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Resumen

El origen geografico del café tiene incidencia directa sobre su desarrollo y
expresion metabdlica, lo que a su vez afecta la calidad de la materia prima y del
producto final. Sus metabolitos precursores de colores, aromas y sabores son
transformados mediante reacciones quimicas que ocurren principalmente en el proceso
de tostado, destacandose la reaccion de Maillard la cual utiliza aminoacidos y azlcares
reductores como precursores de condensacion para dar compuestos neoformados
relacionados con el flavor y otros como la acrilamida que ha sido catalogada como
“probablemente cancerigena” por la IARC. El café es un producto de consumo masivo
a nivel global adaptado a la dieta humana y del cual se recibe cierta cantidad de
acrilamida, lo que es de preocupacion para la salud publica mundial. Por lo tanto esta
investigacion estd enfocada en tratar de elaborar un café con bajos niveles de
acrilamida para lo que fue necesario el desarrollo y validacion de una nueva
metodologia analitica para su cuantificacion mediante GC/MS. En el desarrollo de la
investigacion se pudieron establecer correlaciones entre el origen del café, el grado de
tostado y la expresion metabdlica con la produccidon de acrilamida. Se determiné que
existen diferencias significativas (p<0,05) entre los contenidos de L-5-oxoprolina, L-
serina, L-acido glutamico, D-(+)-ribosa y el pH entre las materias primas procedentes
de las diferentes alturas, y que los niveles de los precursores influyen sobre los
contenidos de acrilamida, la cual también cambia por efecto de la altura y el grado de
tostado. Por ultimo se propone un modelo preliminar con capacidad predictiva sobre la

produccion de acrilamida a partir de un grupo de aminoacidos en café verde.
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Introduccion

Las materias primas vegetales empleadas en la elaboracion de alimentos
difieren ampliamente en términos de especie, procedencia y calidad; como
consecuencia de ello presentan una variable composicion quimica que resulta, con la
combinacion de los procesos industriales, en el desarrollo de diferentes caracteristicas

organolépticas y nutricionales (Masson, Liberto, Brevard, Bicchi, & Rubiolo, 2014, 143).

El café no es una excepcion a este suceso, pues numerosos autores han
establecido que su lugar y altura de cosecha, practicas agricolas y pos-cosecha,
influyen en la cantidad y desarrollo de matabolitos de actividad bioldgica, los que a su
vez sufren una serie de transformaciones quimicas a través de su proceso industrial,
principalmente en el tostado (Avelino et al., 2005, 1869; Barbosa et al., 2012, 181; B
Bertrand et al., 2012, 2575; Decazy et al., 2003, 2356; Joét et al., 2010, 2575; Oliveira,

Franca, Gléria, & Borges, 2005, 287).

El tostado del café es el momento en el que una cadena de reacciones quimicas,
principalmente la reaccién de Maillard, da origen al desarrollo de los compuestos que
se expresan en su agradable color, aroma y sabor, pero lastimosamente, es en este
mismo proceso donde también se expresan ciertas sustancias no deseadas Yy
catalogadas como potencialmente perjudiciales para la salud, como es el caso de la

acrilamida.

La acrilamida es un compuesto con un amplio espectro de efectos toxicos segun la
IARC, la cual en el afio de 1994 la clasific6 como 2A o “probablemente cancerigena

para los humanos” (IARC, 1994, 389), pero solo hasta abril de 2002 (Claus et al., 2008,
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119) cientificos suecos con el apoyo de investigadores de la Universidad de Estocolmo
alertaron sobre los altos niveles de acrilamida que superaban en algunos casos las
1000 ppb en productos alimenticios que sufren procesos térmicos por encima de los
100°C, como el tostado del café el cual se lleva a cabo a temperaturas entre los 150-

250 °C a las que la acrilamida cuenta con las condiciones Gptimas para su formacion.

El café es una de las bebidas de mayor consumo a nivel mundial y el producto
agricola de mayor exportacion en Colombia donde segun cifras de la Federacion
Nacional de Cafeteros y la OIC, para el afio 2014 se alcanzaron los 10.954 mil sacos
de 60Kg de café exportados en todas sus presentaciones, principalmente a Estados
Unidos y paises europeos los cuales vienen trabajando arduamente desde el 2002 en
la investigacion de esta sustancia mediante constantes monitoreos por parte de la
EFSA (EFSA, 2015a, 2015b; “No Title,” n.d., 1-48; States, Ferrari, Busk, & Doerge,
2010, 1-30; The, Of, & Commission, 2013, 1-2; Valsta, Pesci, Wenzl, & Doerge, 2011,
1-6), por lo que no es de extrafiar que se esté planteando la posibilidad de implementar
una legislacion a cerca de los niveles maximos permisibles de acrilamida en café,
abriendo la posibilidad a que nuestras exportaciones se vean seriamente afectadas. En
Colombia, existe el documento “concepto de acrilamida en panela” (Social, 2012, 5-37)
y en el afio 2015 se elaboré el “Plan nacional subsectorial de vigilancia y control de
acrilamida para el afio 2015”, en el cual se estratifica el Pais por zonas de muestreo de
aquellos alimentos que contienen mayores niveles de acrilamida, esperandose que
cuando el estudio concluya y se tengan resultados, se emita el comunicado sobre el
posible riesgo y probablemente una ley teniendo en cuenta la recomendacion

2013/647/UE del 08 de noviembre de 2014 (Alimentos & El, 2015, 1-9).
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Debido a lo anteriormente descrito, se hace necesaria la implementacion de
medidas estratégicas que nos permitan tener herramientas con las cuales podamos
estar preparados para las exigencias de los mercados nacionales e internacionales,
contando con un producto que siga siendo competitivo, sin que se vean afectadas sus
bondades como el contenido de sustancias antioxidantes y sin olvidar que Colombia es

un pais cafetero desde el punto de vista econémico hasta el socio-cultural.

En ese sentido, este proyecto de investigacion pretende identificar si hay
correlaciéon entre los parametros: origen y altura de cosecha, sustancias precursoras,
sustancias antioxidantes y grado de tostado en la formacién de acrilamida. Igualmente,
se plantea llevar a cabo el estudio en café tipo excelso, el cual es nuestra variedad de
mayor exportacion a nivel internacional y mediante el desarrollo in house de una nueva

metodologia analitica por GC/MS.
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Interés y motivacion del estudio

Aungue son muchos los estudios llevados a cabo sobre acrilamida, a la fecha en
Colombia no se cuenta con mayor informacion al respecto de esta sustancia en
ninguna matriz alimenticia, incluido el café, nuestro producto insignia. Es por ello que
esta investigacion pretende encontrar si existe alguna correlacion entre los niveles de
acrilamida formados con la region y altura de cosecha de un café Colombiano tipo
excelso y con los niveles de sustancias precursoras en su formacion, asi como con las
principales sustancias antioxidantes del café. Para lograr lo anterior se hace necesario
el desarrollo y la validacion de una metodologia analitica por GC/MS para la
cuantificacion de acrilamida, previa caracterizacion de la materia prima antes de ser
sometida a tres grados diferentes de tostado. Adicionalmente, los resultados derivados
de este estudio nos permitirdn contar con nuevo conocimiento y con herramientas para
la toma de decisiones a la hora de elaborar y exportar un producto de alta calidad,
apuntando siempre a la reduccion del contenido de acrilamida ya que en el Pais, a la

fecha, no se han reportado estudios de este tipo.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el comportamiento de la acrilamida formada durante el proceso de
tostado de café tipo excelso proveniente de diferentes alturas en una region del Pais,

mediante su cuantificacion por GC/MS.

Objetivos especificos

Caracterizar las muestras de café verde mediante la cuantificacion de los

precursores de acrilamida, y cuantificar los posibles remanentes en el café tostado.

Evaluar tres tipos de tostado (bajo, medio y alto), y establecer la posible relacién
con la formacion y el comportamiento de la acrilamida en el café segun altura y origen

de cosecha.

Desarrollar y validar una nueva metodologia analitica por GC/MS para la
identificacion y cuantificacion de acrilamida formada durante el proceso de tostado del

café.
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Marco tedrico

Café

El café es el segundo commodity mas comercializado del mundo después del
petréleo; es producido y exportado por mas de 60 naciones siendo Brasil, Vietnam,
Colombia e Indonesia sus mayores productores (Outline, 2008, 33). El café es un arbol
perenne perteneciente a la familia Rubiaceae y cuenta con un solo tronco principal y
ramas horizontales en las que se albergan flores y sus frutos comunmente llamados
“cereza”, los cuales, en condiciones tropicales aparecen en paralelo. A pesar de que
existen mas de 100 especies, unicamente dos de ellas, la Coffea arabiga conocida
como café arabiga y la Coffea canephora conocida como café robusta se emplean en la
produccion de la bebida (S. Oestreich-Janzen, Gmbh, 2010, 4). La composicion
guimica promedio de ambas especies se ilustra a continuacion (Tabla 1) (Farah, 2012,

28; Puerta, 2011, 3).



Tabla 1. Composicién quimica promedio del grano de
seca).

café segun especie (base

20

Arabiga Robusta
Componente quimico
9/100g
Carbohidratos/Fibra
Sacarosa 6,0-9,0 0,9-4,0
Azlcares reductores 0,1 0,4
Polisacaridos 34,0-44,0 48,0-55,0
Lignina 3 3
Pectina 2 2
Compuestos nitrogenados
Proteina/péptidos 10,0-11,0 11,0-15,0
Aminoacidos libres 0,5 0,8-1,0
Cafeina 0,9-1,3 1,5-2,5
Trigonelina 0,6-2,0 0,6-0,7
Lipidos
Triglicéridos 15,0-17,0 7,0-10,0
Diterpenos (libres y esterificados) 0,5-1,2 0,2-0,8
Minerales 3,0-4,2 4,4-45
Acidos y esteres
Acidos clorogénicos 4,1-7,9 6,1-11,3
Acidos alifaticos 1 1
Acidos quinicos 0,4 0,4

Compuestos aromaticos

trazas

trazas

Café tipo excelso

El café excelso es conocido como el de mas alta calidad; el Comité Nacional de

Cafeteros lo ha descrito de la siguiente manera: “compuesto de grano grande,

principalmente plano, parejo, retenido por encima de malla catorce (14), con tolerancia

del uno punto cinco (1,5) por ciento (%) inferior a esa malla, pero retenido por la malla

doce (12), de esmerado beneficio y debidamente seleccionado. En todo caso este café

debe tener por lo menos un cincuenta (50) por ciento (%) de granos retenidos sobre la

malla quince (15), de acuerdo con lo previsto en las normas de la Green Coffee

Association of New York City, Inc.” (Hospitalarios, 2002).
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Importancia del origen del café en su expresion met  abdlica y calidad

El sabor y frescura de una taza de café es el resultado final de la expresion de
una larga cadena que ocurre entre la semilla y la bebida final. Las semillas de café
contienen todos los precursores necesarios para generar el aroma durante su proceso
de tostado tales como polisacaridos, lipidos, aminoacidos, proteinas y acidos
clorogénicos, entre otros, los cuales juegan un papel crucial en su compleja quimica.
Por ejemplo, los aminoacidos y proteinas son esenciales para la conversion de
azucares en precursores de aromas via reaccion de Maillard, los acidos clorogénicos y

la cafeina son los responsables de la acidez, etc.

Numerosos estudios han demostrado que ciertos factores como las condiciones
climaticas, la composicion del suelo, la temperatura media, la pluviosidad, las
condiciones luminicas, la altura de siembra, las practicas agricolas y pos-cosecha,
influyen en la composicion quimica de la semilla (Decazy et al., 2003, 2356; Joét et al.,

2010, 2575).

Por ejemplo, la sombra y la altitud tienen influencias dramaticas en la frescura
del ambiente, lo cual tiene efectos positivos para el café, pues esta condicion retarda el
proceso de maduracion aproximadamente un mes, lo que se traduce en la acumulacion
de mayores precursores del aroma; también, cafés que son cultivados a mayores
alturas suelen acumular un mayor contenido de acidos clorogénicos (Avelino et al.,
2005, 1869). Se ha reportado que cafés cultivados en suelos volcanicos producen
bebidas de mayor acidez, las cuales son muy apetecidas en ciertos publicos; asi mismo

se ha reportado que la distribucion de la luz solar tiene una fuerte influencia en la



22

floracion, la expansion del grano, la madurez, el contenido de azulcares, trigonelina y
acidos clorogénicos aumentando la astringencia de la bebida, y aunque la sombra
puede reducir hasta en un 20% la productividad del arbol, esta condicién es positiva en

la conservacién y tamafio del grano (Benoit Bertrand et al., 2006, 1239-1240).

Los compuestos volatiles responsables del agradable aroma del café son
metabolitos secundarios como isoprenoides, fenilpropanoides, aminoacidos y acidos
grasos; de los casi 300 que hacen parte del grano verde, cerca de 200 estan presentes
aun luego del proceso de tostado y hoy en dia se conoce que sus proporciones varian
segun la altura de cosecha, por lo que investigadores han estudiado como la elevacion,
los gradientes de temperatura y condiciones de suelo afectan el desarrollo de estos
volatiles, incidiendo de manera directa en la calidad del café (B Bertrand et al., 2012,

2575, 2576; Kwon et al., 2015, 67).

También se ha demostrado como la variedad del café influye sobre la expresion
metabdlica del mismo, y esta a su vez, sobre la calidad de la materia prima y el
producto final. Se sabe que la variedad ardbiga contiene mas azlcares Yy trigonelina,
pero menos cafeina y acidos clorogénicos que la robusta, siendo esta ultima muy
cultivable a bajas alturas debido a su fuerte resistencia contra enfermedades (Kwon et

al., 2015, 66).
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Reaccion de Maillard como origen del sabor y el aro  ma del café

El agradable color, aroma y sabor de una bebida de café, tienen su origen en
una reaccion quimica: la reaccion de Maillard, que puede considerarse como una de las
mas importantes durante el procesamiento de los alimentos que son sometidos a
procesos térmicos como el tostado. Esta tiene una influencia directa no solo en sus
propiedades organolépticas, sino también en sus propiedades nutricionales y
fisicoquimicas. La reaccion de Maillard (Figura 1), resume todas las reacciones
guimicas que ocurren entre los aminoacidos y los azucares para formar los compuestos
gue dan esa tonalidad oscura y agradable aroma al café. Esta reaccion se divide
usualmente en las etapas de condensacion entre el azlcar y el grupo amino, re-arreglo
del producto de Amadori y la ciclacion y polimerizacién, y se ve afectada por
parametros del proceso como la temperatura, el pH, la actividad acuosa, el tipo y la
disponibilidad de los reactantes, entre otros (Jaeger, Janositz, & Knorr, 2010, 207;

Rufian-Henares & Pastoriza, 2015, 183; van Boekel, 2006, 230).
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Figura 1. Adaptacién de las etapas de la reaccion d e Maillard por van Boekel,
2006, 231.
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Lastimosamente mediante la reaccion de Maillard, se da la aparicion de
compuestos neoformados que no son deseables en los alimentos porque son
catalogados como potencialmente peligrosos para la salud como es el caso de
hidrocarburos aromaticos policiclicos, cloropropanoles y clorésteres, aminas
hereociclicas, hidroximetil furfural, carboximetil-lisina y la acrilamida (Ciencias &

Sociologia, 2012, 27-31; Loaéc, Niquet-Léridon, et al., 2014, 2.-3).
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Acrilamida

En las dltimas décadas, el estudio de los productos alimentarios ha sufrido
modificaciones importantes. En paises occidentales donde las sustancias nutricionales
son casi ilimitadas, se ha dado un cambio hacia la discusion sobre el analisis de los
factores de riesgo desconocidos en un producto para el consumidor, cambio que se ha
venido introduciendo debido a las alarmas generadas por la percepcion que tienen los
mismos consumidores sobre el riesgo, las tecnologias emergentes de analisis y el
debate sobre los alimentos saludables y no saludables (Eriksson, 2005, 1; Loaéc,

Jacolot, Helou, Niquet-Léridon, & Tessier, 2014, 1).

En la industria alimentaria de todo el mundo, los conceptos de riesgo e inocuidad
han generado la necesidad de implementar sistemas y organizaciones como la FDA,
EFSA, BCR, entre otras, encargadas de asuntos regulatorios, de vigilancia y control, de
parametros de calidad etc., y las cuales han clasificado como factores quimicos de
riesgo varios tipos de toxinas, B-N-metilamino-L-alanina, metales pesados y muy
importante, los compuestos formados durante el procesamiento de los alimentos o
compuestos neo-formados como es el caso de la acrilamida (Capuano & Fogliano,

2011, 793; Eriksson, 2005, 1-4).

En abril de 2002, un grupo de investigadores de la Universidad de Estocolmo en
conjunto con la SNFA reportaron la presencia de acrilamida (2-propenamida) en un
amplio rango de alimentos fritos, horneados, tostados, etc (Commission, 2002, 3-6;
Pittet, Périsset, & Oberson, 2004, 791) y sus posibles efectos sobre la salud (Anese,

Suman, & Nicoli, 2010, 123; Gokmen, Kocadagl, Goncioglu, & Mogol, 2012, 168;
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Granby & Fagt, 2004, 177-178; Guenther, Anklam, Wenzl, & Stadler, 2007, 60-61;
Hoenicke & Gatermann, n.d.; L, 2011, 268; Lineback, Coughlin, & Stadler, 2012, 21-24;
Loaéc et al., 2014, 2; Oracz, Nebesny, & Zyzelewicz, 2011, 23-24; Riboldi, Vinhas, &
Moreira, 2014, 311; Stadler et al., 2002, 449; Taeymans et al., 2004, 324-325; Tardiff,
Gargas, Kirman, Carson, & Sweeney, 2010, 658-659; Zyzak et al., 2003, 5782), los
cuales son ampliamente conocidos en la actualidad debido a la gran preocupacion que

causo este hallazgo a nivel mundial (Headquarters, 2002, 3).

La acrilamida (CH,=CH-CO-NH.;), es un compuesto cristalino blanco e inodoro,
soluble en agua, acetona y etanol y es empleado como polimero sintetizado a partir de
la hidratacién del acrilonitrilo (Dybing & Sanner, 2003, 311) en varias aplicaciones
industriales tales como tratamiento de aguas, manufactura de papel, cosméticos, etc.,
(De Vleeschouwer, Van der Plancken, Van Loey, & Hendrickx, 2007, 116). La
acrilamida se forma en alimentos que sufren procesos térmicos por encima de los
100°C y fue catalogada en 1994 como “probablemente cancerigena para los humanos”

0 2A segun la IARC (States, Ferrari, Busk, & Doerge, 2010, 2).

En los procesos térmicos por encima de los 100 °C a los cuales son sometidos
muchos alimentos durante su manufactura, los azucares reductores reaccionan con los
aminoacidos iniciando una serie de eventos que generan un caracteristico color pardo y
ciertas notas aromaticas; este proceso es conocido como la reaccién de Maillard
(Zyzak et al., 2003, 4785), principal ruta de formacion de la acrilamida. A la fecha, es
bien sabido que esto ocurre mediante la condensacion de la asparagina con azucares
reductores (Taeymans et al., 2004, 331), pero debido a la formacion de especies

intermediarias altamente reactivas, hoy se sabe que esta no es la Unica ruta de
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formacion. Una de las primeras ilustraciones de cOmo ocurre esta reaccion fue
propuesta por (Zyzak et al., 2003, 4784-4785). El primer paso es la condensacion de la
asparagina y el carbonilo reactivo, seguido por la deshidratacion a una base de Shiff
como intermediario alternativo de baja energia en la formacion de un producto de
Amadori; la amina neutra (descaroboxilada del compuesto de Amadori) se forma por
transferencia de protones, y finalmente una B-eliminacion de H produce la acrilamida
(Figura 2) (Lineback et al., 2012, 19-20; Medeiros Vinci, Mestdagh, & De Meulenaer,
2012, 1139). Se ha sugerido la 3-aminopropionamida como un posible intermediario en
la formacién de acrilamida via reaccion de Maillard, la cual puede formarse también en
materias primas alimentarias por descarboxilacion enzimatica de la acrilamida bajo

ciertas condiciones (Bagdonaite, Viklund, Skog, & Murkovic, 2006, 215, 218).

Figura 2. Adaptacién de los mecanismos de la formac  i6n de acrilamida
propuestos por Medeiros Vinci  etal., 2012, 1139.
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Son numerosos los estudios que tratan sobre los efectos neurotdxicos,
carcindgenos y sobre la reproduccién por parte de la acrilamida. Luego de su ingesta,
la acrilamida es rapidamente absorbida en todo el organismo y puede ser encontrada
en el timo, el higado, el corazon, el cerebro, los rifiones e incluso en la placenta. La
acrilamida puede ser metabolizada por el citocromo P450 2E1 a glicinamida o
conjugada a glutation y posteriormente es convertida a &cidos mercaptlricos
conjugados (Capuano & Fogliano, 2011, 797). La union de la acrilamida a grupos
sulfhidrilo de los residuos de cisteina de las proteinas que tienen un papel importante
en el proceso de fusiébn de la membrana, causa degeneracion en las terminales
nerviosas Yy la inhibicion del transporte axonal, iniciando reacciones de estrés oxidativo
y dafios presinapticos. Este estrés oxidativo comienza con la oxidacién de lipidos y
posteriormente con la de proteinas, haciendo que el dafio sea acumulativo (Erkekoglu

& Baydar, 2014, 49).

Desde que la IARC catalog6 la acrilamida como probablemente cancerigena,
muchos estudios en modelos animales, principalmente en roedores y estudios
epidemioldgicos en humanos (Lineback et al., 2012, 27), han soportado esta teoria
encontrado la capacidad que tiene de formar tumores en érganos como el cerebro, las
mamas, la piel, los pulmones, etc. (Capuano & Fogliano, 2011, 798; Tardiff et al., 2010,
660). La investigacion llevada a cabo por Tardiff y Col (2010, 658), demostré que la
tolerancia a la ingesta diaria de acrilamida es de 40ug/kg dia y se sabe que en paises
nordicos aproximadamente un 39% de esta ingesta proviene del café (Guenther et al.,
2007, 61). En cuanto a los efectos genotoxicos y reproductivos, la acrilamida reacciona

lentamente con el ADN via reaccién de Michael para formar aductos, los cuales se
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cree, estdn mas relacionados con la exposicion ocupacional y no con la ingesta

mediante la dieta (Wilson, Mucci, Rosner, & Willett, 2010, 2513- 2514).

La investigacion relacionada con los riesgos de la acrilamida para la salud ha
incentivado la aplicacion de metodologias analiticas que permitan su cuantificacion; de
acuerdo con E. Food & Authority (2012, 14), las metodologias de analisis mas
empleadas para la cuantificacion de acrilamida entre el 2007 y el 2010 fueron:
HPLC/MS (56 %), GC/MS (37 %) y el porcentaje restante se dividio entre HPLC/UV,
UHPLC/MS, electroforesis capilar y bioensayos como test inmunoenzimaticos. Debido
a la existencia de estas mdultiples técnicas de analisis se ha demostrando que un
procedimiento de extraccion universal del analito no es posible pues cada matriz de es
un mundo complejo y de ello dependeran los reactivos a emplear o el procedimiento de
limpieza de la muestra previo al analisis por cualquiera de estas tecnologias (Oracz et
al., 2011, 28). Los métodos de cromatografia liquida son los mas empleados debido a
su simplicidad y menor consumo de tiempo; en ellos el clean-up de la muestra
dependera del tipo de detector a emplear y de la matriz objeto de analisis como ya se
menciond (Eriksson & Karlsson, 2006, 394). La mayoria de los métodos de
cromatografia liquida usan detectores MSD cuadrupolares, ESI y unos pocos emplean
detectores APCI (Albishri & El-Hady, 2014, 130; Jezussek & Schieberle, 2003, 7868-
7870; Kuncewicz & Michalak, 2013, 71-73; Wang et al., 2013, 7). Matrices alimentarias
analizadas por GC/MS generalmente requieren derivatizacion del analito, lo cual suele
ser interpretado como una desventaja pues este procedimiento debe llevarse a cabo
bajo estrictos controles de tiempo, temperatura y cantidad del derivatizante para

asegurar el éxito de la reaccion, pero se ha demostrado que los porcentajes de
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recuperacion, desviaciones estandar y limites de cuantificacion son bastante
aceptables (Sun, Fang, & Xia, 2012, 222), lo que no constituye un inconveniente si el

analista cuenta con el cuidado y la experticia necesaria.

A partir de la deteccion de la acrilamida, se ha dado lugar a intensos esfuerzos
de investigacion, principalmente en las metodologias analiticas de cuantificacion
mencionadas anteriormente, (Jin et al.,, 2013, 612; Medeiros Vinci, Mestdagh, & De
Meulenaer, 2012, 1145-1146), mecanismos de formacién y precursores (De
Vleeschouwer et al.,, 2009, 116) y las posibles estrategias de mitigacion en los
alimentos que sufren procesos térmicos, las cuales se han enfocado en los ultimos
afios en los siguientes aspectos: aplicacion de aditivos como sales de calcio y
magnesio, pirofosfato acido de sodio, &cido citrico, acido lactico y acético (Mestdagh et
al., 2008, 26), tratamientos pre y pos cosecha (De Wilde et al., 2006, 404-405),
procesos térmicos llevados al vacio (Claus et al., 2008, 122), uso de metodologias de
fermentacion (Akillioglu & Goékmen, 2013, 1), uso de asparaginasa (Capuano &
Fogliano, 2011; Cb, 2002, 795), modificaciones al proceso de tostado (Anese et al.,
2014, p. 169; Guenther et al., 2007, 65) y extraccion y remocion por medo de fluidos

supercriticos (Banchero et al., 2013, 292).
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Acrilamida y café

El tostado es un proceso térmico en la manufactura de café en el cual se
desarrollan todas sus caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas (Akillioglu &
Gokmen, 2013, 1). Este proceso varia entre los 150-250 °C (Summa, de la Calle,
Brohee, Stadler, & Anklam, 2007, 1850), segun el tipo de café que se quiera obtener,
ya sea tostado y molido, soluble, en extracto, etc., o el tipo de tueste que se quiera
consequir, claro, medio u oscuro, segun el perfil de taza deseado. En el café verde, la
acrilamida es formada natural y rapidamente durante el inicio del tueste. Se han
encontrado valores entre 200-958 ug/Kg en café tostado y molido y entre 188-1047
Hg/Kg en café instantaneo (Pastoriza, Angel, & Morales, 2012, 198). De esta manera, el
grado de tostado es de considerarse como un factor clave en el contenido de
acrilamida, por lo que modificaciones a este proceso, como llevarlo a cabo al vacio, han

sido estudiados (Anese et al., 2014, 168).

Aungue el café ha sido catalogado dentro del grupo de los alimentos donde “la
reduccion de acrilamida es poco probable sin afectar su calidad”, se han llevado a cabo
metodologias como adicion de asparaginasa, uso de sales de calcio y magnesio y

modificacidén en los parametros de tueste, entre otros (Akilloglu & Gékmen, 2013, 1).

Si bien se conoce el esfuerzo que se ha realizado con las metodologias
mencionadas anteriormente, el foco de las investigaciones sobre acrilamida en café se
ha orientado en conocer sus niveles en el grano tostado; la prioridad ahora se ha
tornado en cuantificar la cantidad que efectivamente ingieren los consumidores, pues la

acrilamida es altamente soluble en agua, por lo que es transferida facilmente a las
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bebidas de café, especialmente a las que son preparadas a altas presiones como el
café espresso (Alves, Soares, Casal, Fernandes, & Oliveira, 2010, 929). De igual
manera, las materias primas son el centro de muchos estudios; para el café es de
suma importancia la evaluacion de cémo afectan las condiciones geogréficas la
produccion de los precursores de la acrilamida, es decir, la asparagina y los azucares
reductores, puesto que los atributos del terreno tales como elevacion, clima, periodos
de lluvia, calidad y fertilizacion del suelo, etc., pueden influir significativamente sobre su
formacion (De Wilde et al., 2006, 404; Loaéc, Niquet-Léridon, et al., 2014, 2; Oberthar

et al., 2011, 785).

Acrilamida e industria del café:

Como es sabido, el café es el principal producto de exportacién agricola de
nuestro Pais; segun cifras de la Federacién Nacional de Cafeteros y la OIC, para el afio
2014 se alcanzaron los 10.954 mil sacos de 60Kg de café exportados en todas sus
presentaciones, ademas una de las bebidas de mayor consumo a nivel mundial
especialmente en paises como Finlandia, Noruega, Islandia, Dinamarca, Estados
Unidos y Brasil, entre otros (Bortolomeazzi et al.,, 2012, 2687). Se presume que la
contribucion del café en la ingesta diaria de acrilamida es bastante significativa en
paises con una alta tasa de consumo de café, por ejemplo se ha reportado que una
taza de 30 mL de café espresso elaborado con variedad arabiga contiene
aproximadamente 0,98 ug (Alves et al., 2010, 932). Esta situacion, contrasta un poco
con los beneficios derivados de sus sustancias antioxidantes como la disminucion de

enfermedades cardiovasculares (O’Keefe et al., 2013, 1043). disminucién de procesos
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neurodegenerativos (Prakash & Tan, 2011, 127), (Machado, Parise, & de Carvalho,
2014, 170), etc., motivo por el cual la industria cafetera debe destinar mayores
esfuerzos en la investigacion de esta sustancia, evaluar qué cantidades de acrilamida
son ingeridas a partir del café, como mitigar los valores actuales desde los procesos
industriales y como en el caso de esta investigacion, determinar como el origen y la

calidad del café pueden o no correlacionarse con su formacion.
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Capitulo 1: Caracterizacion de la materia prima

La manera cualitativa y cuantitativa como se expresan algunas sustancias de
interés bioldgico en los alimentos esta directamente relacionada con sus sustancias
precursoras y estas a su vez, con el origen de las materias primas. Si bien los cambios
mas drasticos ocurren durante los procesos industriales, es la calidad en si de dichas
materias primas la que es determinante en el contenido final de los compuestos tanto
de valor nutritivo y organoléptico como de aquellos que no son tan deseables. Es por
ello que la caracterizacion juiciosa de las mismas, asi como la clara trazabilidad en su
consecucion, permitira contar con herramientas suficientes para poder concluir como su
origen, su calidad y el contenido inicial de sustancias precursoras pueden o no estar

relacionadas con el contenido final de acrilamida en el café objeto de investigacion.

Debido al objetivo principal de este estudio, determinar la posible correlacién
entre la acrilamida formada con un gran namero de factores, entre ellos la calidad de la
materia prima y las sustancias precursoras de la misma, y debido también a que no se
conocen reportes sobre la cuantificacion de acrilamida mediante GC/MS en café
colombiano tipo excelso, se decidio llevarlo a cabo entrelazando las necesidades
comerciales de Colcafé y la maxima trazabilidad posible sobre la materia prima. Asi los
criterios de seleccion de las fincas fueron establecidos de manera tal que se tuviera
conocimiento sobre todo aquello que puede afectar la materia prima, por lo que se tuvo
en cuenta que las tres fincas (alturas) manejaran igual variedad de café (Colombia),
calidad (excelso) el cual es el tipo de café de mas alta calidad que se pueda producir y

el de mayor exportacion, beneficio (humedo), secado (al sol), similares practicas
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agricolas y que la coleccion se llevara a cabo en el mismo mes para tratar de que los

factores climaticos fueran los mismos sobre todo el café colectado.

Luego de que el café verde llego a la compafia, se realizo la correspondiente
inspeccion para verificar que se trataba de café excelso, seguido se procedié con la
medicién de los parametros fisicoquimicos del mismo y de la cuantificacion de los
metabolitos de interés biolégico. No solo se llevd a cabo la cuantificacion de los
precursores en la formacion de acrilamida, la aspargina y la glucosa y/o fructosa, sino
gue también se determind un set de L-a-aminoacidos, seis azucares reductores y el
contenido de polifenoles totales y acidos clorogénicos (3, 4 y 5 CQA), para identificar
mediante estos la posible expresion de marcadores y evidenciar si se presenta 0 no
una alta variedad en la composicion quimica de los mismos con respecto al café entre
las diferentes fincas. Conociendo las diferencias en este café, se podra establecer en el

futuro la manera en que se comporta la acrilamida, luego del proceso tostado de este.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Para esta investigacion se realiz6 un muestreo aleatorizado del café en el
municipio de Andes, departamento de Antioquia (5° 39' 29" N, 75° 52' 51" O) ubicado a
1350 msnm, temperatura media de 22° C y precipitacion anual media de 2099 mm;
este se estratifico en tres alturas diferentes y de cada altura se seleccion6 una finca, las
que a su vez se estratificaron en tres alturas o zonas de coleccion para cubrir todos los
lotes de produccién y asegurar la aleatoriedad el muestreo. El café de traviesa como es
conocida la cosecha secundaria que se da entre los meses de marzo y mayo,
corresponde a la especie Arabiga, variedad Colombia, con un proceso de beneficio
hamedo y secado al sol. La cantidad necesaria de café pergamino, 0 como se conoce
al café con la cascarilla antes del proceso de trilla, fue acopiado en la misma trilladora
la cual entreg6 la respectiva carga de café calidad excelso. Luego de recibida la
materia prima, esta se codificd y se inspeccion6 segun los parametros descritos en la
NTC 5938 de café verde para uso industrial (ICONTEC Internacional, n.d., 4-6),

mediante los que se verificd que correspondia a la calidad excelso (Tabla 2).
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ros de inspeccion.

Altura n%t?gstrde?) Codificacion Parametros inspeccionados segin norma NTC 5938
Baja F1A1CV
Finca 1 Media F1A2CV
Alta F1A3CV
Baja F2A1CV Grano bueno, grano negro, grano con defecto, grano vinagre,
Finca 2 Media F2A2CV ripio, impurezas, materia extrafia, grano brocado, grano foraneo,
Alta F2A3CV grano guayaba, densidad, sabor y humedad en balanza
Baja F3A1CV
Finca 3 Media F3A2CV
Alta F3A3CV

Preparacion de la muestra: molienda y extraccion

Los granos de café verde se molieron en un molino Probat Emmerich
(Brabender® Germany) a tamafio de particula segun parametros de perfiles de
producto en Colcafé; luego de tener la muestra en fino polvo, 30g fueron sometidos a
extraccién en una cafetera doméstica marca SAMURAI Café City 12 con 500 mL de
agua ultra pura durante 7 minutos; esta relacion agua/café también corresponde a un

parametro de perfil de producto en Colcafé.

Parametros fisicoquimicos

Luego de la molienda de las muestras se determiné la densidad y el porcentaje
de humedad en una balanza de humedades Halogen HR83 (Mettler Toledo,
Switzerland). Con la extraccion del café o preparacion de las bebidas segun el apartado
anterior se determind su pH en un pH-metro SevenEasy 8603 (Mettler Toledo,

Switerland).
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Contenido de polifenoles totales (PFT)

La cuantificacion de polifenoles totales se llevd a cabo mediante el método de
Folin-Ciocalteu con ligeras modificaciones (Alvarez et al., 2012). Se mezclaron 15 pL
de la muestra (con un factor de diluciéon 20) con 128 uL de agua ultra pura, luego se
adicionaron 37 puL el reactivo de Folin Ciocalteu, se dejo reposar por 1 minuto y se
adicionaron 120 pL de una solucién de carbonato de sodio al 9,0 % "/,. Cada mezcla se
alicuotd en un pozo de 300 pL en una placa de 96 pozos marca Costar Ref. 3628. Esta
placa se llevd a un espectrofluorimetro Biotek Sinergy HT (USA), en el cual se agitd
automaticamente por un minuto, se incub6 en oscuridad por 60 minutos a temperatura
ambiente y se determind la absorbancia a 760 nm. El analisis cuantitativo se realizé por
el método del estandar externo mediante una curva de calibracion de acido galico
(20,0-500,0 mg/L) y los resultados se expresaron en términos de miligramos

equivalentes de acido gélico (GAE).

Contenido de acidos clorogénicos (ACGS)

En un tubo cénico de 15 mL se adicionaron 6,0 mL del la bebida preparada con
3,0 mL de una mezcla 70:30 de metanol / &cido férmico al 0,3% ‘/, mas 200 pL de
solucion de Carrez | y Il (100 pL de cada una). Posteriormente se centrifugaron a 4000
rom durante 10 min a temperatura ambiente; el sobrenadante se diluyé en acido
formico al 0,3% "/, a un factor de diluciéon 7,5 y se filtré a través de un acrodisco de

nylon de 0,45 pum.
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La cuantificacion de los acidos clorogénicos correspondiente a la suma de los
acidos 3CQA, 4CQA y 5CQA, se llevé a cabo mediante HPLC en un cromatégrafo de
liguidos marca Agilent serie 1260 Infinity con un detector DAD VL61315D (Germany)
empleando el método del estdndar externo y siguiendo la metodologia propuesta por
Mills y Col (2013, 3357), con algunas modificaciones. Se empled una columna Zorbax
Eclipse XDB C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um) a flujo de 1,0 mL/min usando una mezcla de
acido férmico al 0,3% "/, y acetonitrilo como fase movil; la deteccion se llevé a cabo a

A= 325 nmy el tiempo de corrida fue de 18 min.

Contenido de L- a-aminoacidos

A 200 mg de la muestra de café se adicionaron 1,5 mL de medio de extraccion
(Metano / HCI 0,1N 80:20) y se sometieron a ultrasonido por 40 min; se recuperé6 el
sobrenadante y se centrifugd a 13000 rpm por 10 min, de alli se tomaron 50 uL de
extracto y se evaporaron a 45 °C en horno de convexion. Al residuo seco se
adicionaron 100 pL de acetonitrilo y 50 pL de derivatizante MTBSTFA (N-tert-
Butildimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida) dejandolo actuar por 24 horas; luego del
tiempo de reaccién se adicionaron 100 pL de cloroformo quedando la muestra lista para

la inyeccién en el cromatografo de gases.

El contenido L-a-aminoacidos en la materia prima se llevO a cabo en un
cromatografo gaseoso Marca Agilent modelo 7098A acoplado a un detector de masas
simple modelo 5975C equipado con sistema de inyeccidon automatica de liquidos,
puerto de inyeccién capilar split/splitless, sistema de deteccion MSD de alta

sensibilidad y especificidad operando en modo SIM. Para la cuantificacion de los
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analitos se empled método del estandar interno usando norvalina, una columna Zebron
ZB-5MSi Guardian 5M. (35 m x 250 um x 0.25 um), He como gas portador a un flujo de
1,0 mL/min y un tiempo de corrida de 38,14 min. Los iones empleados para
cuantificacion e identificacion, asi como los niveles de deteccién para la prueba se
encuentran resumidos en la Tabla 3. Las condiciones de procesamiento de muestra y
de adquisicion de las sefales fueron adaptadas a partir de la nota de aplicacion Sigma-
Aldrich (Katerine K. Stenerson, 2011, 9-11).

Tabla 3. Condiciones cromatograficas para la cuanti  ficacién de L- a-aminoacidos
en café por GC/MS-SIM.

Compuesto Tr . (min) m/z? (ion 100%) LD? (ug/L) LC* (ug/L)
L-alanina 13,037 158,1; 232,2; 260,1 0,20 0,4
L-glicina 13,415 147,1; 218,1; 246,2 0,20 0,4
L-valina 15,004 186,2; 260,1; 288,1 0,20 0,4

DL-norvalina 15,206 186,2; 260,1; 288,1 0,20 0,4
L-leucina 15,668 200,2; 274,1; 302,1 0,20 0,4

L-isoleucina 16,159 200,2; 274,1; 302,1 0,20 0,4
L-prolina 16,67 184,2; 258,1 0,20 0,4

L-5-oxo prolina 19,403 272,1; 300,1 0,20 0,4

L-methionina 19,644 218,1; 292,1; 320,2 0,20 0,4
L-serina 19,982 288,1; 362,3; 390,3 0,20 0,4

L-threonina 20,41 303,1; 302,1 0,20 0,4

L-fenilalanina 21,279 302,1; 234,2; 366,2 0,20 0,4

L-acido aspartico 22,163 302,1; 418,3 0,20 0,4
L-acido glutamico 23,63 432,3; 330,3 0,20 0,4
L-asparagina 24,006 417,3; 30,1 0,20 0,4
L-lisina 24,901 300,1; 188,2 0,22 0,4
L-histidina 27,277 196,2; 440,3; 338,3 0,23 0,4
L-tirosina 27,813 302,1; 303,1 0,25 0,5

L-triptéfano 28,24 302,130,1; 375,2 0,25 0,5
L-cisteina 33,565 348,2; 188,1 0,25 0,5

' Tiempo de retencion; ° Relacién masa/carga; ° Limite de deteccion; * Limite
de cuantificacion.
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Contenido de azUcares reductores

A 200 mg de la muestra de café se adicionaron 1,5 mL de medio de extraccion
(Metano / HCI 0,1N 80:20) y se sometieron a ultrasonido por 40 min, 37 KHz y 80% de
potencia en un ultrasonido Elma - Elmasonic P (EIma Schmidbauer GmbH, Germany);
se recupero el sobrenadante y se centrifug6 a 13000 rpm por 10 min, de alli se tomaron
20 pL de extracto, se adicionaron 20 puL de estandar interno y se seco a 45°C en un
horno de conveccion. Al residuo seco se le adicionaron 100 pL de solucién de
metoxiamina dejando reaccionar por una hora a 40 °C; luego del tiempo de reaccion se
adicionaron 50 L de derivatizante BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida) y se
dejo reaccionar por una hora a 50 °C, finalmente se adicionaron 100 uL de cloroformo

guedando la muestra lista para la inyeccion en el cromatografo de gases.

El contenido de azlcares reductores en la materia prima se llevé a cabo en el
mismo equipo empleado para la cuantificacion de aminoacidos y con las mismas
caracteristicas. Se empleé el método del estandar interno usando ribitol, una columna
Zebron ZB-5MSi Guardian 5M. (35 m x 250 pm x 0.25 pum), He como gas portador a un
flujo de 1,0 mL/min y un tiempo de corrida de 33,08 min. Los iones empleados para
cuantificacion e identificacion se encuentran resumidos en la Tabla 4. Las condiciones
de procesamiento de muestra y de adquisicion de las sefales fueron adaptadas a partir

de la metodologia desarrollada por Desbrosses y Col (2005, 165-174).
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Tabla 4. Condiciones cromatograficas para la cuanti  ficacién de azucares
reductores en café por GC/MS-SIM.

Compuesto Tr . (min) m/z? (ion 100%)
D-(+)-xilosa 1MOX; 4 TMS bp 17,37 103, 217, 307
D-(+)-xilosa 1MOX; 4 TMS mp 17,5 103, 217, 308
D-(+)-arabinosa 1MOX; 4 TMS 17,58 103, 217, 307

D-(+)-ribosa 1MOX; 4 TMS 17,8 103, 217, 307
D-ribitol 5 TMS (ISTD) 18,48 217, 103, 205
D-(+)-fructosa 1IMOX; 5 TMS mp 20,81 103, 217, 307
D-(+)-fructosa 1IMOX; 5 TMS bp 21 103, 217, 307
D-(+)-glucosa 1MOX; 5 TMS mp 21,07 319, 205, 160
D-(+)-glucosa 1MOX; 5 TMS bp 21,16 319, 205, 217
D-(+)-glucosa 1IMOX; 5 TMS bp 21,27 319, 205, 160
D-(+)-galactosa 1IMOX; 5 TMS bp 21,49 319, 205, 103
D-(+)-manosa 1IMOX; 5 TMS bp 21,54 319, 205, 103
D-manitol 6 TMS 21,76 205, 319, 217
myo-inositol 6 TMS 23,62 217, 305, 318

' Tiempo de retencién; ° Relacién masa/carga.

Analisis estadistico

Luego de concretar los resimenes de los resultados de todas las pruebas, se
realizd un analisis multivariado PCA para evaluar la maxima varianza, un analisis
ANOVA y una matriz de correlaciones para los cuales se tuvieron en cuenta tanto los
parametros fisicoquimicos como las sustancias cuantificadas. El andlisis se realizo

mediante el paquete estadistico Minitab 16 amparado bajo licencia de Colcafé.
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Resultados y discusion

Caracterizacion de la materia prima

La elevacion o altura de siembra es el factor ambiental mas frecuentemente
mencionado con respecto a los efectos de origen. Estudios llevados a cabo en Centro
América han concluido que los cafés que crecen a mayores alturas son aquellos que
representan una mayor calidad y que minimos cambios climaticos tienen una brusca
incidencia sobre la misma (Benoit Bertrand et al., 2006, 2575-2576; Oberthir et al.,

2011, 783).

El resumen estadistico de los parametros fisicoquimicos, L-a-aminoacidos,
azucares reductores y sustancias antioxidantes se ilustran en las tablas 5-8. Todas las

cuantificaciones se llevaron a cabo por gramo de muestra y en base humeda.

Los resultados de los parametros fisicoquimicos medidos a la materia prima
(Tabla 5), se encuentran dentro de los valores establecidos por la NTC 5938 de café
verde para uso industrial ICONTEC Internacional, n.d., 4-6), mediante los que se pudo
corroborar que correspondia a la calidad excelso. Cuando un solo parametro de los
medidos se encuentra por fuera de esta norma, de inmediato el café es objeto de
rechazo para la calificacion de excelso y se procede con denominacion de menor

calidad, disminuyendo sus probabilidades de exportacion.
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Tabla 5. Parametros fisicoquimicos de la materia pr  ima.

Muestra Densidad (g/L) Humedad (%) pH
F1A1CV 543 12,08 5,74
F1A2CV 528 12,98 5,76
F1A3CV 540 12,23 5,79
F2A1CV 543 11,35 5,86
F2A2CV 534 11,68 5,84
F2A3CV 532 11,54 5,85
F3A1CV 536 12,37 5,80
F3A2CV 534 11,84 5,80
F3A3CV 527 13,14 5,81
Media 535,22 12,13 5,81
Desv.Est. 5,89 0,62 0,04
CoefVar 1,10 5,09 0,69

De los mas de 40 &cidos clorogénicos del café, los tres cuantificados en este
estudio aportan aproximadamente el 90% del contenido total, y aunque los valores
encontrados (Tabla 6), se encuentran un poco por debajo de los reportados en la
bibliografia (Puerta, 2011, 4), no se debe concluir que la materia prima es de calidad
deficiente (Avelino et al., 2005, 1869). Generalmente el contenido de acidos
clorogénicos cuantificados por HPLC como la sumatoria del 3CQA, 4CQA y 5CQA en

café arabiga es de 40 mg/g aprox. (Monteiro & Farah, 2012, 612).
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Tabla 6. Contenido de polifenoles totales y acidos clorogénicos en la materia
prima.

Muestra PFT (mg eq GAE/g muestra) ACGS (mg/g muestr a)
F1A1CV 34,25 34,24
F1A2CV 34,76 35,85
F1A3CV 35,85 36,27
F2A1CV 36,60 38,31
F2A2CV 38,36 41,71
F2A3CV 28,96 31,88
F3A1CV 37,27 39,99
F3A2CV 35,57 29,84
F3A3CV 35,14 37,86
Media 35,20 36,22
Desv.Est. 2,66 3,79
CoefVar 7,57 10,47

En el caso de algunos aminoacidos, se pudo evidenciar en la Tabla 7 que
mediante la técnica de cuantificacién empleada no fueron detectables, o que no quiere
decir que no estén presentes, pues estos son inherentes al metabolismo del café.
Segun estudios reportados previamente en café verde arabiga usando GC/MS para la
cuantificacion de estas sustancias, el valor medio de asparagina, quien es el
aminoacido precursor en la formacién de acrilamida es de 0,2 mg/g (Murkovic & Derler,
2006a, 29); en este estudio los contenidos globales mas altos, aunque distan de este
valor son los de la Finca 3, por lo que es de esperarse gque la materia prima de esta
procedencia contenga luego del tostado del café, los valores mas altos de acrilamida.
Es probable que los valores de aminoacidos que estan un poco bajos con respecto a

los reportados se deban a las condiciones agrocliméticas y ontogénicas de la planta.



Tabla 7. Contenido de L- a-aminoacidos en la materia prima.
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L-a-Aminoacidos (mg/g muestra)

Muestra
Alanina Glicina Valina Leucina Isoleucina Prolina 5-oxoprolina Metionina ~ Serina Treonina Fenilalanina Acido aspartico  Acido glutamico  Aspara gina

F1A1CV 1,36 0,18 0,37 0,25 0,30 0,64 0,2 0,03 0,6 n.d. 0,31 0,44 1,02 0,05
F1A2CV 2,02 0,25 0,61 0,44 0,49 0,93 0,27 0,04 0,82 0,04 0,46 0,55 1,16 0,04
F1A3CV 1,92 0,25 0,52 0,36 0,43 1,06 0,3 0,02 0,99 0,04 0,39 0,77 1,16 0,04
F2A1CV 1,79 0,19 0,42 0,29 0,35 0,85 0,19 0,05 0,41 0,03 0,37 0,41 0,76 0,08
F2A2CV 1,66 0,17 0,42 0,29 0,35 0,80 0,14 0,05 0,4 0,03 0,36 0,37 0,49 n.d.
F2A3CV 1,69 0,18 0,41 0,27 0,34 0,78 0,13 0,04 0,39 0,03 0,37 0,32 0,14 n.d.
F3A1CV 1,83 0,24 0,49 0,36 0,38 0,81 0,3 0,03 0,67 0,04 0,39 0,56 1,83 0,07
F3A2CV 1,74 0,22 0,47 0,35 0,38 0,79 0,23 0,04 0,53 0,03 0,33 0,38 1,26 0,03
F3A3CV 2,51 0,25 0,55 0,4 0,43 1,06 0,31 0,04 0,78 0,04 0,39 0,61 1,96 0,11

Media 1,83 0,21 0,47 0,33 0,38 0,86 0,23 0,04 0,62 0,03 0,37 0,49 1,09 0,05
Desv.Est. 0,31 0,04 0,08 0,06 0,06 0,14 0,07 0,01 0,21 0,01 0,04 0,14 0,58 0,04
CoefVar 17,05 16,49 16,51 18,94 15,11 16,03 29,61 22,26 34,24 41,06 11,09 29,07 53,64 77,19
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En cuanto al contenido de azUcares reductores (Tabla 8), la glucosa y la fructosa
quienes son los principales azucares involucrados en la formacién de acrilamida,
reportan los valores globales mas altos en las fincas 1 y 3 por lo que se espera que
luego del tostado de estas materias primas se produzcan también los niveles mas altos
de acrilamida, en especial el café proveniente de la finca 3. La literatura reporta valores
medios de 2,2 mg/g de glucosa y 1,9 mg/g fructosa cuantificados por GC/MS en café
arabiga (Murkovic & Derler, 2006a, 30); es probable que los valores de azlcares un
poco bajos con respecto a los reportados se deban a las condiciones agroclimaticas y
ontogénicas de la planta, o a que el proceso de secado al sol como parte del beneficio
del café fue algo corto (Kleinwéachter & Selmar, 2010, 500). Es importante anotar que la
Finca 2 contiene los niveles globales mas bajos de todos los azlicares y que no se

detectaron niveles de D-(+)-ribosa.

Tabla 8. Contenido de azucares reductores en la mat  eria prima.

Azlcares reductores (mg/100 g muestra)

Muestra - . —
D-(+)-ribosa D-(+)-fructosa D-(+)-glucosa D-(+)-galactosa D-manitol myo-inositol

F1A1CV 0,47 12,45 9,15 1,13 0,89 9,57
F1A2CV 0,33 7,19 4,97 0,68 5,8 7,99
F1A3CV 0,42 8,81 4,56 0,63 4,28 5,85
F2A1CV n.d. 2,08 1,66 0,24 0,52 7,33
F2A2CV n.d. 1,92 1,71 0,26 12,96 7,59
F2A3CV n.d. 1,90 1,60 0,24 0,63 7,01
F3A1CV 0,25 5,82 2,50 0,37 0,35 5,93
F3A2CV 0,33 27,55 11,08 1,39 0,53 7,07
F3A3CV 0,35 35,28 12,72 1,54 0,89 7,99

Media 0,24 11,44 5,55 0,72 2,98 7,37
Desv.Est. 0,19 12,01 4,35 0,51 4,22 1,13

CoefVar 79,23 104,98 78,32 70,96 141,43 15,36
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Una vez se tuvieron todos estos resumenes estadisticos (parametros
fisicoquimicos, L-a-aminoacidos, azucares reductores y sustancias antioxidantes), se
realizd un screening inicial mediante PCA (Figuras 3 y 4) en el que se emplearon los
dos primeros componentes que explican 65,8% de la variabilidad. La gréafica de
puntuacién (Figura 3), mostrdo como la Finca 2 se agrupd de manera muy marcada en
comparacién con las otras dos fincas, comportamiento que se da probablemente seguin
los bajos contenidos de azlcares reductores y aminoacidos encontrados en las

muestras procedentes de esta finca; de ser asi, esto deberia reflejarse en la gréfica de

cargas.

Figura 3. Grafica de puntuacion (PCA) en la materia  prima para todos los
parametros cuantificados.
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En la figura 4, en efecto se puede confirmar de manera visual la hipotesis de que
a excepcion del myo-inositol, el contenido de todos los azlcares reductores, y el

contenido de algunos aminoacidos como L-metionina, L-asparagina, L-acido glutamico,
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L-serina y L-5-oxoprolina son aquellos que hacen que la Finca 2 se agrupe de manera
marcada y se aleje de las otras dos fincas, pues sus vectores en la grafica de cargas se
situaron en el mismo cuadrante en el cual ella se agrupa en el gréafico de puntuacion y
de manera perpendicular. Este comportamiento también aplica en los valores de pH y

humedad encontrados.

Figura 4. Grafica de cargas (PCA) en la materia pri ma para todos los
parametros cuantificados.
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Este PCA también mostré que las Fincas 1 y 3 son similares en los parametros
cuantificados, pero debido a que el analisis PCA es descriptivo, se llevdé a cabo un
analisis mediante una ANOVA lineal general para confirmar este modelo y evidenciar si
las diferencias encontradas con la Finca 2 respecto a las otras dos fincas son

significativas (p< 0,05) y qué parametros hacen que se presente 0 no esta diferencia

(Tabla 9).
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Tabla 9. ParAmetros de ANOVA para diferencias signi  ficativas en materia la
prima.

Variable Valor F Valor P R cuadrado (%) R cuadrado  ajustado (%)
L-5-oxoprolina 6,66 0,030 68,94 58,58
L-serina 6,78 0,029 69,33 59,10
L-acido glutamico 13,98 0,006 82,33 76,44
D-(+)-ribosa 53,69 0,000 94,71 92,94
pH 22,09 0,002 88,04 84,06

Mediante esta ANOVA lineal general se evaluaron los supuestos estadisticos de
normalidad, homogeneidad de las varianzas e independencia de las muestras sobre los
residuales y se determin6 que en realidad los contenidos de D-(+)-ribosa, el pH, el L-
acido glutamico, la L-serina y la L-5-oxoprolina del café perteneciente a la Finca 2 son
significativamente diferentes (p<0,05), lo que hace que esta finca se comporte

diferente.

En la Figura 5 de efectos principales se mostr6 como los bajos valores de L-5-
oxoprolina, L-serina, L-acido glutamico y D-(+)-ribosa son aquellos que hacen que la
Finca 2 se agrupe en un extremo del PCA, pues se encuentran debajo del valor medio

para cada uno de ellos.

Debido a que la formacion de acrilamida ocurre por la condensacién de la
asparagina, de la cual no se observé diferencia significativa, con los azlcares
reductores, principalmente D-(+)-glucosa y D-(+)-fructosa que tampoco mostraron esta
diferencia, y aunque la D-(+)-ribosa que si mostré diferencia significativa es un azucar
reductor, no existe literatura que relacione directamente este azlcar con la formacion

de acrilamida de manera significativa. La diferencia significativa que se encontr6 para el
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valor de pH, esta explicada por el hecho de que posiblemente los granos no tenian el

mismo grado de madurez entre las tres fincas, siendo los de la Finca 2 mas inmaduros.

Figura 5. Graficas de efectos principales para los parametros con diferencias
significativas en la materia prima.
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Como el PCA inicial o de screening contenia todas las variables y sustancias
medidas, se realizé un segundo PCA en el que solo se incluyeran los azucares
reductores y los aminoacidos como familias que contienen a los compuestos

precursores de la acrilamida (Figuras 6 y 7).



Figura 6. Grafica de

puntuacion (PCA) para los amin
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oacidos y azucares en la

materia prima.
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Estos graficos que explican el 70,9% de la variacion en sus dos primeros
componentes, ilustraron nuevamente lo que se observo en las Figuras 3y 4: la Finca 2
se agrup6 de manera muy marcada como se ve en la grafica de puntuacion, lo que no
ocurre para las otras dos fincas, y el grafico de vectores atribuye esta diferencia de la
Finca 2 a las mismas sustancias que se evidenciaron en la figura 5, pero como ya se
menciond anteriormente, estas graficas son descriptivas y solo la ANOVA permitio
corroborar que de estas sustancias, aunque se encuentran en una menor cantidad en

el café de la Finca 2, no todas hacen que la diferencia sea significativa.

Luego de que se establecieron estas diferencias significativas entre los
diferentes metabolitos y pardmetros fisicoquimicos de las diferentes fincas, se procedio
con la elaboracion de la matriz de correlaciones (Tabla 10), para establecer cuéles
guardaban una correlacion significativa entre ellos, teniendo en cuenta como criterio de

aceptacion un valor p<0,05 y una correlacion superior al 80% (positiva 0 negativa).

De estas correlaciones es importante destacar que los aminoacidos guardan
correlaciones entre si al igual que los azlUcares pues estos comparten la misma ruta
metabdlica. Esto cobra importante relevancia si se toma en cuenta el hecho de que la
condensacion entre los aminoacidos y los azucares via Maillard, es la que produce los
compuestos volatiles que le confieren el agradable aroma al café y las melanoidinas
gue le dan el tono pardo (Ludwig, Sanchez, De Pefia, & Cid, 2014, 67-68), ademas de

constituirse en poderosas sustancias antioxidantes.



Tabla 10. Matriz de correlaciones para la materiap rima.
VARIABLE Tipo Alanina  Glicina Valina Leucina Isoleucina 5-oxoprolina Metionina Serina D-  (+)-ribosa  D-(+)-fructosa  D-(+)-glucosa
Corr. 0,910
Valina
Valor p 0,001
Corr. 0,922 0,981
Leucina
Valor p 0,000 0,000
Corr. 0,862 0,982 0,943
Isoleucina
Valor p 0,003 0,000 0,000
Corr. 0,866
Prolina
Valorp 0,003
Corr. 0,953 0,820
5-oxoprolina
Valor p 0,000 0,007
Corr. 0,882 0,878
Serina
Valor p 0,002 0,002
Corr. 0,841 0,853
Fenilalanina
Valor p 0,005 0,003
. Corr. 0,839 0,870 0,949
Acido aspartico
Valor p 0,005 0,002 0,000
3 Corr. 0,901
Acido glutamico
Valor p 0,001
Corr. -0,806
D-(+)-ribosa
Valor p 0,009
Corr. 0,949
D-(+)-glucosa
Valor p 0,000
Corr. 0,947 0,999
D-(+)-galactosa
Valor p 0,000 0,000
Corr. -0,892
pH
Valor p 0,001

54



55

La tabla completa de correlaciones entre los parametros fisicoquimicos medidos

y las sustancias cuantificadas en la materia prima se encuentra en el Apéndice A.

Desde que empezaron a emerger los café tipo Gourmet, los paises productores
han mostrado un aumento en el interés por entender como los factores ambientales y
las técnicas locales afectan la calidad del mismo, lo que algunos autores llaman el
efecto terroir o efecto por el territorio (Avelino et al., 2005, 1872). Para el caso particular
de esta investigacion, el café estudiado se seleccion6 de manera que la variedad,
calidad, fecha de coleccion, region del Pais y las practicas pre y pos cosecha fueran las
mismas; en ese sentido el efecto terroir se dio basicamente por las diferentes alturas de
siembra, con la cual los microclimas y composicibn de los suelos pueden ser
cambiantes y como resultado se podrian presentar diferencias significativas en el
contenido de los aminoacidos, azlcares reductores y sustancias antioxidantes
cuantificadas, y aunque la asparagina y la glucosa como precursores mayoritarios de
acrilamida son el principal interés, las otras sustancias podrian exhibir una correlacion
con la formacion de acrilamida y mas importante aun, podrian comportarse como
marcadores del metabolismo del café de las diferentes fincas ayudando a entender qué
tan variables son estas materias primas y como esa variacion puede afectar la calidad
del producto terminado y del contenido de acrilamida. Probablemente estos resultados

también obedecen a que los granos no poseian el mismo grado de madurez.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos, tanto la densidad como el porcentaje
de humedad permanecen constantes entre las diferentes muestras. En el caso del pH,

el cual esta ligado directamente con la cantidad de acidos organicos presentes en el
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café, principalmente con los acidos citrico y malico (S. Oestreich-Janzen, Gmbh, 2010,
19-23), la Finca 2 mostr6 una diferencia significativa con respecto a las otras dos
fincas, pero al no contar con una cuantificacion exacta de estos &cidos organicos, este
parametro solo podra ser interpretado como un marcador de calidad en la taza, es

decir, en el producto final luego de tostado y molido para el descriptor “acidez”.

Aungue en una menor proporcién, los acidos clorogénicos también contribuyen
con la percepcion de acidez en el café, al no mostrar diferencias significativas en su
contenido para las tres fincas, no se puede decir que estos son los responsables de
gue la Finca 2 produzca café con un pH diferente a las demas, sino que probablemente

los granos provenientes de esta finca no tenian el mismo grado de madurez.

Los polifenoles se consideran uno de los grupos de metabolitos secundarios mas
grandes entre las materias primas de origen vegetal y su contenido varia tanto con las
condiciones de crecimiento como con los estimulos ambientales. Su papel fisioldgico
en las plantas ha sido relacionado con la defensa y sus moléculas pueden ser simples
como complejas al sufrir polimerizaciones (Gil, 2012, 18). Los polifenoles mas
abundantes en el café son los ya nombrados acidos clorogénicos, una familia de mas
de 40 compuestos en los que los acidos 5, 3y 4 CQA contribuyen con méas del 90% del
contenido total (Li Kwok Cheong et al., 2014, 46-47; Suarez-Quiroz et al., 2014, 56-57).
En el café verde, el contenido de polifenoles totales evaluado por método de Folin
Ciocalteu es practicamente el mismo que de acidos clorogénicos, esto se da debido a
gue el método de Folin es una coloracién en la que pueden o no reaccionar mas o

menos sustancias de tipo fendlico, por lo que esta medicion en el café debe
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considerarse como un screening inicial y el contenido exacto debe ser verificado por

una metodologia mas exacta como HPLC.

Afortunadamente el contenido de sustancias antioxidantes consideradas como
metabolitos de sumo interés en el café debido a sus numerosas propiedades
beneficiosas para la salud, no presentd diferencias significativas entre las diferentes
materias primas, por lo que en términos de calidad escoger una u otra materia prima no

sera otro factor a tener en cuenta.

Los aminoacidos y los azucares del café verde son los principales componentes
gue contribuyen con la formacién del aroma y color durante el tostado, asi como con
sustancias indeseadas como el 5-HMF o la acrilamida, por ello es de suma importancia
tener el conocimiento a cerca de estos precursores que pueden ser transformados a

componentes potencialmente peligrosos (Murkovic & Derler, 2006, 25-32).

En el café verde, el aminoacido que se encuentra en mayor proporcién segun la
literatura es la alanina (Murkovic & Derler, 2006, 25), lo cual coincide con los resultados
aqui obtenidos y corrobora la calidad de la materia prima, pero mas importante ain es
gue en términos de calidad, el aminoacido mas abundante no muestra diferencias
significativas entre las materias primas estudiadas, lo que conduce a elucidar lo mismo
gue en el caso de las sustancias antioxidantes: luego de tostado el café, el contenido
de aminoacidos no serd un criterio de discriminacion. Es importante también destacar
gue aunque si se presentaron diferencias significativas en el contenido de L-5-
oxoprolina, L-acido glutdmico y L-serina, estos aminocidos no son precursores de

acrilamida ni tampoco son mayoritarios en el café verde, por lo que una vez
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cuantificada la acrilamida es necesario establecer un modelo que identifique si estos

estan o no correlacionados con su formacion.

Los carbohidratos son productos de la fotosintesis de las plantas y se producen
de manera simultanea tanto en el fruto del café (berry) como en las hojas. Estos se ven
altamente influenciados por la manera en que es beneficiado y secado el café y suelen
concentrase en materias primas mas maduras (Kleinwéchter & Selmar, 2010, 500); en
este caso, el mismo beneficio hiumedo y secado al sol del café en las tres fincas mostré
como el perfil de los azlcares reductores varia un poco, lo que puede atribuirse a

periodos distintos de exposicion al sol o al estado de madurez de algunos granos.

De estos azucares reductores, el Unico que mostré una diferencia significativa en
su contenido para las tres fincas fue la D-(+)-ribosa, de la cual no se reportan datos
concluyentes sobre una significativa formacion de acrilamida a partir de ella, por el
contrario los reportes se han basado principalmente sobre el contenido de glucosa y
fructosa, y para estos, no se evidencio diferencia significativa. Asi, parece que estos
metabolitos al igual que los compuestos antioxidantes y aminoacidos no se traducen en

un factor de exclusion de las diferentes materias primas.
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Capitulo 2: Cuantificacion de la acrilamida en el ¢ afé tostado y molido:
evaluacion de su comportamiento
La calidad organoléptica y el contenido de sustancias de interés en una taza de
café son el resultado final de una serie de eventos que inician con la consecucion de
una materia prima de alta calidad (Barbosa et al., 2012, 500-504; Oliveira et al., 2005,
287-288) y termina con el proceso industrial bajo parametros estrictamente controlados

(Oberthir et al., 2011, 783-794).

Las sustancias de interés biolégico consideradas como precursoras de otras que
aparecen en el proceso de tostado del café, pueden ubicarse en dos categorias:
aqguellas que son deseadas como por ejemplo algunos acidos grasos e isopropanoides
que le confieren sus deliciosas notas arométicas, melanoidinas que le dan el tono
pardo y sabor, o mejor aun, polifenoles que se conservan desde el café verde hasta el
café tostado como los acidos clorogénicos, a los que se les atribuyen propiedades
antioxidantes, y un segundo grupo de sustancias no deseadas como algunas aminas

biégenas, el 5-HMF o la acrilamida (Loaéc, Jacolot, et al., 2014, 593).

Las cantidades de acrilamida formadas dependen no solo de sus precursores,
sino también del proceso de tostado, pues a medida que se varian el tiempo y la
temperatura algunos reactantes tienden a consumirse de manera diferente, pero estas
variaciones en esta etapa del proceso productivo del café son estrictamente necesarias
pues de ello depende la obtencién de diferentes perfiles de taza que son solicitados por

los diversos publicos consumidores de café (Costa et al., 2014, 350).
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A nivel mundial, especificamente en Europa y Estados Unidos, la acrilamida ha
sido objeto de estudio por mas de una década, sin embrago en Colombia, solo hasta
hace un par de afos se ha comenzado a trabajar el tema en algunas matrices
alimenticias, pero desafortunadamente no se han reportado estudios ni en café ni sobre
como se da la posible relacién entre su calidad y grado de tostado con el contenido
final de acrilamida, situacién que es preocupante si consideramos que el café es
nuestro producto insignia y la matriz agricola de mayor exportacién de Colombia, por lo
gue es importante estar atentos y listos a las exigencias de los mercados nacionales e

internacionales.

Por ello, teniendo en cuenta la mayor cantidad de factores posibles que puedan
influenciar los contenidos finales de acrilamida en nuestro café, se disefié un estudio en
el que después de una estricta trazabilidad en la obtencion de la materia prima y su
caracterizacion, se procediera con la validacion de una nueva metodologia para la

cuantificacion de acrilamida en el café tostado a tres grados diferentes y molido.
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Materiales y métodos

Tostado de la materia prima

Para el tostado de la materia prima se empled un tostador automatico piloto
marca Diedrich IR (2.5 Germany) con capacidad de carga de 2,5 Kg/h. El tostador fue
programado para iniciar a tostar a 180 °C y se establecieron tres temperaturas finales,
alta, media y baja, dependiendo del grado de tostado deseado: alto, medio y bajo,
siendo el tiempo de tostado dependiente de dicha temperatura final. La carga para el
tostador fue de 500g de muestra y cada tostada se llevé a cabo por triplicado para
tener una muestra representativa. Los niveles de tostado fueron establecidos segun
tres perfiles de taza deseados y propuestos por expertos catadores de Colcafé

obedeciendo a propdésitos comerciales (Tabla 11).

Caracterizacion de la muestra: molienda, extraccion y determinacion de los
parametros fisicoquimicos

Los granos de café tostado fueron molidos (780-840 micras tostado bajo, 520-
580 micras tostado medio, 430-460 tostado alto) en un molino Mahlokéning VTA6S3
(Germany), posteriormente 30g fueron sometidos a extraccion en una cafetera
doméstica marca SAMURAI Café City 12 con 500 mL de agua ultra pura durante 7
minutos; esta relacién agua/café corresponde a un parametro de perfil de producto en

Colcafé.



Tabla 11. Niveles de tostado y codificacion de las muestras.

62

Muestra Nivel de tostado Temperatura de carga Codi ficacion
Bajo F1A1TB
F1A1CV Medio F1A1TM
Alto F1A1TA
Bajo F1A2TB
F1A2CV Medio F1A2TM
Alto F1A2TA
Bajo F1A3TB
F1A3CV Medio F1A3TM
Alto F1A3TA
Bajo F2A1TB
F2A1CV Medio F2A1TM
Alto F2A1TA
Bajo F2A2TB
F2A2CV Medio 180 °C F2A2TM
Alto F2A2TA
Bajo F2A3TB
F2A3CV Medio F2A3TM
Alto F2A3TA
Bajo F3A1TB
F3A1CV Medio F3A1TM
Alto F3A1TA
Bajo F3A2TB
F3A2CV Medio F3A2TM
Alto F3A2TA
Bajo F3A3TB
F3A3CV Medio F3A3TM
Alto F3A3TA

Luego de la molienda de las muestras se determiné la densidad, el porcentaje de

humedad en una balanza de humedades Halogen HR83 (Mettler Toledo, Switzerland) y

color en un colorimetro Huter Lab D25LT (USA), y en la bebida se determin6 su pH en

un pH-metro SevenEasy 8603 (Mettler Toledo, Switerland).
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Perfil sensorial de las muestras

Una vez tostadas y molidas las muestras, estas se perfilaron por los expertos en
catacion del panel sensorial de Colcafé compuesto por 61 catadores los cuales
evaluaron los atributos de fragancia, aroma, acidez y cuerpo, para emitir una impresion
global siguiendo la NTC 5938 para la calificacion de café excelso (ICONTEC

Internacional, n.d., 6).

Contenido de polifenoles totales y acidos clorogéni cos

Estas cuantificaciones se llevaron a cabo segun los mismos métodos descritos

en el capitulo 1.

Contenido de L- a-aminoacidos residuales y azucares reductores resid uales

Estas cuantificaciones se llevaron a cabo segun los mismos métodos descritos

en el capitulo 1.

Desarrollo y validacién de una nueva metodologia an  alitica por GC/MS para
la cuantificacion de acrilamida

Como se menciond en el marco tedrico, la cromatografia gaseosa es la segunda
metodologia mas empleada en la cuantificacion de acrilamida, pero no todos los
laboratorios la desarrollan exactamente igual. En Colombia, esta es la primera vez que
se reporta el desarrollo y validacion de esta metodologia para la cuantificacion de

acrilamida en café por GC/MS.
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Para el desarrollo y validacion de la metodologia se empleé un cromatdgrafo
gaseoso marca Agilent modelo 7098A acoplado a un detector de masas simple modelo
5975C equipado con sistema de inyeccién automatica de liquidos, puerto de inyeccién
capilar split/splitless, sistema de deteccion MSD de alta sensibilidad y especificidad
operando en modo SIM. El instrumento se sintoniz6 en modo automatico (Atune) al

inicio y durante el desarrollo de los andlisis.

En la presente validacion se evaluaron los parametros de limite de deteccion,
limite de cuantificacion, linealidad, precision, exactitud y selectividad/especificidad en

una matriz de café molido en agua acidulada.

Preparacion de la muestra:

1,0g de café tostado y molido se extrajo con 10 mL de acido férmico al 0,1% “/y,
se agitd en vortex por 1 min, se llevd a ultrasonido por 20 min, 37 KHz y 80% de
potencia en un ultrasonido Elma - Elmasonic P (EIma Schmidbauer GmbH, Germany);
posteriormente se centrifugd por 10 min a 4000 rpm. El sobrenadante se filtr6 en
acrodiscos de nylon de 0,45um y 2,0mL se pasaron a presion atmosférica a traves de
un cartucho de SPE de carbon grafitado (Carboprep™ 200, 6 mL, 500 mg) previamente
acondicionado. Se aplicoé vacio durante 10 min para eliminar el exceso de agua y por
ultimo se eluyo el cartucho con 3,0 mL de acetona quedando la muestra lista para
inyeccion en el GC/MS. La cuantificacion se llevo a cabo por medio del método de
estandar interno usando propionamida, una columna J&W 122-7032: 2877.29946 DB-

WAX 250 °C (30 m x 250 pm x 0.25 pm), He como gas portador a un flujo de 1,0
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mL/min y un tiempo de corrida de 21,727 min. Las condiciones cromatograficas se

ilustran en la Tabla 12.

Tabla 12. Condiciones cromatograficas para la cuant ificacion de acrilamida en
café tostado y molido.

Compuesto  Tr *. (min) m/z®
Acrilamida 14,5 55,71, 20
Propionamida 13,3 57,72,73

! Tiempo de retencién; ° Relacién masa/carga

Validacion de la metodologia analitica:

Concentracion minima detectable (Limite de deteccion).

Es la cantidad de concentracion de un analito que proporciona una sefial igual a
la sefal del blanco (ysg) mas tres veces la desviacion estandar del blanco SB (Food
and Drug Administration, 2001, 4-8; Ortega, Garcia, & Junca, 2011, 209-249). En esta
validacion se inyectaron diferentes niveles de concentracion (6 veces cada inyeccion),

hasta que se llegé a uno de ellos que proporcionaba una RSD<10,0%.

Concentracion minima cuantificable (Limite de cuantificacion).

Concentracion mas baja de un analito que puede ser determinada con aceptable
precision y exactitud (Food and Drug Administration, 2001, 4-8; Ortega, Garcia, &
Junca, 2011, 209-249). Para metodologias bioanaliticas el limite de cuantificacion debe

cumplir los siguientes requisitos:

- Larespuesta de la sefal del analito debe ser minimo tres veces el ruido.
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- Reproducible con coeficiente de variacion menor del 20% y exactitud de 80 a
120%.

En la metodologia empleada se realizaron diluciones de acrilamida en el nivel 1

de la curva de calibracién, cada dilucion con cinco replicas hasta llegar al nivel que

cumpliera los criterios establecidos

Linealidad.

Cuando se varia la concentracion de un analito debe haber un cambio
significativo en la respuesta del instrumento de manera proporcional en el rango de
concentraciones estudiadas (Food and Drug Administration, 2001, 4-8; Ortega, Garcia,
& Junca, 2011, 209-249). En esta validacion se consideraron seis concentraciones
distribuidas (Tabla 13); se tomaron dos calibraciones, una para cada analito, en un
rango que cubre la respuesta del detector para las muestras de un estudio piloto. Para
esta prueba de linealidad se evalué la homocedasticidad o prueba para demostrar que

la varianza de los errores es constante, es decir, la homogeneidad de la varianza.

Tabla 13. Distribucién de concentraciones en seis n iveles de las curvas de
calibracion de acrilamida.

Concentracion (ng/mL)
N5 N4 N3 N2 N1
Acrilamida 600 400 200 100 50 25
ISTD 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Sustancias

Precision.

Es la concordancia mutua entre datos que se han obtenido de la misma forma e

indica la medida del error aleatorio de un analisis (Food and Drug Administration, 2001,
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4-8; Ortega, Garcia, & Junca, 2011, 209-249) y es valorada mediante la repetibilidad y
la reproducibilidad, las cuales se refieren a la concordancia de los resultados
recolectados por el mismo investigador, los mismos reactivos, laboratorio e instrumento

en un corto periodo de tiempo evaluadas determinando el coeficiente de variacion

%CV = (s/x) * 100
S: desviacion estandar

X: media aritmética.

1. Repetibilidad instrumental

Se prepard una solucion stock del estandar interno y acrilamida y se evaluo
posterior a ser preparada, en cada evaluacion cromatografica de las dos sustancias se
inyecté un namero superior a 6 veces y se colectaron datos de 4 dias diferentes.

2. Reproducibilidad del método

La muestra fue preparada 6 veces independientes en diferentes fechas y cada

muestra fue inyectada por triplicado.

Exactitud.

Se refiere a la concordancia entre el valor verdadero y el valor experimental;
para tal efecto la recuperacion del analito en un ensayo es indice de la exactitud de una
medida. La exactitud medida como el porcentaje de recuperacién se calcula
comparando su coeficiente de variacion mediante comparacion del valor G
experimental de las varianzas (Test de Cochran) (Food and Drug Administration, 2001,
4-8; Ortega, Garcia, & Junca, 2011, 209-249). En esta validacion, la matriz de café fue

enriquecida (dopada) a tres niveles diferentes de concentracion del analito (acrilamida)
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y fue sometida al proceso de extraccion para posteriormente evaluar qué porcentaje del
analito adicionado es recuperado; la prueba se realizd por triplicado y en fechas

diferentes.

Selectividad / Especificidad.

Se considera selectividad como la habilidad de un método para diferenciar y
cuantificar uno o varios analitos en presencia de otros componentes que se sospecha
puedan estar presentes en la muestra (Food and Drug Administration, 2001, 4-8;
Ortega, Garcia, & Junca, 2011, 209-249). Las sustancias potencialmente interferentes
en una matriz vegetal incluyen componentes enddégenos de la matriz, metabolitos,
productos de degradacion, impurezas, etc. La selectividad se evalud inyectando varias
muestras de la matriz vegetal (extractos de café) con el fin de detectar el efecto de la
matriz sobre la pureza espectral. EI método se considera selectivo si ninguno de los
blancos u otras sustancias analizadas presenta el mismo tiempo de retencion de los

analitos de interés (Figura 8).

Figura 8. Cromatograma (SCAN-SIM) acrilamida y prop  ionamida.
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Andlisis estadistico

Luego de concretar los resumenes de los resultados de todas las pruebas, se
realizd un analisis multivariado PCA para evaluar la maxima varianza, un analisis
ANOVA y una matriz de correlaciones para los cuales se tuvieron en cuenta tanto los
parametros fisicoquimicos como las sustancias cuantificadas También se realiz6 un
analisis PLS el cual se elaboré por grado de tostado. El andlisis se realiz6 mediante el

paguete estadistico Minitab 16 amparado bajo licencia de Colcafé
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Resultados y discusion

Cuantificacion de la acrilamida en el café tostado y molido: evaluacién de
su comportamiento

El tostado del café se puede llevar a cabo a temperaturas entre los 150-300 °C
para convertir ese “green baggy” del café verde en placenteras notas ahumadas.
Sustancias especificas son las encargadas de estos cambios que ocurren durante la
reaccion de Maillard, degradacion de Streker y pirolisis entre aminoacidos y azucares,
formando una gran variedad de compuestos monoméricos y poliméricos que
influencian las caracteristicas organolépticas o0 que son convertidos en “toxicos
neoformados” como la acrilamida (Bagdonaite, Derler, & Murkovic, 2008, 6081). En el
presente estudio, los tres niveles de tostado (bajo, medio y alto) corresponden a

perfiles de interés comercial para la Compafia.

Son muchos los factores de los cuales depende la formacion de acrilamida en el
café: la cantidad y disponibilidad de sus sustancias precursoras, las cuales a su vez
dependen de multiples factores descritos en el capitulo 1, el grado y forma de tostado,
la especie de café, la metodologia de preparacion de la taza, entre otras (Taeymans et

al., 2004, 323-347).

En ese orden de ideas, y tomando desde la literatura que ciertos parametros
fisicoquimicos pueden estar relacionados con la formacién y las cantidades de
acrilamida, la primera medicién que se llevé a cabo fue la de estos parametros en el
café tostado y molido. Esto cobra vital importancia si se tiene en cuenta que muchos

estudios han relacionado el color con el contenido de acrilamida (Alves et al., 2010,
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929-931; Gokmen & Senyuva, 2006, 238); la intrinseca relacidon entre el color del café
tostado y la acrilamida es evidente pues el color aumenta con el tiempo y temperatura
de tostado, y esto a su vez interviene en la formacion de mas o menos acrilamida,
ademas, estudios han determinado que a menor contenido de agua, la acrilamida se
forma de manera mas sustancial (De Vleeschouwer et al., 2007, 722), hecho que
guarda relacion con los valores de merma obtenidos en este estudio, donde a mayor
valor de la merma, menor contenido de agua y mayor contenido de acrilamida,
entendiéndose la merma del café como el peso perdido por eliminaciéon de agua luego

del tostado.

La densidad esta relacionada con la humedad inicial de la materia prima, donde
valores superiores a 14% de humedad en el grano verde son un parametro de rechazo,
puesto que cuando el café sufre el proceso de tostado se producird bastante
irregularidad en los granos alterando la densidad y el proceso de molienda y extraccion,

lo que se constituye en una alteracion en las cualidades organolépticas.

Se observé como los niveles de pH permanecen constantes con respecto al
comportamiento que se mostré de las materias primas en el capitulo 1, lo cual es
positivo tomando en cuenta que las caracteristicas organolépticas se deben conservar.
El resumen estadistico de las mediciones fisicoquimicas se puede observar en la Tabla

14.



Tabla 14. Parametros fisicoquimicos del café tostad

0 y molido.

12

Muestra Color (L) Densidad (g/L) Humedad (%) pH Merma (%)
F1A1TB 23,7 333,7 1,7 4,7 15,5
F1A1TM 15,6 287,3 1,3 50 19,4
F1A1TA 11,6 248,0 0,9 54 25,9
F1A2TB 23,5 343,0 1,6 4,7 15,3
F1A2TM 15,7 289,2 1,2 51 19,4
F1A2TA 11,4 248,3 0,7 5,6 24,4
F1A3TB 23,6 339,1 15 4,8 15,3
F1A3TM 16,2 284,0 1.2 51 18,9
F1A3TA 11,3 244,1 0,9 5,6 24,9
F2A1TB 25,4 330,7 1,7 4,9 13,5
F2A1TM 18,0 293,7 14 52 16,5
F2A1TA 12,6 2479 11 5,8 21,8
F2A2TB 26,9 337,8 18 4,9 13,7
F2A2TM 18,5 296,6 1,3 5,2 16,7
F2A2TA 12,9 251,1 11 59 21,8
F2A3TB 26,3 336,0 1,8 4,9 13,8
F2A3TM 17,8 301,1 1.2 52 17,0
F2A3TA 12,5 2428 0,9 5,8 22,1
F3A1TB 26,1 353,0 2,4 4,7 14,2
F3A1TM 16,2 280,9 1,3 51 19,0
F3A1TA 12,0 247,1 1,2 5,8 24,3
F3A2TB 23,4 337,1 2,0 4,8 15,3
F3A2TM 16,2 278,0 14 51 18,6
F3A2TA 11,3 2547 1,0 5,8 24,4
F3A3TB 23,6 351,2 2,1 4,8 15,2
F3A3TM 15,9 290,2 14 51 19,0
F3A3TA 11,6 259,5 0,9 57 24,7
Media 17,78 292,82 1,38 521 18,91
Desv.Est. 5,50 38,47 0,42 0,40 4,01
CoefVar 30,94 13,14 30,25 7,69 21,22
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Posterior a la medicidon de los parametros fisicoquimicos y con el fin de evaluar si
después del tostado del café persistian algunas cantidades de aminoacidos y azlcares,
se llevé a cabo la cuantificacion de estas sustancias (Tabla 15). El Gnico aminoacido
remanente fue la L-5-oxoprolina o acido piroglutamico, del cual se evidencié una mayor
concentracion a medida que se aumenta el grado de tostado; siendo un compuesto
producto de la oxidacién de la L-prolina, es de esperarse que a mayor tostado, mayor
proceso de oxidacion y formacion de L-5-oxoprolina. Maeso y Col (2006, 1095) llevaron
a cabo un estudio que refuerza esta teoria y en el que indicaron que efectivamente este
aminoacido es producto de una conversion térmica y que es sumamente importante al
encontrarse relacionado con procesos cognitivos y de la memoria, reforzando las

bondades del café.

Para el caso de los azUcares, solo se observaron remanentes de D-(+)-fructosa y
de D-(+)-galactosa a tostados bajos, los cuales fueron los azUcares mayoritarios junto
con la D-(+)-glucosa en el café verde, de la cual se observo que definitivamente es el
principal azlcar involucrado en la formacion de acrilamida al no encontrarse
remanentes de él luego del tostado. En cuanto al myo-inositol y D-manitol, que son
azucares alcoholes con intervencidén nula en la reacciéon de Maillard y que no sufren
pérdidas por volatilizacion, también se observé un aumento o concentracién a medida

gue aumenta el nivel de tostado y disminuye la humedad.



Tabla 15. Contenido de azucares reductores y L-
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a-aminoacidos en el café tostado

y molido.
Remanentes de Azlcares reductores (mg/100 g muestra ) y Aminodacidos (mg/g
Muestra muestra)
D-(+)-fructosa D-(+)-galactosa D-manitol Myo-inosit 5-oxoprolina
F1A1TB 0,0595 0,0068 0,0027 0,1244 26,81
F1A1TM n.d. n.d. n.d. 0,1515 31,75
F1A1TA n.d. n.d. n.d. 0,1772 139,95
F1A2TB 0,0406 0,0033 n.d. 0,1417 26,04
F1A2TM n.d. n.d. 0,0034 0,1622 35,80
F1A2TA n.d. n.d. 0,0057 0,1707 147,10
F1A3TB 0,0422 0,0051 0,0022 0,1246 24,99
F1A3TM n.d. n.d. 0,0032 0,1624 38,30
F1A3TA n.d. n.d. 0,0282 0,1776 169,78
F2A1TB n.d. n.d. n.d. 0,1275 10,26
F2A1TM n.d. n.d. n.d. 0,1572 21,48
F2A1TA n.d. n.d. n.d. 0,1569 67,88
F2A2TB n.d. n.d. n.d. 0,1232 11,10
F2A2TM n.d. n.d. n.d. 0,1547 22,14
F2A2TA n.d. n.d. n.d. 0,1567 68,95
F2A3TB n.d. n.d. n.d. 0,1340 9,40
F2A3TM n.d. n.d. n.d. 0,1469 25,26
F2A3TA n.d. n.d. n.d. 0,1632 68,55
F3A1TB n.d. n.d. 0,0024 0,1227 15,43
F3A1TM n.d. n.d. n.d. 0,1761 39,63
F3A1TA n.d. n.d. n.d. 0,1610 147,22
F3A2TB 0,0580 0,0049 n.d. 0,1670 18,84
F3A2TM n.d. n.d. n.d. 0,1691 32,18
F3A2TA n.d. n.d. n.d. 0,1808 134,05
F3A3TB 0,0515 0,0044 n.d. 0,1393 17,95
F3A3TM n.d. n.d. n.d. 0,2199 34,10
F3A3TA n.d. n.d. n.d. 0,1995 145,67
Media 0,0093 0,0009 0,0018 0,1573 56,7000
Desv.Est. 0,0202 0,0020 0,0055 0,0237 52,1000
CoefVar 216,89 220,74 309,95 15,04 91,9
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Entre los cientos de estudios que giran alrededor de la acrilamida,
especificamente en el café, las sustancias de naturaleza antioxidante han sido
correlacionadas con las tasas de formacién/eliminacion de la misma (Bassama, Brat,
Bohuon, Boulanger, & Gilnata, 2010; Jin et al., 2013, 558). Asi, estas constituyen no
solo un marcador de calidad en la materia prima y la bebida final por sus propiedades
benéficas para la salud, sino que también podrian vincularse con los contenidos de
acrilamida en el café objeto de estudio. Debido a las fuertes transformaciones quimicas
gue sufren todas las sustancias del café verde cuando pasan por el proceso industrial,
la prueba para el contenido de polifenoles totales permite tener una mayor visualizacion
de como a medida que se aumenta el grado de tostado los polifenoles van
disminuyendo, y siendo los acidos clorogénicos los polifenoles mas importantes y
abundantes del café, en ellos se observé esta misma tendencia (Tabla 16). Cuando se
compararon los niveles de polifenoles totales y acidos clorogénicos en el café tostado

con los niveles en el café verde, se observd mas claramente este comportamiento.

Una vez medidos los parametros fisicoquimicos y cuantificados los remanentes
de sustancias precursoras y antioxidantes, las muestras de café tostado fueron
calificadas por expertos del panel de catacion de Colcafé los cuales evaluaron los
atributos de fragancia, aroma, acidez y cuerpo, para emitir una impresién global, la
cual, cuando se trata de café excelso no debe ser inferior a 8,0 segun la NTC 5938

(Tabla 16) (Apéndices D, E, F).



Tabla 16. Contenido de polifenoles totales, acidos clorogénicos y perfil sensorial
(impresion global) del café tostado y molido.

Muestra PFT (mg eq GAE/g Acidos Clorogénicos Impresién (_“;Iobal
muestra) (mg/g muestra) Sensorial

F1A1TB 28,13 16,12 8,3
F1A1TM 27,24 6,47 8,5
F1A1TA 24,26 1,27 8,5
F1A2TB 34,17 17,33 8,6
F1A2TM 30,74 7,09 8,6
F1A2TA 24,90 1,57 8,6
F1A3TB 33,73 19,38 8,5
F1A3TM 29,27 7,33 8,5
F1A3TA 24,64 1,51 8,5
F2A1TB 34,79 19,86 8,6
F2A1TM 29,34 7,94 8,6
F2A1TA 27,51 1,81 8,6
F2A2TB 35,83 21,56 8,3
F2A2TM 31,41 9,02 8,4
F2A2TA 27,35 1,91 8,4
F2A3TB 35,28 20,11 8,4
F2A3TM 31,92 8,09 8,5
F2A3TA 26,04 1,73 8,6
F3AL1TB 35,9 18,66 8,3
F3A1TM 30,76 6,56 8,5
F3ALTA 28,39 1,51 8,5
F3A2TB 39,85 18,34 8,4
F3A2TM 33,26 7,33 8,4
F3A2TA 31,41 1,43 8,4
F3A3TB 35,08 15,43 8,4
F3A3TM 28,08 5,77 8,5
F3A3TA 20,7 1,07 8,4
Media 30,37 9,12 n.a.
Desv.Est. 4,432 7,3 n.a.

CoefVar 14,59 80,02 n.a.
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Como se puede observar en la tabla anterior, el contenido de polifenoles y de
acidos clorogénicos disminuye de forma muy marcada, lo cual obedece a pérdidas o
transformaciones quimicas sufridas por el proceso de tostado como ya se ha
mencionado. En cuanto al perfil sensorial, los valores superiores a 8,0 en la calificacion

del panel ratifican la buena calidad de este café excelso.

Hasta la fecha, numerosas metodologias analiticas para la cuantificacion de
acrilamida en matrices vegetales han sido desarrolladas obedeciendo a la alta
complejidad que estas representan en los procedimientos de extraccion y aislamiento
de la sustancia. El café no es una excepcion a este suceso, pues su compleja quimica
hace que en el proceso de extraccion de la acrilamida siempre se requiera de un clean-
up exhaustivo de la muestra previa inyeccion en el equipo de analisis (Bortolomeazzi et
al., 2012, 2688; Delatour, Périsset, Goldmann, Riediker, & Stadler, 2004, 4626;
Eriksson & Karlsson, 2006, 393-394; Go, 2005, 215-216). Para lograr lo anterior, es
recurrente el uso de cartuchos de SPE los cuales estan elaborados con un relleno de
carbono grafitado y un gel cargado con distintos grados de polaridad, acidez o
basicidad segun la molécula a retener/purificar y segin la naturaleza de la matriz, ya
sea liposoluble o hidrosoluble, con alta carga de carbohidratos, acidos organicos, etc,

como en el caso del café.

En la mayoria de los estudios de acrilamida, la metodologia analitica de
cuantificacion reportada es HPLC/MS/MS gracias a los cortos tiempos de analisis, la
sensibilidad del método y bajo consumo de solventes, sin embargo, la cromatografia

gaseosa es la segunda técnica mas empleada debido a que los porcentajes de
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recuperacion, las desviaciones estandar y los limites de deteccibn son bastante

aceptables (Sun, Fang, & Xia, 2012, 221).

En el presente trabajo se desarroll6 una nueva metodologia para la
cuantificacion de acrilamida en café tostado y molido mediante GC/MS. En este tipo de
analisis el paso mas critico y temido por los investigadores es la derivatizaciéon del
analito, debido al estricto control en tiempo, temperatura y volumen de derivatizante
con que debe llevarse a cabo, pues de lo contrario la reaccion puede ser incompleta y
no se formara la molécula equivalente a cuantificar o puede formarse también una
“falsa molécula”. En esta investigacién, mediante diversos ensayos y luego de un arduo
trabajo en el clean-up de la muestra en los cartuchos de SPE estrictamente
seleccionados se logré obviar este paso; con un proceso selectivo de extraccion de la
matriz y con un adecuado acondicionamiento y elucién de los cartuchos, la molécula es
purificada en el solvente seleccionado, asi, no se tiene que emplear tanto tiempo en la
derivatizacién y no se incurre con la posibilidad de que la molécula no se forme, o que

se cuantifique la molécula equivocada.

Al validar esta metodologia analitica por GC/MS, se tuvo en cuenta que para el
desarrollo experimental debe existir una planeacién, que permita seguir de manera
sistematica cada paso de la investigacion y con ello lograr obtener resultados
confiables y reproducibles. La validaciéon comprende la determinacion de una serie de
parametros que demuestren que los resultados del método son confiables y
reproducibles. La cuantificacién de la acrilamida se llevo a cabo por medio del método
del estandar externo y normalizacién de las areas empleando propionamida por su

similitud molecular y facilidad de trabajo.
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La acrilamida ha mostrado decaer a lo largo del periodo de almacenamiento
(Hoenicke & Gatermann, n.d., 296), por esta razén, una vez fueron tostadas las
muestras, estas se almacenaron por dias en bolsas metalizadas translicidas con
barrera de oxigeno, selladas al vacio y almacenadas en cava a -8,0 °C con la finalidad
de retrasar reacciones de deterioro inherentes a la inestabilidad de las materias primas
de origen natural y minimizar la variacion durante la etapa de validacion y cuantificacion

en las muestras procedentes de las diferentes alturas (fincas).

Los parametros evaluados en esta validacion fueron: limite de deteccion, limite
de cuantificacion, linealidad, precision, exactitud y selectividad/especificidad en una
matriz de café tostado y molido en agua acidulada con solucion estandar, obteniéndose
muestras enriquecidas. El resumen de los resultados obtenidos en la validacion se

ilustra en la Tabla 17.



Tabla 17. Resultados de validacion para el método d
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e acrilamida.

Parametros Resultados Criterio de aceptacion
Linealidad
Ecuacion de la recta Y= 0.001X-0.0004 n.a
Coeficiente de determinacién r’= 0.9991 r’=0.99
Correlacion (Pearson) r=1 r=0.999
Homogeneidad de varianza G exp.= 0.035 G tablas (a= 0,05, K=6,n =3) = 0,616
Precision Resultados Criterio de aceptacion
Repetibilidad
Instru?ﬁental Coef. de variacion RSD rep inst= 2.4% RSD rep inst= 3,0
R. Método Coef. de variacion RS Drep met=1.81% RSD rep met=4,0

Exactitud Resultados Criterio de aceptacion
Porcentaje de recuperacion %R=99.66+2.33 %R= 10045
Test de Cochran G exp=0.23 G tablas (a=0,05, K=3, n=3)= 0,871
Limite de deteccion Resultados Criterio de acepta  cion
Concentracion 10 ng/mL con S/R=6:1 n.a
RSD% 1.97% <20%
Limite de cuantificacion Resultados Criterio dea  ceptacion
Concentracion 25 ng/mL n.a
RSD% 7.64% <10%
Interferencias Resultados Criterio de aceptacion
SeIectivid_ad/Espe_cificidad: No afectan na
sustancias relacionadas
Idoneidad del sistema cromatografico (System suitab ility)
Resultados Criterio de aceptacion
Tiempo de retencién 14.5 min n.a
Factor de capacidad k' 3.271 k'>2
Platos tedricos 1167101.33 N > 1000
Asimetria 1.010 As=0,8-25
Resolucion Rs > 3.283 Rs>1,5

Segun los parametros validados y sus valores obtenidos se pudo establecer que

el método es lineal, preciso, reproducible y selectivo.
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Una vez se desarrolld y validé la metodologia analitica, se procedié con la
cuantificacion de los niveles de acrilamida formados en el café tostado y molido. En la
Figura 9 se puede observar la clara diferencia que existe en los niveles formados de

acrilamida dependientes del grado de tostado.

Figura 9. Contenido de acrilamida en las muestrasd e café T&M.

Contenido de acrilamida en café T&M
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Segun la literatura, a menor grado de tostado, mayor nivel de acrilamida formada
(Alves et al., 2010, 929; Bagdonaite et al., 2008, 6083); este fenOmeno obedece a que
al inicio del tostado las sustancias precursoras estan disponibles y comienzan a
condensarse rapida y espontaneamente y al final del proceso, muchas pérdidas
guimicas y fisicas tienen lugar. Las curvas de tostado, se comportan de manera tal que
al principio cuando se inicia la pérdida de agua se da un decaimiento de la temperatura
y luego aumenta de manera exponencial hasta que llegan a un punto en la que se
estabiliza; la acrilamida en cambio, sufre un efecto de campana, es decir, aumenta

exponencialmente hasta que en un punto del proceso de tostado comienza a decaer.



82

De manera general y si se remite de nuevo a la Figura 6 se puede observar una
tendencia y es que las muestras de tostado bajo contienen los niveles més bajos de
acrilamida y los tostados altos contienen los niveles mas altos; esto contrasta un poco
con la literatura pero su explicacion es simple y clara: la acrilamida en el café comenzo
a formarse de manera exponencial y seguramente unos instantes luego del ultimo
punto del proceso de tostado es donde esta comienza a decaer, es decir, a un color de
tostado mas oscuro que el de estas muestras de tostado alto se daria este proceso.
Esto puede ser visible si los experimentos combinan diferentes tiempos de tostado para
obtener diferentes colores y curvas, pero como se menciond inicialmente, los perfiles
aqui desarrollados fueron escogidos por expertos en catacién y obedecen a intereses

comerciales de la Compafiia luego de numerosas pruebas realizadas.

Si se remite al capitulo 1, se puede observar que las muestras de la Finca 2
contienen los niveles mas bajos de los precursores de la acrilamida, la asparagina y los
azucares reductores, especialmente la D-(+)-fructosa y la D-(+)-glucosa, lo que guarda
completa relacion con los niveles encontrados de acrilamida, los cuales son también los
mas bajos en las muestras de esta finca independientemente del grado de tostado.
Aqui es importante recordar que las diferencias significativas entre las materias primas
fueron atribuidas a los bajos niveles en algunas de las cuantificaciones que se

realizaron a las materias primas de la Finca 2 en el capitulo anterior.

Una vez se conté con los resultados de todas las mediciones y cuantificaciones
realizadas y con sus respectivos resiumenes estadisticos, se procedio con el analisis de

la estadistica descriptiva e inferencial para poder observar como se comporta la
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acrilamida formada en relacion a la materia prima y a todos los parametros descritos

gue pueden o no afectarla.

Lo primero que se hizo al igual que en el capitulo 1, fue un screening inicial
mediante un PCA para evaluar la maxima varianza y en el cual se tuvieron en cuenta
tanto los parametros fisicoquimicos como las sustancias cuantificadas. Este primer
PCA (Figuras 10 y 11) en el que se emplearon los dos primeros componentes que
explican el 75,5% de la variabilidad, se muestra mediante la grafica de puntuacion
como las muestras tienden a agruparse por grado de tostado y no por altura de
cosecha.

Figura 10. Grafica de puntuacion (PCA) en el cafét ostado y molido para todos los
parametros cuantificados.
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Figura 11. Grafica de cargas (PCA) en el café tosta do y molido para todos los
parametros cuantificados.
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Lo mas importante a destacar en la grafica de cargas (Figura 11) y se remite a la
Tabla 15, es que los valores remanentes de myo-inositol, D-manitol y L-5-oxoprolina
tienden a aumentar cuando el nivel de tostado es mas alto, y estas sustancias ubican
sus vectores en el mismo cuadrante donde se agrupan la mayoria de las muestras de
tostado alto. Ademas, el vector de la acrilamida se sitia en el mismo lugar donde se
pueden ver las muestras de tostado alto de la Finca 3 en la grafica de puntuacion, para
la que hay una tendencia de valores mas altos de acrilamida en los tres niveles de
tostado. También es importante resaltar que las muestras que se ubican en el
cuadrante superior derecho de la grafica de puntuacion corresponden a la mayoria de
tostado bajo para las cuales se conservaron algunos remanentes de azlcares, los que

se puede visualizar en el mismo cuadrante de la grafica de cargas.
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Debido a que el andlisis PCA es descriptivo, se llevo a cabo un andlisis mediante
una ANOVA lineal general para confirmar este modelo y evidenciar si las diferencias
encontradas para los efectos principales y para las interacciones de orden 2 son
significativas (p< 0,05) y qué parametros hacen que se presente 0 no esta diferencia

(Tabla 18).

Mediante esta ANOVA lineal general fueron evaluados los supuestos
estadisticos de normalidad, homogeneidad de las varianzas e independencia de las

muestras sobre los residuales.



Tabla 18. Pardmetros de ANOVA para diferencias sign
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ificativas de efectos

principales e interacciones de orden 2 en café tost  ado y molido.
. Efecto R cuadrado R cuadrado
Variable p.pal/lnteraccion Valor F Valor P (%) ajustado (%)
Altura 109,47 0,000
5-oxoprolina Grado de tostado 863,01 0,000 99 44 98.79
*,
Altura*grado de 46.20 0,000
tostado
Altura 4,96 0,027
D-(+)-fructosa Grado de tostado 18,88 0,000 8597 69.59
*
Altura*grado de 4.96 0,014
tostado
Altura 571 0,018
D-(+)-galactosa Grado de tostado 19,40 0,000 86.82 71 .44
*
Altura*grado de 571 0,008
tostado
Myo-Inositol Grado de tostado 23,05 0,000 86,48 70,71
_ Altura 83,83 0,000
Acrilamida 95,96 91,25
Grado de tostado 47,35 0,000
Altura 16,06 0,000
ACGS Grado de tostado 1290,86 0,000 99 55 99 .02
Altura*grado de 3.62 0,037
tostado
Altura 8,95 0,004
PFT 94,11 87,23
Grado de tostado 66,64 0,000
Altura 38,34 0,000
Color 99,59 99,12
Grado de tostado 1421,50 0,000
Grado de tostado 936,39 0,000
Densidad * 99,38 98,65
Altura*grado de 723 0,003
tostado
Altura 21,35 0,000
Humedad Grado de tostado 180,92 0,000 9732 9418
*
Altura*grado de 505 0,013
tostado
Altura 119,67 0,000
pH Grado de tostado 2431,13 0,000 99 77 995
Altura*grado de 9.12 0,001

tostado
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El PCA indico que el agrupamiento de las muestras ocurre principalmente por el
grado de tostado, pero también que algunas de las sustancias cuantificadas guardan
relacion con ciertos agrupamientos, caso de la D-(+)-galactosa, D-(+)-fructosa, D-
manitol, L-5-oxoprolina y la acrilamida; la ANOVA permitié corroborar esta informacion
mostrando que todas ellas presentan diferencias significativas (p<0,05) a excepcién del
D-manitol. La ANOVA también mostré que la D-(+)-galactosa, D-(+)-fructosa, y la L-5-
oxoprolina tienen diferencias significativas tanto para los efectos principales como para
la interaccion de orden 2 “altura*grado de tostado”. La acrilamida por su parte, mostrd
diferencia significativa por altura y por grado de tostado como efectos principales

individuales.

Para el resto de sustancias o parametros fisicoquimicos que mostraron una
diferencia significativa existe un factor comun: el grado de tostado, hecho que

concuerda con toda la teoria que se ha relacionado a lo largo de este manuscrito.

El contenido de sustancias antioxidantes del café disminuye a medida que
aumenta el grado de tostado debido a la degradacién progresiva que sufren como
consecuencia de la reaccién de Maillard, para dar paso a la formacion de melanoidinas
y productos de degradacion (MRPs) (Ludwig, Bravo, De Pefa, & Cid, 2013, 553). Los
parametros fisicoquimicos cambian en relacién a la pérdida de agua por aumento
progresivo de la temperatura a medida que avanza la curva de tostado, por lo que es
de esperarse que cambien en virtud de este proceso, ademas el color aumenta
proporcionalmente con tiempos prolongados de tostado gracias a un mayor tiempo de

reaccion de precursores para la formacion de estas melanoidinas y productos de
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caramelizacién. Los aminoacidos, como ya se observd, son el reactivo limite y se
condensan con los azlcares para dar paso a esos productos de la reaccion de Maillard;
asi los aminoéacidos incluso a tostados bajos no sobreviven y los azucares reductores,
gue se encuentran en cantidades superiores a los aminoacidos, solo permanecieron

remanentes a tostados bajos.

En la Figura 12 se ilustra el comportamiento de la acrilamida con respecto a la
atura de siembra y el grado de tostado, la altura interna o zona de coleccion se anexa
al grafico para ilustrar que no existe una tendencia marcada intra finca (estratificacion

por lotes de produccion).

Figura 12. Grafica de efectos principales paralaa crilamida.
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Luego de que se establecieron estas diferencias significativas entre los
diferentes metabolitos y pardmetros fisicoquimicos de las diferentes muestras por
efecto de altura y grado de tostado, y por la interaccién de orden 2 “altura*grado de
tostado”, se procedié con la elaboracion de la matriz de correlaciones (Tabla 19), para
establecer cuédles guardaban una correlacion significativa entre ellos, teniendo en
cuenta como criterio de aceptacion un valor p<0,05 y una correlacion superior al 80%
(positiva 0 negativa). La tabla completa de correlaciones entre los parametros
fisicoquimicos medidos y las sustancias cuantificadas en el café tostado y molido se

encuentra en el Apéndice B.

Tabla 19. Matriz de correlaciones para el café tost ado y molido.

VARIABLES TIPO D-(+)-fructosa ACGS PFT Color
Corr. 0,984
D-(+)-galactosa
Valor p 0,000
Corr. 0,823
PFT
Valor p 0,000
Corr. 0,991 0,813
Color
Valor p 0,000 0,000
, Corr. 0,962 0,800 0,971
Densidad
Valor p 0,000 0,000 0,000

De estas correlaciones es importante destacar: los azlcares remanentes
guardan correlaciones entre si pues estos comparten la misma ruta metabdlica ademas
sufren el mismo cambio por efecto del tostado del café; la densidad guarda correlaciéon
con el contenido de sustancias antioxidantes pues a mayor uniformidad de la particula
de café, mayor grado de extraccion y expresion de los compuestos antioxidantes, lo
gue también ocurre para el color, es decir, a mayor uniformidad de la particula de café,

mayor uniformidad en el color a partir de su medicion. Al sufrir el mismo efecto de
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degradacion por efecto del proceso de tostado, los valores de sustancias antioxidantes
deben estar correlacionados entre si y estos a su vez con el color, el cual aumenta con
el grado de tostado, por lo que cafés de diferentes colores varian en su composicion de

sustancias antioxidantes.

En la tabla completa de correlaciones (Apéndice B) se pudo observar otro tipo de
correlaciones que aunque se presentan, no cumplen con el criterio de inclusién aqui
propuesto (p<0,05 y una correlacion superior al 80% positiva 0 negativa). Estas
correlaciones que aunque no son muy significativas es importante mencionarlas:

correlaciones de la acrilamida con el contenido de acidos clorogénicos, el color y el pH.

En un apartado anterior se menciond como segun autores a mayor grado de
tostado, mayor color y menor contenido de acrilamida (Bagdonaite et al., 2008, 6085;
Gokmen & Senyuva, 2006, 242), y se explicO que posiblemente ese efecto no se
observo en este estudio por parar la cinética de tostado justo antes de que esto
ocurriera, pero sin importar el resultado, es clara la intrinseca relacion que existe entre
los niveles de acrilamida formados y los colores alcanzados, que la variacion de uno

esta directamente relacionado con la variacion del otro (Summa et al., 2007, 1849).

En el caso de los acidos clorogénicos como mayores responsables de la
actividad antioxidante del café, estos han mostrado tener efecto en el aumento de la
formacion de la acrilamida por tres mecanismos principales: incremento de la formacién
de 5-HMF el cual es un potente precursor en la formacion de acrilamida; segundo,
disminuye la energia de activacion de la 3-APA para su conversion en acrilamida y por

altimo, mantienen un alto potencial redox durante la reacciéon de Maillard evitando el
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ataque por radicales libres a la acrilamida formada (Cai et al., 2014, 1; Jin et al., 2013,
611; Liu et al., 2015, 46; Zhang & Zhang, 2008, 105). Si se remite al capitulo 1, el
contenido de polifenoles totales y de acidos clorogénicos no presentd diferencia
estadisticamente significativa, por lo que en este estudio no se debe relacionar los altos
0 bajos contenidos de acrilamida formados como dependientes de los niveles de estas
sustancias, ademas, otros autores mencionan que la acrilamida también puede verse
disminuida por efecto de las sustancias antioxidantes las cuales podrian inhibir su

formacion mediante el atrapamiento de compuestos carbonilicos (Liu et al., 2015, 46).

Por ultimo, investigaciones han propuesto como valores bajos de pH podrian
bloquear la adicién nucleofilica de la asparagina con el compuesto carbonilico,
previniendo la formacion de la respectiva base de Shiff, el intermediario clave en la
formacion de acrilamida (Mestdagh et al., 2008, 26), lo que podria estar relacionado
con los bajos niveles de acrilamida formados en el café proveniente de la Finca 2 la

cual también mostré diferencia significativa en los valor de pH en el café verde.

Hasta este punto se establecié que existen diferencias en la composicion
guimica de la materia prima proveniente de diferentes locaciones de cosecha y que
esto tiene un efecto en la formacion de acrilamida, asi como también se establecio que
los aminoacidos son el reactivo limite en la formacion de acrilamida y que esta mostro
diferencias significativas por el efecto de la materia prima y el grado de tostado. Con
todo esto se tuvo plena identificacion del comportamiento de la acrilamida en relacion a

todos los parametros y sustancias cuantificados.
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Por ello, lo dltimo que se realizd en este estudio con el objetivo de establecer la
correlacion directa de aquellas sustancias precursoras con capacidad predictiva sobre
la produccion de acrilamida, fue un analisis PLS, el cual se elaboré por grado de
tostado con la finalidad de establecer si independientemente de este, las sustancias
relacionadas con el comportamiento de la acrilamida seguian siendo las mismas al

aumentar o disminuir el grado de tostado (Tablas 20-22) (Figuras 13-18).

Tabla 20. Andlisis PLS para café de tostado bajo.

Componente Varianza X Error R cuadrado Precisién szﬁzg?gﬁg)o
1 0,430905 71167,2 0,367087 195789 0
2 22285,9 0,801804 430785 0
3 12848,7 0,885732 502959 0
4 5883,2 0,947679 541403 0
5 150,2 0,986640 612925 0
6 17,4 0,999846 637876 0
7 4,1 0,999963 639872 0

Figura 13. Grafica de predictores para la formacién de acrilamida con 1) L-glicina,
2) L-valina, 3) L-leucina, 4) L-5-oxoprolina, 5) L- metionina, 6) L-treoina, 7) L-
asparagina para café de tostado bajo.
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Figura 14. Grafica de respuesta de los predictores

acrilamida en café de tostado bajo.
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Tabla 21. Analisis PLS para café de tostado medio.
. . R cuadrado
Componente Varianza X Error R cuadrado Precision (predicho)
1 0,448622 345579 0,00430 69944 0
2 17078,7 0,75311 124710 0
3 5119,1 0,92600 144625 0
4 2329,8 0,96632 139367 0
5 834,5 0,98794 152349 0
6 93,8 0,99864 163202 0
7 0,0 1,00000 168486 0
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Figura 15. Grafica de predictores para la formacién de acrilamida con 1) L-glicina,
2) L-valina, 3) L-leucina, 4) L-5-oxoprolina, 5) L- metionina, 6) L-treoina, 7) L-
asparagina para café de tostado medio.
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Figura 16. Grafica de respuesta de los predictores para la formacion de
acrilamida en café de tostado medio.
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Tabla 22. Analisis PLS para café de tostado alto.
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Componente Varianza X Error R cuadrado Precision R(’pcrgz?;ﬁg)o
1 0,448164 66674,6 0,44383 137033 0
2 29821,3 0,75124 280837 0
3 10591 0,91165 303223 0
4 4945,3 0,95875 310127 0
5 1741,7 0,98547 344356 0
6 154,7 0,99871 370076 0
7 0,0 1,00000 380118 0

Figura 17. Gréfica de predictores para la formacion

2) L-valina, 3) L-leucina, 4) L-5-oxoprolina, 5) L-

asparagina para café de tostado alto.
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Figura 18. Grafica de respuesta de los predictores para la formacion de
acrilamida en café de tostado alto.
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Con este andlisis PLS se identific6 que es posible predecir el comportamiento
de la acrilamida independientemente del grado de tostado con el mismo set de
aminoacidos (L-glicina, L-valina, L-leucina, L-5-oxoprolina, L-metionina, L-treoina, 7, L-
ssparagina), con coeficientes de correlaciéon de 0,999963; 1,000 y 1,000 y con errores
cercanos a 4,1; 0,0 y 0,0 para las materias primas tostadas a niveles bajo, medio y alto
respectivamente, donde estos coeficientes de correlacion y errores corresponden al

séptimo predictor, es decir, la asparagina.
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Conclusiones

El café muestreado proveniente del municipio de Andes, Antioquia, en tres
alturas diferentes de cosecha, mostré diferencias en su composicion quimica y

fisicoquimica.

El hecho de que las diferentes alturas de siembra produzcan café diferente, pudo
ser atribuido hipotéticamente a los microclimas de cada zona de coleccién y su

composiciéon en el suelo, ya que el beneficio y procesamiento para todas fue el mismo.

Los bajos contenidos de L-5-oxoprolina, L-serina, L-acido glutamico y D-(+)-
ribosa hacen que el café proveniente de la Finca 2 (la cual se agrupa en el PCA), sea

significativamente diferente (p<0,05) al de las otras dos fincas (alturas) de cosecha.

El contenido de sustancias antioxidantes fue similar en las tres materias primas
provenientes de las tres fincas, lo que hace que esta caracteristica sea positiva y no un

criterio de exclusion a la hora de la seleccion de cualquiera de las mismas.

Se validé una nueva metodologia por GC/MS para la cuantificacion de acrilamida
en café tipo excelso proveniente de una misma region del Pais y diferentes alturas de
cosecha. Posterior a esta etapa de validacion se pudo establecer que la metodologia
fue lineal, precisa, reproducible y selectiva y se implementd como una nueva
metodologia de cuantificacion y verificacion de calidad ya que en Colombia no se
contaba con metodologias por GC/MS para la cuantificacion de acrilamida en café;
ademas esta técnica es novedosa al obviar el paso de derivatizacion del analito, lo cual

es recurrente en analisis por GC/MS.
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Luego de la cuantificacion de aminoacidos y azucares remanentes se evidencio
que los aminoacidos son el reactivo limite en la reaccion de Maillard y en la formacion

de acrilamida.

Al no encontrar niveles de D-(+)-glucosa remanentes pero si de D-(+)-fructosa,
se concluy6 que el azucar reductor mas involucrado en la formacion de acrilamida es la

D-(+)-glucosa.

Aunque los contenidos de L-asparagina y glucosa no son significativamente
diferentes en las materias primas, se evidencio que sus ligeros bajos niveles si influyen
en la formacion de acrilamida, pues la Finca 2 que obtuvo los menores valores de estos

precursores, también obtuvo los valores mas bajos de acrilamida.

Luego del andlisis PCA en café tostado y molido se establecié que las fincas se
agrupan no por altura sino por nivel de tostado, y que esto guarda relacién con los
niveles de sustancias encontrados, por ejemplo, las muestras de tostado alto se ubican
en el mismo cuadrante donde se ubica la acrilamida, la cual presenta mayores niveles

en estas muestras.

En relacién con la merma por el efecto de tostado se evidencié un incremento
progresivo o concentracidon de sustancias como la L-5-oxoprolina, producto de la
oxidacion de la prolina y de los azlcares alcoholes que no participan en la reaccion de

Maillard.

El grado de tostado es el efecto principal comun que influye directamente y de

manera significativa (p<0,05) tanto en la composicion de los precursores como en el
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contenido de sustancias antioxidantes, los cuales estan relacionados con el contenido
de acrilamida. Los valores de acrilamida son significativamente diferentes (p<0,05)
segun el grado de tostado y segun la altura de cosecha del café como efectos
principales, variacién que esta ligada hipotéticamente a la composicién del suelo y a los

microclimas.

Mediante un modelo PLS crosvalidado se establecid que los aminoacidos L-
glicina, L-valina, L-leucina, L-5-oxoprolina, L-metionina, L-treoina, L-asparagina, se
pueden postular como predictores para la formacion de acrilamida, teniendo la
asparagina coeficientes de correlacion de 0,999963; 1,000 y 1,000 y errores cercanos a
4,1, 0,0 y 0,0 para las materias primas tostadas a niveles bajo, medio y alto

respectivamente.

Se evidencid que es posible sumar a los cafés producidos con bajos niveles de
acrilamida altos niveles de L-5-oxoprolina la cual esta relacionada con efectos positivos

sobre la cognicion humana.

Los tres grados de tostado seleccionados para obtener perfiles de bebida de
interés comercial, pudieron ser empleados para identificar que el café de mayor tostado

contiene los maximos niveles de acrilamida y perfil sensorial adecuado.

Segun la alta calidad en taza y el contenido de sustancias antioxidantes, es
posible elaborar un café con excelentes caracteristicas organolépticas, y con bajos
niveles de acrilamida, una vez se evidencid que existen alturas que producen materias

primas con baja expresion de precursores.
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Perspectivas y recomendaciones

Debido a que los niveles de tostado del café de este estudio obedecen a
intereses comerciales, se recomienda evaluar a profundidad diferentes curvas de

tostado y empleando los mismos principios y/o objetivos aqui descritos.

Se recomienda también hacer en la medida de lo posible un mapeo de mayor
cobertura sobre la geografia nacional, que permita alimentar a profundidad un modelo

de regresiéon (PLS) para la prediccion del comportamiento de la acrilamida.

Por ultimo, se recomienda realizar estudios de microambiente y de composiciéon
del suelo que permitan comprender las relaciones entre el genotipo y estos ambientes,

para posteriormente correlacionarlos con los niveles de acrilamida formados.
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Apéndice A. Matriz de correlacion para la materiap  rima.

VARIABLE Tipo Alanina Glicina Valina Leucina Isoleucina Prolina 5-oxoprolina  Metionina Serina  Treonina A(,:'d(.’ p.(+) D-(+) D-(+) ACGS
glutamico Ribosa Fructosa Glucosa

Corr. 0,751
Glicina

Valor 0,020

p

Corr. 0,792 0,910
Valina

Ve;)'or 0,011 0,001

Corr. 0,779 0,922 0,981
Leucina

V"’gor 0,013 0,000 0,000

Corr. 0,733 0,862 0,982 0,943
Isoleucina

Vegor 0,025 0,003 0,000 0,000

Corr. 0,866 0,766 0,760 0,695 0,772
Prolina valor

b 0,003 0,016 0,017 0,038 0,015

Corr. 0,680 0,953 0,779 0,820 0,698 0,665
5-oxoprolina Valor

b 0,044 0,000 0,013 0,007 0,036 0,051

Corr. 0523 0,882 0,745 0,717 0,729 0,688 0,878 -0,716
Serina Valor

b 0,149 0,002 0,021 0,030 0,026 0,040 0,002 0,030

Corr. 0,745 0,704 0,794 0,767 0,790 0,758 0,523 0,157 0,404
Treonina valor

b 0,021 0,034 0,011 0,016 0,011 0,018 0,149 0,687 0,280

Corr. 0632 0,640 0,841 0,751 0,853 0,654 0,478 0,119 0,518 0,776
Fenilalanina valor

b 0,068 0,063 0,005 0,020 0,003 0,056 0,193 0,760 0,153 0,014
Acido Corr. 0552 0,839 0,657 0,626 0,634 0,758 0,870 -0,674 0,949 0,448
aspartico Vegor 0,124 0,005 0,054 0,072 0,067 0,018 0,002 0,047 0,000 0,227
Acido Corr. 0601 0,776 0,582 0,689 0,449 0,415 0,901 -0,408 0,632 0,333
glutamico valor 687 0014 0100 0,040 0,225 0,267 0,001 0,275 0,068 0,381

p



Asparagina

D-(+) Ribosa

D-(+) Glucosa

D-(+)
Galactosa

Myo-Inositol

PFT

Corr.
Valor

Corr.
Valor

Corr.
Valor

Corr.
Valor

Corr.
Valor

Corr.
Valor

0,572
0,108
0,165
0,672
0,353
0,352
0,351
0,354
-0,209
0,589
0,096

0,806

0,466
0,206
0,597
0,089
0,352
0,352
0,376
0,319
-0,388
0,302
0,204

0,598

0,304
0,426
0,391
0,298
0,231
0,549
0,253
0,511
-0,258
0,503
0,144

0,712

0,370
0,327
0,442
0,234
0,326
0,391
0,349
0,358
-0,249
0,518
0,236

0,541

0,192
0,621
0,347
0,361
0,161
0,679
0,185
0,634
-0,265
0,490
0,131

0,737

0,372
0,324
0,198
0,610
0,149
0,703
0,155
0,690
-0,406
0,278
0,159

0,683

0,639
0,064
0,695
0,038
0,435
0,242
0,454
0,220
-0,289
0,451
0,311

0,416

-0,081
0,836
-0,806
0,009
-0,355
0,349
-0,372
0,325
0,117
0,764
0,074

0,851

0,327
0,390
0,774
0,014
0,337
0,375
0,361
0,340
-0,209
0,590
0,146

0,708

0,143
0,713
-0,125
0,749
-0,160
0,681
-0,145
0,711
-0,689
0,040
0,163

0,676

0,758
0,018
0,646
0,060
0,586
0,097
0,596
0,090
-0,111
0,776
0,415

0,267

0,708
0,033
0,727
0,026
0,209
0,590
0,075

0,848

0,949
0,000
0,947
0,000
0,214
0,580
0,033
0,934
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0,999
0,000
0,431
0,247
-0,015

0,969

0,678

0,045
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Apéndice B. Matriz de correlacion para el café tost ado y molido.

5- D-(+) D-(+) Myo- Acrilamid  ACG Colo Densida
VARIABLES ~ TIPO oxoprolina Fructosa Galactosa Inositol a S PFT r d
D-(+) Corr. -0,312
Fructosa Valor 0.113
5 ,
D) Corr. -0,303 0,084
Galactosa Ve:)lor 0,125 0,000
Corr. 0,447 -0,067 -0,048
D-Manito Ve;)'or 0,019 0,742 0,812
Corr. 0,554 -0,349 -0,385
Myo-inositolvalor - 4 0,074 0,048
5 , , ,
Corr. 0,625 0,252 0,292 0,579
Acrilamida
V"’gor 0,000 0,204 0,140 0,002
Corr. -0,752 0,532 0,527 -0,738 -0,534
ACGS
Vegor 0,000 0,004 0,005 0,000 0,004
Corr. -0,720 0,410 0,354 -0,565 0,234 0,823
PFT
VT)'OF 0,000 0,034 0,070 0,002 0,240 0,000
Corr. -0,789 0,506 0,499 0,746 0,545 0,991 0'381
Color Valor 0,00
5 0,000 0,007 0,008 0,000 0,003 0000
Corr. 0,784 0,593 0,575 0,671 20,506 0,962 o,go 0,971
Densidad valor 0.00
N 0,000 0,001 0,002 0,000 0,007 0000 "5 0,000
- 070 -
., Corr. 0,773 -0,558 -0,550 0,536 0545 g7 o og7e 0926
P Valor 0,00

0,000 0,002 0,003 0,004 0,003 0,000

0,000 0,000
p 0
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Apéndice C. Calificacién sensorial muestras Finca 1

Fragancia

=¢—F1A1TB —@i—=F1A1TM -A—F1A1TA

Fragancia
9,0 »
207

=0—=F1A2TB =li—=F1A2TM ——F1A2TA

Fragancia

Imp.Global

Cuerpo Acidez

=¢=F1A3TB =l=F1A3TM -4—F1A2TA
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Apéndice D. Calificacién sensorial muestras Finca 2

Fragancia

Imp.Global

Cuerpo

=0—=F2A2TB —l—=F2A2TM -/~—F2A2TA

Fragancia
9,0 o

=0=—=F2A3TB =li=F2A3TM -~—F2A3TA
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Apéndice E. Calificacion sensorial muestras Finca 3

=0=F3A1TB =l=F3A1TM -—F3A1TA

Fragancia
9,0 .

=0—F3A2TB —E—F3A2TM —4—F3A2TA

Fragancia

=0=F3A3TB =—l=F3A3TM -4—F3A3TA




