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Resumen

Se desarroll6 un método para separar y cuantificar compuestos fendélicos presentes en el
café, empleando la cromatografia liquida con un detector de arreglo de diodos y una columna
C18. Se evaluaron diferentes condiciones de elucibn para obtener una resoluciéon
cromatogréfica = 1.5 entre los diferentes compuestos. Ademas, se evalu6 la linealidad del
método encontrando valores del coeficiente de determinacion >0.99 para cafeina, acido
clorogénico, acido galico, &cido cafeico y &cido p-cumarico. Por otra parte, se evaluo la
precision obteniendo coeficientes de variacion <a 15%. A continuacion, se optimiz6 el método
de extraccion de cafeina, &cido neoclorogénico y acido clorogénico a partir de café tostado.
Las condiciones éptimas de extraccion fueron 63 °C, 68 min y una concentracion de 97% de
agua en el solvente.

Palabras clave: café, compuestos fenolicos, cromatografia liquida.



Abstract

A method was developed to separate and quantify phenolic compounds present in coffee,
using liquid chromatography with a diode array detector and a C18 column. Different elution
conditions were evaluated to obtain a chromatographic resolution = 1.5 between the different
compounds. In addition, the linearity of the method was evaluated, finding values of the
determination coefficient >0.99 for caffeine, chlorogenic acid, gallic acid, caffeic acid, p-
coumaric acid. On the other hand, precision was evaluated, obtaining coefficients of variation
<15%. Next, the extraction method of caffeine, neochlorogenic acid and chlorogenic acid from
roasted coffee was optimized. The optimal extraction conditions were 63 °C, 68 min and a
concentration of 97% water in the solvent.

Keywords: coffee, phenolic compounds, liquid chromatography.



Introduccion

El café es el producto agricola tropical mas comercializado del mundo, cultivado en
mas de 50 paises, en mas de 11 millones de hectareas. La produccion de café es de gran
importancia social, econémica y ecolégica en el Ecuador, ya que mas del 4% de la poblacion
depende directamente de la produccién de café para su sustento (Capa et al., 2015). Ademas,
la ubicacién geogréficay las condiciones climéticas del Ecuador, brindan condiciones idéneas
para la produccion de café. Se cultivan dos variedades, café ardbigo y café robusta, en las
tierras altas y bajas, respectivamente. Ecuador presenta mayor cantidad de café arabigo 62%
y el 38% es robusta (Jiménez & Massa, 2015).

El café es una de las bebidas méas consumidas en el mundo y es apreciado
principalmente por su sabor y aroma. Los datos epidemioldgicos y biolégicos respaldan el
papel potencial del café en la prevencion de diversas enfermedades crénicas y degenerativas
como el cancer, las enfermedades cardiovasculares, diabetes, trastornos
neurodegenerativos. Estos hallazgos han despertado el interés por caracterizar componentes
bioactivos especificos que puedan utilizarse como agentes fisiolégicamente activos (Ferruzzi,
2010).

Los granos de café son, sin duda, una fuente de componentes que han influido dentro
de procesos metabdlicos, estos componentes a menudo son alcaloides como la cafeina y la
trigonelina, compuestos fendlicos en el que se destaca el acido clorogénico y los diterpenos,
presentando un gran potencial antioxidante (Frost & Logomarsino, 2012). Los compuestos
fendlicos son metabolitos secundarios que juegan un papel de defensa y representan los
fitoquimicos mas estudiados debido a su actividad biolégica (Murthy & Naidu, 2012).

Los objetivos este presente trabajo son, desarrollar un método cromatogréafico que
permita cuantificar la mayor cantidad de compuestos fendlicos en café, evaluar diferentes
condiciones que permitan mejorar la resolucién cromatogréfica, establecer el rango lineal del
método cromatogréfico.

La presente investigacion esta estructurada en capitulos que contienen temas

relevantes, el capitulo uno describe la importancia de la produccion del café, importancia del



consumo del café sobre la salud del consumidor, compuestos fendlicos presentes en el café,
analisis de los mismos, cromatografia de liquidos como herramientas para analizar estos
compuestos. Capitulo dos explica la metodologia empleada, finalmente el capitulo tres

presenta los resultados obtenidos y la discusion para comparar con otros estudios.



Capitulo uno
Marco Tebrico
1.1 Importancia de la produccion del café

La produccion de café es una de las actividades agricolas mas importantes que se
desarrolla tanto a nivel econémico y social, este fendbmeno agricola se produce en toda
Latinoamérica (Souza et al., 2019). Para su produccién se destina aproximadamente 11
millones de hectareas, se considera que esta actividad brinda trabajo alrededor de 25 millones
de agricultores en su mayoria pequefios productores (Laderach et al., 2017).

Ecuador es productor, exportador y consumidor de Coffea arabica L. (ardbica)
y Coffea canephora (robusta). Las plantaciones estan distribuidas en las cuatro regiones
geopoliticas del pais (Costa, Sierra, Amazonia y Region Insular), conformando sistemas
productivos agroforestales cafetaleros, que son la opcién tecnolégica mas viable para
recuperar las costumbres y tradiciones de las familias campesinas cafetaleras (Ponce Vaca,
Acufia Veladzquez, et al., 2018).

En el pais es importante en los siguientes aspectos: economia, sociedad, medio
ambiente, instituciones y salud humana. Econdémicamente, es una fuente de divisas e
ingresos para los productores de café. Socialmente, muchas nacionalidades y pueblos de las
provincias ecuatorianas estan involucrados en la cadena del café. Ambientalmente crece en
sistemas agroforestales, en variedad de suelos y climas, contribuyendo a la conservacion de
la fauna y flora nativas; en lo institucional el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura
y Pesca (MAGAP) ha impulsado gestiones para la reactivacion de la caficultura para favorecer
a las estructuras organizativas de los productores. En términos de salud humana, el consumo
de café muestra una relacion inversa con el riesgo de diabetes tipo 2, dafio hepatico y
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson (Ponce Vaca, Orellana Suarez, et al.,
2018).

Para la produccién de cultivos es necesario varios requerimientos entre estos los
factores ambientales que afectan directamente al crecimiento y la productividad entre ellos,

destacan directamente la temperatura, la disponibilidad de agua, la intensidad del sol, el



viento, el tipo de suelo y la topografia de la tierra. En este sentido, la temperatura ideal para
el cultivo de café ardbica es de 18°C en el dia y en la noche a 22°C, mientras que, para el
café robusta la temperatura debe estar comprendida entre 22 y 28°C. Por otra parte, la
disponibilidad de agua en sus diversas formas afecta al desarrollo del café, su precipitacion
anual suele ser de 1.400 a 2000 mm mientras que para la especie robusta es de 2000 a 2500
mm, a nivel de humedad suele destacarse con un buen desarrollo en ambientes de 60 a 75%
de humedad, el viento es otro importante factor que afecta al cultivo, el mejor tipo de suelo
suelen ser los aluviales y coluviales con textura se necesita una profundidad del suelo de al
menos 2 m para el desarrollo, la topografia del terreno suele requerirse colinas ligeramente
onduladas aunque existe una posibilidad de desarrollo en pendientes aunque su produccion
es mas costosa (Krishnan, 2017).

El sector cafetalero del pais ha sido uno de las materias prima mas exportadas,
alcanzando los 413 millones de délares. El pais produce y exporta café arabica y robusta. Sin
embargo, en la uUltima década ha sufrido una significante pérdida en producciéon de café
debido a la edad creciente de arboles productivos, brotes de plagas y enfermedades, la
escasa modernizacion en los procesos de manufactura y el escaso desarrollo de nuevas
variedades de café, ademas de determinarse precios inestables (Jacome & Garrido, 2017).

Cerca del 68% del café de exportacién del Ecuador es arabico este se cultiva
principalmente en las provincias de Loja y Manabi, mientras que el 32% es de tipo robusta
gue se produce generalmente en la Amazonia Ecuatoriana. En Loja se considera al café como
su producto emblematico dentro de sus 16 cantones (Rojas 2019). Dada su ubicacién
geografica se distingue al producto al ser ligeramente acido y se han producido anualmente
cerca de 130 mil sacos de 60kg en un area de aproximadamente 29 mil hectareas. Este
producto es muy apetecido dentro del mercado europeo y Norte Americano. A nivel social, ha
permitido la generacion de empleos que se presenta a nivel de su comercializacién, trasporte
y exportacion generando de esta manera sostenibilidad econémica de miles de familias en la

region (Ruas Aradjo et al., 2016).



La provincia de Loja es reconocida a nivel nacional e internacional por su tradicion
cafetalera y la produccién de un café de alta calidad, se le otorga un reconocimiento
importante para el café de esta zona del pais por sus condiciones agroclimaticas, los sistemas
de produccién y sus procesos especiales de siembra, cosecha y manejo post cosecha, varias
veces ganador en el concurso Nacional Taza Dorada (turismo, 2018). Desde el 2007, Taza
Dorada es el concurso mas reconocido de Ecuador, premiando al mejor café del pais, es
organizado por la Asociacién Nacional de Exportadores de Café (Anacafé) y cuenta con
jueces extranjeros (Cronica, 2020). En él participan caficultores de diferentes provincias,
ademds promueve la produccién de cafés de calidad y su exhibicién en todo el mundo, esto
con la finalidad de atraer mercados internacionales, brindando a los productores de café la
oportunidad de ingresar a los mercados mas exigentes y mostrar sus diferentes variedades y
procesos que garantizan la trazabilidad desde la finca hasta el consumidor final (Rikolto,
2019). En el 2020 cumplié su 14va edicion del concurso y Loja sigue destacando al ganar el
primer y segundo lugar, promoviendo el comercio del café sobre todo en compradores del
continente asiatico (Crénica, 2020).

1.2 Importancia del consumo del café sobre la salud del consumidor

El café es una bebida que se obtiene de las semillas tostadas y molidas del fruto de
la planta del café, tanto el grano en diferentes grados de madurez y la planta en si es un
producto natural, al consumirse sin azucar podria enmarcarse dentro de las plantas
medicinales, porque presenta muchas propiedades beneficiosas antibacterianas,
antiinflamatorias y antioxidantes (Puertas et al., 2013)

El café es una de las bebidas mas populares y consumidas a nivel mundial, apreciado
principalmente por su sabor y aroma (Samoggia & Riedel, 2019), se estima que al menos el
30% de la poblacién mundial consume una taza de café al dia, teniendo ademas un concepto
generalizado del café como “estimulante” y “energizante” (Mesa et al., 2017).

La composicion quimica del café incluye compuestos fendlicos como los acidos
clorogénicos, que son una fuente importante de antioxidantes en la dieta humana, alcaloides

como la cafeina (1% de la composicion total), la trigonelina que es precursora de la vitamina



B3, diterpenos son acidos grasos como cafestol y kahweol, carbohidratos, lipidos, fibra
soluble, vitaminas como niacina, minerales como el potasio y el magnesio (Affonso et al.,
2016; Montagnana et al., 2012).

La cafeina es un alcaloide conocido también como 1,3,7-trimetilxantina, algunas
personas lo catalogan como una droga natural y es muy beneficioso en dosis moderadas
porque estimula el sistema nervioso central para proporcionar energia, lo que permite
mantenerse alerta, es de rdpida absorcion, es metabolizada en el higado por la isoenzima
citocromo P-450 (Ramirez Prada, 2010), los estudios han demostrado que la cafeina mejora
el rendimiento cognitivo, mejora el estado de alerta, los niveles de atencion, la memoria a
corto plazo y la capacidad de concentracion (Rucci et al., 2011).

El consumo de café esporadico y moderado no presenta alteraciones y es beneficioso
(O'Keefe et al., 2013), tiene efectos positivos sobre enfermedades neurodegenerativas
evitando trastornos relacionados con la edad, deterioro cognitivo mental, demencia,
Alzheimer, enfermedad de Parkinson (Colombo & Papetti, 2020). Datos epidemiol6gicos y
biolégicos apoyan un papel potencial del café en la prevencién de varias enfermedades
cronicas, trastornos cardiovasculares, diabetes (Morisco et al., 2014), presentando
caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias, antibidticas y anticancerigenas (Poole et al.,
2017). Estos hallazgos han intensificado el interés en caracterizacibn de componentes
bioactivos especificos que pueden servir como agentes fisiolégicamente activos (Ferruzzi,
2010).

A nivel plasmatico se ha confirmado la disminuciéon de la glucosa en ayunas, obtenido
de esta manera una mayor sensibilidad a la insulina debido al aumento plasmatico de

adiponectina, en la Tabla 1 nos indica algunos beneficios (Natella & Scaccini, 2012).



Tabla 1

Acciones del café y sus componentes en el metabolismo de la glucosa.

Componentes Beneficios del café

Café descafeinado  Mejor tolerancia a la glucosa.
Permite la absorcion de la glucosa.

Incremento del glucagon.

Cafeina Menor riesgo de diabetes mellitus.

Reduce el almacenamiento de la glucosa.

Acido clorogénico  Mejora el metabolismo de la glucosa.
Reducir las respuestas a la insulina.
Efectos antioxidantes.
Inhibir la glucosa-6-fosfatasa.

Mejora la distribucién de minerales.

Acido quinico Aumenta la sensibilidad a la insulina.

Trigonelina Mejora el metabolismo de la glucosa.
Nota. Adaptado de (Butt & Sultan, 2011)

Existe algunas discrepancias sobre los beneficios del consumo de café sobre las
enfermedades cardiovasculares (ECV) y la hipertension (Chrysant, 2015), debido a diversos
criterios, en bebedores frecuentes de café presentan una alteracién hipertensiva, problemas
cardiovasculares, alteraciones en el ritmo circadiano, no pueden conciliar el suefio (Mesas et
al., 2011), pero pueden confundirse con factores de riesgo asociados con estilos de vida
desfavorables como habitos alimenticios, tabaquismo, el sobrepeso, ademéas hay que
considerar diferencias en la frecuencia de consumo de café y de sus caracteristicas, como el
tamafio de la taza, el tipo de grano, cantidades de azucar, leche u otras sustancias (Leyva et
al., 2021).

1.3 Compuestos fendlicos presentes en el café

Los granos de café poseen una amplia variedad de compuestos fendlicos, su principal
componente son los acidos clorogénicos como se observa en la Figura 1, que se forma de la
esterificacion del &cido quinico y derivados de acido trans—cindmico (acido cafeico, p-

cumarico y ferdlico) (Rostagno et al., 2015).
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Figura 1

Estructura quimica del acido clorogénico

OH

QO
HO. / S
OH

OH

OH OH

Estructura quimica del acido clorogénico [Imagen], Tomado de (Meng et al., 2013).
Mediante la reaccion del &cido clorogénico, se generan varios compuestos como
cafeoilquinicos, acidos feruloilquinicos, acidos p-cumaroilquinicos, acidos dicafeoilquinicos
Figura 2, lactonas de acido cafeoilquinico, lactonas de acido feruloilquinico generados

durante el proceso de tostado (Monente et al., 2015).
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Figura 2

Derivados del 4cido clorogénico.

0 OH
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Estructura quimica del acido clorogénico y sus principales derivados [Imagen], Tomado de

(Rostagno et al., 2015).

El acido clorogénico es un compuesto fendlico que se encuentra ampliamente
distribuido en frutas, verduras y en el café, presenta caracteristicas antioxidantes y
antiapoptoéticas (Gagliardini et al.,, 2017). Los acidos clorogénicos del café son los
responsables del aroma y la astringencia (Jeszka-Skowron et al., 2015).

Este componente es térmicamente inestable por lo que sufre degradacion térmica en
la etapa de tostado (Shan et al., 2014). En un periodo de 10 minutos de tostado (tueste medio)
el café tiende a aumentar sus actividades antioxidantes, el café arabica presenta entre 70 y
200 mg de &cidos clorogénicos, mientras que el café robusta contiene entre 70 y 350 mg
(Upadhyay & Mohan Rao, 2013). En tostado muy prolongados existira una pérdida de acido
clorogénicos del 90% y un tueste mas prolongado determinara una pérdida total del
componente (Zawirska-Woijtasiak et al., 2014).

El &cido quinico durante el tostado genera y-quinuro y el 4cido siloquimico que es un

isbmero, ademas de los acidos cinamicos (Wei & Tanokura, 2015). Asociados a un aumento
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de amargor y una disminucion de acidez y dulzor siendo determinantes los tiempos de tueste
(Minchow et al., 2020).
1.4 Andlisis de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o simplemente fenoles son metabolitos quimicos derivados
del metabolismo secundario de plantas, desempefiando diferentes funciones especificas en
la supervivencia de las plantas como proteccién contra los rayos UV, insectos y patégenos,
entre otros. Se pueden clasificar en tres grupos segun el metabolito precursor del que se
forman: (1) los terpenos fendlicos derivados del isopreno, (2) los acidos hidroxibenzoicos
(acido 3-dehidroshikimico) y (3) los fenilpropanoides como los acidos hidroxicindmicos,
fenilpropenos, cumarinas o flavonoides (L -fenilalanina y L -tirosina) derivadas de las rutas
del &cido shikimico y/o malénico (de Elguea-Culebras et al., 2022).

Los &cidos fendlicos son una de las otras clases fendlicas principales dentro del Reino
Vegetal y ocurren en forma de ésteres, glucésidos o amidas, pero rara vez en forma libre. La
variacion en los acidos fendlicos esta en el nimero y ubicacién de los grupos hidroxilo en el
anillo aromatico, tienen dos estructuras: acido hidroxicinamico e hidroxibenzoico. Los
derivados del &cido hidroxicindmico incluyen los &cidos ferulico, cafeico, p-cumarico y
sinapico, mientras que los derivados del acido hidroxibenzoico consisten en acido galico,
acidos vanilico, siringico y protocatequico (Khoddami et al., 2013).

El &cido clorogénico es uno de los polifenoles més abundantes en el café que al estar
constituido por hidréxilos, ésteres cinamicos y acido quinico conforman un gran complejo
(Naveed et al., 2018). La estructura quimica del &cido clorogénico se compone de dos anillos
un aromatico A mientras que el B es un anillo aliciclico (Saqib et al., 2016). Debido a los
isdmeros, epimeros y las sustituciones en el anillo aromatico se deriva una gran familia de
acidos clorogénicos siendo el mas comun el 5-O-cafeiol-quinico (5-CQA) (Diaz & Perdomo,
2015).

La mayoria de los fenoles vegetales se derivan del &cido tras-cinamico que se produce

a través de la L-fenilalanina (Sengupta et al., 2018). Entre estos tenemos al acido cafeico
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(acido 3,4-dihidroxicinAmico) estos a su vez se dividen en monomeros de 4cido cafeico,
dimeros , trimeros, tetrameros y oligdmeros de acido cafeico superior (Hao et al., 2015).

El 4&cido p-cumarinico también conocido como &cido 4-hidroxicinAmico es un é&cido
fenilpropanoico que es sintetizado a partir de la via metabdlica del Shikimato, derivado de
aminoacidos precursores como la tirosina y fenilalanina (Ferreira et al., 2019). Finalmente el
acido ferulico ( acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) es un potente eliminador de radicales libres
(Shivashankara et al., 2015). Siendo sintetizado al igual que el acido p-cumarinico a partir de
la tirosina y fenilalanina (Kim & Han, 2014).

La isébmeros del &cido feruloilquinico representan el 4% del contenido del &cido
clorogénicos de los cuales se ha identificado isémeros como el acido 3-O-feruloilquinico 1,
acido 4-o-feruloilquinico 2 y acido 5- o-feruloilquinico que son la base de la constitucion de
acidos cafeoilquinico (Dokili et al., 2013). Los acidos p-cumaroilquinicos ( pCoQA) presentan
una baja incidencia de estos se pueden identificar cuatro isémeros 1-Op-cumaroilquinico,
acido 1,5-Op-cumaroilquinico, 3-Op-coumaroilquinico, 4-Op-coumaroilquinico (Gutiérrez et
al., 2017). La sintesis del acido dicafeoilquinicos se produce mediante la esterificacién de
acido cafeico mas acido quinico y un segundo &cido cafeico (Sissi et al., 2020). Este presenta
tres isébmeros 3,4-dicafeoilquinicos, 3,5-dicafeoilquinicos y 4,5-dicafeoilquinicos (Loaiza-
Campifio et al., 2020).

Las lactonas se sintetizan a partir del tostado del café en la pérdida de una molécula
de agua del acido quinico y enlace éster intramolecular (Kraehenbuehl et al., 2017). Los
principales derivados son las lactonas del acido feruloilquinico, las lactonas del &cido
cafeoilquinico y en baja proporcion la lactona del acido p-cumaroilquinicolas contribuyen al
sabor del café a pesar de sus bajas concentraciones (Jaiswal et al., 2014; Wei & Tanokura,
2015).

1.5 HPLC como herramientas para el andlisis de compuestos fendlicos
La historia de la cromatografia comenzé hace mas de un siglo (Sesték et al., 2015).

La cromatografia liquida de alto rendimiento se dio a conocer por primera vez en 1960 en
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donde la técnica era capaz de alcanzar procesos de automatizacion, velocidad y alta
sensibilidad (Snyder & Dolan, 2013).

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC por sus siglas en inglés), se la
puede definir como una técnica de separacién que permite identificar diferentes compuestos,
esta se compone de dos fases, una movil y otra estacionaria (Lozano-Sanchez et al., 2018).

La fase movil compuesta por un solvente como hexano, acetato de etilo, en caso de
estudios fendlicos se emplean agua, metanol, acetonitrilo, acido o— fosférico y acido férmico,
siendo esta la que mueve el analito a través de la columna, los analitos estan presentes en
el disolvente apropiado para inyectarlos en el sistema cromatogréfico (Agrahari et al., 2013;
Gini & Jeya Jothi, 2018). La bomba de HPLC distribuye la fase moévil a través del sistema,
normalmente a un caudal de 0.4-1 ml/min de forma controlada y precisa (Reuhs, 2017).

La fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido que se encuentra inmovilizado
en el sdlido, la fase estacionaria puede consistir de particulas (porosas o solidas), las paredes
de un tubo o material fibroso (Matei et al., 2012). Una fase adecuada estacionaria debe
presentar tres requisitos como ser incomprensible, insoluble en la fase mavil con un area
superficial bien desarrollada y no interactuar irreversiblemente con el analito (Nesterenko &
Palamareva, 2019). Al final del sistema encontraremos un detector en donde analiza la
soluciéon que se encuentra eluyendo de la columna la concentracion del componente

individual del analito es proporcional a la sefial eléctrica (Sunil et al., 2018).
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Cromatografia liquida de alta eficiencia.
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Capitulo dos
Metodologia

2.1 Reactivos y estandares

Los disolventes utilizados para la cromatografia liquida de alta eficiencia fueron de
grado HPLC, el agua, metanol se adquirié de Fisher Chemical, el &cido formico al 98% de
Loba chemie. Los acidos fendlicos: galico (297.80), clorogénico (295%), cafeico (298%), p-
cumarico (298%), y el alcaloide cafeina (299.96%), fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.
2.2 Equipo

Para el andlisis de compuestos fendlicos se utilizé el cromatdgrafo de liquidos
UltiMate 3000, Thermo Scientific (EE.UU.), acoplado a un espectrémetro de masas amaZon
speed, con trampa de iones, Bruker. Se utilizé una columna C18 Accucore RP-MS (150x4.6
mm, tamafio de particula 2.6 pm), una pre-columna, ambas de Thermo Scientific (EE.UU.).
El equipo HPLC estuvo provisto de un detector de arreglo de diodos y se registro la
absorbancia a una longitud de onda de 254 nm. Se empleé el sistema software Compass
Data Analysis de Bruker para el manejo de datos.
2.3 Muestras de café
2.3.1 Obtencion de la muestra

Se trabajo con café tostado y molido que se adquirié en un supermercado de la ciudad
de Loja.
2.3.2 Preparacion de la muestra

Previo a la extraccion se redujo el tamafio de particula del café a un valor < 500 pm.
Los ensayos de extraccion de los compuestos fendlicos se realizaron mediante la tecnologia
asistida por ultrasonidos. Con la finalidad de optimizar el proceso de extraccion, se utilizé la
metodologia de superficie de respuesta. En la Tabla 2, se presentan las distintas condiciones

evaluadas con este propdésito.
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Tabla 2

Disefio Box-Behnken para la optimizacién de la extraccion.

Identificacion Temperatura Tiempo H-0
(°C) (min) (%)

1 70 1025 0
2 47.5 200 0
3 47.5 102.5 50
4 25 5 50
S 47.5 200 100
6 47.5 5 100
! 25 102.5 100
8 70 102.5 100
9 70 5 50
10 25 102.5
11 47.5 5
12 47.5 102.5 50
13 47.5 102.5 50
14 70 200 50
15 25 200 50

2.4 Determinaciones analiticas
2.4.1 Optimizacién del gradiente de las fases moéviles

Los procesos de separacion de los compuestos fendlicos del café se realizaron en el
equipo de cromatografia de liquidos HPLC, con una combinacién de solventes en la fase
movil se empled agua (A) mas 0.1% de acido férmico y metanol (B) en modo de elucién en
gradiente y una fase estacionaria contenida en una columna C18 de fase inversa. Se inyect6

20 pL de la muestra preparada. La columna se mantuvo a 25 °C.

2.4.2 Preparacion de la curva de calibracion
A continuacion, se detalla en la Tabla 3 la preparacion de las soluciones madre de los

acidos galico, clorogénico, cafeico, p-cumarico y el alcaloide cafeina.
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Preparacién de soluciones madre.
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Concentracién

Reactivo Pureza Peso de solucion Solvente Aforo
(%) (mg) madre (WL)
(Hg/mL)

Cafeina 99.96% 11.2 6577 H20 1702
Acido 95% 10.1 9994 MeOH 960
clorogénico
Acido 98% 10.1 9997 MeOH 990
cafeico
Acido 98% 23.3 19994 H20 1142
p- cumarico
Acido gélico 97.80% 20.1 20018 MeOH 983

A partir de la soluciébn madre se preparé la solucion de trabajo. Para ello, en un frasco

ambar se colocé una alicuota de cada uno de las disoluciones realizadas, y se afor6 con

agua, como se detalla en la Tabla 4.
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Preparacién de la solucién de trabajo.
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Concentraciéon de solucién

Reactivo de trabajo Aforo Alicuota
(Mg/mL) (ML) (HL)
Cafeina 1000 1000 160
Acido 500 1000 50
clorogénico
Acido 500 1000 50
cafeico
Acido 250 1000 12.5
p-cumarico
Acido 1000 1000 50
galico
Subtotal (pL) 3225
Agua (L) 677.5

Al obtener la solucién de trabajo se prepar6 los estandares, en la Tabla 5 se detallan

los volimenes correspondientes. Finalmente se procede a la inyeccion de estos estandares

en el equipo HPLC para su posterior analisis.

Tabla b

Preparacion de estandares.

Concentracioén

de estandares Aforo Alicuota Agua

(Mg/mL) (ML) (ML) (ML)

5 1000 5 995

20 1000 20 980

60 1000 60 940

80 1000 80 920

100 1000 100 900

120 1000 120 880

La identificacién de los compuestos en los estandares se lleva a cabo de acuerdo a

su relaciébn masa carga. Se realizan cuatro inyecciones por repetibilidad, para poder obtener
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las curvas de calibracién de los estandares se necesitd el area y la concentracion, estas
curvas de calibracion seran lineales con coeficientes de determinacion superiores a 0.99. La
concentracion de cada componente en las muestras de café se calcul6 utilizando la ecuacion
de la mejor linea de ajuste trazada con el programa de Microsoft Excel 2010.
2.4.3 Precision

Se determind la precision en condiciones de repetibilidad aplicando el método
cromatogréfico del trabajo de investigacion, se realiz6 la inyeccién en el equipo HPLC cuatro
veces de los estandares preparados anteriormente, se tomd de ellos las concentraciones de
5, 25, 75 ug/mL. La repetibilidad se evalué mediante el coeficiente de variacion.
2.5 Andlisis estadistico

Se realiz6 en el software estadistico MINITAB 16.0 (EE. UU.) el andlisis de los datos
experimentales, empleando una metodologia de superficie de respuesta (RSM), un analisis
de regresion, se evaluaron los coeficientes de regresion a través del andlisis de varianza, se

determinaron los valores de probabilidad y falta de ajuste.
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Capitulo tres
Resultados y discusion

En el andlisis de compuestos fendlicos, se ha utilizado ampliamente la cromatografia
liqguida de alta resolucion (HPLC) junto con espectrometria de masas (MS), debido
principalmente a la rapidez de sus resultados y la eficiencia de deteccién es alta. También,
aumenta la productividad al analizar los compuestos deseados, ya que el sistema mejora la
relacion sefial-ruido y minimiza efectos de la matriz de muestra, incluida la supresion de iones
(Cheng et al., 2019).

La gran diversidad de compuestos fendlicos, con diferentes polaridades y tamafios
gue comprenden desde compuestos fendlicos simples como los acidos fendlicos hasta
oligbmeros como procianidinas y taninos condensados que se pueden identificar, ha
permitido desarrollar importantes técnicas analiticas para la separacion, deteccién e
identificacion de estructuras fendlicas, la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
acoplada a espectrometria de masas (MS) es una de las mas importantes y ha sido una de
las pioneras para la determinacién de estructuras (Rosa et al., 2019).

3.1 Optimizacién del gradiente de las fases méviles

Segun Volonté y Quiroga (2013), para poder obtener una resolucion ptima se deben
cumplir ciertas condiciones en una separacion cromatografica como tiempo de retencién,
selectividad y eficiencia. El tiempo de retencion se mide en minutos, es el tiempo que
transcurre desde su inyeccion en el equipo. En la selectividad los compuestos deben ser
retenidos en tiempos diferentes y finalmente la eficiencia, donde los picos cromatograficos
deben ser lo suficientemente estrechos y evitando la superposicién. Ademas, nos indica que
el valor de una buena resolucién debe ser 21.5.

En la Figura 4, se presenta el primer ensayo realizado con las siguientes condiciones:
con un flujo de 0.5 mL/min, el solvente B que es el metanol comienza con un 10% en 0 min,
se mantiene en 10% en un tiempo de 3.5 min, sube a un 40% en un tiempo de 10 min, se
mantiene en 40% hasta los 14 min y sube finalmente a 100% a los 18 min. Con estas

condiciones, en el siguiente cromatograma se evidencia la coelucién de dos compuestos
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entre el acido galico y teobromina presentes en un solo pico cromatografico, estas
condiciones no son las mejores porque ademas de lo mencionado se observa que para el
acido clorogénico se presenta un pico fragmentado, esto ocurre de igual manera para acido
cafeico y acido p-cumarico. No hay una buena separacion de los compuestos, no tiene una
alta selectividad porque no posee un pico definido angosto y un ancho de base pequenia.

Ademads, la resolucion no es buena porque debe ser 21.5.

Figura 4
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La Figura 5 corresponde al segundo ensayo que se realiz6 con las siguientes
condiciones: con un flujo de 0.6 mL/min, el solvente B que es el metanol comienza con un 5%

en 0 min, se mantiene en 5% por 5 min, luego se incrementa hasta un 40% a los 6 min, se
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mantiene en 40% a los 12 min y sube finalmente a 80% en 15 min. En este cromatograma se
puede apreciar que no son las condiciones adecuadas para tener una buena separacioén, se
evidencia una superposicion entre acido clorogénico con el acido cafeico y acido vanilico,
dando la apariencia de un solo pico cromatogréfico, el acido p-cumarico presenta un pico
fragmentado, debido a esto se decide hacer otro ensayo para poder separarlos y se pueda

tener una buena resolucion.

Figura 5
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La siguiente Figura 6, en el tercer ensayo realizado donde se modifico las condiciones:
con un flujo de 0.6 mL/min, el solvente B que es el metanol comienza con un 0% en 0 min,
empieza a subir a 40% en un tiempo de 0.5 min, se mantiene en 40% a los 2.5 min, sube a
50% a los 3 min, se mantiene en 50% a los 8 min, sube a 70% a los 9 min, se mantiene en
70% a los 10min para comenzar a descender a 0% a los 12 min y asi terminar en 0% a los
25 min. En este ensayo se fue modificando las condiciones para poder lograr una mejor
separacion y resolucion, aqui se puede apreciar una mejor separacion de los compuestos,
pero hay el inconveniente entre el acido cafeico y acido vanilico con una resolucion de 0.8,

sus bases anchas estan unidas y por ende no hay una buena selectividad.
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Figura 6
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En el cuarto ensayo, Figura 7, después de haber realizado algunos cambios para
obtener definitivamente las mejores condiciones de rampa tenemos: con un flujo de 0.5
mL/min, el solvente B que es el metanol comienza con un 0% en 0 min, comienza a subir a
40% en un tiempo de 0.5 min, se mantiene en 40% a los 2.5 min, sube a 50% a los 3 min, se
mantiene en 50% a los 8 min, vuelve a subir a 70% a los 9 min, se mantiene en 70% a los 12
min para comenzar a descender a 0% a los 14 min y asi terminar en 0% a los 17 min. En esta
grafica se debe resaltar que existe una mejor separacioén y una buena resolucion de los
compuestos que en los ensayos realizados con anterioridad, aunque aun no se logra separar
definitivamente las bases anchas de los acidos cafeico y vanilico, como se puede ver tiene

una resolucion de 0.8.
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con las condiciones del cromatograma antes

mencionado, se pudo obtener compuestos que fueron de interés, como el acido galico, acido

clorogénico, cafeina, acido cafeico y acido p-cumarico, evidenciando una separacion y una

buena resolucion de picos cromatograficos.

Figura 8
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3.2 Linealidad del método

La linealidad para Kruve, Rebane, Kipper, Oldekop, Evard, Herodes, Leito (2015) es
definida como la capacidad del método para obtener resultados de prueba que son
directamente proporcionales a la concentracion de analito en la muestra y se construye un
grafico de calibracion para verificar la linealidad de los resultados. En cuanto a la
comprobacion de la linealidad de un método, es necesario sefialar los parametros de
coeficiente de correlacion (R) o coeficiente de determinacién (R?) donde deben ser 20.99 asi
lo menciona Gumustas, Kurbanoglu, Uslu, Ozkan (2013). Los coeficientes R? con valores
cercanos a 1, hacen alusion que los modelos utilizados pueden servir para predecir las
variables de respuesta, segun Gémez, Ortiz, Gallego, Echeverri (2021).

En el presente estudio se encontré6 un coeficiente de determinaciéon (R?) para la
cafeina con una media de 0.9995 con una desviacién estandar de 0.000365 y un coeficiente
de variacién de 0.036533%, pudo darse tras probar cuatro diferentes concentraciones del
analito, esta informacion se puede evidenciar en la siguiente Figura 9. En una investigacion
realizada por Russo, Dugo, Fanali, Dugo, Zoccali, Mondello y De Gara (2018) se obtuvieron
valores (R?) de 0.998 que es un valor muy similar al obtenido en este trabajo, por otra parte,
en otro estudio realizado por Pokhrel, Shrestha, Rijal, Rai (2016) indicaron un valor de 0.9928,
este valor sigue siendo inferior e indicandonos que es superior al que se obtuvo en el presente

trabajo.
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Figura 9

Curva de calibracién de cafeina.
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En el caso del &cido clorogénico, los valores de R? que se obtuvieron fueron: una
media de 0.9999 con una desviacion estandar de 5%° y un coeficiente de variacion de 5.0%,
para el cual se establecié el grafico que se evidencia con la Figura 10, en donde se detalla su
linealidad. Ramén, Gémez, Rosales, Ledn, Madrid (2019) en su estudio sobre identificacion
y cuantificacién de polifenoles detallan que el R? calculado, alcanzé un valor de 0.992,
mientras que en un estudio analogo realizado por Mendes, Pereira, Arantes, Gléria, Nunes,
Passos, Oliveira (2020) se determin6 un valor de 0.9937; valores que nos indican que en
ambas investigaciones los datos obtenidos son inferiores al que se obtuvo en el presente

estudio.
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Figura 10

Curva de calibracién de acido clorogénico.
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Referente al analisis del &cido galico, en R? se obtuvo como media un valor de 0.9998
con una desviacion estandar de 0 y un coeficiente de variacion de 0%, compuesto que tiene
una buena linealidad, pudiéndosela observar en la Figura 11. Segun el estudio que llevé a
cabo Ramon, Gomez, Rosales, Ledn, Madrid (2019) el acido galico en R? tiene un valor de
0.988, mientras que en la investigacion desarrollada por Arabi, Ghaedi, Ostovan (2017) su
R?= 0.986 y en el andlisis realizado por Kardani, Gurav, Solanki, Patel, Patel (2013) se
cuantificaron valores de 0.9994. De los tres estudios anteriormente en mencién, se puede
observar la varianza en cuanto al trabajo presentado, estos resultan inferiores al valor que se

obtuvo en la presente.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023216309837?casa_token=tKnTznkV5WoAAAAA:5gdHfzLv72SRuRKR6dTv1ty_WRnbucS8hjkZB8HI9p14VDPbrfgV3kyziz53yZeDagQ0D8H0CDAC#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023216309837?casa_token=tKnTznkV5WoAAAAA:5gdHfzLv72SRuRKR6dTv1ty_WRnbucS8hjkZB8HI9p14VDPbrfgV3kyziz53yZeDagQ0D8H0CDAC#!
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Figura 11

Curva de calibracién de acido galico.
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Por otro lado, al revisar los valores obtenidos en la media para acido cafeico es 0.9997
con una desviacién estandar de 5°° y un coeficiente de variacion de 5.0%, al compararlo con
la linealidad presentada en el estudio de Cao, Liu, Cheng, Gao, Wang, Zheng (2011) se
contempla una pequefa diferencia con 0.9995, este valor se aproxima al trabajo expuesto,
sin embargo, ya que el presente trabajo al tener un R? mayor presenta una mejor linealidad,
tal y como se puede ver en la Figura 12. En un estudio realizado por Chaowuttikul, Palanuvej,
Ruangrungsi (2020) el R? del acido cafeico tiene un valor de 1, valor superior al obtenido en
el presente estudio, en este caso los valores obtenidos se encuentran ligeramente por debajo,

aunque se mantiene dentro del rango de aceptacion para el mismo.



30

Figura 12
Curva de calibracién de acido cafeico.
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El &cido p-cumérico presenta un valor de media 0.9998 con una desviacion estandar
de 8.1°% y un coeficiente de variacion 0.008166% los resultados exhibieron una buena
linealidad que se puede visualizar en la Figura 13. El valor en la investigaciéon de Ramén,
Gbémez, Rosales, Ledn, Madrid (2019) para este parametro es de 0.984, segun el estudio de
Karthikeyan, Devadasu y Srinivasa (2015) sefialan un valor de 0.9991; en comparacién con
los estudios en mencién ambos valores son inferiores comparados con el obtenido en este

trabajo.
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Figura 13

Curva de calibracién de acido p-cumarico
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3.3 Precision

La precisién del presente trabajo se evalué inyectando los estandares preparados
anteriormente, en cuatro repeticiones, arrojando los siguientes coeficientes de variacién que
se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6

Concentraciones y coeficientes de variacion de los diferentes compuestos.

CV% CV% CV% CV% CV%
C (ug/mL) Acido Acido Acido Cafeina Acido
galico clorogénico cafeico p-cumarico
5 0.1333109 0.3230938 0.1528546 2.0855957 0.1390501
25 0.2483018 0.2546882 0.0931918 1.6844581 0.2284449
75 0.5415721 0.2859951 0.1879224 1.6367277 0.6406087

Santos, Alkmim, Silva, Mendes, Correa, Dibai (2013), definen la precision como el

grado de concordancia entre las indicaciones o medidas obtenidas mediante medidas
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repetidas en el mismo o similares objetos, bajo condiciones especificas. Los estudios de
precision evallan la dispersion de los resultados de pruebas independientes y repetidas de
la misma muestra, similares o soluciones analiticas de referencia analizadas en condiciones
definidas. La precisiébn se puede expresar numéricamente como la desviacion estandar
relativa (RSD%) o coeficiente de variacion (CV%). Para Kruve, Rebane, Kipper, Oldekop,
Evard, Herodes, Ravio, Leito (2015), la precision describe el grado de concordancia entre los
valores obtenidos al repetir mediciones en objetos iguales o similares bajo ciertas condiciones
especificas. Ademas, indica que existe criterios de aceptaciéon dentro de un 15% de
coeficiente de variacion, aunque no siempre sera facil, ya que debe adaptarse a una
aplicacion especifica donde los métodos deben ser adecuados para el propoésito.

Los valores de los coeficientes de variacion obtenidos en este trabajo de investigacion
son inferiores al 15%, podemos decir que se encuentra dentro del criterio de aceptacion que

se menciona anteriormente.

3.4 Anédlisis estadistico

3.4.1 Optimizacion mediante metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas
estadisticas y matematicas que se utilizan para desarrollar, mejorar y optimizar procesos en
los que la respuesta de interés se ve afectada por multiples variables, con el objetivo de
optimizar la respuesta (Getachew & Chun, 2016). En el presente trabajo de investigacion se
empled el disefio experimental Box-Behnken, usando el software MINITAB 16.0, ocupando
tres niveles alta, central, baja (1, 0, -1) para cada una de las variables independientes
(temperatura, tiempo y concentraciéon de H-0), y la variable dependiente o de respuesta, fue
la concentracion de cafeina, acido clorogénico, acido neoclorogénico. De un total de 15
experimentos se analizaron los valores para cada uno de ellos, usando el disefio experimental
Box-Behnken. Se generaron gréficas de superficies de respuesta entre 'temperatura frente a

tiempo', 'temperatura frente a concentraciéon de agua' y 'tiempo frente a concentracién de
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agua' versus la concentracion de acido neoclorogénico (Figura 14), acido clorogénico (Figura
15) y cafeina (Figura 16).

En la Figura 14 expuesta se observa la influencia de las variables de extraccion en
cuanto al contenido de acido neoclorogénico, por medio de RSM. La grafica nos indica que
hay un incremento de acido neoclorogénico cuando interactian la temperatura versus
concentracion de agua. Al-Dhabi, Ponmurugan, Jenathan (2017) en su investigacion de
Desarrollo y validacion de la extraccion sélido-liquido asistida por ultrasonido de compuestos
fendlicos a partir de residuos de café molido, emplean una temperatura de 30 - 50 °C
afirmando que la temperatura es un factor clave en la extraccion de estos isémeros de &cidos
clorogénicos, porgue una temperatura mas alta puede aumentar el rendimiento de la
extraccién o a su vez promover la degradacion de algunos compuestos.

Figura 14

Gréfica de superficie de respuesta de &cido neoclorogénico.
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En la Figura 15, se puede observar que hay un incremento de acido clorogénico en la
interaccion de la temperatura y la concentracién de agua en el disolvente, se evidencia la
relevancia de la temperatura. Upadhyay, Ramalakshmi y Rao (2012) en su trabajo de
extraccién asistida por microondas de &cidos clorogénicos de granos de café verde,
comentaron que las condiciones Optimas de extraccién empleadas son a una temperatura de
50 °C y agua como solvente de eleccion. Wianowska y Gil (2019) en su investigacion de

Avances recientes en procedimientos de extracciébn y analisis de acidos clorogénicos
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naturales, menciona que los acidos clorogénicos al estar expuestos a temperatura muy
elevadas, en presencia de agua se pueden degradar con mayor facilidad ya que los acidos
clorogénicos son inestables quimicamente.

Figura 15

Gréfica de superficie de respuesta de acido clorogénico.
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En la Figura 16 hay un incremento de cafeina al interactuar la temperatura, el tiempo,
concentracion de agua. Para Cérdoba, Alduenda, Moreno, Ruiz (2020) las temperaturas mas
altas conducen a una mayor degradacion y una mayor liberacion de compuestos volatiles y
el tiempo de interaccion entre el agua y el café molido tostado (tiempo de extraccion) es un
factor clave para la extraccion de compuestos relacionados con el sabor y la calidad del café.

Figura 16

Graéfica de superficie de respuesta de cafeina.
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3.4.2 Ecuacién de regresion

Una vez obtenidas las respuestas del Box- Behnken, se utilizé tres ecuaciones de
regresion, para neoclorogénico, clorogénico y cafeina, estas poseen una funcién polinomial
de segundo orden basada en una metodologia de superficie de respuesta (RSM). En el
presente trabajo de investigacién tenemos los coeficientes de determinacion (R2) 89.73%,
95.11%, 92.39%, valores que son aceptables asi lo menciona Ramoén, Gomez, Rosales, Ledn,
Madrid (2019), para mostrar la confiabilidad de las ecuaciones los coeficientes de

determinacion (R2) estan entre 0.720 y 0.999.

Neoclorogénico
= —224+9.74T (°C) + 0.21 t (min) + 4.81 H20 (%) — 0.0856 T (°C) * T (°C)
—0.00367 t (min) * t (min) — 0.0248 H20 (%) * H20 (%)
4+ 0.0112 T (°C) * t (min) 4+ 0.0033 T (°C) * H20 (%)
—0.00214 t (min) * H20 (%)
)
Clorogénico = —658 + 19.2T (°C) + 3.78 t (min) + 21.55 H20 (%) — 0.094 T (°C)* T (°C)
— 0.00051 t (min) * t (min) — 0.1372 H20 (%)* H20 (%)
—0.0601 T (°C)*t (min) + 0.0130 T (°C)* H20 (%) — 0.0050 t (min) * H20 (%)
2
Cafeina = —386 + 15.99 T (°C) + 3.10 t (min) + 10.06 H20 (%) — 0.0584 T (°C)* T (°C)
—0.00139 t (min) * ¢t (min) — 0.0470 H20 (%)* H20 (%)
—0.0410 T (°C)*t (min) — 0.0367 T (°C)* H20 (%)
—0.00717 t (min) * H20 (%)
3

3.4.3 Andlisis de varianza

En la presente investigacion se realizaron andlisis de varianza utilizando el software
Minitab 16.0, para evaluar la significacion estadistica. Los datos experimentales se analizaron
con varios analisis estadisticos descriptivos, como el valor de p, falta de ajuste, con el fin de

evaluar la significancia estadistica del modelo desarrollado.
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En la Tabla 7, incluida en el apéndice A, se muestran los valores de los parametros
gue se ajustan a los datos experimentales correspondiente al acido neoclorogénico. En la
Tabla 8, apéndice B se detallan los valores de acido clorogénico; y finalmente en la Tabla 9,
apéndice C se evidencia los valores para cafeina. Todos los valores de p son menores a 0.05
(p< 0.05), con una falta de ajuste superior a 0.05 (p> 0.05). En la investigacion de Buratti,
Barbanera, Lascaro, Cotana (2018) menciona que p-valor es significativo cuando es menor a
0.05 y para aceptar el modelo se debe verificar mediante la falta de ajuste con valor de p
superior a 0.05, lo que confirma que los modelos de esta investigacién son estadisticamente
significativos.

3.4.4 Optimizacién de extraccion

A medida que aumenta la cantidad de agua y la temperatura se eleva, la obtencién
del &cido clorogénico, acido neoclorogénico y cafeina, se dilucida en una extraccion total, tal
y como se observa en la Figura 17 que se encuentra a continuacion. En este trabajo de
investigacion los valores obtenidos en la optimizacién de extraccion para cafeina, acido
neoclorogénico y acido clorogénico son: temperatura de 63 °C, un tiempo de extraccion de

68 min y un porcentaje de H,O de 97%.
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Figura 17

Grafica de optimizacién de variables.
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Segun el estudio de Upadhyay, Ramalakshmi y Rao (2012) en su trabajo de ciencia
Extraccion asistida por microondas de &cidos clorogénicos de granos de café verde, el
solvente de eleccién para acido clorogénico y cafeina es el agua, al tener un mayor
rendimiento de extraccién al ser comparado con otros como etanol y metanol, el agua tiene
una polaridad y una constante dieléctrica mas alta que el alcohol, ademas nos indica que para

gue se dé la extractibilidad del solvente va depender de la solubilidad de cada compuesto.
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Conclusiones

Se logro desarrollar un método que permite separar compuestos fendlicos como acido
galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico y alcaloides como la cafeina.
Ademas, se obtuvo una buena linealidad con un coeficiente de determinacion R? 20.99, para
acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico y cafeina. La precision en
condiciones de repetibilidad para los compuestos mencionados es adecuada con un
coeficiente de variacion inferior al 15%. Finalmente, se optimiz6 el método de extraccion de
cafeina, acido neoclorogénico y acido clorogénico a partir de café tostado, alcanzé los
mejores resultados con una temperatura de 63 °C, tiempo de extraccion de 68 min y como

solvente una mezcla de etanol agua con una relacion de 4:96.
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Recomendaciones

Para futuros trabajos de investigacion se recomienda, separar y cuantificar los
compuestos polifendlicos 3,4-dicafeoilquinicos, 3,5- dicafeoilquinicos y 4,5 dicafeoilquinicos
isbmeros presentes del acido cafeico y acido feralico que son de gran relevancia y estan
presentes en el café, pero que no se pudieron incluir en este estudio, debido a la no
disponibilidad de los estandares respectivos de estos analitos. Ademas, con los métodos de
extraccién y andlisis desarrollados en este trabajo, se recomienda hacer estudios sobre el
efecto del proceso de fermentacién sobre la concentracion de compuestos polifendlicos y

cafeina.
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Apéndice
Apéndice A. Analisis de varianza para el &cido neoclorogénico.

Tabla 7

Analisis de varianza para el acido neoclorogénico.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 164186 18243 4.85 0.048
Lineal 3 138796 46265 12.30 0.010
T (°C) 1 34581 34581 9.20 0.029
t (min) 1 980 980 0.26 0.631
H20 (%) 1 103235 103235 27.45 0.003
Cuadrado 3 22478 7493 1.99 0.234
T (°C) *T (°C) 1 6942 6942 1.85  0.232
t (min)*t (min) 1 4488 4488 1.19 0.324
H20 (%)*H20 (%) 1 14153 14153 3.76 0.110
Interaccion de 2 3 2911 970 0.26 0.853
factores
T (°C) *t (min) 1 2419 2419 0.64 0.459
T (°C) *H20 (%) 1 55 55 0.01 0.908
t (min)*H20 (%) 1 437 437 0.12  0.747
Error 5 18802 3760
Falta de ajuste 3 14523 4841 2.26 0.321
Error puro 2 4279 2139

Total 14 182987



Apéndice B. Anédlisis de varianza para el &cido clorogénico.

Tabla 8
Andlisis de varianza para el acido clorogénico.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 1886503 209611 10.80 0.009
Lineal 3 1375919 458640 23.63 0.002
T (°C) 1 91027 91027 4.69 0.083
t (min) 1 24920 24920 1.28 0.309

1

3

1

H20 (%) 1259972 1259972 64.92 0.000

Cuadrado 437845 145948 7.52 0.027

T (°C) *T (°C) 8389 8389 0.43 0.540

t (min)*t (min) 1 88 88 0.00 0.949

H20 (%)*H20 (%) 1 434183 434183  22.37 0.005

Interaccion de 23 72739 24246 1.25 0.385
factores

T (°C) *t (min) 1 69466 69466 358  0.117

T(°C)*H20 (%) 1 856 856 0.04  0.842

t (min)*H20 (%) 1 2417 2417 0.12  0.739
Error 5 97042 19408

Falta de ajuste 3 42680 14227 0.52 0.708
Error puro 2 54362 27181

Total 14 1983546



Apéndice C. Andlisis de varianza para la cafeina.

Tabla 9

Analisis de varianza para la cafeina.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 9 361701 40189 6.74 0.025
Lineal 3 265111 88370 14.83 0.006
T (°C) 1 78820 78820 13.23 0.015

t (min) 1 20040 20040 3.36 0.126
H20 (%) 1 166250 166250 27.90 0.003
3 52553 17518 2.94 0.138

T (°C) *T (°C) 1 3222 3222 0.54 0.495
t (min)*t (min) 1 642 642 0.11 0.756
H20 (%)*H20 (%) 1 50964 50964 8.55 0.033
Interaccion de 23 44037 14679 2.46 0.178

factores

Cuadrado

T (°C) *t (min) 1 32327 32327 542  0.067
T(°C)*H20 (%) 1 6829 6829 1.15 0.333
t (min)*H20 (%) 1 4881 4881 0.82  0.407
Error 5 29797 5959
Falta de ajuste 3 9680 3227 0.32 0.815
Error puro 2 20118 10059

Total 14 391498
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Apéndice D. Certificado de andlisis de acido galico

Sigma-Aldrich.

Product Marme:

3050 Spruce Sireel, Saint Louss, MO B3103, USA
Weabsita: www sigmasldrich. com

Emal USA: techservifsial com

Ouiside USA: eurtechserviflsial com

Certificate of Analysis

Gallic acid - 97.5-102.5% (titration)

Product Number:

G7384

Batch Number: SLCJE3IES MO~ i o
Brand: SIGMA
CAS Number: 149.01.7 HO™
MDL Numiber: MFCO00002510 OH
Formula: CTHEOS
Formula Weight: 170.12 gimel
GQuality Release Date: 10 MAR 2021
Test Specification Result
Appearance (Cobor) While 1o Beige ot White
Appearance (Form) Powder Fowder
Solubility {Colar) Colorless ta Faint Yellow Almost Coloriess
Solubility (Turbidity) Clear 1o Very Slightly Hazy Clear

50 mgimlL, ELOH
Loss on Drying <10 % 3 %
Purity (GC) > 965 % 95.7 %
Titration by NaOH [dry Dasis) 87.5 - 102.5 % 996 %

Lon 1108

Brign Dulle, Supervisar
Quality Assurance
Sl Louis, Missoun US
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Apéndice E. Certificado de andlisis de acido clorogénico

SIGMA-ALDRICH

sagrra-aldrich.com

Product Narma:

3050 Spruce Sireel, Saint Lous, MO 63103, USA

Certificate of Analysis

Chlorogenic acid - =95% (titration)

Wabsite: www sigmasldrich. com
Emal USAC techaserviffsial com
Oulside USA: eurlechservi@sial. com

Product Number: C3378 : )
Batch Number: SLCC1113 0.0 g i
Brand: ALDRICH i,
CAS Number: 327-07-0 =
MDL Mumiber: MFCDOD0D3862
Formuta: C16H1808
Formula Weight: 354.31 gimol
Quality Relesse Date: 22 MAR 2019
Test Specification Result
Appearance (Color) White 1o Off-White Off-White
Appearance [Form) Powder Fowder
Solubility (Colar) Very Faint Yellow to Dak Yellow Dark Yellow
Solubility (Turbidity) Clear 1o Hazy Clear

25 mg/mlL, EtOH
Infranad SPHUIJI'I'I Conforms o Stnuciune Confarms
Loss on Drying <6 % 1 %
Titration by NaOH (dry basis) » 95 % o7 %

Caralyn Baird, Superdisor

Quality Assurance
31 Louis, Missour US
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Apéndice F. Certificado de analisis de &cido cafeico

SIGMA-ALDRICH

wgma-aldnich.com

3050 Spruce Strest, Zainl Lewis, MO 83103, USA
Wiebaile:  www sigmaaldnich.com

Emnail LSA: lechesryi@sial. com

Cuiside USA: eurlechssrvi@sial.com

Product Mame:
Caffeic acid - =98.0% (HRLD)

Product Mumber:
Batch Mumber:
Brand:

CAS Mumber:

MOL Mumber:
Forrmula:

Formula Weaght:
Qualily Release Dafe:

Tast

Certificate of Analysis

CoB28
MKBOSI43V e
SIGMA L
331.30.5 o
MFCDO0004382

COHBO4

180.16 gimal

02 DEC 2013

=

Specification

Result

Appearance (Colar)

Appearance (Form)
Sobubility (Color)

Sobubdity [Turbidity)
50 mg/mL, EIOH
Purity (Titration by MaOH)
Infrared Specirum
Purity (HPLE)

Fainl Yellow bto Yellow and
Fainl Brawn-Yellow 1o
BrowneYellow and Fainl Brown

Light Brown-Yelow

1o Brown

Powder Fowder

Fairl Yellow to Dark Yellow and Fainl Brown-Yallow

Brown lo Light Brown and

BrowneYallow

Clear o Very Shghily Hazy Clear

> 98.0 % 5.0 %

Conforms Conformes
1000 %

= 98.0 %

omsc. s

Quality Contral
Milwaukes, Wisconsin US
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Apéndice G. Certificado de analisis de 4cido p-cumarico

SIGMA-ALDRICH

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number:
Formula:

Formula Weight:
Quality Release Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
PURITY (HPLC AREA %)
SOLUBILITY (COLOR)
SOLUBILITY (TURBIDITY)
SOLUBILITY (METHOD)

PROTON NMR SPECTRUM

P-COUMARIC ACID
298.0 % (HPLC)
C9008

BCBNO412V

Sigma

501-98-4
HOC,H,CH=CHCOH
164.16

01 MAY 2014

SPECIFICATION

OFF-WHITE TO TAN
POWDER

298.0 %

COLORLESS TO YELLOW
CLEAR

S50MG/ML, ETHANOL
CONFORMS TO STRUCTURE

il ooy

Dr. Claudia Geitner
Manager Quality Control
Buchs, Switzerland

3050 Spruce Street, Saint Lous, MO 63103 USA
Emall USA: tachservi@sial com Outside USA: eurtachservi@sial. com

RESULT

FAINT TAN
POWDER

99.8 %

YELLOW

CLEAR

SOMG/ML, ETHANOL
CONFORMS
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Apéndice H. Certificado de analisis de cafeina

W sigmaaldrichi.com

Certificate of Analysis — Certified Reference Material

Product ma.:

Lot ma,:
Description of CRM:
Expiry date:
Storage:

Certificate version:

Chemical formula:
Molecular mass:
CAS Mo.:

CAFFEINE

PHR 10:0r5- 15

LRACH115

Wihite Powdar

30 Nowvember 2023

Rogm Temperatere’ Protect from Light
LRACAL11S, 1 (Nove: Cavtlficaten ooy b o prited chow to
Elavernac cpedal Lot Ohavages or the avallaliiity of e cita
ek o webeatie O ey vy 5 el - i i T i v e e
CEATETE FEVRGVE

CaHyoMaly

16,2

38-0E-02

CHy

J
7
™

Hx'l'_‘-,\“
]

L

CH,

Cartified Purity + assodated unoartaimty U, U=k u (k=) [Mass Balanca,

basis}

CAFFEINE

99.96 % Worm = + 0.7 %, k = 2.0 (Mass Balance fas is basis)

Metrological tracea bility:

Measurement method:

Intended use:
M irvum sample siDe:

Instructions for handling
and cormect use:

Health and safety
imfarmation:

Accoreditation:

Certificate issue date:

Traceable to the S and higher grder standards from NIST through an wnbroken
chain of comparisons, Additicnal taceability te Primary Standards is established
throwgh ocomparative asshy determinations, See "Details on metnodogical
traceability” on page 2.

Where applicable, the cedtified value is based on a parity determination by mass
balance, Sese “Certification process details” on page 3.

I ntended for RED and Analytical Use only, Not for dreg, housshald or other uses .
20 mg

Do not diry, wse on the as is basis, The intemal pressure of the container may be
slightly differant from the atmospheric pressere at the uSer's location. Open

skywly and carefully 1o avold dispersion of the matenial, Attachment of a 20 mm
alpminuem orimp seal ecommended fior unused portions ,

All chemical reference materials shouwld be considered potentially hazandows and
should be vsed only by gualified laboratory personnel, Please refer to the Safety
Data Sheet for detailed information about the nat wre of any hazard and appropriate
precauvtions bo e taken,

Sigma-aldrich RTC s acoredited by the US accreditation authosdty ANAB as a
registered reference matenal producer AR-14 70 in accordance with [S0 17034,

D+ Febvrwary 20200

by &

[eured y Chirmariegen § Cliin gy Contea ]

wfh"

| et et iyl ol Aussuiraen o ||

Higrra-Aldrich BT, 1931 Scddier Sprirgs B, Lammie, W 80070, LSS ;
Tl § 307 F42-545F; Fan | IOF-ESEST1-9F 11 waw s grnaakdeic bosen
Higrra-Aldnch BT is 4 subadiary of Merck KGas, Carmrmtadt, Germmacy.
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Packaging: 1 g in amber vial
Detalls on metral ogical This standard has been gravimetrically prepared using balances that have been
traceabil ity: fully qualified and calibrated to IS0 17025 requirements. All calibrations utilize

NIST traceable weights which are calibrated externally by a qualified 150 17025
accredited calibration laboratory to NIST standards, Qualification of each
balance includes the assignment of & minimum weighing by a gualified and 150
17025 accredited calibration vendaor taking into consideration the balance and
installed environmental conditions to ensure compliance with USP tolerances of
NHMT 0.10% relative error, Fill volume to predetermined spedfications is
gravimetrcally verified throughout the dispensing process using gualified and
calibrated balances, Further traceability to a corresponding Primary Standard
may be achieved through a direct comparison assay. Where a Primary Standard
is available, the assay value will be included in the specified section of the COA.

Assoclated uncertalnty: Uncertainty walues in this document are expressed as Expanded Uncertainty
[Ucmra) corresponding to the 95% confidence interval, Ueem is derived from the
combined standard uncertainty multiplied by the coverage factor k, which is
obtained from a r-distribution and degrees of freedom. The components of
combined standard uncertainty include the uncertainties due to characterzation,
homogeneity, long term stability, and short term stability (transport). The
components due to stability are generally considered to be negligible unless
otherwise indicated by stability studies.

Traceability Assay:

Comparative assay demonstrates direct traceability to Pharmacopeial Standards

ASSAY vs. USP REFERENCE STANDARD (as is basis)

ASSAY VALUE ¥s. USP LOT
99.3 % RO4330
Labeled Contert = 0.998 ma'mg

ASSAY vs. EP CRS (as is basis)

ASSAY VALUE vs. EP BATCH
9B.0 % 4.0
Labeled Cantent = 99.9 % CaHuMa0y

ASSAY vs. BP CRS (as is basis)

ASSAY VALUE
99.5 % 3271
Labeled Content = 99.9 % of CaHwuhNaOy

Method: HPLC {(ref.: Caffeine, Current Compendial Monographs )

Caolumn: Ascentis Express CL1B, 150 mm x 4.6 mm x 5 pm

Maobile Phase: 0.82 g/L Sodium Acetate (pH to 4.5 wfglacial acetic add), THF, Acetonitrile
Maobile Phase Ratio: 95.5:2:2.5

Flow Rate: 0.8 mL‘min

Calumn Tempemture: 30 °C

Injection: 10 pL

Dwrtectar: 275 nm

.Fl.e_.p_l.r-esentatiue Chramatogram frorm Lot: LRACA115 vs USF/EF/BP Assay Analysis

&

=
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L]
Certification process details:
The certified purity is determined by mass balance and calculated as

100 —TCH (00— Lom (100 - H207 (100 - B0 (1040 — RS}
LWy 1M} 1M} 10} 1060

% Purity = | )« 100%

TCI = Total Chromatographic Impurities

LOD = Loss an Drying

H: O = Water content determined by Karl Fischer analysis
ROl = Residue on Ignitan

RS = Residual Solwvents

Methods for impurity determination may be added or deleted as required. The following techniques are applied:
CHROMATOG RAPHIC IMPURITY ANALYSIS

METHOD: HPLC (ref.: Caffeine, Current Compendial Monographs )
See HPLC Assay for Method Parameters

Impurities Detected :

Irmpurity F: 0.03 %

Tatal Impurities: 0.03 %

Representative Chromatogram from Lot LRACA11S Impurity Analysis
) ?
- &
~ 4

RESIDUAL SOLVENTS

Method: GC-MS Headspace (ref.: adapted from Residual Solvents USP =467 =)
Column: SPB-624

Carrier gas: He

Flow: 1.2 mLfmin

Split Ratio: 1:5

Injection/Temperature: 1 mLf220 *C

Temperature Program: 40 °C for 5 min, 8 *C/min to 200 °C, hold 5 min

Solvents Detected: Mone

LOSS ONM DRYING/VOLATILES
Method: B0 2T for 4 hours (ref.: Curment Compendial Managraphs)
Mean of three measurements, Lass = 0,006 %

RESIDUE AMALYSIS

Method: Sulfated Ash (ref.: Current Compendial Monographs)
Sample Size: ~ 100 mg

Mean of three measurements, Residue = 0.004 %

CERTIFIED PURITY BY MASS BALANCE

99.96 % Usw = + 0.7 %, k = 2.0
(as is basis)

Centificate Page 3 of & Certificate version 01
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Hom ogeneity assess mant: Homogeneity was assessed in accordance with IS0 Guide 35. Completed units
wemne sampled using a random stratified sampling protoool. The results of
chemical analysis wene ther compared by Single Factor Analysis of varance
(AMOWVA)., The uncertainty cue 1o homogensity was derved from the ANOVA,
Hetersgenaity was notdeteciad under the conditions of the ANONWA,

Analytical methad: HPLC
Sarmph size: 20 mg

Stadility assess ment: Significanoe of the statility assessment will be demanstrated if the analytical
result of the study and the -ange of values represented by the Expanded
Uncertainty do not oveslap e result of the original assay and the mnge of its
values represented by the Expanded Uncertainty. The method emplaoyed will
usually be the same mathod used to characterize the assay value in the initial
evaluation.

Long Term Stability Evaluation - An assessment, or re-test, versus a
Compeidial Reference Standard may be scheduled, within the 3 vear
anniversary date of a releaze of a Secondary Standard. The me-test interval will
be determined on a case-by-case basis. Short Term Stability Study - It is useful
to assess stability under reason ably anticipated, short termm transport conditions
by simulating exposure of the product to humidity and semperature stress. This
type of study is conducted under contralled conditions of elevated tempeature
and humidity,

Idhen tification Test:

INFRARED SPECTROPHOTOMETRY (Comparative identifiaation analysis demaonstrates direct traceability to
Pha-rmacopeial sandards)

PER1009 o Yonn AV
| "
USP W{'f’vf
:.__ ) e N r.—~-~.--'.. .--“uf
r =P |'| 'l| || I ||| llu'r" Iﬂr
v/ J
BF | | AV |
4000 3500 3000 2500 ] 2000 1500 1000 650
cImn=

PHELOOS LRACALLS v USSP RO4330JEP Batch 4,0/BP Batch 3271
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Indicative Values:
MASS SPECTRUM

Method: HR-QTOF; 4.0 kW E5I+; temperature: 325 °C

=109

E_
5]

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Theoretical value: 2170201 myz

The signal of the MS spectrum 15 consistent with the theometical value and its interpretation i conslstent with the
structural farmmula,

MELTING POINT

Specification: 234-239 °C (EP)

Mettler Toledo FP900 Thermosystem with FFE1 Measuring Cell
Mean of three measurements = 236.9 °C

Certificate of analysis revision history:

Certificate version Date Reason for version
LRAC4115.1 04 February 2020 Original Release
Disclaimer:

The purchaser is required to determine the suitability of this product for any particular
application. Sigma-Aldrich RTC makes no warranty of any kind, express or implied, other than
its products meet all quality contral standards set by Sigma-Aldrich RTC, We do not guaran bee
that the product can be used for any particular application,

Thee wikrart M, Supeico, Trace(ERT arnd Sigrma-Aldich ane racermarks of Merds GRS, Darmetad, Germany o i afliates.
Al cbFer rackermarks are thee property of Thile respeec e owners.

Detaled information on trademanks is available via publidy scoessible resources

B 2018 Merdk KGah, Dammstadk, Germany andfor its afiliates . Al Rights Resersed,

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
gperates as MilliporeSigma in the US and Canada.
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