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Resumen
Para la determinacién de acidez en el café el método oficial AOAC 920.92, utiliza una
maceracion durante 16 horas, este tiempo prolongado dificulta la toma de decisiones para la
cosecha y proceso de fermentacion del café. Por tal motivo, el objetivo de la presente
investigacion fue desarrollar un método que permita medir la acidez de cerezo de café en
menor tiempo, luego de realizar una busqueda de informacién no se ha encontrado técnicas
disponibles para determinar el contenido de acidez en un tiempo menor. Se optimizaron las
variables de solvente, temperatura y tiempo, mediante la metodologia de superficie de
respuesta, se establecié la acidez como variable de respuesta. EI mejor método para la
extraccién de acidos organicos, fue la extraccién asistida por ultrasonido (UAE) siendo las
condiciones Optimas: tiempo de extraccién 150 min, solvente 100% agua y temperatura de
70 °C. Por lo tanto, este es el primer estudio que permite cuantificar la acidez, en el que se

obtuvo como valor maximo de acidez de 5.50 + 0.15 mL de NaOH 0.1 M/100 g y pH de 5.65.

Palabras clave: Cerezo de café, ultrasonido, fermentacién, 4cidos organicos, acidez

titulable.



Abstract

For the determination of acidity in coffee, the official AOAC 920.92 method uses
maceration for 16 hours, this long time makes it difficult to make decisions for the coffee
harvest and fermentation process. For this reason, the objective of the present investigation
was to develop a method that allows measuring the acidity of coffee cherry in less time, after
conducting a search for information, no available techniques have been found to determine
the acidity content in a shorter time. Solvent, temperature and time variables were optimized
using the response surface methodology, acidity was established as the response variable.
The best method for the extraction of organic acids was ultrasound-assisted extraction (UAE),
with optimal conditions: extraction time 150 min, solvent 100% water, and temperature 70 °C.
Therefore, this is the first study that allows quantifying acidity, in which a maximum acidity

value of 5.50 = 0.15 mL of NaOH 0.1 M/100 g and pH of 5.65 was obtained.

Keywords: Coffee cherry, ultrasound, fermentation, organic acids, titratable acidity.



Introduccion

El café es un producto ampliamente consumido en el mundo (Abalo, 2021), el cual se
caracteriza por su excelente aroma y sabor (Elhalis et al., 2021). En el afio 2019 se
comercializ6 10 billones de toneladas a nivel mundial (FAO, 2019). En el mercado actual el
precio del café depende de su calidad sensorial. Para que un café sea considerado de
especialidad, el resultado de la evaluacion sensorial debe alcanzar un puntaje mayor a 80
puntos segun la escala de SCAA (Guambi et al., 2017). Cafés con esta calidad pueden llegar
a costar mas de 100 ddlares la taza (200 mL) (Anecafé, 2021). Sin embargo, para alcanzar
este puntaje, se debe cosechar solo frutos maduros y tener un control riguroso en el proceso
de post-cosecha, especialmente en la etapa de fermentacion (Batista et al., 2020).

El estado de madurez del fruto del cafeto, se determina en base al color del cerezo,
la concentracion de sdlidos solubles y la acidez (Carvajal et al., 2011). Estos parametros
dependen de la concentracion de carotenoides y antocianinas, azlcares y acidos organicos,
respectivamente (Marin et al., 2004). Se recomienda cosechar el café cuando presente un
color de Orange-Red Group N34-A, 13.96 a 24°Brix y una acidez cercana a 8.3 mL de NaOH
0.1 M/100 g (Figueroa & Vargas, 2016; Marin et al., 2004; Martinez et al., 2017).

Respecto a la fermentacion, los microorganismos del mucilago con la ayuda de sus
enzimas pectoliticas que oxidan una parte de los azUcares, producen energia (ATP) y otras
sustancias como alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, dioxido de carbono y especialmente
acidos organicos (Cérdova & Guerrero, 2016; Prieto et al., 2013; Schwan et al., 2012). Estos
compuestos son responsables de la calidad final del café (Avallone et al., 2001; Kipkorir et
al., 2015), al punto que una sobrefermentacion puede ocasionar un café de muy baja calidad.
(Hameed et al., 2018; Mazzafera, 1999). En este sentido, la acidez es un parametro que se
debe monitorear constantemente durante el proceso de fermentacion (Barbosa et al., 2019;
Lee et al., 2015; Pereira et al., 2021).

Estudios previos han utilizado el método oficial AOAC 920.92 Acidity (Total) of

Roasted coffee para cuantificar la concentracion de acidos organicos en el café (Kinyua et al.,



2017; Mazzafera, 1999; Pereira et al., 2021; Ramalakshmi et al., 2007). Sin embargo, esta
metodologia incluye un proceso de extraccion por 16 h (Official Methods of analysis of AOAC
International, 2019), lo que impide tomar decisiones oportunas, que permitan evitar pérdidas
econdmicas por una sobrefermentacion. Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue
desarrollar un método que permita medir la acidez del café en un tiempo mucho menor.

Al desarrollar un método totalmente nuevo se encontraron dificultades en el desarrollo
del presente trabajo de investigacion, dado la escasez de informacién en bibliografia, sin
embargo, para contrarrestar esta problematica, se realizaron varias pruebas bajo diferentes
condiciones.

El presente trabajo de titulacion esta organizado en tres capitulos, en el capitulo uno
se presenta la revision bibliogréafica respecto a las generalidades del café y parametros fisico
guimicos. En el capitulo dos se describe la metodologia empleada para la extraccion de
acidos organicos del café; en el capitulo tres se realiza un analisis de resultados y discusiéon
de los mismos con datos bibliograficos y finalmente se describe las conclusiones y
recomendaciones para préximas investigaciones. Cabe indicar que, este método permitira la

toma de decisiones en menor tiempo en el proceso de cosecha y fermentacion del café.



Capitulo uno
Marco tedrico

1.1 Café
El café ( Figura 1) es una semilla originaria del arbol del cafeto, que pertenece a la

familia de las Rubiaceas y al género Coffea, pero la produccion de los cafetos segin Huanca
(2018) se da en dos de sus especies como son Coffea arabica y canephora. Se originé en la
provincia de Kaffa del sudoeste de Etiopia donde las plantas se daban de forma silvestre, las
mismas se llevaron al sur de Arabia y se cultivaron en el siglo XV. La difusion y eleccién de
la especie fue llevada a cabo por los arabes, los cuéles introdujeron en la provincia de Yemen
probablemente a finales del siglo XVI. Luego en el afio 1700 las plantas de café de Yemen
fueron introducidas por los holandeses en Indonesia. De igual manera, algunas décadas mas
tarde se propagd en América Central y del Sur (Espinosa 2019; Téllez 2016).

Figura 1l

Granos de cerezo de café




1.2 Clasificacion

El café de origen botanico cuenta principalmente con dos especies, como son Coffea
arabica y Coffea canephora o robusta, y algunas especies menos consumidas como, Coffea
excelsa y Coffea liberica. A continuacioén, se describen las especies mas representativas:
1.2.1 Coffea arabica

Es la especie mas significativa hoy en dia, representa un 70% de la produccion de
café, constituyéndose en un café de calidad. En la Tabla 1, se puede apreciar las
caracteristicas de las diferentes variedades de esta familia.

Tabla 1

Variedades de Coffea arabica

Variedad Caracteristicas
Moka Granos pequefios e irregulares
Tipica Café sensible a enfermedades y plagas
Canturra Desarrollo rapido y tiene buen rendimiento
Catuai Réapido rendimiento
Kent Muy resistente
Armella Su nombre es gracias al color de su grano
Maragogipe Grano grande, resistente a enfermedades

Nota. Adaptado de Huanca (2018)

Ademas, la especie Coffea arabica es muy resistente y de alto rendimiento, lo que
justifica su mayor cultivo.
1.2.2 Coffea canephora o robusta

Esta variedad de café se produce en lugares con bajas altitudes, es resistente a
cambios climéaticos como las fuertes lluvias y altas temperaturas, los frutos son pequefios y
ademas es menos aromatico. Por otra parte, los granos de café verde contienen mas cafeina
y son mas &cidos (Herrera 2018).
1.2.3 Composicion quimica de los granos de café

El café verde esta compuesto quimicamente de carbohidratos (58-59%), proteinas

(11.5-11.8%), acidos clorogénicos (6.5-10%) y minerales (4.2-4.4%) (Calle 2011).En la Tabla



2, al mismo tiempo se indica el porcentaje de cada uno de ellos se muestra la composicion

guimica de los granos verdes de la especie arabica y robusta.
Tabla 2

Composicion de los granos de café crudo (Porcentaje)

Componente Coffea arabica (%) Coffea robusta (%)
Cafeina 1.2 2.2
Minerales 4.2 4.4
Potasio 1.7 1.8
Lipidos 16 10
Trigonelinas 1 0.7
Proteinas 115 11.8
Acidos alifaticos 1.4 1.4
Acidos clorogénicos 6.5 10
Glucésidos 0.2 0.5
Carbohidratos 58 59

Nota. Adaptado Calle (2011)

Los granos de Coffea arabica contienen mayor cantidad de lipidos, mientras que la
especie Coffea robusta se caracteriza por contener cafeina, minerales y acidos clorogénicos
en mayor proporcion.

1.3 Produccién de café a nivel mundial

De acuerdo a la Organizacion Internacional del Café, la produccion mundial se redujo
0.9% es decir a 168.71 millones de sacos de 60 kg en el afio 2019, lo que representa un valor
de diez billones de toneladas como se muestra en la Figura 2 (FAO, 2019).

Figura 2

Produccién de café verde a nivel mundial 2001-2019
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A nivel mundial la produccion de café arabica es mayor que la de café robusta, siendo
12.554,47y 11.749,72 millones de sacos de 60 kg, respectivamente (Sanchez et al., 2019).
1.4 Produccién de café en el Ecuador

En Ecuador, la produccién de café ha disminuido de manera significativa desde el
2001, donde se producia 164.7 mil toneladas a 8 mil toneladas en el 2019 como se muestra
en la Figura 3, esto fue debido a que los productores han sustituido las plantaciones de café
por plantas frutales, cacao y pastizales mostrando en el 2019 un rendimiento de 2.258
hectogramos/hectarea (hg/ha); en comparaciéon al afio 2001 la produccion se redujo en 59%,
puesto que en ese afio se presentd un rendimiento de 5.561 hg/ha (FAO, 2019).

Figura 3

Produccion de café verde en Ecuador 2001-2019
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1.4.1 Precio del café verde en Ecuador

El precio del café verde ecuatoriano (Figura 4), en el afio 2001 estaba rondando entre
1090$US/tonelada. A partir, del afio 2002 sufri6 una disminucién llegando a costar 700
$US/tonelada; esto fue debido a que existié una sobreoferta mundial. Y peor aun, para el afio

2019 su precio bajo hasta llegar a 269 $US/tonelada (FAO, 2019).



Figura 4

Precio del café verde en Ecuador 2001-2019
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Nota. Adaptado de FAO (2019)

Sin embargo, el café puede llegar a costar hasta $ 100 por libra, debido a la calidad
gue este puede tener y al buen manejo que se le da, tal es el caso, de la finca Loma Cruz
ubicado en la provincia de Pichincha donde cultivan café de la variedad Tipica-Sidra mediante
el proceso de lavado; el mismo que logré estar entre los mejores lotes del concurso de la
Gltima edicion de la taza dorada del afio 2021 (Anecafé, 2021).

1.5 Parametros fisico quimicos del café
1.5.1 pH

El pH es un parametro fisico quimico importante que refleja las condiciones quimicas
de una solucién, puede controlar la disponibilidad de nutrientes, las funciones bioldgicas, la
actividad microbiana y el comportamiento de los productos quimicos. En la industria
alimentaria es muy importante, se utiliza principalmente para comprobar la calidad, controlar
la actividad microbiana, controlar el sabory para prolongar la vida util de los alimentos (Martin

& Moss, 2000).
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1.5.1.1 Tabla de escala de pH. Los valores de pH estan entre 0 y 14; una sustancia
es &cida cuando su pH esta entre 0 y < 7, una sustancia es basica o alcalina cuando su pH
esta entre >7 y 14 y una sustancia es neutra cuando su pH es 7, es decir no es ni acido ni

basico como se presenta en la Figura 5 (Blanco &Carbajal, 2013).

Figura 5

Tabla de escala de pH

Acido Alcalino
A

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Neutro

Nota. Adaptado de Shakeel (2020)

1.5.1.2 Equipos para medicion de pH. El pH se determina leyéndolo directamente
con un pH-metro (Figura 6). Por lo tanto, es un analisis simple y rapido. Sin embargo, con
grandes cantidades de muestra, los analisis de pH y acidez tienen mayor duracion debido al
tiempo necesario para ejecutarlos, debido principalmente por la preparacién de la muestra
(Araujo et al., 2020).

1.5.1.3 pH-metro. Es un instrumento que mide la actividad del ion hidrégeno en
soluciones acuosas, indicando su grado de acidez o alcalinidad expresada como pH, se utiliza
en muchas aplicaciones que van desde la experimentacion de laboratorio hasta control de

calidad.
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Figura 6

Medidor de pH
]
» v

=t

1.5.1.4 pH del café. El café esta sujeto a cambios fisicos, quimicos y organolépticos
gue afectan la calidad del producto final; el valor del pH puede ser indicativo de cambios en
los granos de café, como fermentaciones indeseables que pueden ocurrir antes o después
de la cosecha del mismo (Araujo et al., 2020). El valor de pH del café tostado debe estar entre
4.9y 5.2, si el café tiene un valor de pH por debajo de 4.9, tendra un sabor demasiado agrio
y por encima de 5.2 serd mas amargo. En la Tabla 3, se presenta valores de pH de café
reportado por varias investigaciones (Valencia et al., 2015).

Tabla 3

Valores de pH en el café

Muestra pH Referencias
Mucilago 35-39 Cérdenas y Pardo (2014)
Pulpa 4.4 Andrade (2018)
Verde 5.9 Perez (2016)
490-5.2 Espinosa (2019)
Tostado
55 Perez (2016)

En la investigacion sobre la evaluacion de los cambios fisicos y quimicos en el proceso
de maduracién de los granos de café; el café en estado verde present6 lo valores mas altos
de pH desde 5.17 hasta 5.22. Por el contrario, a partir del dia 203 de floracion la variable
disminuy0, siendo el valor mas bajo para un café sobremaduro, transcurridos 224 dias como

se muestra en la Figura 7 (Marin et al., 2004)
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Figura 7
Comportamiento del pH de la pulpa de café de acuerdo con los dias transcurridos después

de la floracién

53
5,2 - =
51

349
4,8
4,7 ¢
4,6

4,5
182 187 192 197 202 207 212 217 222 227
Dias de floracion

Nota. Tomado de Marin et al. (2004)

1.6.1 Acidez

Official methods of analysis of AOAC International (1995) define a la acidez como el
grado de una sustancia que describe su capacidad de donar protones, los cuales son capaces
de acidificar una disoluciéon acuosa. Ademas, nos dice que la acidez titulable es el indicador
gue expresa el contenido de acidos libres en una matriz, el cual se expresa como el porcentaje
del acido predominante de la matriz.

1.6.1.1 Equipo paramedicion de acidez. Tanto la acidez como el pH son pardmetros
de fundamental importancia para el control de la calidad de la materia prima y productos, hoy
en dia la utilizacion de equipos automatizados permite llevar a cabo valoraciones mas
precisas, ademas de la obtencién de resultados con menos errores.

1.6.1.2 Bureta digital Mettler Toledo. La bureta digital Mettler Toledo (Figura 8) es
un equipo eficiente y seguro, debido a que esta disefiado para aportar una sensacién de
sencillez en el trabajo cotidiano en el laboratorio; ademas ofrece resultados rapidos vy

precisos, se ajusta a la normativa.
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Figura 8

Bureta digital Mettler Toledo

1.6.1.3 Acidez del café. La acidez del café estd vinculada con el nivel de pH vy
depende del nivel de tostado, si se le ha afiadido agua para lavarlo. Ademas, la acidez y pH
tienen una caracteristica comun, ya que el pH nos ayuda a determinar qué tan acido o alcalino
resulta el café. En la Tabla 4 se puede observar valores de acidez de café tomado de varias
investigaciones (Franca et al., 2005).

Tabla 4

Valores de acidez en el café

Acidez titulable

Tipo de café Referencias
(mL NaOH 0,1N/100g de muestra)
8.13 Figueroa y Vargas (2016)
Pulpa )
9.05+1.9 Espinosa (2019)
Verde 7.03 Marin et al. (2004)
Tostado 8.04 £0.14 Perez (2016)

La acidez es una de las caracteristicas quimicas que se debe medir durante el proceso
de maduracion del café, en la Tabla 5 se muestra como a medida que va transcurriendo la

etapa de maduracion el valor de la acidez va aumentando.
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Tabla 5

Acidez titulable de la pulpa de los frutos de café para diferentes estados de maduracion

Estado Dias después de la Acidez Titulable
floracién (mL NaOH 0,1N/100g de muestra)
Verde 1 182 9.4
Verde 2 189 6.0
Verde 3 196 5.7
Verde
amarillo 203 51
Pinton 210 6.7
Maduro 217 11.4
Sobremaduro 224 21.5
Seco 231 38.9

Nota. Adaptado de Marin et al. (2004)
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Capitulo dos
Metodologia y materiales

2.1 Muestra

Se recolectaron frutos de café (Coffea arabica L.) variedad Tipica (Figura 9),
proveniente de la Provincia de Zamora Chinchipe, Cantén Centinela del Condor a 833 msnm.
Una vez recolectados las muestras, se sumergieron en agua con la finalidad de eliminar los
granos de baja densidad, debido a que son inmaduros, malformados y/o brocados (de Sousa
et al., 2021). A continuacion, para eliminar cualquier impureza se lavé la muestra con
abundante agua potable.

Figura 9

Muestra de café cerezo

2.1.1 Reactivos

Para la determinacion de acidez se us6 hidroxido de sodio, la preparacion de este
reactivo se presenta en la Figura A 1 (Apéndice A), el cual fue estandarizado con ftalato 4cido
de potasio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) seguidamente colocado en la bureta digital
(Figura A 2) Los reactivos utilizados en la calibracion del titulador automatico fueron:
soluciones buffer 4, 7 y 10 (Thermo Fisher, Scientific, Estados Unidos). Por otra parte, para
la evaluacién de la exactitud del método se utilizé acido citrico (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania).
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2.2 Optimizacién del proceso de extraccion de acidos orgénicos

Para la optimizacion del proceso de extraccion se emple6 la metodologia superficie
de respuesta (RSM) con un disefio experimental de Box-Behnken. Disefio que permite
optimizar de manera rapida, eficiente y econdmica cuando se requiere estudiar el efecto de
tres 0 méas variables (Bezerra et al., 2008). Como técnicas de extraccion se evaluaron la
extraccién asistida por ultrasonido (Figura 10) y maceracion dindmica. Las variables
independientes experimentadas fueron, tiempo de extraccion (20-70 min), concentracion del
disolvente etanol-agua (0-100%) y temperatura de extraccion (25-70° C). Como variable
dependiente o de respuesta, se selecciond la acidez.

Figura 10

Equipo de ultrasonido

w

Las extracciones asistidas por ultrasonidos se realizaron en un bafio de ultrasonido

(Fisher Scientific, FS60D, California, Estados Unidos) con una frecuencia de 42 kHz y a 100
W de potencia y su acondicionamiento se muestra en la Figura A 3. Luego de despulpar, se
pesé 5 g de café en un tubo centrifuga, y se agregé 40 mL de solvente. En cambio, para la
maceracion dinamica se utiliz6 un bafio maria provisto agitacion magnética (IKA, RO15,
Medellin, Colombia) a 80 rpm como se muestra en la Figura 11.

Figura 11

Bafio maria con agitacion
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En este caso, en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se pesé 5 g de muestra, dentro
del mismo se coloc6 un magneto de 2.3 cm, se adicion6 40 mL de solvente y se cubrié con
parafilm. Las diferentes combinaciones de las variables evaluadas, se presentan en la Tabla
6.

Tabla 6

Disefio de Box-Behnken para optimizar la extraccién de &cidos organicos

Acidez titulable
Proporcién de

Temperatura Tiempo
solvente ) (mL NaOH 0.1N/100 g)
(°C) (min)
(%EtOH)
UAE Maceracion dinamica

25 0 45 3.49 3.77
47.5 100 70 4.42 4.05

70 50 70 5.03 5.05
47.5 100 20 4.02 3.58
47.5 0 20 3.65 4.5
47.5 50 45 4.15 4.61
47.5 50 45 3.74 4.2

70 100 45 6.00 4.48

25 50 20 2.92 3.41
47.5 50 45 4.33 4.00

25 100 45 3.95 2.58

25 50 70 3.52 3.63
47.5 0 70 5.45 5.99

70 50 20 4.42 4.77

70 0 45 5.69 5.98

Condiciones 6ptimas
Predicha 6.24 6.09 + 0.39
70 0 70
Observada 6.55 5.92 £0.37

Ademas, para comparar los resultados, se analiz6 la acidez del café con el método
oficial AOAC 920.92 Acidity (Total) of Roasted coffee (Official Methods of analysis of AOAC

International, 2019).
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2.3 Determinacion de la acidez

Para determinar la acidez se utiliz6 un equipo de titulacion (Mettler Toledo DL15,
Zurich, Suiza) empleando una solucién valorante de NaOH 0.1 M. Para lo cual, el extracto
obtenido fue filtrado y colocado en un vaso de precipitacion de 250 mL, al cual se le adicion6
150 mL de agua destilada y se procedi6 a la valoracion hasta que el extracto alcance un pH
8.2. Los resultados se expresaron en mL de NaOH a 0.1 M/100 g de muestra.
2.4 Validacion del método
2.4.1 Repetibilidad

Se pesaron 630 g de café, luego se procedié a despulpar la cereza de café con la
ayuda de una despulpadora mecanica (Firmar, 1/5, Medellin, Colombia). Se colocé la muestra
en boecos previamente esterilizados y se realizé fermentacion anaerobia (Figura 12) con
trampas de aire, a temperatura ambiente durante 24 horas. Considerando que la acidez del
grano de café aumenta en el proceso de fermentacion, después de haber transcurrido este
tiempo se almacenaron a -20 °C, para que la acidez no cambie y asi disponer de una muestra
estable (Cordova & Guerrero, 2016). Para evaluar la repetibilidad del método, un soélo
operador analizé la muestra de café con las condiciones éptimas (UAE, 70 °C, 150 min and
0% EtOH) en cuatro dias diferentes, repitiendo el andlisis por 10 ocasiones. La repetibilidad
se evalué mediante un analisis de varianza (ANOVA), prueba de rangos multiples de Tukey,
con un nivel de significancia p > 0.05.

Figura 12

Fermentacion de café cerezo

1000ml!
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2.4.2 Exactitud

Se colocd en tubos centrifuga 5 g de muestra fermentada, se adicion6 1 mL de
solucioén de acido citrico (3.5 mg/mL), se afiadié6 40 mL de agua destilada y se realizé la
extraccion utilizaron las condiciones éptimas. El resultado se evalué mediante el porcentaje
de recuperacion.
2.4.3 Limite de deteccién y cuantificaciéon

El limite de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) se calculé6 mediante el andlisis de
10 blancos (Shrivastava, 2011) .Utilizando las siguientes ecuaciones (1y2):

Ecuacion 1

Férmula para el calculo del limite de deteccion

LOD = X, + 35,

Ecuacion 2

Férmula para el calculo del limite de cuantificacion

LOQ = X, + 10S,,
Donde:
Xpi=Concentracion media del blanco
Sphi= Desviacion estandar
2.5 Caracterizacion fisicoquimica del café cerezo

Una vez optimizado el método, se lo utiliz para caracterizar muestras de café verde
con diferentes estados de madurez. Adicional a la acidez se midi6: pH, color y sélidos
disueltos. El pH se midié con un equipo de titulacién (Mettler Toledo, DL15, Zurich, Suiza). La
clasificacion de colores se realizé utilizando cartas de color (Royal Horticultural Society, Reino
Unido), y un colorimetro digital (Konika Minolta, Japén), el mismo que se presentdé en una
escala L*a*b*. Los sélidos disueltos del café se midieron segun el método de la AOAC 932.12
Solids (Soluble) in Fruits and Fruit Products (Official Methods of analysis of AOAC
International, 2019), con un refractometro digital (Mettler Toledo, 30PX, Schwerzenbach,

Suiza).
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2.6 Andlisis estadistico
Los datos obtenidos de las caracteristicas fisicoquimicas del café se presentaron
como medias de desviacion estandar. Para determinar si existe diferencia en la acidez del
grano se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de rangos mudltiples de
Tukey, y las diferencias se consideraron significativas en p > 0.05. Para todos los analisis

estadisticos se utiliz6 el software MINITAB 16 (PA, USA).
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Capitulo tres
Resultados y discusion

3.1 Optimizacién del proceso de extraccion

La extraccion de &cidos organicos depende de condiciones como: técnica de
extraccion, solvente, tiempo, temperatura, relacién solvente-muestra, tamafio de particula de
la muestra, entre otras (Silva et al., 2007). De estos pardmetros, en el presente estudio se
optimizd el solvente de extraccion, la temperatura y el tiempo. Respecto al solvente de
extraccién, teniendo en cuenta que el método AOAC 920.92 Acidity (Total) of Roasted coffee,
utiliza como solvente etanol al 80%, se seleccion6 como solventes de extraccion aguay etanol
en proporciones de 0 a 100%. Ademas, estos solventes tienen la ventaja de ser seguros,
econdmicos y mayor extraccion de los acidos organicos de interés (TomSik et al., 2016). Para
la temperatura, se evalué el rango completo de operacion de los equipos (25 a 70°C). Cabe
indicar, que a 70 °C se evita la degradacion de acidos organicos (Robles & Ochoa, 2012).
Con relacién al tiempo de extraccion, considerando que el equipo de ultrasonido reduce el
tiempo de extraccion en comparacion con otros métodos de extraccién (Ghafoor & Choi,
2009), se evalud en un rango entre 20 a 70 min. Como técnicas de extraccion se emplearon
la maceracion dinamica y la extraccion asistida por ultrasonidos. Como variable respuesta se
selecciond la acidez titulable. En la Tabla 6, se detallan las distintas condiciones ensayadas,
de acuerdo a la metodologia de superficie de respuesta, con el disefio de Box-Behnken.

Para la extraccion asistida por ultrasonido (UAE), se encontrd que la temperatura,
tiempo y la relacion cuadratica del solvente tienen efecto sobre la acidez (Apéndice B). En la
Figura 13 (ay c), a consecuencia del efecto cuadratico del solvente, se evidencia que la tasa
de extraccion tiene sus valores maximos con solventes de extraccion puros (etanol y agua),
disminuyendo considerablemente con una relacién del 50 %EtOH. Este resultado concuerda
con el encontrado por Fernandez et al. (2022), quienes utilizaron los mismos solventes, para
extraer acido citrico de la piel de naranja y reportaron que 100% agua es el mejor solvente.

Ademas, en la investigacion de Daneshfar et al. (2012), mencionan que algunos acidos
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organicos (citrico, malico, malénico) son mas solubles en agua que en etanol. Por otra parte,
en la Figura 13 (b) se puede comprobar el efecto lineal positivo de la temperatura y tiempo
de extraccion. En cambio, para la maceracion dinamica (DM) se identificé efecto lineal para
las tres variables independientes (Apéndice C). En la Figura 13 (d, e y f), se puede observar
gue a medida que se incrementa la temperatura, tiempo, y concentracion de agua en el
solvente de extraccion, la acidez aumenta. El disefio empleado permiti6 obtener modelos
matematicos cuadrético (Ecuacion 3) y de primer orden (Ecuacion 4) con un buen ajuste para
UAE (p > 0.387) y MD (p > 0.522), respectivamente. Ademas, los coeficientes de
determinacion para cada técnica mostraron que mas del 85 % y 89 % de las variaciones de
las variables son explicadas por el modelo.

Ecuaciéon 3

Ecuacion de la acidez para extraccion asistida por ultrasonido

Acidez = 1.887+0.04029Temp-0.022%EtOH+0.0178Time
Ecuacién 4

Ecuacion de la acidez para maceracion dindmica

Acidez = 2.628+0.03829 Temp-0.01389% EtOH+0.01232 Time
Figura 13

Gréficas de superficie de respuesta

a)

y ©)
s ‘ ] ‘ 50
Acidity ‘
4 100 Addity” Acidity 45 ‘ \
5 50 o 3 | 60 4.0
20 %EtOH \ i
v o S 2

Temp

Nota. Se muestra el efecto de (a) temperatura/EtOH (b) temperatura/tiempo y (c) EtOH/tiempo en la
acidez asistida por ultrasonido, (d) temperatura/EtOH, (e) temperatura/tiempo y (f) EtOH/tiempo sobre

la acidez con maceracién dinamica.
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Asi mismo, los modelos determinaron que las mejores condiciones de extraccion de
los acidos fueron 70 °C, 0 % EtOH y 70 min, para ambas técnicas. Bajo estos parametros, se
encontré una acidez de 6.09 + 0.39y 5.92 + 0.37 mL de NaOH 0.1 M/100 g de café para UAE
y DM, respectivamente. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Hernandez
et al. (2009), quienes optimizaron la extraccion de acidos organicos de la papaya y la pifia, y
sefialaron que la eficiencia del proceso mejora utilizado solvente de extraccion agua, a una
temperatura de 65°C y el tiempo de extraccioén de 60 min. Sin embargo, tal como se muestra
en la Figura 13, no se encontré efecto cuadratico positivo para las variables ensayadas. Por
lo tanto, no se pudo identificar dentro de los rangos ensayados condiciones Optimas. Cabe
indicar, que para el solvente y temperatura de extraccibn no se puede ensayar otras
condiciones, debido a que se trabajé con el rango completo de mezcla de solventes y
temperatura maxima de operacion de los equipos. Ademas, debido a que no existio
interaccion entre los factores temperatura y solvente, a continuacion, sélo se optimizé la
variable tiempo de extraccién, manteniendo fijo 70 °C y 0 % EtOH.

En otras investigaciones han logrado maximar la extraccién de compuestos de interés,
combinando dos técnicas a la vez. Por ejemplo, Gallo et al. (2017) utilizaron la maceracion
con agitacion magnética, seguida de una extraccién con el equipo Naviglio, lo mismo que
permitié incrementar la tasa de extraccion de polifenoles en un 49 %, en comparacién con los
resultados encontrados utilizando las técnicas de extraccion por separado. Asi mismo,
Cravotto et al. (2008) utilizaron la técnica asistida por microondas (MAE) y UAE, para mejorar
la extraccion de compuestos bioactivos (acidos grasos), logrando disminuir el tiempo hasta
10 veces y aumentando el rendimiento en un 50 %. En tal sentido, en la presente investigacion
se evalué si la extraccion con MD seguida la UAE, permite incrementar la eficiencia de
extraccién en un menor tiempo. Para ello, se utilizé un disefio central compuesto, evaluando
como variable el tiempo en cada técnica. En la Tabla 7, se presentan las condiciones que

fueron evaluadas.
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Tabla 7

Extraccion con combinacion de equipos

Maceracion dinamica UAE Acidez titulable
(mL NaOH 0.1M/100 g)

375 375 6.42

534 21.6 5.07

60 375 6.54

21.6 21.6 5.54

15 375 6.07

53.4 53.4 6.58

37.5 60 6.04

375 375 6.25

37.5 37.5 5.83

37.5 15 5.65

37.5 375 5.79

375 375 5.38
Respuesta Predicha Observada
Acidez titulable 6.86 6,87+0.78

(mL NaOH 0.1M/100 g)

Luego de hacer el andlisis de varianza de los resultados encontrados mediante este
disefo, se identifico el gran efecto que tiene la técnica de extracciéon por ultrasonido sobre la
variable de respuesta (acidez), esto también se puede evidenciar en la Figura 14, donde se
ve un incremento considerable del 33 % de la acidez entre los tiempos de 15 a 60 min con
esta técnica. En cambio, para la maceracion dindmica no se evidencio efecto en el tiempo de
extraccién. En base a lo anterior, se descarta el método de maceracién dinamica para la

extraccion de los acidos presentes en el café.
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Figura 14
Graéficos de superficie de respuesta que muestran el efecto combinado de

agitacion y relacion extraccion asistida por ultrasonido sobre acidez

6,5 ‘
Acidez 6,0 !
5,5 ’

s

40

Maceracion Dindmica

Por otro parte, estudios previos revelan que el uso de extracciones sucesivas en la
determinacion de acidos organicos en alimentos como la papaya, la pifia y la uva, mejoran la
eficiencia al posibilitar una reduccion en el tiempo destinado a este proceso (Benmeziane et
al., 2014; Hernandez et al., 2009). En tal sentido, se realiz6 tres extracciones sucesivas de
15 min cada una, con la finalidad de reducir el tiempo de 70 min para UAE (Figura 13). Como
se evidencia en el Apéndice D, sélo hasta la segunda extraccion se mejora la eficiencia del
método. Sin embargo, la acidez de 4.23 + 0.02 mL de NaOH/100 g alcanzada luego de dos
extracciones, es menor en comparacion que el valor obtenido con UAE de 6.09 £ 0.39 mL de
NaOH/100 g con las condiciones de 70 min, 70 °C y 0 % EtOH. Esto puede atribuirse a que
los acidos estan impregnados en el mucilago que rodea el grano de café, el mismo que es
muy viscoso y poco soluble en agua. Pefiuela et al. (2010) en su estudio mencionan que para
la remocién completa de mucilago del café se necesita aproximadamente 16 horas de
fermentacién antes del lavado con agua. No obstante, para caracterizar la materia prima, se
requiere conocer la acidez del grano de café antes de cualquier proceso de fermentacion.

En base a los resultados, es necesario determinar el tiempo éptimo de extraccién

mediante UAE, para lo cual se evalu¢ el efecto del tiempo hasta 180 min sobre la extraccion
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de acidos, manteniendo constante el solvente (agua) y temperatura (70 °C). Como se puede
evidenciar en la Tabla 8, existe un incremento de la acidez para la UAE hasta el tiempo de
150 min. A partir de este tiempo, ya no se evidencia valores diferentes, por ese motivo se
determiné 150 min como tiempo 6ptimo de extraccion.

Tabla 8

Efecto del tiempo sobre la acidez titulable

Tiempo Acidez titulable
(min) (mL NaOH 0.1M/100 g)
UAE
70 6.09 +0.48°
120 6.15+0.04 ©
150 6.29 £0.04 2
180 6.36 +0.03 @

Nota. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna

significativamente diferente (p > 0.05) segun la Prueba de Rangos Mdltiples de Tukey

Una vez definidas las condiciones 6ptimas de extracciéon: tiempo de 150 min,
temperatura 70°C y solvente 100% agua, se compard este procedimiento frente al método
AOAC 920.92 Acidity (Total) of Roasted coffee. En este sentido, la acidez del café fue de 2.57
+0.03y 5.50 + 0.15 mL de NaOH 0.1 M/100 g, para el método oficial y UAE, respectivamente.
Por lo tanto, con las condiciones 6ptimas definidas para el método de UAE se puede extraer
una mayor cantidad de acidos organicos y en menor tiempo (13 horas menos). Resultados
similares fueron encontrados por Liu et al. (2010), quienes evaluaron la extracciéon de acido
clorogénico de Folium eucommiae, donde la extraccion con ultrasonido logré una mayor
extraccién con un tiempo de 30 min, en comparacion del método de extraccién Soxhlet con 4
horas y extraccién de reflujo de calor con 2 horas. La principal ventaja de una UAE es que,
es relativamente barata, permite el ahorro de energia, y aumenta el rendimiento en la
extraccion (Esclapez et al., 2011). Se usa principalmente en la extraccion de compuestos
guimicos de especies vegetales debido a que, la cavitacién acustica provoca la ruptura
celular, incrementando el transporte del solvente hacia el tejido vegetal, ayudando en la

liberacién de los compuestos de interés (Robles & Ochoa, 2012). Es por esto que, esta técnica
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es mas efectiva frente a otros métodos utilizados en la optimizacion de un proceso (Otorga et
al., 2012).
3.2 Validacién del método

La validacién del método propuesto se realizd6 mediante los ensayos de repetibilidad,
exactitud, limite de deteccion y cuantificacion. La repetibilidad del método, se midié como la
desviacion estandar relativa en términos de acidez y pH, como se muestra en la Tabla 9, la
extraccion se realizo por 10 ocasiones en el mismo dia, durante cuatro dias, con la muestra
de café fermentada durante 24 h.

Tabla 9

Repetibilidad del método

Acidez titulable

Ensayo N pH
(mL NaOH 0,1M/100 g)
A 10 3.76+0.29 @ 4.74 +0.092
B 10 3.50+0.21 @ 4.80 +0.052
C 10 3.55+0.23 @ 4.73 £0.042
D 10 3.55+0.14 @ 4.75 +0.07°

Nota. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna no son

significativamente diferentes (p > 0.05) segun la Prueba de Rangos Mdltiples de Tukey

Como se puede apreciar en la Tabla 9, al realizar el analisis de varianza (ANOVA), se
evidencio que no existe diferencia significativa entre los diferentes resultados. Ademas, la
desviacion estandar relativa (RSD) fue de 6.03 %, valor que es mucho menor que el
encontrado por Yang y Choong (2001), para la determinacion de los &cidos organicos volatiles
en jugos de frutas, vinagre y leche, quienes obtuvieron una RSD de 9.4 %, lo que demuestra
la excelente repetibilidad del método, a pesar de la complejidad de la muestra. Por otra parte,
en el ensayo de exactitud se obtuvo una recuperacion del 94.7 + 9.5%. Resultado similar al
encontrado por Scherer et al. (2012), en el que obtuvieron valores entre 82 y 110 % en la
determinacion simultanea de los principales &cidos orgénicos en frutas y jugos (manzana,
naranjay limén). Respecto a los limites de deteccion y cuantificacién, se calcularon mediante

el analisis con 10 blancos dando como resultados 0.40 y 0.48 mL de NaOH 0.1 M/100 g de
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muestra, respectivamente. Valores que son muy bajos comparados al nivel de acidez del café
en los diferentes estados de madurez comprendidos entre 0.98 y 11.4 mL de NaOH 0.1 M/
100 g (Hameed et al., 2018; Marin et al., 2004).
3.3 Caracterizacion del café en cerezo

Con la finalidad de probar la efectividad del método desarrollado (Figura A 4), se lo
utilizé para caracterizar cerezos de café en diferentes estados de maduracion. Esto es
importante, debido a que el estado de madurez afecta considerablemente la calidad sensorial
y quimica del café (Marin et al., 2004).Por ejemplo, cuando los frutos se dejan sobremadurar
en la planta, se inician los procesos de catabolismo, lo que ocasiona la degradacion de las
membranas plasmaticas y la presencia de compuestos quimicos indeseables, procedentes
de la fermentacion o del ataque microbiano. Ademas, provoca un aumento excesivo de
la acidez, disminuyendo la calidad del grano de café (Hameed et al., 2018; Schwan et al.,

2012).



Tabla 10

Caracterizacion del café cerezo en sus diferentes estados de maduracion
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Soélidos solubles

Muestra Color Acidez titulable pH Brix®
) (mL NaOHO0.1M/100 g) (Brix?)
Cartas de color Colorimetro
L'=51.8+2.1
a*=-1.4+03 6.43+0.07 P 5.04 +0.02 9 *
Verde Yellow green group 144-B b*=37 + 1.10
o Yellow-green N144C and orange-red L*=34.6+1.4 503+015¢ 554 +0.01 2 127 +0.8b
Verde pinton group 34-B a*=21.2 +0.6
' b*=17.2+ 0.5
= +
o L =32.6+0.2 4.92+0.064 5.53+0.032 13.7+0.28°
Pinton Red group 45-A a*=5.2+0.1
b*=5.7 £ 0.4
L'=24.8 +0.8
Orange-red group N34-A 74 +0.05°¢ 47 +0.03° 5+0.14 2
Maduro ‘ 2*216.8 + 0.5 5.74 £ 0.05 5.47 +0.03 17.5+0.14
b*=4 +0.10
L'=22.5+0.2
751+035¢2 5.31+0.03°¢ 11.20+0.14°¢
Sobremaduro Greved purple aroup 183-A a*=8 + 1.90
yed purpie group b*=4.6 + 2.1

n=3 datos, expresados en promedio + desviacion estandar

* No fue posible determinar

Valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segun la Prueba de Rangos Multiples de Tukey
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En la Tabla 10, se presentan los resultados de acidez para los diferentes estados de
maduracion, parametro que estd comprendido entre 4.92 + 0.06 hasta 7.51 + 0.35 mL NaOH
0.1M/100 g. Ademds, se evidencié una correlacion entre la acidez y la concentracion de
sélidos solubles. En este sentido, la acidez disminuyd hasta un valor de 5.74 + 0.05 mL
NaOHO0.1M/100 g, justo cuando el cerezo de café presentd una concentracion de solidos
solubles de 17.5 °Brix, momento propicio para realizar la cosecha. Sin embargo, a
continuacion, la acidez se increment6 considerablemente hasta un valor de 7.51 + 0.35 mL
NaOH 0.1M/100 g. Este comportamiento es similar al detallado en el estudio de Marin et al.
(2004). En esta investigacion, se evidencia que un café maduro listo para su proceso de
cosechay posterior fermentacion, tiene un valor de acidez de 5.74 + 0.05 mL NaOH 0.1M/100
g. Sin embargo, este valor es mucho menor al indicado por Figueroa y Vargas (2016), quienes
obtuvieron una acidez de 8.3 + 0.4 mL de NaOH 0,1 M/100 g para café arabico, se debe tomar
en cuenta que la acidez depende de factores como la variedad, altura, fertilizacion, lugar de
procedencia, entre otros.

Ademas, de la acidez a los frutos del café también se analizé color, pH y sélidos
solubles. Se encontré que los colores de los granos de café van cambiando segun el indice
de maduracion del mismo, en esta investigacion presentaron colores desde Yellow green
(Café verde) hasta Greyed purple (Sobremaduro) (Tabla 10). Estos resultados concuerdan
con los encontrados por Carvajal et al. (2011), donde mencionan que el color del fruto de café
va variando segun el dia de floracion, entre los primeros 182 a 210 dias con un color verde.
A partir del dia 217 el fruto tiende a una coloracion verde pinton, a los 224 dias los frutos se
caracterizan por ser pintones, luego a los 231 dias se los denominan maduros y a los 238
dias se consideran como granos de café sobremaduro (rojo intenso-purpura). En esta
investigacion, el color que obtuvo la mayor cantidad de soélidos solubles de la cereza de café
fue el Orange-red group N34-A, similar al encontrado en la investigacion de Figueroa y Vargas
(2016), y parecido al color rojo encontrado por Carvajal et al. (2011) para café de la especie

arabica. Ademas, se midié el color mediante el colorimetro digital, los resultados se
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expresaron en parametros de color CIELAB (L*, a*, b*), donde se aprecia que la luminosidad
para los frutos verdes es de 51.8, la cual disminuy6 significativamente a partir de los frutos
verde pinton, teniendo el menor valor para los frutos sobremaduros de 22.5.

En la determinacion del pH se obtuvo valores desde 5.04 + 0.02 hasta 5.54 + 0.01, el
comportamiento de esta variable muestra que, cuando el pH disminuye la acidez aumenta y
viceversa para los estados de maduracion del café verde pinton y pinton.

Los resultados de sélidos solubles indicaron que a partir de los frutos verde pintén a
maduros se obtuvo valores de 12.7 a 17.5 °Brix, esto demuestra que a medida que avanza el
estado de maduraciéon de los cerezos aumenta el contenido de sélidos solubles. El café
cerezo utilizado en esta investigacion se encontré dentro del rango ideal establecido de 12 a

24 °Brix para un café listo para la cosecha y el procesamiento (Marin et al., 2004).
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Conclusiones

El método de maceracion dinamica para la extraccion de acidos organicos del café no
presento efecto al aumentar el tiempo de extraccion.

Las variables temperatura y tiempo presentaron efecto significativo lineal, pero no se
encontré interaccién entre las variables estudiadas.

El mejor método de extraccion de acidos organicos, fue el asistido por ultrasonido,
con las condiciones 6ptimas de: tiempo de 150min, solvente 100% agua y temperatura de 70
°C, obteniendo un valor maximo de acidez de 5.50 + 0.15 mL de NaOH 0.1 M/100 g y pH de
5.65.

Finalmente, se comprob6 que este método sirve para poder caracterizar muestras de

café en diferentes estados de maduracion y durante el proceso de fermentacion.
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Recomendaciones

Se recomienda emplear este método para evaluar el contenido de acidos organicos
en muestras de café con diferentes procesos de fermentacion y tipo de tostado.

Evaluar la eficiencia de extraccion de acidos organicos, con el uso de extraccion
asistida por microondas frente a la usada en esta investigacién extraccion asistida por
ultrasonido.

Utilizar el método desarrollado para la extraccion y posterior cuantificacion de &cidos

organicos en HPLC (Cromatografia Liquida).
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Apéndice
Apéndice A
Diagrama de flujo del proceso
FiguraA1l

Preparacién de NaOH 0.1 M

Pesar 4 g de NaOH en un vaso de precipitacion de 250 mL

Y

Disolver con la ayuda de una varilla de agitacion

Y

Aforar en un balon hasta un volumen de 1000 mL tapar con
parafilm y agitar

Figura A 2

Preparacion de la bureta digital

Frasco ——»

\E5/

"----

Destapar el frasco y realizar un lavado

Lavado fuera: Bureta —»F. —Dosificar (8mL)—» F3

Colocar la solucion de NaOH 0.1 M en el frasco, tapar con
parafilm y agitar para homogenizar

A4
Realizar un segundo lavado

Lavado dentro: Bureta— F>— Dosificar (30mL)—» F3
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Figura A 3

Acondicionamiento del equipo ultrasonido

=

Enfriar 70°C
o) -
S

Agua caliente 80°C Colocar el agua en el ultrasonido
o
_—ﬁ_x-:‘
F" )
POWER
l Encender el equipo

Colocar termémetro digital y espumaflex donde
iran ubicados los tubos de ensayo

!

Colocar condiciones de operacion:

Tiempo max. equipo: 90 min (En caso de necesitar
mayor tiempo volver aplastar en el botén Vs
después de haber transcurrido el primer tiempo.
Temperatura establecida: 70 °C

Temperatura del agua: 70°C
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Figura A4

Desarrollo del método

) . Inmaduros
Seleccionar los cerezos de café
l Sobremaduros
Lavado Brocados
Impurezas
\ 4
Pesar 5 g de muestra de cerezo en un
tubo centrifuga de 50 mL
A 4
Colocar 40 mL de agua destilada
Condiciones
! Optimas:
Colocar los tubos centrifuga en el .| Solvente: 0%
ultrasonido EtOH

Tiempo: 150 min

Y Temp: 70 °C
Filtrar el contenido del tubo en un
vaso de precipitacion de 250 mL con la

ayuda de un cernidor

A 4

Colocar agua destilada hasta un
volumen que cubra el electrodo

y

Ubicar el vaso de precipitacion en la
bureta digital

A

Lavar el electrodo con sumo cuidado e pH
introducirlo en la muestra
Sensor —» F3

Colocar un magneto r/

Acidez

y

Proceder a la lectura

Method —» F3

A 4

Vol.=40 mL—>F3




Apéndice B

Anova de extraccioén asistido por ultrasonido

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Modelo 4 9,2335 2,30837 14,52 0
Lineal 3 8,0337 2,67791 16,84 0
Temp 1 6,5738 6,57379 41,34 0
%EtOH 1 0,0015 0,00154 0,01 0,924
Time 1 1,4584 1,4584 9,17 0,013
Cuadrado 1 1,1998 1,19977 7,54 0,021
%EtOH*%EtOH 1 1,1998 1,19977 7,54 0,021
Error 10 1,5902 0,15902
Falta de ajuste 8 1,4071 0,17589 1,92 0,387
Error puro 0,1832 0,09158
Total 14 10,8237
Apéndice C
Anova de maceracion dinamica
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p
Modelo 3 10,5525 3,5175 31,16 0
Lineal 3 10,5525 3,5175 31,16 0
Temp 1 5,9365 5,9365 52,59 0
% Et OH 1 3,8575 3,85752 34,18 0
Time 1 0,7585 0,75848 6,72 0,025
Error 11 1,2416 0,11287
Falta de ajuste 9 1,0536 0,11706 1,25 0,522
Error puro 2 0,188 0,09401
Total 14 11,7941
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Apéndice D

Extracciones sucesivas

Numero de Tiempo Acidez titulable

extracciones  acumulado (min)  (mL NaOH 0.1M/100 g)

UAE
15 4.13+0.17°
30 4.23+0.02%
45 4.44+0.05?

Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma columna no

son significativamente diferente (p > 0.05) segun la prueba de rango multiple de Tukey



