 minutos (2 %B), 5 minutos (5 %B), 8 minutos (6 %B), 11 minutos (12
%B), 13 minutos (18 %B), 15 minutos (24 %B), 16 minutos (27 %B), 17 minutos (30 %B), 17.5
minutos (35 %B), 18 minutos (2 %B). La velocidad de flujo de la fase movil se estableci6 en 0.9
mL/min. Se us6 en volumen de inyeccion de 1 pL. La temperatura de la columna se mantuvo en
35 °C. El detector de arreglo de diodos se programé a una longitud de onda de 276 nm para
monitorear la cafeina y 325 nm para los acidos clorogénicos.

El espectrometro de masas equipado con una interface de ionizacion de “electrospray” (ESI,
por sus siglas en inglés) fue operado en modo positivo para la deteccion de cafeina, y en modo
negativo para los &cidos clorogénicos. La temperatura y flujo del nitr6geno se establecieron en
325 °C y 13 L/min, respectivamente, la presion del nebulizador fue de 60 psi, el voltaje de
capilaridad negativa se configur6 en 4000 V, mientras la de capilaridad positiva en 3500 V.
Adicionalmente, con el fin de establecer los parametros Optimos para la deteccion y
cuantificacion usando el modo de monitoreo de reaccion maltiple (MRM, por sus siglas en
inglés), los parametros de voltaje del fragmentador y energia de colision del espectrometro de
masas fueron optimizados para cada uno de los compuestos de interés usando sus respectivos
estandares. La Tabla 2 muestra los parametros obtenidos de la optimizacion, junto con los

precursores y fragmentos que fueron monitoreados en cada caso.
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Tabla 2. Parametros utilizados durante la cuantificacion de cafeina y &cidos clorogénicos usando
el modo MRM.

Masa Precursor Fragmento Voltaje del Energia
Compuesto molecular (g/mol) (g/mol) fragmentador de
(g/mol) g g (V) colision
Cafeina 194.2 195.1 [M+H] 138.0 123 16
3-CQA 354.1 353.1 [M-H] 191.0 102 8
4-CQA 354.1 353.1 [M-H] 173.0 113 8
5-CQA 354.1 353.1 [M-H] 191.0 118 12
3,4-diCQA 516.13 515.1 [M-H] 352.9 128 8
3,5-diCQA 516.13 515.1 [M-H] 353.0 123 8

4.4 Determinacion de actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las muestras de café fue medida sobre los extractos obtenidos
en la seccion 4.2. Se usaron dos técnicas para medir este parametro: (1), ensayo de eliminacion
de radicales libres con 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, por sus siglas en ingles); y (2), ensayo
de capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés). A

continuacion se explica cada uno de estos métodos.

4.4.1 Ensayo de DPPH

En este ensayo, el radical DPPH'" purpura es reducido, bien sea, por compuestos reductores o
antioxidantes donadores de hidrogeno, a su forma hidracina de color amarillo pélido. El
transcurso de la reaccion es monitoreado por el descenso en la densidad Optica a longitudes de
onda entre 515 a 520 nm (Musa et al., 2013).

Para llevar a cabo el procedimiento, se sigui6 la metodologia reportada por Andueza et al,
(2004) con modificaciones. Se preparé una solucién del radical DPPH 1.0 x 10* M en metanol,
la cual debia tener una absorbancia de 1.0 £ 0.1 a 515 nm. En tubos de ensayo se mezclaron 3.90
mL de solucion de DPPH, con 100 pL de agua destilada (como blanco), muestra o estandar. Se

dejo que la reaccion transcurriera por 20 minutos, tiempo al cual se leyd la absorbancia a 515 nm
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en un espectrofotometro Thermo Spectronic Genesys (Thermo Electron Scientific Instruments,
Madison, WI, USA). Para calcular la capacidad de secuestro de radicales (%CSR) de las

muestras y estandares se usé la siguiente ecuacion:

o _Ag— Ay
%oCSR = x100

Donde:

Ao = Absorbancia inicial de la solucion de DPPH medida a 515 nm.

A; = Absorbancia a 515 nm de la solucion de DPPH a los 20 minutos de adicionar blanco,
muestra o estandar.

Para llevar a cabo la calibracion se prepararon estandares de Trolox (2-acido carboxilico-6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) de concentracion 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600 uM. Se
construy6 una gréfica de %CSR contra concentracion de Trolox, y la ecuacion de linea obtenida
por regresion lineal se us6 para convertir el %CSR en equivalentes de Trolox en pumol/g de

muestra (Zambrano, 2013).

4.4.2 Ensayo ORAC

La actividad antioxidante medida como capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
(ORAC, por sus siglas en ingles), es también uno de los métodos mas representativos de reaccion
de transferencia de hidrégeno. EI mismo consiste en monitorear el descenso de la intensidad de
fluorescencia por parte de la fluoresceina al ser atacada por una fuente de radicales peroxilo
(ROO"). La actividad del agente antioxidante se mide por la habilidad del mismo en inhibir la

reaccién entre la fluoresceina y dichos radicales (Huang et al., 2005).
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El ensayo efectuado sobre los extractos acuosos de café fue llevado a cabo con base al
procedimiento automatizado reportado por Huang et al. (2002) y las modificaciones realizadas
por Pérez (2011). Para ello se utilizé un lector de fluorescencia de microplato fMax (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) controlado por el software Ascent version 2.6, configurado a una
longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision de 538 nm. Inicialmente, se prepar6 una
solucion madre de Fluoresceina (Sigma-Aldrich) de 7.5 x 10* nM en solucién amortiguadora de
fosfato de pH 7.40 (75 mM). A partir de esta solucion se prepard una solucién de trabajo de 7.5 x
10? nM por dilucién en el amortiguador de fosfato. Al igual que la fluoresceina, se preparé una
solucion del radical AAPH [2,2°-Azobis(2-amidinopropane) 2HCI] adquirido de Sigma-Aldrich,
por disolucion de 0.9000 g de este en 10.00 mL de amortiguador de fosfato. Adicionalmente, se
prepararon estandares de Trolox de concentracion 0.780, 1.560, 3.120, 6.200, 12.500, 25.000 y
50.000 pM en amortiguador de fosfato.

El ensayo se llevd a cabo mezclando 100 pL de fluoresceina, 50 pL de blanco, muestra o
estandar y 50 pL del radical, en cada una de las 96 celdas de un microplato de poliestireno. Una
vez preparado el plato se coloco de inmediato en el lector de fluorescencia a una temperatura de
37 °C, tomando lecturas cada 2 minutos por 70 minutos. Los valores de ORAC de blanco,
muestras y estdndares fueron obtenidos calculando el area bajo la curva (ABC), usando la
siguiente ecuacion:

ABC=0.5+E+...+_i+...+0_5]C3_5

fo fo fo

Donde f; es la lectura de fluorescencia inicial a 0 min y f; la lectura de fluorescencia al
tiempo i. El &rea bajo la curva neta fue obtenida sustrayendo el ABC del blanco del ABC de la
muestra o estandar. Los valores finales de ORAC de las muestras (en uM Trolox/g de muestra)

son obtenidos a partir de la regresion lineal de una curva de calibracion obtenida al graficar la
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concentracion de Trolox contra el promedio del area bajo la curva neta para cada nivel de

concentracion (Huang et al., 2002).

4.5 Evaluacion sensorial
Para llevar a cabo la evaluacion sensorial de las muestras de café en el atributo de amargo,
se empled un panel sensorial adiestrado. De manera que, esta parte consistié de dos fases, la

primera de seleccidn y adiestramiento, y la segunda la de evaluacion de las muestras.

4.5.1 Seleccion y adiestramiento de panelistas

45.1.1 Seleccion de panelistas por medio de pruebas tridngulo. Inicialmente, se
convoco entre la comunidad de estudiantes, personal administrativo y profesores del programa
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Puerto Rico-Mayagiiez un grupo de
personas quienes mostraran gusto y no presentaran ninguna objecion desde el punto de vista de
salud o religioso por el consumo de café. A dicha convocatoria acudieron entre 13 y 15 personas,
grupo que se fue reduciendo por diferentes circunstancias.

Entre las personas que participaron continuamente del estudio se llevaron a cabo tres tipos
de pruebas triangulo con soluciones estandarizadas de cafeina grado alimenticio (Spectrum
Chemical), en un rango de dificultad de moderada a alta. Inicialmente, en la prueba de dificultad
moderada a cada panelista se le entregaron tres soluciones de cafeina junto con un vaso con agua
y una galleta de soda, para limpiar los receptores. En este nivel las concentraciones de las
soluciones de cafeina fueron 0.2 y 0.8%. A cada panelista se le entregaron dos de estas muestras

iguales y una diferente, identificadas con numeros de tres digitos escogidos aleatoriamente.
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Adicionalmente, a cada panelista se le proveyd una hoja de instrucciones en la que se le
solicitaba identificar la muestra diferente. Esta prueba se repitié en dos ocasiones més. Este
procedimiento fue repetido para las pruebas de mediana y alta dificultad, cambiando los pares de
soluciones por concentraciones de 0.2 y 0.6%, y 0.2 y 0.4%, respectivamente. Cada persona
llevd a cabo la evaluacion en un cuarto dividido en cubiculos individuales iluminado con luz
blanca artificial. Para continuar las etapas siguientes de adiestramiento se seleccionaron los
panelistas que obtuvieron 60% mas de acierto en las pruebas "faciles" y 40% o maés en las
pruebas "moderadamente dificiles" (Meilgaard, Civille, & Carr, 1999b). El porcentaje de acierto
fue calculado para cada panelista en base a la razon del nimero de aciertos sobre el nimero total

de pruebas realizadas a cada nivel.

45.1.2 Adiestramiento de panelistas por medio de pruebas de valoracién de
intensidad. Posteriormente se llevaron a cabo una serie de pruebas de valoracion con diferentes
niveles de cafeina, usando una escala lineal de 15 cm, donde 0 es nada amargo y 15 es mas
amargo. A cada panelista se le proveyeron cuatro soluciones de concentracién 0.08, 0.12, 0.15 y
0.20% de cafeina. Cada una de las soluciones representaron valores de 5, 8, 10 y 15,
respectivamente, en una escala lineal, conforme el método Spectrum™ (Mufioz & Civille, 1999).
A los panelistas se les solicitd que degustaran cada una de las muestras tratando de recordar su
concentracion. Entre cada toma limpiaron sus paladares con agua y galleta.

Luego de 20 minutos, se repitid la prueba, pero esta vez presentando las mismas soluciones,
identificadas con numeros de tres digitos, siguiendo un disefio aleatorio, solicitando que

asignaran un valor de amargo en la escala, basdndose en las soluciones de concentracion
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conocida probadas previamente. Los panelistas fueron expuestos a la misma rutina entre 7 y 11
sesiones para un promedio de 5 horas por panelista.

Los panelistas fueron aceptados con base a su rendimiento teniendo como criterio los
aciertos parciales y aciertos completos. El porcentaje de aciertos parciales fue determinado por la
razén entre aciertos parciales sobre el total de pruebas aceptadas. Paralelamente, el porcentaje de
aciertos completos se determiné como la razén de aciertos completos sobre el nimero total de
pruebas validas. Como aciertos parciales se consideraron las respuestas en las que se invirtieron
dos muestras adyacentes, mientras que los completos fueron en los que se asignaron los valores

en estricto orden.

45.1.3 Prueba de desempefio usando muestras de café. Para culminar la etapa de
adiestramiento se hizo una serie de tres sesiones de pruebas tridngulo usando muestras de café
colado al que se le adiciono cafeina en diferentes niveles. El café se prepar6 empleando una
cafetera Mr. Coffee TF-5 (Sunbeam Product, Inc., Boca Raton, FI, USA) en una proporcion de
35 g de café molido por un litro de agua. En seguida, se adicioné la cantidad de cafeina indicada
en la Tabla 3 y las soluciones se almacenaron en termos manteniendo una temperatura de 80 °C
+ 3 °C, hasta el momento de llevar a cabo la prueba. A cada panelista se le hizo entrega de tres
muestras de café en vasos de poliestireno rotulados con nimeros aleatorios de tres digitos, dos de
las muestras siendo igual en la cantidad de cafeina. Se le suministré una galleta y un vaso con
agua para enjuagar el paladar entre cada toma de café y una hoja de instrucciones, en la que se le

solicitaba probar cada muestra e indicar cual era la diferente.
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Tabla 3. Concentraciones de cafeina adicionadas al café colado en pruebas triangulo

Concentracion cafeina

Sesion adicionada (%)
Muestra A Muestra B
Primera 0.04 0.2
Segunda 0.04 0.12
Tercera 0.04 0.08

4.5.2 Evaluacion del atributo de amargo en las muestras

La evaluacion de amargo en las muestras objeto de la presente investigacion por parte de
panelistas adiestrados fue llevada a cabo por medio de una prueba de valoracion, empleando una
escala lineal de 15 cm, donde 0 es nada amargo, y 15 es mas amargo. La evaluacion se dividié en
dos sesiones, una para las muestras de la variedad Borbdn, y otra para la variedad Caturra. En
cada una de estas, al panelista se le entregaron cuatro muestras de café colado (dos de zona alta 'y
dos de zona baja) en vasos de poliestireno de 4 0z a una temperatura de 80 °C + 3 °C rotulados
con nameros aleatorios de tres digitos. También se le proveyd un vaso con agua y una galleta de
soda para limpiar el paladar. Se suministré una hoja de instrucciones en la que se les pidi6é que
probaran y evaluaran cada una de las muestras, en términos de amargo, en estricto orden de
entrega, comiendo galleta y tomando agua entre cada una. Para la evaluacion utilizaria la escala
lineal provista. Las muestras de café fueron preparadas siguiendo el protocolo de la seccion

45.1.3.

4.6 Andlisis estadistico
El tratamiento estadistico para todos los resultados obtenidos fue llevado a cabo mediante un
analisis de varianza (ANOVA) con arreglo factorial, usando el paquete informatico Infostat (Di

Rienzo et al., 2011). El nivel de confianza utilizado fue del 95% (a=0.05). Para la comparacion
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de las medias se usoé la prueba de minima diferencia significativa (LSD, por sus siglas en inglés).

Las hipoétesis nula (Ho) y alternativa (H,) a probar fueron las siguientes, respectivamente:

Ho = Hay interaccion significativa entre los factores altura y variedad en cada uno de los

parametros evaluados (cafeina, acidos clorogénicos, actividad antioxidante y grado de amargo)

Ha. = No hay interaccion significativa entre los factores altura y variedad en cada uno de los

parametros evaluados (cafeina, acidos clorogénicos, actividad antioxidante y grado de amargo)

Adicionalmente, los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) fueron
calculados a partir del andlisis de regresion lineal de las curvas de calibracion por medio de las
siguientes ecuaciones (Miller & Miller, 2005):

LOD =b + SSy/x

LOQ = b +10Sy,_

Donde,

b = intercepto

~N\2
Sy, = \@ = error aleatorio del intercepto
/x n—2

;= son los valores de “y” sobre la linea de regresion calculada correspondientes a los

valores de “x”.
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5. DISCUSION DE RESULTOS

5.1 Optimizacion de la técnica cromatografica

Con el fin de desarrollar una técnica cromatografica de LC-MS en fase reversa para el
analisis simultaneo de cafeina y acidos clorogénicos en extractos acuosos de café tostado, se
comenzd por optimizar el método cromatografico para asi obtener una separacion adecuada en el
menor tiempo posible. Con tal fin, se probaron cuatro columnas con diferentes composiciones de

fase maovil: C-18 Dionex C18, Zorbax- XDB C18, uBondpak C18 y Agilent Poroshell C18.

La Figura 4 muestra la mejor separacion posible obtenida usando la columna Dionex C18
en modo gradiente. De acuerdo a esta, un tiempo de andlisis de 30 minutos no fue suficiente para
eluir todos los compuestos de interés, pues se presentd retencion de picos de los is6meros
dicafeoilquinicos (3,4- y 3,5-), los cuales serian eluidos en ensayos posteriores como compuestos
retenidos. Ademas, no hubo buena resolucion entre el pico de 4-CQA vy cafeina, lo que podria

conducir a un solapamiento de sus sefiales causando interferencias.

x10?
Columna: Dionex C18 (4.6 mm. 250 mm, 5 pm) Cafeina |
Gradiente: t(min)/%B: 0/5, 10/10,15/20, 20/30, l
4 30/40
Flujo (mL/min): 0.9 é
3 Y
-
2 L\
|
<
1 3,4-diCQA 3,5-diCQA 3-COA g1 |
N "IN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 4. Separacion cromatografica usando la columna Dionex C18.
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La Figura 5 muestra la mejor separacion posible obtenida usando la columna Zorbax XDB
C18. Al contrario de la columna anterior fue posible eluir todos los compuestos de interés antes
de 30 minutos de andlisis. Sin embargo, aunque en menor medida, nuevamente se presentd una
baja resolucién entre los picos de 4-CQA y cafeina, lo que analiticamente no es adecuado, esto
debido a que se pueden presentar interferencias al momento de llevar a cabo la cuantificacion.
Por el contrario, entre 3-CQA y 5-CQA se presentd una resolucién apropiada. Dicha separacion,
fue posible luego de probar diferentes composiciones de la fase movil tanto en modo gradiente

como isocratico.

x10?
Columna: Zorbax XDB CI8 (4.6 mm x 150 mm , 5 pm)
5 Gradiente: t(min)/%B: 0/5, 10/10,15/15,20/20, 25/30,
35/40.40/40

4 E Flujo (mL/min): 0.9

&
3 S

5-CQA
2
3-CQA

1 4-COA 3,4-diCQA 3,5-diCOA
0 1.1 T,

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 5. Separacion cromatografica usando la columna Zorbax XDB C18.

A continuacion, se ensay6 la columna pBondapak C18 con diferentes proporciones de fase
movil hasta conseguir la mejor separacion posible, Figura 6. Aunque todos los compuestos
eluyeron de la columna en un tiempo inferior de 30 minutos, se encontrd que los picos de los
isdmeros de 4-CQA y 5-CQA se solaparon, dando como resultado un solo pico. Debido a la falta

de resolucion esta columna no fue considerada.
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Figura 6. Separacion cromatografica usando la columna pBondapak C18.

Siguiendo con la optimizacion cromatografica, se ensayo la columna Poroshell 120 C18, con
diferentes proporciones de fase mavil. La Figura 7 muestra la mejor separacion posible obtenida
luego de estos ensayos. Se destaca el hecho, que se consigui6 la elucion de todos los isomeros de
acidos clorogénicos, junto con la cafeina, en un tiempo de analisis menor de 20 minutos, cerca de
30% de menos tiempo en comparacion con las otras columnas. Ademas, se consiguié una
separacion adecuada de todos estos, incluso superando los problemas presentados anteriormente
de resolucion entre cafeina, 4-CQA y 5-CQA. Esta columna mejoré la resolucién, debido en
parte a un menor tamafio de particula, lo que genera un aumento en la eficiencia de la misma
(Snyder, Kirkland, & Glajch, 1997). Este tiempo de andlisis, es mucho menor al conseguido por
el método de referencia de 85 minutos a un flujo de 1.0 mL/min (Fujioka & Shibamoto, 2008).
Adicionalmente, se ensayé metanol en lugar de acetonitrilo, el cual no mostr6 diferencias en la
separacion, pero produjo un aumento drastico en la presion de la bomba, por lo cual se descartd
su uso para evitar desgaste significativo en el equipo bajo operacion prolongada (resultados no
mostrados). Dado a que se encontrd buena separacion con esta columna a las condiciones

establecidas, se escogieron como éptimas para proseguir con los analisis de todos los extractos.
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Figura 7. Cromatogramas de extractos acuosos de café con diferentes columnas

La identificacion y confirmacion de los compuestos de interés fue llevada a cabo por medio
de la comparacién cromatogréafica con sus respectivos estandares, esto incluye: tiempo de
retencién y patrén de fragmentacion (MS y MS?). Ademas de coincidir con los tiempos de
retencién de los estandares, los acidos clorogénicos se caracterizaron por presentar espectros de
UV con Amax @ 325 nm y la cafeina con Amax @ 273 nm, lo cual coincide con reportes en la
literatura (Fujioka & Shibamoto, 2008; Mullen et al., 2011). Lo méas importante fue el patron de
fragmentacion, el cual para 3-CQA, 4-CQA y 5-CQA present6 el i6n molecular (precursor) [M-
H]" de 353 m/z, mientras para 3,5-diCQA y 4,5-diCQA el mismo fue de 515 m/z (Tabla 2). La
segunda fragmentacion (MS?) de 3-CQA y 5-CQA presenté el ién de 191 m/z, mientras que 4-
CQA presento el fragmento de 173 m/z. Tanto 3,5- como 4,5-diCQA presentaron el i6n de 353
m/z. Por otro lado, para la cafeina se encontré el ién molecular [M+H]+ de 195 m/z y para a MS?
el i6n 138 m/z. Los patrones de fragmentacion encontrados para todos los compuestos comparan
con reportes previos de la literatura (Mullen et al., 2011; Weimann, Sabroe, & Poulsen, 2005).

Como se menciond en la Seccion 4.6, se calcularon los limites de deteccion y cuantificacion

a partir de las curvas de calibracion, Tabla 4. Para los &cidos clorogénicos analizados los limites
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de deteccion y cuantificacion variaron entre 0.0008 a 0.0039 g/100 g y 0.0027 a 0.0131 g/100 g,
respectivamente. Por otro lado, para la cafeina los limites de deteccion y cuantificacion fueron de
0.0068 g/100 g y 0.0227 ¢/100 g. Los limites de deteccién y cuantificacion, implican las
concentraciones de analito minimas que pueden ser detectadas y cuantificadas, respectivamente,
con confiabilidad analitica (Miller & Miller, 2005). Se espera que al cuantificar estos

compuestos en las muestras de café, su concentracion resulte superior al limite de cuantificacion.

Tabla 4. Limites de deteccion y cuantificacion para los acidos clorogénicos y cafeina

Compuesto Limite de deteccion (LOD) Limite de cuantificacion (LOQ)

(9/100 g) (9/100 g)
Cafeina 0.0068 0.0227
Acido 3-cafeoilquinico 0.0008 0.0027
Acido 4-cafeoilquinico 0.0014 0.0046
Acido 5-cafeoilquinico 0.0013 0.0044
Acido 3,4-dicafeoilquinico 0.0037 0.0123
Acido 3,5-dicafeoilquinico 0.0039 0.0131

5.2 Determinacion de cafeina

La determinacion de cafeina en las muestras de café fue llevada a cabo simultdneamente a la
de los &cidos clorogénicos por la técnica de LC-MS, evaluando el efecto que tienen los factores
de variedad y altitud. Su importancia radica en el potencial efecto antioxidante de la cafeina
(Pérez, Chéavez, Medina, & Gamez, 2012), ademas que es un parametro termoestable que se usa
como indicador para distinguir entre especies (De Souza & Benassi, 2012).

La Figura 8 muestra los resultados del contenido de cafeina en las muestras de café
evaluadas, destacandose que se presentd interaccion significativa entre los efectos de variedad y
altitud (p<a=0.05). El contenido de cafeina varié en un rango de 0.70 a 0.78 g/100g. Se presento
un contenido significativamente mayor para la variedad Caturra sembrada en zona alta, seguida

de la variedad Borbon de origen en la misma zona con una concentracion de 0.75 g/100 g. Las
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mismas variedades, pero sembradas en zona baja fueron significativamente menores con valores
de 0.70 y 0.71 g/100g para Borbon y Caturra, respectivamente. Los valores de la variedad
Borbdn en zona alta son alrededor de un 45% menores a los reportados para la misma por
Kitzberger y col. (2013) bajo condiciones similares de altitud, en tanto la variedad Caturra
presenta valores aproximadamente 46% menores a los reportados por el mismo autor para la
variedad Catuai (cruce entre Caturra y Mundo novo). Valores para la variedad Caturra son en
menor medida diferentes a los reportadas por De Souza y Benassi (2012) para las variedades
Catuai y Mundo novo, quien ademas reporta valores de 2.0 g/100 para diferentes variedades de
la especie canaephora. Las diferencias con dichos reportes pueden deberse a que en el primero
se us6 una mezcla de agua y acetonitrilo para llevar a cabo la extraccién de cafeina, mientras que
en el segundo, se evaluo el extracto cloroférmico. Los valores de cafeina encontrados para los

cafés evaluados permitirian hacer una discriminacion entre especies.

Variedad

M Borbon
B Caturra

0.800 A

0750

0.700

Cafeina (g/100 g de café)

0650 :
Alta Baja

Zona

Figura 8. Contenido de cafeina en las muestras de café evaluadas. (Los resultados son expresados como
media * 2 error estandar. Medias con letras en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Del andlisis estadistico (Apéndice 9.13.1) se puede notar que sin considerar el efecto de la
variedad, en zona alta se presentd significativamente un mayor contenido de cafeina. Por el
contrario, al evaluar el efecto de la variedad sin considerar la altitud, no se presentd diferencia
significativa entre las dos variedades, lo que permite establecer que tiene un mayor efecto la
altitud que la variedad en el contenido de café. La tendencia observada en términos de la zona de
cultivo es comparable a la reportada por Lara (2005), Guyot y colaboradores (1996) y Decazy y
colaboradores (2003) quienes establecieron una correlacion positiva entre el contenido de cafeina
y la altitud; lo cual se explica por el hecho de que a mayor altitud se presentan granos de café
més grandes y pesados, favorecido por una disminucién en la temperatura que promueve un

mejor desarrollo de la cereza (Lara, 2005).

5.3 Determinacion de &cidos clorogénicos

Usando la técnica de LC-MS se determinaron simultdneamente los siguientes acidos
clorogénicos: transclorogénico (3-CQA), criptoclorogénico (4-CQA), neoclorogénico (5-CQA),
isoclorogénico A (3,5-diCQA) e isoclorogénico B (3,4-diCQA). Al igual que con la cafeina, se
evaluo el efecto de la altitud y variedad de la cosecha en el contenido de estos sustratos en los
granos de café tostado. La importancia de esta determinacién esté en los efectos beneficiosos a la
salud de estos compuestos, y su contribucion al sabor amargo de la bebida preparada.

La Figura 9 muestra los resultados promedios de la concentracion de cada uno de los acidos
antes mencionados en los granos de café, asi como, la suma de estos expresada como &cidos
cafeoilquinicos totales (CQT). Dichos resultados muestran que hubo interaccion entre variedad y
altitud para 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA 3,5-diCQA y CQT, pero no asi para 3,4-diCQA (Apéndice

9.13.2 2 9.13.7). La concentracion de 5-CQA varid de 0.55 a 0.87 g/100 g; la de 4-CQA vari6 de
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0.29 a 0.44 g/100 g; el contenido de 3-CQA se encontrd en un rango de 0.24 a 0.37 g/100 g. La
concentracion de 3,5-diCQA oscil6 entre 0.014 y 0.026 g/100 g. El &cido clorogénico 3,4-diCQA
presentd valores de concentracion entre 0.015 y 0.017 g/100 g. Por ultimo, el parametro CQT
presentd un valor minimo de 1.11 g/100 g y mé&ximo de 1.71 g/100 g.

De la Figura 9 se destaca que, sin importar la variedad o altitud del cultivo, el 5-CQA fue el
acido predominante, siendo aproximadamente dos veces mayor que 4-CQA y 3-CQA, y unas
cuatro veces mayor que 3,5-diCQA vy 3,4-diCQA (Apendice 9.1.2. Esta tendencia es similar a la
reportada por otros autores, tales como, Fujioka y Shibamoto (2008), Trugo y Nogueira (2003),
Monteiro y Farah (2012), quienes reportan que el contenido de &cidos clorogénicos va de menor
a mayor en el siguiente orden: 3,5-diCQA<3,4-diCQA<3-CQA<4-CQA<5-CQA.

En general para todos los parametros, exceptuando el 3,4-diCQA, en el que no hubo
interaccion de altitud y variedad, el contenido de &cidos clorogénicos fue significativamente mas
alto (p<0=0.05) en zona alta que en zona baja para cada una de las dos variedades evaluadas.
Dicha influencia de la altura, ya visto en cafeina, ha sido previamente reportada en la literatura
por Lara (2005), quien documentdé que a mayor altitud se consiguen granos mas grandes y

pesados, lo que a su vez redunda en una mayor acumulacion de acidos clorogénicos.
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Figura 9. Contenido de acidos clorogénicos en las muestras de café. (Los resultados son expresados
como media + 2 error estandar).

5.4 Actividad antioxidante

54.1 Ensayo ORAC

De acuerdo a los resultados de la determinacion de actividad antioxidante por el método
ORAC que se muestran en la Figura 10, se puede establecer que las muestras de café evaluadas
presentaron actividad antioxidante y que hubo interaccion variedad*altitud (p<a=0.05)
(Apéndice 9.13.8). Los valores promedios encontrados variaron en un rango de 888.44 a

1189.04 umolTE/g de café, siendo la variedad Caturra de zona alta quien presentd
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significativamente la mayor actividad con 1189.04 pmolTE/g de café respecto a la variedad
Borbon tanto en zona alta como zona baja con valores de 1092.00 y 888.44 umolTE/g de cafg,
respectivamente. En cuanto a la variedad caturra de zona baja que present6 un valor de 1123.49
umolTE/g de café solamente resultd ser significativamente mayor a la variedad Borbon de zona
baja. Evaluando el efecto de los factores altitud y variedad, resulté que a mayor altitud se
presenta significativamente la mayor actividad ORAC, en tanto que la variedad Caturra presenta

significativamente mayor valor ORAC.

Variedad

M Borbon
A A,B M Catutra

1,300.00
1,200.00
1,100.00

1,000.00

ORAC (uMTE/g de café)

900.00

800.00

700,00

Alta Baja
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Figura 10. Capacidad antioxidante ORAC en las muestras de café evaluadas. (Los resultados son
expresados como media + 2 error estandar. Medias con letras en comdn no son significativamente diferentes (p>0.05).

Los valores para Caturra, tanto de zona baja como alta, y Borbdn de zona alta mostrados en
la Figura 10 son similares a los reportados en el estudio de Liu y Kitts (2011), quienes para

extractos acuosos de café tostado a 210 °C y 240 °C obtuvieron valores de 1390 y 1120
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umolTE/g de café, respectivamente. En contraste, para café verde se present6 un valor de 2500
umolTE/g.

La tendencia lineal entre altitud y ORAC coincide con la mostrada entre acidos clorogénicos
y cafeina con este factor. Esto se puede explicar con base al estudio de Gomez-Ruiz y
colaboradores (2007), quienes encontraron que los compuestos presentes naturalmente en café,
tales como &cidos clorogénicos, acido cafeico, &cido vainilinico y acido ferulico mostraron los
mayores valores de ORAC, en tanto que la cafeina mostr6 una actividad moderada contra el
radical peroxilo. Por otro lado, en el estudio de José y colaboradores (2014), la cafeina mostro
ser responsable del 67.1% de diferencia entre la actividad mostrada entre café descafeinado y
café regular. Del mismo modo, Mullen y colaboradores (2011) encontraron una correlacion
estadisticamente significativa entre el contenido de &cidos clorogénicos totales en extractos y
polvos de frutos de café y su habilidad para atrapar radicales como el peroxilo, hidroxilo,
peroxinitrato, ademas de oxigeno singlete (especie reactiva de oxigeno molecular). EI hecho que
se presente una tendencia creciente entre los factores altitud, ORAC, &cidos clorogénicos y
cafeina, se puede explicar con base al estudio de Lara (2005), quien encontr6 que cafés de zonas
altas presentan granos de mayor tamafio y volumen, por consiguiente, esto resulta en una mayor
acumulacion de estos metabolitos.

Liu & Kitts (2011) encontraron que, aunque después del proceso de tueste los acidos
clorogénicos son degradados en més de un 90% en comparacion al café verde, la actividad
antioxidante de extractos acuosos de café tostado es influenciada principalmente por la presencia
de productos de la reaccion de Maillard, especialmente melanoidinas. De acuerdo a los autores,
estos compuestos exhiben actividad contra los radicales peroxilo en el ensayo ORAC por la

transferencia de atomos de hidrogeno a los radicales oxigeno.
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Teniendo en cuenta la caracterizacion quimica realizada previamente a las muestras de café
en estado verde-maduro analizadas en esta investigacion (Dumas, Acin, & Flores, 2013), donde
se reportan como aminoé&cidos libres predominantes a serina y glutamina independientemente de
la variedad y altura, ademas de la presencia del azlcar reductor, glucosa, se espera la formacion
de productos de la reaccion de Maillard durante la torrefaccion. La formacion de estos productos
pudo ser comprobada por Liu & Kitts (2011) al comparar los espectros UV y de fluorescencia de
extractos de café tostado, café verde y un modelo de reaccion entre serina y arabinosa (azlcar
reductor), encontrando una gran influencia de los espectros de estos Gltimos con los de café
tostado. Por el contrario el espectro del café verde presentd mayor similitud al de estandares de

acidos clorogénicos.

5.4.2 Ensayo DPPH

La actividad antioxidante medida por el método del radical DPPH que fue originalmente
desarrollada por Brand-Williams y colaboradores (1995), consiste en medir la reduccion de la
absorbancia del radical DPPH (amarillo) a 515 nm a medida que este reacciona con especies
oxidantes. La Figura 11 presenta los resultados obtenidos para las muestras de café de la
variedad Borbon y Caturra a cada una de las alturas estudiadas. De acuerdo al andlisis estadistico
se presentd interaccion Variedad*Altitud (p<a=0.05) (Apéndice 9.13.9). Los valores de DPPH
para las cuatro combinaciones variaron en un rango de 1470.36 a 1757.48 umolTE/g de café. La
variedad Borbdn de zona alta presentd un valor significativamente mayor, con 1757.48
MMoOITE/g de café, seguido por la variedad Caturra de la misma zona con 1595.57 umolTE/g de
café. Esta ultima, aunque es ligeramente mayor, no presentd diferencia estadisticamente

significativa con la variedad Borbon de zona baja, la cual obtuvo un valor de actividad
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antioxidante de 1555.87 umolTE/g de café. Finalmente, la variedad Caturra de zona baja
presentd significativamente la menor actividad antioxidante por el método DPPH entre los

tratamientos evaluados, con un valor de 1470.36 umolTE/g de café.

Variedad

A M Borbon
M Catusra

1,800.00

1,700.00

1,600.00

DPPH(uMTE/g de café)

1,500.00

1,400.00

Alta Baja

Zona

Figura 11. Capacidad antioxidante DPPH en las muestras de café evaluadas. (Los resultados son
expresados como media + 2 error estdndar. Medias con letras en comin no son significativamente diferentes (p>0.05).

En términos del efecto altitud, sin considerar la variedad, las muestras de zona alta
mostraron una actividad DPPH significativamente mayor que su contraparte de zona baja. Esta
tendencia es igual a la presentada por la actividad antioxidante determinada por el método
ORAC. Sin embargo, en este caso las dos muestras de zona alta fueron mayores a las de zona

baja, contrario al analisis ORAC, donde la muestra de la variedad caturra de zona baja presentd

un valor de ORAC ligeramente mayor que la de la variedad Borbén.
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Dicho contraste entre los resultados de DPPH y ORAC son similares a los presentados en el
estudio de Kwak y colaboradores (2017), quienes obtuvieron para DPPH y ORAC diferentes
superficies de respuesta para los factores de tiempo y temperatura de tostado de café. Mientras
DPPH present6 una superficie de respuesta lineal, ORAC presentd una forma cuadratica. Aunque
para el efecto del flujo de aire para tiempo y temperatura fueron similares para ORAC y DPPH,
la superficie de respuesta de ORAC presentd un efecto cuadratico ligeramente mas fuerte que
DPPH para el flujo de aire. Estos autores infieren que esta discrepancia en los resultados puede
ser debido a la diferencia en las rutas por las que se conducen los dos ensayos.

Roy y colaboradores (2010) igualmente encontraron una baja correlacion entre ORAC y
DPPH en la capacidad antioxidante total de extractos de té y catequinas individuales, sugiriendo
que tal tendencia puede ser debida a la sustitucion del OH en la posicion 3’ en el grupo pirogalol.
Este hallazgo los llevo a hipotetizar que sustancias con bajo valor ORAC comparadas con
aquellas en el ensayo DPPH pueden estar relacionadas con un efecto pro-oxidante debido a la
generacion de especies de oxigeno reactivas en un amortiguador acuoso a pH fisiolégico, como
lo son las condiciones de ORAC.

Mas alla de los contrastes mostrados entre los resultados de los ensayos ORAC y DPPH para
los resultados individuales, en términos del factor altura, hay una tendencia paralela entre los
resultados de los dos ensayos, pues en ambos se presenta una actividad significativamente mayor
en las muestras de zona alta. Esta tendencia también correlaciona positivamente con el mayor
contenido de cafeina y acidos clorogénicos, principalmente 5-CQA en zona alta. Como se ha
mencionado previamente estos compuestos presentan actividad antioxidante (Gémez-Ruiz et al.,
2007). Sin embargo, aunque el contenido de &cidos clorogénicos disminuye drasticamente

durante la torrefaccion, la actividad antioxidante es compensada por la formacion de productos
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de la reaccidon de Maillard, los cuales estan involucrados en mecanismos de transferencia de

electrones a oxidantes, como es el caso del ensayo DPPH (Liu & Kitts, 2011).

5.5 Anadlisis sensorial (grado de amargo)

Con el fin de realizar una evaluacion sensorial para el atributo de amargo de las muestras de
café objeto de esta investigacion fue necesaria la seleccion y adiestramiento de un grupo de
panelistas. Para ello inicialmente se convoco a un grupo de 14 personas de las cuales por medio
de pruebas triangulo de soluciones estandares de cafeina, se seleccion6 un minimo de siete
evaluadores. La seleccion se basé en el desempefio de los panelistas acorde a parametros
minimos. Luego de la seleccién se procedid con el adiestramiento por medio de pruebas de

valoracion.

5.5.1 Seleccidn y adiestramiento de panelistas

5.5.1.1 Seleccién de panelistas por medio de pruebas tridngulo. Durante la fase de
seleccion de panelistas para la evaluacion sensorial, se presentaron voluntariamente catorce
candidatos, los cuales fueron convocados por medio de correo electronico entre estudiantes,
personal docente y no docente del Programa de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (UPR-
RUM). Estas personas fueron sometidas a un total de 7 sesiones de pruebas tridngulo con
soluciones estandares de cafeina, de las cuales 3 se consideraron como faciles, y las 4 restantes
como de nivel dificil. De acuerdo a la Figura 12 en las tres primeras pruebas (faciles) de los
catorce panelistas, trece las realizaron todas. De estos trece panelistas el 64% (9) tuvieron un

porcentaje de acierto o rendimiento de 100%. Un 21% (3) de los evaluadores tuvieron un
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rendimiento de 67%. Un 7% (1) de los panelistas presentd un porcentaje de acierto tan bajo

como 33%.
Nivel de dificultad
Facil Dificil

100 100
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Figura 12. Respuestas y rendimiento de panelistas en las pruebas tridngulo.

Del mismo modo, la Figura 12 muestra que al pasar a las cuatro sesiones de mayor
dificultad, 79% de los panelistas (11) participaron en todas, mientras el 14% (2) presentaron dos,
en tanto que el panelista 14 no ofrecio ninguna, por lo que se rechaz6 automéaticamente. Se nota
que al aumentar la dificultad de las pruebas decreci6 el porcentaje de rendimiento de acierto de
los panelistas. En este caso 29% (4) de los mismos obtuvieron un rendimiento de 100%, y 36%

(5) de ellos presentaron un porcentaje de acierto de 75%. Solo un 29% (4) de las personas

acertaron en 50% de las pruebas.
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Con base en los resultados mencionados anteriormente se decidié seleccionar a los
panelistas 1 a 13 para continuar a la fase de adiestramiento. Esta seleccion se hace usando como
criterio un 60% de rendimiento en las pruebas féciles y un 40% de cierto en las dificiles
(Meilgaard, Civille & Carr, 1999b). Sin embargo, se hizo una excepcién con el panelista 4, el
cual obtuvo un 33% de acierto en las sesiones féciles, pero mejord su rendimiento en las de

mayor dificultad estando muy por encima del requisito minimo de 40%.

5.5.1.2 Adiestramiento de panelistas por medio de pruebas de valoracion de
intensidad. De acuerdo a la seccién anterior se seleccionaron los panelistas 1 a 13 para recibir
adiestramiento en pruebas de valoracién del atributo amargo. Para este proceso los panelistas
fueron sometidos a sesiones en las que se les entregaban cuatro soluciones estandares de cafeina
de valoracion conocida, junto con las mismas soluciones pero en forma aleatoria. Las soluciones
entregadas eran de valor de amargo 5, 8, 10 y 15, segln el método Spectrum™ (Mufioz &
Civille, 1999), dichas soluciones equivalen a concentraciones de cafeina de 0.08%, 0.12%,
0.15% y 0.20%, respectivamente. Este método permite discriminar cambios de intensidad con
base al atributo de interés. Al mismo tiempo, se le proveyo a los panelistas familiarizacion en el
uso del tipo de escala lineal que se usé en la evaluacién de las muestras.

La Figura 13 muestra los resultados consolidados a lo largo de 11 sesiones realizadas entre
los panelistas. De antemano, fueron descalificados para etapas posteriores los panelistas 10 al 13,
pues asistieron a menos del 60% de las sesiones, mostrando en determinado momento falta de
motivacion o intencion de participar, lo que limitaria su consistencia en el adiestramiento. Para
los demas panelistas se consideraron como criterios de buen desempefio el asignar el mismo

valor a la solucion desconocida con base al estandar (aciertos completos) y/o invertir dos
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soluciones adyacentes (aciertos parciales) (Meilgaard, Civille & Carr, 1999b). Conforme la
Figura 13, la mayoria de panelistas, excepto el nimero 5, estuvieron entre 80 y 100% de
rendimiento conforme a los parametros de aceptacion establecidos, sugiriendo que los panelistas
presentaron buen desempefio a lo largo del adiestramiento y son buenos candidatos para llevar a

cabo la evaluacion del atributo de amargo en las muestras.

Figura 13. Respuestas y rendimiento de panelistas en las pruebas de valoracion.

5.5.1.3 Prueba de desempefio usando muestras de café. Previo a someter la evaluacién
de las muestras por parte de los panelistas adiestrados, estos llevaron a cabo una serie de pruebas
triangulo usando muestras de café alteradas con la adicion de cafeina, esto con el fin de verificar
la capacidad de los evaluadores para determinar la diferencia en el atributo en presencia de la

matriz. La Figura 14 resume los resultados para las tres sesiones a las que fueron sometidos los
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9 panelistas seleccionados y adiestrados. En general los panelistas mostraron la habilidad de
distinguir diferencias en el atributo de amargo aun en presencia de café, una matriz que resulta
ser compleja por la diversidad en su composicion quimica. Un 33% (3) de los panelistas
obtuvieron un rendimiento de 100%, 11% (1) de los panelistas presentaron 75% de acierto,
seguidos por un 56% (5) que alcanzaron un nivel de 67% de efectividad. Conforme a los criterios
de seleccion de panelistas de 40% y 60% en pruebas faciles y dificiles, respectivamente, se

entiende que todos los candidatos estuvieron por encima de dichos requisitos.

Figura 14. Resultados de las pruebas triangulo de muestras de café con la adicion de cafeina.

5.5.2 Evaluacion sensorial de las muestras
La prueba de valoracion del atributo de amargo de las muestras fue llevada a cabo por parte

de los panelistas adiestrados por medio de una escala lineal de 15 cm, usando como valores de
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referencia los estipulados por el método Spectrum™ para soluciones estandares de cafeina. De
acuerdo a la Figura 15 se presentd interaccion entre variedad y altura para el grado de amargo
(Apéndice 9.13.10). Para los panelistas las muestras de las variedades Caturra y Borbon de zona
alta con valores de 6.33 y 5.94, respectivamente, presentaron significativamente el mayor grado
de amargo. Asi mismo, los evaluadores asignaron significativamente el menor grado de amargo a
la variedad Caturra de zona baja con un valor de 3.44, siendo casi la mitad de su par de zona alta.
A la muestra Borbdn a esta misma altura, se le asign6 un valor intermedio de 5.39, el cual no fue

significativamente diferente a los otros tres.

A Variedad

8 M Borbon
A M Caturra

Grado de amargo

(5]

Alta Baja

Zona
Figura 15. Resultados de la valoracion del grado de amargo de las muestras de café. (Los resultados

son expresados como media + 2 error estandar. Medias con letras en comdn no son significativamente diferentes (p>0.05).

Aunque la valoracion de amargo recibida para la muestra Borbon de zona baja no resulté ser
significativamente diferente a las otras tres, se nota una tendencia que a mayor altura los

panelistas percibieron un mayor grado de amargo. De hecho, el analisis estadistico corrobora que
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para el factor altura, el grado de amargo es significativamente mayor en zona alta que en zona
baja.

Este comportamiento coincide con la tendencia mostrada para el contenido de &cidos
clorogénicos y cafeina, los cuales fueron significativamente mayor en zona alta. La cafeina
puede aportar en un 10% al amargo percibido en la bebida, aunque esta caracteristica sensorial
puede ser dificil de distinguir incluso para un panel adiestrado. Esto debido a la astringencia
causada por los compuestos fendlicos. Similarmente, los isdbmeros monoesteres de &cidos
clorogénicos (3-CQA, 4-CQA y 5-CQA) contribuyen al atributo de amargo, contrario a los
diesteres (3,4-diCQA y 3,5-diCQA) que aportan a la astringencia (Flament, 2002).

Una tendencia similar fue obtenida entre el grado de amargo brindado por un panel
adiestrado y contenido de cafeina en muestras de café arabica de Puerto Rico tratadas
enzimaticamente y no tratadas. Las muestras que recibieron menor valoracion en una escala
lineal de 0 a 15, presentaron un contenido inferior de cafeina y acidos clorogénicos (Martinez,
2007). Similarmente, Lara (2005) encontr6 una correlacion significativa entre &cidos

clorogénicos, cafeina y amargo de la bebida de café.
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6. CONCLUSIONES

Se desarroll6 y optimiz6 una metodologia analitica por LC-MS para llevar a cabo la
determinacion simultanea de cafeina y los isomeros de acidos clorogénicos: 5-CQA, 4-CQA, 3-
CQA, 3,5-diCQA y 4,5-diCQA. La principal ventaja radica en que el tiempo de andlisis es menor
de 20 minutos por muestra. Este corto tiempo de analisis provee una economia de recursos, por
el bajo consumo de solventes y tiempo. Adicional se obtuvieron limites de deteccion y
cuantificacién muy inferiores a los contenidos de estos compuestos en las muestras evaluadas.

Entre las muestras de café de las variedades Caturra y Borbdn sembradas a dos altitudes: una
baja y una alta, se encontrd que sin importar la zona de cultivo o variedad, los isomeros de &cidos
clorogénicos analizados presentaron en orden decreciente el siguiente patrén en términos de
composicion: 5-CQA>4-CQA>3-CQA>3,5-diCQA>3,4-diCQA.

El contenido de los isdémeros 5-CQA, 4-CQA, 3-CQA y 3,5-diCQA varié significativamente
entre las variedades y las alturas, siendo mayor para las muestras provenientes de zona alta.
Incluso, en las muestras de zona alta hubo una diferencia de casi el doble con relacion a la zona
baja. La altitud mostro ser el principal factor en afectar el perfil de acidos clorogénicos.

El contenido de cafeina varié significativamente con la altura. Las muestras de zona alta
presentaron un valor de cafeina significativamente mayor. Este comportamiento es comparable a
los resultados obtenidos con los &cidos clorogénicos.

Se logré seleccionar un subgrupo de 9 personas por cernimiento de un grupo de 13, mediante
el uso de diferentes pruebas tridngulo de diferencia en atributo de amargo, las cuales mostraron
un nivel de respuesta acorde a parametros recomendados. Luego de esto, los panelistas escogidos
fueron sometidos a un adiestramiento en el que mostraron igualmente un buen rendimiento en las

pruebas a las que se les sometio, acorde con los parametros estipulados.
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De acuerdo a los resultados de la prueba de valoracion del atributo de amargo llevada a cabo
por parte de los panelistas adiestrados, se encontré que este atributo varié significativamente con
la altura. En promedio los panelistas determinaron que las muestras de zona alta presentaron
significativamente el mayor grado de amargo, esto sin considerar el efecto variedad. Esta
tendencia coincide con la presentada por los &cidos clorogénicos y cafeina, sustratos asociados al
descriptor de amargo.

Se midio la actividad antioxidante en extractos acuosos de café por dos metodologias, ORAC
y DPPH. En ambas se encontrd que la actividad antioxidante presentd diferencias significativas
con la variedad y altitud. En general, las muestras de altura presentaron significativamente mayor
actividad antioxidante medida por las dos metodologias. Este comportamiento es debido en parte
al hecho que los &cidos clorogénicos y la cafeina presentan actividad antioxidante, y 1os mismos

se encuentran en mayor cantidad en las muestras de zona alta.

/. RECOMENDACIONES PARA FUTUROS TRABAJOS

Evaluar el efecto de la calidad del suelo y regimenes de cultivo en la composicion quimica de
cafés sembrados en zona alta.

Evaluar el efecto de la sombra en la composicidn quimica y propiedades sensoriales de cafés
sembrados en zona alta.

Evaluar el efecto de diversos parametros de tostado en la composicion quimica de café, asi
como su actividad antioxidante.

Llevar a cabo la determinacion analitica de otros compuestos, tales como, melanoidinas y
trigonelina, las cuales se generan durante el proceso de tueste, y se ha demostrado que presentan

actividad antioxidante.
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9. ANEXOS

9.1 Resultados de la determinacion de cafeina

Zona | Variedad | Cafeina (g/100g de café) | Zona | Variedad | Cafeina (g/100 g de café)
Baja | Borbon 0.733 Baja | Borbon 0.732
Baja | Borbon 0.735 Alta | Borbén 0.814
Baja | Borbon 0.746 Alta | Borbon 0.816
Baja | Borbon 0.736 Alta | Borbon 0.798
Baja | Borbon 0.736 Alta | Borbén 0.788
Baja | Borbon 0.744 Alta | Borbon 0.798
Baja | Borbon 0.652 Alta | Borbén 0.791
Baja | Borbon 0.664 Baja | Borbon 0.701
Baja | Borbon 0.695 Baja | Borbdn 0.695
Baja | Borbon 0.702 Baja | Borbon 0.712
Baja | Borbon 0.700 Baja | Borbdn 0.697
Baja | Borbon 0.694 Baja | Borbon 0.699
Baja | Borbon 0.665 Baja | Borbdn 0.687
Baja | Borbon 0.668 Alta | Borbo6n 0.815
Baja | Borbon 0.666 Alta | Borbén 0.815
Baja | Borbon 0.657 Alta | Borbén 0.823
Baja | Borbon 0.664 Alta | Borbon 0.830
Baja | Borbon 0.660 Alta | Borbén 0.766
Alta | Borbon 0.795 Alta | Borb6n 0.772
Alta | Borbén 0.782 Baja | Borbén 0.768
Alta | Borb6n 0.800 Baja | Borbon 0.775
Alta | Borbén 0.808 Baja | Borbén 0.770
Alta | Borb6n 0.812 Baja | Borbon 0.754
Alta | Borbén 0.811 Baja | Borbén 0.768
Alta | Borb6n 0.825 Baja | Borbon 0.778
Alta | Borbén 0.807 Baja | Borbdn 0.724
Alta | Borb6n 0.830 Baja | Borbon 0.726
Alta | Borbon 0.828 Baja | Borbon 0.742
Alta | Borb6n 0.797 Baja | Borbon 0.742
Alta | Borb6n 0.798 Baja | Borbon 0.723
Baja | Borbon 0.715 Baja | Borbon 0.714
Baja | Borbon 0.730 Alta | Borbon 0.765
Baja | Borbon 0.727 Alta | Borbon 0.771
Baja | Borbon 0.736 Alta | Borbo6n 0.718
Baja | Borbon 0.730 Alta | Borbén 0.739
Alta | Borbon 0.782 Alta | Borbo6n 0.721
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Continuacion

Zona | Variedad | Cafeina (g/100 g de café) | Zona | Variedad | Cafeina (g/100 g de café)
Alta | Borbodn 0.788 Alta | Borbdn 0.730
Alta | Borbén 0.825 Alta | Borbdn 0.593
Alta | Borbodn 0.804 Alta | Borbdn 0.601
Alta | Borbodn 0.765 Alta | Borbdn 0.597
Alta | Borbén 0.770 Alta | Borbén 0.602
Alta | Borbodn 0.753 Alta | Borbodn 0.569
Alta | Borbén 0.753 Alta | Borbdn 0.557
Baja | Borbon 0.779 Alta | Borbén 0.676
Baja | Borbon 0.772 Alta | Borbon 0.675
Baja | Borbon 0.741 Alta | Borbén 0.716
Baja | Borbon 0.748 Alta | Borb6n 0.701
Baja | Borbon 0.745 Alta | Borbén 0.714
Baja | Borbon 0.688 Alta | Borb6n 0.711
Alta | Borbodn 0.766 Alta | Borbon 0.703
Alta | Borbén 0.744 Alta | Borbén 0.694
Alta | Borbén 0.734 Alta | Borbén 0.661
Alta | Borbodn 0.752 Alta | Borbon 0.670
Alta | Borbén 0.729 Alta | Borbén 0.697
Alta | Borbodn 0.723 Alta | Borbon 0.699
Alta | Borbén 0.723 Alta | Borbén 0.810
Alta | Borbodn 0.736 Alta | Borbon 0.817
Alta | Borbén 0.741 Alta | Borbén 0.799
Alta | Borbon 0.734 Alta | Borbon 0.804
Alta | Borbén 0.704 Alta | Borbén 0.821
Alta | Borbodn 0.674 Alta | Borbon 0.816
Alta | Borbén 0.763 Alta | Borbén 0.813
Alta | Borbodn 0.770 Alta | Borbon 0.811
Alta | Borbodn 0.769 Alta | Borbon 0.819
Alta | Borbén 0.760 Alta | Borbén 0.798
Alta | Borbodn 0.738 Alta | Borbon 0.842
Alta | Borbén 0.729 Alta | Borbén 0.852
Baja | Borbon 0.645 Alta | Caturra 0.582
Baja | Borbon 0.640 Alta | Caturra 0.581
Baja | Borbon 0.659 Alta | Caturra 0.760
Baja | Borbon 0.659 Alta | Caturra 0.759
Baja | Borbon 0.681 Alta | Caturra 0.763
Baja | Borbon 0.659 Alta | Caturra 0.774
Alta | Borbodn 0.746 Alta | Caturra 0.739
Alta | Borbén 0.740 Alta | Caturra 0.713
Alta | Borbén 0.747 Alta | Caturra 0.875
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Continuacion

Zona | Variedad | Cafeina (g/100 g de café) | Zona | Variedad | Cafeina (g/100 g de café)
Alta | Borbodn 0.732 Alta | Caturra 0.876
Alta | Caturra 0.876 Alta | Caturra 0.778
Alta | Caturra 0.883 Alta | Caturra 0.783
Alta | Caturra 0.729 Baja | Caturra 0.545
Alta | Caturra 0.724 Baja | Caturra 0.580
Alta | Caturra 0.733 Baja | Caturra 0.595
Alta | Caturra 0.734 Baja | Caturra 0.603
Alta | Caturra 0.682 Baja | Caturra 0.780
Alta | Caturra 0.693 Baja | Caturra 0.782
Alta | Caturra 0.806 Baja | Caturra 0.629
Alta | Caturra 0.822 Baja | Caturra 0.619
Alta | Caturra 0.818 Baja | Caturra 0.761
Alta | Caturra 0.809 Baja | Caturra 0.763
Alta | Caturra 0.836 Baja | Caturra 0.716
Alta | Caturra 0.825 Baja | Caturra 0.680
Alta | Caturra 0.755 Alta | Caturra 0.821
Alta | Caturra 0.753 Alta | Caturra 0.827
Alta | Caturra 0.720 Alta | Caturra 0.681
Alta | Caturra 0.708 Alta | Caturra 0.687
Alta | Caturra 0.713 Alta | Caturra 0.787
Alta | Caturra 0.712 Alta | Caturra 0.776
Alta | Caturra 0.817 Baja | Caturra 0.762
Alta | Caturra 0.747 Baja | Caturra 0.754
Alta | Caturra 0.827 Baja | Caturra 0.740
Alta | Caturra 0.826 Baja | Caturra 0.741
Alta | Caturra 0.801 Baja | Caturra 0.741
Alta | Caturra 0.810 Baja | Caturra 0.739
Alta | Caturra 0.765 Alta | Caturra 0.788
Alta | Caturra 0.770 Alta | Caturra 0.792
Alta | Caturra 0.730 Alta | Caturra 0.789
Alta | Caturra 0.718 Alta | Caturra 0.788
Alta | Caturra 0.777 Alta | Caturra 0.795
Alta | Caturra 0.755 Alta | Caturra 0.801
Alta | Caturra 0.761 Alta | Caturra 0.805
Alta | Caturra 0.750 Alta | Caturra 0.804
Alta | Caturra 0.688 Alta | Caturra 0.911
Alta | Caturra 0.696 Alta | Caturra 0.916
Alta | Caturra 0.749 Alta | Caturra 0.882
Alta | Caturra 0.672 Alta | Caturra 0.884
Alta | Caturra 0.715 Alta | Caturra 0.851
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Continuacion

Zona | Variedad | Cafeina (g/100 g de café) | Zona | Variedad | Cafeina (g/100 g de café)
Alta | Caturra 0.670 Alta | Caturra 0.857
Alta | Caturra 0.809 Alta | Caturra 0.856
Alta | Caturra 0.835 Alta | Caturra 0.858
Alta | Caturra 0.780 Alta | Caturra 0.733
Alta | Caturra 0.777 Alta | Caturra 0.851
Alta | Caturra 0.753 Alta | Caturra 0.843
Alta | Caturra 0.750 Alta | Caturra 0.826
Alta | Caturra 0.772 Alta | Caturra 0.813
Alta | Caturra 0.780 Alta | Caturra 0.861
Alta | Caturra 0.788 Alta | Caturra 0.863

9.2 Resultados de la determinacion de 3-CQA

Zona | Variedad | 3-CQA (g/100 g de café) | Zona | Variedad | 3-CQA (g/100 g de café)
Baja | Borbon 0.205 Alta | Borbon 0.325
Baja | Borbon 0.203 Alta | Borbon 0.357
Baja | Borbon 0.199 Alta | Borbon 0.365
Baja | Borbon 0.319 Alta | Borbon 0.311
Baja | Borbon 0.325 Alta | Borbon 0.335
Baja | Borbon 0.325 Baja | Borbon 0.192
Baja | Borbon 0.267 Baja | Borbon 0.185
Baja | Borbon 0.266 Baja | Borbon 0.171
Baja | Borbon 0.253 Alta | Borbon 0.359
Alta | Borbon 0.304 Alta | Borbon 0.333
Alta | Borbon 0.328 Alta | Borbon 0.332
Alta | Borbon 0.323 Alta | Borbon 0.268
Alta | Borbon 0.448 Alta | Borbon 0.273
Alta | Borbon 0.458 Alta | Borbon 0.249
Alta | Borbon 0.448 Alta | Borbon 0.364
Baja | Borbon 0.263 Alta | Borbon 0.367
Baja | Borbon 0.280 Alta | Borbon 0.339
Baja | Borbon 0.277 Baja | Borbon 0.213
Alta | Borbon 0.349 Baja | Borbon 0.214
Alta | Borb6n 0.340 Baja | Borbon 0.204
Alta | Borb6n 0.341 Alta | Borbon 0.245
Baja | Borbon 0.305 Alta | Borbon 0.222
Baja | Borbon 0.302 Alta | Borbon 0.232
Baja | Borbon 0.300 Alta | Borbon 0.256
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Continuacion

Zona | Variedad | 3-CQA (9/100 g de café) | Zona | Variedad | 3-CQA (g/100 g de café)
Alta | Borbodn 0.301 Alta | Borbén 0.265
Alta | Borbén 0.302 Alta | Borbo6n 0.242
Alta | Borbén 0.271 Alta | Borbo6n 0.405
Baja | Borbon 0.177 Alta | Borbon 0.417
Baja | Borbon 0.163 Alta | Borbon 0.430
Baja | Borbon 0.166 Alta | Borbon 0.446
Baja | Borbon 0.236 Alta | Borbon 0.407
Baja | Borbon 0.242 Alta | Borbon 0.431
Baja | Borbon 0.234 Alta | Borbon 0.370
Alta | Borbén 0.347 Alta | Borbo6n 0.400
Alta | Borbén 0.358 Alta | Caturra 0.241
Alta | Borbén 0.396 Alta | Caturra 0.231
Alta | Borbon 0.370 Baja | Caturra 0.191
Alta | Borbén 0.402 Baja | Caturra 0.219
Alta | Caturra 0.324 Baja | Caturra 0.252
Alta | Caturra 0.406 Baja | Caturra 0.201
Alta | Caturra 0.422 Baja | Caturra 0.271
Alta | Caturra 0.367 Baja | Caturra 0.245
Alta | Caturra 0.414 Alta | Caturra 0.395
Alta | Caturra 0.430 Alta | Caturra 0.307
Alta | Caturra 0.319 Alta | Caturra 0.347
Alta | Caturra 0.302 Baja | Caturra 0.369
Alta | Caturra 0.280 Baja | Caturra 0.363
Alta | Caturra 0.278 Baja | Caturra 0.371
Alta | Caturra 0.262 Alta | Caturra 0.414
Alta | Caturra 0.271 Alta | Caturra 0.406
Alta | Caturra 0.372 Alta | Caturra 0.410
Alta | Caturra 0.350 Alta | Caturra 0.394
Alta | Caturra 0.341 Alta | Caturra 0.428
Alta | Caturra 0.328 Alta | Caturra 0.450
Alta | Caturra 0.337 Alta | Caturra 0.427
Alta | Caturra 0.322 Alta | Caturra 0.455
Alta | Caturra 0.429 Alta | Caturra 0.397
Alta | Caturra 0.385 Alta | Caturra 0.345
Alta | Caturra 0.434 Alta | Caturra 0.331
Alta | Caturra 0.478 Alta | Caturra 0.344
Alta | Caturra 0.438 Alta | Caturra 0.462
Alta | Caturra 0.444 Alta | Caturra 0.444
Alta | Caturra 0.200 Alta | Caturra 0.475
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9.3 Resultados de la determinacion de 4-CQA

Zona | Variedad | 4-CQA (g/100 g de café) | Zona | Variedad | 4-CQA (g/100 g de café)
Baja | Borbon 0.239 Baja | Borbon 0.309
Baja | Borbon 0.241 Alta | Borbon 0.371
Baja | Borbon 0.233 Alta | Borbon 0.399
Baja | Borbon 0.388 Alta | Borbon 0.379
Baja | Borbon 0.408 Alta | Borbon 0.554
Baja | Borbon 0.413 Alta | Borbon 0.552
Baja | Borbon 0.319 Alta | Borbon 0.543
Baja | Borbon 0.320 Baja | Borbon 0.317
Baja | Borbon 0.327 Alta | Borbon 0.492
Baja | Borbon 0.330 Alta | Borbon 0.512
Alta | Borbon 0.402 Alta | Borbon 0.557
Alta | Borbon 0.410 Alta | Borbon 0.505
Alta | Borbon 0.407 Alta | Borbon 0.539
Baja | Borbon 0.370 Alta | Borbon 0.455
Baja | Borbon 0.369 Alta | Borbon 0.472
Baja | Borbon 0.360 Alta | Borbon 0.458
Alta | Borbon 0.372 Alta | Borbon 0.449
Alta | Borb6n 0.366 Alta | Borbon 0.449
Alta | Borb6n 0.333 Alta | Borbon 0.464
Baja | Borbon 0.202 Alta | Borbon 0.395
Baja | Borbon 0.182 Alta | Borbon 0.509
Baja | Borbon 0.191 Alta | Borbon 0.514
Baja | Borbon 0.290 Alta | Borbon 0.441
Baja | Borbon 0.288 Alta | Borbon 0.495
Baja | Borbon 0.273 Alta | Borbon 0.515
Alta | Borb6n 0.420 Alta | Borbon 0.364
Alta | Borb6n 0.405 Alta | Borbon 0.351
Alta | Borb6n 0.441 Alta | Borbon 0.345
Alta | Borb6n 0.453 Alta | Borbon 0.332
Alta | Borbon 0.399 Alta | Borbon 0.311
Alta | Borbon 0.420 Alta | Borbon 0.338
Baja | Borbon 0.231 Alta | Borbon 0.446
Baja | Borbon 0.221 Alta | Borbon 0.413
Baja | Borbon 0.204 Alta | Borbon 0.405
Alta | Borb6n 0.448 Alta | Borbon 0.389
Alta | Borb6n 0.427 Alta | Borbon 0.404
Alta | Borb6n 0.420 Alta | Borbon 0.376
Alta | Borb6n 0.338 Alta | Borbon 0.488
Alta | Borb6n 0.340 Alta | Borbon 0.458
Alta | Borb6n 0.310 Alta | Borbon 0.502
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Continuacion

Zona | Variedad | 4-CQA (9/100 g de café) | Zona | Variedad | 4-CQA (g/100 g de café)
Alta | Borbon 0.470 Alta | Borbon 0.565
Alta | Borb6n 0.466 Alta | Borbon 0.505
Alta | Borb6n 0.432 Alta | Borbon 0.530
Baja | Borbon 0.261 Alta | Borbon 0.229
Baja | Borbon 0.261 Alta | Borbon 0.283
Baja | Borbon 0.258 Alta | Borbon 0.269
Alta | Borb6n 0.303 Baja | Borbon 0.229
Alta | Borb6n 0.286 Baja | Borbon 0.260
Alta | Borb6n 0.291 Baja | Borbon 0.310
Alta | Borb6n 0.329 Baja | Borbon 0.240
Alta | Borbon 0.329 Baja | Borbon 0.312
Alta | Borb6n 0.292 Alta | Caturra 0.455
Alta | Borb6n 0.477 Alta | Caturra 0.505
Baja | Caturra 0.283 Alta | Caturra 0.516
Alta | Caturra 0.467 Alta | Caturra 0.514
Alta | Caturra 0.369 Alta | Caturra 0.532
Alta | Caturra 0.413 Alta | Caturra 0.462
Baja | Caturra 0.429 Alta | Caturra 0.400
Baja | Caturra 0.417 Alta | Caturra 0.398
Baja | Caturra 0.426 Alta | Caturra 0.419
Alta | Caturra 0.479 Alta | Caturra 0.536
Alta | Caturra 0.478 Alta | Caturra 0.521
Alta | Caturra 0.475 Alta | Caturra 0.535
9.4 Resultados de la determinacion de 5-CQA
Zona | Variedad | 5-CQA (g/100 g de café) | Zona | Variedad | 5-CQA (g/100 g de café)
Baja | Borbon 0.454 Alta | Borbon 0.732
Baja | Borbon 0.432 Alta | Borbon 0.678
Baja | Borbon 0.427 Baja | Borbon 0.382
Baja | Borbon 0.757 Baja | Borbon 0.351
Baja | Borbon 0.775 Baja | Borbon 0.339
Baja | Borbon 0.785 Baja | Borbon 0.553
Baja | Borbon 0.600 Baja | Borbon 0.545
Baja | Borbon 0.624 Baja | Borbon 0.521
Baja | Borbon 0.592 Alta | Borbon 0.819
Alta | Borb6n 0.722 Alta | Borbon 0.757
Alta | Borb6n 0.747 Alta | Borbon 0.845
Alta | Borb6n 0.725 Alta | Borbon 0.899
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Zona | Variedad | 5-CQA (g/100 g de café) | Zona | Variedad | 5-CQA (g/100 g de café)
Alta | Borbén 1.071 Alta | Borbo6n 0.775
Alta | Borbén 1.079 Alta | Borbo6n 0.844
Alta | Borb6n 1.052 Baja | Borbon 0.430
Baja | Borbon 0.618 Baja | Borbon 0.409
Baja | Borbon 0.624 Baja | Borbon 0.373
Baja | Borbon 0.627 Alta | Borbon 0.901
Alta | Borbodn 0.788 Alta | Borbén 0.837
Alta | Borbodn 0.767 Alta | Borboén 0.827
Alta | Borbodn 0.784 Alta | Borbén 0.674
Baja | Borbon 0.699 Alta | Borbon 0.680
Baja | Borbon 0.697 Alta | Borbon 0.647
Baja | Borbon 0.692 Alta | Borbon 0.902
Alta | Borbodn 0.760 Alta | Borbhén 0.896
Alta | Borbodn 0.831 Alta | Caturra 0.773
Baja | Borbon 0.516 Alta | Caturra 0.724
Baja | Borbon 0.502 Alta | Caturra 0.970
Baja | Borbon 0.515 Alta | Caturra 0.872
Alta | Borbén 0.609 Alta | Caturra 0.880
Alta | Borbén 0.562 Alta | Caturra 1.083
Alta | Borbén 0.600 Alta | Caturra 0.952
Alta | Borbén 0.658 Alta | Caturra 1.050
Alta | Borbén 0.650 Alta | Caturra 0.428
Alta | Borbén 0.592 Alta | Caturra 0.524
Alta | Borbén 0.910 Alta | Caturra 0.497
Alta | Borbon 0.961 Baja | Caturra 0.447
Alta | Borb6n 0.984 Baja | Caturra 0.490
Alta | Borbon 1.048 Baja | Caturra 0.577
Alta | Borb6n 0.945 Baja | Caturra 0.460
Alta | Borbén 1.037 Baja | Caturra 0.619
Alta | Borbén 0.866 Baja | Caturra 0.548
Alta | Borbon 0.911 Alta | Caturra 0.902
Alta | Borbon 0.845 Alta | Caturra 0.728
Alta | Borbon 0.855 Alta | Caturra 0.800
Alta | Borbén 0.818 Baja | Caturra 0.882
Alta | Borb6n 0.887 Baja | Caturra 0.853
Alta | Caturra 0.753 Baja | Caturra 0.868
Alta | Caturra 0.970 Alta | Caturra 0.979
Alta | Caturra 1.018 Alta | Caturra 0.970
Alta | Caturra 0.864 Alta | Caturra 0.973
Alta | Caturra 0.993 Alta | Caturra 0.957
Alta | Caturra 1.007 Alta | Caturra 1.078

76




Continuacion

Zona | Variedad | 5-CQA (g/100 g de café) | Zona | Variedad | 5-CQA (g/100 g de café)
Alta | Caturra 0.707 Alta | Caturra 1.072
Alta | Caturra 0.699 Alta | Caturra 1.056
Alta | Caturra 0.672 Alta | Caturra 1.110
Alta | Caturra 0.630 Alta | Caturra 0.969
Alta | Caturra 0.602 Alta | Caturra 0.854
Alta | Caturra 0.629 Alta | Caturra 0.836
Alta | Caturra 0.859 Alta | Caturra 0.874
Alta | Caturra 0.803 Alta | Caturra 1.061
Alta | Caturra 0.831 Alta | Caturra 1.074
Alta | Caturra 0.761 Alta | Caturra 1.088
9.5 Resultados de la determinacion de 3,4-diCQA

Zona | Variedad 3,4-d|CQ£f(ég;/100 9de | Zona | Variedad 3’4'd'CQ£f(é%/100 g de
Baja | Borbon 0.0110 Baja | Borbdn 0.0110
Baja | Borbon 0.0110 Baja | Borbon 0.0110
Baja | Borbon 0.0100 Alta | Borbon 0.0100
Baja | Borbon 0.0200 Alta | Borbon 0.0020
Baja | Borbon 0.0220 Alta | Borbon 0.0010
Baja | Borbon 0.0220 Alta | Borbon 0.0010
Baja | Borbon 0.0160 Alta | Borbon 0.0080
Baja | Borbon 0.0160 Alta | Borbon 0.0080
Baja | Borbon 0.0150 Alta | Borbon 0.0070
Alta | Borbén 0.0170 Alta Borbo6n 0.0160
Alta | Borbén 0.0180 Alta Borbo6n 0.0160
Alta | Borbén 0.0180 Baja | Borbon 0.0190
Alta | Borbén 0.0390 Baja | Borbon 0.0100
Alta | Borb6n 0.0420 Baja | Borbdn 0.0090
Alta | Borb6n 0.0360 Alta | Borbdn 0.0100
Baja | Borbon 0.0190 Alta | Borbén 0.0020
Baja | Borbon 0.0070 Alta | Borbén 0.0010
Baja | Borbon 0.0080 Alta | Borbén 0.0020
Alta | Borb6n 0.0080 Alta | Borbén 0.0180
Alta | Borb6n 0.0170 Alta | Borbén 0.0170
Alta | Borb6n 0.0190 Alta | Borbdn 0.0310
Baja | Borbon 0.0180 Alta | Borbén 0.0180
Baja | Borbon 0.0130 Alta | Borbén 0.0180
Baja | Borbon 0.0140 Alta | Borbén 0.0160
Alta | Borb6n 0.0120 Alta | Borbdn 0.0290
Alta | Borbén 0.0140 Alta Borbo6n 0.0290
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Continuacion

Zona | Variedad| 34-dICQA (/1009 de | 50 | \/ariedad | 34-dICQA (9/100g de
café) café)
Alta | Borbén 0.0150 Alta Borbo6n 0.0270
Baja | Borbon 0.0140 Alta Borbo6n 0.0130
Baja | Borbon 0.0300 Alta | Borbon 0.0130
Baja | Borbon 0.0290 Alta | Borbon 0.0130
Baja | Borbon 0.0280 Alta | Borbon 0.0190
Baja | Borbon 0.0140 Alta | Borbon 0.0160
Baja | Borbon 0.0140 Alta | Caturra 0.0180
Alta | Borbodn 0.0130 Alta Caturra 0.0240
Alta | Borbodn 0.0150 Alta Caturra 0.0240
Alta | Borbodn 0.0150 Alta Caturra 0.0210
Alta | Borbodn 0.0130 Alta Caturra 0.0260
Alta | Borbodn 0.0120 Alta Caturra 0.0280
Alta | Borbodn 0.0130 Alta Caturra 0.0290
Baja | Borbon 0.0130 Alta | Caturra 0.0340
Alta | Caturra 0.0330 Baja | Caturra 0.0150
Alta | Caturra 0.0350 Baja | Caturra 0.0150
Alta | Caturra 0.0220 Alta Caturra 0.0140
Alta | Caturra 0.0230 Alta Caturra 0.0170
Alta | Caturra 0.0210 Alta Caturra 0.0140
Alta | Caturra 0.0210 Baja | Caturra 0.0160
Alta | Caturra 0.0210 Baja | Caturra 0.0190
Alta | Caturra 0.0200 Baja | Caturra 0.0150
Alta | Caturra 0.0180 Alta Caturra 0.0150
Alta | Caturra 0.0240 Alta Caturra 0.0030
Alta | Caturra 0.0250 Alta Caturra 0.0020
Alta | Caturra 0.0230 Alta Caturra 0.0020
Alta | Caturra 0.0260 Alta Caturra 0.0030
Alta | Caturra 0.0290 Alta Caturra 0.0030
Alta | Caturra 0.0140 Alta Caturra 0.0050
Alta | Caturra 0.0140 Alta Caturra 0.0050
Alta | Caturra 0.0140 Alta Caturra 0.0100
Alta | Caturra 0.0110 Alta Caturra 0.0100
Alta | Caturra 0.0110 Alta Caturra 0.0180
Baja | Caturra 0.0110 Alta | Caturra 0.0130
Baja | Caturra 0.0170 Alta | Caturra 0.0070
Baja | Caturra 0.0150 Alta | Caturra 0.0060
Baja | Caturra 0.0140 Alta | Caturra 0.0050
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9.6 Resultados de la determinacion de 3,5-diCQA

Zona | Variedad | >°"dICQA (0/100gde | 7 | Variedad | 3°dICQA (9/100 g de
café) café)
Baja | Borbon 0.0110 Alta | Borbon 0.0360
Baja | Borbon 0.0100 Baja | Borbon 0.0190
Baja | Borbon 0.0100 Baja | Borbon 0.0210
Baja | Borbon 0.0200 Baja | Borbon 0.0200
Baja | Borbon 0.0220 Alta | Borbon 0.0210
Baja | Borbon 0.0220 Alta | Borbon 0.0220
Baja | Borbon 0.0160 Alta | Borbdn 0.0210
Baja | Borbon 0.0160 Baja | Borbdn 0.0180
Baja | Borbon 0.0150 Baja | Borbdn 0.0200
Alta | Borb6n 0.0170 Baja | Borbdn 0.0180
Alta | Borb6n 0.0180 Alta | Borbdn 0.0150
Alta | Borb6n 0.0170 Alta | Borbdn 0.0140
Alta | Borb6n 0.0390 Alta | Borbdn 0.0140
Alta | Borb6n 0.0410 Baja | Borbdn 0.0080
Baja | Borbon 0.0070 Alta | Borbdn 0.0270
Baja | Borbon 0.0070 Alta | Caturra 0.0200
Baja | Borbon 0.0120 Alta | Caturra 0.0280
Baja | Borbon 0.0130 Alta | Caturra 0.0280
Baja | Borbon 0.0120 Alta | Caturra 0.0260
Alta | Borbén 0.0210 Alta | Caturra 0.0320
Alta | Borbén 0.0210 Alta | Caturra 0.0330
Alta | Borbén 0.0240 Alta | Caturra 0.0190
Alta | Borbén 0.0190 Alta | Caturra 0.0180
Alta | Borbén 0.0180 Alta | Caturra 0.0170
Alta | Borbén 0.0190 Alta | Caturra 0.0160
Baja | Borbon 0.0090 Alta | Caturra 0.0160
Baja | Borbon 0.0090 Alta | Caturra 0.0160
Baja | Borbon 0.0080 Alta | Caturra 0.0240
Alta | Borbén 0.0260 Alta | Caturra 0.0240
Alta | Borbén 0.0250 Alta | Caturra 0.0240
Alta | Borb6n 0.0240 Alta | Caturra 0.0250
Alta | Borb6n 0.0130 Alta | Caturra 0.0250
Alta | Borb6n 0.0130 Alta | Caturra 0.0240
Alta | Borb6n 0.0120 Alta | Caturra 0.0290
Alta | Borb6n 0.0220 Alta | Caturra 0.0240
Alta | Borb6n 0.0210 Alta | Caturra 0.0290
Alta | Borb6n 0.0210 Alta | Caturra 0.0340
Baja | Borbon 0.0090 Alta | Caturra 0.0300
Baja | Borbon 0.0090 Alta | Caturra 0.0320
Baja | Borbon 0.0070 Alta | Caturra 0.0080
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3,5-diCQA (g/100 g de

3,5-diCQA (g/100 g de

Zona | Variedad p Zona | Variedad )
café) café)

Alta | Borbén 0.0130 Alta Caturra 0.0110
Alta | Borbén 0.0120 Alta Caturra 0.0100
Alta | Borbén 0.0110 Baja | Caturra 0.0110
Alta | Borbén 0.0160 Baja | Caturra 0.0120
Alta | Borbén 0.0180 Baja | Caturra 0.0150
Alta | Borbén 0.0150 Baja | Caturra 0.0120
Alta | Borbén 0.0330 Baja | Caturra 0.0170
Alta | Borbén 0.0360 Baja | Caturra 0.0150
Alta | Borbodn 0.0370 Alta Caturra 0.0260
Alta | Borbodn 0.0400 Alta Caturra 0.0200
Alta | Borbodn 0.0380 Alta Caturra 0.0250
Alta | Borbén 0.0410 Baja | Caturra 0.0300
Alta | Borbén 0.0280 Baja | Caturra 0.0300
Alta | Borbén 0.0280 Baja | Caturra 0.0300
Alta | Borbén 0.0260 Alta Caturra 0.0350
Alta | Borbén 0.0260 Alta Caturra 0.0340
Alta | Borbén 0.0270 Alta Caturra 0.0340
Alta | Caturra 0.0290 Alta Caturra 0.0260
Alta | Caturra 0.0320 Alta Caturra 0.0250
Alta | Caturra 0.0330 Alta Caturra 0.0270
Alta | Caturra 0.0350 Alta Caturra 0.0350
Alta | Caturra 0.0380 Alta Caturra 0.0340
Alta | Caturra 0.0310 Alta Caturra 0.0110

9.7 Resultados de la actividad antioxidante ORAC

ORAC (UMTE/g de

ORAC (UuMTE/g de

Zona | Variedad . Zona | Variedad ,
café) cafe)

Baja | Borbon 509.13 Baja | Borbon 1113.58
Baja | Borbon 852.47 Baja | Borbon 1057.50
Baja | Borbon 215.82 Alta | Borbon 1064.42
Baja | Borbon 928.11 Alta | Borbdn 1193.02
Baja | Borbon 727.88 Alta | Borbdn 1304.53
Baja | Borbon 953.93 Alta | Borbdn 1418.83
Baja | Borbon 1238.99 Alta | Borbdn 969.87
Baja | Borbon 1129.30 Alta | Borbdn 1092.35
Baja | Borbon 657.48 Baja | Borbdn 930.36
Alta | Borbén 874.96 Baja | Borbon 963.51
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Zona | Variedad ORAC (uMTE/g de Zona | Variedad ORAC (“MTE/Q de
café) café)
Alta | Borbon 1036.17 Baja | Borbdn 959.12
Alta | Borb6n 1076.88 Alta Borbdn 1028.61
Alta | Borbén 1125.20 Alta Borbon 675.25
Alta | Borbén 1343.68 Alta Borbon 898.07
Alta | Borbén 1524.51 Alta Borbon 986.45
Baja | Borbon 780.62 Alta | Borbon 987.50
Baja | Borbon 1140.94 Alta | Borbon 1171.00
Baja | Borbon 908.21 Alta | Borbon 1323.14
Alta | Borbén 970.30 Alta Borbon 878.89
Alta | Borbén 968.01 Alta Borbo6n 1204.19
Alta | Borbén 762.79 Baja | Borbon 1116.49
Baja | Borbon 686.51 Baja | Borbon 509.62
Baja | Borbon 751.96 Baja | Borbon 1161.07
Baja | Borbon 713.28 Alta | Borbon 1387.10
Alta | Borb6n 723.90 Alta | Borbdn 1017.40
Alta | Borb6n 1028.68 Alta | Borbdn 1159.56
Alta | Borb6n 1137.85 Alta Borbdn 1163.79
Baja | Borbon 1009.09 Alta | Borbdn 1118.48
Baja | Borbon 842.28 Alta | Borbdn 1218.15
Baja | Borbon 921.50 Alta | Borbdn 1275.66
Baja | Borbon 1209.04 Alta | Borbdn 1390.58
Alta | Borb6n 982.38 Alta | Caturra 1362.41
Alta | Borb6n 934.58 Alta | Caturra 1215.93
Alta | Borb6n 1006.24 Alta | Caturra 1029.44
Alta | Borb6n 1013.47 Alta | Caturra 1026.27
Alta | Borb6n 1043.56 Alta | Caturra 1197.68
Alta | Borbén 1232.08 Baja | Caturra 1281.69
Alta | Borbén 897.78 Baja | Caturra 1020.65
Alta | Borbén 1044.59 Baja | Caturra 1501.19
Alta | Borbén 1117.73 Baja | Caturra 1226.48
Alta | Borbén 1367.92 Baja | Caturra 1157.96
Alta | Caturra 1579.41 Baja | Caturra 890.66
Alta | Caturra 1456.11 Alta | Caturra 1197.01
Alta | Caturra 1387.87 Alta Caturra 870.41
Alta | Caturra 1474.58 Alta Caturra 1154.29
Alta | Caturra 1176.29 Baja | Caturra 1066.38
Alta | Caturra 1473.26 Baja | Caturra 1043.33
Alta | Caturra 1385.46 Baja | Caturra 923.11
Alta | Caturra 1170.43 Alta | Caturra 1053.71
Alta | Caturra 1352.72 Alta | Caturra 1071.96
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ORAC (UMTE/g de

ORAC (UMTE/g de

Zona | Variedad ] Zona | Variedad B}
café) café)

Alta | Caturra 1336.89 Alta Caturra 1215.53
Alta | Caturra 1168.02 Alta Caturra 1129.73
Alta | Caturra 1156.64 Alta Caturra 1007.99
Alta | Caturra 1385.97 Alta Caturra 1084.79
Alta | Caturra 967.48 Alta Caturra 1236.76
Alta | Caturra 1373.51 Alta Caturra 1151.36
Alta | Caturra 858.97 Alta Caturra 1139.27
Alta | Caturra 1136.85 Alta Caturra 1006.97
Alta | Caturra 987.41 Alta Caturra 1058.75
Alta | Caturra 1108.26 Alta Caturra 1225.10
Alta | Caturra 1026.61 Alta Caturra 1298.37
Alta | Caturra 1233.87 Alta Caturra 1044.30
Alta | Caturra 1581.92 Alta Caturra 950.42

9.8 Resultados de la actividad antioxidante DPPH

Zona | Variedad | DPPH (UMTE/g de café) | Zona | Variedad | DPPH (UMTE/g de café)
Alta | Borbon 1702.28 Alta | Borbon 1824.59
Alta | Borbon 1791.79 Alta | Borbon 1729.43
Alta | Borbon 1784.37 Alta | Borbon 1688.74
Alta | Borbon 1674.19 Alta | Borbon 1679.22
Alta | Borbon 1800.08 Alta | Borbon 1748.35
Alta | Borbén 1626.52 Baja | Borbén 1546.63
Alta | Borbén 1838.54 Baja | Borbén 1177.84
Alta | Borb6n 1859.01 Baja | Borbon 1352.56
Alta | Borb6n 1846.91 Baja | Borbon 1688.86
Alta | Borb6n 1714.08 Baja | Borbon 1671.96
Alta | Borbon 1799.04 Baja | Borbon 1652.17
Alta | Borb6n 1733.38 Baja | Borbon 1603.13
Alta | Borbon 1870.02 Baja | Borbon 1612.01
Alta | Borbon 1825.35 Baja | Borbon 1502.28
Alta | Borb6n 1912.81 Baja | Borbon 1539.31
Alta | Borb6n 1787.94 Baja | Borbon 1570.90
Alta | Borbon 1706.17 Baja | Borbon 1599.72
Alta | Borbon 1777.11 Baja | Borbon 1663.14
Alta | Borbon 1685.99 Baja | Borbon 1588.12
Alta | Borb6n 1727.03 Baja | Borbon 1617.61
Alta | Borbén 1723.96 Baja | Borbdén 1492.71
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Zona | Variedad | DPPH (UMTE/g de café) | Zona | Variedad | DPPH (WMTE/g de café)
Alta | Borb6n 1715.20 Baja | Borbon 1554.46
Alta | Borb6n 1708.46 Baja | Borbon 1522.97
Alta | Borb6n 1661.45 Baja | Borbon 1618.59
Alta | Borbén 1772.41 Baja | Borbén 1558.34
Alta | Borbén 1799.48 Baja | Borbén 1611.04
Alta | Borb6n 1874.35 Baja | Borbon 1419.79
Alta | Borb6n 1681.63 Baja | Borbon 1376.18
Alta | Borbén 1453.22 Baja | Borbén 1469.61
Alta | Borbén 1818.65 Baja | Borbén 1670.77
Alta | Borbén 1799.33 Baja | Borbén 1693.15
Alta | Borb6n 1750.94 Baja | Borbon 1634.76
Alta | Borb6n 1808.66 Alta | Caturra 1531.11
Alta | Borbén 1677.87 Alta | Caturra 1515.51
Alta | Borbén 1668.58 Alta | Caturra 1734.00
Alta | Borb6n 1828.13 Alta | Caturra 1605.89
Alta | Borb6n 1703.47 Alta | Caturra 1643.27
Alta | Borb6n 1800.09 Alta | Caturra 1650.96
Alta | Borbén 1837.58 Alta | Caturra 1516.04
Alta | Borbén 1870.12 Alta | Caturra 1568.96
Alta | Caturra 1469.94 Alta | Caturra 1519.55
Alta | Caturra 1570.95 Alta | Caturra 1548.30
Alta | Caturra 1553.57 Alta | Caturra 1649.49
Alta | Caturra 1581.99 Alta | Caturra 1600.66
Alta | Caturra 1643.79 Alta | Caturra 1615.17
Alta | Caturra 1716.60 Alta | Caturra 1636.99
Alta | Caturra 1634.32 Alta | Caturra 1647.74
Alta | Caturra 1570.23 Alta | Caturra 1729.89
Alta | Caturra 1575.63 Alta | Caturra 1588.69
Alta | Caturra 1589.76 Alta | Caturra 1617.04
Alta | Caturra 1623.52 Alta | Caturra 1553.07
Alta | Caturra 1601.92 Alta | Caturra 1669.86
Alta | Caturra 1617.83 Alta | Caturra 1630.00
Alta | Caturra 1686.17 Alta | Caturra 1616.03
Alta | Caturra 1720.52 Baja | Caturra 1401.31
Alta | Caturra 1763.96 Baja | Caturra 1403.52
Alta | Caturra 1443.26 Baja | Caturra 1538.80
Alta | Caturra 1377.81 Baja | Caturra 1493.68
Alta | Caturra 1406.75 Baja | Caturra 1489.67
Alta | Caturra 1547.03 Baja | Caturra 1457.09
Alta | Caturra 1573.08 Baja | Caturra 1485.74
Alta | Caturra 1552.99 Baja | Caturra 1457.69
Alta | Caturra 1590.66 Baja | Caturra 1505.77
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9.9 Resultados de la seleccion de panelistas usando pruebas triangulo

Nivel de dificultad
Panelista Fé.C” leiC”
Pruebas | Aciertos Rend?ﬁienm Pruebas | Aciertos Rend?{;’]ienm
1 3 3 100 4 2 50
2 3 3 100 4 4 100
3 3 3 100 4 3 75
4 3 1 33 4 3 75
5 3 2 67 4 3 75
6 3 2 67 4 3 75
7 3 3 100 4 4 100
8 3 3 100 4 4 100
9 3 3 100 4 2 50
10 3 3 100 4 4 100
11 3 3 100 2 1 50
12 3 2 67 2 1 50
13 3 3 100 4 3 75
14 1 0 0 0 0 0
9.10 Resultados del adiestramiento de panelistas
Panelista Numero de Aciertos completos (%0) Aciertos parciales (%) Total (%)
pruebas
1 8 87.5 12.5 100.0
2 10 100.0 0.0 100.0
3 10 60.0 20.0 80.0
4 7 71.4 28.6 100.0
5 10 30.0 30.0 60.0
6 10 50.0 30.0 80.0
7 11 45.5 54.5 100.0
8 10 30.0 50.0 80.0
9 11 72.7 27.3 100.0
10 2 100.0 0.0 100.0
11 5 40.0 40.0 80.0
12 0 N/A N/A N/A
13 3 33.3 33.3 66.7
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9.11 Resultados adiestramiento de panelistas usando café con cafeina

. Numero de Respuestas _
Panelista oruebas core’ectas Rendimiento (%)

1 3 3 100

2 3 2 67

3 3 3 100

4 3 2 67

5 4 3 75

6 3 2 67

7 3 2 67

8 3 3 100

9 3 2 67

9.12 Resultados de la evaluacién del atributo de amargo

Zona Variedad | Valoracion Zona Variedad | Valoracion
Baja Borbon 2 Baja Caturra 5
Baja Borbon 5 Baja Caturra 9
Baja Borbon 15 Baja Caturra 8
Baja Borbon 4 Baja Caturra 2
Baja Borbon 1 Baja Caturra 7
Baja Borbon 4 Baja Caturra 6
Baja Borbon 2 Baja Caturra 2
Baja Borbon 6 Baja Caturra 4
Baja Borbdn 3 Baja Caturra 3
Alta Borbon 5 Alta Caturra 15
Alta Borbon 5 Alta Caturra 6
Alta Borbon 3 Alta Caturra 6
Alta Borbon 3 Alta Caturra 10
Alta Borbon 8 Alta Caturra 6
Alta Borbon 6 Alta Caturra 7
Alta Borbon 2 Alta Caturra 2
Alta Borbon 3 Alta Caturra 5
Alta Borbon 11 Alta Caturra 2
Baja Borbon 10 Baja Caturra 2
Baja Borbdn 10 Baja Caturra 3
Baja Borbon 4 Baja Caturra 5
Baja Borbodn 4 Baja Caturra 2
Baja Borbodn 8 Baja Caturra 0
Baja Borbon 7 Baja Caturra 1
Baja Borbon 4 Baja Caturra 1
Baja Borbon 4 Baja Caturra 2
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Continuacion

Zona Variedad | Valoracion Zona Variedad | Valoracion
Baja Borbon 4 Baja Caturra 0
Alta Borbo6n 15 Alta Caturra 13
Alta Borbdn 2 Alta Caturra 6
Alta Borb6n 5 Alta Caturra 4
Alta Borbdn 7 Alta Caturra 5
Alta Borbo6n 8 Alta Caturra 8
Alta Borbén 5 Alta Caturra 7
Alta Borbdn 2 Alta Caturra 2
Alta Borb6n 10 Alta Caturra 5
Alta Borbdn 7 Alta Caturra 5
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9.13 Andlisis de la varianza (ANOVA)

9.13.1 Andlisis de la varianza de la determinacién de cafeina

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Cafeina 252 0.182 0.172 8.174

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.208 3 0.069 18.434 <0.0001
Zona 0.163 1 0.163 43.236 <0.0001
Variedad 0.001 1 0.001 0.216 0.6428
Zona*Variedad 0.018 1 0.018 4.746 0.0303
Error 0.933 248 0.004
Total 1.140 251

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.01601
Error: 0.0038 gl: 248

Zona Medias n E.E.
Alta 0.767 180 0.005 A
Baja 0.704 72 0.008 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.01529
Error: 0.0038 gl: 248

Variedad Medias n E.E.
Caturra 0.738 108 0.008 A
Borbon 0.733 144 0.005 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.02347
Error: 0.0038 gl: 248

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 0.779 90 0.006 A

Alta Borbon 0.754 90 0.006 B

Baja Borbon 0.713 54 0.008 C
Baja Caturra 0.696 18 0.014 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

9.13.2 Analisis de la varianza de la determinacion de 3-CQA

Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj Cv
3-CQA (g/1009) 126 0.386 0.371 19.851
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Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.320 3 0.107 25.529 <0.0001
zZona 0.201 1 0.201 48.017 <0.0001
Variedad 0.020 1 0.020 4.827 0.0299
Zona*Variedad 4.0E-04 1 4.0E-04 0.096 0.7576
Error 0.510 122 0.004
Total 0.830 125

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.02399
Error: 0.0042 gl: 122

Zona Medias n E.E.
Alta 0.356 90 0.007 A
Baja 0.258 36 0.012 B

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.02292
Error: 0.0042 gl: 122

Variedad Medias n E.E.
Caturra 0.323 54 0.012 A
Borbon 0.292 72 0.008 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.03517
Error: 0.0042 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 0.370 45 0.010 A

Alta Borbon 0.343 45 0.010 A

Baja Caturra 0.276 9 0.022 B
Baja Borbon 0.240 27 0.012 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.13.3 Analisis de la varianza de la determinacion de 4-CQA

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Ccv
4-CQA (g/1009) 126 0.392 0.377 19.467

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.456 3 0.152 26.189 <0.0001
Zona 0.313 1 0.313 53.919 <0.0001
Variedad 0.013 1 0.013 2.202 0.1404
Zona*Variedad 0.002 1 0.002 0.291 0.5904
Error 0.708 122 0.006
Total 1.163 125

88



Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.02826
Error: 0.0058 gl: 122

Zona Medias n E.E.
Alta 0.429 90 0.008 A
Baja 0.306 36 0.015 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.02700
Error: 0.0058 gl: 122

Variedad Medias n E.E.
Caturra 0.380 54 0.014 A
Borbon 0.355 72 0.009 A

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.04143
Error: 0.0058 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 0.437 45 0.011 A

Alta Borbon 0.421 45 0.011 A

Baja Caturra 0.323 9 0.025 B
Baja Borbon 0.289 27 0.015 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.13.4 Anadlisis de la varianza de la determinacion de 5-CQA

Anilisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
5-CQA (g/100g) 126 0.408 0.394 20.034

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1.972 3 0.657 28.038 <0.0001
Zona 1.270 1 1.270 54.188 <0.0001
Variedad 0.097 1 0.097 4.128 0.0443
Zona*Variedad 0.009 1 0.009 0.368 0.5454
Error 2.860 122 0.023
Total 4.832 125

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.05681
Error: 0.0234 gl: 122

Zona Medias n E.E.
Alta 0.841 90 0.016 A
Baja 0.594 36 0.029 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.05428
Error: 0.0234 gl: 122

Variedad Medias n E.E.
Caturra 0.752 54 0.028 A
Borbon 0.683 72 0.019 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.08329

Error: 0.0234 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 0.865 45 0.023 A

Alta Borbon 0.817 45 0.023 A

Baja Caturra 0.638 9 0.051 B

Baja Borbon 0.550 27 0.029 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.13.5 Anadlisis de varianza de la determinacién de 3,5-diCQA

Analisis de la varianza

N
126

Variable
3,5-diCQA (g/100g) ..

RZ  R2? Aj cv
0.266 0.248 35.378

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.003 3 0.001 14.724 <0.0001
zZona 0.001 1 0.001 22.783 <0.0001
Variedad 3.2E-04 1 3.2E-04 5.39%90 0.0218
Zona*Variedad 5.1E-05 1 5.1E-05 0.858 0.3560
Error 0.007 122 5.9E-05
Total 0.010 125

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.00285

Error: 0.0001 gl: 122

Zona Medias n E.E.

Alta 0.024 90 0.001 A

Baja 0.016 36 0.001 B

Medias con

una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.00273
Error: 0.0001 gl: 122

Variedad Medias n E.E.

Caturra 0.022 54 0.001 A
Borbon 0.018 72 0.001 B

Medias con

una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.00418

Error: 0.0001 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 0.026 45 0.001 A

Alta Borbon 0.023 45 0.001 A B

Baja Caturra 0.019 9 0.003 B C

Baja Borbon 0.014 27 0.001 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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9.13.6 Analisis de varianza de la determinacion de 3,4-diCQA

Analisis de la varianza

Variable N R? R2? Aj CV
Iso-Clorogénico B (g/100g).. 126 0.006 0.000 53.075

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5.7E-05 3 1.9E-05 0.262 0.8526
zZona 1.1E-05 1 1.1E-05 0.156 0.6936
Variedad 4.6E-06 1 4.6E-06 0.064 0.8014
Zona*Variedad 1.9E-05 1 1.9E-05 0.260 0.6109
Error 0.009 122 7.2E-05
Total 0.009 125

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.00316
Error: 0.0001 gl: 122

Zona Medias n E.E.
Alta 0.016 90 0.001 A
Baja 0.015 36 0.002 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.00302
Error: 0.0001 gl: 122

Variedad Medias n E.E.
Caturra 0.016 54 0.002 A
Borbon 0.016 72 0.001 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.00463
Error: 0.0001 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 0.017 45 0.001 A
Baja Borbon 0.016 27 0.002 A
Alta Borbon 0.015 45 0.001 A
Baja Caturra 0.015 9 0.003 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.13.7 Anadlisis de varianza de acidos cafeoilquinicos totales (CQT)

Analisis de la varianza

Variable N R? R?2 Aj CV
Acidos cafeoilquinicos totales 126 0.40 0.38 19.78

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 7.28 3 2.43 26.89 <0.0001
Zona 4.73 1 4.73 52.41 <0.0001
Variedad 0.34 1 0.34 3.82 0.0529
Zona*Variedad 0.02 1 0.02 0.27 0.6057
Error 11.02 122 0.09
Total 18.30 125
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Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.11150
Error: 0.0903 gl: 122

Zona Medias n E.E.
Alta 1.67 90 0.03 A
Baja 1.19 36 0.06 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.10654
Error: 0.0903 gl: 122

Variedad Medias n E.E.
Caturra 1.49 54 0.05 A
Borbon 1.36 72 0.04 B

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.16347
Error: 0.0903 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 1.71 45 0.04 A

Alta Borbon 1.62 45 0.04 A

Baja Caturra 1.27 9 0.10 B
Baja Borbon 1.11 27 0.06 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.13.8 Andlisis de la varianza de la actividad antioxidante ORAC

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
ORAC (uMTE/qg) 126 0.25 0.23 18.17

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1545857.05 3 515285.68 13.26 <0.0001
zZona 376039.07 1 376039.07 9.67 0.0023
Variedad 572657.11 1 572657.11 14.73 0.0002
Zona*Variedad 98905.22 1 98905.22 2.54 0.1133
Error 4742699.21 122 38874.58
Total 6288556.26 125

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=73.16257
Error: 38874.5837 gl: 122

Zona Medias n E.E.
Alta 1140.52 90 20.78 A
Baja 1005.97 36 37.94 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=69.90265
Error: 38874.5837 gl: 122

Variedad Medias n E.E.
Caturra 1156.27 54 36.00 A
Borbon 990.22 72 24.00 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=107.25593

Error: 38874.5837 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Caturra 1189.04 45 29.39 A

Baja Caturra 1123.49 9 65.72 A B

Alta Borbon 1092.00 45 29.39 B

Baja Borbon 888.44 27 37.94 C
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

9.13.9 Andlisis de varianza de la actividad antioxidante DPPH

Analisis de la varianza

Variable N

R2

R? Aj

Cv

DPPH (UMTE/g) 126

0.54

0.53 5.4¢6

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1157892.39 3 385964.13 48.44 <0.0001
Zona 554556.35 1 554556.35 69.60 <0.0001
Variedad 317860.15 1 317860.15 39.89 <0.0001
Zona*Variedad 30307.41 1 30307.41 3.80 0.0534
Error 972110.61 122 7968.12
Total 2130003.01 125

Test:LSD Fisher Alfa=0.05

DMS=33.12333

Error: 7968.1198 gl: 122

Zona Medias n E.E.
Alta 1676.52 90 9.41 A
Baja 1513.12 36 17.18

B

Medias con una letra comun no son significativamente

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=31.64745

Error: 7968.1198 gl: 122

Variedad Medias n E.E.

Borbon 1656.68 72 10.86 A
Caturra 1532.97 54 16.30 B

diferentes (p<= 0.05)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=48.55862

Error: 7968.1198 gl: 122

Zona Variedad Medias n E.E.

Alta Borbon 1757.48 45 13.31 A

Alta Caturra 1595.57 45 13.31 B

Baja Borbon 1555.87 27 17.18 B

Baja Caturra 1470.36 9 29.75 C
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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9.13.10Anadlisis de varianza de la evaluacion sensorial del grado de amargo

Variable N R? R? Aj CV
Grado de amargo 72 0.11 0.07 62.74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 88.78 3 29.59 2.70 0.0525
Variedad 10.89 1 10.89 0.99 0.3225
Zona 53.39 1 53.39 4.87 0.0307
Variedad*Zona 24 .50 1 24.50 2.23 0.1396
Error 745.67 68 10.97
Total 834.44 71

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.55749
Error: 10.9657 gl: 68

Variedad Medias n E.E.
Caturra 4.89 36 0.55 A
Borbon 5.67 36 0.55 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.55749
Error: 10.9657 gl: 68

Zona Medias n E.E.
Baja 4.42 36 0.55 A
Alta 6.14 36 0.55 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=2.20263
Error: 10.9657 gl: 68

Variedad Zona Medias n E.E.

Caturra Baja 3.44 18 0.78 A
Borbon Baja 5.39 18 0.78 A B
Borbon Alta 5.94 18 0.78 B
Caturra Alta 6.33 18 0.78 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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9.14 Curvas de calibracion cafeina, acidos clorogénicos y actividad antioxidante

9.14.1 Curva de calibraciéon determinacion de cafeina
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9.14.2 Curva de calibracion determinacion de 3-CQA
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9.14.3

Curva de calibracion determinacion de 4-CQA
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9.14.4 Curva de calibracion determinacion de 5-CQA

Area

60000.00 +

50000.00 +

40000.00 —+

30000.00 +

20000.00 +

10000.00 +

0.00

y = 1846.3x + 851.76
R2=0.9977

0.00

5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Concentracion estandar de 5-CQA (ppm)

96




9.14.5 Curva de calibracion determinacion de 3,5-diCQA

Area
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9.14.6 Curva de calibracion determinacion de 3,4-diCQA
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9.14.7 Curva de calibracion de Trolox para la actividad antioxidante ORAC
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9.14.8 Curva de calibracion de Trolox para la actividad antioxidante DPPH
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9.15 Autorizacion del Comité para la Proteccion de los Seres Humanos en

Investigacion

Comité para la Proteccion de los Seres Humanos en la I
CPSHI/IRE 00002053 ~ g

25 de abril de 2014

Sr. Andrés Sebastian Salinas Trujillo

Programa de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
Colegio de Ciencias Agricolas

Recinto Universitario de Mayagiiez

Call Box 9000

Mayagiiez, PR 00681-9000

Estimado Sr. Salinas Trujillo:

Como presidente del Comité para la Proteccion de los Seres Humanos en la
Investigacion (CPSHI), he estudiado la documentacion sometida para el proyecto
titulado Cuantificacion de dcidos clorogénicos y actividad antioxidante en dos
variedades de café (Coffea arabica) por LC-MS y correlacion con sus propiedades.

Hemos determinado que, por limitarse la participacion de los seres humanos a un
estudio sensorial para establecer si hay diferencia significativa entre la percepcion del
amargo de diferentes cafés tostados y no se usan aditivos, su proyecto esta exento bajo
la clausula 45 CFR 46.101(b)(6)de todos los requisitos de la parte 45 CFR 46. En
otras palabras, no requiere de nuestra aprobacion para proceder.

Agradecemos su compromiso con los mas altos estandares de proteccion de los seres
humanos en la investigacion. Quedamos de usted,

Atentamente,
/DJ.‘ a l? ’Aiuahiu;lf O’W{,&C[,o
AN
Rosa F. Martinez Cruzado, Ph.D.
Presidente
CPSHI/IRB
UPR - RUM

Teléfono: (787) 832 - 4040 x 6277, 3807, 3808 - Fax: (787) 831-2085 - Pagina Web: www.uprm edu/cpshi
Email: pshiSupam.edy
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