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Resumen

La presente investigacion describe la extraccion de compuestos fendélicos de café utilizando
la extraccién asistida por ultrasonido (UAE) y como solventes se utilizo EtOH y agua. Las
condiciones 6ptimas se determinaron utilizando la metodologia de superficie de respuesta
(RSM), se utiliz6 el disefio experimental de Box-Behnken codificado en tres niveles (-1, 0, +1)
y tres variables independientes: temperatura (25, 47.5, 70 °C), concentracién de EtOH (0, 50,
100 %) y tiempo de extraccién de (5, 102.5, 200 min). Los datos se analizaron utilizando el
software estadistico MINITAB 16, las condiciones Optimas para la extraccion de TPC fueron:
tiempo de extraccién de 160.6 min, temperatura de 46.4 °C y concentracion de EtOH de 36.4

% en el que se obtiene un valor maximo de TPC de 3675 mg EAG/100 g.

Palabras claves: café, contenido total de fenoles, extraccién asistida por ultrasonido.



Abstract

The following research describes the extraction of phenolic compounds from coffee by using
ultrasound-assisted extraction (UAE) and as solvents EtOH and water were used. The optimal
conditions were determined by using the response surface methodology (RSM), the Box-
Behnken experimental design coded at three levels (1, 0, +1) and three independent variables:
temperature (25, 47.5, 70 °C), EtOH concentration (0, 50, 100%) and extraction time of (5,
102.5, 200 min). The data were analyzed by using MINITAB 16 statistical software, the
optimum conditions for TPC extraction were: extraction time of 160,6 minutes, temperature of
46.4 and EtOH concentration of 36.4 % in which a maximum TPC value of 3675 mg EAG/100
g is obtained.

Keywords: coffee, total phenol content, ultrasound-assisted extraction.



Introduccion

El café desde hace mas de dos siglos y hasta la actualidad es considerado como una
de las bebidas mas populares a nivel mundial por su deseable sabor y aroma como también
por sus propiedades estimulantes que presenta en su composicion, ademas, es considerado
el segundo producto industrial mas grande del mundo (Mussatto, Machado, Martins, &
Teixeira, 2011; Sunarharum, Williams, & Smyth, 2014).

Ecuador posee una gran capacidad de produccion cafetalera debido a la variedad de
ecosistemas presentes, las variedades mas cultivas y comercializadas a nivel nacional son
Coffea arabico L. y Coffea Canephora P., la primera especie es considerada la de mayor
calidad a nivel nacional debido a sus propiedades organolépticas que presenta y su
producciéon se concentra en las provincias de Manabi (Especialmente Jipijapa), Loja,
Galapagos y en las estribaciones de la cordillera Occidental de los Andes (Jacome & Garrido,
2017).

En los ultimos afios se ha evidenciado un incremento en el consumo del café debido
al contenido en sustancias bioactivas y propiedades nutracéuticas presentes en su
composicion ofreciendo proteccion contra enfermedades neurodegenerativas, diabetes
mellitus tipo 2, enfermedad hepatica, cancer entre otras enfermedades que afectan la salud
del ser humano (Messina et al., 2015; Zengin et al., 2020). Este efecto protector se debe a la
presencia de los compuestos fendlicos, cafeina, los compuestos formados en la reaccion de
Maillard (melanoidinas) y ligninas que poseen propiedades antioxidantes, anticancerigenas o
antimicrobianas. Debido a estas propiedades los compuestos fenélicos han recibido un alto
interés ya que pueden utilizarse en alimentos y en la prevencion de enfermedades antes
mencionadas (Ferruzzi, 2010; Valdés et al., 2015).

En la actualidad, existen multiples estudios de extraccion de compuestos fendlicos por
ultrasonido (Arauzo et al., 2020; Medina-Torres, Ayora-Talavera, Espinosa-Andrews,
Sanchez-Contreras, & Pacheco, 2017) e identificacion de compuestos fendlicos basados en

la técnica analitica de espectrofotometria UV-VIS que debido a su versatilidad, simplicidad,



velocidad y precision se puede evaluar con facilidad los atributos que presenta el café (Neo,
Ariffin, Tan, & Tan, 2008). Sin embargo, el proceso de extraccién por ultrasonido se ve
afectado por una variedad de pardmetros que interfieren potencialmente en la calidad del
extracto, motivo por el cual es necesario optimizar este método de extraccion con la finalidad
de maximizar el rendimiento de los compuestos fendlicos.

Los objetivos planteados en la presente investigacion fueron, determinar el contenido
de fenoles totales presentes en el café y desarrollar un disefio experimental basado en la
metodologia de superficie de respuesta.

El presente Trabajo Final de Titulacion esta organizado en capitulos en los que se
presenta una descripcion del trabajo realizado, en el capitulo uno se presenta el contenido
tedrico acerca del tema de investigacion; en el capitulo dos se describe la metodologia
empleada en el desarrollo de la presente investigacion; en el capitulo tres se realiza un
analisis de resultados a profundidad y discusién de los mismos con datos bibliogréaficos y
finalmente se describe las conclusiones y recomendaciones para nuevos estudios en el

futuro.



Capitulo uno

1 Marco tedrico

1.1 Café
1.1.1 Historia del café

El arbol de café tiene sus inicios antes del siglo IX en el continente africano,
especificamente en las regiones montafiosas de Etiopia, provincia de Kaffa; descubierto por
un pastor yemeni que observo un comportamiento extrafio en su rebafio, tras ingerir los frutos
rojos de café las cabras permanecian sin dormir, lo que provoco curiosidad en el joven y
arranco varios frutos y los llevo a un convento para mostrarle al superior, realizaron infusiones
concluyendo que el fruto de café producia ese efecto en el rebafio (Clarke, 2012; Flament,
2001).

Los arabes tenian una rigurosa politica de no exportar granos fértiles de café,
impidiendo que no se pueda cultivar en otras partes; en el afio 1616 los holandeses lograron
extraer las semillas y las cultivaron en invernaderos, el café alcanz6 su completa
aceptabilidad en el siglo XVIII, consolidandose posteriormente en América del sur (Morris,
2018; Weinberg & Bealer, 2004).

1.1.2 Café en Ecuador

En el pais se cultivan y comercializan mayoritariamente dos especies de café: Coffea
arabico L (Café de altura) y Coffea canephora P (Café de tierras bajas). El Coffea arabico L
fue la primera variedad que ingreso6 en el Ecuador en tiempos de la colonia y es considerado
el de mejor calidad a nivel nacional, su produccion se concentra en las provincias de Manabi
(especialmente en Jipijapa), Loja y en las estribaciones de la Cordillera Occidental de los
Andes. El Coffea canephora P ingres6 a mediados del siglo XX, se propag6 por las zonas
tropicales y himedas de la regién Costa y en los afios 70s se extendi6 a la region Amazoénica
(Barrezueta-Unda, Blacio, & Abad, 2018; JAcome & Garrido, 2017).

En Ecuador, el café involucra muchas etnias y pueblos de 23 provincias que se dedican
a cultivarlo, posee una gran importancia en el aspecto econémico, ya que es una fuente de

divisas e ingresos para los agricultores (Ponce Vaca, Orellana Suarez, Acuia Velasquez,



Alfonso Aleman, & Fuentes Figueroa, 2018). Segun la FAO (2019) en el Ecuador se cosechd
31924 hectareas de café con una produccion de 8141 toneladas a un rendimiento de 1587
hg/ha para el afio 2019.
1.1.3 EIl Cafeto

El cafeto, es un arbusto de hoja perenne, de producciéon anual entre los meses de junio
a agosto, y pertenece al género Coffea, familia de las rubidceas. Estas plantas tropicales
pueden alcanzar una altura de hasta 10 metros, presentan hojas opuestas de color verde
brillante con margenes lisos, sus flores son hermafroditas de color blanco que crecen en las
axilas de las hojas y a partir de ellas, dan origen a los frutos. El fruto del cafeto es una drupa
poliesperma, carnoso, de color verde al inicio, pero en estado de madurez se torna de un
color rojizo o amarillo tomando el nombre de “cereza” (Esquivel & Jimenez, 2012; Ferreira,
Shuler, Guimarées, & Farah, 2019). En la (Figura 1) se presenta el fruto de café y su

estructura.

Figura 1
Fruto del café y su estructura
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Nota: Tomado de de Melo Pereira et al. (2020).
1.2 El caféy surelacion con la salud humana
El café es una de las bebidas no alcohdlicas mas consumidas a nivel mundial, su
consumo principalmente se da por su papel a nivel cultural y tradicional (Pérez-Hernandez,
Chéavez-Quiroz, Medina-Juarez, & Meza, 2013). Su alto consumo ha estimulado el desarrollo

de multiples estudios sobre el contenido de sustancias bioactivas y propiedades



nutraceuticas, en el que se ha demostrado efectos positivos de los diferentes compuestos del
café en nuestro organismo (de Melo Pereira et al., 2020; Ranheim & Halvorsen, 2005; Vignoli,
Bassoli, & Benassi, 2011).

Algunos compuestos constituyentes del café como son los acidos fendlicos, cafeina,
los compuestos formados durante la reaccion de Maillard (melanoidinas) y ligninas se ha
evidenciado que poseen propiedades antioxidantes (Ramalakshmi, Rao, Takano-Ishikawa, &
Goto, 2009; Votavové et al., 2009). Debido a estas propiedades los compuestos fendlicos han
recibido un alto interés ya que pueden utilizarse de diferentes maneras en los alimentos y en
la prevencibn de enfermedades cardiovasculares, céancer, diabetes, e incluso,
neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson (Boudet, 2007; Grosso, Godos, Galvano, &
Giovannucci, 2017; Rami¢ et al., 2015; van Dam, Hu, & Willett, 2020).

1.2.1 Enfermedad cardiovascular

Segun la OMS (2017), la enfermedad cardiovascular (ECV) es un conjunto de trastornos
gue afectan el corazén y los vasos sanguineos. Se calcula que para el afio 2015 murieron
aproximadamente 17,7 millones de personas a causa de ECV, lo cual representa el 31% de
las defunciones registradas en el mundo y a hipertensién arterial (HTA) es la enfermedad que
presenta el mayor riesgo para ECV (Yusuf et al., 2004).

Un estudio de metaanalisis realizado por D’Elia, La Fata, Galletti, Scalfi, y Strazzullo
(2019) evaluaron la relacion entre el consumo de café y el riesgo de desarrollar HTA,
encontrando una relacién no lineal entre dosis-respuesta. Mencionan que el consumo de 1-2
tazas de café al dia no se asocian de forma significativa con HTA, pero si el consumo es de
3-7 tazas al dia generan un efecto protector en el organismo y se confirmé para un mayor
consumo. Segun Crippa, Discacciati, Larsson, Wolk, y Orsini (2014) mencionan que un
consumo de 3 tazas/dia genera un menor riesgo de ECV y el excesivo consumo de café no
se asocié con ningun riesgo elevado de ECV (Ding, Bhupathiraju, Satija, van Dam, & Hu,

2014).



1.2.2 Diabetes Mellitus

Segun Molina y Rodriguez (2012), la diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico
cronico, caracterizado por sus niveles elevados de glucosa en la sangre que predispone el
desarrollo de miocardiopatia diabética y enfermedad cardiovascular ateroesclerética, se
calcula que para el afio 2014 alrededor de 422 millones de adultos poseian diabetes.

Mudltiples estudios epidemioldgicos han evaluado el efecto del consumo de café sobre
el riesgo de desarrollar diabetes, en el que han encontrado una relacién inversa entre el
consumo de café (sin adicion de azlcar) y la prevalencia de desarrollar diabetes mellitus tipo
2 (Lim, Park, Choi, Ahn, & Ohn, 2019; Van Dam & Feskens, 2002; Van Dam, Willett, Manson,
& Hu, 2006). Segun Pimentel, Zemdegs, Theodoro, y Mota (2009) el consumo moderado de
café (=4 tazas de café/dia de 150 ml o 2400 mg de cafeina/dia) ha evidenciado una
disminucion en el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y a mayores niveles de
consumo de café mayor es la reduccién del riesgo de desarrollar DM.
1.2.3 Cancer

Segun la IARC (2016), el café estd categorizado dentro de los alimentos no
cancerigenos, varios estudios epidemiolégicos han evidenciado que el consumo de café no
se asocia con mayor riesgo de desarrollar cancer (Loomis et al., 2016; Wang et al., 2016). La
ingesta de café genera un efecto protector que se ha asociado a un menor riesgo de
desarrollar cAncer endometrial (Je & Giovannucci, 2012), cancer de higado (Inoue & Tsugane,
2019; Larsson & Wolk, 2007) y cancer de mama (Lafranconi et al., 2018; Li et al., 2013).
1.3 Quimicadel café

Los granos de café estan compuestos por mas de 1000 sustancias quimicas distintas,
en que se incluyen aminodcidos, compuestos nitrogenados, polisacéridos, azucares,
triglicéridos, acido linoleico, diterpenos (cafestol y kawheol), acidos volatiles y no volatiles,
compuestos fendlicos (acido clorogénico), metilxantinas (cafeina, teofilina y teobromina),
sustancias volatiles (identificadas alrededor de 800 de las cuales de 60 a 80 contribuyen al

aroma), vitaminas y minerales (Farah, 2019; Puerta, 2013). Existe una variacion importante



en la concentracién de estos componentes segun la variedad del café (Tabla 1) y el grado de

tostacion que presente (Gotteland & De Pablo, 2007).

Tabla 1

Promedio de la composicién quimica de los granos de café en base seca

Componente Quimico Arébica (%) Robusta (%)

Polisacéaridos 50,08 56,40
Sacarosa 8,00 4,00
AzUcares reductores 0,10 0,40
Proteinas 9,80 9,50
Aminoacidos 0,50 0,80
Cafeina 1,20 2,20
Trigonelina 1,00 0,70
Lipidos 16,20 10,00
Acidos alifaticos 1,10 1,20
Acidos clorogénicos 6,90 10,40
Minerales 4,20 4,40
Compuestos aromaticos trazas trazas

Nota: Tomado y adaptado de Puerta (2013).

1.3.1 Compuestos fenolicos y su clasificacion

Los compuestos fendlicos estan distribuidos en todo el reino vegetal, sus estructuras
quimicas estan formadas por un anillo aromético unido a uno o mas grupos hidroxilo, en el
gue se incluyen ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc. (Chaves-Ulate & Esquivel-Rodriguez,
2019). Se calcula que existen alrededor de 8000 compuestos fendlicos identificados. Segun
Harborne citado por Soler Cantero (2009), agrupo los fenoles en 10 clases dependiendo de
su estructura quimica béasica. La familia de los flavonoides, con cerca de 4000 estructuras
guimicas distintas es una de las mas representativas y estudiadas en la actualidad. La

clasificacion se presenta en la (Tabla 2).
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Tabla 2
Clasificacion de los compuestos fenélicos segun su estructura quimica basica enunciada por
Harborne
NUumero de atomos Estructura Clase
de carbono basica
6 Cs Fenoles Simples, Benzoquinonas
7 Cs-C1 Acidos Fenolicos
8 Ceé—C2 Acetofenona, Acido Fenilacético
9 Ceé—Cs Acidohidroxinamico, Cromonas, Coumarinas,
Isocoumarinas, Polipropenos
10 Ceé—Cas Naftoquinonas
13 Ce—C1—-Cs Xantonas
14 Ce—C2—-Cs Estilbenos, Antraquinonas
15 Ce—C3—Cs Flavonoides, Isoflavonoides
18 (Ce— C3)2 Lignanos, Neolignanos
30 (Ce—C3—Cs)2  Biflavonoides
n (Ce—Ca3)n Ligninas
(Ce) n Catecolmelanina
(Ce—C3—Cs)n Taninos condensados

Nota: Tomado y adaptado de Soler Cantero (2009).

1.3.2 Compuestos fenodlicos presentes en el café

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, principales contribuyentes del

sabor y aroma de la bebida de café (Patay, Bencsik, & Papp, 2016), ademas, poseen

propiedades fisiologicas y farmacoldgicas que actian como antioxidantes en el organismo.

Los principales componentes de la fraccién fendlica son los &cidos clorogénicos (CGA)

presentes en varias formas de isémeros, los granos de café verde contienen hasta un 10% y

en granos tostados comprenden una concentracion de hasta un 14% (Abrahéo et al., 2010;

Krél, Gantner, Tatarak, & Hallmann,

Siriamornpun, 2012).

2020; Somporn, Kamtuo, Theerakulpisut, &
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Figura 2

Estructura del &cido clorogénico

]
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Nota: Tomado de Stalikas (2007).

Los &cidos clorogénicos estan formados por la esterificacion del acido quinico con acido

cafeico, fertlico o p-cumarico. Los principales grupos de CGA gque se encuentran presentes

en los granos de café son los &cidos cafeoilquinicos, acidos dicafeoilquinas, éacidos

feruloilquinicos, acidos p-cumaroilquinicos y ésteres mezclados de acido cafeico, ferulico y

acido quinico (Chaves-Ulate & Esquivel-Rodriguez, 2019; Farah & Donangelo, 2006; Stalikas,

2007).

Figura 3

Estructura quimica de los principales acidos clorogénicos
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R = H, acido 5-p-cumaroilquinico (5-ACQ) acido 3,4-dicafecilquinico
R = OH, acido 5-cafeoilguinico (5-ACQ) (3.4-AdiCQ)
R = OCH,, acido 5-feruloilquinico (5-AFQ)

Nota: Principales estructuras de los acidos clorogénicos presentes en el café.

Tomado y adaptado de Alves, do Nascimento, de Aquino, Chang, y de Morais (2007).
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1.4 Analisis de compuestos fendlicos del café
1.4.1 Métodos de extraccion

El método de extraccién es muy importante en la calidad de obtencion del extracto y en
la identificacién de los compuestos fendlicos (Marcelo-Diaz et al., 2017). La extraccién
depende del tipo de solvente, la estructura quimica de los compuestos fendlicos,
temperatura, tiempo de extraccion, relacion solido-liquido y método de extraccion empleado
(Buci¢-Koji¢ et al., 2011; Guntero, Longo, Ciparicci, Martini, & Andreatta, 2015).

Las técnicas mas importantes que mejoran el rendimiento en la extraccion de
compuestos de interés son: extraccion asistida por ultrasonido (Dahmoune et al., 2015; Pan,
Yu, Zhu, & Qiao, 2012), extraccion mediante microondas (Destandau, Michel, & Elfakir, 2013;
Yang & Zhai, 2010) y extraccion supercritica (Andrade et al., 2012; Liu et al., 2011).

El método utilizado en esta investigacion es la extraccion asistida por ultrasonido (UAE),
es una técnica que reduce el tiempo de extraccién, menor cantidad de disolvente y aumenta
el rendimiento (Xu et al., 2017). La UAE se utiliza mayormente en la extraccién de compuestos
vegetales, debido a su elevada superficie de contacto entre la fase sélida y liquida, ademas,
la cavitacién acustica produce la ruptura de las paredes celulares (Figura 4), aumentando el
transporte del solvente hacia el tejido vegetal y capilar facilitando la liberacion de los
compuestos extraibles (Figura 5) (Da Porto, Porretto, & Decorti, 2013; Mufiz-Marquez et al.,

2013).

Figura4

Cavitacion acustica.
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Nota: Tomado de .Medina-Torres et al. (2017)
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Figura 5

Representacion gréafica de las burbujas de cavitacion.

Pared Colular Compuestos Fendlicos
Disrupcién celular
Liberacién de compuestos
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Burbuja . Colapso de Burbuja
A) Representacidn burbuja y célula vegetal B) Colpaso con la pared celular C) Difusion del solvente y liberacion del analito

Nota: Tomado de Medina-Torres et al. (2017)
1.4.2 Técnicas analiticas para cuantificar compuestos fendlicos
Dentro de las técnicas analiticas que se utiliza para detectar, caracterizar y cuantificar
compuestos fendlicos presentes en diferentes tipos de alimentos, medicamentos, plantas y
subproductos de la industria alimentaria se encuentran las técnicas cromatograficas como
son la cromatografia de capa fina (TCL), cromatografia de gases (GC), cromatografia de
liguidos de alta resolucion (HPLC) y las técnicas espectrofotométricas en la que se encuentra
la espectrofotometria UV-visible que sera la utilizada en la presente investigacion (Delgado,
Issaoui, & Chammem, 2019; Escarpa & Gonzalez, 2001)
1.4.2.1 Espectrofotometria UV-visible
La espectrofotometria UV-visible ha tenido un amplio impacto dentro de la ciencia y
tecnologia, esta se basa en el proceso de absorcion de la radiacion electromagnética (la
radiacion tiene un rango espectral de 190 a 800 nm) (Passos & Saraiva, 2019). La
espectrofotometria es una técnica analitica que debido a su versatilidad, simplicidad,
velocidad y precision permite determinar la concentracion de un compuesto en muy pequefias
cantidades de muestras (Germer, Zwinkels, & Tsai, 2014).
Segun la ley de Lambert-Beer describe que la absorbancia es directamente

proporcional a la concentracion del analito a determinar (a mayor numero de moléculas mayor



14

interaccion con la luz) y a la distancia que recorre la luz a través de la muestra durante el
proceso de irradiacion (Passos & Saraiva, 2019).

La medicion de la absorbancia se realiza en un equipo llamado espectrofotometro,
pueden variar en su disefio, principalmente en la incorporacién de ordenadores para el
andlisis de datos. El espectrofotometro consta de una fuente de luz, un sistema Optico, un

compartimiento de muestras, un detector y un sistema de lectura de datos (Figura 6).

Figura 6

Principales partes de un espectrofotometro
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Nota: Tomado y adaptado de Rodriguez (2018).

1.5 Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es una técnica de optimizacion
basada en planteamientos factoriales que fue desarrollada por Box y colaboradores en los
afos 50, desde entonces ha sido una herramienta de gran utilidad para maximizar o minimizar
variables independientes y predecir condiciones experimentales O6ptimas (Khuri &
Mukhopadhyay, 2010).

La RSM mediante el modelado y analisis matematicos busca desarrollar un tratamiento
a los problemas en los que una respuesta de interés (y) esta influenciada por variables
independientes denotadas por X1, X2, ..., Xn. Existe una infinidad de variables
independientes que afectan la respuesta de un sistema, por lo que es necesario identificar

aquellas que tienen mayor interaccion en el sistema, entre las variables mas comunes son:
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pH, temperatura, tiempo de extraccion, relacién solido-liquido, entre otras (Bezerra, Santelli,
Oliveira, Villar, & Escaleira, 2008).

La eleccion del disefio experimental es muy importante en una investigacion, ya que
estd asociada con un modelo matematico que relaciona la respuesta con los factores
analizados. Los disefios de primer orden mas comunes son: el disefio factorial %, el disefio
de Plackett-Burman y el disefio simplex, y los disefios de segundo orden son: el disefio
factorial 3, el disefio Compuesto Central (CCD), el disefio de Box-Behnken y el disefio de
Doehlert (Bezerra et al., 2008; Khuri & Mukhopadhyay, 2010).

En la presente investigacion se utilizara el disefio de Box-Behnken, este modelo se ha
utilizado mayormente para la optimizacion de varios proceso quimicos Y fisicos y en menor
cantidad en quimica analitica. Este disefio permite la estimacion eficiente de los coeficientes
de primer y segundo orden del modelo matematico. Este modelo posee menos puntos de
disefio, por lo que presenta una mayor eficiencia y es menos costoso de realizar que el disefio
compuesto central, cabe destacar que este modelo no tiene un disefio factorial incrustado,
por lo cual no es adecuado utilizarlo en experimentos secuenciales que poseen un gran
namero de variables. Los niveles para este disefio deben ajustarse solo en tres niveles (-1, 0,
+1) (Bezerra et al., 2008; Khuri & Mukhopadhyay, 2010). En la (Figura 7) se presenta el
disefio de Box-Behnken de tres factores.

Figura 7
Disefio de Box-Behnken de tres variables

&

v

X1

Nota: Tomado y adaptado de Bezerra et al. (2008).
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Capitulo dos
2 Metodologiay Materiales

2.1 Muestra
2.1.1 Obtencion de la muestra

En la presente investigacion se trabajé con muestras de café tostado y molido que se
adquirieron en un supermercado de la ciudad de Loja, especificamente de la marca Café
Vélez.
2.1.2 Preparaciéon de la muestra

Previo al analisis de las muestras de café tostado y molido estas fueron sometidas a
un proceso de tamizado alcanzando un tamafio de particula de 500 pum.
2.2 Disefio experimental

Los ensayos de extraccion de compuestos fendlicos de café se realizaron a través de

extracciones soélido-liquido, siguiendo el disefio factorial de Box-Behnken de tres variables
independientes, codificado en tres niveles (-1, 0, +1), usando el programa estadistico
MINITAB 16. Como respuesta para el disefio se evalud el contenido total de fenoles presentes
en las muestras de café. En la Tabla 3, se presentan las variables estadisticas seleccionadas
y su codificacion.

Tabla 3

Factores y niveles de disefio para la optimizacion de las condiciones de extracciéon de TPC

Niveles
Variables independientes Unidad
-1 0 +1
Concentracién de etanol % 0 50 100
Temperatura °C 25 47.5 70
Tiempo de extraccién min 5 102.5 200

Nota: Las condiciones para cada ensayo se describen en el Anexo 1.
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2.3 Proceso de extraccion de compuestos fendlicos
2.3.1 Extraccion asistida por ultrasonido

Las variables de control en la extraccion asistida por ultrasonido fueron la temperatura
y el tiempo de extraccion, utilizando un bafio ultrasénico modelo (Fisher Scientific FS60D). A
continuacion, en la Figura 8, se muestra una descripcion grafica del proceso de extraccion de
compuestos fendlicos asistida por ultrasonido.

Figura 8

Diagrama de extraccién de los compuestos fendlicos asistida por ultrasonido

' o
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Nota: Para cada muestra se sigue el mismo procedimiento.

2.4 Determinaciones analiticas
2.4.1 Determinacién del contenido de fenoles totales mediante el método de Folin-
Ciocalteau
Las determinaciones del contenido total de fenoles (CTF) se realizaron por triplicado en
cada uno de los extractos obtenidos. La determinacion se llevo a cabo mediante el método
de Folin-Ciocalteau descrito por Rami¢ et al. (2015), este reactivo es un agente oxidante
formado por una mezcla de acido fosfotliingstico y acido fosfomolibdico en medio basico, lo

gue sufre una reduccion al oxidar los compuestos fendlicos, originando un complejo de color
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azul cuya absorbancia es dependiente de la concentracion de los acidos fendlicos presentes
en la muestra. Se utilizo 4cido gélico como estandar y finalmente, se midié la absorbancia a
760 nm en un espectrofotometro UV-VIS. A continuacién, en la Figura 9, se detalla el
procedimiento.

Figura 9
Esquema para el analisis de compuestos fendlicos totales presentes en el café
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Nota: Después de agregar la muestra, agua y el reactivo de Folin se espera 10 min y se afiade
Na2CO3 y se deja incubar en oscuridad durante 2 h. Para cada muestra se repite el mismo
proceso y los extractos obtenidos se diluyen adecuadamente para poder realizar la lectura.
Para el calculo de la concentracion de compuestos fendlicos, se parte desde la
ecuacion de la curva de estandar de acido gdlico para obtener la concentracion en pg/mL.
Posteriormente haciendo una regresion se obtiene la concentracion de fenoles totales, y los
resultados se expresaron en mg EAG/100g de muestra en base seca (En el Apéndice 2 de
detalla el procedimiento).
2.4.2 Preparacion del estandar de acido galico
La preparacion de la solucion madre de &cido gélico se detalla en la Tabla 4.

Ecuacién 1

Concentracioén de solucion stock de acido galico
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pureza * m

Cstd = v
Tabla 4
Datos de la solucién madre de acido galico
Estandar Pureza (%) Volumen (mL) Concentracion de w (9)
solucién stock (ug/mL)
Acido galico 97.8% 25 1000 0.0025

A partir de la solucién madre cuya concentracién inicial es de 1000 ug/mL (ppm) de

acido gdlico, se prepararon soluciones de concentraciones definidas en el rango de 5 a 300

ppm.

Ecuacién 2

Concentracién de la solucién de trabajo
C1*V1=C2*Vv2

Tabla b

Datos de la preparacién de los estandares de acido galico

C (ug/mL) Vsm (uL) V MeOH (uL) Aforo (uL)

5 5 995 1000
25 25 995 1000
50 25 475 500
100 50 450 500
150 75 425 500
200 100 400 500
250 125 375 500
300 150 350 500

Posteriormente, 10 pL de estdndar de acido gdlico de concentracion conocida se
hicieron reaccionar con 100 pL de agua destilada y 10 pL de Folin-Ciocalteau, se agit6 durante
10 min y se agreg6 100 pL Na,COs y se esper6 durante 2 h en oscuridad. Luego, se midi6 la
absorbancia a 760 nm y se obtuvo la gréafica de concentracién de acido galico.

2.5 Andlisis estadistico
Para el andlisis de la variable de respuesta (contenido total de fenoles) se emple6 la

metodologia de superficie de respuesta (RSM), haciendo uso del software estadistico
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MINITAB 16 para generar el disefio experimental, analisis estadisticos de datos y el modelo

de regresion.
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Capitulo tres
3 Resultados y discusion
Con el objetivo de establecer las mejores condiciones de extraccion, mediante la
metodologia de superficie de respuesta y utilizando el modelo de Box-Behnken se evaluaron
tres variables de extraccion. En la Tabla 6, se presenta el efecto de la temperatura (25, 47.5
y 70°C), el tiempo de extracciéon (5, 102.5 y 200 min) y la concentracion de EtOH (0, 50 y
100%; v/v) sobre la concentracion de fenoles totales presentes en el grano de café tostado y

molido.

Tabla 6
Contenido total de fenoles en funcion de la temperatura, tiempo y porcentaje de EtOH

Muestra Temperatura (°C) Tiempo (min) EtOH (%) TPC (mg EAG/100 g)

1 70 102.5 0 1955
2 47.5 200 0 2728
3 47.5 102.5 50 3391
4 25 5 50 1539
5 47.5 200 100 946

6 47.5 5 100 522

7 25 102.5 100 478

8 70 102.5 100 1060
9 70 5 50 3276
10 25 102.5 0 2774
11 47.5 5 0 2808
12 47.5 102.5 50 3448
13 47.5 102.5 50 3578
14 70 200 50 3563
15 25 200 50 3085

3.1 Influencia de los parametros de extraccion
3.1.1 Concentracion de solvente

Sahin y Samh (2013), Dranca y Oroian (2016), Prasad et al. (2011) mencionan que el
tipo de solvente utilizado y las condiciones de extraccién repercuten en la eficiencia y calidad
del extracto, es por ello que es fundamental la eleccion del solvente para asegurar una

extraccion exitosa.
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En la presente investigacion se utilizé solventes como EtOH y H,O que son solventes
préticos polares, debido a que son donantes de puentes de hidrogeno y facilitan la
transferencia en extracciones sélido-liquido (Reichardt & Welton, 2011).

En la Figura 10, se aprecia el contenido de fenoles totales con respecto a la
concentracion de EtOH mediante la técnica de ultrasonido, siendo el 50% de EtOH el que
representa mayores cantidades de compuestos fendlicos, obteniendo 3578 mg EAG/100g
como la concentracion mas alta, mientras que en concentracion de 0% de EtOH no se obtiene
buenos resultados atribuyendo a que el agua es el solvente que presenta mayor viscosidad
y por lo tanto afecta la transferencia de masa desde el solido al liquido, segin Mokrani y
Madani (2016) la concentracion de EtOH 0% proporciona extractos con un contenido
importante de impurezas que interfieren en la identificacion fendlica, y EtOH al 100% presenta
los niveles mas bajos de TPC.

Figura 10

Contenido total de fenoles con respecto a la concentracién de EtOH

120
100
80

60

4
| IhLLh
i 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15

mEtOH mTPC

o

o

Nota: La variable concentracion de EtOH esta en porcentaje y el contenido total de fenoles
(TPC) en mg EAG/g. Tobdn Arroyave (2015)

en su trabajo de investigacion en el que obtuvo compuestos

fendlicos a partir de la pulpa de café manifestdé que la mezcla de EtOH:H,O (50:50, v/v)

presenté un valor de 5168 mg EAG/100g, concluyendo que es el mejor solvente para la
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extraccion de compuestos fendlicos, debido a que el H.O incrementa la constante dieléctrica
de la mezcla, lo que conlleva a aumentar la polaridad del solvente mejorando su capacidad
extractiva y Marcelo-Diaz et al. (2017) en su investigacion reportaron que el TPC estuvo
dentro del intervalo de 179.70 a 1429.09 mg EAG/100g y el valor maximo se obtuvo en
concentracion de EtOH al 35%, a ello se suma Sahin y Samli (2013) que reportaron una
mayor concentracion de TPC de la hoja de olivo en porcentaje de EtOH 50%, comparado con
el resultados encontrados utilizando EtOH 100% y EtOH 0%, que presentaron resultados muy
inferiores.

3.1.2 Tiempo y temperatura de extracciéon

Vazquez-Céardenas et al. (2015) y Flores-Martinez, Ledn-Campos, Estarron-Espinosa,
y Orozco-Avila (2016) manifestaron que los parametros de tiempo y temperatura se perfilan
como los mas influyentes en el rendimiento de la extraccion, Sahin y Samli (2013) evaluaron
la variable de tiempo de extraccién en el rango de 20 a 60 min demostrando que la cantidad
de compuestos fendlicos incrementa con respecto al tiempo y su prolongacion podria
aumentar el rendimiento. Ademas, Al-Dhabi, Ponmurugan, y Jeganathan (2017) y Esclapez,
Garcia-Pérez, Mulet, y Carcel (2011) mencionaron que el incremento de la temperatura
contribuye a la activacion de las enzimas que participan en la descomposicién de los
compuestos complejos de la matriz vegetal lo que provoca una mejora en la tasa de
transferencia de masa resultando un aumento en la eficiencia de extraccion.

En nuestra investigacion, la extraccion se realizé a 5°C, 47.5°C y 70°C y el mejor
resultado que se obtuvo fue a una temperatura de 70°C y concentracién de EtOH al 50%.
Dranca y Oroian (2016) en su investigacion obtuvieron una mayor cantidad de TPC a una
temperatura 70°C. Al-Dhabi et al. (2017) expresan que la temperatura es un factor critico
dentro de la extraccidn, asi como a temperaturas altas puede aumentar el rendimiento a su
vez promueve la oxidacion de los compuestos.

3.2 Linealidad del método
La cuantificacion de compuestos fenolicos totales se procedié mediante el método de

Folin-Ciocalteau, se preparo las muestras tal como se indico en el Capitulo dos y se determiné
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la concentracion de los compuestos fendlicos presentes en cada una de las muestras,
posteriormente, se desarroll6 la curva de calibracion de estandar de acido gélico en funcion
de la concentracién y absorbancia de las soluciones. En la Tabla 7 se presenta las
concentraciones y el promedio de las tres lecturas de absorbancia que se realiz6 para cada
ensayo.

Tabla 7

Concentraciones y absorbancias de las soluciones del estandar de acido galico

Concentracién (ug/mL) Absorbancia

5 0.067

25 0.126

50 0.213
100 0.359
150 0.490
200 0.626
250 0.734
300 0.911

Segun Herrera, Ticona, Udaeta, Chuqui, y Giménez (2008) la linealidad de un método
analitico se expresa como la obtencion de resultados que son directamente proporcionales a
la concentraciéon de un analito en una muestra teniendo en cuenta el coeficiente de
correlacion. Segun Van Loco, Elskens, Croux, y Beernaert (2002) para realizar un andlisis
entre absorbancia y concentracion de un analito se debe comprobar si el modelo se ajusta a
un coeficiente de correlacion R?2 0.995.

En la Figura 11 se presenta la ecuacion de la curva de calibracién del &cido gélico y
el coeficiente de correlacion (R?) 0.996, concluyendo que el método es valido para el realizar

un analisis de absorbancia y concentracion de las muestras de café.
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Figura 11

Curva del estandar de acido gélico.
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3.3 Optimizacion mediante metodologia de superficie de respuesta.

Para conocer las mejores condiciones de extraccion y los factores que tienen mayor
efecto en el proceso y las interacciones entre los mismos, se utilizé el disefio experimental de
Box-Behnken, usando el software MINITAB 16, que permite optimizar las condiciones de
extraccién, con una cantidad menor de experimentos, comparado con otros métodos
estadisticos como el disefio Compuesto Central (CCD) (Raki¢, Kasagi¢-Vujanovi¢, Jovanovic,
Janci¢-Stojanovi¢, & Ivanovi¢, 2014; Zolgharnein, Shahmoradi, & Ghasemi, 2013).

En la presente investigacion se estudiaron tres variables independientes (temperatura,
tiempo y concentracion de EtOH), y la variable dependiente o variable de respuesta, fue la
concentracion de compuestos fendlicos totales (TPC). Cada variable independiente toma tres
valores los cuales son dos puntos axiales y un punto central o un valor minimo, intermedio y
un maximo (-1, 0, +1) tal como se muestra en la Tabla 3. Se realizaron un total de 15
experimentos y los valores para cada experimento mediante el disefio experimental de Box-

Behnken se presentan en el Anexo 1.
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3.3.1 Andlisis estadistico

En la Tabla 8 se presenta el p-valor de cada una de las variables e interacciones
presentadas en la extraccion de TPC, segun Mussatto, Machado, et al. (2011) las variables
con mas impacto dentro de la extraccion son las que el p-valor es inferior a 0.05 (p < 0.05).
Siendo, el porcentaje de EtOH y su interaccion cuadratica EtOH*EtOH las que presentaron

mayor efecto.

Tabla 8
P-valor para cada variable e interaccién en la cuantificacién de compuestos

fendlicos

Variables e interacciones P-Valor

Temperatura 0.203
Tiempo 0.168
EtOH 0.003

Temperatura*Temperatura  0.173

Tiempo*Tiempo 0.435
EtOH*EtOH 0.002
Temperatura*Tiempo 0.245
Temperatura*EtOH 0.203
Tiempo*EtOH 0.621

Nota: En cursiva y negrita se marcan las variables e interacciones que
presentaron efecto en el TPC.

En la Figura 12, se observa que las variables que superan el valor de 2.571 se
consideran de muy alta influencia sobre la variable de respuesta. Teniendo en cuenta esto,
se observa que la variable de concentracidon de solvente EtOH es la que tiene mayor
interferencia, y con menos grado de participaciébn encontramos su interaccion cuadratica

EtOH*EtOH.
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Figura 12

Diagrama de Pareto

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is TPC2, a = 0.05)
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Nota: Se presenta el diagrama de Pareto donde las variables que sobrepasan la linea vertical
tienen efecto en la variable de respuesta, donde A pertenece a temperatura, B es tiempo de
extraccién y C es la concentracion de EtOH.

Tobdén Arroyave (2015) menciona que las variables y las interacciones que se
encuentran sobre la linea tienen efecto sobre la variable de respuesta (TPC), a medida que
se incrementa el valor de las variables se obtiene un incremento en la extraccion de
compuestos.

Segun Prasad et al. (2011) en su investigacién mencionan que la concentracion de
solvente es la principal variable que tiene efecto sobre la variable de respuesta, en nuestro
caso es la variable que mayor efecto tiene juntamente con su interaccion cuadratica. Saikia,
Mahnot, y Mahanta (2015) en su investigacion de extraccion de fenoles de orujo demostraron
gue la concentracion de EtOH es la que presenta mayor efecto en la extraccion y a su vez la
temperatura no presentd ningun efecto en la extraccion. En nuestra investigacion la
temperatura es la variable que menos presenta interaccién en la extraccién de TPC.

En la Figura 12 encontramos la variable del tiempo como una de las variables que

tienen menos efecto en la extraccion, Cuiji¢ et al. (2016) presentaron resultados similares en
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el que demostraron que el tiempo de extraccion de TPC a partir de frutos secos de chokeberry
es el factor que presenta menos interaccién con la variable de respuesta.
3.3.2 Ecuacion de regresion

Los datos experimentales de TPC extraidos se ajustaron a una ecuacion de regresion
de segundo grado en la que se observa la respuesta del sistema en funcidn de las variables
e interacciones que intervienen en el mismo.

Ecuaciéon 3

Ecuacién de regresion cuadratica para el contenido total de fenoles

TPC = 2.4 + 0.843Temp + 0.1287Tiempo + 0.248EtOH — 0.00781Temp? — 0.000222Tiempo?
— 0.006041EtOH? — 0.00143Temp * Tiempo + 0.00311Temp = EtOH
+ 0.000258Tiempo * EtOH

3.3.3 Optimizacion del proceso

A continuacion, se presentan los ensayos que se realizaron hasta llegar a obtener un
valor 6ptimo en las variables de estudio.
3.3.3.1 Primer ensayo

En la Figura 13, se presenta la grafica de efectos principales, en la que se puede
apreciar la gran influencia que tiene el porcentaje de EtOH en la extraccion, y asi mismo se
visualiza la poca influencia de la temperatura y el tiempo de extraccion. La pendiente de la
variable de porcentaje de EtOH en su totalidad es decreciente, en la que se logra alcanzar el
méximo a 32.3 %, la Unica variable optimizada. La temperatura tiene un efecto positivo, pero
bastante insignificante por lo que no existe un valor éptimo, es por ello se toma al maximo
valor estudiado en el ensayo que es a 70°C, al igual que el tiempo no tiene un valor 6ptimo,
es poco notorio su efecto sobre la variable de respuesta, observando que la pendiente va
aumentando progresivamente, por lo que se toma el maximo valor estudiado en el ensayo

gue es de 150 min.
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Figura 13
Influencia de la temperatura, tiempo de extraccion y concentracion de EtOH
Optimal } Temp Tiempo EtOH
0. 1000 High 70.0 150.0 100.0
s Cur [70.0] [150.0] [32.3232]
Low 25.0 5.0 0.0
__________ :___,_,-_-"____________'_:-F"___j-'_'_'_____—_'

TPC \

Maximum
y= 735711
d = 1.0000

3.3.3.2 Segundo ensayo

Como se pudo apreciar en el primer ensayo no se encontré una respuesta 6ptima para
el sistema, por lo que se repitié el proceso aumentando el tiempo de 150 a 200 minutos, en
el que se pudo encontrar las mejores condiciones de extraccion para el sistema. Como se
puede observar en la Tabla 9, se exponen las condiciones Optimas de extraccion de los

compuestos fendlicos.

Tabla 9

Variables 6ptimas de extraccién

Variable Valor 6ptimo
Temperatura 46.4 °C
Tiempo 160.6 min
EtOH 36.4%

En las condiciones de extraccion aplicadas se obtuvo que el contenido total de fenoles
se encuentra dentro del intervalo de 478 y 3578 mg EAG/100g, asi mismo las variables
Optimas de extraccion: tiempo de extraccion de 160.6 min, temperatura de extraccion de 46.4
°C y la concentracion de EtOH de 36.4 %, con estas condiciones se obtiene una cantidad
maxima de 3674 mg EAG/100g de compuestos fendlicos.

La Figura 14 describe los efectos principales que presenta cada variable estudiada,
se puede apreciar que el porcentaje de EtOH es la que presenta mayor influencia en la

variable de respuesta (TPC) tal y como se puede visualizar en el diagrama de Pareto.
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Figura 14

Influencia de la temperatura, tiempo de extraccion y concentracion de EtOH

Optimal i Temp Tiempo EtOH
D: 1,000 High 70.0 200.0 100.0
- Cur [46.3636] [160.6061] [36.3636]
Low 25.0 5.0 0.0
__/__—,-7"'- ____________ ST T 7,7-‘— _________
TPC2
Maximun
y = 36.7543
d = 1.0000

La variable de porcentaje de EtOH presenta una pendiente decreciente, en la que
alcanza su maximo en 36.4%. Asi mismo, la temperatura presenta un efecto positivo sobre la
variable de respuesta, y se observa que el valor 6ptimo es de 46.4°C, el tiempo presenta un
efecto positivo sobre la variable de respuesta, y se observa que la pendiente va creciendo
paulatinamente hasta un valor maximo de 160.6 min.

Como se puede observar en la Figura 15 a medida que se incrementa la temperatura
y el tiempo incrementa el contenido total de fenoles hasta llegar a un valor méximo, Durling
et al. (2007) en su investigacion de extraccion de compuestos fendlicos de salvia seca,
mencionan que al incrementar la temperatura existe una mayor extracciéon de compuestos
fendlicos, asi mismo, Thoo, Ho, Liang, Ho, y Tan (2010) realizaron un estudio sobre el efecto
de la concentracién de EtOH (0 - 100 %, v/v), tiempo de extraccion (20 - 120 min) y
temperatura (25 — 65°C) en la extraccion de compuestos fenélicos de mengkudu obteniendo
una temperatura 6ptima de 65°C, tiempo de 80 min y 40% de EtOH concluyendo que el
aumento de la temperatura mejora los coeficientes de difusion y la solubilidad de los
compuestos fendlicos. Ademés, Benmeziane, Djamai, Cadot, y Seridi (2014), Ruenroengklin
et al. (2008) y Mokrani y Madani (2016) también mencionan que el incremento de la
temperatura mejora la eficiencia de extraccion de TPC debido a que incrementa la tasa de

transferencia de masa desde el sélido al solvente.
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Figura 15

Influencia de la temperatura, tiempo y % EtOH sobre TPC
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El tiempo es un variable fundamental en la extraccion ya que a gran escala se
ahorraria energia y costos. En el primer ensayo se evalué un rango de 5 a 150 min, pero no
se encontré un valor 6ptimo. Por lo tanto, se modificé el intervalo a un rango de 5 a 200 min,
encontrandose un tiempo éptimo de 160.6 min. Un valor similar obtuvieron Mokrani y Madani
(2016) en el que evaluaron el efecto del tiempo entre 30-450 min utilizando un bafio con
agitacion y en el que se reportd que a un tiempo de 180 min se obtiene la mayor cantidad de
compuestos fendlicos del fruto de melocotén. Segin Benmeziane et al. (2014) en su
investigacion de extraccién de TPC de fresa argelina, evaluaron el tiempo entre un intervalo
de 30-120 min, y encontraron un tiempo éptimo de 30 min.

La concentracion de EtOH es muy importante en la extraccion de compuestos
fendlicos, como se puede apreciar en el diagrama de Pareto es la variable que presenta
mayor interaccion con la variable de respuesta. La mayor cantidad de TPC optimizando esta
variable se encuentra en 36.4 %, un resultado similar mostro Thoo et al. (2010) en el que el
valor éptimo de concentracion de EtOH se encontré en 40%. Asi mismo, Saikia et al. (2015)

expresa que la concentracion de EtOH es la variable que tiene un mayor efecto en la variable
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de respuesta, y su éptimo fue de 65% de EtOH en compuestos fendlicos extraidos del orujo.
Mokrani y Madani (2016) expresan que el uso de mezclas de disolventes organicos con agua
ayuda a la a la extraccion de compuestos, debido a que crea un medio polar potenciando la
extraccion.

En la presente investigacion se pudo determinar que el café es una fuente importante
de compuestos fendlicos e importantes en la dieta humana, Almeida y de Toledo Benassi
(2011) obtuvieron una cantidad entre 1.58 — 4.11 g EAG/100g de compuestos fendlicos,
demostrando que el café es una fuente importante en estos compuestos, ya que entre el 69
y 73% de la capacidad antioxidante que presenta el café es principalmente debido a los acidos
clorogénicos que son los principales componentes de la fraccién fendlica ampliamente

utilizados en el area de salud (Mussatto, Ballesteros, Martins, & Teixeira, 2011).
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Conclusiones

Se establecieron las condiciones Optimas de las variables independientes que
maximizan el contenido de fenoles totales en el café, siendo: tiempo de extraccion de 160.6
min, porcentaje de EtOH 36.4 % y temperatura de 46.4 °C obteniendo un valor maximo de
3675 mg EAG/100 g.

Los resultados de esta investigacion indican que el café es una fuente potencial de
compuestos fendlicos y muy importantes en la dieta humana que pueden extraerse mediante
técnicas sencillas como lo es la extraccion asistida por ultrasonido.

Se demostré6 que la mezcla de etanol-agua es un disolvente adecuado para la
extraccion de compuestos fendlicos, debido a que el agua aumenta la constante dieléctrica,
lo que permite aumentar su polaridad mejorando la capacidad extractiva del solvente.

La temperatura es una variable fundamental en la extraccion, ya que se determiné que
al aumentar la temperatura paulatinamente favorece las interacciones moleculares y aumenta
la extraccién de compuestos fendlicos.

El tiempo es una variable fundamental en la extraccion de compuestos fendlicos, ya
gue se demostré que a medida que se aumenta el tiempo el contenido total de fenoles es
mayor, debido a que en el primer ensayo se trabaj6é con un tiempo de 150 min y no se encontro
en valor éptimo, por lo que se repitié el proceso con un tiempo de 200 min y se consigui6

encontrar un tiempo 6ptimo de 160,6 min.
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Recomendaciones

Estudiar la influencia de otras variables que son muy importantes en el proceso de
extraccién como son: relacion solvente/solido, frecuencia ultrasénica, tamafio de particula,

pH y ciclo (tiempo que se aplican las ondas ultrasénicas por segundo).

Evaluar distintos tipos de solventes para verificar en cual existe una mayor

recuperaciéon de compuestos fendlicos.

Evaluar que método es el que tiene mayor eficiencia para la extraccién de compuestos
fendlicos entre ellos: extraccion asistida por microondas, extraccién supercritica y la que se

estudio en esta investigacién la extraccion asistida por ultrasonido.
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Apéndice

Apéndice 1:

Disefio experimental.

Orden de Corrida | Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Etanol (%)

1 70 102.5

2 47.5 200 0
3 47.5 102.5 50
4 25 5 50
5 47.5 200 100
6 47.5 5 100
7 25 102.5 100
8 70 102.5 100
9 70 5 50
10 25 102.5 0
11 47.5 5 0
12 47.5 102.5 50
13 47.5 102.5 50
14 70 200 50
15 25 200 50

Apéndice 2:
Célculo para determinar el contenido de fenoles totales (TPC) en las muestras de café.

Para proceder con los célculos, se parte desde la ecuacién de la curva de calibraciéon
del estandar de acido galico y se obtiene la concentracién (ug/mL) obtenida mediante los
respectivos calculos y mediante una regresion se obtiene la concentracién de cada muestra

en (mg EAG/100g). A continuacion, se describe el proceso.

Ecuacién 4

Ecuaciones de la curva de calibracion del estandar de acido gélico
y=xb+a
y =0.0028x + 0.0645

y: absorbancia,

x: Concentracion de las soluciones de estandar de acido galico (ug/mL),



a7

b: pendiente de la recta,

a: interseccioén de la recta.

[T ]

Para obtener x (concentracién) de la formula del estdndar de acido gdlico despejamos “xX” y

reemplazamos los respectivos valores. El valor de “y” se reemplaza con la absorbancia de

cada muestra, y “a” y “b” se mantienen constantes.

En las siguientes tablas se presentan las respectivas absorbancias para cada muestra.

Muestra Absorbancia

1 0.337
2 0.445
3 0.403
4 0.279
5 0.656
6 0.464
7 0.398
8 0.434
9 0.572
10 0.451
11 1.043
12 0.515
13 0.558
14 0.583
15 0.494
Ecuacion 5

Ecuacién para calcular x (concentracion).

y+a
b

X =

0337 4+ 0.0645
X = 70.0028

x=143.39349
mL
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En la siguiente tabla se muestra las concentraciones (ug/mL) de cada muestra.

Muestra Concentracién (ug/mL)

1 144.106
2 182.748
3 167.674
4 123.290
5 258.715
6 189.567
7 165.999
8 178.919
9 228.567
10 185.021
11 397.371
12 207.871
13 223.423
14 232.515
15 200.573

Una vez obtenida la concentracién de la muestra, y mediante una regla de tres se hace la
regresion hasta obtener la cantidad total de fenoles expresa en mg EAG/g.

143.393 pug —» 1000 pL
X <— 1000 pL
X = 143.393 Jg

143.393 pg —» 200 pL
X 4 40000 pL
X =28678.6 ug EAG/g

Se realiza el cambio de unidades para expresar en mg EAG/g;

x = 28678.6 ug *

= 28. EA
10001g 8.6786 mg EAG/g

y en ug EAG/100g.

28.6786 pjg—» 19

X<+—100g
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X = 2867.860 ug EAG/100g

Se sigue el mismo procedimiento para todas las muestras teniendo en cuenta la absorbancia
y concentracion que en cada muestra son diferentes y los resultados se presentan en la Tabla

6.





